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APRESENTAÇÃO 
 
 

O Caryocar brasiliense, pequizeiro, é uma espécie nativa do 

cerrado brasileiro, o qual abrange quase todo o estado de Minas 

Gerais, onde seu fruto (pequi) é bastante consumido e comercializado. 

A maior parte dos frutos comercializados em todo Brasil são 

provenientes do Norte mineiro, sendo Japonvar e Montes Claros, 

cidades polo para sua produção. O pequi é um fruto rico em vitaminas 

A e C, com potencial para amenizar a deficiência nessas vitaminas na 

população brasileira. Além disso, o óleo do pequi é utilizado na 

indústria farmacêutica e na alimentação humana. 

Em 2007 foi encontrado por KERR em aldeia de índios em São 

José do Xingu uma plantação de pequizeiro produzindo pequi com e 

sem espinho no caroço. 

Com o objetivo de comparar as populações de pequizeiro e seu 

fruto, foram realizadas análises moleculares e citogenéticas do 

pequizeiro e do pequi com e sem espinho no caroço. 

Essa Tese está dividida em 4 Capítulos: no Capítulo I é 

apresentado um embasamento teórico, com pequena revisão sobre o 

tema desenvolvido; o Capítulo II apresenta a análise, por meio de 

marcadores RAPD, de populações de pequizeiros produtores de frutos 

com e sem espinho no caroço; o Capítulo III apresenta a abordagem 

citogenética de C. brasiliense e o Capítulo IV mostra os resultados da 

análise molecular, com a identificação de sequências expressas em 

pequi com espinho no caroço. 
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1. O CERRADO 

O Cerrado (latu sensu) ocupa uma área de aproximadamente 2 milhões de 

km2, representando cerca de 23% do território brasileiro, distribuído principalmente 

no Planalto Central, sendo o segundo maior bioma do País em extensão, 

superado apenas pela Floresta Amazônica. Abrange, como área contínua, os 

estados de Goiás, Tocantins e o Distrito Federal, parte dos estados da Bahia, 

Ceará, Maranhão, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Piauí, 

Rondônia e São Paulo (Figura 1) e ocorre, também, em áreas disjuntas ao norte, 

nos Estados do Amapá, Amazonas e ao sul, em pequenas áreas do Pará (Ribeiro; 

Walter, 1998). 

  

 

            Figura 1: Regiões de Cerrado no Brasil  

            (em verde) com ocorrência de Caryocar 

            brasiliense Cambess. Fonte: www.unb.com.br 
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Esse Bioma consiste de uma vegetação heterogênea, desde floresta 

mesofítica até uma vegetação savânica, com arbustos, árvores de pequeno porte 

(Cerrado sensu stricto) e campos, que podem ou não apresentar árvores e 

arbustos esparsos. A vegetação rasteira formada, principalmente, por gramíneas, 

coexiste com árvores esparsas, baixas, tortuosas, com cascas grossas, folhas 

largas e sistemas radiculares profundos. A vegetação apresenta características de 

adaptação à seca, como raízes alcançando profundidades superiores a 10 m, 

germinação de sementes na época das chuvas e crescimento radicular 

pronunciado nos primeiros estádios de desenvolvimento (Almeida, 1998; Pinto; 

Oliveira-Filho, 1999; Sano). 

 Muitos fatores podem afetar a distribuição das espécies de plantas no 

Cerrado, como o clima, fertilidade e pH do solo, disponibilidade de água, 

geomorfologia e topografia, latitude, freqüência de fogo e fatores antrópicos, além 

da interação complexa entre estes fatores (Furley; Ratter, 1988). Apresenta alta 

biodiversidade, com cerca de 160.000 espécies descritas, incluindo plantas, 

animais e fungos. O número de arbustos e árvores no cerrado sensu stricto pode 

exceder a 800 espécies das quais, aproximadamente, 80% são endêmicas (Ratter 

et al., 1997).  

O Cerrado vem sofrendo acelerado processo de fragmentação nos últimos 

anos, principalmente, em decorrência da expansão urbana e das atividades 

ligadas ao crescimento populacional. As implicações diretas da fragmentação 

sobre a biodiversidade são a redução indiscriminada das áreas dos biomas e 

extinção de espécies, além do comprometimento evolutivo das espécies em 

função da perda de variabilidade genética, que reduz a matéria-prima das 

populações naturais para ação da seleção e adaptação às mudanças ambientais 

(Melo-Júnior et al., 2004). 

Apesar de possuir grande diversidade de flora, incluindo inúmeras frutíferas 

de importância extrativista para seus habitantes, os estudos do Cerrado têm 

contemplado um número relativamente baixo de espécies, se comparado a outros 

ecossistemas. 
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Por ser o Cerrado a principal área de expansão agrícola do País, alguns 

recursos naturais, que são de interesse sócio-econômico para as populações 

dessa região, são eliminados para dar lugar ao estabelecimento de extensas 

áreas agropecuárias (Chevez Pozo, 1997).  

 

 

2. O Pequizeiro, Caryocar brasiliense Cambess. Caracterização 

Botânica 

 

As espécies conhecidas como pequizeiro, e nomes derivados, pertencem à 

família Caryocaraceae, da ordem Theales (Rizobolácea), composta de 25 

espécies reunidas em dois gêneros, Caryocar e Anthodiscus. 

É uma frutífera de grande importância na região Norte de Minas, onde o 

extrativismo dos seus frutos é de relevância para a alimentação do sertanejo, além 

de constituir-se em fonte de renda (Araújo, 1995; Pozo, 1997). É também, 

conhecido, de acordo com a região de ocorrência, por pequi, piqui, piquiá-bravo, 

amêndoa-de-espinho, grão-de-cavalo, pequiá, pequiá-pedra, pequerim, suari e 

piquiá (Santos et.al, 2006). 

O nome pequi se origina da palavra tupi “pyqui”, em que Py = casca e qui = 

espinho (FCTMG citado por Almeida, Silva, 1994). 

Como é típico do cerrado, o pequizeiro aparece em cerca de 80% do 

território mineiro e a maioria da população conhece essa espécie e, 

principalmente, seu fruto (Santos et al., 2006). 

O gênero Caryocar, segundo Franco et al. (2004) possui 16 espécies, das 

quais, 12 são encontradas no território brasileiro. Essa informação difere da obtida 

por Oliveira (1988) que relata que são 19 espécies, apenas oito de ocorrência no 

Brasil. Giacometti (1993), sem determinar o número, localizou as espécies de 

Caryocar em sete dos dez centros de origem das frutíferas brasileiras: Centro Alto 

Noroeste/Rio Negro, com algumas espécies de piquiá (Caryocar spp,); Centro 

Roraima/Manaus (quatro espécies de Caryocar); Centro Sudoeste Acre/Rondônia, 

(C. villosum); Centro Nordeste/Caatinga (C. coriaceum); Centro Brasil 
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Central/Cerrado (Caryocar spp); Centro Mata Atlântica, setor B; com piqui-

vinagreiro (C. edulis); e Centro Brasil/Paraguai (C. brasiliense). 

A espécie de maior presença no cerrado é C. brasiliense Cambess., 

dividida em duas subespécies: C. brasiliense subsp. brasiliense, de porte arbóreo 

e com ampla distribuição e C. brasiliense subsp. intermedium, de porte arbustivo, 

com ocorrência restrita a algumas partes desse ecossistema (Silva et al., 2001). 

Oliveira (1988) descreve a ocorrência de C. brasilense nos Estados do Mato 

Grosso do Sul, Mato Grosso, Goiás, Minas Gerais e na parte alta de São Paulo 

até o Norte do Paraná e C. coriaceum, no Centro-Oeste e parte do Nordeste. 

Para Rizzini (1963), nos Cerrados brasileiros encontram-se, além do C. 

brasiliense Camb., o C. coriaceum Wittm.,  espécie que ocorre, também, na 

Chapada do Araripe no Ceará (Peixoto, 1973). O cerrado é uma vegetação 

natural, com cerca de 2 milhões de quilômetros quadrados, representando cerca 

de 22% do território brasileiro (Ratter; Ribeiro, 1996), dos quais, 85% no Planalto 

Central (Coutinho, 1997) e o restante da área nos Estados do Amazonas, Pará, 

Ceará, Bahia, Roraima, Maranhão, Piauí, Rio Grande do Norte, Paraíba, Alagoas 

e Sergipe (Castro, 1997). Diante do exposto, fica mais fácil entender a razão da 

diversidade de ocorrência das espécies de Caryocar, principalmente C. coriaceum, 

em áreas que estão, aparentemente, fora do Cerrado. Na verdade, estão fora do 

core do Cerrado, em áreas típicas ou de transição, o que pode, inclusive, ser tema 

de estudo sobre a especiação do gênero. A concentração de árvores no campo, 

em geral, é estimada em 40 plantas por hectare para o C. brasiliense (Oliveira, 

1988), o que é o esperado nos ecossistemas tropicais. Padrões variáveis foram 

observados para C. coriaceum no Piauí, com 48 plantas por hectare no Centro-Sul 

do Estado, similar ao padrão observado para C. brasiliense, e 78 plantas por 

hectare no extremo Sul e Sudoeste, valor superior à média do Estado (Comissão 

Estadual de Planejamento Agrícola - Cepa, 1984, Oliveira et al., 2008). 
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As informações fenológicas mostram que a espécie é semidecídua, 

heliófita, seletiva xerófita, característica do cerrado brasileiro. Ocorre, geralmente, 

em agrupamentos mais ou menos densos, tanto em formações primárias como 

secundárias e pioneiras (Lorenzi, 2000) (Figura 2) com redução parcial da 

folhagem durante a estação seca. A floração ocorre logo após a emissão das 

folhas novas e os frutos alcançam a maturidade entre três e quatro meses após a 

floração. 

 

          

(A)                                                               (B) 

Figura 2: Caryocar brasiliense Cambess., árvore e fruto. (A) Planta adulta 

do pequizeiro. (B) Detalhe do fruto (setas) Fonte: Kerr et al. (2007) 

 

 

2.1. Requerimentos ecológicos 

 

Em termos de temperatura, C. coriaceum pode ser considerada uma 

espécie tipicamente tropical, enquanto que C. brasiliense se adapta a maior 

variedade de ambientes, do tropical ao subtropical (Oliveira, 1988). Informações 

disponíveis, juntamente com as observações feitas diretamente nas áreas de 

ocorrência, mostram que plantas das espécies C. brasiliense e C. coriaceum são 

rústicas, sendo, aparentemente, pouco exigentes em relação aos solos. Em áreas 

com alta densidade populacional do Sudeste de Goiás, Santana (2002), concluiu 

que a planta se adapta bem em solos com nível nutricional baixo, para a maioria 

das plantas cultivadas, e que o padrão de desenvolvimento das plantas está 



8 

 

associado ao tipo e ao nível nutricional dos solos; a maior densidade de plantas 

ocorre nos Cambissolos e Neossolos Litolíticos. Verificou, também, que a altura 

média e a produção correlacionam-se positivamente com o teor de potássio, e 

com a saturação em bases do solo.  

 

2.2. Propagação 

Nenhuma das espécies de Caryocar é domesticada; até mesmo a espécie 

C. brasiliense, a mais explorada comercialmente. Atualmente encontra-se em um 

estágio intermediário de domesticação para plantas perenes, de acordo com 

Harlan (1967). A forma natural de propagação é por sementes, não sendo ainda 

utilizada a propagação assexuada.  

Pela variabilidade fenotípica observada nas populações das espécies de 

C. brasiliense e de C. coriaceum, é fácil deduzir que as espécies são alógamas. 

Se, por um lado, isso é interessante para ganhos significativos de seleção, em 

programas de melhoramento, por outro lado é um fator complicador para a 

plantios comerciais. Há necessidade, portanto, de estudos com a propagação 

vegetativa para que os plantios sejam uniformes, mais produtivos e iniciem a 

produção mais rapidamente (Oliveira et al., 2008). 

São escassas as informações sobre a germinação das espécies Caryocar. 

Considera-se que é baixa e lenta, com índices de germinação entre 2,5 a 68,4%, 

conforme o tratamento utilizado para quebra da dormência (Pereira et al., 2000). 

Estudos realizados por alguns autores, constataram a ocorrência de dormência 

dupla, uma associada ao endocarpo e a outra de natureza embriônica (Melo, 

1987; Dombroski, 1997). Fica clara, assim, a necessidade de mais estudos sobre 

o tema, para a orientação de produtores e viveiristas. 

Sobre a germinação, Silva et al. (2001), estudando o processo em plantas 

de uma população de C. brasiliense subsp. intermedium de porte baixo, 

encontrada na Região Sul de Minas Gerais, obtiveram 30% de germinação no 

período de um ano, em sementeira de areia, enquanto que, Santos (2004) obteve 

maior porcentagem e velocidade de germinação, com o cultivo in vitro das 

sementes. 
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O fruto é uma drupa e, quando maduro, apresenta epicarpo de coloração 

verde-clara a levemente amarelada. O caroço (endocarpo) é rígido e espinhoso, 

sendo uma característica do gênero. A massa que recobre as sementes pode 

apresentar cor amarela (mais comum), laranja, rósea ou esbranquiçada e é 

pastosa, farinácea e oleaginosa (Ferreira et al., 1988). Na maioria dos casos, cada 

fruto contém apenas uma semente desenvolvida, embora seja possível encontrar 

até quatro sementes (Hoehne, 1923, citado por Barradas, 1972; Peixoto, 1973). 

Poucas são as referências sobre as características físicas do fruto, mesmo 

para C. brasiliense, a espécie mais estudada do gênero. Ferreira et al. (1988) 

verificaram que a casca do fruto maduro representa cerca de 84% do peso, a 

polpa representa 10% e a semente 6% do peso total. Em Caryocar villosum, Silva 

et al. (2004) encontraram, respectivamente, 76,7%, 10,7% e 12,6%. O peso médio 

dos frutos foi de 338,3g ± 55,7; o comprimento 8,0cm ± 0,3; a largura 8,8cm ± 0,6 

e o número de sementes foi de apenas um.  

Em relação à dispersão da semente, embora não sejam encontradas 

informações científicas, Barradas (1972) observou que formigas saúvas são 

capazes de carregar as sementes, embora esse não deva ser um processo efetivo 

de dispersão dado o tamanho e peso das sementes. 

Hoehne (1946), citado por Barradas (1972), relatou que o gado bovino seria 

um meio de dispersão, o que concorda com a informação de Oliveira (1988), sobre 

a ação de animais. As emas (Rhea americana), espécie com maior potencial como 

agente dispersor, seguida da gralha (Cyanocorax cristatellus) e da cotia 

(Dasyprocta sp.), as quais podem atuar como dispersoras de sementes a 

pequenas distâncias (Gribel, 1986). Há, também, relatos de outros consumidores 

e dispersores do fruto como o gavião carcará, a saúva, o cupim e um tipo de 

bezouro (Almeida et al.,1994; Kerr et al.,2007)  . 

Pela abrangência geográfica da dispersão, associada com os gradientes 

climáticos que ocorrem no País, é muito variável o período de ocorrência da 

floração e frutificação das espécies Caryocar. Constatou-se uma pequena 

variação no período de floração, frutificação e maturação (queda) dos frutos de C. 
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coriaceum nas diversas regiões do Piauí, com a floração iniciando no Extremo Sul 

do Estado de junho a agosto, seguindo-se no Centro-Sul de julho a setembro e, 

posteriormente, no Norte de setembro a novembro. O período de maturação dos 

frutos (queda), segue a mesma tendência, iniciando pelo extremo-Sul de setembro 

a dezembro, no Centro-Sul de outubro a fevereiro e, no Norte, de novembro a 

março (CEPA, 1984). 

A produção de frutos por planta é, em média, baixa e proporcional à altura e 

diâmetro médio da copa. Esta variabilidade depende, também, do genótipo e do 

ambiente. A maioria das plantas produz cerca de 500 a 2.000 frutos por safra 

(Silva, 1998). Alguns dados mostram a estimativa de produção extrativista, tendo 

por base a densidade de 45 indivíduos/ha, produzindo em média cerca de 180 kg 

de polpa, 33 kg de amêndoas, 119 kg de óleo de polpa e 15 L de óleo de 

amêndoa (Almeida; Silva, 1994). Outra estimativa mostra que, para um hectare, 

são produzidas cerca de 3,7 toneladas de pequi com um rendimento de 30% de 

óleo, equivalendo a 1.100 kg de óleo, aproximadamente, por safra (Anuário 

Estatístico Do Brasil, 1994). A Central de Abastecimento de Goiás, no ano de 

2002, apresentou os dados de comercialização do fruto no volume de 

aproximadamente 2.800 toneladas (Goiás, 2002).  
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3. Perspectivas de melhoramento 

 

A introdução de uma espécie em cultivo passa por algumas etapas, sendo a 

definição de cultivares a mais importante. A obtenção de variedades e clones, 

objeto dos programas de melhoramento, atende aos requisitos essenciais para o 

sucesso de cultivo, do produtor ao consumidor final. A ferramenta básica do 

melhorista é a variabilidade genética, sem a qual não é possível sucesso. No caso 

do pequizeiro, não obstante inexistam programas de melhoramento, é possível 

especular sobre as possibilidades de sucesso em futuro programa, em razão da 

variabilidade existente nos diversos ambientes de ocorrência das espécies, como 

comprovaram alguns estudos realizados. 

Oliveira (1998) observou em 11 localidades da Região Sudeste do Estado 

de Goiás, grande variabilidade genética total de C. brasiliense. Os caracteres que 

mais contribuíram para a divergência entre essas populações foram a germinação, 

o tamanho do fruto e a taxa de desenvolvimento das plântulas. Trindade (1998) 

encontrou maior variabilidade dentro de subpopulações em ambientes diferentes. 

Melo Júnior et al. (2003), avaliando quatro populações naturais dessa espécie nos 

Municípios de Japonvar, Montes Claros, Francisco Sá e Bocaiúva, utilizando 

isoenzimas, encontraram 100% de polimorfismo nas populações e ausência de 

endogamia dentro e no conjunto das populações. 

Vilela (1998), estudando as variações das populações naturais nos 

Municípios de Itumirim e Itutinga, ambos em Minas Gerais, quanto ao aspecto 

nutricional, dentre outros, concluiu que existe variação natural no teor nutricional 

de provitamina A, lipídios, proteínas e glicídios e que essas variações podem ser 

empregadas em programas de melhoramento genético. 

Considerando que exista variabilidade para todos os caracteres de 

interesse, tanto agronômicos, relacionados com a planta como os de qualidade, 

relacionados com o fruto, é possível esperar sucesso em programa de 

melhoramento com a espécie C. coriaceum no Nordeste brasileiro. A estratégia a 

ser seguida é a mesma para qualquer espécie com as características do C. 

coriaceum, planta perene, não domesticada e com razoável disponibilidade de 
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variabilidade genética inexplorada: prospecção genética nas áreas de dispersão, 

coleção de plantas matrizes, multiplicação e avaliação dos melhores genótipos da 

fase de prospecção e, finalmente, avaliação das melhores cultivares em unidades 

de observação. Paralelamente, devem ser realizados estudos para definição de 

um método de propagação vegetativa, identificação de pragas e doenças e 

estudos pós-colheita. 
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4. Características Químicas do Fruto 

 

4.1. Polpa e amêndoa 

 

A polpa do fruto, parte mais importante em termos de utilização, possui 

teores médios de vitamina C em torno de 72,27 mg/100 g (Sano; Almeida, 1998) 

valor superior ao encontrado em frutos cítricos como a laranja-da-bahia (47,0 mg), 

o limão-galego (11,8 mg), a tangerina (46,8 mg) (Franco, 1992). Com relação ao 

teor de óleo, os valores relatados por Marx et al. (1997) para o C. villosum (31,1%) 

foram superiores aos contidos no abacate (16,0%), babaçu (19,50%) e amendoim 

cru (48,46%) (Franco, 1992). Em relação às proteínas, os teores encontrados por 

Ferreira et al. (1988) e Oliveira (1988), variam de 6,71% a 13,5% superiores aos 

encontrados no abacate que é, em média, 1,80% (Franco, 1992). A porcentagem 

de cinzas, determinada por Ferreira et al. (1988) foi de 2%, enquanto na amêndoa 

foi de 5%, indicando que os minerais se concentram nessa parte do fruto.  Na 

amêndoa, o teor de proteína varia de 24 % a 54% e no óleo, de 42,2% a 47% 

(Ferreira et al., 1988; Oliveira, 1988). Como os minerais são encontrados mais na 

amêndoa do que na polpa, é importante a atenção em termos de seu 

aproveitamento na nutrição humana. 

O fruto não é consumido in natura, sendo o seu consumo direto na 

culinária, cozido com frango ou com arroz. Na Região Sul do Ceará também é 

cozido com feijão e utilizado na forma de farofa. 

A polpa é utilizada na produção de geléias, doces, ração para porcos e 

galinhas e obtenção do óleo. Da polpa fermentada é produzido um tipo de licor 

bastante conhecido e apreciado em algumas regiões do País. 

Na tentativa de dispor do fruto na entressafra, algumas cooperativas do 

Norte de Minas, assessoram produtores em processos de produção, 

beneficiamento e comercialização de diversos produtos, tais como polpa 

congelada e diversos tipos de pequi em conserva (Ouro..., 2006). Com ações 

dessa natureza consegue-se agregar cerca de 50% do valor em relação ao 

produto in natura (Cooperativa..., 2006). 
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4.2. Carotenóides 

Os carotenóides constituem um grupo de compostos lipossolúveis e sua 

importância dos carotenóides vai além do seu papel pigmentante. São precursores 

de vitamina A, exibem ação antioxidante, sendo considerados alimentos 

funcionais. Evidências epidemiológicas demonstram que dietas ricas em 

carotenóides encontram- se associadas à redução do risco de incidência de 

câncer e doenças cardiovasculares (Bender, 2005), bem como na proteção de 

membranas celulares e lipoproteínas contra danos oxidativos (Sies; Stahl, 1995). 

O pequi tem uma grande quantidade de carotenóides, porém apenas alguns 

possuem atividade provitamina A. Os carotenóides encontrados na polpa por 

Azevedo-Meleiro e Rodriguez-Amaya (2004) foram a violaxantina, luteína e 

zeaxantina, como compostos majoritários e β-criptoxantina, β-caroteno e 

neoxantina em pequenas quantidades. Ramos et al. (2001) identificaram o β-

caroteno, ζ-caroteno, criptoflavina, β-criptoxantina, anteraxantina, zeaxantina e 

mutatoxantina, tanto em polpa crua como cozida. Apresentaram atividade como 

precursores de vitamina A o β-caroteno, a criptoflavina e β-criptoxantina. Esses  

autores estudaram, também, o efeito do cozimento sobre os carotenóides pró-

vitamínicos A da polpa e observaram perda média de 30,25%, correspondente a 

uma perda média de 12,11% no teor de provitamina A. A importância deste estudo 

está no fato de serem raras as referências sobre os valores nutricionais de 

alimentos cozidos, forma como, normalmente, eles são consumidos. 

O conteúdo de carotenóides do pequizeiro pode ser afetado pela 

constituição genética da planta, pela forma e ambiente de cultivo e pelo grau de 

maturação dos frutos (Rodriguez-Amaya, 1993, Rodriguezamaya; Kimura, 2004; 

Gomes et al., 2003). Oliveira et al. (2004) observaram que os teores de lipídios, 

proteínas, carotenóides totais, β-caroteno e licopeno presentes na polpa são 

maiores em estágios mais avançados de maturação, informação importante para a 

definição da época de colheita. Em relação aos fatores ambientais, Vilela et al. 

(1996) verificaram que o teor de carotenóides foi bastante variável em frutos 

colhidos em quatro localidades de Minas Gerais, com características ambientais 

distintas. Os valores médios foram de 8,9 a 23,1 mg/100 mg nos frutos oriundos 
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de Lavras; de 8,2 a 15,75 mg/100 mg para os de Paraopeba; de 4,05 a 16,35 

mg/100 mg nos de Montes Claros e de 8,85 a 16,85 mg/100 mg nos de 

Brasilândia. O percentual de variação entre o menor e o maior foi de 570%, 

evidenciando o potencial de melhoramento da espécie. Destaca-se o fato de o 

menor valor encontrado, 4,05 mg/100mg, ter sido obtido em frutos de polpa 

branca, indicando o controle genético associado à característica fenotípica. 
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4.3. Utilização e importância do pequi na alimentação e indústria 

 

O pequi tem se destacado pelo uso de seus frutos na alimentação humana 

em diversas regiões, através do preparo de pratos típicos, condimentos, óleos e 

bebidas adocicadas (Almeida; Silva, 1994; Araújo, 1994; Lopes et.al, 2003). Em 

diversas regiões de cerrado do país, o extrativismo dos frutos de pequizeiro 

constitui-se em uma importante atividade econômica, geradora de renda e 

emprego. Um exemplo é a região Norte de Minas, onde, segundo Pozo (1997) e 

Alencar (2000) a colheita e a comercialização dos frutos de pequizeiro, durante a 

safra de verão de dois meses, dezembro a janeiro, mobiliza 50% da população 

que vive no campo, representando 54,7% da renda anual do trabalhador rural. 

Para os produtores rurais do Norte de Minas Gerais, o pequi contribui com 17,73% 

da renda familiar, atrás do feijão (33,52%) e mandioca (32,64%) (Pozzo, 1997). 

A expansão intensiva dos cerrados para produção de carvão vegetal nativo 

têm colocado em risco a preservação e a variabilidade genética do pequizeiro. 

Aliado a isso, o extrativismo intensivo dessa espécie pode gerar perda de material 

genético, já que quase todos os frutos de boa qualidade são coletados e 

consumidos ou comercializados, o que impede a reprodução natural a partir deles 

(Santos et al., 2006). Outro fator que pode levar à diminuição da espécie é a 

presença de uma praga que vem atacando os frutos, tornado-os impróprios para o 

consumo (Lopes et al., 2003). 

O óleo tem diversas utilidades, além de seu emprego na culinária, o foco 

central de uso desse produto. É utilizado, ainda, na indústria de cosméticos 

(cremes), de limpeza (sabões) e na indústria de fármacos (Oliveira, 1988), mesmo 

sem a existência de informações advindas de pesquisas científicas. Porém, como 

a polpa tem, em média, cerca de 200.000 UI de vitamina A (Peixoto, 1973), pelo 

menos no suprimento dessa vitamina é garantido algum efeito benéfico à saúde 

humana.  

O óleo de pequi tem potencial de uso na produção de combustíveis e 

lubrificantes, conforme alguns estudos realizados na USP, Ribeirão Preto, São 

Paulo (USP, 2005). As pesquisas revelaram na sua primeira fase que, misturado 
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ao diesel, ele reduz em 30% a emissão de poluentes (Nova..., 2006). Encontra-se 

em fase de testes o biocombustível obtido da polpa, em carros, caminhões, 

tratores, geradores de energia elétrica e locomotivas. A Agência Nacional de 

Petróleo autorizou a mistura de 5% de biocombustível, extraído do pequi, no óleo 

diesel. A mistura está sendo testada em carros da Universidade Federal de 

Diamantina, da USP de Ribeirão Preto - SP (USP, 2005). 

O potencial como biocombustível se deve à vantagem comparativamente 

com outras oleaginosas em termos de produção. Enquanto o pequizeiro pode 

produzir até 3.200 L/ha de biodiesel, a soja rende 400 L/ha. (Nova ..., 2006). 

Embora algumas plantas nativas apresentem bons resultados em laboratórios, 

como o pequi, o buriti e a macaúba, existe, ainda, uma enorme distância entre 

esse potencial e a possibilidade real de viabilização comercial de combustíveis do 

pequi, em razão da inexistência de sistemas de produção e cultivos do pequizeiro, 

entretanto, com a adaptação das espécies de Caryocar, existe uma ampla 

diversidade de ecossistemas e demanda crescente por fontes alternativas de 

energia, assim em um futuro próximo essa poderá vir a ser a principal utilização do 

pequizeiro. 

 

4.3.1.Madeira 

 

A madeira, com densidade de 0,803 g/cm3, peso específico de 0,88 g/cm3 

e resistência média de 67 kg/cm2, é considerada de boa qualidade e de 

grande resistência aos agentes de deterioração. Tem tido diversas utilizações na 

fabricação de móveis rústicos, caibros, dormentes, moirões, postes, esteios, 

xilografia, construção civil e em embarcações, além de outro uso menos indicado, 

como a produção de carvão. A utilização da madeira pode resultar em benefícios 

para os que a exploram e os que se utilizam dos seus produtos, porém causa 

danos irreparáveis aos ecossistemas de onde são retiradas em razão da 

inexistência de programas de manejo e uso da espécie. No Piauí, por exemplo, já 

foi constatado um estado avançado de erradicação de plantas para a fabricação 
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de carvão, cercas e utensílios domésticos, principalmente na região de Piripiri 

(Cepa, 1984). 

 

 

 

4.3.2. Casca 

 

A casca, por meio da maceração, produz tanino e uma tintura 

castanhoescura que é utilizada no tingimento artesanal (RIBEIRO et al., 1982). 

Algumas vezes, tem sido empregada na alimentação de bovinos, porém, na 

alimentação humana é mais útil, em virtude do seu elevado teor de fibra alimentar. 

Barbosa e Amante (2002) elaboraram e caracterizaram a farinha da casca tendo 

encontrado 5,76% de proteína, superior ao da farinha de trigo (1,76%), 1,54% de 

lipídios, equivalente ao da farinha de trigo (1,3%), com 80% de rendimento de 

extração. 

Os carboidratos totais representam 50,94%, superior às polpas de araticum 

(21,50%), pequi (19,66%), buriti (17,19%) e mangaba (8,41%) (SANO e ALMEIDA, 

1998). O teor de fibra alimentar foi de 39,97%, superior ao encontrado no fubá 

integral (1,2%) (El-Dash; Germani, 1994), na farinha de soja integral (3,3%) (El-

Dash et al., 1994) e na polpa de pequi (11,60%) (Sano; Almeida, 1998). 

 

4.3.3. Outros empregos do pequizeiro e seu fruto 

 

A busca por fitoterápicos, como alternativa aos quimioterápicos para 

tratamento de diversas enfermidades, tem levado à identificação de diversas 

espécies nativas com potencial de produção de substâncias de interesse 

farmacológico. Entre essas, C. brasiliense tem apresentado propriedades 

terapêuticas no tratamento de diversas enfermidades, como micoses, sem os 

efeitos colaterais dos antifúngicos convencionais e redução dos efeitos adversos 

da quimioterapia (Passos et al., 2002; O Poder..., 2006). 
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À planta e aos seus frutos são atribuídas diversas propriedades medicinais, 

como a atividade antifúngica encontrada na folha, no óleo essencial da semente, 

além da ação dos óleos da amêndoa e da semente de C. brasiliense Cambess. 

sobre diversos microrganismos (Cryptococcus neofarmans var. neoformans e 

Cryptococcus neoformans var.gatti) (Passos et al., 2002). 

 

5. O pequi sem espinho 

 

A região de ocorrência do pequizeiro abrange, aproximadamente, 2000 

municípios e estima-se em cerca de 40000 coletores para vender os frutos ou os 

caroços aos compradores ou atravessadores. As pequenas farmácias e 

curandeiros das vilas e cidades dessas regiões, na época de colheita, são 

procurados por cerca de 3000 pessoas para retirarem os espinhos deixados pelos 

caroços (putâmens ou endocarpo) no “céu da boca” de consumidores 

descuidados. Essa característica é o principal defeito que elimina o pequi de ser 

cultivado em casa e de ser considerado uma fruta de mercado (Kerr et al., 2007). 

Na cidade de São José do Xingu, Kerr et al.(2007) encontraram uma  planta 

que produz frutos com caroços sem espinhos (Figura 3), os quais, são carnudos, 

um pouco mais doces do que os que contém espinhos segundo esses autores. 
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     (A)                                                                (B) 

 

Figura 3: Pequi com espinho e o sem espinho no caroço. A) Pequi com 

espinho no caroço. Fruto seccionado mostrando o caroço cheio de pequenos 

espinhos (seta). 

B) Pequi sem espinho no caroço. Fruto seccionado mostrando o caroço 

sem os espinhos (seta). Fonte: Kerr et al. (2007) 

 

Essa característica nos levou ao estudo do pequi sem espinho com o 

objetivo de fazer distribuição de mudas, produzidas por micropropagação, desse 

pequi. Essa característica pode transformar o pequi em fruta de mercado, tanto 

para as populações locais quanto para os mercados regulares de frutas nacionais 

e estrangeiras e, ainda, facilitar para a extração de óleo do pequi para a produção 

de biocombustíveis. 
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6. Biologia Molecular 

 

6.1. Marcadores moleculares  

Marcador molecular é característica de um sítio de heterozigose de DNA 

que pode ou não estar associado à variação no fenótipo, que é usado como 

marcação para um locus cromossômico. É herdado geneticamente e quando o 

locus determina alteração fenotípica, pode ser usado para diferenciar indivíduos, 

tecidos, organismos em condições diferentes.  O uso desta ferramenta facilita o 

trabalho de melhoramento genético de plantas, pois fornece um número ilimitado 

de polimorfismos do DNA, independentes dos efeitos ambientais e do estádio 

fisiológico da planta. Permite a identificação precoce e precisa de indivíduos com a 

melhor combinação de alelos favoráveis, que podem ser usados no melhoramento 

genético (Lanza et al., 2000). 

Até a década de 60, predominavam os marcadores morfológicos, 

geralmente, fenótipos de fácil identificação (nanismo, deficiência clorótica, cor de 

pétalas ou morfologia foliar). A disponibilidade de marcadores morfológicos era 

restrita às poucas espécies de plantas utilizadas como modelo para o estudo da 

genética, como milho, tomate e ervilha. A partir da década de 70 surgiram os 

marcadores moleculares, fragmentos de DNA que podem caracterizar o genótipo 

de um indivíduo a partir de amostras de células ou tecidos, com a vantagem de 

poderem ser utilizados em qualquer fase de crescimento do indivíduo e a 

aplicabilidade da técnica passou a incluir, potencialmente, todas as espécies de 

plantas. 

Várias formas de análises moleculares foram sendo utilizadas, 

primeiramente o RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) com a 

utilização de enzimas de restrição para a análise de polimorfismo de comprimento 

de fragmentos resultantes de restrição do DNA. Em seguida, os minissatélites 

(VNTR – Variable Number of Tandem Repeats) com o uso de diversas classes de 

seqüência repetitivas de DNA e a PCR (Polymerase Chain Reaction) como 

processo de amplificação em cadeia de pequena porção de DNA. O grande 
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avanço na área ocorreu em 1990 com o emprego de primers ou iniciadores 

aleatórios, que são seqüências curtas de DNA que se pareiam com o DNA-molde 

e servem de iniciadores para a síntese in vitro de uma nova fita de DNA (Ferreira; 

Grattapaglia, 1998; Lanza et al., 2000), eliminando assim o conhecimento prévio 

da seqüência. Esta técnica recebeu o nome de RAPD (Random Amplified 

Polymorphic DNA) ou DNA polimórfico amplificado ao acaso.  

Os marcadores revelam diferenças genéticas em maior nível de 

detalhamento e sem as interferências causadas pelo efeito ambiental, oferecendo 

vantagens em termos de discriminação e rapidez (Binneck et al., 2002) e trazem 

contribuições significativas para a compreensão da diversidade genética 

(Spoonder et al., 2005).   

O principal benefício de usar marcadores moleculares em plantas é que são 

bons indicadores da distância genética entre acessos e estão sendo utilizados 

para auxiliar o curador nas atividades de manutenção, caracterização e avaliação 

de germoplasma. 

 

6.2.  Marcadores moleculares baseados em PCR – Polymerase Chain 

Reaction 

A tecnologia da reação de polimerase em cadeia (PCR) foi concebida por 

Kary Mullis em meados da década de 80. Por ser fácil, rápida e versátil, a PCR 

tornou-se uma técnica poderosa para estudos genéticos moleculares, envolvendo 

grande número de indivíduos de qualquer organismo vivo. Uma das variações da 

PCR é a tecnologia RAPD (Random Amplified Polymorfic DNA) ou DNA 

polimórfico amplificado ao acaso, que envolve a amplificação simultânea de vários 

locos anônimos do genoma utilizando iniciadores de seqüência arbitrária (Ferreira; 

Grattapaglia, 1998). 

A técnica de PCR envolve a síntese enzimática, in vitro, de milhões de 

cópias de um segmento especifico de DNA em presença da enzima Taq 

polimerase em uma reação em três etapas (desnaturação, anelamento e 

extensão) que depois de vários ciclos, produz mais de um milhão de vezes a 

quantidade inicial da seqüência alvo. Com esta escala de amplificação é possível 
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iniciar uma análise com quantidades mínimas de DNA, da ordem de alguns 

picogramas ou nanogramas. Em função da grande quantidade de DNA produzido, 

o segmento amplificado pode ser visualizado diretamente sob a forma de uma 

banda em gel de eletroforese, corada com Brometo de Etídio e sob luz ultravioleta 

(Ferreira; Grattapaglia, 1998). 

A PCR é sensível às alterações nas condições de amplificação, impurezas 

no DNA e qualidade dos reagentes. 
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 6.3 Marcadores Moleculares RAPD – Random Amplified Polymorphic 

DNA 

 

A técnica RAPD, DNA polimórfico amplificado ao acaso, foi desenvolvida 

em 1990 a partir da PCR, com utilização de primers mais curtos e de seqüência 

arbitrária para a reação de amplificação, eliminando a necessidade do 

conhecimento prévio de seqüência.  Utiliza um tipo de primer em cada reação, 

sendo esse formado por diferentes combinações das quatro bases nitrogenadas, 

com um conteúdo de G+C entre 50 e 70% (Fritsch; Roeseberg, 1996). 

Essa técnica gera grande quantidade de polimorfismo de segmentos de 

DNA, distribuídos por todo o genoma do organismo e, ainda, oferece a 

possibilidade de detectar regiões de DNA repetitivo já que são marcadores neutros 

(Williams et al., 1990; Williams et al., 1993; Ferreira; Grattapaglia, 1995). A 

detecção do polimorfismo se dá pela visualização de forma direta das bandas no 

gel. Os fragmentos gerados por RAPD uma vez amplificados e separados por 

eletroforese, podem ser facilmente isolados do gel, mantidos na forma de uma 

biblioteca genômica e amplificados, via PCR, quando necessário. O custo da 

técnica RAPD é mais baixo, é simples e rápido de se obter resultados, exige um 

menor número de reagentes e de DNA do que a técnica RFLP e possibilita estudo 

de espécies sobre as quais não se tem nenhum tipo de informação genética e 

espécies com pouco ou nenhum polimorfismo em locos isoenzimáticos (Ferreira; 

Grattapaglia 1998; Baptista, 2002; Lacerda et al.; 2002; Araújo et al., 2003; 

Monteleone et al., 2006).  

Experimentos típicos de programas de melhoramento, análise de 

diversidade genética em populações naturais, estudo de filogenia e caracterização 

de bancos de germoplasma envolvem tipicamente centenas ou milhares de 

indivíduos (Burstin et al., 2001, Rossetto et al., 2002, Pham et al., 2003, Phan 

2003, Bui; Lang 2004; Lang et al., 2007). Nesse contexto, a técnica RAPD permite 

a análise genética para grande número de marcadores, sem exigência de 

laboratório sofisticado (Monteleone et al., 2006).  
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7. Genômica Funcional 

 

O advento de tecnologias de seqüenciamento de genoma tem gerado 

informações de seqüências de DNA de muitas espécies de plantas. Com a 

disponibilidade de bancos de dados de genoma, pode-se prever a possível função 

de um gene com base na informação de sua seqüência e identificar genes 

candidatos envolvidos em uma via bioquímica específica (Ramalingam et al.,  

2003). Os genes candidatos ou seqüências de DNA com função predita estão 

sendo usados como marcadores moleculares para associar fenótipos expressos 

em coleções de germoplasma ou populações segregantes (Hu et al., 2003).  

O emprego de marcadores, baseados em genes candidatos, na 

caracterização do germoplasma constitui-se em ferramenta útil na análise da 

diversidade genética, pois aumenta a probabilidade da variabilidade observada 

refletir diferenças fenotípicas, o que pode não acontecer com o polimorfismo 

refletido pelos marcadores randômicos (Benchimol, 2008). 

             Um gene identificado como relacionado a uma dada característica 

agronômica de interesse (fenótipo, doença, condição...) pode ser considerado um 

gene candidato (Varshney; Rajeev, 2007) e pode ser analisado em duas 

categorias: 1) posicional: associado ao caráter, baseado na localização de um 

gene no cromossomo (estratégias: QTL – Quantitative Trait Locus ou map-based 

cloning); 2) funcional: a função tem algo em comum, biologicamente, com a 

característica sob investigação (estratégias: Trascriptoma, Expressão gênica). Na 

verdade, a definição de genes candidatos difere entre fisiologistas e geneticistas. 

Enquanto os fisiologistas consideram como candidatos todos os genes envolvidos 

na expressão de uma dada característica, os geneticistas consideram candidatos 

apenas aqueles genes que refletem polimorfismos, putativamente envolvidos na 

variação de uma característica, baseado em sua função biológica e/ou posição de 

mapa (Pflieger et al., 2001). 

A identificação de genes candidatos segue três passos cronológicos de 

acordo com Pflieger et al. (2001). Em primeiro lugar, os candidatos são 

identificados com base em estudos moleculares ou fisiológicos (funcionais) ou na 
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análise de ligação de um loco que está sendo caracterizado. Todos os possíveis 

genes ligados a esse loco são candidatos posicionais. Em segundo lugar, deve ser 

encontrado um polimorfismo molecular para localizar os genes candidatos em um 

mapa genético, de forma a encontrar ligação entre genes candidatos e o loco em 

questão ou deve-se calcular correlação estatística entre os polimorfismos dos 

genes candidatos e a variação fenotípica em um conjunto de indivíduos não 

relacionados. Em terceiro lugar, deve haver a co-segregação no mapa ou uma 

correlação estatística deve ser encontrada e experimentos complementares 

devem ser conduzidos para confirmar o envolvimento dos genes candidatos, na 

variação da característica. 

A exploração de informações a partir de espécies-modelo aliada à 

conservação gênica entre espécies relacionadas tem possibilitado a busca de 

genes candidatos. 

Várias técnicas têm sido utilizadas para análise genòmica e do 

transcriptoma (RT-PCR, microarray, differential display,...) com o objetivo de 

identificar genes de interesse em estudos agronômicos, biológicos, da área da 

saúde e indústria. 
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8. Citogenética 

 

8.1 Evolução cariotípica das plantas 

 

As estimativas de ocorrência de poliploidia nas plantas com flores são 

variáveis, desde aquelas mais conservadoras de 30 a 35% (Stebbins, 1971), 

passando por valores de 47% (Grant, 1971), 67% (Lewis, 1980b), maior do que 

70% (Goldblatt, 1980) até as mais recentes que sugerem que 95% das pteridófitas 

e até 80 % das angiospermas sejam poliplóides (Leitch; Bennet, 1997). A 

ocorrência de poliploidia é rara nas gimnospermas e altamente variável nas 

angiospermas, sendo que 43% das dicotiledôneas (principalmente das famílias 

Rosaceae, Rubiaceae e Compositae) e 58% das monocotiledôneas 

(principalmente das famílias Iridaceae e Gramineae) são poliplóides (Grant, 1971). 

A hibridação seguida de poliploidia foi importantíssima na evolução, já que a 

duplicação cromossômica restaura a fertilidade nos híbridos, regularizando o 

pareamento meiótico (Stebbins, 1971). 

Poliplóides em geral são bons colonizadores, podendo ocupar habitats 

pioneiros nos quais os ancestrais diplóides não são bem sucedidos (De Wet, 

1980). Apresentam também um efeito tamponante maior em relação à capacidade 

de adaptação, pois por possuirem mais cópias genômicas dos que os diplóides, 

podem acumular mais variabilidade encoberta. Taxonomicamente os poliplóides 

podem ser um problema de equação complicada. Seriam citótipos de nível de 

ploidia diferente, raças cromossômicas de uma mesma espécie ou, aplicando-se o 

conceito biológico de espécie, seriam espécies diferentes, já que não haveria fluxo 

gênico entre as diferentes formas. 

Durante a evolução há uma tendência à diploidização, ou seja, ao 

funcionamento do poliplóide como se fosse um diplóide, tanto no pareamento 

cromossômico como na herança. A opinião mais aceita e generalizada tem sido a 

de que os alopoliplóides são muito mais comuns na natureza do que os 

autopoliplóides (Stebbins, 1971; 1980) e que a alopoliploidia teria tido um papel 

muito mais importante na evolução e especiação do que a autopoliploidia. 
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Entretanto, Ramsey; Schemske (1998), em uma extensa revisão e reanálise de 

registros de poliploidia na natureza, concluíram que a taxa de formação de 

autopoliplóides pode, frequentemente, ser maior que a de alopoliplóides . 

Aproximadamente 40% das espécies cultivadas são poliplóides (Simmonds, 

1980), como alfafa (Medicago sativa), algodão (Gossypium hirsutum), batata 

(Solanum tuberosum), batata doce (Ipomoea batatas), café (Coffea arabica), cana 

de açúcar (Saccharum officinarum), fumo (Nicotiana tabacum), morango (Fragraria 

ananassa), trigo (Triticum aestivum), dentre outras. 

Entretanto, não há necessariamente uma relação entre poliploidia e 

domesticação. Hilu (1993) comparou a proporção de poliplóides em diversos tipos 

de culturas, anuais, perenes, produtoras de sementes ou cultivadas por suas 

partes vegetativas, em relação à taxonomia, habitat e estratégias reprodutivas e 

concluiu que a poliploidia não facilitou nem dificultou a domesticação. 

A poliploidia induzida pode ser uma poderosa ferramenta para o 

melhoramento genético. Após a descoberta do efeito poliploidizante da colchicina 

(Blakeslee; Avery, 1937), a indução de poliploidia teve uma época áurea, em que 

tentava se poliploidizar o maior número possível de plantas cultivadas, mas, com o 

passar do tempo, esta técnica consagrou-se como uma ferramenta auxiliar em 

certos casos específicos de melhoramento (Evans, 1981). No melhoramento, a 

indução de poliploidia pode ser utilizada de três maneiras básicas: por 

poliploidização na espécie, como um modo de tentar conseguir plantas maiores e 

melhores, já que poliplóides em geral são maiores e mais robustos que seus 

genitores diplóides, apresentando o chamado efeito "gigas"; por poliploidização de 

um híbrido, neste caso para restaurar a fertilidade do híbrido estéril, sintetizar uma 

nova espécie ou ressintetizar uma já existente ou como uma ponte para transferir 

genes de interesse entre níveis de ploidia diferentes, intra ou interespecíficos 

(Dewey, 1980). Além da indução de poliploidia somática por colchicina, óxido 

nitroso e outros antimitóticos, pela qual há uma tendência à homozigose, o 

processo também pode ser feito de modo sexual, através da seleção e 

cruzamento de plantas com altas freqüências de gametas não reduzidos, ou seja, 

gametas com o número somático de cromossomos. A poliploidização sexual 
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permite manter a heterozigose e, também, pode ser utilizada como ponte para 

transferir genes de interesse entre níveis de ploidia diferentes (Ramanna, 1992; 

Ramsey; Schemske, 1998; Schifino-Wittmann; Dall´Agnol, 2001). 

A poliploidia parece ser um processo muito mais dinâmico e em andamento 

nas plantas do que em outros organismos (Ramsey; Schemske, 2002). 

Um comportamento comum aos poliplóides estabelecidos é sua 

diploidização, ou seja, apesar de terem mais de dois genomas, iguais ou 

semelhantes, a tendência é que, ao longo do tempo, passem a comportar-se como 

diplóides. Isto tanto no nível da herança gênica, que tende a passar de 

multissômica a dissômica, como no nível do pareamento cromossômico na 

meiose; enquanto em poliplóides jovens é comum a formação de multivalentes 

(Ramsey; Schemske, 2002), a tendência, mesmo em autopoliplóides, é a 

regularização do pareamento, com formação exclusiva, ou quase, de bivalentes. O 

genoma do poliplóide é reestruturado e passa a comportar-se como diplóide. 

No nível gênico, a duplicação gênica é a conseqüência imediata da 

poliploidização. Alguns processos em poliplóides operam acima do nível 

organizacional dos genes duplicados, como mudanças cromossômicas 

intergenômicas, evolução saltatória não Mendeliana, invasão intergenômica e 

estabilização citonuclear (Wendel, 2000). Há cada vez mais evidências 

demonstrando que uma ampla e muitas vezes rápida, mudança genômica pode 

ocorrer após a formação dos poliplóides, em todos os níveis do genoma, do DNA 

ao cromossomo (Leitch; Bennet, 1997; Soltis; Soltis, 1999). Apesar de ainda não 

estarem bem entendidas as causas de variação nova nos poliplóides, podem 

envolver variação em expressão gênica regulada pela dose, interações 

regulatórias alteradas e rápidas mudanças genéticas e epigenéticas (Osborn et al., 

2003). A poliploidização pode representar um período de transição durante o qual 

mudanças genômicas ocorrem, potencialmente produzindo novos complexos 

gênicos e facilitando evolução rápida (Soltis; Soltis,1999). 

Muitas das informações sobre o assunto foram obtidas através de 

poliplóides existentes ou através da ressíntese de poliplóides conhecidos. Mesmo 

considerando que poliplóides já estabelecidos, freqüentemente, mostram uma 
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amplitude de variação, ausente de seus provavéis progenitores diplóides, 

aspectos como a contribuição potencial das mudanças genéticas e epigenéticas 

para esta variação são difíceis de serem avaliados, já que muitas vezes os 

genomas contribuintes são desconhecidos ou passaram por mudanças evolutivas 

desde a formação do poliplóide (Osborn et al., 2003). O estudo no nível de 

seqüências de DNA em organismos modelos, cujos genomas mostram claras 

evidências de duplicação genômica, são muito importantes, pois indicam como 

são ou seriam os produtos da duplicação genômica (Wolfe, 2001). Todas as 

informações recentes mostram que a diploidização ocorreu por uma ampla 

reestruturação genômica, com alterações e mudanças no nível gênico, incluindo 

evolução coordenada, silenciamento gênico, reestruturação cromossômica, ação 

de transposons e novos padrões de expressão gênica. Entretanto, a base genética 

da diploidização, ou seja, o processo evolutivo pelo qual um genoma poliplóide se 

transforma em um diplóide ainda é um grande mistério (Wolfe, 2001). 

A técnica de Hibridização in situ Genômica (GISH) demonstrou a extensão 

e rapidez da reorganização intra e intergenômica nos poliplóides no nível 

cromossômico, verificando rearranjos entre diferentes genomas e cromossomos 

de poliplóides, o que, anteriormente, era considerado mínimo, como em Nicotiana 

tabacum e Avena fatua, nas quais foram identificadas, respectivamente, nove e 

oito translocações entre os genomas ancestrais (Leitch; Bennet, 1997; Datson; 

Murray, 2003). 

Genes duplicados por poliploidia podem reter sua função original ou similar, 

sofrer diversificação na função ou na regulação ou uma das cópias pode ser 

silenciada através de mutação ou mudanças epigenéticas. Genes duplicados 

podem também interagir através de recombinação interlocos, conversão gênica ou 

evolução coordenada. Duplicação gênica e conseqüente silenciamento, são dois 

dos aspectos mais marcantes da evolução por poliploidia, mas as taxas de 

silenciamento são mais baixas do que esperado pelos modelos de genética de 

populações, pela possibilidade de manutenção de uma função similar, aquisição 

de novas funções e interação entre genes duplicados (Wendel, 2000). 
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Em alguns poliplóides os genes duplicados podem sofrer uma divergência 

imediata de função (Otto, 2003). A extensão e a rapidez da reestruturação 

genômica pode variar de planta para planta. Os alopoliplóides naturais mostram 

uma extensa reorganização quando comparados com seus progenitores diplóides, 

e grandes mudanças genômicas são verificadas já em poucas gerações de 

alopoliplóides sintéticos (Soltis; Soltis, 1999). Poliploidia e seu impacto na origem 

e evolução das plantas silvestres e cultivadas alopoliploidização, pode representar 

uma adaptação ao estresse genômico causado pela hibridação e pela 

poliploidização (Ozkan et al., 2003). 

O progresso no conhecimento da importância e mecanismos da poliploidia 

em plantas, principalmente pelo acúmulo de conhecimento nas duas últimas 

décadas, mostra que a maioria das espécie poliplóides são polifiléticas, que 

muitas das espécies ditas diplóides são, na realidade, poliplóides antigos e que a 

evolução por poliploidia foi acompanhada por uma extensa reorganização em 

todos os níveis do genoma, incluindo repadronização cromossômica, 

silenciamento gênico, eliminação de seqüências, ação de elementos 

transponíveis, efeitos de dose gênica, invasão intergenômica e efeitos 

epigenéticos. 

. 

8.2. Início da citogenética 

 

No início do século XX, ficou estabelecida a importância fundamental dos 

cromossomos na herdabilidade de características genéticas (Ohmido, 1995, 

Burkholder; Duczek, 1982; Santi-Rampazzo, 2008 ).  

Para Longley (1925) o estudo da morfologia dos cromossomos, tal como o 

tamanho cromossômico, permitiu a caracterização individual do complemento 

genômico de plantas e animais pelos primeiros pesquisadores no final do século 

IX. Segundo Giannoni; Lui (1988) e Sybenga (1992) a análise do genoma, em 

termos de número e morfologia cromossômicos recebeu a denominação de 

cariótipo, que é típico de cada espécie. Os cromossomos podem ser visualizados 

por microscopia ótpica, na fase de metáfase mitótica, quando a dimensão e a 
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localização da constrição primária (centrômero) e secundária (região organizadora 

nucleolar) podem ser observadas com facilidade. 

Funcionalmente, os aspectos morfológicos mais importantes dos 

cromossomos são o centrômero, a constrição secundária e o telômero (Guerra, 

1988; Sybenga, 1992). O centrômero corresponde a uma constrição limitante em 

cromossomos metafásicos mitóticos e, normalmente, é um componente estrutural 

único e visível (Thompson et al., 1991; Sybenga, 1992). É o local onde ocorre a 

reunião das cromátides-irmãs.  

A região organizadora nucleolar (RON) é um segmento cromossômico que 

apresenta cópias gênicas múltiplas de 500 a 1000 cópias, dos dois maiores 

fragmentos 18S e 28 S do rRNA em eucariotos (Sybenga, 1992; Fukui; 

Nakayama, 1996; Caixeiro, 1999). 

Os telômeros são estruturas localizadas nas extremidades distais dos 

cromossomos e promovem a proteção das terminações de DNA contra o ataque 

de nucleases ou contra a fusão comossômica (Kipling, 1995). 

 As metodologias de pesquisa desenvolvidas com a finalidade de verificar a 

estrutura e os componentes químicos cromossômicos têm proporcionado 

refinamentos graduais da citogenética, Essas metodologias promoveram a 

resolução detalhada de cromossomos quanto à localização de locos gênicos e à 

análise de seus componentes químicos (Sharma; Sharma, 1999). 

No século XX, a citogenética foi amplamente utilizada em trabalhos que 

envolvem caracterização taxonômica, evolução e filogenia nos mais diversos 

grupos vegetais (Stuessy, 1990).  

A variabilidade em números cromossômicos continua, ainda, sendo o 

parâmetro cariológico mais amplamente utilizado nas análises cromossômicas 

(Guerra, 2000a). 
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8.3. Cromossomos e Morfologia Cromossômica 

 

Segundo Walker; Rapley (1999), por ocasião do início do século 20, o 

estudo microscópico de células em divisão mostrava que o número de 

cromossomos era constante no interior de células de mesma espécie, mas variava 

em número, geralmente, entre as espécies. Em uma célula, os cromossomos 

variavam em tamanho e forma, com duas cópias de cada tipo presentes em cada 

célula somática. Foi observado, também, que seu número dobrava (para dois 

pares) antes da divisão celular, e que cada célula filha recebia um dos pares 

(mantendo o número normal de cromossomos). 

Em preparações coradas, vistas à microscopia optica, os cromossomos 

aparentam possuir poucas características morfológicas definidas, pelas quais 

pode-se diferenciar os membros de um conjunto. As características mais 

importantes são: comprimento, posição do centrômero e tamanho relativo dos 

braços, presença de satélites (caso haja), destacados pelas constrições 

secundárias (Burns, 1986). 

 

8.4. Bandeamento Cromossômico 

O progresso na identificação positiva dos cromossomos se originou de uma 

rápida série de estudos que iniciaram em 1968 e 1969, com o trabalho de 

Caspersson e colaboradores, na Suécia. A base desta mudança foi o fato de que 

muitos corantes que têm uma afinidade pelo DNA, fluorescem sob a luz 

ultravioleta. Após tratamento adequado com esses corantes, cada cromossomo 

mostra zonas brilhantes e escuras ou bandas, que são específicas em tamanho e 

localização para o cromossomo, característica é melhor visualizada na metáfase. 

O descobrimento das técnicas de bandeamento cromossômico permitiu um 

significativo progresso na citogenética geral. Segundo Guerra (1988), as técnicas 

de bandeamento cromossômico ampliaram os horizontes da citogenética, sendo a 

primeira aplicação foi no pareamento cromossômico e montagem de cariótipos, 

em que cada par cromossômico apresenta um padrão distinto e bem característico 

de bandas. Exemplo disso foi o sucesso considerável obtido com a quinacrina 
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mostarda, que produziu bandas fluorescentes de vários graus de brilho, as quais 

foram denominadas de bandas Q. A coloração com Giemsa, seguidas do 

tratamento com tripsina ou tampão fosfato, que produz um tipo único de bandas, 

conhecidas como bandas G (Burns, 1986) e a  variação no método de Giemsa 

produz padrão de bandas que são o reverso das bandas G, isto é, as bandas G 

escuras são as bandas R claras e viceversa. 

Na modificação do método de Giemsa, o tratamento com álcalis 

proporciona às células uma coloração densa da região do centrômero, e isto 

produz o bandeamento C, que é específico para heterocromatina constitutiva. A 

região centromérica que inclui o DNA repetitivo, responde apenas à técnica de 

bandeamento C, assim como qualquer região intercalar que contenha DNA 

repetitivo (Burns, 1986; Carvalho & Recco-Pimentel, 2001). 

Os bandeamentos Q, G e C são especialmente importantes para a 

citogenética, porque permitem identificar pequenas variações estruturais como, 

deleções, duplicações, inversões, geralmente relacionadas com determinadas 

anomalias do desenvolvimento. Além disso, é possível localizar exatamente a 

região do cromossomo diretamente afetada, que seria impossível com a coloração 

convencional. Semelhante em outras espécies, essas técnicas têm possibilitado 

compreender melhor as alterações cromossômicas que se estabeleceram em 

cada cariótipo (Guerra, 1988), uma vez que as bandas aparecem por diferenças 

na distribuição de componentes cromatínicos ou mesmo por diferença na 

composição química da cromatina ao longo do cromossomo. 

Uma grande variedade de fluorocromos tem sido usada na marcação de 

cromossomos e na produção de padrões característicos de fluorescência (Verma; 

Babu, 1995) por proporcionarem uma análise mais refinada das amostras 

cromossômicas (Sharma; Sharma, 1999). Os fluorocromos ou substâncias 

fluorescentes podem ser de dois tipos diferentes com relação às afinidades pelos 

pares de bases do DNA e muitos dos procedimentos de marcação são 

amplamente utilizados em padrões de bandeamento, quando em combinação com 

outro DNA ligante apropriado. Esses métodos envolvem a marcação dos 
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cromossomos com duas substâncias quimicamente diferentes e são conhecidos 

como dupla marcação e contraste (Verma; Babu, 1995).  

 

8.5. Hibridização in situ 

Os marcadores citogenéticos, como os marcadores de DNA, têm sua 

expressão independente das variações ambientais ou da ativação gênica, 

tornando-os caracteres muito confiáveis. Atualmente, grande ênfase está sendo 

dada para a técnica de Hibridização In Situ (HIS) ou In Situ Hybridization (ISH), 

sendo que seu desenvolvimento marcou a transição da era da citogenética 

clássica para a era da citogenética molecular, uma vez que esta técnica 

proporciona a interação entre conhecimento da biologia celular, citogenética 

clássica e genética molecular. Baseia-se no fato do DNA ser formado por duas 

fitas complementares, as quais podem ser facilmente desnaturadas e 

posteriormente renaturadas, voltando ao estado de fita dupla. Se no momento da 

renaturação das fitas de DNA houver fragmentos de DNA marcados (sonda) 

disponíveis, os mesmos hibridizarão na região de homologia dentro da célula, 

permitindo a sua localização precisa, tanto em cromossomos metafásicos, como 

em núcleos interfásicos. Com a utilização dos fluorocromos, a técnica de HIS 

começou a ser chamada de FISH - Fluorescent In Situ Hybridization. Esta técnica 

foi descrita por Pardue & Gall (1969) na qual utilizavam primeiramente sondas 

marcadas radioativamente. Atualmente, os protocolos usam sondas não 

radioativas, que apresentam vantagens como a alta resolução, menor tempo de 

processamento, estabilidade e riscos menores na manipulação. A marcação 

isotópica adiciona enzimas, haptenos ou fluorocromos. Os protocolos baseados na 

hibridação in situ não isotópica auxiliam na detecção de diferentes alvos na 

mesma célula por meio do uso de duas ou mais sondas marcadas 

diferencialmente. Atualmente a detecção é realizada por fluorocromos (moléculas 

que fluorescem quando excitadas por um comprimento de onda de luz ultravioleta 

específico) (Rogatto & Rainho, 2000). 

O desenvolvimento da técnica de hibridização in situ tem possibilitado a 

identificação de seqüências de DNA em cromossomos mitóticos ou meióticos, em 
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núcleos interfásicos e em fibras de cromatina estendidas. Essa técnica envolve a 

preparação de lâminas, o isolamento e a marcação da seqüência de DNA que se 

deseja localizar in situ e a sua hibridização nos cromossomos. O DNA marcado 

funciona como uma sonda para encontrar as seqüências do DNA cromossomal 

complementar a ela, chamada de DNA alvo. Para visualizar as regiões 

hibridizadas com sonda, é preciso associar um corante à sonda e um outro 

corante ao restante dos cromossomos (Brasileiro-Vidal & Guerra, 2002). 

A detecção dessas seqüências de DNA tem originado grandes avanços na 

citogenética de plantas, destacando-se a construção de mapas físicos, a 

investigação detalhada da estrutura cromossômica, o acompanhamento da 

quantidade de cromatina introgredida em cruzamentos interespecíficos e a análise 

de pareamentos intergenômicos em plantas híbridas. Através da hibridização in 

situ, muitas seqüências de DNA têm sido visualizadas, desde cópias únicas ou 

com baixo número de cópias até aquelas altamente repetitivas. A localização 

desses sítios tem fornecido importantes informações sobre a estrutura e a 

evolução dos genomas, além de permitir a detecção de alterações cromossômicas 

estruturais (Brasileiro-Vidal & Guerra, 2002). 

Segundo Guerra (1988), essa técnica envolve três etapas principais. Na 

primeira etapa, o DNA satélite de um indivíduo é isolado e o restante do DNA é 

colocado em meio contendo timidina tritiada para replicação. O DNA sintetizado é 

uma cópia perfeita do satélite original, que é radioativo. Como o DNA é uma 

cadeia dupla, após a replicação somente a cadeia recém sintetizada é marcada. A 

mesma é isolada, para ser utilizada posteriormente como indicador dos locais 

onde existe DNA satélite. A segunda etapa, consiste na preparação de lâminas 

com cromossomos do mesmo indivíduo que foi utilizado para a extração do DNA 

satélite. Ao preparar a lâmina sem corar, os cromossomos são tratados com 

soluções básicas ou com temperaturas elevadas, que induzem a separação das 

duas cadeias de todo o DNA dos cromossomos. A terceira etapa, consiste na 

exposição desses cromossomos com as cadeias separadas à solução contendo 

as cadeias simples de DNA satélite marcado. Esse DNA se pareia com o DNA 

satélite marcado dos cromossomos com seqüências de nucleotídeos 
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complementares à sua, revelando a localização exata desse tipo de DNA, ou seja, 

a heterocromatina constitutiva do cromossomo. 

A HIS pode, também, utilizar como sonda o DNA genômico total de uma 

espécie, proporcionando a marcação de todos os seus cromossomos. Esse tipo 

de hibridização é denominado de GISH - Genomic In Situ Hybridization. Neste 

caso, pode-se distinguir os cromossomos oriundos de diferentes parentais, em 

híbridos interespecíficos ou em espécies alopoliplóides bem como em estudos de 

similaridade genômica (Brasileiro- Vidal & Guerra, 2002). As bibliotecas de DNA 

genômico representam uma importante fonte de seqüências para o mapeamento 

físico, análise estrutural do genoma, genômica comparativa e seqüenciamento do 

genoma, além de ser uma fonte de seqüências únicas para o mapeamento 

cromossômico (Hasterok et al., 2006). 

As condições de hibridização devem ser escolhidas cuidadosamente, de 

acordo com a natureza da sonda e aplicação desejada (Walker & Rapley, 1999). 
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4. Objetivos  

 

O presente trabalho teve por objetivos: 

 

� Verificar o padrão de polimorfismo de DNA, por meio de marcadores 

RAPD, entre populações de pequi com o caroço espinhoso e sem espinho. 

 

�  Identificar citogeneticamente o pequi (Caryocar brasiliense 

Cambess.) com e sem espinho no caroço utilizando análise convencional de 

Giemsa, região organizadora de nucléolo (NOR), bandeamento C e fluorocromos: 

cromomicina (CMA3) e 4’-6’-Diamino-2-Phenylindole (DAPI). 

 
�  Identificar seqüências expressas que estejam envolvidas em vias 

metabólicas no fruto do pequi com espinho, que possam contribuir para 

conhecimento da espécie, suas propriedades biológicas e genéticas. 
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CAPÍTULO II 

 

MARCADORES RAPD EM POPULAÇÕES DE 

PEQUI SEM ESPINHO E COM ESPINHO NO 

CAROÇO 
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        Resumo 

O pequi, Caryocar brasiliense, é uma das espécies de destaque no bioma do 

Cerrado devido a sua utilização na culinária, medicina popular, indústria e 

siderurgia. Apresenta índice de exploração elevado, podendo entrar na lista das 

espécies ameaçadas de extinção. Na região de São José do Xingu (MT) foi 

encontrada uma árvore produzindo pequi sem espinho no endocarpo, o que 

levantou a possibilidade de melhorar o pequi para consumo aproveitando a alta 

apreciação que já possui. Com o objetivo de analisar as diferenças genômicas 

entre o pequi com e o sem espinho no endocarpo, utilizou-se marcadores RADP 

(Random Amplified Polymorphism DNA). As bandas polimórficas geradas foram 

isoladas, clonadas e seqüenciadas, buscando identificar sequências responsáveis 

pela alteração fenotípica. Observou-se que o pequi sem espinho fica isolado 

geneticamente das demais populações de pequi com espinho no caroço, 

comprovando que essa característica está relacionada à divergência genética da 

espécie. Análises em BLASTn mostraram a similaridade aos genes Dof1 de Zea 

mays, na população com espinho e com o gene da Acetiltransferase Fosfinotricina 

de Z. mays, na população sem espinho. As análises em BLASTx revelaram 

similaridade com as proteínas responsáveis pela Deficiência em Redutase Férrica 

4, no pequi sem espinho e  com catalase, no pequi com espinho. 

 

 

 

Termos de indexação: Caryocar brasiliense, pequi, espinho, RAPD, caroço 
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Abstract 

 

Pequi, Caryocar brasiliense, is one of the species of highlight at the 

biome of the Brazilian savannah due to its utilization in culinary, popular 

medicine, industry in general, and iron and steel industry. It presents an 

elevated index of exploration, being capable of entering the list of the 

endangered species. In the region of São José do Xingu (MT), a tree of 

pequi without thorn at the mesocarp was found and this enables to 

improve pequi not only for consumption, taking advantage of the high 

appreciation it already has. To detect the existing genomic differences 

between the pequi with and without the thorn at the endocarp, RADP 

markers were utilized. The generated polymorphisms were cloned and 

sequenced in order to identify the sequences responsible for the 

fenotypical alteration. It was observed that the pequi without thorn is 

genetically isolated from the other populations of pequi with thorn at the 

endocarp, proving that this characteristic is related to the genetic 

divergence of the species. Analysis in BLASTn evidenced the similarity of 

the Dof1 genes of Zea mays, in the population with thorn, and in the 

population without thorn, with the gene of phosphinotricin acetyl 

transferase of Z. mays. In the analysis of BLASTx, the similarity was 

verified with the proteins responsible for the deficiency in ferric reductase 

4, in the pequi without thorn and catalase, in the pequi without thorn. 

 

 

 

Indexation terms: Caryocar brasiliense, pequi, thorn, RAPD. 
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Introdução  

Caryocar brasiliense Cambess. (Caryocaraceae), pequizeiro, é uma das 

espécies que têm se destacado no bioma do Cerrado (Figura 1). É uma frutífera 

de grande importância na região Norte de Minas, Brasil, onde o extrativismo dos 

seus frutos é de grande relevância para a alimentação do sertanejo, além de 

constituir-se em fonte de renda (Araújo, 1995; Pozo, 1997;  Alencar, 2000) 

(Figuras 2 A e 2 B). 

 

 

Figura 1: Regiões de Cerrado no Brasil  

(em verde) com ocorrência de Caryocar 

 brasiliense Cambess. Fonte: www.unb.com.br 
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(A)    (B) 

Figure 2- Pequizeiro (Caryocar brasiliense). (A) Planta adulta (B) 

Detalhe do fruto (setas). Fonte: Kerr et al., 2007. 

 

Essa espécie tem se destacado pelo uso de seus frutos (mesocarpo) na 

alimentação humana, por meio do preparo de pratos típicos, condimentos, óleos e 

bebidas adocicadas (Barradas, 1972, 1973; Corner, 1976, Almeida; Silva, 1994; 

Araújo, 1994; Lopes et.al, 2003, Santos et al., 2006). É considerada fonte de 

vitaminas A e C, tiamina, proteínas e sais minerais, apresentando elevados teores 

de carotenóides; utilizada, ainda, na extração de óleos para a fabricação de 

cosméticos (Almeida et al, 1998). Na medicina popular, é utilizado para tratamento 

de problemas respiratórios e oftalmológicos, contra bronquites, gripes, resfriados e 

no controle de tumores (Almeida; Silva, 1994). É considerado afrodisíaco e suas 

folhas são adstringentes e estimulam a produção de bílis (Almeida; Silva, 1994; 

Ribeiro, 1996; Brandão et al., 2002; Kerr et al., 2007). A casca além de ser 

utilizada em curtume, é tintorial (Brandão et al., 2002).  Sua madeira é de ótima 

qualidade e alta resistência (Almeida; Silva, 1994) e fonte de carvão para 

siderurgias (Ribeiro, 1996)  

A região de ocorrência do pequizeiro abrange, aproximadamente, 2000 

municípios e estima-se em cerca de 40000 coletores para vender os frutos ou os 

caroços (putâmens ou endocarpo) aos compradores ou atravessadores. As 

pequenas farmácias e curandeiros das vilas e cidades dessas regiões são 

procurados por aproximadamente 3000 pessoas, no período de colheita, para 

retirarem os espinhos deixados pelos caroços no “céu da boca” de comedores 

descuidados. Essa característica é o principal problema que elimina o pequi de ser 
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cultivado em casa e de ser considerado uma fruta de mercado (Gribel, 1986; Kerr, 

2007). 

Na cidade de São José do Xingu, Kerr et al. (2007) encontraram uma  

planta com frutos sem espinhos no caroço e, segundo esses autores, os caroços 

são carnudos, um pouco mais doces do que os que contém espinhos (Figura 3 A e 

3 B). 

  (A)  (B) 

Figura 3: Comparação entre o pequi com espinho e o sem 

espinho no caroço. Fonte: Kerr et al. (2007) 

A) Pequi com espinho no caroço. Fruto seccionado mostrando o 

caroço com pequenos espinhos (seta). 

B) Pequi sem espinho no caroço. Fruto seccionado mostrando o 

caroço sem os espinhos (seta). 

 

Essa característica nos induziu ao estudo do pequi sem espinho para,  

dentro de 4 a 8 anos, fazer distribuição de mudas desse pequi. Essa mutação 

apresenta todas as características para transformar o pequi em fruta de mercado, 

tanto para as populações locais quanto para os mercados regulares de frutas 

nacionais e estrangeiras. 

Colevatti (1999) descreve vários polimorfismos entre populações de pequi 

com espinho, utilizando microssatélites, no entanto, a técnica de RAPD (Willian et 

al., 1990) será utilizada nesse trabalho visto que permite discriminar polimorfismos 

existentes entre o indivíduo sem espinho com as populações com espinho no 

endocarpo em condições reais de nosso Laboratório. 
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Nesse trabalho, o objetivo foi identificar, por marcadores RAPD, o padrão 

de polimorfismo nas populações de pequi com o caroço espinhoso e sem espinho.
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MATERIAL E MÉTODOS  

Material Biológico e Áreas de coleta 

 Foram coletadas amostras de folhas expandidas e sadias de 20 indivíduos 

de pequi em 4 populações do Cerrado: Clube Caça e Pesca Itororó de Uberlândia 

– Uberlândia (MG); zona urbana de Porto Nacional – Tocantins (TO); Fazenda 

Arrependidos – Corumbaíba (GO); São José do Xingu – Mato Grosso (MT) 

(população com espinho)  e de um indivíduo de São José do Xingu – Mato Grosso 

(MT) (indivíduo sem espinho). As folhas foram mantidas em ultra-freezer (-80ºC) 

no Laboratório de Genética, Instituto de Genética e Bioquímica, Universidade 

Federal de Uberlândia (MG – Brasil) onde, também, foi realizada a análise 

experimental. 

 

Extração de DNA genômico 

O DNA genômico foi extraído pelo método CTAB com modificações, 

segundo Doyle; Doyle (1990) utilizando “bulks” fechados de 20 indivíduos das 

quatro populações com espinho e um indivíduo sem espinho, com, 

aproximadamente, 1g de tecido vegetal. 

Após homogeneização do material, os tubos contendo o DNA foram 

mantidos em freezer a –20oC, até o momento do uso. 

A quantidade de DNA extraído foi estimada em espectrofotômetro GBC-

UV/VIS911A (SONY) por leitura de absorbância a 260nm.  

Bandas de DNA genômico separadas por eletroforese em gel de agarose 

1,0% (p/v) foram usadas como indicadoras da integridade do DNA extraído. A 

amostra quantificada e avaliada foi diluída em água milliQ para a concentração de 

trabalho de 5 ng/µL e mantida em freezer a -22ºC. 

Reação de RAPD (Random Amplified Polymorphism DNA) 

Para avaliar a diversidade genética dos acessos, amostras de DNA de 

folhas de plantas de pequi com e sem espinho foram amplificadas via PCR para a 

obtenção de marcadores RAPD. O RAPD apesar de ser um marcador dominante 

foi utilizado, nesse experimento, pois é um marcador eficiente na distinção de 
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polimorfismos entre as populações e essas sequências polimórficas foram 

clonadas e sequenciadas para a verificação dos produtos amplificados. 

 As reações de amplificação foram feitas em um volume de 20 µL, com 2 µL 

de tampão Taq 10X, 3 µL dNTP (4mM), 1 µL MgCl2 (2,5 mM), 1 µL de Taq 

polimerase (1U/mL), 1 µLde primer (10 pmoles), 1 µL de DNA genômico  (5 ng) e 

11,0 µL de água milliQ. Foram utilizados 77 primers aleatórios dos quais 53 

(Tabela 1) foram selecionados por apresentarem padrões informativos de bandas. 

 

Tabela 1: Primers utilizados nas reações de PCR para obtenção de marcadores 

RAPD em Caryocar brasiliense Cambess., com caroço sem e com espinho. 

Primers Número de acesso Seqüência de Nucleotídeos 

APO1 1 5’CACGGTCTGAGCTGATTG
CGTGTTCTC 3’ 

APO2 2 5’CCCTCCAAAATCAAGTGG 
3’ 

APO4 3 5’AAGTGCTGTAGGCCATTT
AGATTAG 3’ 

OPA1 4 5’ CAGGCCCTTC 3’ 

OPA2 5 5’ TGCCGAGCTG 3’ 

OPA3 6 5’ AGTCAGCCAC 3’ 

OPA4 7 5’ AATCGGGCTG 3’ 

OPA5 8 5’ AGGGGTCTTG 3’ 

OPA7 9 5’ GAAACGGGTC 3’ 

OPA10 10 5’ GTGATCGCAG 3’ 

OPA11 11 5’ CAATCGTCCGT 3’ 

OPA12 12 5’ TCGGCGATAG 3’ 

OPA14 13 5’ TCTGTGCTGG 3’ 

OPA15 14 5’ TTCCGAACCC 3’ 

OPA19 15 5’ CAAACGTCGG 3’ 

OPA20 16 5’ GTTGCGATCC 3’ 

OPF18 17 5’ TTCCCGGGTT 3’ 

RCO01 18 5’GCGGTGACCCGGGA 3’ 
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OPC06 19 5’ GAACGGACTC 3’ 

OPC18 20 5’ CTCACCGTCC 3’ 

OPI06 21 5’ AAGGCGGCAG 3’ 

G7 22 5’AAGCCCGACGACCTCACC
CGCAGTGC 3’ 

B2 23 5’CTCGCGCCCGGGATGAAG
GTCGTCTTCCXXCCGACGT
CCCAGGTC3’ 

AI 24 5’ TCGGAGGTCAAGTCC 3’ 

H2 25 5’CTCTAAGCTTGTGACTCA
GGCTGACAAATCAGTTGTC 
3’ 

OPD02 26 5’ TGGCCACTGA 3’ 

OPV3 27 5’ CTCCCTGCAA 3’ 

OPM16 28 5’ GTAACCAGCC 3’ 

OPW10 29 5’ TCGCATCCCT 3’ 

OPC 13 30 5’AAGCCTCGTC 3’ 

OPC06 31 5’ GAACGGACTC 3’ 

OPC18 32 5’ TGAGTGGGTG 3’ 

OPI06 33 5’ TGCCCAGCCT 3’ 

E2 34 5’CAGAATTCGGAA(AG)TA(G
T)ATGA(AG)GGGGTC3’ 

CL 35 5’ACCTGCAGGCATTCTCCA
GAAT 3’ 

MYR1 36 5’ACACTGGAACGACTGTTA
CGAG 3’ 

MYR2 37 5’GGTAATAAGTTCACGAAT
GTTCATGG 3’ 

MYR3 38 5’ACAACGCTARAMTCGGAC
CGATG 3’ 

MYR4 39 5’TCTGAGTTGTGACGTCCA
TCG 3’ 

PRIMER 1 40 5’CCATCCACCATCTCAGCA
TGATGAAA 3’ 

PRIMER 2 41 5’GGTTACTAGTAGTGGGTT
TGCTGG 3’ 
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PRIMER 3 42 5’TATCGGGCCCAACCCCGA
CAAT 3’ 

PRIMER 4 43 5’CCTTGAAGCACTTCTGGG
AATCAGA 3’ 

PRIMER 5 44 5’CTGACCCTGCAAAGGTAG
GCGTATTCACT 3’ 

PRIMER 6 45 5’CTCCGGTCTGAACTCAGA
TCACGTAGG 3’ 

PRIMER 7 46 5’AAACTGGGATTAGATACC
CCACTAT 3’ 

PRIMER 8 47 5’GAGGGTGACGGGCGGTG
TGT 3’ 

R3 48 5’TCGTGTATTCAAATTGGCA 
3’ 

G7 49 5’ ACGGAAGT 3’ 

G6 50 5’ AATGCGGGCG 3’ 

PRIMER 2 51 5’ACAGAATTCGCTGACCAT
CAATAAG 3’ 

PRIMER 3 52 5’TATCGGGGCCCAACCCCG
ACAAT 3’ 

PRIMER 4 53 5’TGTTGACTGGCGTGATGT
AGTTGCTTGG 3’ 

 

 

As amplificações foram realizadas em termociclador (MJ Research, Inc., 

modelo PTC-100) programado para 2 minutos a 97ºC seguidos de 40 ciclos de 

1minuto a 94ºC; 1 minuto a 35ºC; 2 minutos a 72ºC e extensão final com 8 ciclos 

de 20 segundos a 40ºC; 7 minutos a 72ºC e redução para 4ºC. Após a 

amplificação, foram adicionados a cada amostra, 2 µL da mistura de azul de 

bromofenol (0,25% p/v), glicerol (60% v/v) em água. O volume de 15 µL de cada 

amostra foi aplicado em gel de agarose 1,5%, corado com Brometo de Etídio (0,5 

µg/mL) em tampão TBE 0,5X (Tris-Borato 90 mM, EDTA 1mM). A separação 

eletroforética foi de 3 horas a 120 volts, após o que os géis foram vizualizados e 

fotografados em Image MaterTM VDS Software (Pharmacia Bioscience) e as 

bandas polimórficas recortadas sob luz ultravioleta. 
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Purificação das bandas 

As bandas polimórficas únicas, visualizadas nos bulks, foram recortadas do 

gel com auxílio de bisturi estéril e colocadas em microtubo de 1,5 ml. A purificação 

se deu pela eluição do DNA em microtubo com três microfuros e algodão de vidro 

ao fundo e centrifugação por 5 minutos a 5.000 rpm. Ao líquido centrifugado 

acrescentou-se 1/10 do volume de acetato de amônio 7,5M, 2 volumes de etanol 

100% gelado e 10 µL de glicogênio (20mg/mL) para precipitação overnight a –20º 

C. A solução foi centrifugada por 15 minutos a 13.000 rpm, descartado o 

sobrenadante e o precipitado lavado com etanol 70%, centrifugado novamente a 

13.000 rpm durante 5 minutos e ressuspendido em 15 µL de água milliQ. 

 

Análise dos dados 

Os marcadores RAPD gerados foram convertidos em uma matriz de dados 

binários, a partir da qual foram estimadas as distâncias genéticas entre os 

diferentes bulks. A matriz de distância genética foi utilizada para análise de 

diversidade genética, por meio de dendrograma. 

Foram realizadas duplicatas de cada gel e as bandas presentes em ambos 

os géis foram analisadas. 

A matriz gerada pelo programa STATISTICA 4,5A (1993) foi usada para o 

cálculo das distâncias genéticas e análise de agrupamento. As distâncias 

genéticas foram calculadas pelo método de Percentagem de Desacordo, que é 

dado pela fórmula: N’AB/NT, onde N’AB é o número total de bandas polimórficas 

entre os genótipos comparados e NT é o número total de bandas geradas no 

processo.  

A análise de grupos ou clusters foi feita pelo método não ponderado de 

agrupamento aos pares, utilizando médias aritméticas (UPGMA – “Unweighted 

pair- group method using arithmetic average”) o qual agrupa indivíduos de acordo 

com a similaridade (Cruz & Carneiro, 2003).  
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Clonagem dos fragmentos polimórficos amplificados 

A clonagem dos fragmentos de interesse foi realizada com o kit pGEM-T 

Easy Vector Systems I (Promega) seguindo as recomendações do fabricante. 

 

Purificação do plasmídeo contendo o inserto 

A extração do DNA plasmidial foi realizada com o kit Perfectprep Plasmid 

Mini (EPPENDORF) seguindo o protocolo do fabricante.  

 

Reação de sequenciamento em microtubos 

Clones positivos foram seqüenciados em ambas direções em MegaBaceTM 

1000 (Molecular Dynamics, Amersham Life Sciences), usando o método de 

sequenciamento dideoxi com primers universais  M -13 Forward ou M -13 Reverse 

seguindo as recomendações do fabricante. 

 

Análise de identidade em bancos genéticos 

Análise de identidade dos fragmentos seqüenciados foi realizada utilizando 

o banco de dados GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). O programa BLAST 

(Altschul et al., 1990) foi usado para o alinhamento das seqüências obtidas do 

pequi com outras já depositadas no banco específico de plantas. 
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Resultados e discussão 

A qualidade do DNA obtido de cada amostra favoreceu a realização das 

reações de RAPD. 

As bandas geradas no RAPD possibilitaram a análise da variabilidade 

genética existente entre as cinco populações analisadas (Figuras 4A e 4B). 

 

. 

         (A) (B)  

 

Figura 4: Produtos amplificados em pequi, Caryocar 

brasiliense Cambess.,  pelos primers de RAPD (OPA3, OPA2 

e OPA7, respectivamente). A) 1- marcador (100 pb); 2 – 

população de Goiás; 3 – população de Minas Gerais; 4 – 

população de Porto Nacional; 5 – população de São José do 

Xingu (populações com espinho); 6 – indivíduo São José do 

Xingu (sem espinho) mostrando polimorfismo no pequi sem 

espinho (setas). B) Monomorfismo no pequi com espinho e 

ausência da banda detectada no pequi sem espinho (seta 

branca). Gel de agarose 1,5% corado com Brometo de 

Etídeo. 

 

6      5     4     3     2       1   2   3   4   5    6    2   3   4    5   6 

   2072 pb 

600 pb 
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Dos 77 primers utilizados (Tabela 1), 53 geraram bandas informativas, que 

foram selecionadas para a análise dos resultados. Vinte e um primers (APO1, 

APO4, G6, G7, MYR1, MYR4, OPA1, OPA3, OPA4, OPA5, OPA7, OPA12, 

OPA14, OPA15, OPA19, OPI06, P2, P3, P7, P8, R3) geraram polimorfismos, que 

permitiram distinguir a população de pequi sem espinho da população com 

espinho.  

Os marcadores permitiram observar a presença de bandas nas populações 

com espinho e sua respectiva ausência no sem espinho e, também, a presença de 

banda na população sem espinho, ausentes nas populações com espinho no 

caroço. 

Os 326 fragmentos de RAPD gerados com os 53 primers foram submetidos 

à análise de cluster, gerando dendrograma de divergência genética entre as 

populações (Figura 5).  
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Distancia genética por percentagem de desacordo

XINGU_SE

XINGU_CE

  TOCANT

   MINAS

   GOIÁS

0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 0,45 0,50 0,55

 

Figura 5 - Dendrograma representativo da distância genética por 

porcentagem de desacordo e agrupamento pelo método de UPGMA 

entre 5 populações de pequi (Caryocar brasiliense) do cerrado 

brasileiro, utilizando 53 primers.  

Goiás: Corumbaíba – GO (Fazenda Arrependidos);  

Minas: Uberlândia – MG (Clube Itororó Caça e Pesca de 

Uberlândia);  

Tocant: Porto Nacional – TO;  

Xingu_CE: São José do Xingú -  – MT (pequi com espinho no 

caroço);  

Xingu_SE: São José do Xingu - Mato Grosso – MT (pequi sem 

espinho no caroço). 

 

As populações de pequizeiro com espinho, com menores divergências 

genéticas são as de Minas (Uberlândia – MG) e Tocantins (Porto Nacional – TO) 

apresentando divergência aproximada de 23% entre seus genótipos, Minas e 

Goiás (Corumbaíba – GO) apresentaram divergência de 30%, enquanto que essas 



77 

 

três regiões com a região do Xingu (população com espinho) mostraram 

divergência genética de, aproximadamente, 36%. A população de pequi sem 

espinho, da região do Xingu, ficou isolada geneticamente das demais, 

apresentando uma divergência de, aproximadamente, 52%. 

No pequizeiro, o alto fluxo gênico e a baixa divergência entre populações 

podem estar relacionados ao seu sistema de polinização, que é realizada, 

principalmente, pelo morcego, cujo vôo atinge grandes distâncias e, também, à 

dispersão das sementes que é realizada por mamíferos e aves grandes (Vilela, 

1998; Melo-Júnior et al., 2004). Dessa forma pode-se, por meio dos locos 

polimórficos, estabelecer seleção assistida por marcadores em pequi com e sem 

espinho no caroço. 

A caracterização molecular dos genótipos é uma ferramenta de grande 

importância para os programas de melhoramento genético, uma vez que 

cruzamentos entre indivíduos com maior diversidade genética contribuem para a 

ampliação de variabilidade em populações segregantes, possibilitando assim, 

ganho genético (Mesmes et al., 1993; Sousa, 2002; Londe, 2005). 

Apesar da alta similaridade genética entre as populações de pequi 

analisadas, sugere-se que a característica presença ou ausência de espinhos no 

caroço tenha relação com a divergência genética das populações, originada por 

mutação pontual ou, mesmo, por diferenças cromossômicas entre o indivíduo sem 

espinho e os das populações com espinho no caroço.  

A seleção de bandas para purificação foi baseada nos polimorfismos 

detectados nas cinco populações estudadas. A clonagem e seqüenciamento dos 

fragmentos geraram informações sobre diferenças genéticas (polimorfismos) ou 

regiões conservadas (monomorfismos) entre indivíduos selecionados para a 

característica de ausência e presença de espinho no caroço. As seqüências dos 

clones foram depositados no GenBank (Acessos números ET052997 até ET 

053017).  

As análises por BLAST de nucleotídeos (Tabela 2) mostraram que na 

população com espinho no caroço, o clone ET 053010 é similar ao gene Dof1 de 
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Zea mays, enquanto que na população sem espinho, o clone ET053000 é similar 

ao gene da acetiltransferase fosfinotricina de Z. mays. 

 

 

Tabela 2: Análise de Bioinformática (BLASTn) dos clones selecionados por RAPD 

em Caryocar brasiliense (Cambess.) com e sem espinho no caroço. 

Clone (número 
de acesso no 

GenBank) 

Similaridade Nome e-value 

ET053010 

População com 
espinho 

Similar com 
DQ490965.1 

(Zea mays) 

clone pGR25C22 
disrupted DOF1 (Dof1) 
gene 

5e-160 

ET053000 

População sem 
espinho 

Similar com 
DQ156557.1 

(Zea mays) 

phosphinothricin 
acetyltransferase gene 

1e-25 

 

O gene DOF1 compreende um grupo de fatores de transcrição em plantas, 

com seqüência de aminoácidos bem conservada (Yanagisawa, 1996) contendo a 

seqüência AAAG que corresponde a um domínio zinc finger, que é essencial à 

ligação de proteínas regulatórias ao DNA. As proteínas DOF são responsáveis por 

processos de expressão da regulação de resposta à luminosidade, regulação de 

respostas ao estresse, resposta à fitohormônios e controle de atividades 

transcricionais tecido-específicas (Zhang et al., 1995; Chen et al., 1996; Vicente-

Carbajosa et al., 1997; Kisu et al., 1998; Mena et al., 1998;  Yanagisawa; Sheen, 

1998; Baumann et al., 1999; Kang; Singh, 2000; Yanagisawa, 2000; Cavalar et al., 

2007). No milho, a proteína DOF1 ativa promotores responsáveis pela expressão 

de genes relacionados ao sinal de luminosidade, incluindo plantas C4 com gene 

fotossintético codificador da fosfoenolpiruvato carboxilase (Izui, 1993; Yanagisawa, 

1996; Yanagisawa, 2000). A super-expressão de DOF1 em Arabidopsis thaliana 

induz genes envolvidos no metabolismo do carbono e aumenta a fixação de 

nitrogênio sob condições limitantes (Yanagisawa et al., 2004). 
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O gene codificador de fosfinotricina acetiltransferase, com o qual a 

sequência do pequi sem espinho mostrou similaridade, é uma transferase que 

catalisa a acetilação da fosfinotricina, um análogo do glutamato, herbicida que 

exerce efeito fitotóxico nas plantas, por inibição da glutamina sintetase (Hoagland, 

1999; Gill et al., 2001;  Hérout et al., 2005). 

O fato do gene codificador de DOF1 ocorrer nas populações com espinho e 

o da fosfinotricina acetiltransferase estar se expressando no pequi sem espinho, 

permanece sem explicações. Não se sabe o efeito que os produtos desses genes 

exercem no pequi.  Os marcadores genômicos desenvolvidos nesse trabalho 

poderão contribuir para a identificação de genes relacionados à ausência de 

espinho no endocarpo, na restrita população de São José do Xingu - MT. É 

possível buscar a via metabólica dos peptídeos codificados por esses genes e sua 

função no bloqueio do aparecimento de espinho no caroço do pequi. 

As análises por BLAST das proteínas presentes em C. brasiliense sem e 

com espinho (Tabela 3) mostraram similaridades dos clones ET 053002 e ET 

053006 de pequi sem espinho com a proteína CPFTSY (Deficiência em Redutase 

Férrica 4) de Z. mays e os clones ET 053011 e ET 053012 do pequi com espinho 

com a proteína catalase de Arabidopsis thaliana.  As plantas deficientes em 

ferro induzem a ligação da redutase férrica à membrana plasmática, com 

transferência de elétrons do NADH ou NADPH intracelular para Fe3+ na rizosfera 

(Sijmons et al., 1984; Buckhout, et al., 1989). Os íons Fe2+ são, 

subsequentemente, liberados e conduzidos ao citoplasma, via proteínas de 

transporte, induzindo a acidificação das raízes, estimulada pela deficiência em 

ferro (Kochian, 1991; Fox et al., 1996; Cohen et al., 1997) o que, por sua vez, 

contribui para o aumento da solubilidade de ferro disponível à planta (Marschner et 

al., 1986). Plantas que crescem em solos pobres em ferro são selecionadas e 

mostram aumento de disponibilidade de ferro na rizosfera (Marschner et al., 1986; 

Inskeep; Bloom, 1987). As respostas adaptativas das raízes diferem de acordo 

com a espécie. Em dicotiledôneas e monocotiledôneas não gramíneas verifica-se 

a diferenciação morfológica e fisiológica das raízes (Romheld, 1987; Marschner; 

Romheld, 1994; Schmidt, 1999; Orturk et al., 2007). O aumento na capacidade das 
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raízes em reduzir quelatos de ferro, pela indução da redutase férrica na membrana 

plasmática é outra resposta à deficiência de ferro. A redução de Fe3+ em Fe2+ na 

superfície das raízes é um processo obrigatório à aquisição de ferro pelas plantas 

(Marchner; Romheld , 1994; Robinson et al., 1999). 

 

Tabela 3: Análise de Bioinformática (BLASTx) dos clones selecionados por RAPD 

em Caryocar brasiliense (Cambess.) com e sem espinho no caroço. 

Clone (número 
de acesso no 

GenBank) 

Similaridade Nome e-value 

ET053002 

População com 
espinho 

Similar com 
NM_130140.2 
(Arabidopsis 
thaliana) 

CPFTSY (ferric 
reductase deficient 4) 

2e-22 

ET053011 

População sem 
espinho 

Similar com 
pir||A55092 

(Zea mays) 

catalase (EC 1.11.1.6) 
CAT-2 -maize 
fragment) 

1e-09 

ET053006 

População com 
espinho 

Similar com 
NM_130140.2 
(Arabidopsis 
thaliana) 

CPFTSY (ferric 
reductase deficient 4) 

3e-11 

ET053012 

População sem 
espinho 

Similar com 
pir||A55092 

(Zea mays) 

catalase (EC 1.11.1.6) 
CAT-2 -maize 
fragment) 

2e-06 

 

A catalase é uma das enzimas antioxidantes que degradam a água 

oxigenada (Scandalios et al., 1997). O processo de foto-oxidação durante estresse 

abiótico é comum em plantas, podendo causar destruição celular, liberando 

espécies reativas do oxigênio como a água oxigenada. (Foyer, 1996). A super-

redução do fotossistema II (PSII) ocorre quando a assimilação do carbono é 

reprimida durante o estresse ambiental e quando o fluxo de luminosidade é 

elevado. Nesses estados de excesso de fótons, o PSII se torna progressivamente 

reduzido e provoca na planta, o estresse oxidativo que produz oxigênio livre e, 

possivelmente, superóxido (Krause, 1994; Osmond; Grace, 1995). Nesse 
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contexto, a catalase atua nas plantas como enzima antioxidante, interferindo nos 

processos de envelhecimento e senescência. 

Apesar de, em vegetais, ocorrer elevada presença de proteínas anti-

oxidantes devido as pressões de seleção as quais estão submetidas, o papel da 

proteína responsável pela deficiência da redutase férrica e da catalase não é 

conhecido em Caryocar brasiliense. Sugere-se que a deficiência de ferro nas 

raízes provoca, na população sem espinho, um estresse ambiental, que leva à 

supressão da produção de espinhos no caroço, enquanto que nas populações 

com espinho, a presença da catalase impede o estresse oxidativo e a 

consequente produção dos espinhos no caroço. 
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Conclusão  

A análise por marcadores RAPD revelou divergência genética entre as 

populações de pequi com e sem espinho no caroço. A ausência de espinho no 

caroço do pequi pode ser explicada, pelos dados obtidos até o momento, pelo 

estresse oxidativo que a planta sofre devido à deficiência em Redutase Férrica, 

enquanto que a presença de espinhos pode estar relacionada à presença do 

antioxidante catalase que impede o estresse oxidadivo nas populações. 
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Resumo 

 

Citogenética de Caryocar brasiliense (Cambess.) pequizeiro com e sem 

espinho no caroço 

 

O pequizeiro, Cayocar brasiliense Cambess., é uma planta característica do 

cerrado brasileiro que sofre ação extrativista, principalmente, para a alimentação. 

É uma planta bastante apreciada em regiões de Minas Gerais, especialmente no 

Norte desse estado. Na região de São José do Xingu, Mato Grosso, foi encontrada 

uma planta produzindo pequi sem espinhos no caroço. O estudo citogenético, por 

meio de coloração convencional de Giemsa, NOR, banda C, DAPI e CMA3 foi 

utilizado para a comparação entre plantas produtoras de pequi com e sem 

espinhos no caroço. Verificou-se que essas diferenças não podem ser atribuídas à 

diferenças cromossômicas entre os dois tipos de pequi. Ambas as plantas têm o 

mesmo número cromossômico, mesma marcação de NOR. Não foi verificado 

bandeamento C devido ao tamanho dos cromossomos. Diferenças de coloração 

com DAPI e CMA3 foram detectadas, porém não é possível afirmar que estejam 

relacionadas com a presença ou ausência de espinhos no fruto. 
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Abstract 

Cytogenetic of Caryocar brasiliense (Cambess.) with an without thorn in the 

endocarp 

 

 

 

The pequi, Cayocar brasiliense Cambess. Is a feature of Brazilian cerrado plant 

suffering extractive action, mainly for food. It is a plant very appreciated in the 

regions of Minas Gerais, especially in the north of this state. In the region of Sao 

Jose do Xingu, Mato Grosso, was found in a plant which had no thorns in the core 

and this allowed further research to discover the lack of thorns as it is an unwanted 

feature of the plant. Thus, the cytogenetic study, using conventional Giemsa 

staining, NOR, banda C, DAPI and CMA3 were used for comparison between the 

pequi with and without spines in the putamen. It was found that these differences 

are not attributed to chromosomal differences between the two types of pequi. Both 

have the same chromosome number, the marking of NOR, C banding was not 

verified due to the size of chromosomes and differences in staining with DAPI and 

CMA3 could not be verified although related to these characteristics. 
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Introdução 

Caryocar brasiliense Cambess. (Caryocaraceae), pequizeiro, é uma das 

espécies que têm se destacado no bioma do Cerrado. É uma frutífera de grande 

importância na região Norte de Minas, onde o extrativismo dos frutos é de 

relevância para a alimentação do sertanejo, além de constituir-se em fonte de 

renda (Chevez Pozo, 1997; Araújo, 1995). 

Essa espécie tem se destacado, pelo uso dos frutos na alimentação 

humana, por meio do preparo de pratos típicos, condimentos, óleos e bebidas 

adocicadas (Barradas, 1972; Corner, 1976, Almeida, Silva, 1994; Araújo, 1994; 

Lopes et.al, 2003, Santos et al., 2006). É considerada fonte de vitaminas A e C, 

tiamina, proteínas e sais minerais, apresentando elevados teores de carotenóides; 

utilizada, ainda, na extração de óleos para a fabricação de cosméticos (Almeida et 

al, 1998). Na medicina popular, é utilizado para tratamento de problemas 

respiratórios e oftalmológicos, contra bronquites, gripes, resfriados e no controle 

de tumores (Almeida, Silva, 1994). É considerado afrodisíaco e suas folhas são 

adstringentes e estimulam a produção de bílis (Almeida, Silva, 1994; Ribeiro, 

1996; Brandão et al., 2002, Kerr et al., 2007). A casca além de ser utilizada em 

curtume, é tintorial (Brandão et al., 2002).  Sua madeira é de ótima qualidade e 

resistência (Almeida, Silva; 1994) e fonte de carvão para siderurgia (Ribeiro, 

1996). 

A região de ocorrência do pequizeiro abrange, aproximadamente, 2000 

municípios e estima-se em cerca de 40000 coletores para vender os frutos ou os 

caroços (putâmens ou endocarpo) aos compradores ou atravessadores. As 

pequenas farmácias e curandeiros das vilas e cidades dessas regiões são 

procurados por aproximadamente 3000 pessoas, no período de colheita, para 

retirarem os espinhos deixados pelos caroços no “céu da boca” de comedores 

descuidados. Essa característica é o principal defeito que elimina o pequi de ser 

cultivado em casa e de ser considerado uma fruta de mercado (Gribel, 1986; Kerr, 

2007). 

Na cidade de São José do Xingu (MT), Kerr et al. (2007) encontraram uma  

planta com frutos sem espinhos no putâmen (caroço), e segundo os autores os 
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“caroços” são carnudos e pouco mais doces do que os que contêm espinhos 

(Figuras 1 A,1 B e 1C). 

 

 

A) (B)  

 

 

(C)  

 

Figura 1: Caryocar brasiliense Cambess. Fonte: Kerr et al. (2007) 

(A) Pequi com espinho no caroço. Fruto seccionado mostrando o caroço com 

pequenos espinhos (seta). 

(B) Pequi sem espinho no caroço. Fruto seccionado mostrando o caroço sem os 

espinhos (seta). 

(C) Pequi sem espinho no caroço. Fruto seccionado mostrando o caroço (seta 

branca). 

 

 

Essas características nos induziram ao estudo do pequi sem espinho para, 

dentro de 4 a 8 anos, fazer distribuição de mudas desse pequi. Essa mutação 

apresenta todas as características para transformar o pequi em fruta de mercado, 
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tanto para as populações locais quanto para os mercados regulares de frutas 

nacionais e estrangeiras. 

A citogenética da família Caryocaraceae já foi explorada por Ehrendorfer et 

al. (1984) que mostraram que Caryocar microcarpum e C. villosum possuem 

conjunto diplóide de 46 cromossomos, impossível de distinguir os minúsculos 

cromossomos de possíveis satélites, devido à morfologia e estrutura 

cromossômica nessa espécie. 

O objetivo desse trabalho foi identificar citogeneticamente as plantas que 

produzem pequi com e sem espinho no caroço utilizando análise convencional de 

Giemsa, região organizadora de nucléolo (NOR), bandamento C e fluorocromos:  

cromomicina (CMA3) e DAPI. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

Material biológico 

 

Ápices caulinares de cinco exemplares de plantas que produzem pequi com 

espinho e três exemplares das que produzem pequi sem espinho, todos 

reproduzidos por enxertia, foram coletados para as análises citogenéticas. Os 

exemplares de pequizeiro foram coletados na Fazenda Água Limpa, da 

Universidade Federal de Uberlândia, na cidade de Uberlândia, Minas Gerais. 

 

Os experimentos foram conduzidos nos Laboratórios de Genética, 

Citogenética Animal e Citogenética Vegetal do Instituto de Genética e Bioquímica 

e do Instituto de Biologia da Universidade Federal de Uberlândia (MG – Brasil) 

onde, também, foram realizadas as análises experimentais. 

 

 

Preparação para análise convencional dos cromossomos 

Para a obtenção de lâminas, os ápices caulinares foram pré-tratados com 

8-hidroxiquinoleína 2 mM por uma hora a temperatura ambiente, seguido de 23 

horas em geladeira a 10ºC. As amostras foram fixadas em etanol: ácido acético 

(3:1) (Carnoy) à temperatura de 20ºC, solução que foi trocada a cada 24 horas por 

3 dias antes do armazenamento em freezer. Em seguida, os meristemas foram 

retirados sob estereomicroscópio (QUIMIS) e submetidos à digestão em solução 

enzimática contendo celulase 4% e pectinase 40% por uma hora a 37 ºC. Os 

meristemas foram, então, hipotonizados em água destilada por 5 minutos e 

hidrolizados em solução de HCl 5N à temperatura ambiente por 20 minutos. Após 

hidrólise, os meristemas foram submetidos à lavagem em água destilada, 

dissecados em uma gota de ácido acético 45% e dissociados (Carvalho, Saraiva; 

1997). 

Em estereomicroscópio, o meristema foi cortado, espalhado em lâmina e 

coberto por lamínula, que foi retirada em nitrogênio líquido, após congelamento.  
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As lâminas foram submetidas à coloração com Giemsa 2% e as lâminas 

permanentes montadas com Entellan (Merck). 

 

Bandeamento cromossômico 

 

Região organizadora de nucléolo (RON) 

Para a verificação de regiões organizadoras de nucléolo, as lâminas 

preparadas por digestão enzimática com celulase 4% e pectinase 40%, foram 

coradas com solução de nitrato de prata 50% e colocadas em estufa a 60ºC por 

50 minutos (Howell; Black, 1980). 

 

Coloração com fluorocromos CMA3 e DAPI 

As lâminas foram preparadas com  digestão enzimática com celulase 4% e 

pectinase 40%  e envelhecidas por 3 dias à temperatura ambiente (Guerra, 2002). 

Para coloração com cromomicina (CMA3) uma gota de CMA (0,5 mg/ml) foi 

colocada sobre as células, na lâmina, coberta com lamínula e mantida em estufa 

por 1 hora a 37ºC. A lamínula e o excesso de corante foram retirados com jato de 

água destilada e as lâminas secas à temperatura ambiente. 

Para coloração com DAPI às lâminas foi adicionada uma gota de DAPI (2 

µg/ml), cobertas com lamínula e mantidas em estufa por 30 minutos à 37ºC. A 

lamínula e o excesso de corante foram retirados com jato de água destilada e as 

lâminas secas à temperatura ambiente. Após coloração as lâminas foram 

mantidas em caixa escura à temperatura de 20ºC, até análise. 

 

Bandeamento C – heterocromatina constitutiva 

As lâminas foram preparadas por digestão enzimática com celulase 4% e 

pectinase 40%, envelhecidas por 3 dias à temperatura ambiente e submetidas à 

hidrólise, por 10 minutos, com ácido acético 45% em banho-maria pré-aquecido a 

60ºC. 

Após hidrólise as lâminas foram lavadas por 1 minuto em água corrente de 

torneira e secas ao ar. 
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As lâminas sofreram desnaturação em solução saturada de hidróxido de 

bário à temperatura de 60ºC, durante 5 minutos; lavadas em água, colocadas, 

novamente, em solução de ácido acético 45% por 2 minutos, lavadas em água 

destilada e secas. 

Para a renaturação, as lâminas foram transferidas para um jarro Coplin com 

2XSSC pré-aquecido a 60ºC em banho-maria durante 80 minutos; lavadas em 

água destilada, secas com bomba de ar e coradas com Giemsa 2%, por 20 

minutos. O excesso de corante e a lamínula foram retirados com jato de água 

corrente (Guerra, 2002).  

 

Análises ao microscópio  

  

As observações da coloração convencional foram feitas com uso de 

microscópio Olympus BX 60, sob iluminação de campo claro, sob aumento de 

100X. As imagens foram capturadas diretamente, por meio de microcâmera 

acoplada ao microscópio e a um microcomputador Macintosh TM (modelo G3) 

equipado com placa digitalizadora.  

As análises dos fluorocromos CMA/DAPI foram realizadas em microscópio 

Leitz com o uso de filtro de 340 a 380 nm para a coloração DAPI e 390 a 490 nm 

para a coloração CMA.  
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Resultados e Discussão 

 

Os cromossomos de C.brasiliense são muito pequenos e de difícil 

diferenciação do núcleo cromocêntrico, dificultando a identificação da metáfase 

(Figura 2). 

 

                   

 

Figura 2: Núcleos cromocêntricos 

(setas brancas) de metáfase (seta 

preta) de cromossomos de 

pequizeiro  (Caryocar brasiliense). 

Barra corresponde a 5 µm. 

 

Diferenças nos núcleos interfásicos correspondem a variações no padrão 

de condensação dos cromossomos (Pôrto, 2007). 

Os núcleos reticulados são característicos das monocotiledôneas, briófitas  

e algas clorófilas, onde se observam numerosas bandas de cromatina densa 

entremeadas com regiões de cromatina frouxa, fibrilas e grânulos. Os núcleos 

cromocêntricos são mais freqüentes em dicoteledôneas, apresentando grupos 

periféricos de cromatina densa (Echeverría et al., 1999). Numerosos núcleos 

cromocêntricos foram identificados na intérfase em pequi. Esses núcleos 

cromocêntricos são caracterizados pela presença de muitas partículas agregadas 

I---I 
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de blocos heteropicnóticos e linhas irregulares que, gradualmente, são 

transformadas em cromatina difusa (Felix & Guerra, 2000). 

A análise cariotípica das populações de  C. brasiliense  produtor de frutos 

com e sem espinho no caroço revelou número cromossômico constante, com 2n = 

46 cromossomos (Figura 3), assim como encontrado por Ehrendorfer et al. (1984) 

em C. microcarpum e C. villosum, utilizando coloração convencional por Giemsa. 

 

 

 

 

 

 

(A)                            (B)         

Figura 3: Conjunto cromossômico do pequizeiro com frutos 

com espinho (A) e sem espinho (B) revelando o conjunto 

diplóide de 46 cromossomos em ambas populações. 

Coloração por Giemsa. Barra corresponde a 5 µm. 

 

 

 

 

Devido ao tamanho dos cromossomos é impossível distinguir-los em 

acrocêntrico, metacêntrico ou submetacêntrico.   

  Cromossomos em diferentes estádios de compactação podem provocar 

erros na classificação cariotípica. Os cromossomos mais compactados não 

permitem que as constrições secundárias sejam facilmente localizadas, ao mesmo 

I---I I---I 
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tempo que os menos compactados apresentam diversas constrições, o que pode 

dificultar a identificação das regiões centroméricas.  

Cromossomos prometafásicos, especialmente de plantas com 

cromossomos pequenos e que se condensam intensamente no estádio 

metafásico, podem proporcionar informações importantes, que não poderiam ser 

vistas se os cromossomos não estivessem em grau maior de compactação (Clark; 

Wall, 1992; Fukui; Nakayama, 1996). 

Cromossomos mais distendidos podem ser bandeados e a principal 

importância de sua utilização em estudos morfológicos tem sido a determinação 

extra das bandas e dos pontos de quebra-fusão, quando ocorrem alterações 

cromossômicas (Therma; Susman, 1992). Dessa forma, as técnicas de 

bandeamento cromossômico têm contribuído para a identificação de alterações 

cromossômicas e seus locais de ocorrência no genoma (Giannoni; Lui, 1988; 

Torres-Mariano; Morelli, 2008). 

As análises de região organizadora de nucléolo (RON) mostraram que 

ambas as populações de frutos com e sem espinho no caroço, possuem RON 

simples, evidenciada por marca em apenas 1 par de cromossomos (Figura 4). Na 

população com espinho no caroço foi verificado um único nucléolo nos núcleos 

encontrados.  
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(A)     (B)    

Figura 4: Células de C. brasiliense Camb. coradas com nitrato de prata 

para a visualização de RON, mostrando nucléolo simples no pequizeiro 

com espinho (A) (pontos escuros nas células – seta branca) e RON 

simples  no sem espinho (B) (seta preta). Barra corresponde a 5 µm. 

 

 

 

 

 

Segundo Cermeño et al. (1984), Copenhaver; Pikaard (1996) e Pedrosa et 

al. (1997) citam que nas regiões organizadoras nucleolares estão localizados os 

genes rRNA responsáveis pela formação do nucléolo que é um sítio de síntese 

ribossômica, durante a intérfase. Mc Clintock, em 1934, relatou que as NORs em 

cromossomos metafásicos apresentam, em geral, dois componentes: o sítio de 

formação nucleolar interfásico e a heterocromatina adjacente, denominada satélite 

(Von Kalm; Smyth, 1983). 

As RONs são os locos genéticos mais estudados em citogenética, por 

causa de suas peculiaridades de função e estrutura. Apresentam variação no  

tamanho dentro de uma mesma espécie, por causa do seu alto índice de repetição 

(Lay, 1978; Guerra, 1988; Fukui; Nakayama, 1996; Pedrosa et al., 1997; 

Aarestrup, 2001). O tamanho relativo da banda de prata em cada cromossomo 

com RON tem refletido a sua atividade transcricional e, apesar dos conhecimentos 

que se tem a respeito da estrutura e da organização do rDNA, pouco se sabe 

I---I I---I 
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sobre a regulação e a manutenção da expressão dos diferentes genes presentes 

em várias RONs  (Aarestrup, 2001). 

Nos estudos citogenéticos de pequi, ainda não havia descrição quanto ao 

número, tamanho e localização de RON. Embora os cromossomos sejam muito 

pequenos, a RON pode ser detectada, porém não se identifica em qual 

cromossomo está presente e qual sua localização no braço cromossômico. 

 Análise comparativa do pequizeiro produtor de frutos com e sem espinho no 

caroço, por meio da técnica de bandeamento C, mostrou-se pouco informativa 

devido ao pequeno tamanho e similaridade dos cromossomos. Não houve 

distinção de regiões heterocromáticas, sendo observada homogeneidade na 

coloração dos cromossomos de pequi com e sem espinho no caroço. 

 Apesar da grande contribuição citogenética que o bandeamento C 

proporciona, muitas espécies apresentam as regiões heterocromáticas dispersas 

pelo genoma ou em quantidade tão reduzida que não ocorre formação de bandas, 

impedindo a diferenciação linear dos cromossomos por essa metodologia (Bertão, 

1993). Verificamos isso nos cromossomos de pequi com e sem espinho no 

endocarpo. 

Os fluorocromos DAPI e CMA3 foram utilizados no bandeamento com a 

finalidade de se comparar a distribuição da heterocromatina nos cromossomos de 

C. brasiliense produtor de frutos com e sem espinho no caroço. 

O DAPI (4’-6’-Diamino-2-Phenylindole) é um fluorocromo que se liga, 

preferencialmente, às regiões cromossômicas ricas em bases nitrogenadas 

adenina e timina (AT) (Galbraitht et al., 1995; Fukui; Nakayama, 1996), enquanto 

que a cromomicina (CMA3) tem preferência pelas bases citosina e guanina (CG) 

(Hizume et al., 1989). 

  O uso do DAPI no pequizeiro de frutos com espinho não mostrou marcação, 

e os obtidos com o uso de CMA3, específico para detecção de bases CG, resultou 

em marcação positiva, sendo evidenciadas sete regiões (Figura 5). 
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(A)       (B)  

Figura 5: Bandeamento cromossômico com CMA3 (A) e DAPI (B) no 

pequizeiro de frutos com espinho no caroço. As setas brancas mostram 

os cromossomos ricos em bases nitrogenadas CG. A coloração com 

DAPI não mostrou marcação em relação à CMA3. Barra corresponde a 

5 µm. 

 

 

  Quanto ao pequizeiro de frutos sem espinho no caroço, foram verificados 

oito cromossomos com marcação positiva de CMA3 e o DAPI não apresentou 

marcação nos cromossomos (Figura 6). 
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(A)     (B)    

 

Figura 6: Bandeamento cromossômico com CMA3 (A) e DAPI (B) no 

pequizeiro de frutos sem espinho no caroço. As setas brancas indicam 

os cromossomos marcados com CMA3. Não ocorreu marcação com 

DAPI. Barra corresponde a 5 µm. 

 

 

 

 

O pequeno número de cromossomos marcados com os bandeamentos 

CMA3 indica que a quantidade de heterocromatina existente no pequizeiro de 

frutos com espinho e sem espinho no caroço é, relativamente baixa em todo 

genoma.  

Ambas as plantas analisadas, com e sem espinho no caroço dos frutos, 

possuem iguais marcações sejam elas com Giemsa, RON, Bandeamento C, CMA3 

e DAPI. Esses resultados indicam que a ausência de espinhos não está 

relacionada à diferenças citogenéticas nas populações analisadas. 
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Conclusões 

A análise cariotípica revelou que Caryocar brasiliense Cambess. (pequi) 

possui 46 cromossomos em seu número diplóide. 

As análises citogenéticas do pequizeiro produtor de frutos com e sem 

espinho mostraram que a ausência de espinhos no caroço não está relacionada a 

diferenças numéricas ou de bandeamento cromossômico nas populações 

estudadas. 
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CAPÍTULO IV 

 

IDENTIFICAÇÃO DE SEQUÊNCIAS 

EXPRESSAS NO FRUTO DO PEQUIZEIRO 

(Caryocar brasiliense Cambess.)  
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Resumo 

 

O pequizeiro (Caryocar brasiliense Cambess.) é uma espécie nativa do cerrado 

brasilieiro e que possui importância alimentar e social para a população que dela 

depende. É uma espécie que sofre ação extrativista e que, atualmente, é 

considerada fonte para a produção de biodiesel. Nesse trabalho o objetivo foi 

identificar, a partir de uma bilbioteca de cDNA, seqüências que estejam envolvidas 

em vias metabólicas para produção do fruto do pequi, para conhecimento da 

espécie, suas propriedades biológicas e genéticas. Dessa forma foi construída 

biblioteca de cDNA e os clones foram clonados e seqüenciados. As sequências 

identificadas foram depositadas no GenBank. Algumas das sequências 

encontradas estão relacionadas à proteção contra o estresse oxidativo em plantas, 

outras são fatores de transcrição e algumas sequências expressas têm funções 

estruturais e de resistência a patógenos.  
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Abstract 

 

 

The pequi is a species that is gathered and today is seen as a source for the 

production of biodiesel. The objective of this study was to identify sequences from 

a cDNA library that are involved in the metabolic pathways for production of pequi 

fruit, to gain a better understanding of the species and its biological and genetic 

properties. To do so, a cDNA library was created and the clones were cloned and 

sequenced. These identified sequences were deposited in GenBank. Most of the 

sequences found are associated with protection against oxidative stress in plants, 

some are transcription factors and others provide structural and pathogenic 

resistance.  
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Introdução 

O pequizeiro (Caryocar brasiliense Cambess.) é uma árvore de médio 

porte, natural do cerrado brasileiro e da região amazônica, chegando a 5 metros 

de altura quando adulta. É pouco exigente quanto às questões edáficas, 

crescendo, geralmente, em solos ácidos, pobres em cálcio, magnésio e matéria 

orgânica, profundos e porosos (Silva and Jesus 2007). Há relatos de boa 

adaptação a solos encharcados e, também, a solos secos e boa resistência a 

períodos de seca (MDA/SAF 2006). 

A espécie apresenta valor econômico e social nas regiões do Cerrado, 

principalmente no Norte de Minas Gerais (Santos and Aoki 1992, Ribeiro et al. 

1994, Silva et al. 1997, Ribeiro et al. 1997). 

Do fruto pode ser aproveitada a polpa (mesocarpo) que possui grande 

quantidade de vitamina A (Carvalho and Burger 1960); além de vitaminas B1e B2, 

gorduras, cálcio, fósforo, fibras, proteínas, ferro e gordura. Devido a sua 

composição, esse fruto poderia suprir a carência nutricional das populações que 

vivem nas áreas de cerrado.  

O óleo é utilizado na medicina popular regional contra gripes e bronquites, 

sendo também utilizado para condimento (Almeida and Silva 1994, Ribeiro 2000), 

lubrificante (Peixoto 1973, Almeida and Silva 1994), na indústria de cosméticos 

(Heringer 1970, Peixoto 1973, Almeida and Silva 1994) e atualmente, está sendo 

explorado para a utilização na produção do biodiesel, após a esterificação do óleo 

da polpa para que se torne apto para a combustão. O pequi é uma fonte de óleo 

para biodiesel (3.200 kg/ha) com produtividade por hectare cerca de oito vezes 

superior à da soja (MDA/SAF 2006). A folha do pequi é considerada medicinal, já 

que estimula a secreção de bílis (Brandão et al. 1992) e o extrato etanólico das 

folhas tem atividade contra o sarcoma 180, um tipo de câncer de pele (Oliveira et 

al. 1970, Oliveira et al. 2005). 

Recentemente, o pequi se tornou um fruto de mercado e a produção 

extrativista é escoada por meio de intermediários, vindos de outros municípios e 

estados. A estimativa é que a produção de pequi por extrativismo esteja em 
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declínio em função do desmatamento e como a demanda se mantém alta, a opção 

tem sido o plantio de mudas (MDA/SAF 2006).  

Uma vantagem de produzir o pequi, para o agricultor familiar, é a 

possibilidade de se fazer consórcio com pasto, sendo possível passar de 1 para 2 

cabeças de gado por hectare, sem degradação do ambiente. Além disso, a 

presença do gado representa um adicional de matéria orgânica no solo, o que 

favorece a plantação. Outras utilizações da espécie são reflorestamento e 

adensamento de áreas degradadas, visto que os custos de adubação e mão de 

obra para manutenção não são altos e não há necessidade de irrigação da área 

plantada (MDA/SAF 2006). 

O estudo da genômica funcional ou transcriptoma do pequi permitirá a 

elucidação da função de genes envolvidos nos processos de diferenciação e 

desenvolvimento e/ou processos envolvidos nas respostas às alterações do 

ambiente biótico ou abiótico.  

Transcritos específicos dentro de uma biblioteca de cDNA, geram um perfil 

quantitativo e qualitativo de diferentes tecidos, tipos de células e estágios de 

desenvolvimento, possibilitando estudos de expressão gênica e mapeamento 

genético (Boguski and Schuler 1995, Brendel et al. 2002, Ronning et al. 2003, 

Rudd 2003, Souza-Júnior et al. 2005). 

O objetivo desse trabalho foi identificar, a partir de uma bilbioteca de cDNA, 

seqüências que estejam envolvidas em vias metabólicas para produção do fruto 

do pequi, para conhecimento da espécie, suas propriedades biológicas e 

genéticas. 
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Material e Métodos 

 Área de coleta 

Frutos de pequi com espinho foram coletados no cerrado da cidade de 

Uberlândia – MG e armazenados em nitrogênio líquido até o momento da 

manipulão em laboratório.  

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Genética, do Instituto 

de Genética e Bioquímica da Universidade Federal de Uberlândia – Uberlândia – 

Minas Gerais – Brasil. 

 

Extração de RNA 

 

Para a extração de RNA do fruto utilizou-se o método do Trizol.  Foram 

macerados 100mg do caroço do fruto em fase inicial de desenvolvimento, com 

nitrogênio líquido, em cadinho esterelizado com DEPC e autoclavado. Em seguida 

adicionou-se 1ml de Trizol ao tecido macerado e a solução foi transferida para 

tubos de 1,5 mL e vortexado   por 5 minutos. Após agitação, adicionou-se 0,2 mL 

de clorofórmio/mL de trizol. Essa solução foi, novamente, vortexada por 15 

segundos e deixada a 30°C por 2 minutos, após o que foi centrífugada a 12.000 

rpm por 15 minutos a 4°C. A fase aquosa foi transferida para novo tubo de 1,5 mL, 

adicionando 0,5 mL de isopropanol/mL de trizol, misturada e incubada a 

temperatura ambiente por 10 minutos e, em seguida centrifugada a 12.000 rpm 

por 10 minutos a 4°C. Descartou-se a fase líquida e o precipitado de RNA foi 

lavado com etanol 75% e centrifugado a 7.500 rpm por 5 minutos a 4°C. O 

precipitado foi seco ao ar por 15 minutos e ressuspendido em água tratada com 

0,1% DEPC. O RNA foi mantido em ultrafreezer a -80ºC. 

A quantidade de RNA extraído foi estimada em espectrofotômetro, modelo 

GBC-UV/VIS911A (SONY), por leitura de absorbância a 260nm. A amostra 

quantificada e avaliada quanto à integridade, foi diluída em água milliQ para a 

concentração de 2 µg/µL, e mantida em ultrafreezer a -80ºC. 
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Extração de RNA mensageiro 

O RNAm foi extraído utilizando o kit Micro-Fast TrackTM 2.0 (Invitrogen) 

seguindo as recomendações do fabricante. 

 

Construção da biblioteca de cDNA 

A biblioteca de cDNA foi construída utilizando o kit Clone MinerTM cDNA 

Library Construction (Invitrogen) seguindo as recomendações do fabricante. 

 

Extração de plasmídeos 

As colônias de bactéiras X blue transformadas após a eletroporação e 

plaqueamento em meio LB (Luria Bertani) foram selecionadas e colocadas para 

crescer em placas para extração de plasmídeos. 

A cada poço foram adicionados 240 µL de solução de GET, selada a placa 

com adesivo e vortexada por 2 minutos, ressuspendendo as células. A placa foi 

centrifugada por 9 minutos a 3.700 rpm, o sobrenadante foi descartado. Adicionou-

se, novamente, 80 µL de solução de GET, selada a placa e vortexada até 

ressuspender as células. 

Foram colocados 2 µL de RNase (10 mg/µL) em cada poço de uma nova 

placa e a suspensão de células foi transferida para ela. A essa suspensão foram 

adicionados 60µL de NaOH 0,2N/SDS1% recém preparado, selada a placa, 

invertida por 30 vezes e incubada a temperatura ambiente por 10 minutos. 

Adicionou-se a essa solução, 60 µL de KOAc 3M (anexo) gelado, selada 

novamente a placa, invertida por 30 vezes e incubada à temperatura ambiente por 

10 minutos. O adesivo foi retirado após esse período e incubada a placa aberta a 

90ºC por 30 minutos, após o que foi selada e esfriada em gelo picado por 10 

minutos e centrifugada por 9 minutos a 3.700 rpm a 20ºC. 
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O sobrenadante (100 µL) foi transferido a uma placa de filtro Millipore e 

centrifugada por 6 minutos a 3.700 rpm a 20ºC. Removeu-se a placa Millipore e 

adicionou-se ao filtrado 100 µL de isopropanol. A placa foi novamente selada com 

adesivo novo, invertida por 30 vezes e  centrifugada por 45 minutos a 3.700 rpm a 

20ºC. 

O adesivo foi retirado e descartado o sobrenadante. Ao precipitado foram 

adicionados 150 µL de etalol 70% gelado, centrifugado a placa por 10 minutos a 

3.700 rpm a 20ºC. O sobrenadante foi descartado e a placa invertida em papel 

absorvente por 15 minutos em temperatura ambiente. 

O DNA plasmidial foi ressuspendido em 10 µL de água milliQ, a placa foi 

coberta com novo adesivo e deixada à temperatura ambiente overnight, após o 

que foi mantida em freezer a -20ºC. 

 

Reação de sequenciamento em microtubos 

Clones positivos foram seqüenciados em ambas direções em seqüenciador 

automático MegaBaceTM 1000 (Molecular Dynamics, Amersham Life Sciences), 

usando o método de sequenciamento dideoxi com primers universais  M -13 

Forward ou M -13 Reverse, seguindo as recomendações do fabricante. 

 

Análise da identidade em bancos genéticos 

As seqüências foram inicialmente submetidas ao Blastn (e value < 10-10) 

(Altschul et al. 1997) contra o banco de dados GenBank (Benson et al. 2002). 

Posteriormente, essas seqüências foram sumetidas ao tBlastx (e value < 10-10) 

(Tatusov et al. 2003) para o alinhamento das seqüências obtidas do pequi com 

outras já depositadas no banco específico de plantas. 

 

 

 



120 

 

 

Resultados e Discussão 

Foram obtidas 1.536 sequências a partir da biblioteca de cDNA do fruto de 

pequi, sendo que essas sequências apresentaram tamanho médio de 452 bases. 

Destas 1.536 sequências, 564 (36,71%) foram descartadas após a análise de 

qualidade. Dentre essa sequencias descartadas, 324 (21,09%) foram em função 

tamanho das sequências e 240 (15,62%) em função da qualidade das seqüências. 

As sequências restantes (972 ou 63,29%) apresentaram, após limpeza,  

número médio de bases com Phred acima de 20, por read bom, igual ou superior 

a 570 nucleotídeos. 

A maior parte das sequências analisadas por Blastn quanto por tBlastx 

estão relacionadas à proteção contra o estresse oxidativo em plantas, outras são 

fatores de transcrição e de resistência a patógenos (GenBank números de acesso 

GR951205 a GR951217 e GT152673 a GT154478) (Tabelas 1 e 2). 
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Tabela 1: Análise in silico (BLASTn) de sequências encontradas no transcriptoma 

de Caryocar brasiliense. 

 

NSS NS e-value Organismo 

63 Cytochrome 

oxidase 

2.e-21 Plantago 

lanceolata 

57 Disrupted DOF1 2.e-102 Zea mays 

183 Glycosyltransferase 7.e-65 Triticum aestivum 

45 Phosphinothricin 

acetyltransferase 

2.e-105 Zea mays 

45 Superoxide 

dismutase 4A 

2.e-18 Zea mays 

NSS = número de sequências similares encontradas na análise in silico de tBlastx 

NS = nome da sequência que apresenta a similaridade 
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Tabela 2: Análise in silico (tBLASTx) de sequências encontradas no transcriptoma 

de Caryocar brasiliense. 

NSS NS e-value Organismo 

283 Cytochrome 

oxidase 

4.e-21 Globa sessiliflora 

83 Disrupted DOF1 4.e-99 Zea mays 

71 Glycosyltransferase 2.e-176 Triticum aestivum 

7 Histone 

acetyltransferase 

gene 

9.e-8 Zea mays 

68 Phosphinothricin 

acetyltransferase 

1.e-94 Zea mays 

3 Putative peroxidase 8.e-7 Zinnia elegans 

63 Superoxide 

dismutase 4A 

7.e-65 Zea mays 

NSS = número de sequências similares encontradas na análise in silico de tBlastx 

NS = nome da sequência que apresenta a similaridade 

 

Quanto aos peptídeos relacionados ao estresse oxidativo de plantas são 

citadas a citocromo oxidase, a superóxido dismutase e as peroxidases. As plantas, 

no ambiente, estão expostas a estresses abióticos como salinidade, temperatura e 

toxicidez por metais pesados que afetam o crescimento e processos fisiológicos 

(Levitt 1980). O estresse abiótico atua como catalisador na produção de radicais 

livres resultando em estresse oxidativo em várias plantas, com produção de 

radicais superóxido (O2), hidroxila (OH), peróxido de hidrogênio (H2O2) e alcoxil 
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(RO) (Scandalios 1993, Zhang and Kirkham 1994, Hernandez et al. 1994, Gallego 

et al. 1996, Weckx and Clijsters 1997, Loggini et al. 1999, Panda and Patra 2000, 

Bakardjieva et al. 2000, Hernandez et al. 2000). O radical superóxido tem meia 

vida menor que um segundo e é rapidamente dismutado pela superóxido 

dismutase em H2O2, um produto que é relativamente estável e pode ser 

detoxificado pela catalase e peroxidases (Grant and Loake, 2000). O aumento de 

SOD (superóxido dismutase) confere tolerância ao estresse oxidativo (Bowler et 

al. 1992, Slooten et al. 1995, Panda and Khan, 2004). 

A SOD constitui uma das primeiras linhas de defesa contra  espécies 

reativas de oxigênio (ROS). O Oxigênio reativo (O2
-) é produzido em qualquer 

localização da cadeia transportadora de elétrons e, consequentemente, ativa o O2 

em diferentes compartimentos da célula (Elstner 1991), inclusive mitocôndria, 

cloroplastos, microssomos, glioxissomos, peroxissomos, apoplasto e citosol 

(Alscher et al.2002). 

A citocromo oxidase é uma enzima terminal na cadeia transportadora de 

elétrons que catalisa a oxidação ou redução do óxido nítrico (Brudvig et al. 1980). 

Regula a rota metabólica dessa substância, seja por interação do óxido nítrico 

com a enzima reduzida formando óxido nitroso (Clarkson et al. 1995, Borutaite and 

Brown 1996, Palacios-Callender et al. 2007) ou pela interação do óxido nítrico com 

enzima formando  nitrito (Zhao et al. 1995, Torres et al. 1998, Palacios-Callender 

et al. 2007). 

A citocromo oxidase tem a função primária de reduzir centros que 

necessitam de elétrons a reduzir o oxigênio por meio de quatro elétrons, 

prevenindo a formação de espécies de oxigênio reativo (Collman et al. 2007). 

As peroxidases, na presença de peróxido, catalisam a oxidação de alguns 

substratos doadores de prótons, tais como monofenóis, difenóis, polifenoís e 

aminofenóis (Wolf and Fatibello, 2003). As peroxidases são uma família de 

proteínas que incluem enzimas com origem em mamíferos, fungos e plantas. As 

de origem de plantas contêm ferriprotoporfirina como grupos prostético e 

cromófero responsável pela cor castanha das enzimas. A peroxidase catalisa a 
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oxidação provocada pelo peróxido de hidrogênio em substratos como ascorbato e 

o citocromo C. Elas estão relacionadas com os processos de crescimento e 

diferenciação celular e mudanças morfogenéticas em resposta aos estresses 

físico, químico e biológico. O aumento da atividade dessa enzima em plantas 

submetidas a essas condições pode ser fator determinante da capacidade de 

adaptação, podendo a atividade ser identificada como um marcador bioquímico de 

estresse (Piza et al. 2003). 

A atividade da peroxidase pode ser alterada por fatores externos como luz 

ou outras radiações, estresse (sais e temperatura), senescência, regulador de 

crescimento, entre outros. A peroxidase está relacionada com a regulação ou 

alteração dos níveis endógenos de auxina. A complexidade das respostas dessa 

enzima tem dificultado o entendimento da função específica in vivo e seu papel no 

crescimento da planta e sua adaptação no ambiente (Gaspar et al. 1994; Rival et 

al. 1997). 

As peroxidases são importantes enzimas das plantas que estão envolvidas 

em diversas reações, ligações de polissacarídeos, oxidação do ácido indol-3-

acético, ligações de monômeros, lignificação, cicatrização de ferimentos, oxidação 

de fenóis, defesa de patógenos, regulação da elongação de células e outras. 

Peroxidases e polifenoloxidases lideram a degradação oxidativa de compostos 

fenólicos próximo ao local da descompartimentalização celular provocada por 

patógenos  (Gaspart et al. 1982, Kao 2003).  

O pequi é uma fruta que apresenta potencial anti-oxidante e seu consumo 

combate os radicais livres formados nas células, portanto, seu consumo além de 

prevenir doenças causadas pela deficiência em vitaminas A e C é favorável à 

proteção contra o envelhecimento precoce causado pela liberação de radicais 

livres nas células. 

Os fatores de transcrição encontrados nas análise in silico estão 

relacionados ao gene DOF1 e histona acetiltransferase. 

O gene DOF1, é codificador de um fator de transcrição, único em plantas 

que ativa a expressão de múltiplos genes associados com metabolismo orgânico 
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de ácidos, incluindo fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPC) (Yanagisawa 1996, 

1998, 2000, 2002, Yanagisawa et al. 2004). Esse produto gênico atua como uma 

chave regulatória na coordenação da expressão gênica no metabolismo de 

carbono, além de estar envolvido na regulação da expressão de genes para a 

luminosidade (Yanagisawa 2001), atuando na atividade fotossintética da planta. 

 Uma importante modificação pós-traducional de histonas é a acetilação do 

grupo α-amino em resíduos de lisina conservados na cauda amino-terminal da 

proteína (Legube and Trouche 2003). A acetilação neutraliza positivamente 

modificações na lisina e afeta interações de histonas com outras proteínas e/ou 

DNA (Sternglanz and Schindelin 1999). A acetilação de histonas tem sido 

associada com ativação transcricional da cromatina (Allfrey et al. 1964, Allis et al. 

1985). 

As glicosiltransferases (GT) são enzimas que participam da manutenção 

estrutural das células, pois a glicosilação é uma das mais importantes reações que 

envolvem os metabólitos secundários e participa da manutenção da homeostase 

celular, regulação da via de crescimento da planta e resposta contra o estresse 

ambiental  (Jones and Vogt 2001, Lim and Bowles 2004, Wang and Hou 2009). 

São encontradas, principalmente, em plantas que convertem produtos da 

fotossíntese em dissacarídeos, oligossacarídeos e polissacarídeos, além de serem 

moléculas importantes na composição da parede celular (Keegstra and Raikhel, 

2001). As GT transferem açúcares únicos ou múltiplos, de nucleotídeos doadores, 

para uma molécula aceptora menor nas plantas (Bowles et al. 2005, Kim et al. 

2006). Moléculas hidroxiladas são as mais comuns aceptoras, enquanto que a 

UDP-glicose é a mais comum doadora em GT catalisando o grupo glicosil 

transferindo a reação (Wang and Hou, 2009). 

A acetiltransferase fosfinotricina, com o qual sequências do pequi com 

espinho apresentaram similaridade, catalisa a acetilação da fosfinotricina, um 

análogo do glutamato, herbicida que exerce efeito fitotóxico nas plantas, por 

inibição da glutamina sintetase (Hoagland 1999, Gill et al. 2001, Hérout et al. 

2005), atuando como forma de resistência da planta. Fosfinotricina é um princípio 
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ativo de herbicidas que atuam na conversão do ácido glutâmico e amônia em 

glutamina, resultando na acumulação de íons de amônia na planta e morte celular 

(Wild and Manderscheid 1984, Hoeven et al. 1994). 

Ainda é desconhecido o papel efetivo dessas enzimas na constituição 

genética do pequizeiro (C. brasiliense), no entanto esse estudo abre 

possibilidades de trabalho acerca da genômica funcional da espécie. 
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Conclusão 

 

Foram encontradas 972 sequências expressas no pequizeiro obtidas por 

análise in silico de similaridade e a comparação indica que estão relacionadas à 

estresse oxidativo emplantas, fatores de transcrição e resistência a patógenos. 
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Conclusões Gerais 

� As análises por marcadores RAPD foram eficientes na identificação de 

polimorfismos que podem ser responsáveis pela ocorrência e ausência de 

espinho no caroço de pequi. 

 

�  Hipótese para presença de espinho no caroço de pequi envolve o  estresse 

oxidativo devido à deficiência de Redutase Férrica. 

 
 

�  Hipótese para ausência de espinho no caroço de pequi envolve a presença 

de catalase. 

 

� As análises citogenéticas mostraram que não existem alterações de 

bandeamento e número cromossômico que permitam inferir que a presença 

ou ausência de espinho estejam relacionados a essas características. 

 
 

�  As metáfases de pequizeiro com e sem espinho no caroço mostraram 

vários núcleos cromocêntricos. 

 

�  Foram identificados, pela primeira vez, região organizadora de nucléolo 

(RON) em pequizeiro. Não foi possível, nesse estudo, identificar o 

cromossomo correspondente. 
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�  Provável baixa quantidade de heterocromatina no genoma de pequizeiro, 

conforme indicado pela marcação com CMA3 e DAPI. 

 

� Provável elevado nível de concentração gênica, conforme indicado pela 

marcação com CMA3. 

 
 

� Ainda é desconhecido o papel efetivo dos produtos gênicos relativos aos 

transcritos encontrados do pequi, no entanto nesse estudo foram obtidas 

sequências expressas que indicam possibilidades de trabalho acerca da 

genômica funcional da espécie. 

 

� O pequi é uma fruta que apresenta potencial anti-oxidante e seu consumo 

combate os radicais livres formados nas células, portanto, seu consumo 

além de prevenir doenças causadas pela deficiência em vitaminas A e C é 

importante à proteção contra o envelhecimento precoce causado pela 

liberação de radicais livres nas células.  
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