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Aplicações de marcadores 
moleculares em Byrsonima 
crassifolia

Simone de Miranda Rodrigues
Elisa Ferreira Moura Cunha

Maria do Socorro Padilha de Oliveira

O uso de marcadores moleculares em espécies vegetais pode auxiliar no 
estudo da diversidade genética ao veriicar a forma de distribuição da 
variação genética entre e dentro de populações naturais e os locais de 
maior ocorrência de variação. Também pode contribuir para inferir acerca da 
forma de reprodução das espécies. Os marcadores podem indicar locais no 
quais está ocorrendo maior incidência de cruzamentos entre aparentados, 
taxas de luxo gênico entre as populações e relações entre os componentes 
da população. Além disso, auxiliam no melhoramento genético ao 
determinar a variação existente nas coleções/bancos de germoplasma, no 
direcionamento de cruzamentos, em testes de paternidade, veriicação 
de métodos que geram variabilidade, seleção assistida por marcadores e 
obtenção de marcas que possam descrever clones/variedades/cultivares 
recomendadas. Dessa forma, o uso de marcadores moleculares em 
Byrsonima crassifolia pode contribuir em diversos aspectos.

Pesquisas em relação ao sistema reprodutivo indicam que espécies do 
gênero Byrsonima apresentam autogamia, alogamia e sistema misto 
(BENEZAR; PESSONI, 2006). No caso de B. crassifolia, o sistema misto 
garante alto nível de adaptabilidade às condições ambientais e permite 
a colonização de novas áreas, mantendo elevado potencial evolutivo 
(SCARIOT et al., 1991). Para determinar a variabilidade genética de espécies, 
descritores morfológicos têm sido usados com muito sucesso, porém 
apresentam limitações quanto à quantidade e inluência do ambiente. Por 
apresentarem alto potencial para discriminação de indivíduos, melhoristas 
têm utilizado marcadores moleculares focados em sequências de DNA 
para análises de divergência genética dentro e entre populações, sendo 
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estes universais e não afetados pelo ambiente. Esses tipos de marcadores 
permitem ampla amostragem do genoma de um indivíduo. Assim, 
mutações que ocorrem em regiões não codiicadoras de genes podem 
ser identiicadas por meio da análise de DNA com base em técnicas de 
Polymerase Chain Reaction (PCR) (TOPPA; JADOSKI, 2013). 

O termo ingerprinting ou impressão digital tem sido utilizado para 
descrever o padrão molecular de um genótipo. O fato de os marcadores 
moleculares disponibilizarem um número quase ilimitado de descritores 
de DNA disponíveis e possibilitarem o amplo acesso da variabilidade 
genética em diversas espécies vegetais torna esses descritores de elevada 
importância para a caracterização de cultivares. Entre as várias aplicações 
dos marcadores de DNA, estão os estudos de divergência genética em 
populações, confecção de mapas genéticos de ligação e o uso em QTLs 
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1988; PEREIRA; LEE, 1995), além de ser uma 
ferramenta importante em trabalhos de seleção assistida por marcadores e 
ser o primeiro passo para proteger legalmente uma nova cultivar (DAROS 
et al., 2002). Também podem ser utilizados na identiicação de híbridos, 
determinação da estrutura populacional e variabilidade genética entre 
indivíduos de populações selvagens e cultivados.

Apesar da importância econômica de Byrsonima, ainda são poucos os 
estudos utilizando marcador molecular para a espécie. O primeiro artigo 
publicado contendo avaliações moleculares para murucizeiro foi com o 
marcador molecular Ampliied Fragment Length Polymorphism (AFLP), que 
utiliza enzimas de restrição para fragmentar o DNA genômico e não exige 
conhecimento prévio do genoma a ser avaliado. No trabalho apresentado 
por Raya-Pérez et al. (2010), ao avaliarem árvores silvestres e cultivadas de 
B. crassifolia na região de Uruapan, no México, o marcador AFLP gerou 172 
bandas, revelando elevado grau de similaridade entre 25 das 27 árvores 
amostradas, com tendência de subagrupamento dos indivíduos de acordo 
com o local de amostragem. O mais relevante a ser observado é que não 
houve diferença genética signiicativa entre os tipos de árvores silvestres 
e cultivadas que se esperava estarem fortemente separados. Os autores 
airmam que apesar das diferenças morfológicas encontradas entre as 
formas silvestres e cultivadas, o estudo indicou informações genéticas 
semelhantes entre os grupos e que o processo de domesticação é recente, 
não havendo forte divergência genética entre os indivíduos avaliados com o 
uso desse marcador.
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Benezar (2006) analisou a diversidade genética entre e dentro de três 
populações naturais de murucizeiros nas savanas de Roraima, utilizando 
marcador Random Ampliied Polymorphic DNA (RAPD). Esses marcadores 
ampliicam aleatoriamente segmentos de DNA de uma grande variedade 
de espécies e, apesar de suas limitações, têm se mostrado importantes na 
avaliação da constituição genética de diferentes espécies vegetais. Oito 
primers foram testados em um total de 97 indivíduos (37 área I, 30 área 
II e 30 área III), mas apenas três foram eicientes para discriminar as três 
populações estudadas, com 29, 43 e 9 locos polimóricos, respectivamente. 
Essa mesma população foi avaliada para caracteres morfológicos por 
Benezar (2004) e, naquele momento, classiicou diferentes genótipos como 
pertencentes a um mesmo grupo, sendo os dados de RAPD avaliado por 
análise de Tocher, e o marcador sendo capaz de diferir, separar e reagrupar 
genótipos. 

Para a espécie Byrsonima cydoniifolia, pertencente ao mesmo gênero de 
muruci, Bizão et al. (2010) veriicaram a diversidade genética utilizando 
AFLP. Foi avaliada a diversidade genética de uma amostra de 120 plantas 
provenientes de quatro populações nativas dessa espécie, provenientes 
da região do Médio Araguaia, Município de Barra do Garças, MT. Foram 
utilizadas 24 combinações de primers, os quais produziram 140 bandas. 
Pela técnica de agrupamento do vizinho mais próximo, houve a formação 
de oito grupos distintos, em que no grupo I se enquadraram 113 indivíduos 
provenientes de todas as quatro populações e os outros sete grupos foram 
constituídos por um único indivíduo cada. Esses resultados permitiram 
que os autores concluíssem que as populações nativas de B. cydoniifolia 
possuem grande variabilidade entre e dentro de populações, de forma que 
qualquer uma das populações pode ser utilizada visando ins de seleção, 
domesticação e melhoramento genético. 

A primeira publicação cientíica utilizando marcadores RAPD ocorreu em 
2013 e enfocou a caracterização molecular de árvores de B. crassifolia 
encontradas em dois municípios no Estado de Tabasco, no México 
(MARTÍNEZ et al., 2013). Foram avaliados seis primers, dos quais quatro 
ampliicaram e destes, três apresentaram polimorismo. A diversidade 
genética foi maior dentro (85,20%) do que entre as populações (14,80%), 
sendo a técnica considerada útil para identiicar a variação genética dessa 
espécie. Os resultados apresentados apresentaram certa coincidência 
com os relatados por Martínez-Moreno et al. (2006), que caracterizaram 
morfometricamente frutos de muruci e descobriram que os materiais 
avaliados formaram grupos bem deinidos, com base na cor da fruta, 
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enquanto a pesquisa usando RAPD mostrou que apenas um dos grupos 
genéticos foi constituído de árvores que possuíam a mesma cor dos frutos. 
Segundo Martínez et al. (2013), o baixo polimorismo encontrado indicou 
que a variabilidade genética foi pequena para o material avaliado e que 
os primers RAPD usados no estudo apresentaram baixa eiciência para 
reconhecer regiões homólogas no DNA das plantas avaliadas. 

Considerando a importância da espécie, Croft e Schaal (2012) 
desenvolveram marcadores microssatélites (SSRs) para B. crassifolia. Simple 

Sequence Repeats (SSRs) compreendem uma classe de DNA repetitivo 
composto de pequenas sequências de 1 a 4 nucleotídeos repetidos 
adjacentes que se encontram dispersos no genoma (SCHLÖTTERER; 
PEMBERTON, 1998), e constitui um locus genético altamente variável, 
multialélico e de grande conteúdo informativo (SUNNUCKS, 2000). 
Neste estudo, foi relatado o desenvolvimento e a caracterização de 
dez loci microssatélites, sendo dois monofórmicos para a população 
testada. Também foram avaliados para um indivíduo de quatro espécies 
pertencentes ao gênero Byrsonima, B. basiloba A. Juss, B. bucidaefolia 
Standl, B. variabilis A. Juss e B. verbascifolia (L.) DC. A ampliicação foi bem 
sucedida para todos loci em B. basiloba e B. variabilis, para quatro loci 
em B. bucidaefolia, e por sete loci em B. verbascifolia. A observação de 
heterozigose em B. bucidaefolia, B. variabilis e B. verbascifolia pode indicar 
substancial polimorismo nesses loci nessas espécies, embora todos os loci 
em B. basiloba tenham sido homozigotos. Esses loci irão fornecer novas 
ferramentas para comparação de diversidade genética entre populações 
cultivadas e não cultivadas de B. crassifolia, além de revelar-se útil para 
espécies relacionadas.

O desenvolvimento de marcadores SSRs requer infraestrutura moderna 
e pessoal treinado, encarecendo o desenvolvimento dessas marcas 
moleculares. Portanto, a transferibilidade de primers entre espécies 
aparentadas (mesmo gênero ou mesma família) pode ser uma alternativa 
para redução dos custos dessa técnica. Avaliando esse aspecto, Bernardes 
et al. (2013, 2014) desenvolveram e caracterizaram 17 marcadores SSRs para 
B. cydoniifolia, permitindo investigações mais aprofundadas da variação 
genética em populações naturais para essa espécie. Entre as marcas 
avaliadas, 14 foram polimóricas, sendo 11 consideradas adequadas e com 
bom padrão de ampliicação para sequenciamento e 3 monomóricas 
para os indivíduos avaliados. Entre os polimóricos, foram obtidos de 3 
a 17 alelos por locus. Analisando a possibilidade de transferibilidade de 
marcas moleculares entre espécies relacionadas, esses autores selecionaram 
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nove SSRs com potencial para serem utilizados em estudo populacionais 
de B. crassifolia. Todos os loci foram polimóricos, sem alelos nulos e sem 
desvio de Equilíbrio de Hardy-Weinberg, indicando a possibilidade de 
transferibilidade de marcas moleculares SSRs entre espécies desse gênero 
(BERNARDES et al., 2013).

Também, em razão da importância de B. crassifolia, a Embrapa Amazônia 
Oriental iniciou pesquisas utilizando marcadores moleculares Inter Single 

Sequence Repeats (ISSR) para caracterizar sua coleção de germoplasma. É um 
método baseado em microssatélite, que utiliza primers complementares a 
sequências de microssatélites. Os fragmentos ampliicados correspondem 
à sequência de DNA delimitada por dois microssatélites invertidos, sendo 
empregados para a diferenciação rápida entre indivíduos próximos, por 
causa do elevado grau de polimorismo, reprodutibilidade e baixo custo 
(GODWIN et al., 1997). 

Na primeira etapa, objetivou-se selecionar primers que forneçam os melhores 
fragmentos polimóricos para os clones de muruci da Embrapa, totalizando 
pelo menos 100 bandas polimóricas. Nessa etapa, foram usados 5 clones 
para serem testados com 100 primers ISSRs (801 a 900). Foram selecionados 
24 primers de acordo com a presença de polimorismos (Tabela 1). Os demais 
foram monofóricos ou não apresentaram produtos de boa qualidade, 
sendo descartados dessa etapa de seleção (RAMOS et al., 2013a).

Tabela 1.  Primers ISSR selecionados para cinco clones de murucizeiro.
Número de bandas 

polimóricas
Número de bandas 

polimóricas
808 5 844 3

809 4 845 5

811 5 846 6

812 5 848 6

813 4 850 4

814 5 855 4

815 2 856 4

825 5 857 6

826 4 858 3

835 6 888 5

836 4 889 4

843 4 890 4

Média  4,5
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Na segunda etapa, objetivou-se otimizar as PCR-ISSR usando reações em 
gradiente para identiicar a melhor temperatura de anelamento para cada 
primer pré-selecionado (RAMOS et al., 2013b). Aguns trabalhos veriicaram 
a necessidade de estudo para determinação de temperatura para adequar 
ampliicação de DNA usando ISSR (MORAGA-SUAZO et al., 2012;  SOUZA et 
al., 2008). Foram utilizados dois clones de murucizeiro, Açu e Maracanã-2, 
sendo testadas 18 temperaturas de anelamento nas PCR-ISSR (47 °C a 
64 °C). As temperaturas de anelamento selecionadas para cada primer  
resultaram em melhor nitidez, intensidade e capacidade de discriminação 
das bandas em gel (Figura 1). A maior temperatura de anelamento 
selecionada foi 60 °C para os primers ISSR-888, ISSR-889 e ISSR-890; a 
menor temperatura usada selecionada foi de 47 °C para os primers ISSR-
847 e ISSR-848; a temperatura de anelamento de 53 °C apresentou melhor 
qualidade de ampliicação para o maior número de primers (Tabela 2).

Figura 1. Gradiente de temperatura apresentado para o ISSR 826 usando DNA de 2 clones de 
muruci (1: Açu e 2: Maracanã-2) (T1= 47 °C, T2=48 °C, T3=49 °C, T4=50 °C, T5=51 °C, T6=52 °C). M 
é marcador de peso molecular.

Tabela 2.  Temperatura ideal de anelamento para primers ISSRs selecionados 
para murucizeiro.

Temperatura 

escolhida

Temperatura 

escolhida

808 50  °C 844 56 °C

809 57 °C 845 48 °C

811 53 °C 846 52 °C

812 49 °C 848 47 °C

continua...
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Temperatura 

escolhida

Temperatura 

escolhida

813 53 °C 850 47 °C

814 49 °C 855 53 °C

815 49 °C 856 52 °C

825 52 °C 857 53 °C

826 52 °C 858 53 °C

835 52 °C 888 60 °C

836 56 °C 889 60 °C

843 53 °C 890 60 °C

Média  52,75 °C

Tabela 2.  Continuação.

Os primers ISSRs 808 (50 °C), 809 (57 °C), 811 (53 °C), 835 (52 °C) e 
836 (56 °C) apresentaram temperaturas semelhantes às encontradas em 
estudos apresentados por Preczenhak (2013), cuja temperatura foi de 50 °C, 
55 °C, 53 °C, 54 °C, 53 °C, respectivamente. Gomes et al. (2012) encontrou a 
mesma temperatura de anelamento para o ISSR 845 (48 °C). Entretanto, 
para os ISSR 850 (47 °C), 888 (60 °C), 888 (60 °C), 889 (60 °C) e 890 (60 °C) 
foram relatadas temperaturas diferentes na literatura consultada. Nesse 
sentido, os primers selecionados possuem potencial para análise de 
divergência genética entre os genótipos de murucizeiro pertencentes à 
coleção da Embrapa Amazônia Oriental e deverão ser utilizados para tal im, 
assim como também em estudos populacionais envolvendo populações 
cultivadas e não cultivadas dessa espécie.
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