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Poliploidia em populações de biribás (Annona mucosa Jacq.) na Amazônia 

  

Resumo 

A duplicação total do genoma é um evento importante nas angiospermas e em plantas 

cultivadas, especialmente nas domesticadas; entretanto, a poliploidia tem sido pouco estudada 

na região Amazônica, onde existem numerosos cultivos domesticados. O biribá (Annona 

mucosa Jacq.) é uma árvore frutífera que tem sido domesticada desde o período pré-colombiano 

e apresenta populações poliploides bem como uma ampla variação fenotípica nas características 

do fruto, desde variabilidade no peso (100 g á 4 kg), até diferenças morfológicas, como nas 

saliências carpelares. São registrados dois citótipos na literatura (2n = 4x = 28 e 2n = 6x = 42) 

e os registros do tamanho do genoma são divergentes (2C = 4.77, 5.42 e 6.00 pg). Para decifrar 

o papel da poliploidia na domesticação do biribá, levantamos questões sobre a variação 

fenotípica da espécie estar relacionada ao número cromossômico e ao tamanho do genoma. 

Realizamos a contagem cromossômica de 31 indivíduos de biribá da Amazônia central e do 

médio e alto rio Solimões, assim como a estimativa do conteúdo de DNA por citometria de 

fluxo. Realizamos a reconstrução filogenética, análise de divergência de tempo e reconstruímos 

o número cromossômico ancestral para o gênero Annona. Observamos que: 1) a variação no 

tamanho dos frutos e morfotipos não está associada a variação citogenética (número 

cromossômico e tamanho do genoma); 2) o clado Rollinia, espécies que pertenciam ao gênero 

Rollinia como o biribá, apresenta alta taxa de poliploides com prováveis ancestrais poliploides 

3) o ancestral comum mais recente de Annona mucosa é inferido como poliploide e se divergiu 

antes dos eventos de domesticação. Concluímos que, quando domesticado, o biribá já era 

poliploide e possivelmente populações naturais já apresentavam um genoma tetraploide.  

 

Palavras chave: Evolução cromossômica, Conteúdo de DNA, Reconstrução de caráter 

ancestral 

  



vii 

 

Polyploidy in populations of biribás (Annona mucosa Jacq.) in the Amazon 

 

Abstract 

Whole genome duplication is important in the angiosperms and cultivated plants, especially 

domesticated ones; however, polyploidy has been little studied in the Amazon region, where 

there are numerous domesticated crops. The biriba (Annona mucosa Jacq.) is a fruit tree that 

was domesticated by pre-Columbian populations and has polyploid populations, as well as wide 

phenotypic variability in fruit weight (100 g to 4 kg), as well as differences in fruit morphology. 

Two cytotypes are recorded in the literature (2n = 4x = 28 and 2n = 6x = 42) and genome size 

records are divergent (2C = 4.77, 5.42 and 6.00 pg). To decipher the role of polyploidy in the 

domestication of biriba, we raised questions about the phenotypic variation of the species being 

related to chromosome number and genome size. We performed the chromosome count of 31 

individuals of biriba in central Amazonia and the middle and upper Solimões river, as well as 

an estimate of the DNA content with flow citometry. We performed phylogenetic 

reconstruction, time divergence analysis and reconstructed the ancestral chromosome number 

for the genus Annona. We observed that: 1) the variation in fruit size and morphotype is not 

associated with cytogenetic variation (chromosomal number and genome size); 2) the Rollinia 

group, species that belonged to the Rollinia genus such as biriba, presented a high rate of 

polyploids, with probability of polyploid ancestors; 3) the most recent common ancestor of 

Annona mucosa is inferred to be polyploid and diverged before domestication events. We 

conclude that when biriba was domesticated it was already polyploid and possibly natural 

populations already had a tetraploid genome.  

 

Keywords: Chromosomal evolution, DNA-C values, Ancestral character reconstruction 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A transição gradual da caça e coleta para o cultivo de plantas iniciou cerca de 12.000 anos 

atrás, entre o final do Pleistoceno e o início do Holoceno (Fuller et al. 2014). A 

domesticação envolve a seleção e o cultivo de plantas úteis pelos humanos (Clement et 

al. 2021). O resultado é um conjunto de características modificadas que os diferenciam 

de seus ancestrais silvestres (Pickersgill 2007, Meyer et al. 2012). Cerca de 30% das 

plantas cultivadas apresentam poliploidia (Salman-Minkov et al. 2016), que se refere à 

multiplicação de um conjunto cromossômico completo (Zhang et al. 2019). Esse processo 

pode ocorrer antes ou depois da domesticação, gerando alterações fenotípicas que muitas 

vezes são de interesse humano (Zhang et al. 2019). Vários centros de domesticação foram 

propostos nas Américas (Meyer et al. 2012). A Amazônia é considerada como um centro 

de diversidade genética de culturas (Clement 1989, Clement 1999), com pelo menos 85 

espécies de árvores e palmeiras com algum grau de domesticação (Levis et al. 2017). 

Entretanto pouco se sabe sobre cultivos poliploides (Freitas et al. 2007, Rice et al. 2019). 

O biribá (Annona mucosa Jacq.) é uma das poucas espécies com estudos do cariótipo 

relatada como poliploide (Morawetz 1986a). Desta forma, o biribá se torna uma espécie 

modelo para analisar o papel da poliploidia no processo de domesticação na Amazônia. 

O biribá pertence à família Annonaceae, que inclui 107 gêneros (Guo et al. 2017), 

com 2400 espécies das quais muitas ocorrem na Amazônia (Mass et al. 2015, Guo et al. 

2017). É uma família de origem há 99.4 Ma e a maioria das espécies tem origem anterior 

a 1.9 Ma (Li et al. 2017). Dentro da família, o gênero Annona se destaca por apresentar 

um grande número de espécies comestíveis em diferentes estágios de domesticação, 

como: cherimoya (Annona cherimola Mill.), pinha (Annona squamosa L.), graviola 

(Annona muricata L.), atemoia (um híbrido entre A. cherimola e A. squamosa), pinha 

(Annona reticulata L.), ilama (Annona macroprophyllata Donn. Sm.), macieira (Annona 

glabra L.) (Larranaga et al. 2019, Araujo et al. 2021). Atualmente, o gênero apresenta 

170 espécies, com distribuição Pantropical, formando um grupo monofilético que se 

divergiu há 52.5 Ma (Li et al. 2017, Guo et al. 2017). O monofiletismo do gênero 

dependeu da inclusão do gênero Rollinia (Rainer 2007, Chatrou et al. 2009), cuja as flores 

diferem das demais Annonas, por apresentam uma corola gamopétala composta por três 

lobos externos grandes e três lobos internos menores alternados (Maas et al. 1992). O 
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clado Rollinia inclui o biribá e outras 42 espécies (Rainer 2007) com distribuição 

Neotropical (Maas et al. 1992). 

O biribá é uma árvore frutífera cultivada pelos povos pré-colombianos (Clement 

1999, Clement et al. 2021), e até hoje é utilizada na alimentação e medicina popular 

(Cavalcante 2010). A distribuição de A. mucosa cultivada é ampla, desde a Mesoamérica, 

até o sul do Brasil (Maas et al. 1992). Populações selvagens foram mencionadas na 

Amazônia peruana (Patiño 2002) e no estado de Rondônia no Brasil (Cavalcante 2010). 

Estudos recentes identificaram populações selvagens no México (Segura et al. 2018, 

Escobedo-López et al. 2019). No Brasil, a espécie ocorre com maior frequência na região 

amazônica (Maas et al. 2015), onde foram relatadas variações morfológicas nos frutos. 

As populações domesticadas apresentaram diferentes saliências carpelares, assim como 

diferentes tamanhos (de 100 a 4000g), sendo os maiores encontrados na região do alto rio 

Solimões da Amazônia Brasileira (Clement 1989, Calvalcante 2010). 

As variações morfológicas encontradas nos biribás amazônicos, podem ser um reflexo 

da seleção ou da poliploidia. Assim como a domesticação, a poliploidia gera mudanças 

genômicas. Por apresentar um maior número de cromossomos, a poliploidia oferece uma 

maior chance de recombinação gênica, afetando diretamente a expressão dos genes (Grant 

1974, Guerra 1988, Hancock 2012). Para frutos cultivados como o morango (Fragaria × 

ananassa Duch.) e a carambola (Averrhoa carambola L.), o tamanho do fruto aumenta 

conforme o aumento do nível de ploidia do indivíduo (Bertioli 2019, Hu et al. 2021). 

Adicionalmente, para espécies do gênero Brassica, a poliploidia é associada à ampla 

variação morfológica (Cheng et al. 2014). Dessa forma, ainda não se sabe se determinadas 

populações foram selecionadas por serem poliploides ou se a poliploidia foi estabelecida 

após o processo de seleção. 

O gênero Annona apresenta número cromossômico básico de x = 7 (Morawetz 

1986b). O biribá apresenta dois níveis de ploidia: 2n = 4x = 28 em populações no Peru 

(Maas et al. 1992) e 2n = 6x = 42 em populações domesticadas no Brasil (Morawetz 

1986b, Lorenzoni 2016). A espécie também aparenta apresentar variabilidade cariotípica, 

evidenciada por meio de análises do conteúdo de DNA, que apresentam resultados 

distintos (2C = 4.77, 5.42 e 6.00 pg) (Soares et al. 2014, Lorenzoni 2016, Leitch et al. 

2019). Entretanto, os estudos citogenéticos e de conteúdo de DNA de biribá apresentam 

muitas lacunas, como por exemplo, a ausência de localidade exata de coleta e a falta de 

informações sobre o fenótipo dos frutos nos estudos publicados. Como a variação 

fenotípica ainda não foi associada aos diferentes citótipos e aos diferentes conteúdos de 
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DNA, associar essas informações pode nos trazer respostas sobre o papel da poliploidia 

na origem da diversidade fenotípica.  

O gênero Annona não apresenta alta taxa de eventos poliploides, entretanto o clado 

Rollinia sim (Maas et al. 1992, Morawetz 1984). A alta frequência de poliploides dentro 

de um clado pode estar associada a eventos ancestrais de poliploidia (Rice et al. 2019, 

Sader et al. 2019). Para o guaraná (Paullinia cupana var. sorbilis Ducke), uma espécie 

Amazônica com populações domesticadas poliploides, a duplicação total do genoma é 

apontada como mecanismo de evolução cromossômica importante na divergência da 

espécie (Urdampilleta et al. 2020). Estudos filogenéticos permitem compreender a relação 

evolutiva entre as espécies e inferir o tempo e modo dos eventos de divergência (Sader et 

al. 2019) e sua relação com mudanças cariológicas. Portanto, por meio dessas análises é 

possível sugerir eventos ancestrais de poliploidia que poderiam explicar a alta frequência 

de poliploides em uma linhagem e estabelecer a relação espaço temporal entre 

domesticação e poliploidia (Moraes et al. 2020, Urdampilleta et al. 2020).  

2. HIPÓTESES 

(1) Quanto maior o nível de ploidia, maior o tamanho do fruto; 

 

(2) A poliploidia foi um evento anterior a domesticação do biribá. 

3. OBJETIVOS 

     Elucidar a relação entre os processos de poliploidia e domesticação no biribá 

(Annona mucosa). 

 

3.1. Objetivos específicos  

(1) Testar se a variação no tamanho dos frutos de biribá está associada à diferentes 

níveis de ploidia;  

(2) Testar se a variação morfológica das saliências carpelares de biribá está associada 

ao conteúdo de DNA;  

(3) Avaliar se os eventos de poliploidização ocorreram antes do período de 

domesticação do biribá.  

4. MATERIAL E MÉTODOS  

4.1. Coletas de biribá 
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Os frutos foram comprados em feiras na região da Amazônia central (Manaus e Rio 

Preto da Eva), médio rio Solimões (Tefé) e alto rio Solimões (Benjamin Constant, 

Tabatinga e Atalaia do Norte) (Tabela 2, Figuras 1 e 2). Alguns indivíduos foram 

coletados e suas exsicatas depositados no herbário do Instituto Nacional de Pesquisas da 

Amazônia (INPA) (Tabela 2). Para esses indivíduos, mais de um fruto foi coletado por 

árvore. As sementes dos frutos foram plantadas para as análises citogenéticas. 

Classificamos os frutos encontrados em cinco diferentes morfotipos baseados no 

exocarpo, como feito para cherimoya (A. cherimola Mill.) (Vanhove 2008): Frutos lisos 

(Figura 3.A0); Frutos com pequenas depressões (Figura 3.B0); Frutos com saliências 

pequenas (Figura 3.C0); Frutos com saliências médias (Figura 3.D0) e Frutos com 

saliências grandes (Figura 3. E0).  

 

 

 
Figura 1. Mapa das cidades de coleta dos frutos de biribá. 

4.2. Levantamento de dados do gênero Annona 

 

Realizamos um levantamento dos números cromossômicos, conteúdo de DNA e grau 

de domesticação de espécies no gênero Annona. Além da literatura, utilizamos bancos de 

dados: The Chromosome Counts Database – CCDB (Rice et al. 2015); Index to Plant 
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Chromosome Numbers - IPCN (Goldblatt and Johnson 1994); e Plant DNA C-values 

Database (Leitch et al. 2019) (Apêndice A). 

4.3. Preparações cromossômicas 

 

As preparações cromossômicas foram realizadas segundo Guerra e Souza (2002), 

com adaptações para biribá. As sementes foram germinadas e os ápices radiculares pré-

tratados com 8-hidroxiquinolina (8 HQ) 0,002 M por 24 h em geladeira. A fixação das 

raízes foi feita em Carnoy (álcool etílico: ácido acético, 3:1) por cerca de 24h em 

temperatura ambiente e posteriormente estocagem em freezer (-20 ˚C). A elaboração de 

lâminas foi realizada com digestão enzimática (1 % macerozima, 2 % celulase e 20 % 

pectinase) por 40 min a 37 °C. 

 

4.4. Coloração com fluorocromos base-específicos 

 

Após o envelhecimento das lâminas por cinco dias, realizamos o bandeamento 

seguindo o protocolo de Schweizer (1976) com modificações. O fluorocromo 

cromomicina A3 (CMA) marcou as regiões ricas em GC e o 4-6-diamidino-2-

phenylindole (DAPI) marcou regiões ricas em AT. As lâminas foram cobertas com 12 µL 

de CMA (0,5 mg/ml) e lamínula em câmara escura por uma hora. Posteriormente as 

lâminas foram lavadas com água destilada e cobertas com 12 µL de DAPI (2 mg/ml) e 

lamínula em câmara escura por 30 min. Por fim, foram montadas com 12 µL do meio de 

montagem glicerol/McIlvaine/MgCl2 e coberta com lamínula. As lâminas foram então 

estocadas por, pelo menos, três dias até a observação em microscópio Olympus BX51. 

As imagens foram capturadas utilizando o programa Olympus Cell View (Olympus 

Corporation). O programa Adobe Photoshop CS6 (Adobe Systems, Inc.) foi utilizado para 

auxiliar no balanceamento uniforme de cores, contraste e brilho, e montagem da prancha 

cromossômica. 

4.5. Estimativa do conteúdo de DNA 

 

Folhas jovens de 15 indivíduos de biribá foram coletadas e usadas para medições de 

tamanho do genoma por citometria de fluxo. Aproximadamente 1 cm2 de tecido foliar 

jovem de cada indivíduo foi picado com material foliar fresco de um padrão interno 

(Petroselinum crispum (Mill.), Apiaceae, 2C = 4.50 pg). As suspensões nucleares foram 
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preparadas de acordo com Doležel et al. (2007). Cerca de 1 mL de tampão WPB (woody 

plant buffer) foi adicionado ao extrato de núcleos, e então 1 mL da suspensão nuclear foi 

filtrada através de um filtro de náilon de 30 μm. A suspensão nuclear foi corada com 50 

μL de iodeto de propídio 1 mg/mL, incubado por pelo menos 10 min e analisado por 

citometria de fluxo. Pelo menos 5.000 núcleos de três repetições foram analisados para 

cada amostra usando um citômetro CyFlow Ploidy Analyser (Sysmex). Cada conjunto de 

histogramas das análises de citometria de fluxo (FCM) foi analisado usando o Flowing 

Software v2.5.1 by Perttu Terho (Turku Centre for Biotechnology, University of Turku, 

Turku, Finland).  

4.6. Análises filogenéticas 

 

Sequências de DNA de 50 espécies de Annona foram obtidas do GenBank (Benson 

et al. 2012), o que representa 29 % das espécies aceitas do gênero (Apêndice B). O clado 

Rollinia foi 38% amostrado. A espécie Asimina incana (W. Bartram) Exell. foi usada 

como grupo externo. O espaçador intergênico plastidial psbA-trnH e os genes plastidiais 

matK, ndhF, rbcL e trnL foram usados, totalizando 161 sequências (Apêndice B). As 

sequências de DNA foram alinhadas usando MUSCLE (Edgar 2004) como uma extensão 

do Geneious v.7.1.9 (Kearse et al. 2012). Posteriormente, as sequências dos marcadores 

para cada uma das espécies foram concatenadas para as análises, assim como feito por 

Guo et al. (2017), na maior filogenia para a família Annonaceae. 

Usamos jModelTest v.2.1.6 para avaliar o melhor modelo de substituição de DNA 

para cada marcador individual (Darriba et al. 2012) por meio do Akaike Information 

Criterion (Akaike 1974) (Tabela 1). As relações filogenéticas foram inferidas usando a 

abordagem de Inferência Bayesiana com 10.000.000 gerações, implementada no 

MrBayes v.3.2.6 (Ronquist et al. 2012). A análise foi avaliada no TRACER v.1.6 

(Rambaut e Drummond 2013) para determinar se o tamanho da amostra estimado (ESS) 

era superior a 200, aplicando um burn-in de 25 %. A árvore de consenso foi visualizada 

e editada no FigTree v.1.4.2. (Rambaut 2009). Todas as análises, excluindo o ESS, foram 

realizadas no CIPRES Science Gateway (Miller et al. 2011).  

 

Tabela 1. Estatísticas dos marcadores utilizados nas análises filogenéticas de 50 espécies 

de Annona. Para cada marcador é apresentado o número de espécies com informação, o 
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número de caracteres alinhados em pares de base (pb), a porcentagem de caracteres 

conservados e o modelo de substituição evolutiva. 

 rbcL trnL matK Ndhf psbA-trnH 

Número de espécies 47 36 33 19 26 

Comprimento do 

alinhamento (pb) 

470 232 880 445 172 

     Caracteres 

conservados (%) 

91.1  75.9 84 84.3 65.1 

Modelo de substituição K80+I HKY+I TPM1uF+G HKY+I HKY+G 

 

4.7. Estimativas do tempo de divergência 

 

Para os 20 táxons com informações cromossômicas, repetimos as análises 

filogenéticas seguindo a mesma metodologia descrita acima. Estimamos o tempo de 

divergência entre as espécies no BEAST v.1.8.3., com a preparação do input pelo BEAUti 

(Drummond and Rambaut 2007, Drummond et al. 2012) O "Relaxed Clock: Uncorrelated 

Lognormal" foi aplicado (Drummond and Rambaut 2007) e o modelo de especificação 

“Yule” foi usado (Gernhard 2008). Duas execuções independentes de 200.000.000 

gerações foram realizadas, sendo amostradas a cada 10.000 gerações. Para verificar a 

amostragem efetiva dos parâmetros e avaliar a convergência das cadeias independentes, 

examinamos a distribuição posterior no TRACER v.1.6. (Rambaut and Drummond 2013). 

A amostragem MCMC foi considerada suficiente em tamanhos de amostragem efetivos 

(ESS) maiores que 200. Depois de remover 10.000 amostras como burn-in, as execuções 

independentes foram combinadas e uma árvore de credibilidade máxima do clado (MCC) 

construída usando TreeAnnotator v.1.8.2. (Drummond et al. 2012). As análises do 

BEAST foram realizadas no CIPRES Science Gateway (Miller et al. 2011). A calibração 

da árvore utilizou calibrações secundárias, baseadas no trabalho de Li et al. (2017), para 

o nó do gênero monofilético Annona (29 milhões de anos atrás - Ma), aplicando um 

desvio padrão de 2, e o nó do grupo Annonae (53.3 Ma), aplicando um desvio padrão de 

2 (Apêndice D).  
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4.8. Reconstrução do caráter ancestral 

 

Para os 20 táxons com informações cromossômicas, também realizamos a 

reconstrução do caráter ancestral em uma filogenia. As sequências e números de 

cromossomos haploides foram usados para reconstruir o número de cromossomos básicos 

ancestrais na árvore filogenética usando duas abordagens de máxima verossimilhança. A 

primeira análise foi feita pelo pacote Phytools (Revell 2012) no programa R v.3.2.1 (R 

Core Team 2014), considerando dois tipos de caracteres discretos: binário, com os estados 

diploide e poliploide (Figura 4), e não binário, considerando o número haploide das 

espécies (x = 7, 14, 21 e 28) (Figura 4.A). Para ambas as análises, os caracteres foram 

reconstruídos usando a função “ace” do pacote Ape (Paradis et al. 2004) com o modelo 

EqualRates.  

Posteriormente à análise com caracteres não binários foi repetida usando o programa 

ChromEvol (Glick and Mayrose 2014) (Figura 4.B). Os modelos foram ajustados aos 

dados, cada um com 10.000 simulações, e o modelo melhor ajustado foi selecionado 

usando o critério de informação de Akaike (AIC). Além do critério de AIC, testamos a 

adequação de modelo para modelos probabilísticos de evolução do número de 

cromossomos segundo Rice e Mayrose (2021). 

4.9. Relação estatística entre peso e morfotipos de frutos e tamanho de genoma 

 

Para testar se as amostras se originaram de uma mesma distribuição e analisar a 

relação entre tamanho de genoma, morfotipo e peso dos frutos dos indivíduos de biribá 

realizamos o teste de Kruskal-Wallis (McKight and Najab 2010), uma ANOVA não 

paramétrica, no pacote MultNonParam (Kolassa and Jankowski 2014) na linguagem R 

v.3.2.1 (R Core Team 2014). 

5. RESULTADOS  

 

As massas dos frutos de biribá encontradas variaram entre 100 e 1850 g (Tabela 2).      

Os maiores frutos foram encontrados na região do alto rio Solimões. Os morfotipos 

apresentam uma ampla variação dentro da classificação das saliências carpelares (Figura 

2). O morfotipo mais frequente na região de Manaus foi com as saliências carpelares 

pequenas (58 %), enquanto na região do alto rio Solimões o morfotipo mais frequente foi 

o com saliências carpelares grandes (89 %). Os morfotipos sem saliência e com pequenas 
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depressões, respectivamente, foram raros, com uma pequena amostragem (Tabela 2, 

Figura 3). Na análise de Kruskal-Wallis não houve relação significativa entre tamanho do 

fruto e morfotipo, apenas uma tendência de ocorrência de maiores saliências em frutos 

maiores (p = 0.0646). 

 

 

Figura 3- Variação fenotípica encontrada em Annona mucosa. Ordem de tamanho, com 

seus respectivos pesos associados. A. Frutos com saliências pequenas; B. Frutos com 

pequenas depressões; C. Frutos lisos; D. Frutos com saliências pequenas; E. Frutos com 

saliências médias; F. Frutos com saliências grandes; G. Frutos com saliências grandes e 

H. Frutos com saliências médias. 

 

Tabela 2. Frutos de Annona mucosa usados no estudo, com o município de coleta no 

Estado do Amazonas, Brasil, número cromossômico (2n), números de pares de bandas 

CMA+, tamanho do genoma (2C) em picogramas (média (desvio padrão)), coeficiente de 

variação (CV), morfotipo dos frutos de biribá baseado nas saliências carpelares (Morfo), 

seguindo Vanhove (2008), e o voucher de coleta. 

No Município Peso  2n CMA+ 2C  CV Morfo Voucher 
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1 Manaus 100 6x = 42 5 -  Pequena - 

2 Rio Preto da 

Eva 

165 6x = 42 5 5.32 

(0.13) 

3.73 Pequena - 

3 Rio Preto da 

Eva 

235 6x = 42 5 5.30 

(0.06) 

2.94 Liso - 

4 Manaus 300 6x = 42 5 5.23 

(0.02) 

3.23 Pequena - 

5 Manaus 350 6x = 42 5 -  Pequena - 

6 Manaus 350, 

450, 

550, 

650, 

750, 

1050 

6x = 42 5 -  Pequena GMS11 

7 Manaus 350 6x = 42 - - - Média - 

8 Manaus 400 6x = 42 5 - - Pequena - 

9 Tabatinga 400 - - 5.41 

(0.07) 

3.26 Grande GMS37 

10 Manaus 450 6x = 42 5 - - Média - 

11 Manaus 450 6x = 42 5 - - Pequena - 

12 Manaus 450, 

700 

6x = 42 5 5.26 

(0.08) 

2.94 Pequena GMS12 

13 Manaus 450 6x = 42 5 5.23 

(0.04) 

3.24 Pequena - 

14 Tefé 500 6x = 42 5 5.32 

(0.06) 

3.37 Depress

ões 

- 

15 Tefé 500 6x = 42 5 -  Pequena - 

16 Tefé 500 6x = 42 5 5.65 

(0.07) 

3.72 Média - 

17 Benjamin 

Constant 

650 6x = 42 5 5.28 

(0.23) 

3.42 Grande - 

18 Manaus 700 6x = 42 5 - - Média - 
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19 Manaus 700 6x = 42 5 - - Pequena - 

20 Manaus 700 6x = 42 5 5.28 

(0.05) 

3.25 Média - 

21 Manaus 1020 6x = 42 - -  Grande GMS13 

22 Manaus 1200 6x = 42 5 5.31 

(0.03) 

3.15 Grande - 

23 Tabatinga 1200 6x = 42 5 5.33 

(0.07) 

3.19 Grande - 

24 Atalaia do 

Norte 

1300 6x = 42 5 5.27 

(0.12) 

3.33 Grande - 

25 Benjamin 

Constant 

1600 6x = 42 - 5.21 

(0.06) 

3.19 Média - 

26 Benjamin 

Constant 

1850 6x = 42 5 5.26 

(0.06) 

3.49 Grande - 

*As medições do conteúdo de DNA pela análise de citometria de fluxo foram realizadas 

com apenas duas execuções. 

 

No total, foi realizada a contagem cromossômica de 31 frutos e todos apresentaram o 

mesmo número cromossômico de 2n = 6x = 42 (Tabela 2, Figura 3). A distribuição da 

heterocromatina constitutiva (HC) foi analisada quantitativamente. Foram observados 

cinco pares de bandas com um sinal forte de CMA+/DAPI-, três na região próxima ao 

centrômero (pericentromérica) e dois no braço curto dos cromossomos (com distensão). 

Por meio da distribuição da HC não foi possível observar um padrão de diferença entre 

os tamanhos e morfotipos dos frutos. 

O conteúdo C de DNA dos 15 indivíduos de biribá analisados revelou pouca variação 

e sem diferenças significativas entre os indivíduos (2C média = 5.31 ± 0.12, mínimo = 

5.21 pg, máximo = 5.65 pg). O conteúdo de DNA não está relacionado ao tamanho dos 

frutos (p = 0.2267) e ou variação dos morfotipos (p = 0.6437).  
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Figura 3. Morfotipos de Annona mucosa e suas respectivas células metafásicas. A0. 

Frutos lisos; B0. Frutos com leves depressões; C0. Frutos com saliências pequenas; D0. 

Frutos com saliências médias; E0. Frutos com saliências grandes; A2 – E2. Metáfases 

coradas em DAPI; A3 – E3, Metáfases coradas em CMA; A3 – E3. Sobreposição das 

imagens CMA-DAPI. Barra de escala 20 µm. 
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Na análise filogenética com maior amostragem de Annona (Apêndice C), as 

probabilidades posteriores foram diferentes em relação a filogenia com menor 

amostragem com espécies com informações citogenéticas (Figura 4 e 5). A topologia das 

árvores foi similar e em ambas as filogenias A. mucosa e A. cuspidata compartilharam o 

mesmo ancestral comum mais recente no Plioceno (Figura 3 e Apêndice C). O tempo de 

divergência do gênero Annona foi no Paleoceno, mas sua diversificação aparenta ter se 

iniciado no Oligoceno quando os três grupos maiores divergiram (veja intervalos de 

confiança no Apêndice D). Durante o Mioceno, o clado Rollinia começou a se 

diversificar.  

Na reconstrução dos estados diploide e poliploide, o clado Rollinia apresentou uma 

pequena probabilidade de um ancestral poliploide na sua origem (Figura 5). Após a 

divergência da espécie A. papilionella (Diels) H. Rainer durante o Mioceno (16 Ma) a 

probabilidade de um ancestral poliploide aumenta. A probabilidade de o estado poliploide 

estar presente no ancestral comum mais recente de A. mucosa também é alta  

(Figura 2).  
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Figura 4. Reconstrução do número cromossômico no gênero Annona. A. Reconstrução 

de máxima verossimilhança da evolução do conteúdo do número cromossômico usando 

o pacote ape na linguagem R. B. Reconstrução usando o ChromEvol com o modelo 

Base_Number_No_Dupl, que considera eventos de multiplicação do número base (x). A 

soma total das taxas em todos os ramos foi gain (λ = 0.397903), base number transition 

(ν = 0.471815) e base number (β = 7). Círculos próximos aos nomes das espécies 

representam a ploidia de cada espécie. Círculos nos nós da filogenia representam a 

probabilidade do número cromossômico ancestral. 
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Figura 5. Reconstrução de caracteres ancestrais binários (estados: diploide e poliploide) 

no gênero Annona através da linguagem R. A seta indica o ancestral mais antigo com 

maior probabilidade de ser poliploide no clado Rollinia. Os números na frente dos nós 

indicam a probabilidade posterior bayesiana. Círculos nos nós da filogenia representam a 

probabilidade do estado ancestral. Os números após o nome das espécies indicam o nível 

de ploidia (2x a 8x) das espécies. Abaixo da figura estão as épocas geológicas que indicam 

o tempo de divergência das espécies e de seus nós ancestrais em Milhões de anos atrás 

(Ma). Pli: Plioceno; Ple: Pleistoceno; P: Presente.  

 

Os dois métodos de reconstrução do número cromossômico apresentaram ligeiras 

diferenças. Phytotools apresentou probabilidades idênticas para um ancestral de biribá de 

2x = 28 e 42, e uma baixa probabilidade para 2x = 14. Para os outros ancestrais do clado 

Rollinia, também existem algumas probabilidades de poliploidia (Figuras 4.A e 5). 

ChromEvol inferiu o ancestral comum mais recente de biribá de 2x = 28 (Figura 4.B), 

entretanto não há inferência de poliploidia para outros ancestrais do clado Rollinia. O 
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melhor modelo para avaliar a evolução cromossômica do gênero foi 

Base_Number_No_Dupl, com o menor AIC (67.93) (Apêndice E).  

6.  DISCUSSÃO  

 

As variações no tamanho dos frutos e dos morfotipos de biribá não estão associadas 

ao aumento do número cromossômico nem aos diferentes tamanhos de genoma. O clado 

Rollinia apresenta alta taxa de poliploides. O ancestral comum mais recente de A. mucosa 

divergiu no Plioceno e foi inferido como poliploide. 

6.1. Eventos evolutivos e suas consequências nas variações fenotípicas de biribá 

 

Uma vez que a poliploidia está associada ao gigantismo de partes reprodutivas 

(Hancock 2012), esperava-se que o número cromossômico estivesse associado a 

diferentes tamanhos de frutos. Portanto, frutos menores deveriam apresentar uma ploidia 

menor e conforme o aumento do tamanho dos frutos, a ploidia também seguiria 

diretamente essa proporcionalidade. Essa associação já foi observada, por exemplo, nos 

processos de domesticação do morango (espécies do gênero Fragaria) (Bertioli 2019) e 

da carambola (A. carambola) (Hu et al. 2021). Entretanto, essa hipótese não foi 

confirmada para biribá. Dentro do gênero Annona, plantas com frutos muito grandes e 

domesticados, exemplo da graviola (A. muricata L.) podem ser diploides, e plantas com 

frutos pequenos e silvestres, exemplo do Araticum do mato (A. sylvatica A. St.-Hil.), 

podem ser poliploides (Apêndice A).  Dessa forma, inferimos que o processo de seleção 

humana no gênero Annona influencia o tamanho dos frutos independentemente do nível 

de ploidia.  

Outra hipótese levantada diz respeito à presença de variação do conteúdo de DNA 

relacionada a diferentes fenótipos, que também foi refutada. Mesmo em diferentes regiões 

da Amazônia brasileira, a variação no conteúdo de DNA não foi significativa, sugerindo 

uma estabilidade no genoma. Outros estudos apresentaram divergências no tamanho do 

genoma do biribá (Soares et al. 2014, Lorenzoni 2016, Leitch et al. 2019). Por 

conseguinte, as diferenças observadas entre os estudos podem ser uma consequência da 

metodologia, uma vez que o padrão interno utilizado pode influenciar o resultado, assim 

como a ocorrência de erros e artefatos técnicos (Leitch and Bennett 2004, Doležel et al. 

2007).  



25 

 

 

Nesse contexto, Martin et al. (2019) estabeleceram uma quantidade de DNA para 

indivíduos diploides em Annona e associaram o aumento da ploidia ao tamanho do 

genoma. Em comparação com Annona neosalicifolia H. Rainer, uma espécie hexaploide 

(2C = 9.64 pg), A. mucosa tem aproximadamente 4 pg a menos de conteúdo de DNA. 

Baseado no conteúdo de DNA de outras espécies de Annona (Apêndice A) observamos 

que para biribá cultivado na Amazônia brasileira essa característica não está associada de 

forma linear a ploidia, pois todas as amostras têm 6x = 42 e 2C = 5.31 ± 0.12. A espécie 

também não segue o padrão de regiões heterocromáticas do gênero Annona, apresentando 

cinco pares de bandas, enquanto o esperado seriam três pares (Morawetz 1986b). Esses 

resultados podem estar associados aos rearranjos e reestruturação cromossômica que são 

comuns em poliploides (Leitch and Bennett 2004, Soltis et al. 2015, Tacuatiá et al. 2017, 

Wang et al. 2021). 

6.2. Eventos de poliploidização e o contexto evolutivo na domesticação do biribá 

 

As filogenias apresentadas aqui concordam em grande parte com a literatura (Chatrou 

et al. 2009, Guo et al. 2017), entretanto, as espécies do clado Rollinia, que sempre 

apresentavam politomia, tiveram um bom suporte estatístico para os ramos, no nosso 

trabalho. Essa resolução do clado permitiu sugerir que A. mucosa e A. cuspidata 

compartilham o mesmo ancestral comum mais recente em uma amostragem de 38 % das 

espécies do clado (Rainer 2007). As reconstruções do número cromossômico ancestral 

apresentadas no estudo são divergentes em relação à ancestralidade poliploide do clado 

Rollinia. Essas divergências já foram relatadas em outros grupos de plantas e, dependendo 

da metodologia, diferentes eventos cromossômicos são sugeridos (Brottier et al. 2018, 

Moraes et al. 2020). Com nossos resultados não é possível inferir se a poliploidia é 

consequência de um único ou múltiplos eventos ancestrais de poliploidização dentro do 

clado Rollinia pela amostragem de 16 % das espécies do clado na reconstrução.  

Nossos resultados sugerem (em ambas as abordagens) que o ancestral comum mais 

recente do biribá foi poliploide. Por esse ancestral apresentar uma divergência no 

Plioceno, antes da seleção humana nas Américas (Clement et al. 2021), o evento de 

poliploidia é inferido antes do processo de domesticação. Essa temporalidade de eventos 

já foi observada, por exemplo, no guaraná, uma espécie de cipó domesticada na Amazônia 

(Freitas et al. 2007, Atroch et al. 2012, Urdampilleta et al. 2020) e além de um amplo 

grupo de plantas (Salman-Minkov et al. 2016, Zhang et al. 2019).  
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Ao inferimos o ancestral poliploide para o biribá, é esperado que populações naturais 

de biribá apresentem poliploidia. Três indivíduos em ambientes possivelmente não 

antrópicos no Peru foram registrados como tetraploide (Maas et al. 1992), porém só um 

apresentou descrição de coleta em floresta primária. Dessa forma, nossos resultados 

podem sugerir que populações naturais de biribá sejam tetraploides. Entretanto, um 

indivíduo de população silvestre de biribá da região Mexicana apresentou hexaploidia 

(Serbin et al. 2022 in prep.). Esse resultado reforça a hipótese da presença da poliploidia 

durante o processo de domesticação, porém novas perguntas surgem como, qual a origem 

da hexaploidia dos biribás domesticados e silvestres e qual o centro da domesticação da 

espécie. 

7. CONCLUSÕES  

 

O biribá cultivado na Amazônia brasileira é hexaploide (2n = 6x = 42) com conteúdo 

de DNA de 2C = 5.31 ± 0.12 pg. Esses valores não influenciam no tamanho dos frutos 

(100 a 1800 g, até 4000 g na literatura) e na variação morfológica, especialmente as 

saliências carpelares. A ancestralidade da poliploidia foi inferida no clado Rollinia, com 

pouco suporte, e com alto suporte para o ancestral comum mais recente de biribá que se 

divergiu no Plioceno. Dessa forma sugerimos que o biribá já era poliploide quando foi 

domesticado. Acreditamos que o citótipo tetraploide pertença a populações silvestres, 

entretanto ainda não existem informações cariotípicas de populações silvestres, 

principalmente as populações entre México e Amazônia. De todas as formas, este trabalho 

apresenta a maior representação filogenética do gênero Annona (com 50 espécies) e é o 

primeiro a realizar uma reconstrução do número cromossômico ancestral para o gênero. 

Por fim, sugerimos que a ampla variedade fenotípica do biribá pode ser uma consequência 

da seleção humana durante o processo de domesticação. 
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9. APÊNDICES 

 

APÊNDICE A - Espécies do gênero Annona com informação citogenética (número de 

cromossomos, tamanho do genoma (picogramas)) e sobre domesticação (graus seguem 

Clement (1999): silvestre, incipiente, semi-domesticado e domesticado); dados ausentes 

(-).  

Espécie Número  

cromossômico 

Conteúdo de 

DNA (1C) 

Grau de 

domesticação 

Annona acutiflora Mart. 2n = 2x = 14ª - - 

Annona ambotay Aubl. 2n = 2x = 14ª - - 

Annona cacans Warm. 2n = 2x = 14b 1h - 

Annona cherimola Mill. 2n = 2x = 14b 1.7g Domesticada i 

Annona coriacea Mart. 2n = 6x = 42a - Silvestre j 

Annona crassiflora Mart. 2n = 2x = 14f - - 

Annona cuspidata (Mart.) H. 

Rainer* 

2n = 4x = 28e - Incipiente  

Domesticada i,l 

Annona dioica A. St.-Hil. * 2n = 2x = 14a - - 

Annona emarginata (Schltdl.) 

H. Rainer.* 

2n = 2x = 14c 1.68g Domesticada i 

Annona exsucca DC. ex Dunal* 2n = 2x = 14e 

2n = 4x = 28c 

- - 

Annona glabra L. 2n = 4x = 28b 1.30h Silvestre k 

Annona hispida (Maas & 

Westra) H. Rainer* 

2n = 4x = 28e - - 

Annona hypoglauca Mart. 2n = 2x = 14c - - 

Annona jahnii Saff. 2n = 2x = 14c - - 

Annona jucunda (Diels) H. 

Rainer* 

2n = 2x = 14e 

2n = 4x = 28c 

- - 

Annona lutescens Saff.  2n = 4x = 28b 1h Silvestre l 

Annona macroprophyllata 

Donn. Sm. 

2n = 2x = 14d - Domesticada i,k 
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Annona mammifera (Maas & 

Westra) H. Rainer* 

2n = 4x = 28e - - 

Annona montana Macf. 2n = 2x = 14b - Semi-

domesticada i 

Annona monticola Mart. 2n = 4x = 28c - - 

Annona mucosa Jacq.* 2n = 4x = 28e 

2n = 6x = 42c 

2.3m 

2.7n 

3i 

 

Domesticada i 

Annona muricata L. 2n = 2x = 14b 1.7g Domesticada i 

Annona neoinsignis H. Rainer.* 2n = 2x = 14c - - 

Annona neolaurifolia H. 

Rainer.* 

2n = 4x = 28b - - 

Annona neosalicifolia H. 

Rainer* 

2n = 6x = 42g 4.82a - 

Annona nítida Mart. 2n = 2x = 14a - - 

Annona papilionella (Diels) H. 

Rainer* 

2n = 2x = 14e - - 

Annona prevostiae H. Rainer 2n = 2x = 14d - - 

Annona purpurea Moc. & Sesse 2n = 2x = 14c - Semi-

domesticada i,k 

Annona reticulata L. 2n = 2x = 14b 1.3h Semi-

domesticada i 

Annona salzmanni A. DC.  2n = 2x = 14a - - 

Annona scandens Diels. 2n = 2x = 14c - - 

Annona senegalensis Pers. 2n = 2x = 14g 1.7g - 

Annona squamosa L. 2n = 2x = 14g 1.2g 

1.63h 

Domesticada i 

Annona sylvatica (A. St.-Hil.) 

Martius* 

2n = 8x = 56c - Silvestre l 

Annona tomentosa R. E. Fr. 2n = 2x = 14c - - 

Annona williamsii (Rusby ex 

R.E.Fr.) H. Rainer*  

2n = 4x = 28e - - 

a (Morawetz 1984), b (Morawetz 1986b), c(Morawetz 1986a), d (Goldblatt and Johnson 

1994), e (Maas et al. 1992), f (Ribeiro 2012), g (Martin et al. 2019), h (Leitch et al. 2019), 

i (Patiño 2002),  j (VMABCC-BIOVERSITY 2009), k (Escobedo-López et al. 2019), l  

(Segura et al. 2018), m (Soares et al. 2014), n (Lorenzoni 2016) 

- O hífen na coluna dos graus de domesticação significa falta de informação, mas 

provavelmente represente silvestre. 

* Espécies do clado Rollinia 

 

APÊNDICE B - Nomes das espécies e números de acesso GenBank de sequências de 

DNA usadas neste estudo. (-) dados ausentes. 
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Informações do voucher Números de acesso do Genbank 

 rbcL trnL matK ndhf psbA-trnH 

Annona acuminata Saff. GQ981664 - GQ981934 - GQ982146 

Annona amazônica R. E. 

Fr. 

EU420853 EU420836 - - - 

Annona ambotay Aubl. - - - - KX248024 

Annona bicolor Urb. EU420854 EU420837 - - - 

Annona cherimola Mill. JX571777 KX663972 KM068848 KX663926 KX664018 

Annona conica Ruiz & Pav. 

ex E.A. López 

KX663909 KX664000 KX663871 KX663955 KX664042 

Annona coriacea Mart. MG718393 KP745618 MG718904 - - 

Annona cornifolia A. St.-

Hil. 

EU420855 - - - - 

Annona crassiflora Mart. MG718271 - MG718805 - - 

Annona cuspidata (Mart.) 

H. Rainer 

EU420869 EU420851 MH024833 - - 

Annona deceptrix (Westra) 

H. Rainer 

AY841595 AY841672 - - - 
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Annona deminuta R. E. Fr. EU420857 EU420839 - - - 

Annona dolabripetala 

Raddi. 

MG833424 - - - - 

Annona dumetorum R. E. 

Fr. 

EU420856 EU420838 GQ139704 - GQ139844 

Annona edulis (Triana & 

Planch.) H. Rainer 

AY841655 AY841733 - - - 

Annona emarginata 

(Schltdl.) H. Rainer. 

MG718404 KX664004 MG718914 KX663961 KX664048 

Annona exsucca DC. Ex. 

Dunai 

- - - - KX248034 

Annona foetida Mart. - - - - KX248027 

Annona glabra L. AY841596 AY841673 GQ139717 EF179281 DQ125116 

Annona herzogii (R. E. Fr.) 

H. Rainer 

AY841656 AY841734 DQ125062 EF179308 - 

Annona holosericea Saff. EU420858 EU420840 - - HG963751 

Annona hypoglauca Mart. EU420859 EU420841 - - - 

Annona liebmanniana 

Baill. 

KX663893 KX663982 KX663854 KX663936 KX664026 
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Annona longiflora S. 

Watson 

KX663895 KX663984 KX663856 KX663938 KX664028 

Annona macroprophyllata 

Donn. Sm. 

KM068880 KX663980 KM068859 KX663934 KX664024 

Annona montana Macfad. EU420860 EU420842 KX663867 KX663950 KJ426607 

Annona monticola Mart. - - - - - 

Annona mucosa Jacq. EU420870 EU420852 GQ139705 - GQ139845 

Annona muricata L. AY743440 AY743459.2 AF543722 EF179282 AY841428 

Annona neochrysocarpa H. 

Rainer 

EU420868 EU420850 - - - 

Annona neoelliptica H. 

Rainer & Maas 

JQ626090 - - - - 

Annona neosalicifolia H. 

Rainer 

KX663912 KX664003 KX663872 KX663957 KX664045 

Annona neosericea H. 

Rainer 

MG718042 - MG718597 - - 

Annona oligocarpa R. E. 

Fr. 

EU420861 EU420843 - - - 

Annona papilionella 

(Diels.) H. Rainer 

JQ590188 - - - - 
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Annona pittieri Donn. Sm. KX663898 KX663987 KX663858 KX663940 KX664029 

Annona prevostiae H. 

Rainer 

JQ625732 - JQ626342 - KX248029 

Annona pruinosa G.E. 

Schatz 

EU420862 EU420844 KX663861 KX663943 KX664031 

Annona purpurea Moc. & 

Sesse 

JQ590160 - KM068866 KX663945 HG963551 

Annona rensoniana 

(Standl.) H. Rainer 

JQ594777 KX663994 KX663866 KX663949 KX664037 

Annona reticulata L. EU420863 EU420845 KM068850 KX663929 KX664020 

Annona rugulosa (Schltdl.) 

H. Rainer 

JX880395 - JX880394 - - 

Annona scandens Diels. EU420864 EU420846 KP859349 - - 

Annona sclerophylla Saff. - GQ139892 GQ139718 - GQ139858 

Annona senegalensis Pers. AY841597 AY841674 KX663870 KX663954 - 

Annona spraguei Saff. GQ981665 - GQ981935 - GQ982147 

Annona squamosa L. EU420865 KT452845 EU715064 KT452834 EU715086 
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Annona stenophylla  

Engl. & Diels 

MN166726 - KX146231 - - 

Annona sylvatica (A. St.-

Hil.) Martius 

MG718043 - MG718915 - - 

Annona symphyocarpa 

Sandwith 

EU420866 EU420848 - - - 

Annona urbaniana R. E. Fr. EU420867 EU420849 - - - 
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APÊNDICE C - Árvore filogenética do gênero Annona. Árvore baseada nas sequências 

plastidiais: rbcL, matK, psbA-trnH, trnL e nadH. O número à frente dos nós representa a 

probabilidade posterior da análise bayesiana.  
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APÊNDICE D - Cronograma do gênero Annona extraído da árvore de credibilidade 

máxima do clado (MCC) da análise BEAST. Os nós representam as idades médias 

posteriores (Milhões de anos atrás). As barras azuis nos nós representam os intervalos de 

highest posterior density - HPD de 95 %. Números nos nós representam probabilidades 

bayesianas posteriores (PP). 
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APÊNDICE E. Estimativas de pontuação Log-likelihood e Akaike information criterion 

(AIC) para o conjunto de dados analisado pelo software ChromEvol para a filogenia. 

 

Modelo Log-likelihood AIC 

CONST_RATE -57.43 120.9 

CONST_RATE_DEMI -32.8 71.6 

CONST_RATE_DEMI_EST -32.6 73.2 

CONST_RATE_NO_DUPL -74.17 152.3 

LINEAR_RATE -65.5 141 

LINEAR_RATE_DEMI -66.35 142.7 

LINEAR_RATE_DEMI_EST -65.91 143.8 

LINEAR_RATE_NO_DUPL -68.46 144.9 

BASE_NUMBER -29.84 69.67 

BASE_NUMBER_NO_DUPL -29.96 67.93 

 


