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RESUMO

Este trabalho foi realizado com o Pau-rosa (Aniba rosaeodora Ducke, Lauraceae),
espécie submetida a exploragdo predatéria na Amazdnia Central, onde se objetivou: (i) definir e
padronizar métodos de coletas para extracdo de DNA e reagdes PCR —~ RAPD, e desenvolver um
critério para sele¢do de bandas reprodutiveis; (ii) avaliar a variabilidade genética em duas
geragOes de plantas (adultas e regenerantes) e, 20 mesmo tempo, observar a estruturagdo da
diversidade em fungdo de dois grupos com diferente distribuiciio espacial na Reserva Florestal
Adolpho Ducke (Manaus/AM), e (iii) estimar a diversidade genética e a diferenciagdo em quatro
populagGes naturais encontradas em Maués, Parintins, Manaus e Silves. Bandas com
reprodutibilidade menor que 80% foram excluidas. Nove “primers” geraram 71 bandas, sendo
55 polimérficas (77,46%). A AMOVA mostrou uma pequena, mas significativa diferenca de
diversidade entre as duas geracOes (5,45%; p<0,0001), sendo maior na geragdo de plantas
regenerantes. O restante da diversidade ocorreu dentro das geracdes (94,55%). A disposigio dos
dois grupos ndo alterou o padrdo de distribuicdo da diversidade genética. Os valores de
diversidade, os padrbes de agrupamento das adultas e regenerantes (dendrograma e PCA)
fizeram com que haja a suposicéo de grande influéncia dos passaros dispersores das sementes de
Pau-rosa na estrutura populacional da Reserva. Para quatro populag¢des naturais localizadas em
Silves, Maués, Parintins ¢ Manaus (Reserva), quatro ”primers” geraram 35 bandas sendo 32
polimérficas (91,42%). Pelos resultados da AMOVA a diversidade est4 concentrada dentro das
populagdes (76,59%; p <0,0001) com altos indices de diversidade (polimorfismo de 88,57 a
97,44%), condizentes com os dados para outras espécies tropicais arbéreas. A mesma andlise
indicou que o Rio Amazonas influenciou na distribui¢do da diversidade em 13,81% (p<0,0001)
entre dois grupos de cada lado do rio. A populagdo de Manaus (Reserva Ducke) foi a mais
diversa e este resultado pode ser reflexo da protecdo desta populagdo na Reserva a partir de
1960 e a continuidade do processo de exploracdo nas outras populagdes. O teste exato de Fisher
indicou distribuigdo significativamente diferente entre os marcadores para todas as populagdes
(p = 0,05). Ja o teste de Mantel, para correlagdo entre as distdncias genéticas e fluxo
génico gerou um indice r=-0,95 (p = 0,06) e entre os indices de fluxo génico e distancias
geograficas r = - 0,78 (p = 0,12), indicando um padrao de estruturagéo desta diversidade entre as

ulacoes, provavelmente em forma de “cline”. Apesar de ameagado de extincio, o Pau-ro
populagdes, p $30 o

possui altos valores de diversidade.
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ABSTRACT

This study was carried with Rosewood (4niba rosaeodora Ducke, Lauraceae), a severely
exploited Amazonian species in order to: (i) define the best methodologies for sample
collection and DNA purification, RAPD - PCR reactions standardization and development
of a criteria to evaluate band amplification reproducibility; (ii) to evaluate the genetic
variability in two generations of plants (mature and juvenile stages) and observe the
distribution of variability within and between two groups with different geographic
distributions (clustered plants in a quite lower place and a dispersed plants in plateau areas)
within the Adolpho Ducke Forest Reserve (Manaus, Amazonas, Brazil) and (jii) to estimate
genetic diversity and differentiation for natural populations located in Manaus, Silves,
Maués and Parintins (Amazonas State, Brazil). All bands with reproducibility below 80%
were excluded. RAPD reactions generated 71 fragments of which 55 were polymorphics
(77.46%). AMOVA analysis showed a small but significant different in the genetic variation
between the generations (5.45%; p<0.0001), with higher variation within of the juvenile
stage. No genetic diversity pattern was detected under distributions of groups. The diversity
index (polymorphism), clustering of mature and juvenile plants (showed by dendrogram and
bidimensional PCA) were considered to support the hypothesis of the indispensability of
birds as Rosewood seed dispersers and tiny insects as pollen vectors in the Reserve. In
plants from Manaus, Silves, Parintins and Maués population’s four primers produced 35
bands of which 32 were polymorphics (91.42%). The greatest fraction of genetic diversity
was detected within populations by AMOVA (76.59%; p <0.0001) and the percentage of
polymorphic loci ranged from 88.57% to 97.14%. Similar results have been found for other
tropical tree species. According to AMOVA results indicated the influence of Amazonas
River as a barrier on the gene flow between groups in each site of river (13.81%; p<0.0001).
The population in Manaus presented higher diversity than the other ones. This may be due
to cessation of the exploitation process at the Reserve 40 years ago, which did not occurred
for the other populations. The Exact test pointed out significant differences in distribution of
RAPD markers among populations (p = 0.05). The Mantel test for correlations between the
genetic and geographic distance measurements was r = - 0.95 (p =0.06) and between the
gene flow and geographic distance was r = - 0.78 (p = 0.27) indicating the existence of a
structured model, probably in clines, to explain population diversification. Even thought

classified as a species in risk of extinction, genetic diversity was relatively high in

Rosewood.
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Introducio geral

Genética e diversidade de espécies tropicais

A riqueza biolégica encontrada na regido tropical ¢ uma das caracteristicas que mais
chama a atengfio dos estudiosos. A diversidade de organismos, hoje denominada de
Biodiversidade (Wilson, 1988), é uma das mais exuberantes entre todos os ambientes do
planeta (Whitmore, 1988; Wilson, 1988; Mittermeier et al., 1992).

A diversidade dentro das espécies ¢ o componente fundamental no processo da
evolugiio dos organismos vivos uma vez que € responsivel pela capacidade de adaptagéo
das espécies as alteragdes ambientais (Young et al., 1996; Geburek, 1997; Primack &
Rodrigues, 2002; Reed & Frankham, 2003). Conceitualmente, a diversidade genética dentro
das espécies pode ser definida como a variagdo individual dentro das populagdes
(Gregorius, 1987), ¢ € um dos trés niveis de diversidade biolégica reconhecido pela Uniso
da Conservagio Mundial (IUNC) como prioritrias para a conservagdo (Reed & Frankham,
2003).

Os niveis de diversidade genética detectados sdo considerados mais elevados nas ,

" espécies florestais arbéreas que em outros grupos de plantas (Hamrick et al, 1992). O
modelo de variagdo genética espacial dentro e entre populagdes de espécies tropicais varia
muito de espécie para espécie, pois essas possuem variados mecanismos de dispersdo,
biologia reprodutiva, sistemas de polinizagio e cruzamento (Bawa, 1974; Loveless &
Hamirick, 1984; Bawa et al., 1985; Epperson, 1992; Campbell & Peart, 2001).

Conceitualmente, a estrutura espacial é a distribui¢do dos genétipos ao longo de dois
espagos dimensionais num grupo de individuos e pode ser caracterizada pelas relagdes de
localizagdio fisicas e genéticas ou genealdgicas entre arvores individuais (Epperson, 1992).

J4 a estrutura genética se define como a quantidade de variagdo de origem genética numa

populagio de uma espécie, e a forma pela qual essa variagdo se distribui dentro da
populagdo. A estrutura espacial € o processo de multiplicagdo e movimento de genes que

alteram sua distribui¢do espacial, durante cada periodo reprodutivo (Loveless & Hamrik,

1987).
Considerando sua importdncia na genética de populagdes, a dindmica de /

movimentagdo génica dentre ¢ entre as populagdes pode ser determinada, para uma espécie
em particular, através de estudos da estrutura genética das populagdes (Loveless &
Hamrick, 1987; Ellstrand, 1992; Storfer, 1999). Outra caracteristica importante das espécies
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florestais é a baixa densidade, que interfere diretamente no padrio de distribuigdo da
diversidade dentro e entre as populagSes. Em algumas espécies tropicais ocorre um ou
menos de um individuo em periodo reprodutivo por hectare, o que tem sido mostrado, por
exemplo, em varios inventarios floristicos na Amaz6nia Central (Amaral e al, 2000;
Oliveira, 2000).

Estudos tém mostrado através de dados estimados, que um nimero grande de
espécies nas florestas tropicais sdo auto — incompativeis € que aproximadamente 23 %
dessas s@io didicas. Além disso, boa parte das espécies tem polinizagio controlada por
insetos (Bawa et al., 1985). E alta taxa de poliniza¢io cruzada também tem sido identificada
nas espécies ja estudadas (Bawa, 1974).

Portanto, o conhecimento da variagio genética em populagdes naturais & pré- ,
requisito fundamental para entender o impacto das praticas de manejo e para desenvolver
um programa para a conservacdo de genes em ecossistemas florestais (Bawa et al., 1990;
Milligan et al., 1994; Haig, 1998; Luikart et al., 1998; Petit ef al., 1998; Changtroon ef al.
,2001; Macdonald et al., 2001; Zhang & Hewitt, 2003). Nesta linha, os dados de diversidade
de muitas espécies tropicais arbéreas, ao nivel populacional tem sido, nos tltimos anos,
acessados por técnicas moleculares (Geburek, 1997; Cardoso et al., 1998; Parker et al,
1998; Bussel, 1999; Lowe et al., 2001; Dick et al., 2003), o que tem contribuido muito para

o entendimento dos processos que sdo causas da diversidade.
Marcadores moleculares na anilise de genética de populagdes

A variabilidade genética é conseqiiéncia das variagSes que ocorrem nas seqiiéncias ,
de DNA e a forma direta de acessar essa variagdo € a andlise molecular (Whaug, 1997;
Ferreira, 2001). Com o refinamento das técnicas moleculares e a ampliagio do
conhecimento em genética molecular, tem sido aceito que as informag&es geradas com base
no polimorfismo do DNA fornecem a melhor base para a estimativa da diversidade genética
(Whaug, 1997), o que tem sido largamente feito por meio dos marcadores moleculares. ,

Os principais tipos de marcadores moleculares podem ser classificados em dois
grupos, conforme a metodologia utilizada para identifica-los: hibridizagiio ou amplificaggo
de DNA. Entre os identificados por hibridiza¢io estio os marcadores RFLP (“Restriction
Fragment Length Polymorphism”) e minissatélites ou locos VNTR (“Variable Number of
Tandem Repeats”). J& aqueles revelados por amplificag8o incluem os marcadores do tipo:

RAPD (“Random Amplified Polymorphic DNA”); SCAR (“Sequence Characterized
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Amplified Regions™); SSR (“Simple’ Sequence Repeats”) Microssatélite e AFLP
(“Amplified Fragment Length Polymorphism™) ( Milach, 2002).

As técnicas moleculares avangaram, sobretudo com o surgimento da técnica de PCR.
A técnica (do inglés “Polymerase Chain Reaction”, reacdo em cadeia da polimerase)
consiste numa reagdo bioquimica em que uma pequena e especifica regido do genoma
submetida a ciclos consecutivos de sintese de DNA dupla fita é amplificada. Em outras
palavras, a reagdo de PCR envolve a sintese enzimdtica in vitro de milhes de cépias dupla
fita de um segmento especifico de DNA, na presenca da enzima Tag DNA polimerase
(Mullis & Faloona, 1987).

Durante a reagdo de PCR ocorre o anelamento e extensao enzimdtica de um par de
oligonucleotideos (pequenas moléculas de DNA de fita simples) que delimitam a seqiiéncia
de DNA de fita dupla alvo de amplificagdo. Esses “primers” ou iniciadores sdo sintetizados
artificialmente de maneira que suas seqiiéncias de nucleotideos sejam complementares as
seqiiéncias especificas que flanqueiam a regido alvo (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Dentre as técnicas moleculares citadas, uma das mais utilizadas e bem sucedidas sdo
os microssatélites ou SSR (“Simple Sequence Repeats”). Sdo pequenas seqii€éncias de um a
quatro nucleotideos de comprimento, repetidos em seqiiéncia e amplamente distribuidos
dentro do genoma de todos os organismos (Ferreira & Gratapaglia, 1998; Li et al., 2002).
Por serem altamente polimérficos, multialélicos e co-dominante (ambos os alelos sdo
visualizados), passou a ser amplamente utilizado nos mais variados tipos de estudos
envolvendo genética de populacbes (Al-Rabad’ah er al, 2001; Olsen & Schaal, 2001;
Lemes et al., 2003; Ashworth et al, 2004; Zenga et al., 2004). Evolutivamente estes
marcadores se encontram distribuidos de maneira néo aleatério nos genomas, sendo que sua
grande maioria associada a regides ndo codificantes de genes. Embora pouco ainda se tem
de certeza sobre suas fungdes (Li et al., 2002; Li et al., 2004). Apesar das indiscutiveis
vantagens, o desenvolvimento de microssatélites demanda trabalho e estrutura laboratorial
mais complexos, o que onera a técnica e demanda outros marcadores que sejam mais
baratos e de rdpida execug@o.

Neste contexto que se torna importante o marcador RAPD. Baseada no PCR, a
técnica RAPD (“Randomly Amplified Polimorphic DNA”) ou DNA polimérfico
amplificado ao acaso (Welsh & McClelland, 1990; William et al., 1990) € na verdade uma

variante da técnica de PCR, jd que em vez de dois “primers” especificos utiliza-se apenas

um de seqiiéncia arbitrdria e de menor tamanho.

14




A formagio do marcador RAPD ¢é baseada na probabilidade de que uma seqiiéncia ~
de DNA, homologa e curta, poderia ocorrer em diferentes pontos do DNA no genoma,
dentro de uma distincia que seria passivel de amplificagdo por PCR. Como o resultado é a
presenca ou auséncia de banda amplificada, o marcador RAPD torna-se dominante, o que
gera a impossibilidade da detecgdo direta do heterozigoto (Waugh, 1997; Ferreira &
Grattapaglia, 1998). Em outras palavras, a presenca de uma banda no gel identifica
individuos homozigotos dominantes (AA) e heterozigotos (Aa), nfio permitindo a distin¢o
entre eles como ocorre nos marcadores ditos co-dominates como isoenzimas e
principalmente microssatélites. O homozigoto recessivo (aé) ¢ identificado pela auséncia da
banda. Além disto, outra desvantagem ¢ a baixa reprodutibilidade dos resultados de algumas
bandas em ensaios posteriores (Yu & Pauls, 1992).

Em funcfio destas desvantagens, analises com marcadores RAPD tém gerado muitas ,

discussoes a respeito de sua eficicia, sendo, inclusive hoje considerado um marcador pouco

informativo. Muitas comparagdes tém sido feitas entre a utilidade do RAPD e outros tipos

de marcadores para examinar a distribuicio da variabilidade genética dentro ¢ entre

populagdes (Schierenbeck et al., 1997). Apesar destas considerag¢fes, a técnica RAPD tem
vantagens ainda muito atrativas para analises genéticas se utilizado com critério, (Lynch &
Milligan, 1994; Geburek, 1997, Ferreira & Grattapaglia, 1998; Bussel, 1999). Se,
comparado, por exemplo, a0 marcador mais utilizado ultimamente (microssatélites) o
marcador RAPD é mais simples do ponto de vista de estrutura laboratorial e treinamento de
recursos humanos o que o torna mais barato e rdpido, possui uma direta transferibilidade dos
primers entre espécies, ndo precisa utilizar material radioativo nem desenvolver biblioteca
de sondas, assim como ndo h4 necessidade do conhecimento prévio das regides do genoma a
serem amplificadas e, por fim, apresentam alto polimorfismo, caracteristica importante para
um marcador molecular (Ferreira & Grattapaglia, 1998). /
Para utilizar o marcador RAPD, de maneira eficiente, deve-se levar alguns fatores ,
em consideragdo. Uma das formas de reduzir o efeito de dominéncia seria o uso de um

ptimero grande de loci (mais que trinta) e usando técnicas de anélises de dados como a

descrita por Lynch & Milligan (1994), onde a subestimativa dos alelos recessivos ¢

compensada. Estas corregdes assumem o equilibrio de Hardy-Weinberg para uma indireta
estimativa das freqiiéncias alélicas e assim os demais parimetros que dependem destas
como Fst, distincia de Nei (1972) e heterozigosidade (H). Os mesmos autores, por outro
lado, pontuam que os erros de desvios decorrentes destas aproximag&es e estimativas podem

acorrer ¢ dependem, entre outras coisas, do numero de amostras, sobretudo quando sdo /
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realizados estudos de estruturas genéticas com o marcador dominantes. E importante
também, aumentar o rigor e os cuidados no momento da interpretagio dos resultados. No
caso da falta de reprodutibilidade, tem-se sugerido maiores cuidados no momento das
leituras dos dados e a utilizagdio de padrdes ou critérios bem definidos no momento de
observar as bandas (Weising ef al., 1995; Grattapaglia, 1997). No caso especifico dos
tratamentos estatisticos e andlise da distribuicio da diversidade entre e dentro dos mais
variados niveis hierdrquicos como populagGes ou grupos ou ainda regides, basicamente tem
sido feita a Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) descrito inicialmente por Excoffier
et al. (1992) testado por Huff e al. (1993) e seguidamente utilizado na maior parte dos
trabalhos com este marcador (Yeh et al., 1995; Gillies et al., 1999; Jordano & Godoy,2000; |
Reis & Grattapaglia, 2004).

Com todas estas consideragdes e cuidados, tem-se conseguido bons resultados com
este marcador para muitas espécies florestais j4 estudadas (Huff ef al., 1993; Yeh er al,
1995; Gillies et al. 1997; Cardoso et al., 1998; Bussel, 1999; Mitchell & Riveira, 1998;
Gillies et al., 1999; Schierenbeck, et al. 1997; Jordano & Godoy,2000)., /

Espécie estudada

Das varias espécies florestais com potencial de exploragdo comercial, sejam elas de
madeira nobre ou as que produzem o6leos essenciais na Amazénia Central, o Pau-rosa
(Aniba rosaeodora Ducke, Lauraceae) é uma das mais importantes. Uma de suas principais
caracteristicas € o aroma adocicado resultante da presenga da esséncia de linalol em toda a
planta (Aradjo et al, 1971), com variagdo nas concentragdes deste alcool terpénico
ligeiramente maior nas folhas (1,5%) que nos gathos finos (1,3%) e no lenho (1,0%) (Chaar,
2000).

De acordo com Kubitzki & Renner (1982), o centro de diversidade do género Aniba
parece Ser 0s escudos das Guianas, Amazonia Central (regido de Manaus) e, num segundo
plano, as areas préximas ao Rio Ucayali e o médio Rio Madeira. A distribuigio dessa
espécie é ampla na América do Sul, podendo ser encontrada no Suriname, na Guiana
Francesa, no Peru, Colombia, Equador, Venezuela e Amazénia Brasileira (SUDAM, 1972).
No Brasil, seu habitat 6timo € 0 alto e médio Amazonas e ocorre mais abundantemente no
Amapa e na fronteira com a Guiana Francesa (Costa et al, 1995). Ocorre com maior

freqiiéncia em ambientes de terras firmes e altas, principalmente em matas pluviais nio

inundéveis, ao longo das margens dos rios (Santana, 2000).
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O Pau-rosa chega a alcangar até 40 m de altura e seu didmetro chega a dois metros,
com uma freqiiéncia populacional muito baixa atualmente (menos de duas por hectare)
(Mitja & Lescure, 2000). Seu comportamento ecolégico indica ser uma espécie do grupo
secunddria tardia e, uma vez estabelecida, espécie climax de dossel dominante (Mitja &
Lescure, 2000).

Kubitzki & Kurtz (1984) afirmam que a espécie possui fecundagdo cruzada. Quanto
a dispersdo de sementes, as Lauraceae sdo caracterizadas pela sindrome de dispersdio de
sementes do tipo ornitocérica (via passaros), sendo que j4 foi reportada uma remocgdo de até
50% de frutos realizlada por tucanos em sistemas de plantio de Pau-rosa na Reserva
Adolpho Ducke, em Manaus (Spironello et al., 2003). De uma maneira geral, espécies de
Lauraceae participam em 80 % da dieta de alguns Pscitacideos (Ribeiro et al., 1999).

Do ponto de vista econémico, o Pau-rosa é muito importante para a regifo
Amazdnica, podendo ser utilizado como madeira para serragem ou extragio do 6leo
essencial. A principal utilizagéio atual é como fonte de éleo essencial, cujo componente
principal € o linalol, muito utilizado na indiistria de perfumaria e de alto valor comercial. No
Estado do Amazonas ja chegou a ser o terceiro principal produto na balanca comercial
(SUDAM, 1972). Atualmente, no mercado mundial, o prego de 100 mL de linalol varia
etitre 13 até 15 doélares (Chemax, 2003).

Por esse motivo, essa espécie tem sofrido com a exploragdo predatéria e sofre
ameaga de extinggo, estando na categoria “em perigo” (IBAMA, 1992; Vial-Debas, 2000).
Somente no Estado do Amazonas cerca de duas mil 4rvores sdo derrubadas anualmente
(IBAMA, 2002 Apud Yahoo noticias, 2003).

A exploragdo remonta ao inicio do século passado, quando a técnica consistia
unicamente em retirar todas as 4rvores com tamanho que justificasse sua derrubada. Esse
tipo de exploragdio tem causado degradagfio populacional em outras espécies, especialmente
de ordem genética, onde se destaca: a redugio do nimero de individuos em periodo
reprodutivo (Plumptre, 1995 Apud Jennings et al, 2001) com redugio na produgio de
sementes, aceleragdo da deriva genética, redugiio do fluxo génico inter-populacional e
aumento da freqiiéncia de autogamia e endocruzamento (Young ef al, 1996). Alguns
estudos de comparagdo de diversidade entre dreas ou grupos submetidos a alteragdes
antropicas tém mostrado haver redu¢do na diversidade em importantes espécies como
Pithecellobium elegans com perdas em torno de 10% (Hall et al., 1996), 33% de reducsio no

polimorfismo em Pinus strobus (Buchert et al., 1997), Pinus contortarta var. Engelmann,
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entre 8 e 9% (Macdonald ef al., 2000) e em Scaphium macropodum (Lee et al., 2001) a
reducio foi de 31,5%.

No caso do Pau-rosa, pouco ou quase nada se sabe sobre a biologia reprodutiva (taxa
de cruzamento e polinizadores), dindmica ecolégica, o padrdo genético em populagdes
naturais € muito menos os efeitos da exploragdo em sua diversidade. Leite ef al. (1999)
fizeram algumas recomendagdes para a conservagéo da variabilidade em regiGes prioritdrias
da Amaz6nia, indicando a Reserva Florestal Adolpho Ducke, préxima a Manaus, como area
prioritaria € que permitiria a coleta de dados complementares. Além disso, apontaram a
necessidade do conhecimento da variabilidade genética das populagfes remanescentes dessa

regido utilizando marcadores moleculares, avaliando assim o risco de extingio de suas

populagdes naturais.

Os propésitos desse trabalho, portanto, foram:

a) Definir as condiges ideais para coleta, extragio de DNA e andlises de
marcadores RAPD buscando o desenvolvimento de wum critério de
reprodutibilidade dos resultados;

b) Estimar a diversidade genética e a sua distribui¢do em uma populagéo natural de
Pau-rosa, formada por plantas adultas e juvenis, e distribuida em dois grupos
com diferentes organizagdes espaciais na Reserva Florestal Adolpho Ducke; e

¢) Analisar a distribuicio da diversidade genética avaliando populagdes naturais que

ocorrem em diferentes localidades do Baixo e Médio Amazonas.

18



Capitulo 1
Aprimoramento das condi¢oes de PCR para Pau-rosa (4dniba
rosaeodora Ducke) e desenvolvimento de um critério de sele¢cio de bandas

RAPD baseado no grau de reprodutibilidade
1.1.Introducio

As possibilidades de quantificagio da diversidade genética, do fluxo génico e a
andlise da estrutura genética de populagdes tornaram-se mais concretas nas tltimas décadas
(Geburek, 1997), a partir do desenvolvimento de técnicas que permitem andlises genéticas
ao nivel molecular (Almeida et al., 2001). Dentre essas técnicas, destacam-se os marcadores
moleculares baseados em amplificacio de DNA via PCR (“polymerase chain reaction™),
desenvolvida por Mullis & Faloona (1987). O surgimento de procedimentos apoiados em
PCR, como o RAPD (“random amplified polymorphic DNA”), desenvolvido por Williams
et al. (1990), possibilitou o estudo de espécies sobre as quais se dispde de pouca informagfio
prévia, quando recursos financeiros e tempo s#o fatores limitantes (Ferreira & Grattapaglia,
1998).

Além de ser relativamente fécil, rdpida e simples, a aplicagdo de RAPD-PCR tem
custo mais baixo que os demais marcadores e evidencia um bom nuimero de loci
polimoérficos por reagdo, distribuidos aleatoriamente pelo genoma (Ferreira & Grattapaglia,
1998). Algumas das limitagdes da técnica, como o fato de serem marcadores dominantes,
tém sido compensadas por métodos alternativos de analise dos dados (Clark & Laningan,
1993; Lynch & Milligan, 1994; Bussel, 1999). Por outro lado, a reprodutibilidade dos
ensaios depende da espécie analisada, do executor dos experimentos, da qualidade dos
reagentes ¢ da estabilidade do termociclador (Yu & Pauls, 1992; Meunier & Grimont, 1993;
Skroch & Nienhuis, 1995; Jones et al., 1997). Assim, a otimizagio e padronizagio das
condigdes de realizagdo da PCR e a avaliagfo do grau de reprodutibilidade dos resultados
sio essenciais (Jones ef al., 1997; Nkongolo et al., 1998; Pérez et al., 1998; Bussel, 1999;
Ge et al., 1999; Jordano & Godoy, 2000).

Os objetivos deste trabalho foram validar o protocolo para a coleta de material
vegetal e selecionar protocolos para extragdo de DNA de Pau-rosa em quantidade e com
qualidade adequada para a realizagdo de PCR e desenvolver um critério para avaliar o grau
de reprodutibilidade dos resultados, como tentativa de minimizar a interferéncia de artefatos

da técnica RAPD-PCR na avaliagdo da diversidade genética de populacées naturais.
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1.2. Material e métodos

Material vegetal

Folhas jovens coletadas em dez plantas adultas de Pau-rosa mantidas na Embrapa
Amazdnia Ocidental (Manaus/AM) e de 130 plantas, matrizes (adultas, em idade
reprodutiva) e regenerantes (juvenis), de populagéo natural da Reserva Florestal Adolpho
Ducke (Manaus/AM) foram acondicionadas em tubos de polietileno contendo silica gel
(Chase & Hills, 1991). As amostras coletadas da Embrapa foram armazenadas a -20 °C, no
Laboratério de Biologia Molecular da Embrapa Amazénia Ocidental (Manaus/AM), até
extragio de DNA. As amostras coletadas na Reserva Ducke permaneceram em temperatura
ambiente, nos tubos com silica, variando de sete a 10 dias, ¢ em seguida foram também

mantidas a —20 °C.

Extracio e quantificaciio de dcidos nucléicos

O material vegetal foi submetido a extragdo dos 4cidos nucléicos, segundo testes
iniciais realizados por Quirsen ef al. (2003), intensificados pela utilizagéio de mais amostras
e de trés diferentes protocolos: CTAB (Doyle & Doyle, 1987); Edwards e al. (1991) e
CTAB, modificado por Khanuja et al. (1999). Todas as folhas foram lavadas antes de serem

pesadas. Cada um destes protocolos est4 descrito abaixo:

a) CTAB (Brometo de cetiltrimetilam6nio) - Pesou-se 150 mg de tecido fresco,
macerou-se em nitrogénio liquido e adicionou-se 700 pL de tampdo de extragdo (2,0%
CTAB, 1,4 M NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris- HCl pH 8,0; 1,0% de PVP
(polyvinylpyrolidone), 0,2% 2-mercaptoetanol). Ressuspendeu-se o tecido no tampdo e em
seguida incubou-se em banho-maria a 65° C por 30 minutos. Apés baixar a temperatura,
adicionou-se 600 pL de Cloroférmio: dlcool isoamilico (CIA - 24:1) em capela de exaustdo
e agitou-se 0s tubos por 5 minutos, invertendo-os até formar-se uma emulséo homogénea.
Centrifugou-se a 13000 rpm por 5 minutos. A fase superior (aquosa) foi pipetada para novos
tubos. A estes, adicionou-se 50 pL de solugéo 10% CTAB, 1,4 M NaCl. Misturou-se para
homogeneizagdo e adicionou-se 600 pL de CIA. Retirou-se novamente a fase superior para
novo tubo. Para precipitar o DNA, adicionou-se 400 pL de isopropanol a —20° C,
centrifugou-se a 8000 rpm por 5 minutos. Descartou-se o sobrenadante e lavou-se o “pellet”
duas vezes em 1 mL de etanol 70%, sendo 5 minutos cada lavagem. Retirou-se etanol ¢

javou-se em 1 mL de 95% etanol absoluto por 3 minutos. Retirou-se o etanol e deixou-se o
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pellet secar em capela de fluxo laminar. Apés bem seco, o “pellet” foi dissolvido em 100
pL de TE (tamp&o de estoque) contendo 10 pg/mL de RNAse e incubou-se a 37 %C por uma
hora.

b) Edwards - Amostras de tecido de folhas jovens foram pesadas (200 mg em cada
amostra) e maceradas em nitrogénio liquido. Adicionou-se 600 pL de tampéo de extragdo e
macerou-se mais um pouco. Adicionou-se mais 600 uL de CIA (24:1) e agitou-se o tubo
para produzir emulsdo. Centrifugou-se por 5 minutos a 13000 rpm, pipetou-se a fase
superior para um novo tubo. Para a precipitagdo, acrescentou-se 600 pL de isopropanol e
deixou-se 4 temperatura ambiente por 2 minutos agitando—se levemente para precipitar o
DNA. Em seguida, centrifugou-se novamente a 13000 rpm por cinco minutos, descartou-se
o sobrenadante e secou-se o pellet emborcando os tubos em cdmara de fluxo laminar por
duas horas. Dissolveu-se 0 DNA em 100 uL de TE estéril e centrifugou-se mais uma vez
por 10 min (13000 rpm). O sobrenadante foi pipetado e colocado em novos tubos. Todas as
amostras foram armazenadas a —20° C. O tampéio de extragio continha: 250 mM NaCl, 200
mM tris — HCl, 25 mM EDTA e 0,5 % de detergente SDS (Dodecil sulfato de sédio).

c) CTAB, modificado por Khanuja - Macerou-se o tecido (3 g de tecido fresco) em
nitrogénio liquido e transferiu-se o material triturado para tubos Eppendorf 1,5 mL e
adicionou-se tampdo de extragfio recém-preparado e misturou-se por inversio. Incubou-se as
amostras a 60°C em banho-maria por 30 minutos. Adicionou-se 3 mL de Cloroférmio:alcool
isoamilico - (CIA-24:1) e misturou-se por inversdo durante 15 minutos. Os tubos foram
centrifugados a 8000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente. A fase aquosa foi
transferida para novo tubo. Em seguida foi adicionado 1,5 mL de NaCl 5 M e misturou-se
bem em vortex. Adicionou-se 0,6 V de isopropanol e deixou em repouso a temperatura
ambiente. Ap6s uma hora o DNA que apareceu no fundo do tubo foi retirado e transferido
para outro limpo e centrifugado. Apés a centrifugagdio, o sobrenadante foi descartado e o
pellet lavado com etanol 80%. Este foi seco em capela de fluxo laminar por 15 minutos e
em seguida dissolvido em 0,5 mL de tampdo TE com sal elevado. Adicionou-se 5 pL de
RNAse A e incubou-se a 37°C por 30 minutos. Extraiu-se com igual quantidade de volume
de CIA 24:1, transferiu-se a fase aquosa para novo tubo e adicionou-se 2 V de etanol a 4°C.
Centrifugou-se novamente a 10000 rpm por 10 minutos. Lavou-se com etanol 80%, secou-
se o “pellet” a vacuo € dissolveu-se em agua estéril. Todas as amostras foram armazenadas
a —20° C. Tampdo de extragdo: 100 mM de Tris — HCI (pH 8,0), 25 mM EDTA, 1,5 M
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NaCl, 2,5% CTAB, 0,2% [ - mercaptoetanol (v/v) e 1% PVP (p/v). Tampédo TE com sal: 1
M NaCl, 10 mM Tris — HCI (pH 8,0) e 1 mM EDTA.

Os protocolos foram comparados segundo os critérios: a) quantidade e integridade
do DNA obtido, avaliada por observagido em géis de agarose ap0ds eletroforese; b) relagdo
entre as absorbincias lidas nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm. As leituras de
absorbancia foram realizadas em aparelho “GeneQuant pro RNA/DNA Calculator”
(Amersham Pharmacia Biotech). Foram aplicados 8 pL da solugdo de 4cidos nucléicos
obtidos ao final das prepara¢des em cada pogo do gel. A eletroforese foi realizada em mini-
géis de agarose 1,5 %, em TBE 1 X, corados com brometo de etidio (0,5 pg/ml) e as
imagens capturadas no sistema de foto-documentagéio Kodak “Zoom Digital Camera” € o
aplicativo acessério (“Kodak Digital Science DC120 Kit Gel Documentation Acessory Kit
and 1D Image Analysis Software” (Kodak, 1999).

Aprimoramento das condi¢ées da PCR

As solugdes de 4cidos nucléicos foram diluidas para a concentragdo de 10 ng/uL. em
4gua destilada autoclavada e armazenadas a -20°C. Foram testadas variagdes nas
concentra¢des finais de DNA, MgCl,, “primers” decimeros (oligonucleotideos com 10
nucleotideos), dNTPs (nucleotideos) e Taq polimerase nas reacdes de PCR. Manteve-se
constantes as outras condi¢des (50 mM de KCI e de 20 mM de Tris-HCI). Para DNA
concentragdes de 0, 15, 30, 45, 60 ng; para o numero de unidades de Taq DNA polimerase
por reagéo foram testadas 0, 1,25, 2,50, 3,75, 5,00 unidades. As concentragdes de MgCl, (
0, 0,75, 1,50, 2,25 e 3,00 mM), de “primer” (Tabela 1) (0, 125, 250, 375, 500 nM) e dos
dNTPs (0, 50, 100, 150, 200 pM de cada tipo) foram testadas. As reagdes tiveram volume
final de 25 pL. Os testes foram realizados utilizando o "primer" de sequencia 5’-~ACG GCG
TAT G-3' ¢ DNA extraido de uma planta e em seguida as melhores concentragdes foram
testadas em outras 20 plantas. Utilizou-se o termociclador (Perkim Elmer Gene Amp PCR
System 2400) programado para 92°C por 1 minuto; 35 x (92 °C por 1 min; 30 °C por 2 min
e 72 °C por 1 min); 72 °C por 5 min; 4 °C por tempo indefinido. Variou-se a temperatura de
anelamento em 30 e 35°C.

Fez-se ainda teste com inclusdo de BSA (“Bovine Serum Albumine”) em dez
reagdes, sendo cinco com BSA (0,1%) e cinco sem BSA. As condi¢gdes dos outros

componentes foram: 30ng, Tampdo 1 X, 3,0 U Tagq, 2,0 mM MgCl,, 500 nM “primer”, 100
uM cada dNTP.

22




plantas, o padrdo de cada banda foi testado para cada planta, analisando a ocorréncia de
coincidéncias (banda presente na primeira e na segunda PCR ou ausente na primeira e na
segunda PCR). Neste conjunto de 20 chances de coincidéncia, a porcentagem de ocorréncia
de coincidéncias poderia variar, de banda para banda, desde 0 em 20 (grau de
reprodutibilidade = 0) até 20 coincidéncias em 20 chances (grau de reprodutibilidade =
100%).

As bandas observadas nos géis foram transformadas numa matriz de dados binéarios,
onde a presenga da banda € igual a um (1) e a auséncia zero (0). Os indices de auto-
similaridade (férmula de Jaccard), ou seja, os indices de similaridade entre os padrdes
RAPD obtidos para a mesma planta, em duas PCRs (Pérez et al.,1998) foram calculados
conforme cada tratamento. A defini¢do dos critérios foi baseada nas experiéncias de outros
trabalhos que utilizavam bandas com valores acima de 80% de reprodutibilidade, como em
Schierenbeck ef al. (1997). Assim tem-se que: tratamento 1 - nenhum critério de
reprodutibilidade foi aplicado, ou seja, todas as bandas geradas por RAPD-PCR foram
admitidas para o célculo dos indices de auto-similaridade; tratamento 2 - apenas bandas
com grau de reprodutibilidade acima de 90% foram admitidas para o calculo dos indices de
auto-similaridade; tratamento 3 - apenas bandas com grau de reprodutibilidade acima de
80% foram admitidas para o célculo dos indices de auto-similaridade e tratamento 4 -
apenas bandas com grau de reprodutibilidade acima de 70% foram admitidas para o célculo
dos indices de auto-similaridade. O niimero de indices de auto-similaridade iguais a 1 foi
contado, “primer” por “primer”, e as médias foram calculadas, para cada tratamento. Para
testar os contrastes entre estas médias, aplicou-se o teste de Tukey. Os indices de auto-
similaridade foram calculados com os arquivos de dados binérios, utilizando-se o programa
GENES (Universidade Federal de Vigosa - Cruz, 1997). ANOVA e teste de médias foram
realizados utilizando o programa SYSTAT, versgo 9.

Matrizes de similaridade (indice de Jaccard) foram geradas pelos dados obtidos nos
dois experimentos (duas PCRs). Com os dados referentes a cada tratamento gerou-se novas
matrizes de similaridade, sendo duas matrizes para cada tratamento (uma referente a cada
PCR). O teste de correlagdio entre as duas matrizes de similaridade geradas com dados
submetidos a cada um dos tratamentos foi realizado através da rotina “MXCOMPG” do
aplicativo NTSYS - PC, versdo 1.60 (Rohlf, 1990) gerando-se valores de correlagiio com
respectivas probabilidades utilizando-se a comparagdo de Mantel (1967). Matrizes de

similaridade geradas para grupos formados por miimero variavel (oito a 20) de plantas nio

foram submetidas a analise de correlagéo.
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1.3. Resultados e discussao

Trés protocolos para a extragdo de dcidos nucléicos de folhas de Pau-rosa foram
testados e os testes permitiram, também, validar o método utilizado para a coleta e
preservacio do material vegetal. As folhas, que foram acondicionadas em tubos de
polietileno com granulos de silica, tanto na Embrapa Amazdnia Ocidental quanto na
Reserva Florestal Adolpho Ducke, forneceram DNA em quantidade e com qualidade
suficientes para a realizagio dos experimentos de RAPD-PCR, quando o protocolo
desenvolvido por Edwards et al. (1991) foi utilizado para a extragéo (Figura 1A). Folhas
coletadas na Reserva Ducke ficaram, por cerca de 10 dias, em temperatura ambiente antes
de serem armazenadas a -20 °C, no Laboratério de Biologia Molecular da Embrapa
Amazonia Ocidental e, ainda assim, os acidos nucléicos foram suficientemente preservados
de degradagdo. Este tempo, do campo até o laboratério, deveu-se ao fato de que o retorno da
excursdo se deu apds este periodo. O DNA extraido conforme o protocolo de Edwards et al.
(1991) foi considerado de melhor qualidade do que o que se verificou pela aplicagdo do

método de Khanuja ez al. (1999) (Figura 1B).

Figura 1. Resultado de eletroforese, em gel de agarose a 1,0%, de &acidos nucléicos
extraidos de folhas de dois individuos de Pau-rosa (4niba rosaeodora Ducke) coletadas
em tubos de polietileno com granulos de silica e armazenadas a -20 °C, até o momento da
utilizacdo. As amostras nao foram tratadas com RNAse. A - Protocolo Edwards et al.
(1991). B - Khanuja et al. (1999). C Doyle & Doyle (1987). M - X/HindIll 1.0 ug

(Gibco BRL).
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Os métodos desenvolvidos por Khanuja et al. (1999) e por Doyle & Doyle (1987)
(Figuras 1B e 1C) nfo apresentaram a homogeneidade esperada para processamento de
material vegetal coletado e armazenado de maneira padronizada. Algumas das amostras
tratadas conforme o recomendado por Doyle & Doyle (1987) sofreram perda de qualidade
apés a extragdio, ainda que mantidas a -20 °C. Este ultimo efeito ndo foi verificado para o
DNA obtido via aplicagéio dos outros dois protocolos para a extragio de DNA das mesmas
plantas. Este ndo ¢ o que normalmente se observa com o protocolo CTAB (Ferreira &
Grattapaglia, 1998). O protocolo CTAB tem servido para a extragio da maioria das espécies
vegetais e, apesar dos problemas mostrados com as amostras de Pau-rosa da Reserva Ducke,
os testes realizados por Quisen et al. (2003) com amostras de outras popula¢des resultaram
em extragdo de DNA de qualidade. Isto sugere que as condigdes de coleta e armazenamento
em cada caso certamente influenciaram nas extragBes das amostras da Reserva. Outras
vantagens do protocolo Edwards levadas também em consideraggo, foram: a maior rapidez e
simplicidade de extragéio em laboratério se considerarmos grande niimero de amostras, além
de menor necessidade de reagentes, inclusive RNAse (Figura 1) em comparagéio a Doyle &
Doyle (1987).

A presencga de proteinas e/ou substincias fenélicas nas solugdes de dcidos nucléicos,
o que pode influenciar o resultado das reagbes de PCR, variou de amostra para amostra,
sendo 1,68 a média da relagdo entre os picos de absorbincia em 260 e 280 nm. Este valor é
considerado como indicador de qualidade boa, ou seja, de presenga de uma quantidade
aceitavel daqueles contaminantes nas solugdes de DNA + RNA (Romano,1998; Amersham
Pharmacia Biotech).

A concentragiio de acidos nucléicos nas solugSes obtidas pela aplicagdo do método
de extragfio de Edwards et al. (1991), de amostras de folhas de 130 plantas de Pau-rosa,
oriundas da Reserva Ducke, variou de 65 a 1.245 ng/uL (com média de 650 ng) para cada
700 a 800 mg de folha macerados.

Os resultados dos testes de aprimoramento das condi¢Ses da PCR para produgZio de
RAPD para Pau-rosa indicaram que o emprego de 2,5 unidades de Taq DNA polimerase
(Invitrogen, lote QBJBI 1d) por reagdo, entre 2,25 ¢ 3,00 mM de cloreto de magnésio, pelo
menos 375 nM de “primer” decimero e acima de 100 uM de cada ANTP foram suficientes
para gerar amplificagdo. As melhores amplificacSes foram obtidas quando a temperatura de
anelamento foi de 35°C (Figura 2). Estes resultados s@io semelhantes aos ja testados e
definidos para Persea americana Mill. Lauraceae, exceto para a quantidade de Taq (1,5 U)

Tsu-Liang et al., 2003). Os testes realizados para a quantidade de 4cidos nucléicos incluidos
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ndo produziram resultados diferentes para 15, 30, 45 ou 60 ng por reagdo. A inclusdo de
0,1% de BSA mostrou-se essencial para as amplifica¢des (Figura 3). Apos a definicéo das
melhores concentracdes para cada reagente, outras vinte diferentes amostras de Pau-rosa
foram testadas para confirmar o resultado obtido com uma unica amostra. Nio

diferentemente destas amostras, todas as amplificagdes foram satisfatorias.

M 1 2 34 5 M678 9 10M 11 12 13 1415M 1617 18 19 20 M 21 22 23 24 25
- ! o
2000 pb : o M s e
— o R P -

Figura 2. Reég(”)es RAPD em amostra de Pau-rosa com um “primer” (P50 °5-
ACGGCGTATG-3" onde variou-se a concentragdes de: DNA (1 a 5); Taq (6 a 10);
MgCl, (11 al5); dNTPs (16 a 20) e “primer” (21 a 25). M = marcador lambda Hind

111 fragmentado.

A
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Figura 3. Resultados de eletroforese de ensaios RAPD para Pau-rosa (Aniba rosaeodora
Ducke), onde A - reagdes em que ndo foi adicionada BSA. B - reagdes em que foi
adicionada BSA, concentragdo de 0,1%.. A seqiiéncia do “primer” P50 5'-ACG GCG TAT

G-3°. M - MHindIIl

Vinte “primers” foram avaliados quanto ao numero de bandas RAPD geradas e ao
polimorfismo verificado para estas bandas. Apenas onze foram utilizados, ja que os demais
obtiveram padrdes insatisfatorios (poucas bandas ou muito monomorficas). Neste teste, o
numero médio de bandas produzidas por planta foi de 8.2, sendo 2.7 a média de bandas

polimorficas. Embora seja um valor considerado baixo de polimorfismo, deve-se considerar
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que foi apenas um teste inicial para saber o poder de detec¢do de cada “primer” e que
apenas quatro plantas foram avaliadas. Isto incrementa as expectativas de aumentar o

polimorfismo quando se avaliar um numero maior de individuos.

O ntimero médio de bandas produzidas por RAPD parece ser independente do
tamanho do genoma e em organismos tdo diferentes quanto cianobactérias e a soja,
observou-se um nimero médio de cinco bandas por reagdo (Ferreira & Grattapaglia, 1998).
Entio, RAPD-PCR pode ser considerada uma boa ferramenta para acessar variabilidade
genética também de populagdes de Pau-rosa, ja que nas condigbes utilizadas para a
realizacio das PCRs aqui relatadas, a média de bandas observadas por planta foi superior a |
cinco e ocorreu polimorfismo. Quanto ao tamanho dos fragmentos amplificados, estes

variaram de 185 a 2.300 pb.

O resultado da reprodutibilidade foi variavel. No exemplo da Figura 3 e da Tabela 1,
houve variagdo do grau de reprodutibilidade individual de cada banda para um “primer”

entre 45 e 100%.

M1 2 3 4 5 6 7 8 910 111213 14 1516 17 18 19 20
e e~ T N o -

A

Figura 4. Eletroforese de RAPD para Pau-rosa (4Aniba rosaeodora Ducke) em que foi
testada a reprodutibilidade individual por banda. Utilizou-se as mesmas condi¢des em
duas PCRs (A e B ). Os nimeros identificam os individuos e as letras a até m

identificam bandas. A reprodutibilidade por banda estd indicada na Tabela 2. M -

A/HindlIIl. “Primer” P48.




Tabela 2. Freqiiéncia e grau de reprodutibilidade de bandas geradas por RAPD — PCR

“primer” 48.
bandas a b ¢ d e f g h i J k 1 m
Coincidéncias * 20 19 14 20 9 17 16 15 20 13 20 20 20
Reprodutibilidade ™ 100 95 70 100 45 85 80 75 100 65 100 100 100

: n°. de vezes em que ocorre coincidéncia do padrio da banda em ocasides (A ¢ B na Figura 3) diferentes
* grau de reprodutibilidade: percentagem de vezes em que ocorre coincidéncia do padrio da banda em 20 chances

O nimero médio de indices de auto — similaridade igual a um (1) variou em funciio
da admissdo ou ndo de bandas com graus de reprodutibilidade entre 70 e 90%. Houve
diferenca significativa para este indice detectada pelo teste de Tukey, com probabilidades <
5,8%, para os contrastes entre o tratamento 2 e qualquer outro. As médias dos tratamentos 3
e 4 indicaram que a diferenca entre estes dois tratamentos foi estatisticamente significativa
(P=4,2 %).

Entdo, pode-se dizer que, pelas anélises até aqui realizadas, ficou demonstrado que
somente a aplicagdo do critério de eliminagdio das bandas RAPD que apresentaram grau de
reprodutibilidade menor que 90%, antes de realizar o calculo de indices de similaridade de
Jaccard, influenciou significativamente estes calculos. A eficiéncia da eliminac¢dio de bandas
com grau de reprodutibilidade menor que 80% antes do calculo de indices de similaridade
foi detectada sobretudo com relagfio ao niimero de bandas. Embora a eliminagfo de bandas
com reprodutibilidade maior que 90% seja o padrio ideal, este retira um nimero muito
elevado de bandas das andlises. J4 o tratamento com banda acima de 80% aumenta este
numero, apesar de admitir o uso de bandas menos reproduziveis. A eliminagio de bandas
com reprodutibilidade menor que 70% (tratamento 4) nfio produziu efeito diferente,
estatisticamente significante, da ndio aplicagdo de critério de selegio de bandas, isto é,
utilizar todas as bandas (tratamento 1). Esse padriio de reprodutibilidade na verdade era
esperado ja que, ao eliminar as bandas com menor repetibilidade individual, elimina-se
também a chance da reprodutibilidade ser menor.

A aplicagfio do teste de correlagio entre matrizes (Teste de Mantel) foi eficiente
porque permitiu avaliar a eficiéncia dos critérios de selegdio de bandas também sobre indices
de similaridade entre cada matriz produzida em cada PCR. O coeficiente de correlagdo {9
entre matrizes geradas sem a elimina¢do de bandas (tratamento 1) foi de 0,21 (P > 10,0%),
matrizes geradas para o tratamento 2 foram correlacionadas com coeficiente r = 0,92
(correlagdio significativa com P < 1,0%), ao tratamento 3 gerou coeficiente 0,52 (P = 5,0%)

¢ a comparagdo para o tratamento 4 gerou coeficiente 0,21 (P > 10,0%). A anilise de
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correlagdo entre matrizes distribuiu melhor o peso das conclusdes. Isto é, ndo mais apoiadas
somente sobre a coincidéncia dos padrdes de bandas RAPD produzidos para oito plantas por
“primer”, em ocasiGes diferentes, ou seja, sobre indices de auto-similaridade, mas também
considerando a similaridade existente entre duas matrizes produzidas em ocasides

diferentes.
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1.4.Conclusodes

D 1- A geragdo de bandas RAPD para Pau-rosa € possivel quando o material vegetal é
coletado em tubos de polietileno com granulos de silica gel, armazenados a -20 °C e 0o DNA

é extraido utilizando tampdo de extragdo contendo o detergente SDS com o protocolo

Edwards et al. (1991).

2- A aplicagdo de um critério de selegéio de bandas RAPD, em que foram eliminadas

aquelas com grau de reprodutibilidade menor que 90%, influenciou significativamente o

valor calculado para os indices de similaridade de Jaccard. A reprodutibilidade dos ensaios
RAPD para Pau-rosa foi estatisticamente satisfatéria quando se utilizou bandas com

reprodutibilidade acima de 90%.
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Capitulo 2

Anailise da diversidade genética em duas geracoes de Pau-rosa (4niba

rosaeodora Ducke) da Reserva Ducke (Manaus, Amazonas)

2.1.Introducio

‘ Uma das formas em que a diversidade dentro das espécies se manifesta é na .
v diferenciagio genética entre as geracbes dentro das populagdes. Alguns fatores
j demograficos e genéticos, tais como o fluxo génico entre individuos (aparentados) vizinhos
e selegdo, podem ser detectados por diferencas genéticas entre classes de idade (Ritland,
1989 Apud Chung et al, 2000). Alguns estudos tém demonstrado essa diferenciagdo na
estrutura genética das populagdes utilizando classes de idade (Yazdani et al., 1985; Muona
et al., 1987; Kawaguici & Kageyama, 2001). Se o nimero de individuos originais em uma
geragdio for alterado, na gerag@io seguinte o conjunto génico pode ser também reduzido e
influenciar na diversidade genética da progénie (efeito gargalo — “bottleneck”; Futuyma,
2002). Isto pode ser explicado pelo fato de que a diversidade genética dentro das populagdes
naturais, idealmente panmiticas, representa o balango entre as forgas evolutivas de mutagdo,
deriva, selegfio natural e ainda a migragio. Sem a agiio destas forgas, espera-se que a
diversidade genética (indice de heterozigosidade) seja mantida ao longo das geragdes. /
Apesar destes resultados, Neale (1985) n3o demonstrou a existéncia de redugfio da
diversidade genética em cinco estigios de crescimento para Pseudotsuga menziensii var.

menziensii em 4rea manejada.Mesmo assim, a tendéncia é que ao reduzir artificialmente

‘ populagdes pode haver menor diversidade genética disponivel para as geragSes
g subseqiientes (Lacy, 1987; Hartl, & Clark 1989; Ledig, 1992; Murawski et al.,1994;
1 Frankhan, 1995; Young ef al., 1996; Savolainen & Kuittinen, 2000; Putz. et al., 2001).

Muitas espécies que tiveram suas populagdes reduzidas em fungfio da exploragdo de
suas populagbes naturais poderiam, portanto, apresentar estes efeitos negativos em suas
caracteristicas genéticas. Entre estas se pode destacar o Pau-rosa (4niba rosaeodora Ducke,
Lauraceae), espécie arborea que chega a 40 metros de altura (Mitja & Lescure, 2000) e que
sofreu intensamente com a exploragéo, pois uma de suas principais caracteristicas é o aroma
adocicado resultante da presenga da esséncia de linalol em toda a planta (Aratjo er al,

1971). Utilizado na industria de perfumaria, o linalol possui alto valor de mercado
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(SUDAM, 1972), onde o prego de catalogo divulgado por fornecedores internacionais varia
de US$13,40 a US$15,75 para 100 mL de linalol com pureza de 97% e de 118, para 1 g de
“DL-linalool” (Chemax, 2003).

Técnicas predatorias, com retirada de toda a arvore do local sem deixar possibilidade
de brotamento, tém sido amplamente empregadas. Em fungéo disto, atualmente, o acesso as
areas com populagdes remanescentes ¢ dificil (SUDAM, 1972) e a espécie € alocada na
categoria “em perigo" de extingdo (IBAMA, 1992; Vial-Debas, 2000).

Evidéncias demonstram que os regenerantes do Pau-rosa crescem quando existe
uma clareira na mata, principalmente onde ha uma mortalidade acentuada das arvores
vizinhas por senilidade, derrubadas pelo vento ou atacadas por doengas (SUDAM, 1972;
Mitja & Lescure, 2000). A necessidade particular por luz na fase juvenil, associada a alta
predagiéio de sementes (Spironello ef al., 2003) e a irregularidade da floragfo e frutificagéo
(Magalhfies & Alencar, 1979; Kubitzki & Kurtz, 1984), acarreta em reduzido numero de
regenerantes (plantas em estado juvenil). A dispersdo de frutos e sementes se faz
basicamente por meio de passaros, como tucanos, conforme observaram Spironello ef al.
(2003) em plantios desta espécie.

As plantas de Pau-rosa apresentam dicogamia sincrdnica e protoginia, o que
favorece muito a alogamia. Sobre polinizadores, grupos de Meliponinae ja foram registrados
em plantas de Pau-rosa, sobretudo pela compatibilidade de seu tamanho - de 2 a 3 mm de
comprimento - com o da flor (Kubitzki & Kurtz, 1984). No entanto, € possivel que outros
grupos de pequenos insetos, ordem Thysanoptera, atuem como agentes polinizadores
(Spironello et al., 2003).

Proxima a cidade de Manaus encontra-se, na drea da Reserva Florestal Adolpho
Ducke, uma populagio remanescente representativa de Pau-rosa em termos de nimero de
individuos, de acordo com dados de levantamentos floristicos e inventarios (Ribeiro et al,
1999; Spironello ef al,, 2003). Como em outras areas com Pau-rosa, em intensa exploragéo
no século passado para abastecer as muitas usinas de beneficiamento de linalol existentes na
cidade de Manaus (SUDAM, 1972). O modelo de exploragdo € basicamente a retirada total
das plantas sem deixar possibilidade de rebrotagéo.

Considerando a importincia de se verificar a variagdo na diversidade em diferentes
estagios de crescimento, os objetivos deste trabalho foram investigar a diversidade genética
entre duas geragbes de plantas assim como entre dois diferentes modelos de distribuigsio

espacial das plantas de Pau-rosa na Reserva Florestal Adolpho Ducke (Manaus/AM).
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2.2. Material e métodos

Local de estudo

A populagiio amostrada esta localizada na Reserva Florestal Adolpho Ducke, area de
propriedade do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazodnia (INPA) desde 1963, que fica a
26 km da cidade de Manaus, Amazonas, Brasil, na Rodovia AM — 010 (2° 37° S 60° 11’ O).
A Reserva tem uma drea de 100 km? (10 x 10 km). O relevo da Reserva é ondulado, com
uma variagdo altitudinal de 80 m entre platés e partes mais baixas, o que leva a divisdo da

area em duas partes distintas, separadas por um platé central (Figura 1) (Ribeiro er
al.,1999).

Coleta de material vegetal

Plantas adultas de Pau-rosa foram localizadas e identificadas na Reserva Florestal
Adolpho Ducke. Estimativas das distincias entre as plantas foram realizadas para tragar um
mapa de distribuigio das adultas. Folhas jovens de 39 plantas adultas e de 60 plantas em
fase juvenil (regeneragdo) foram coletadas em toda a 4rea da reserva sendo que, destas
adultas, apenas 18 tinham plantas em fase juvenil (o nimero de juvenis variou de um a nove
em cada planta adulta). A area de coleta foi considerada num raio de aproximadamente de
15 metros sob as copas de cada arvore. As folhas coletadas foram acondicionadas em tubos
plasticos, contendo silica gel e, posteriormente, transportadas até o Laboratério de Biologia

Molecular da Embrapa Amazénia Ocidental, onde foram preservadas a -20 °C.

Extragio e quantificacdo de DNA

O método utilizado na extragdo de DNA foi o de Edwards e al. (1991), ja descrito
no capitulo 1. A quantificagio do DNA foi realizada por espectrofotometria em aparelho
GeneQuant pro RNA/DNA Calculator (Amersham Pharmacia Biotech). Calibrou-se o
espectrofotdmetro com agua estéril e em seguida tomou-se 20 pL da solugdo de DNA recém
extraidas e diluiu-se em 1880 pL de 4gua estéril em cubeta de 2 mL, onde se fez a leitura a
260 e 280 nm e a quantificagio do DNA em ng. Para uniformizar o preparo das reages de
amplificagdo, as solugdes de DNA foram diluidas para a concentragfio de 10 ng/mL, em

agua destilada autoclavada, e também mantidas a —20 °C.
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Figura 1. Distribuic@o de plantas de Pau-rosa (Aniba rosaeodora Ducke) na Reserva Florestal
Adolpho Ducke, Manaus/AM. A drea hachurada equivale a um platd central de maior cota. O
simboloo representa as adultas que apresentaram plantas juvenis sob a copa ; S30 as

demais plantas adultas. Plantas marcadas com a letra “A” (Grupo 1, agrupadas) e “B”
componentes do Grupo 2 mais dispersas.
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Reacoes RAPD - PCR

Todas as reagdes foram realizadas conforme os procedimentos de otimizagio e
padronizaggio descritos no Capitulo 1 deste trabalho. O termociclador utilizado foi o Perkin
Elmer Amp PCR System 2400. Foram utilizados nove “primers” decimeros, de seqiiéncia
arbitréria (Tabela 1). Reagdes controle foram realizadas com todos os “primers”. Estas
reagBes consistem basicamente de colocar todos os reagentes em um unico tubo, exceto o
DNA. Assim observou-se a geragio ou ndo de produtos amplificados, verificando a
existéncia de contaminagdo nas reagdes. A obtengfio das imagens € analises dos dados,

assim como a visualizagdo e das bandas, estéo descritos no Capitulo 1.

Anilises genéticas e estatisticas

Para as anlises, utilizou-se apenas as bandas com reprodutibilidade acima de 80%,
conforme os testes do Capitulo 1. Calculou-se a percentagem € 0 numero de locos
polimérficos para as duas geragdes (plantas adultas e para plantas regenerantes). O
programa utilizado foi o POPGENE - verséo 1.32 (Yeh et al., 1999).

A distribuigdo .da diversidade genética foi avaliada de duas formas: entre e dentro as”
duas geragdes e entre e dentro as duas formas de distribuigdo das plantas dentro da Reserva
(Dispersas e Agrupada; Figura 1). Para isto, empregou-se a Analise de Variéncia Molecular
(AMOVA) de acordo com Excoffier et al. (1992) utilizando o programa Arlequim versio /
2.0 (Schneider et al., 2000). A matriz Euclidiana de distdncia genética foi utilizada € a
signiﬁcﬁncia dos componentes da variagdo foi testada com 1000 permutag¢des. Para avaliar a
diversidade entre os grupos com diferentes distribui¢des geogréficas, levou-se em conta
como as plantas estavam distribuidas na area (Figura 1). No primeiro grupo, as plantas estdo
mais préximas € numa cota intermediaria entre platd e drea mais baixa (26 plantas adultas e
25 regenerantes). No outro grupo encontram-se 13 adultas e 35 regenerantes, sendo que
estiio mais espalhadas e numa cota maior (platd).

Estimou-se ainda o fluxo génico ou nimero médio de migrantes por geragdo (Nm)
entre estes dois grupos. O valor de Nm ¢ baseado em estimativas feitas do valor de GST em
fungdo dos valores de FST, onde [Nm = 0,5 (1-GST)/(GST)] (Slatkin & Barton, 1989). Este
parametro foi estimado no programa POPGENE.

Para aval
ses, resultando em duas representagdes graficas: 1- dendrograma utilizando-

jar o padrdo de agrupamento espacial entre as adultas e regenerantes foram

feitas duas anli

se a distancia de Jaccard com o algoritmo UPGMA no programa NTSYS pc v. 1.60 (Rohlf,
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1990); e 2- o padréo de relagdo bidimensional com a Anilises de Componentes Principais

(PCA), para cada grupo em separado na rotina MXPLOT e também no programa NTSYS.
A correlagio entre matrizes de distincia geografica - distincias reciprocas, de acordo

N com Manly (1997) e Peterson et al (2003) - e de distincia genética (indice de

dissimilaridade de Jaccard) entre plantas adultas foi realizada utilizando o teste de Mantel
EJ (1967). Avaliou-se também a existéncia de diferencas significativas nas freqiiéncias das

bandas para cada grupo por meio do Teste Exato de Fisher (Raymond & Rousset, 1995).

Para estas duas andlises implementou-se o programa TFPGA (Miller, 1997), com 1000
| permutagdes, considerando as corregdes sugeridas por Lynch & Milligans (1994) para

analises de marcadores dominantes.

@
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2.3.Resultados

Foram geradas 107 bandas no total, sendo que apenas 71 foram utilizadas para as
analises considerando o critério de 80% de reprodutibilidade (Capitulo 1). Destas
selecionadas, 55 foram polimérficas, o que equivale a 77,46% de polimorfismo (Tabela 1).
Pelo fato da grande maioria das bandas eliminadas serem polimérficas, o polimorfismo

médio caiu quando passou de um conjunto de 107 bandas (84,11%) para 71 bandas com

polimorfismo de 77,46%.

Tabela 1 . Seqiiéncia dos “Primers” utilizados para gerar fragmentos RAPD para plantas de
Pau-rosa (4niba rosaeodora Ducke) da Reserva Florestal Adolpho Ducke, com niimero
de bandas totais e polimérficas, percentagem de polimorfismo e tamanho da maior e
menor bandas geradas por cada “primer”.

“primer” sequéncia n’ de bandas

totais polimérficas % variagiio em pb

P4 '5-AAGTCCGCTC-3’ 10 8 80,0 470 -1570
P6 '5-CCACGGGAAG-3’ 5 5 100,0 485 - 980
P10 '5-TCAGAGCGCC-3’ 7 6 85,71 570 -1000
P16 '5-AAGACCCCTG-3* 8 8 100,0 490 -1780
P19 '5-CTTCACCCGA-3’ 7 7 100,0 500 -1650
P40 '5-AGCGCCATTG-3’ 8 5 62,5 485 -1470
P48 '5-GGCACGCGTT-3" 9 5 55,5 350 -1340
P50 '5-ACGGCGTATG-3’ 9 6 66,7 475 -2000
P51 '5-CATCCGTGCT-3" 8 5 62,5 300 -1550

Total 71 55 77,46

Comparando cada geragdo, o nimero e percentagem de locos polimérficos foi maior
para as regeperantes. Teve-se 55 locos polimérficos (LP) € 77,46% de polimorfismo nas
regenerantes, sendo que nas adultas houve 50 LP equivalente a 70,4% de polimorfismo.
Estes niimeros representam um aumento de 9,1% de polimorfismo nas regenerantes.

A andlise de varidncia molecular (AMOVA) mostra a distribui¢do da diversidade
genética entre quatro niveis hierarquicos avaliados: dentro as duas gera¢des de Pau-rosa e
entre ¢ dentro dois padrdes de distribui¢do geografica das plantas (Tabela 2). A maior parte
da diversidade esti dentro das geragdes (94,55%) e a fragio menor se encontra entre as
geragdes (5,45%). A anilise indica também que ndo hé diferenga entre a distribuiggio
geografica, sendo que apenas 1,00% da diversidade pode ser explicada pela distribui¢so
espacial da plantas na Reserva Ducke, o que ¢ ndo significativo (p =0,33). Dentro de cada
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grupo (Dispersa ¢ Agrupada) a diferenga de diversidade entre as geragoes correspondeu a

2.89% (p <0,0001).
D
Tabela 2. AMOVA de dados RAPD para Pau-rosa (Aniba rosaeodora Ducke) onde quatro
niveis sdo avaliados. Duas geragdes de plantas adultas e regenerantes e dois modelos de
distribuicéo geografica (Dispersas € Agrupadas) da Reserva Florestal Adolpho Ducke,
Manaus, Amazonas.
Fonte de varia¢ao GL Soma dos Componentes da  Porcentagem P*
! quadrados variancia de variacio
|
fl Entre geragoes 1 51,658 0,79926 5,45 <0,0001
| Dentro das geragdes 97 1345877 13.87502 94,55  <0.0001
|
‘, Total 98 1397,535 14,67428 - -
Entre grupos 1 25,284 0,17264 1,00 0,33
| Entre geragdes.dentro grupos 2 60,168 0,73221 2,89 <0,0001
: : Dentro dos grupos 95 1312,083 13.81140 96,11 <0,0001
4 Total 98 1397,535 14,37096 - -
| ® _
Nivel de significincia das analises
Agrupadas
gsopp —— 7
400 pb
./.
f
I 6sopp —— "
Figura 2. Padrao eletroforético de fragmentos RAPD — PCR do “primer” P40 em plantas adultas de
‘ Pau-rosa. As setas destacam dois fragmentos (F1 e F2) presentes apenas cm adultas mais
| agrupadas. M = marcador de peso molecular 1 Kb Ladder Plus e C = reagdo controle.
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A figura 2 mostra a ocorréncia de duas bandas encontradas apenas em plantas
adultas do grupo mais proximas geograficamente e numa conta menor (Agrupadas). As
plantas dispersas nfo apresentou esta banda. J4 quando analisadas todas as bandas quanto as
suas freqiiéncia em cada grupo considerando também as regenerantes, os resultados do teste
exato de Fisher indicaram que nfio houve diferenga significativa quanto & distribui¢do de
bandas ou fragmentos entre grupos (Dispersas e Agrupadas; p < 0,05), isto &, ndo ha
diferena no padrdo de distribui¢do das freqiiéncias das 71 bandas avaliadas para os dois
grupos.

O dendrograma gerado a partir do indice de similaridade de Jaccard mostra a
formagio dos agrupamentos entre todas as plantas adultas e regenerantes (Figura 3). Ndo
houve a formagio de grupos supostamente aparentados, isto ¢, as plantas adultas associadas
com as respectivas regeneragdes. Por outro lado, observa-se claramente que as plantas
adultas mostram-se coerente com a distribuigdo geografica na Reserva Ducke. As adultas
que estdo mais agrupadas (no mapa plantas com a letra A) tém maior similaridade também
no dendrograma de Jaccard, o que ndo acontece com as mais dispersas (no mapa letra B)
que assim se apresentam mais espalhadas no dendrograma.

As regenerantes tenderam a se agruparam mais entre sim que associadas as adultas,
independente de que agrupamento (Agrupadas ou Dispersas). Se considerarmos as plantas
adultas que estdo mais associadas com regenerantes, uma maior proporgdo esta entre as
agrupadas (letras A). Ou seja, mais regenerantes das agrupadas proximas as adultas das
agrupadas. Apenas uma planta adulta apresentou-se com algumas de suas regenerantes no
mesmo ramo (adulta A8).

Quando avaliada a correlagio entre as matrizes das distdncias geograficas e
distancias genéticas (indice de dissimilaridade de Jaccard) entre todas as plantas adultas de
Pau-rosa, o indice de correlagio foi muito baixo embora significativo (r = 0,10; p = 0,012),
o que significa dizer que o padrio de distribuigio da diversidade genética pode ser

explicado em parte pelo padrdo de distribuigdo geografica.
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Figura 3. Agrupamento de 99 plantas de Pau-rosa (Aniba rosaeodora Ducke) adultas e regenerantes

com distancia de Jaccard pelo algoritmo UPGMA. A letra “A” representa as plantas do grupo 1
(Agrupadas) e “B” as do grupo 2 (Dispersas) sendo que letras e niimeros sdo as regenerantes,

|
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Figura 4. Representagdo bidimensional da Anélise de Componentes Principais (PCA) entre as plantas
adultas e regenerantes de dois grupos (Agrupadas e Dispersas) da Reserva Ducke. As plantas dentro
dos circulos sfo as adultas. A percentagem de variabilidade explicada pelos eixos: PC1 36,06% e
PC2 5,33%. Cada grupo ¢ apresentado em figuras separadas para facilitar visualizaggo.

O arranjo bidimensional das plantas gerado pela Andlise de Componentes Principais

(PCA) revelou um maior agrupamento de regenerantes em torno das supostas mées (plantas

adultas que os cobrem com a copa) nas Agrupadas do que nas plantas Dispersas, onde os

regenerantes aparecem quase como um grupo independente das plantas adultas (Figura 4), o

que corrobora a organizagdo verificada no dendrograma (Figura 3).
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2.4. Discussio

A populagdo de Pau-rosa em estudo apresenta altos niveis de diversidade genética
(% de polimorfismo variando de 78,0 a 85, 1%) o que estd coerente com dados para
espécies tropicais com polinizagio cruzada e dispersdo de sementes por animais (Hamrick et
al., 1992). Em Cryptocaria moschata Lauraceae, por exemplo, o polimorfismo foi de 85 %,
(alozimas) (Moraes et al., 1998), semelhantes aos nossos dados. Em Ocoteae tenera
Lauraceae, o polimorfismo foi de 44%, a heterozigosidade (Gibson & Wheelwright, 1995).
Considerando o processo de exploragéio que a espécie sofreu, especialmente nesta area, a
diversidade estimada ¢é elevada.

A Anidlise de Varidncia Molecular (AMOVA) tem-se mostrado eficiente e
compativel com a abordagem a que os dados com marcadores RAPD tem sido utilizados,
com respeito a distribui¢dio da diversidade genética nas mais variadas condi¢bes (Huff et al.,
1993; Cardoso et al., 1998; Bussel, 1999; Jordano & Godoy, 2000; Escuredo et al., 2003;
Peterson et al., 2003; Reis & Grattapaglia, 2004). A abordagem que essa andlise da aos
dados em Pau-rosa em toda a Reserva Ducke (Tabela 2) mostou que a diversidade genética
esta essencialmente dentro de cada geragio (94,55%) sendo que apenas uma menor fragdo
da diversidade estd entre as geragdes (5,45%). A alta significancia dos testes (p <0,0001)
por outro lado, sugere que apesar de ser um valor baixo (5,45%) este ndo pode ser
desconsiderado, isto é, na verdade uma fragio da diversidade genética esta entre as
geragbes, o que ja foi demonstrado também pela percentagem e niumero de locos
polimérficos, ligeiramente maoires nas regenerantes.

Algumas sugestes podem ser feitas para o aumento de diversidade nesta geracfo.
Inicialmente, pode ter havido uma falha de amostragem, uma vez que se analisou 60 plantas
regenerantes e 39 adultas. Por outro lado, quando se arranjou ao acaso as plantas em grupos
com mesmo numero de amostras, ndo se observou um padrdo estabelecido, isto &, os
resultados da porcentagem e numero de locos polimérficos variaram a cada combinagio
sem haver diferenga significativa. Esta considerac@o (amostragem) foi levantada por Seoane
et al. (2000) trabalhando também com variagéio genética com isoenzimas entre geracdes de
populagdes de Guaranté (Esenbeckia leiocarpa Engl., Rutaceae), arbérea tropical da Mata
Atlantica. Neste trabalho os autores sugerem que o maior niimero de alelos detectados nas

progénies, em relagéo aos individuos adultos, seria decorrente de problemas amostrais nos

adultos, nio detectando toda a variagdo alélica presente na populagéo. Outra explicagéo para
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o maior valor de polimorfismo na geragfio de regenerantes seria o fato do Pau-rosa ser uma.
espécie alédgama, fazendo com que alelos diferentes oriundos de plantas ndo coletadas
aumentasse os valores de polimorfismo na geragdo seguinte. Os estudos avaliando
diversidade em distintas condi¢des tém mostrado dados variados. Neale (1985) demonstrou,
por exemplo, que nfo houve diferenca da diversidade genética em cinco estagios de
crescimento para Pseudotsuga menziensii var. menziensii em area manejada.

A Andlise de Varifncia Molecular confirmou também a falta de relagio existente
entre o padriio espacial de distribuigcdo das plantas e a diversidade genética. Neste caso,
apenas 1,00% (p <0,33) da diversidade pode ser explicado pelo arranjo das plantas na area,
embora ndo tenha sido significativo. Em outras palavras, este arranjo dos grupos nfo
influencia a diversidade da populagiio em anélise, mas sim o arranjo das plantas dentro de
cada grupo (96,11% ; p < 0,0001). Mesmo a diferenga entre as geragdes dentro de cada
grupo tem maior interferéncia na diversidade do que a distribuigdio espacial de cada grupo
(2,89% ; p < 0,001). Outras duas anélises suportam as anilises da AMOVA quanto ao
padrdo de diversidade em fungdio da distribuigao geografica. Embora a metodologia aqui
utilizada seja apenas uma estimativa e tenha restri¢des, o fluxo génico ou niimero de
migrantes por geragdo entre as dois grupos € muito alto (Nm = 32,9). Isto sugere uma troca
intensa de alelos entre os grupos dentro da Reserva Ducke, fazendo com que os valores de
diversidade sejam homogéneos em toda 4rea. Quando as frequéncia das 71 bandas avaliadas
foram testadas pelo teste exato de Fisher, observou-se também que nfio houve um
desequilibrio em fungfo da distribui¢iio geografica (p > 0,05).

Observa-se que, ao separar-se os dois grupos para a Andlise de Componentes
Principais (PCA; Figura 4), ha mais plantas regenerantes associadas as adultas nas
agrupadas que nas dispersas, o que pode ser explicado pela transferéncia de regenerantes
das agrupadas para as dispersas ou de plantas que ndo foram amostras neste trabalho.

H4 que se considerar, portanto, a importincia das aves dispersoras de sementes e a
existéncia de um fluxo génico intenso (Nm = 32,9) entre os dois grupos. Apesar dos RAPDs
ndo serem apropriados para a estimativa de fluxo génico, sendo, portanto, apenas uma
aproximac#o, outras evidéncias fortalecem a idéia de alta transferéncia de alelos entre
grupos desta populagdo. Por exemplo, sabe-se que a taxa de dispersdo de sementes nas
florestas tropicais € alta (Weeb & Peart, 2001) o que néo € diferente para Pau-rosa. Dados

iniciais de dispersdo de sementes em drea de plantio de Pau-rosa na Reserva, indicaram que

metade dos frutos foi removida das plantas adultas para outras localidades (Spironello ef al.,
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2003), semelhantes a outra espécie de Lauraceae com 46% de remogdo de frutos por
passaros (Wheelwright, 1993).

Quando analisado o modelo de distribuicBo das plantas representado pelo
dendrograma e também o teste de Mantel (r = 0,10; p = 0,012), estes indicam que a
diversidade genética entre as plantas adultas pode ser explicada, em pequena parte, pela
distancia geografica. Na Figura 3, as plantas com maior similaridade sfo as representadas
pelas letras “A” no dendrograma, exatamente as plantas mais préximas geograficamente
(Figura 1). Ja as plantas mais dispersas no mapa se encontram mais distantes entre si
também no dendrograma.

A falta de similaridade genética entre as plantas adultas e as supostas progénies
deve-se & baixa resolugdio comumente observada neste tipo de andlise com marcador
dominante como RAPD. Ou seja, é comum n#o observar este padrdo de agrupamento com

individuos préximos geneticamente (C.Clement, comunicagfo pessoal, 2004).




2.5.Conclusdes

1. Apesar de ser uma ferramenta limitada em alguns aspectos, 0 RAPD possibilitou

detectar altos niveis de diversidade genética na populagdo em Pau-rosa da Reserva

Ducke.

2. A diversidade genética de Pau-rosa na Reserva Ducke foi levemente diferente entre

as duas geracdes avaliadas. Esta afirmacdo concorda com o maior nimero e

percentagem de locos polimoérficos nas plantas regenerantes que nas adultas.
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Capitulo 3

Estimativas da diversidade e divergéncia entre quatro populacdes naturais

de Pau-rosa (Aniba rosaeodora Ducke) utilizando marcadores RAPD

3.1. Introduc¢io

A diversidade genética dentro das espécies € um dos componentes da Biodiversidade
do planeta, juntamente com a diversidade entre espécies (dentro de um ecossistema) e a
variagdo nos ecossistemas (Frankhan, 1995). A diversidade dentro das espécies é o
componente fundamental no processo da evolugdo dos organismos vivos, uma vez que é
responsavel pela capacidade de adaptagéio das espécies as alteragdes ambientais (Lande &
Shannon, 1996; Young et al., 1996; Geburek, 1997; Primack & Rodrigues, 2002).

Alguns fatores influenciam diretamente os niveis de diversidade em espécies
florestais, como as caracteristicas ecoldgicas de distribuigdo geografica e regional, o tipo de
sistema de cruzamento, o tipo de dispersdo de sementes, o modo de reprodugfo € o grupo
sucessional a que as espécies pertencem (Hamrick et al., 1992). De uma maneira geral, os -
niveis de diversidade genética sdo considerados mais elevados nas espécies florestais
arboreas que em outros grupos de plantas (Hamrick et al., 1992). Isto pode ser, em parte,
explicado pelas caracteristicas da biologia reprodutiva, com mecanismos que facilitam a
fecundag@o cruzada, altas taxas de polinizagdo via insetos e elevada dispersdo zoocérica de
sementes (Bawa et al., 1985; Hamrick et al., 1992; Campbell & Peart, 2001). Assim como
variagdo genética, a diferenciagfio ou divergéncia entre as popula¢Ses € também uma das
caracteristicas importantes das populagSes naturais, como conseqii€ncia das forgas
evolutivas no processo sele¢éo natural (Steinger ef al., 2002). /

Portanto, o conhecimento dos niveis de diversidade genética e a compreensio da sua
distribui¢do dentro e entre populagdes, assim como o conhecimento da divergéncia genética
entre as populagdes naturais, sobretudo em espécies ameacadas de extingéo, ¢ importante
para a defini¢@o de medidas de manejo florestal e conservagdo de forma que a utilizagéo dos
recursos naturais seja sustentavel (Bawa, 1990; Lindenmayer et al., 2000; Jennings et al,
2001; MacDonald et al., 2001; Escuredo er al., 2003).

Em funcio desta necessidade € o do avango dos marcadores moleculares como :
RFLP, AFLP, RAPD e microssatélites, muitos trabalhos tem sido realizados com espécies

florestais para identificar a estrutura e distribui¢do da diversidade genética e suas
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implicagGes para estudos de colegdes de germoplasma e conservagdo (Milligan et al., 1994; -
Cardoso et al., 1998; Luikart et al., 1998; Gillies et al., 1999; Lemes et al., 2003; Reis &
Grattapaglia, 2004). No caso especifico de marcadores RAPD, seu uso pode ser importante
quando apropriados cuidados sdo tomados no que se refere a avaliagdo de suas bandas e
analises de dados considerando suas limitagdes (Lynch & Milligan, 1994; Yeh ef al., 1995;
Weising et al., 1995; Gillies et al., 1999). J/
Padrdes de estruturagdo da diversidade em populagdes naturais foram detectados
com RAPD em espécies importantes como em Populus tremuloides, Isotoma petraea,
Prunus mahaleb, além de marcadores RFLP em Senecio vulgareis e micorssatélites em
Pinus taeda L. e Caryocar brasilienses (Yeh et al., 1995; Bussel, 1999; Pedro & Jordano,
2000; Collevatti et al, 2001; Al-Rabab’ah et al, 2002; Steinger, 2002; Reis &
Grattapaglia, 2004). Marcadores RAPD também tém sido amplamente utilizados na /
avaliagdo da diversidade genética em muitas espécies ameagadas de extingdo a exemplo de
Pau-Brasil (Caesalpinia echinata), Aroeira (Myracrodruon urudeuva), Mogno (Swetenia
macrophylla), Limonium dufourii, Wyethia reticulara e Anthericum liliago (Aires & Ryan,
1997; Palacios & Gonzaléz-Candela, 1997; Cardoso et al., 1998; Gillies et al, 1999;
Peterson et al., 2003). Seu uso difundido se deve sobretudo a maior simplicidade, custo e
rapidez, em comparagfo com outros marcadores tais como RFLP e microssatélites. Y

Entre as espécies de importancia econdmica da Amazonia estd o Pau-rosa (4niba
rosaeodora Ducke, Lauraceae.). Esta espécie esta incluida na lista de espécies ameagadas
(IBAMA, 1992) em fun¢fo das intensas atividades de exploragdo a que foi submetida no
século passado para a obtengZio do dleo essencial rico em linalol, que tem alto valor
comercial (SUDAM, 1972). Hoje suas populagbes estdo ainda mais reduzidas em
decorréncia da intensa exploragéo.

Muito embora seja um dos recursos genéticos da Amazdnia considerado mais
estratégico em fungdo da importdncia econdmica e ameagada de extin¢fo, nfo existem
dados a respeito de caracteristicas genéticas, tais como a distribuiggo da diversidade e fluxo
génico em suas populagdes naturais.

Objetivou-se com este trabalho definir os niveis de diversidade genética dentro e
entre populagdes naturais de Pau—rosa remanescentes em areas de exploragdo, utilizando
marcadores moleculares RAPD, assim como verificar a diferenciacdo genética entre as

populagdes testando a relagdo existente entre as distancias genéticas, a distribuigio espacial

(geogréfica) e o fluxo génico.
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3.2.Material e Métodos

Areas de coleta

Amostras de tecido vegetal foram coletadas nos municipios de Maués (57° 43'
29"0), Parintins (56° 44' 09 O), Silves (58° 12° 33”0) e Manaus (2° 37’ S 60° 11’ O) na
Amazdnia Central, Brasil (Figura 1) (IBGE, 1991). Nesta regidio central, especialmente
préximo a Manaus, o género Aniba possui alta diversidade (numero de espécies) (Kubitzki
& Renner, 1982). As plantas amostradas em Manaus na 4rea da Reserva Florestal Adolpho
Ducke estdo a 26 km ao norte de Manaus. As amostras oriundas dos municipios de Silves,
Parintins € Maués foram coletadas no interior destes municipios (comunidades), nas

proximidades das é4reas de ocupagio urbana.

Coleta de material

Foram coletadas folhas jovens de plantas adultas dos quatro pontos em estudo, sendo
amostradas 37 plantas da Reserva Ducke (Manaus) e 24 plantas de cada uma das outras
populagdes. As amostras dos municipios de Maués, Silves e Parintins foram coletadas nos
anos de 2000 e 2001, como parte do projeto financiado pelo PRODETAB e aquelas da
Reserva Ducke, em 2003. Todas as folhas coletadas foram acondicionadas em tubos
plasticos, contendo silica gel (Chase & Hills, 1991) e assim foram transportadas até o
Laboratério de Biologia Molecular da Embrapa Amazbnia Ocidental, onde foram

preservadas em a temperatura de - 20 °C.
Extracdo e quantificacio de DNA

Amostras de folhas de plantas da Reserva Ducke foram submetidas a extra¢do de
DNA conforme o descrito nos Capitulos 1 e 2. Para as demais foi utilizado o tamp#o de
extragdo com CTAB (Doyle & Doyle, 1987) que havia sido realizada por Quisen et al.
(2003). Esta diferenca em protocolos utilizados se deveu ao fato da baixa qualidade do DNA
extraido quando do uso do CTAB nas amostras da Reserva Ducke, levando ao uso de outro

protocolo, além dos motivos relacionados no Capitulo 1. Realizou-se a quantificagdo do

DNA por espectrofotometria conforme descrito no Capitulo 2.
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Reacgdoes RAPD — PCR

Utilizou-se quatro “primers” decdmeros de seqiiéncia arbitraria com 50 — 60 % de
CG para as andlises (P4, P16 ¢ P48, Tabela 1 do Capitulo 2) e 0 P22 (3’- AATCGGGCTG -
57) (GIBCO BRL - Invitrogen). As condi¢gdes das reagdes RAPD — PCR, obtengido das

imagens e anota¢des dos dados foram descritos nos Capitulos 1 € 2.

Anilises genéticas e estatisticas

As bandas utilizadas nas analises foram as que mostraram reprodutibilidade acima de
80 %. Estimativas da distribuig:ao da diversidade genética entre e dentro das populagdes
foram feitas através da Andlise de Varidncia Molecular (AMOVA; Excoffier et al., 1992)
utilizando o programa ARLEQUIM versdo 2.0 (Schneider et al., 2000). A AMOVA
também foi utilizada para testar o efeito do Rio Amazonas como barreira geografica. Neste
caso testou-se o quanto da variagfio ocorria entre dois grupos: grupo da margem direita
(Maués e Parintins) e grupo da margem esquerda (Manaus e Silves). Esta mesma
comparagio foi feita considerando também as popula¢des como sub-grupos dentro de cada
grupo. A matriz Euclidiana de distincia genética foi utilizada e a significdncia dos
componentes da variagéo foi testada com 1000 permutagdes.

Estimou-se o fluxo génico como média do niimero de migrantes por geracdo (Nm)
onde [Nm = 0,5 (1-GST)/(GST)] pelas estimativas indiretas de Slatkin & Barton (1989)
entre os grupos utilizando o programa POPGENE versiio 1.32 (Yeh et al,, 1999). O mesmo
programa foi utilizado para calcular o nimero de locos polimoérficos e a percentagem de
polimorfismo em cada populago.

Para avaliar a grau de diferenciagdo entre as populagdes, utilizou-se o teste exato de”
Fisher (Raymond & Rousset, 1995) e programa TFPGA (Miller, 1997) onde se verificou a
existéncia de diferengas significativas entre as freqiiéncias dos marcadores (bandas).

As distancias geogréficas entre os pontos foram obtidas indiretamente utilizando-se
mapas georeferenciados (IBGE e Imagens de satélite Landsat TM disponiveis no GISLAB,
do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia — INPA).

Fez-se teste de correlagdo entre a matriz de distancias geograficas e as matrizes de /
distancias genéticas e de fluxos génicos, assim como entre fluxos génicos e distincias
genéticas para avaliar a correlagdo entre estas varidveis. Estes testes foram feitos no

programa TFPGA na rotina teste de Mantel (1967) utilizando-se 1000 permutagdes.
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Calculou-se a distancia ou divergéncia genética entre as populagdes pelo programa
TFPGA, onde se utilizou a distdncia de Nei (1978) com o algoritmo UPGMA (média
& aritmética ndo ponderada). Para que estas estimativas fossem possiveis, considerando as
limitagdes do marcador RAPD para estima-los, optou-se pelas corre¢des sugeridas por
Lynch & Milligan (1994) para marcadores dominantes disponivel no programa TFPGA.

Fez-se ainda o calculo dos indices de similaridade genética de Jaccard entre os

individuos e utilizando o método de agrupamento UPGMA e analise de Componentes
Principais (PCA). Ambos os procedimentos foram feitos utilizando o programa NTSYS — pc
versdo 1.60 (Rohlf, 1990).

:: Para observar o efeito do tamanho das amostras sobre a diversidade, fez-se uma
| amostragem aleatoria de plantas e de numero de marcadores simultaneamente, em ordem
i crescente, e calculou-se o valor da diversidade de Nei (1973) cumulativa (o indice foi
calculado no POPGENE). Os dados foram plotados no programa SYSTAT 9.0, onde

1 calculou-se o valor da correlagdo de Pearson com as respectivas probabilidades.

@

b

4 Figura 1. Localizagdo das populagdes amostradas de Pau-rosa. A-Reserva Ducke (Manaus)
B-Silves; C-Maués e D- Parintins. Fonte: GISLAB — INPA (Landsat TM).




3.3. Resultados

Embora no Capitulo 2 tenham sido utilizados nove “primers”, seu uso nesta fase do
trabalho foi inviabilizada pela falta de Tag polimerase para aumentar este nimero. Apesar
disto, o numero de bandas obtidas foi suficiente para os objetivos propostos. Os quatros
“primers” geraram 51 fragmentos no total, sendo que apenas 35 fragmentos foram
utilizados, uma vez que apenas estas apresentaram padrdes de reprodutibilidade acima de
80% (Capitulo 1). Destas 32 (91,42 %) mostraram-se polimérficos. O tamanho dos
fragmentos variou para cada “primer” de 510 a 1900 pb (P4); de 470 a 1570 pb (P16); de
490 a 1500 pb (P22) e de 450 a 2000 pb (P48). Para o “primer” 22 gerou-se 8 bandas, sendo
6 polimoérficas. O niimero de locos polimérficos variou entre as populagdes. Manaus
apresentou o maior valor (83,0%), Silves 76,5%, Maués 79,2% e Parintins 75,0% de
polimorfismos.

Tabela 1. AMOVA de dados RAPD para Pau-rosa (4niba rosaeodora Ducke) onde
avaliou-se a distribui¢do da diversidade entre e dentro das quatro populagdes. Testou-se

ainda a distribuigdo da diversidade dentro de dois grupos (margens esquerda — Manaus e
Silves) e margem direita — Maués e Parintins) do Rio Amazonas.

*

Fonte de variacgiio GL Somados Componentesda % variagio P
quadrados variancia

Entre pop. 3 176,012 1,94696 24,41 <0,0001
Dentro das pop. 105 668,923 6,37070 76,59 <0,0001
Total 108 844,936 8,31766 -
Entre grupos 1 69,616 0,27555 3,28 <0,0001
Entre pop. dentro grupos 2 106,397 1,76326 20,97 <0,0001
Dentro das populagdes 105 668,123 6,6463 75.76 <0,0001
Total 108 844,936 8,40951 - -

* A~ -
significancia dos testes

Pela Anéalise de Varidncia Molecular (AMOVA), a diversidade genética dentro das
quatro populagdes foi de 76,59% e entre estas de 24,41% (p = 0,001; Tabela 1). J4 os dois
grupos analisados (margens direita e esquerda do Rio Amazonas) mostraram que
contribuem com 3,28% (p< 0,0001) da diversidade, sendo que o restante (20,97%; p<
0,0001) foi atribuido & diferenga entre as populagdes dentro de cada grupo e a maior parte 3
diversidade dentro das populagdes (75,76%; p<0,0001). Por outro lado, ao se fazer a

AMOVA entre cada grupo, desconsiderando um terceiro nivel hierarquico (no caso a
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existéncia de duas populagdo diferentes em cada margem), a variagdo atribuida a separagio

pelo Rio Amazonas aumentou (13.81%) com alta significancia (p <0,0001).

O teste de Fisher mostrou diferengas entre as freqiiéncias das bandas das populacdes
(p < 0,05 para todos os pares de comparagéo). Dois loci apresentaram-se exclusivamente em
algumas das populagdes avaliadas. Um deles (banda H do P16 com 1000 pb) ocorreu
exclusivamente em plantas da populagdo de Manaus. Um outro (a banda F do P22 com 650

pb) foi encontrada em plantas das populagdes de Maués (C) e Parintins (D) (Figura 2).

As populagdes do Baixo Amazonas (Silves, Maués e Parintins) divergiram da
populagdo de Manaus pela distdncia de Nei (1978) (Figura 3), sendo estas trés mais
similares geneticamente. No dendrograma, as populagdes de Maués e Parintins sdo as

populagdes mais proximas entre si e Silves ¢ a mais proxima de Manaus.

Bl B2 B3 B4BS Al A2 A3 A4 AS

" Cl €2 C3 G4 G5 Bl D2 D3 D4 D3
2000pb — 3y

L]

’ .<_~". nu.',m_.
650 pb — % ga

Figura 2. Padrio eletroforético de bandas RAPD-PCR do “primer” P22 em amostras de
quatro populagdes de Pau—rosa (4niba rosaeodora Ducke): A-Ducke; B- Maués; C-Silves
e D-Parintins e. M= marcador 1 Kb Ladder. O fragmento com tamanho médio de 650 pb
aparece apenas nas populagdes C e D.

Quando analisadas as correlagdes existentes entre as matrizes de distincia genéticas
(DGen) e geograficas (DG) pelo teste de Mantel, foi detectado um valor positivo moderado
(r=0,74; p=0,19); entre distincias geograficas (DG) e indices de fluxo génico (Nm) foi r =

(-0,78; p=0,12); e distancias genéticas (Dgen) e fluxo génico (Nm) valor alto e negativo r =

(-0,93; p = 0,06).
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Tabela 2. Matriz de distincias geogréficas em km (DG) e fluxos génicos (Nm) (ntimero de
migrantes por geragfio) para quatro populagdes de Pau-rosa (4riba rosaeodora Ducke).

Reserva Manaus (A) Silves (B) Maués (C)
DG Nm [DG Nm DG Nm

Silves (B) 200 2,50 | - -
Maués (C) 264 2,66 |87 3,30 - .
Parintins(D) 370 2,42 170 391 |135 4,40

A Andlise de Componentes Principais (Figura 4) corrobora os dados anteriores. H4
uma clara separagéo entre as populagdes, exceto entre as populagdes de Maués e Parintins.
Observou-se também a maior dispersdo das plantas de Manaus e maior coeso na populagio
de Silves (B).

Quando se agrupou as plantas pelo método UPGMA (Figura 4), utilizando o indice
de similaridade de Jaccard, observou-se formago clara dos grupos distintos, onde a maijor
parte dos individuos agrupou-se dentro de seus respectivas populagdes. A similaridade entre

@ as amostras foi de aproximadamente 50% até 96%. A exemplo da Figura 3, as popula¢des
p

de Maués e Parintins (C e D), partindo de um mesmo ramo, geraram grupos intercalados
(similaridade aproximada de 68%). Os individuos de Silves (B) apresentaram agrupamento

mais coeso do que os demais. A populagdo de Manaus (A) apresentou-se organizada em

dois grupos.
Distincia de Nei

l ] l l |

I ! I | |
,, 0,300 0,225 0,150 0,075 0,000
‘, Maués (C)

18,9%

, 45,10% Parintins (D)
|
. 0,
I‘ 100,0% Silves (B)
|

o Manaus (A)

Figura 3. Agrupamento de quatro populagbes de Pau-rosa utilizando as distincias de Nej
(1978) e o critério UPGMA. Em cada ramo, o valor da percentagem de locos que da
suporte a analise Com base na analise de locos RAPD.
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(Aniba rosaeodora Ducke). A-Reserva Ducke (Manaus); B- Silves;C- Maués e D

n Figura 4. Agrupamento de todos os individuos de quatro populagdes de Pau—rosa
| _ Parintins. O indice de similaridade utilizado foi o de Jaccard e o método de
I

agrupamento UPGMA.
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Figura 5. Representacdo bidimensional da Analise de Componentes Principais entre
quatro populagdes de Pau-rosa (Aniba rosaeodora Ducke) calculados em marcadores
moleculares RAPD — PCR. Populagdes: A-Manaus (e); B-Silves (1); C-Maués (V) e
D-Parintins (0). O eixo PC1 explica 25,58% da diversidade € o PC2 10,10%.
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Figura 6. Diversidade genética acumulada de Nei (1973) em fung8o do numero de amostras em
quatro populagdes de Pau-rosa (Aniba rosaeodora Ducke). O valor de diversidade de Nej equivale

a 10 vezes o seu valor real.
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3.4.Discussiao

Os 35 fragmentos RAPD geraram para o Pau-rosa altos niveis de polimorfismo
variando de 75% a 83%, estando coerentes com a tendéncia geral de espécies tropicais
alégamas (Hamrick et al., 1992), j4 que quanto maior os niveis de cruzamento maior os
niveis de variabilidade (Bawa et al, 1990). Por exemplo, quando a dispersdo &
endozoocérica (sementes ingeridas por animais) e quando a polinizagdo € pelo vento, os
valores respectivos de locos polimérficos sdo de 59,5% e 67,8%, dados revisados para
isoenzimas (Hamirick et al, 1992). Andlises de populagdes naturais, a exemplo de
Cryptocaria moschata (Lauraceae arbérea da Mata Atlantica), indicaram um polimorfismo
de 85,0% (isoenzimas) (Moraes et al., 1998). Myrciaria floribunda (também Lauraceae
arbérea de sub-bosque da Mata Atlantica) apresentou polimorfismo estimado com
marcadores isoenzimdticos de 85,7% entre populacGes (Vasconcelos, 2002). Estes valores
sdo préximos aos obtidos para Pau-rosa. Na América Central, populagdes de Ocotea tenera
avaliadas também com isoenzimas, apresentaram percentagem de polimorfismo de 44%
(Gibson & Wheelwright, 1995). A alta diversidade pode ser associada &s caracteristicas
ecolégicas comumente encontradas nas Lauraceae como dioicia, protoginia e dispersdo de
sementes (Kubitzki & Kurtz, 1984; Bawa et al., 1985; Hamrick et al., 1992; Wheelwright,
1993; Gibson & Wheelwright, 1995; Moraes et al., 1998; Myong et al., 2000; Vasconcelos,
2002; Spironello et al., 2003). Portanto, o alto polimorfismo em Pau-rosa e a alta
diferenciacdo entre as popula¢Ges demonstrados pela AMOVA podem explicar a alta
variagdo de diversidade genética nesta espécie.

A principio, 0 que se espera € que a diversidade genética seja menor em espécies
ameagadas de extingdo ou que sofreram historicamente processos predatérios intensos
(Lacy, 1987, Buza et al., 2000; Matocq & Villablanca, 2001). Por outro lado, recentes
estudos utilizando ferramentas moleculares em espécies tropicais que sofrem ainda com
intensa exploragdo tém apresentado valores de alta diversidade, a exemplo de Dinizia
excelsa (Fabaceae) e Mogno (Swietenia macrophylla King, Meliaceae) (Dick, 2001; Lemes
et al., 2003). O que se tem discutido € que a selec¢do dos individuos com maior didmetro &
altura do peito e altura promove a remogao apenas de uma parte da diversidade, sendo que a
maior parte permanece nos estdgios mais jovens, como ficou demonstrado no Capitulo 2

deste trabalho. Uma das implicagOes destas caracteristicas € que a busca de diversidade para

futuros programas de conservagdo ou para programas de melhoramento, por meio de
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populagdes que entre, em Pau-Brasil (Caesalpinia echinata) a diversidade chegou a 42%
(Cardoso et al., 1998), além de 97% também para outra espécie tropical arborea (/: 0
thibaudiana; Schierenbeck et al, 1997) e de 80% dentro das popula¢Bes de M .
(Switenia macrophylla; Gillies et al., 1999). -
1\~Iesse racio?inio, a AMOVA também mostrou, com alta significdncia, o quanto as
populagdes estdo diferenciadas, ja que a diversidade entre as populagdes esta na ordem d
23.41% (p<0,0001). Se a distincia geografica entre as populagdes pode imprimir )
diferenciacdo mais pronunciada entre as populagdes, talvez a divisdo das populac;f‘)es]'l;nnil
grupos pelo Rio Amazonas também o faga. A AMOVA mostrou que apenas uma pequena
fragdo da diversidade pode ser explicada pela barreira do rio, quando a distancia en(tlre a
populagdes dentro dos grupos também € considerada (3,28%; p<0,0001). Ja dentro de cad:
grupo (margem do rio) a diferencga foi bem maior (20,97%) indicando que a distancia entre
as populagdes dentro de cada grupo pode interferir mais no fluxo génico que a barreira do
rio. (Tabela 1). Por outro lado, se desconsiderado o efeito da diferenga das populagdes
dentro de cada grupo, isto ¢, tomando-se a andlise apenas entre dois grupos (cada lado do
rio), o valor da diversidade aumenta (13,81; p<0,0001), indicando que a disténcia entre as
populagdes de cada lado tem peso nesta consideragdo e dilui o efeito que o rio teria na
diversidade. Observa-se, portanto, um efeito significativo do Rio Amazonas na transferéncia
de polen e/ou sementes entre 0S grupos. Esta abordagem foi realizada para avaliagio da
diversidade em Aroeira (Myracrodruon wurundeuva) uma Anacardeaceae do cerrado
ameacada de extingdo. A AMOVA realizada com RAPD mostrou uma maior diversidade
dentro dos grupos do mesmo lado do Rio S#o Francisco do que entre os grupos (3,54%; p =
0,0097; Reis & Grattapaglia, 2004). Neste caso, os autores concluiram que o Rio S#o
Francisco ndo limitou o fluxo génico entre os grupos de cada lado. O valor obtido para os

dois grupos de Pau-rosa para cada lado do rio, entretanto, ¢ significativamente maior que

neste da Aroeira.

Como ja mencionado, os resultados da AMOVA - 23,41% da diversidade - pod
; - em

sugerir uma alta e significativa diferenga entre as populagdes (p < 0,0001). Esta sugestéio é

suportada também pelo teste exato de Fisher. As mudangas significativas nas freqiiéncias

dos marcadores, apontadas por esta analise, também combinam com as estimativas de fluxo

génico entre as populag6es (Nm = 2,02), uma vez que quando este € baixo, as diferengas
plicam no surgimento de caracteristicas tipicas dentro das populagdes. E

detectadas im
e os valores de fluxo génico aqui apresentados séo aproximagfes dos

valido salientar qu

res reais, j4 que se tratam de estimativas e sobretudo pelo fato do marcador RAPD, de

valo
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natureza dominante, néio sendo apropriado para se fazer os teste de Fst, que é o principio
teodrico para o calculo de Nm.

Mesmo com estas limitagdes do marcador para esta estimativa de Nm, os mais
baixos indices de diversidade e de fluxo génico podem explicar a possivel troca de genes ao
longo das geragdes, ocorrendo entre plantas da populagdo de Silves (Tabela 2). Se por um
lado as barreiras fisicas limitam mais o fluxo génico entre Silves € Mausés, as distancias
geogréficas influenciam o baixo fluxo génico entre Silves e Parintins e também entre Silves
e Manaus. Estas sugestdes podem ser verificadas pelos valores da AMOVA (20,97 % de
diferenciagdo entre populagdes do mesmo lado do rio). Embora baixo, o valor 3,28%
(p<0,0001) é altamente significativo, sugerindo que o Rio Amazonas também influencia na
troca de genes entre as populagdes de cada margem. Desta forma, a tendéncia é a
maximizagdo da troca de genes entre os mesmos individuos dentro da populagdo de Silves,
com conseqiiente redugdo relativa de diversidade. Por estas razdes, a populagéo de Silves
apresenta-se relativamente isolada, em relagdo & Maués e Parintins (Rio Amazonas) e
também a Manaus (distdncia geografica) o que fez com que houvesse uma maior troca de
genes entre seus individuos com maior distanciamento genético, mostrado também na
Figura 4.

A divergéncia ou diferenciagfo genética entre populagSes naturais estd associada ao
isolamento destas, sendo que geralmente detecta-se redugéo nos valores de fluxo génico e
distdncia genética com o aumento da distdncia geografica (Barbujani, 1987; Bossart &
Prowell, 1998). Assim, somente a distdncia geografica ndio explica os resultados obtidos
para as populagoes de Silves e Maués. Quando se testou esta associagio entre os pares de
populagdes com teste de Mantel (1967), de fato, o grau de correlagio entre as distancias
geograficas € 0S valores de fluxo génico explicaram apenas em parte esta tendéncia para as

populagﬁes de Pau-rosa. Isto indica uma influéncia decisiva das distincias entre as
populagdes, mas nd
o entre o fluxo génico e distincia genética foi quase absoluta (r = -0,95; p = 0,06)

o absoluta sobre a interagfio entre elas (r = - 0,74; p = 0,19). No entanto

a correlag@

indicando a maior influéncia do fluxo génico sobre as distdncias genéticas entre as

populagdes.
Claramente se observa que a populagio de Manaus divergiu das demais (Figuras 3, 4
e 5 ¢ AMOVA) o que certamente foi influenciado pela distdncia geografica e determinado

pelo mais baixo fluxo génico. N&o se pode deixar de considerar a possibilidade de que as

pulagdes amostradas po
analises estaria sujeita a flutuagdes de um local para outro, de maneira

po ssam fazer parte de um “cline”. Isto ¢, a freqiiéncia dos alelos
envolvidos nestas
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3@ dosada pela amplitude do fluxo génico ao longo do “cline”. Isso poderia explicar a maior
|

|

i: divergéncia entre a populagdo de Manaus, no extremo Oeste e as outras que estio no
I ., . . . e a . . .

; extremo Leste, ja que as medidas de diferenciagéo sdo essencialmente realizadas assumindo

" a diferengas existentes entre as freqiiéncias nos alelos envolvidos nas analises (Gregorius,
[ 1987). A ocorréncia de marcadores especificos para a populagdo de Manaus e para as
populagdes de Maués e Parintins (Figura 2) suporta este modelo.

Desta forma, para trabalhos posteriores, seria interessante o levantamento e analise
das populagbes que se encontram nestas areas intermedidrias ainda ndo amostradas, para
entender melhor o gradiente de diversidade e a correlagfio entre as distancias geograficas e

genéticas.

M
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3.5.Conclusoes

1-

As populagdes mostraram-se com niveis consideraveis de diversidade e diferenciacéo, o
que pdde ser explicado pela interagdo entre indices de fluxo génico, de distancias

geogréficas e pela existéncia da barreira fisica entre populagGes representada pelo Rio

Amazonas.

Embora néo seja possivel acessar a diversidade inicial das populagdes, os altos valores
de diversidade mostram que mesmo sob intensa exploragdo o Pau-rosa mantém sua

variabilidade, o que pode ser explicado, em parte, pela manuteng¢do desta diversidade em

classes de idade mais jovens.




4.Consideracgdes finais

Analises genéticas de populagdes podem ter implica¢ées diretas nas medidas a serem
adotadas para o manejo de espécies, sobretudo as ameagadas de extingdo. No caso das
espécies arbdreas tropicais, a definigdo das taxas de cruzamento, fluxo génico e diversidade
genética sdo parametros basicos para os programas de manejo e conservago.

Por se tratar de uma espécie ameacada de extingo, sobre a qual se dispée de poucos
dados, o Pau-rosa merece maior atengfo. Infelizmente, ndo se pode fazer comparagdes entre
os dados obtidos neste estudo e dados oriundos de uma populagio que ndo foi explorada ja
que, atualmente, € extremamente dificil encontrar populacées de Pau-rosa intocadas. Isto
seria o ideal para ter uma melhor e mais direta nogdo dos impactos da exploragdo na
diversidade genética. Outra limitagfio importante é a da ferramenta utilizada, o RAPD.
Apesar da utilizagdo das bandas com reprodutibilidade maior que 80% e das significancias
estatisticas dos testes, muitos dados sdo estimados e alguns parametros devem ser visto com
cautela (como os valores de fluxo génico e distancia genética).

Ainda assim, algumas consideragdes podem ser formuladas a partir dos resultados
aqui gerados. Para a populagdo da Reserva Florestal Adolpho Ducke, ainda que baixo o
valor da diversidade entre as geragdes, este foi altamente significativo. Observou-se uma
flutuagdo na diversidade genética entre as duas geragdes. Por outro lado, o padrio
geografico nos dois distintos grupos néo influenciou na distribuigéo da diversidade genética
na érea. Estes dados implicam no fato de que a diversidade estimada numa 4rea ampla como
a Reserva encontra-se estruturada essencialmente dentro dos grupamentos e maior nas
plantas regenerantes. A maior diversidade na geragfio de regenerante pode ser um indicativo
de que a manuten¢do da variabilidade pode ser mantida no caso de coleta de material para
produgdo de mudas. Todos os indices apontam para altos valores de diversidade quando
comparados com indices apresentados para outras espécies. Os indices de diversidade
estimados para as populagdes de Manaus, Maués, Silves e Parintins, a de Manaus
apresentou 0S maiores indices de diversidade (Capitulo 3). Tomando em conjunto os
resultados, foi detectada uma diferenciagdo entre as populagdes, provavelmente em fungao
das distancias geograficas a que as populagbes estdo. A Reserva Ducke foi declarada 4rea de
protegéo ha 40 anos, mas foi também intensamente explorada nas décadas anteriores. Nio é
dificil considerar que 2 perda de diversidade teria sido maior se o processo de exploragfio

Hivesse persistido como aparentemente aconteceu nas outras populagdes.
k4
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As caracteristicas reprodutivas (dioicia e protoginia) e de dispersio do pélen
(relacionada a pequenos insetos) e de sementes (associada a atividade dos passaros,
principalmente tucanos) sdo associadas aos indices de diversidade relativamente altos
encontrados para o Pau-rosa. Os resultados deste trabalho permitem admitir que a alteragéio
das relagdes ecologicas entre a planta e os dispersores, também em consegiiéncia da
exploragdo, sdo varidveis indispensaveis para compreender a atual distribuigio da
variabilidade das populagdes analisadas.

Confirma-se o valor da Reserva Ducke como area mantenedora de diversidade e de
estudo, fonte de dados uteis para o desenvolvimento de sistemas de manejo florestal
sustentavel em Pau -rosa.

Sugere-se que populagdes de Pau-rosa em outras localidades da Amazonia sejam
amostradas e submetidas & analise de diversidade seja com o marcador molecular RAPD —
que gerou informagdo suficiente para os objetivos deste trabalho — seja com outros, como
microssatélites. Desta forma outros dados seriam somados e algumas das perguntas e
hipéteses que permanecem ao fim deste estudo, como a existéncia dos clines, sejam

respondidas e testadas.
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