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RESUMO

MOURA, Elisa Ferreira. Divergéncia genética entre acessos de jaborandi
(Pilocarpus microphyllus): UFLA, 2003. 75p. (Dissertagdo - Mestrado em
Agronomia /Genética e Melhoramento de Plantas)”

O jaborandi (Pilocarpus microphyllus) é uma espécie medicinal que
produz o alcaléide pilocarpina, usado em tratamento de glaucoma e tratamento
capilar, entre outros. O objetivo deste trabalho ¢ estudar a variabilidade existente
em um banco de germoplasma de jaborandi da Embrapa Amazo6nia Oriental, por
meio de marcadores RAPD e fenotipicos. Para a analise com os dados RAPD,
foram amostrados 93 individuos provenientes de 12 areas de coleta nos estados
do Maranhdo e Pard. As similaridades de Nei e Li foram calculadas para
individuos e areas de coleta para a construgdo de dois dendrogramas e para a
analisar os coeficientes de variag@o entre e dentro de areas de coleta por meio da
analise de variancia molecular (AMOVA). Foi estimado o indice de Shannon
para cada area de coleta. Para a analise com dados fenotipicos, foram
amostrados 152 individuos provenientes de 14 areas de coleta nos estados do
Maranhao e Para. Foram coletadas folhas dos individuos em duas épocas, sendo
analisados a matéria seca de folha, o nimero de foliolos/folha, o comprimento e
a largura de foliolos, a relagdo comprimento/largura e a area foliar. Foi feita a
analise de variancia multivariada usando o critério de Wilks. Foram obtidas as
varidveis candnicas e, a partir delas, as distancias euclidianas entre as
populagbes. A distancia entre os individuos foi obtida a partir da distancia
euclidiana média com os dados padronizados. As andlises demonstraram que
existe diferenciacdo genética entre as areas de coleta. A AMOVA demonstrou
que 24,16% da variagdo estdo contidos entre populacdes e 75,84% estdo
contidos dentro, resultado comparavel ao de outras espécies arbustivas
alogamas. O indice de diversidade de Shannon indicou que as populagdes do
Para apresentaram maior diversidade. As trés primeiras variaveis candnicas
explicaram 84,13% da variagcdo total e os seis caracteres originais foram
altamente correlacionados com elas. Sendo assim, nenhuma variavel foi
descartada. Nao houve correlagdo entre as distancias obtidas com os dados
fenotipicos e os dados RAPD.

"Comité de Orientagdo: Prof. Dr. José Eduardo Brasil Pereira Pinto (Orientador),
Prof. Dr. Jodo Bosco dos Santos (Co-orientador)



ABSTRACT

MOURA, Elisa Ferreira. Genetic divergence among jaborandi (Pilocarpus
microphyllus) accessions: UFLA, 2003. 75p. (Dissertation — Master in
Agronomy — Plant Genetics and Breeding)”

Jaborandi (Pilocarpus microphyllus) is a medicinal species that produces
an alkaloid named pilocarpine, used for glaucoma and hair treatments, among
others. The aim of this work is to study the presence of variability in the
germplasm bank of Embrapa Amazonia Oriental using RAPD and phenotypic
markers. For RAPD analysis, it was sampled 93 individuals from 12 sample
areas in the states of Para and Maranhdo. Pairwise similarities of Nei and Li
were calculated for individuals and sample areas, then used to construct two
dendrograms and to analyze intra- and intersample areas variance coefficients by
analysis of molecular variance (AMOVA). The Shannon index was calculated
for each sample area. For the phenotypic analyses, 152 individuals were sampled
from 14 sample areas in the states of Para and Maranhdo. Leaves were sampled
in two seasons, being analyzed the leaf dry weight, number of leaflets /leaf
number, leaf length and width, length/width ratio and leaf area. It was obtained
the multivariate variance analysis, using Wilks criterion. The canonical variables
were obtained and used to calculate the Euclidean distances among sample
areas. The average Euclidian distance was used to calculate the distances among
individuals with standardized data. The analysis demonstrated that there is
genetic differentiation between sample areas, and AMOVA demonstrated that
24.16% of genetic variation is maintained among sample areas and 75.84% is
within. These results were comparable to others estimated for herbaceous and
alogamous species. The Shannon diversity index showed that Para populations
have greater diversity. The first three canonical variables explained 84.13% of
total variation, and the six original variables were highly correlated to them and
no variable was discarded. There was no correlation between distances obtained
from phenotypic data and RAPD data.

"Guidance Commiittee: Dr. José Eduardo Brasil Pereira Pinto (Major Professor),
Dr. Jodo Bosco dos Santos
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1 INTRODUCAO

Mudangas nos habitos da populagdo em relacdo a busca por qualidade de
vida tém incentivado a incorporacdo de novos produtos vegetais no mercado, em
especial aqueles que agreguem algum beneficio nutricional ou ambiental. Entre
eles, estd o uso de plantas medicinais, que vem aumentando gradativamente nos
ultimos anos. Um crescimento do mercado fitoterapéutico vem sendo observado
nos ultimos 15 anos. Somente para os mercados americano e europeu, atingiu
aproximadamente US$ 7 bilhdes e 5 USS$ bilhdes, respectivamente, no ano de
1999. Segundo a Organizacdo Mundial de Satde, 80% da populagdo mundial
fazem uso de alguma erva para fins terapéuticos.

As plantas medicinais sdo indicadas por serem de facil acesso, rapido
preparo ¢ gerar efeitos colaterais mais brandos que os provocados pelos
medicamentos fabricados em laboratorio.

Entre as plantas com efeito medicinal comprovado, o jaborandi
(Pilocarpus microphyllus) é considerado planta prioritdria em programas de
conservagdo (Vieira, 1999). Tem como principio ativo a pilocarpina, um
alcaldide imidazdlico cuja principal agdo ocorre no tratamento contra o
glaucoma e encontra-se em maior concentragao nas folhas. Esta espécie sofreu
redugdes significativas com a coleta extrativista nos anos de 1970 ¢ 80, mas
atualmente ja existem plantios racionais.

O processo de domesticacdo de uma espécie envolve varios estagios,
desde esforcos para coleta de germoplasma até o seu melhoramento genético,
visando obter caracteristicas agronomicamente superiores. Existem varias
metodologias que auxiliam neste processo e a abordagem de avaliagdo de
germoplasma ¢ uma delas. E ela que ira descrever a diversidade disponivel, além

de dar detalhes sobre as caracteristicas da espécie. Para isso, pode-se utilizar os



marcadores morfologicos, utilizando métodos de analise multivariada para
avaliar a distribuigdo genética entre e dentro de populagdes, as distdncias
genéticas entre os gendtipos e para realizar a selecdo de descritores de
germoplasma. Os marcadores moleculares também surgiram como excelente
ferramenta para a analise de diversidade e relagdes genéticas entre os acessos, ja
que permitem cobrir uma boa parte do genoma e nido possuem influéncia do
ambiente.

Em 1992, foi estabelecido um banco de germoplasma de jaborandi na
Embrapa Amazonia Oriental em Belém, PA, visando a sua conservacdo e
utilizagdo em programa de melhoramento genético. Entretanto, pouco foi feito
para se avaliar este germoplasma, o que impede desde a organizagdo do banco
até o inicio de programas de melhoramento.

Sendo assim, o objetivo deste trabalho € avaliar as relagdes genéticas
entre os acessos ¢ a diversidade genética existente no banco de germoplasma por

meio de marcadores morfologicos e de marcadores RAPD.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Jaborandi

2.1.1 Boténica e ocorréncia

O género Pilocarpus pertence a subtribo Pilocarpinae, tribo Cusparieae,
subfamilia Rutoideae, da familia Rutaceae. Corresponde a um arbusto ou
arvoreta, possuindo de 1 a 7,5 m de altura. E perene e alégama. Possui folhas
compostas, fruto do tipo mericarpo, flores hermafroditas e a deiscéncia dos
frutos € do tipo explosiva. O seu numero cromossomico ¢ 2n=2x=44, sendo que
o numero basico do género possivelmente é x=22 (Skorupa, 2000a).

Segundo Skorupa (2000b), P. microphyllus ocorre na Amazodnia, nas
areas do leste do Estado do Par4, oeste e norte do Maranhao e ao norte do Piaui.
E comum em florestas ombrofilas densas, e também em afloramentos rochosos
em que as matas sdo menos densas. No interior das matas ¢ encontrado

preferencialmente em ambientes mais iluminados, como em clareiras.

2.1.2 Propriedades farmacolégicas

O género Pilocarpus, em especial as espécies P.microphyllus e P.
jaborandi, é a inica fonte natural da droga pilocarpina, um alcaldide imidazolico
que ¢ usado na oftalmologia para contragdo da pupila e em tipos primarios de
glaucoma. A pilocarpina era usada pelos indios brasileiros por causar sudorese e
salivacdo, uso comprovado cientificamente (Merck, 1989). A agéncia que regula
a liberagdo de medicamentos nos Estados Unidos, Food and Drug
Administration, aprovou, em 1994, seu uso para o tratamento da xerostomia pos-
irradiagdo em pacientes com cancer. Além disso, também ¢ usada no tratamento
para queda de cabelos, sendo ingrediente no preparo de xampus e

condicionadores.



2.1.3 Uso e exploraciao comercial

A pilocarpina é usada comercialmente na fabricagdo de um colirio
indicado para o controle do glaucoma. As industrias farmacéuticas Merck S.A.
atuam quase exclusivamente na exploragdo do jaborandi no Maranhdo. A Merck
cuida da comercializagdo das folhas, sendo a pilocarpina extraida pela sua
subsidiaria Vegetex, em Parnaiba, Piaui. Os sais sdo entdo exportados para os
laboratorios que fabricam este colirio.

Na década de 1980, além da Vegetex, havia outras empresas que
concorriam pelas folhas de jaborandi. A concorréncia era grande entre a Vegetex
¢ a Fitobras no Maranhdo. A partir dai, a coleta das folhas passou a ser uma
atividade quase predatoria, ja que o preco pago pelas empresas aos camponeses
passou a ser maior que a didria pelo trabalho na agricultura. No final dos anos
1980, a extragdo atingiu seu climax. Esta exploragdo predatdria teve muitos
efeitos negativos para as populacdes naturais de jaborandi, ja que a coleta das
folhas deixava as plantas seriamente danificadas, levando a sua morte (Pinheiro,
1997). Foram dizimadas popula¢des naturais, levando-a a entrar na lista das
espécies ameacadas do IBAMA, em 1992. Alguns consideram a exploragdo do
jaborandi pela Merck como um dos maiores exemplos de biopirataria no Brasil
uma vez que os coletores do Maranhdo, assim como o proprio Estado, ndo
tiveram nenhum aproveitamento direto desta exploracdo (Pinheiro, 2002).

Em virtude dessa redugdo dos recursos naturais, a Merck passou, em
1989, a procurar domesticar o jaborandi. Atualmente, ela possui uma plantagao
no Maranhdo de 15 milhdes de plantas, em uma area de, aproximadamente, 500
ha. Mesmo assim, ainda relata-se o extrativismo por popula¢des maranhenses e
paraenses (Pinheiro, 2002). Atualmente, a producdo de pilocarpina sintética vem
tomando espago no mercado, mas pode ndo haver o abandono do recurso

natural, em virtude de maiores exigéncias de qualidade pela populacéo.



2.2 Bancos de germoplasma

A conservagao de recursos genéticos ¢ composta de agdes estabelecidas
para resgatar ¢ manter disponivel o potencial utilitario da biodiversidade ou
diversidade genética dos organismos (Vilela Morales et al., 1997). A
conservagdo pode ser in sifu, quando se preserva a espécie em suas areas de
ocorréncia, ou ex situ, quando se mantém cole¢des ou bancos de germoplasma
em instituicdes de pesquisa. A conservagdo ex situ pode ser na forma de banco
de sementes, cultura de tecidos, criopreservagdo ¢ na forma de plantagdes. A
necessidade de espago ¢ aten¢do continuos faz deste ultimo método de
conservagdo um dos mais caros, restritos e vulneraveis (Brown, 1992).
Entretanto, ele facilita a avaliagdo genética dos materiais ¢ o uso direto do
germoplasma em programas de melhoramento.

Germoplasma refere-se a qualquer material que constitui a base fisica da
heranca e que pode se transmitir de uma geragdo a outra (IBPGR, 1991). O
objetivo de um banco ¢é representar todos os alelos contidos nas areas de
ocorréncia natural da espécie. Entretanto, a eficiéncia desta representacao
depende de fatores como a biologia da espécie, sua estrutura genética e do grau
de dificuldade proporcionado pelo posicionamento geografico das areas de
coleta (Sousa & Souza, 2001).

A estrutura genética de uma espécie pode ser definida como a
distribuigdo da variabilidade genética entre ¢ dentro de populagdes, ou areas de
ocorréncia. O conhecimento desta estrutura ¢ um importante passo para se
direcionar coletas. Segundo Brown (1992), as primeiras coletas devem se basear
na grande diversidade entre regides, para se coletar em um maximo de locais ¢ a
partir destas coletas estudar a estrutura¢do genética. Apos este estudo, poder-se-

ia entdo montar estratégias mais eficientes de coleta.



2.3 Analise da variabilidade genética

A etapa de avaliagdo da variabilidade genética de uma espécie, seja dos
materiais contidos em banco de germoplasma ou de amostras de populagdes
naturais, ¢ de extrema importancia para se estabelecer estratégias de conservacao
da espécie, de coletas, organizacdo dos bancos de germoplasma € no uso em
programas de melhoramento.

Sdo diversos os fatores que afetam a distribuicdo da variabilidade da
espécie ao longo de suas areas de ocorréncia, como a forma de reprodugéo,
forma de acasalamento, migragdo, sele¢do natural e deriva genética, entre outros
(Hamrick, 1982).

Populagdes de espécies aldgamas tendem a trocar polen entre si e, por
isso, espera-se obter menores niveis de diferenciagdo entre populacdes, estando a
maior parte da variagdo genética dentro das populagdes. Para espécies alogamas,
as porcentagens de variagdo entre populagdes podem ser afetadas pelos
mecanismos de dispersdo de polen e sementes (Hamrick, 1982). Espécies que
sdo polinizadas pelo vento possuem menor ou nenhuma diferenciagdo
populacional; este ¢ considerado o meio mais eficiente de dispersdo de pdlen
(Hamrick,1982). Além disso, espécies arboreas tendem a ser mais eficientes nos
mecanismos de dispersdo, o que ¢ observado nas distribui¢des da variacao
comparadas as de espécies herbaceas. Reis (1999) obteve 8% de variagdo
genética entre popula¢des da arvore Myracrodruon urundeuva, enquanto Wadt
(2001) obteve 28% de variagdo entre populagdes da herbacea Piper
hispidinervium, sendo as duas espécies tropicais e alogamas.

Um fator importante que influencia a estruturagdo genética de uma
espécie nativa de florestas ¢ a fragmentacdo florestal com conseqiiente redugao
populacional. Os seus principais efeitos sdo: perda de diversidade genética,
mudanga na estrutura populacional e aumento nas taxas de endogamia (Rotman

& Boyle, 2000). Muito se deduziu sobre os efeitos da redugdo populacional nas



espécies, como perda de 90% a 99% da variabilidade, o que depois, com a
publicagcdo de artigos com estudos genéticos, demonstrou-se ser um exagero
(Amos & Balmford, 2001). Segundo esses autores, as perdas genéticas podem
chegar a 25%, sendo a variabilidade “util” das espécies, que permite seu ajuste
as modificagdes no ambiente, ainda menos sentida. Mesmo assim, ndo se pode
deixar de levar em conta os efeitos que a agdo humana tem sobre a variabilidade
genética das espécies. Espécies que sofreram fragmentagdo tendem a apresentar
maior diferenciagdo genética entre populagdes, ja que o fluxo génico ¢
prejudicado, principalmente quando os agentes polinizadores sdo animais
(Ratman & Boyle, 2000).

Além dos efeitos da fragmentagdo dos ambientes naturais das espécies
vegetais, outro fator que causa perda de variacdo genética é a reducdo das
populacdes, seja pelo deflorestamento ou pela sua exploragdo irracional. A
reducdo populacional tem como conseqiiéncia os aumentos nas taxas de
endogamia e maiores efeitos da deriva genética, podendo levar a perdas alélicas.
A deriva genética se refere a mudancas nas freqiiéncias alélicas devido a
amostragem aleatoria dos gametas. Gillies et al. (1999) verificaram que a
diversidade em locais em que houve extracdo de arvores de Swietenia
macrophylla era menor que naqueles locais onde ndo houve exploragdo. Ja
Prober & Brown (1994) encontraram relagdo positiva entre o tamanho
populacional e a riqueza alélica em Eucalyptus albens ¢ Rutidosis
leptorrhynchoides, espécies com diferentes histéricos de colonizagdo. Os efeitos
da reducdo populacional na redu¢do na diversidade também foram relatados para
espécies de orquideas (Sun & Wong, 2001; Wong & Sun, 1999).

Sendo assim, verifica-se a importancia de se fazerem inferéncias sobre a
estrutura genética de populagdes, medir a sua diversidade e verificar relagdes

entre populagdes de diferentes locais, para que se possa chegar a conclusdes



mais claras sobre os efeitos da agdo humana sobre elas. Para isso, os marcadores

genéticos surgem como uma importante ferramenta.

2.3.1 Marcadores genéticos

Os marcadores genéticos permitem o estudo comparativo dos genotipos
e sdo bastante Uteis no estudo genético, ja que permitem verificar a heranga de
caracteres, ajudam na construgdo de mapas genéticos ¢ permitem verificar as
relagdes entre os genotipos. Eles podem ser de trés tipos: morfoldgicos,
bioquimicos € moleculares.

Os marcadores morfoldgicos foram os primeiros a serem utilizados em
estudos genéticos e serviram para desenvolver as teorias de Mendel, para
desenvolver as teorias sobre ligacdes génicas e para construir 0os primeiros
mapas genéticos. Apesar de atualmente serem preteridos pelos marcadores
moleculares por gerarem poucas informacdes e sofrerem influéncia ambiental, &
importante utiliza-los em analises de bancos de germoplasma, especialmente
quando as informagdes gerais sobre a espécie sdo escassas. Assim, poderia se
identificar materiais genéticos que contenham caracteristicas desejaveis (Steiner
& Greene, 1996).

Estes marcadores vém sendo utilizados para estabelecer a variagdo
genética entre e dentro de populacdes naturais (Harrison et al., 1997; Boulli,
Baaziz & Hirit, 2001) e para a avaliar a variabilidade existente em bancos de
germoplasma (Araujo, 2000; Nascimento Filho et al., 2001; Bered et al., 2002).

Marcadores bioquimicos sdo os gerados por isoenzimas, que apesar de
gerarem mais marcadores genéticos que os morfoldgicos, ndo tiveram o mesmo
impacto que os marcadores moleculares ou de DNA. Entretanto, ainda hoje sao
usados por serem de natureza codominante e permitirem a inferéncia de diversos
parametros em estudos populacionais (Nassar, Hamrick & Fleming, 2001;

Saenz-Romero, Guries & Monk, 2001; Hoebee & Young, 2001).



O primeiro marcador molecular a surgir foi o RFLP (“restriction
fragment lenght polymorphism”), que se baseava no uso de enzimas de restri¢do
(Grodzicker et al., 1974). Mais tarde, o surgimento da técnica Polymerase Chain
Reaction (PCR) (Mullis & Faloona, 1987; Saiki et al., 1988) gerou o surgimento
de outras técnicas moleculares. Em 1990, Welsh & McClelland e Williams et al.
publicaram artigos simultaneamente, nos quais descreviam que os produtos
gendmicos amplificados por primers arbitrarios poderiam ser usados como
marcadores genéticos. A técnica descrita por Williams et al. (1990) foi
denominada RAPD (“random amplified polymorphic DNA”) e foi a técnica de
marcador molecular que mais se popularizou, apesar de demonstrar problemas,
como a baixa reprodutibilidade (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Além disso, sdo
marcadores dominantes e s6 se detectam dois alelos por loco, o produto
amplificado e o ndo amplificado. A dominéncia dos marcadores RAPD deve-se
ao fato de que basta uma das moléculas do DNA de um genoma diploide (ou
polipléide) possuir um sitio de reconhecimento do primer para que seja
verificada a presenga da banda na analise dos produtos da amplificacdo no gel.
Estes marcadores vém sendo utilizados em varios estudos, como na estimagdo de
variabilidade genética, identificagdo de alelos favoraveis e construgdo de mapas
genéticos (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Os marcadores RAPD ja foram
bastante usados no acesso da variabilidade genética em bancos de germoplasma
de varias espécies, como de Vicia faba (Link et al., 1995), Oryza sativa (Virk et
al., 1995), Phoenix dactylifera (Sedra et al., 1998), Psycothria ipecacuanha
(Lima, 2002), entre outros.

A relagdo direta entre as informagdes geradas por marcadores
morfologicos ¢ marcadores moleculares ndo parece ser uma regra. Em um
estudo com populagdes e subespécies de Fragaria, Harrison et al. (1997)
verificaram que os dados morfologicos e os dados de RAPD geraram

agrupamentos diferentes. Steiner & De Los Santos (2001) usaram marcadores



morfoldgicos e marcadores RAPD para avaliar a divergéncia entre acessos de
Lotus corniculatus e constataram que somente as distdncias geradas pelos
marcadores morfologicos mostraram relagdo significativa com as distancias
geograficas. Entretanto, Duarte, Santos & Melo (1999b) verificaram correlagao
de 0,89 entre as distancias estimadas por RAPD e por dados fenotipicos para
cultivares de feijao. Pode ser que a divergé€ncia entre materiais genéticos que
tenham se separado ha mais tempo um do outro, que durante muito tempo nao
tenham se intercruzado, como parece ter sido o caso das cultivares de feijao
estudadas por Duarte, Santos & Melo (1999), envolva um maior nimero de
locos e por isso encontra-se maior correlagdo entre os dois tipos de marcadores.

McKay & Latta (2002) sugerem que marcadores moleculares e
caracteres fenotipicos comportam-se de maneira diferente na divergéncia
adaptativa das populacdes e por isso, ndo se deve extrapolar de uma variagdo

para outra.

2.3.1.1 Estudo de populacdes com marcadores RAPD

A analise da estrutura e diversidade em populagdes naturais com
marcadores RAPD sofre algumas limitagdes no que diz respeito a estimar a
diversidade genética, as freqiiéncias genotipicas e as taxas de endogamia, devido
a sua natureza dominante e binaria. Pode-se obter as freqiiéncias alélicas e
genotipicas por meio de dados RAPD, sendo para isso necessario pressupor que
as populagdes estejam em equilibrio de Hardy-Weinberg. Em alguns casos,
utilizaram-se informacdes sobre o coeficiente de endogamia das populagGes,
pré-estimado com marcadores codominantes, para estabelecer a propor¢do de
heterozigotos ¢ assim obter os indices de diversidade por meio de marcadores
dominantes (Mariette et al., 2001; Wadt, 2001).

Entretanto, em espécies que sofreram redugdo populacional, como ja foi

mencionado para o jaborandi, espera-se uma taxa maior de endogamia, o que
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eliminaria a pressuposicao de que tais populagdes estdo em equilibrio de Hardy-
Weinberg. Se uma populacdo teve seu tamanho reduzido, ha maior chance de
ocorrerem acasalamentos entre individuos aparentados, aumentando a estimativa
de F.

O parametro Fsr ¢ um dos coeficientes F de Wright e estima o
coeficiente de endogamia de uma subpopulagdo em relagdo a populagdo total,
medindo o grau de diferenciagdo entre as subpopulagdes. Pode também ser um
indice de fixacdo, que representa a redugdo na heterozigosidade em uma
subpopulagdo devido a deriva genética. A estimativa deste parametro depende
da obtencdo das freqiiéncias alélicas da populacdo. Jenczewski et al. (1999)
mostraram que o parametro Fgr € superestimado ao se utilizarem marcadores
RAPD para estimar as freqiiéncias alélicas. Sendo assim, existem outras
metodologias capazes de fazer mensuragdes sobre a distribui¢do da variabilidade
existente em populagdes naturais usando marcadores RAPD.

Em 1993, Huff et al. utilizaram o programa WINAMOVA desenvolvido
por Excoffier, Smouse & Quattro (1992), que analisa a varidncia molecular entre
haplotipos para avaliar a distribuicdo da variabilidade genética em uma estrutura
hierarquica de regides e populacdes da espécie Digitalis obscura, utilizando
dados RAPD. Esta metodologia trata as distdncias genéticas como desvios da
média de um grupo e usa os quadrados dos desvios como variancias. A partir
dai, muitos trabalhos utilizando marcadores dominantes para estudo de estrutura
genética de populagdes utilizaram esta metodologia, como para Camellia
sinensis (Kaundun & Park, 2002), Piper hispidinervum (Wadt, 2001),
Pedicularis palustris (Schmidt & Jensen, 2000), Populus tremuloides (Yeh et
al.,, 1995), entre outros. Os resultados concordaram com o historico dessas
espécies.

A maioria dos indices de diversidade depende da estimativa da

heterozigosidade na populagdo. Uma medida de diversidade que vem sendo
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utilizada em analises populacionais através de RAPD ¢ o indice de diversidade
de Shannon, que tem a vantagem de ser insensivel ao viés causado pela nao
detec¢do dos genotipos heterozigotos, ja que ele se baseia na freqliéncia
fenotipica da banda na populacdo. Esta medida de diversidade ja foi utilizada em
alguns trabalhos que utilizaram marcadores RAPD (Oiki et al., 2001; Sun &
Wong, 2001; Yeh et al., 1995).

2.3.2 Anadlise multivariada

A utilizag¢do das técnicas multivariadas permite ao geneticista avaliar o
seu material genético a partir de um conjunto de variaveis contidas na unidade
experimental. Nesse sentido, varios métodos podem ser aplicados. Os mais
utilizados na comparagdo de gendtipos sdo analise por variaveis candnicas e
componentes principais ¢ os métodos aglomerativos (Cruz & Regazzi, 2001).
Estes tultimos necessitam da estimativa de medidas de similaridade ou

dissimilaridade genética.

2.3.2.1 Medidas de similaridade ou dissimilaridade

A similaridade ¢ uma medida estabelecida entre um genotipo i € um
gendtipo j (sj) e geralmente apresenta valores entre 0 e 1. Associada a ela, a
dissimilaridade mede-se por d; = 1-s;, é simétrica e ndo negativa. E grande o
numero de coeficientes que ja foram propostos (Krzanowski, 1988) para estimar
estas medidas. Elas podem ser tomadas por meio de variaveis quantitativas ou
dicotdmicas.

As medidas mais simples sdo aquelas relacionadas a variaveis
dicotomicas, geradas por marcadores moleculares dominantes como o0 RAPD ¢ o
AFLP. Para estes marcadores, as quatro possiveis observacdes de comparacéo
entre dois genoétipos sdo classificadas baseadas na presenga (1) ou auséncia (0)

da banda no gel de eletroforese, conforme a Tabela 1.
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TABELA 1 Tabela de contingéncia mostrando os quatro possiveis resultados de
comparagdes de dois gendtipos por marcadores dominantes.

Genotipo i
1 0
1 a(l,1) b (0,1)
Genotipo j 0 ¢ (1,0) d (0,0)

Os diferentes coeficientes propostos combinam as quantidades a, b, ¢ €
d. Aqueles que ndo consideram a quantidade d sdo preferidos em estudos com
marcadores dominantes, ja que ndo se sabe a natureza molecular da auséncia da
banda. Sokal & Sneath (1963) citam vérios coeficientes, sendo que os mais
utilizados em estudos com RAPD sdo os de Jaccard e Sorensen-Dice ou Nei &
Li, considerados os mais simples. Duarte, Santos & Melo (1999a) verificaram
correlagdo de 100% entre os coeficientes de Jaccard e Nei & Li na obtencdo das
similaridades genéticas ¢ na formag¢do do dendrograma entre 27 cultivares de
Phaseolus vulgaris. Entretanto, o coeficiente de Nei & Li foi o mais eficiente na
dispersdo dos gendtipos em um plano bidimensional e, por isso, os autores
consideraram este o mais eficiente na analise de marcadores RAPD.

Em estudos em que se deseja obter distancias genéticas a partir de
marcadores morfologicos, vém se utilizando preferencialmente as distancias
euclidianas e as distancias generalizadas de Mahalanobis (Bered et al., 2002;
Nascimento Filho et al., 2001; Araujo, 2000; Ribeiro, Soares & Ramalho, 1999;
Dias, 1994).

A distancia euclidiana pode ser usada para os dados obtidos em
experimentos sem controle local e apresenta como inconveniente o fato de ser
alterada com a mudanga na escala de medi¢des, com o nimero de caracteres
estudados e ndo levar em conta a correlagdo entre eles (Cruz & Regazzi, 2001).

Para contornar alguns problemas, ¢ recomendavel padronizar os dados e utilizar
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a distancia euclidiana média, mas, ainda assim, ela ndo considera as correlagdes.
A distancia generalizada de Mahalanobis ¢ usada para dados obtidos a
partir de experimentos com controle local, ja que ¢ uma medida que leva em
conta a correlacdo entre as variaveis analisadas.
Dias (1994) verificou auséncia de correlagdo entre as distancias obtidas
pela medida de Mahalanobis e pela distancia euclidiana média, e, segundo Cruz
& Regazzi (2001), s6 havera correlagdo entre as medidas se a correlagdo entre as

variaveis for zero.

2.3.2.2 Analises de agrupamento

As analises de agrupamento sdo usadas quando a finalidade é reunir, por
algum critério de classificagdo, os genodtipos em grupos, de tal forma que exista
homogeneidade dentro do grupo e heterogeneidade entre grupos (Cruz &
Regazzi, 2001). Os métodos mais comumente usados em estudos genéticos sao
os hierarquicos e os de agrupamento.

Nos métodos hierarquicos, os gendtipos sdo agrupados por um processo
que se repete em varios niveis até que seja estabelecido o dendrograma ou
diagrama de arvore. Ha varias metodologias disponiveis, sendo que a mais
utilizada para distancias genéticas obtidas a partir de marcadores moleculares e
morfologicos ¢ a da média aritmética entre pares nao-ponderados ou UPGMA
(“unweighted pair-group means arithmetics”), também chamado de método do
grupo médio ou método da ligagdo média. Esta metodologia foi usada por
Duarte, Santos & Melo (1999b), Collignon & Favre (2000), Oiki (2001), Lima
(2002), entre outros.

2.3.2.3 Analises por componentes principais e variaveis canonicas

A analise por componentes principais consiste em transformar um

conjunto original de varidveis em outro conjunto de dimensdo equivalente, mas
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que retenha o maximo da informagdo em termos de variagdo total (Cruz &
Regazzi, 2001). Cada componente principal ¢ uma combinagdo linear das
variaveis originais. A vantagem desse método ¢ que pode ser usado em dados
provenientes de experimentos sem repeticdes.

E uma metodologia bastante utilizada na estimativa da divergéncia
genética entre materiais (Aratjo, 2000; Harrison et al., 1997; Santos, Oliveira &
Menezes, 1995), ja que eles possibilitam resumir o conjunto de variaveis em
poucos componentes, possibilitando uma aproximagdo do comportamento dos
genodtipos em um espago bi ou tridimensional. Segundo Cruz & Regazzi (2001),
0s primeiros componentes principais permitem uma boa analise quando
explicam mais ou menos 80% da variagdo total. Aratjo (2000) utilizou 11
variaveis para estimar as distancias genéticas entre 27 clones de Theobroma
grandiflorium e, por meio dos componentes principais, verificou que os dois
primeiros explicavam 76% da variacdo total. Mesmo assim, conseguiu obter um
agrupamento dos materiais semelhante ao obtido pelo método de Tocher com a
distancia de Mahalanobis.

A andlise por variaveis canonicas ¢ um processo semelhante, em que se
obtém as variaveis mais relevantes para o estudo da divergéncia genética para se
avaliar o comportamento dos genotipos em graficos de dispersdo bi ou
tridimensionais. Entretanto, esta metodologia leva em conta a matriz de
covariancia residual e a covariancia fenotipica entre os caracteres avaliados e so
¢ utilizada para aqueles dados obtidos de experimentos com repeti¢des.

Além da possibilidade de gerar informagdes sobre a divergéncia
genética entre os materiais avaliados, os componentes principais e as variaveis
candnicas permitem descartar variaveis redundantes, ajudando a estabelecer
descritores para a avaliagdo do germoplasma de uma espécie. Santos, Oliveira &
Menezes (1995) utilizaram os componentes principais para estabelecer

descritores na analise de germoplasma de Cajanus cajan, ¢ das vinte variaveis
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avaliadas, puderam selecionar sete. Ja Ribeiro, Soares & Ramalho (1999)
utilizaram as variaveis canoOnicas para estimar a divergéncia genética entre
populagoes de Cocus nucifera e, de dezenove caracteres utilizados, quatro foram

selecionados para a avaliagdo.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Avaliacdo com dados RAPD

3.1.2 Material genético

Foram utilizados neste trabalho 93 plantas de jaborandi pertencentes a
12 diferentes locais de coleta provenientes do banco de germoplasma localizado
na Embrapa Amazonia Oriental-CPATU em Belém, PA. A identificacdo dos
locais de coleta, assim como o numero de plantas por local estd contido na
Tabela 2. Todas os materiais eram provenientes de populagdes naturais, com
excegdo dos materiais provenientes da Merck-MA. A indicag¢do da localizagdo

dos municipios esta na Figura 1A (Anexo).

TABELA 2 Areas de coleta de jaborandi com o respectivo numero de plantas
coletadas por area.

Local de Coleta Numero de plantas coletadas
Dom Eliseu,PA (DE) 5
Sao Félix do Xingu, PA (SF) 6
Serra dos Carajas, PA (SC) 18
Breu Branco, PA (BB) 13
Merck-MA (ME) 10
Moju, PA (1) (MO1) 10
Moju, PA (2) (MO2) 14

Acgailandia, MA (ACQ) 6
Nina Rodrigues, MA (NR) 3
Mata Roma, MA (MR) 2
Brejo, MA (BR) 4
Santa Quitéria, MA (SQ) 2
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3.1.3 Extracao de DNA

Foram utilizadas como fonte de extragdo de DNA folhas, de preferéncia
jovens, coletadas das plantas do banco de germoplasma. Logo ap6s coletadas, as
folhas foram mantidas em isopor com gelo até o transporte a Lavras, onde
permaneceram em freezer -80°C até a extragdo de DNA.

Para a extracdo de DNA, foram utilizados cerca de dois gramas de
folhas frescas, que foram maceradas em 10 ml de tampao de extracdo com
CTAB a 65°C, juntamente com 200 ul de B-mercaptoetanol em um almofariz,
com auxilio de areia esterilizada. O tampéo de extracdo contém 2% de CTAB,
100 mM de TRIS (pH = 8,0), 20 mM de EDTA (pH = 8,0), 1,4 M de NaCl e 1%
de PVP (polivinilpirrolidona). O macerado foi mantido em banho-maria por
aproximadamente 30 minutos, sendo agitado a cada 10 minutos. Em seguida,
adicionaram-se 10 mL da solugdo cloroférmio: alcool isoamil (24:1), seguido da
homogeneizacdo e centrifugacdo durante 10 minutos a 5000 rpm. O
sobrenadante foi misturado a 30 mL da solug¢do, alcool etilico a 95%:acetato de
amonio 7,5 M (6:1) e levado ao freezer (-20° C) por uma hora, no minimo. Ao
DNA coletado foram adicionados 300 pL. de TE (Tris 1 mM e EDTA 0,1 mM,
pH 7,7). O DNA dissolvido foi submetido a uma segunda extracdo com
cloroférmio alcool isoamil, sendo o sobrenadante coletado e misturado com o
triplo de seu volume com 4lcool a 95%:acetato de sodio 3M (20:1) e mantido no
freezer (-20° C) por, no minimo, uma hora. A solugéo de alcool acetato de sodio
foi eliminada e o DNA dissolvido em 50-100 uL de TE. Apos este processo o
material foi quantificado, usando-se o fluorimetro Hoeffer Scientific TKO100.
Para isso, foram utilizados 2 pL da solugdo de DNA em 2 mL de tampao (Tris
10 mM, EDTA 1,0 mM, NaCl 0,1 M, pH 7,4), juntamente com 0,1 uL/mL do
corante H32258. As amostras foram diluidas em TE para uma concentracao de

10 ng/ uL, para as rea¢des RAPD.
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3.1.4 Reacido RAPD

A reacdo RAPD foi preparada em volume de 16 pl, semelhante ao
procedimento utilizado por Nienhuis et al. (1995). Cada mistura de reagdo
continha: 30 ng de DNA genémico, 50 puM de cada um dos
desoxirribonucleotideos trifosfatos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 0,4 uM de um
oligonucleotideo iniciador (primer), 0,6 unidades da enzima Taq DNA
polimerase, tampao de reagdo (50 mM tris pH 8,0; 2,0 mM MgCl,; 20 mM de
KCI; 250 pg/mL de albumina soro bovino; 1% de ficoll 400 e 1 mM de
tartrazine).

As reagoes foram realizadas em tubos tipo eppendorf de 0,5 ml ou de
200 ul, em termociclador Eppendorf MaterCycler Gradient 5331, programado
para 40 ciclos, subdivididas em dois programas: 1) nos dois primeiros ciclos, a
desnaturagdo do DNA era feita a 94°C por 2 minutos, o anelamento do primer a
37°C por 15 segundos ¢ a elongagdo a 72°C por um minuto; 2) os 38 ciclos
seguintes diferiram apenas no tempo de desnaturagdo do DNA que foi de 15
segundos. Apos os 40 ciclos, realizou-se uma ctapa de extensdo final por 2
minutos a 72° C.

Apds a amplificacdo, os produtos da reagdo foram separados por
eletroforese em gel de agarose a 1,0% em tampdo TBE (0,45 M de Tris-Borato e
0,01 M EDTA), a 70 volts, durante 4 horas, corados com brometo de etidio a
uma concentragdao de 0,5 pg/ml e visualizados em transiluminador de luz

ultravioleta Fotodyne.

3.1.5 Estimativa das similaridades genéticas

Durante a avaliacdo dos géis, cada banda polimorfica foi tratada como
um carater unico. Foi elaborada uma matriz de 0 ¢ 1, a partir da codificagdo da

presenga (1) e auséncia (0) das bandas polimorficas, presentes nas 93 plantas. A
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estimativa da similaridade genética (sg;), entre cada par de plantas, foi efetuada
pelo coeficiente de Nei e Li, por meio da seguinte expressao (Rohlf, 1992).

sg - —29
© 2a+b+c
Os significados de a, b, e ¢ sdo apresentados na Tabela 1.
As andlises de similaridade genética foram realizadas por meio do
programa NTSYS-pc 2.0 (Rohlf, 1992).
Os erros associados a cada estimativa de similaridade foram estimados

de acordo com a seguinte expressdo modificada de Skroch, Tivang e Nienhuis

(1992):

l—sgl.j
(n=1)

em que n € o numero total de combinagdes a, b e ¢ para cada par de plantas.

Erro padréo estimado: (sy) = ,[5g;

A andlise de agrupamento das similaridades foi feita pelo método da
média das similaridades (UPGMA), gerando um dendrograma, por meio do
programa NTSYS-pc 2.0 (Rohlf, 1992).

As plantas geneticamente diferentes foram identificadas no dendrograma
a partir da estimativa de valor maximo significativo de similaridade (sg;,). O sgp,
foi estimado por meio do teste de t, a 1% de probabilidade, utilizando-se a

seguinte expressao:

Sgm=1—(t. ssg)
em que t é o valor Tabelado de t com n-2 graus de liberdade ¢ Esg 0 erro

médio das comparagdes consideradas no dendrograma.
Para o calculo da correlagdo entre as distancias geograficas e as

similaridades genéticas, obtiveram-se as similaridades entre os locais de coleta
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por meio da média das similaridades de dois grupos de individuos, sendo
utilizado o coeficiente de correlagdo de Pearson.

Para o calculo de diversidade dentro de 10 areas de coleta (ndo se
utilizou as que continham duas plantas por amostra) utilizou-se o indice de

Shannon, dado pela expressdo:

H=}-pi(logp)
Em que:
pi: € a proporg¢ao de individuos que possuem a banda em um determinado loco;

log, pi: € o logaritmo de p;com base 2.

3.1.6 Analise de variincia molecular

A analise foi realizada com o auxilio do programa WINAMOVA 1.55
(Excoffier, Smouse & Quattro 1992). Um resumo da analise de varidncia esta
apresentado na Tabela 3.

Para esta andlise, foi usado o complemento d;; = 1-s;;, que corresponde as
distancias genéticas.

A varidncia genética total (c°) corresponde a 6,° + Gy°.

Os componentes de variancia foram testados a partir do coeficiente gr,

obtido pela expressdo:

2
Dy =t
ST = 2 2
c, tOy
em que:
st = corresponde a razdo de variancia entre areas de coleta pela variancia total
e representa o valor de individuos tomados ao acaso dentro de areas de coleta,

em relacdo a individuos tomados ao acaso em toda a amostra.
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TABELA 3 Esquema da analise de variancia molecular (AMOVA).

Fonte de variacao Graus de liberdade E(QM)

Entre areas de coleta s-1 oy’ + no,’

Dentro de areas de coleta r-s Cu’
Total r-1

s: Numero de areas de coleta; »: nimero de individuos

oy2: Varidncia entre as distancias genéticas médias das areas de coleta;

o,2: Variancia entre as distancias genéticas dos individuos dentro das areas de
coleta;

n: Valor ponderado em fung¢do do ntimero diferente de individuos para cada area
de coleta.

Fonte: Adaptado de Excoffier, Smouse & Quattro (1992).

Foram utilizados somente os dados das areas de coleta que continham

mais de dois individuos por amostra.

3.2 Avaliacao por dados fenotipicos

3.2.1 Material genético

Foram utilizadas neste trabalho 152 plantas de jaborandi pertencentes a
14 diferentes locais de coleta e provenientes do banco de germoplasma da
espécie localizado na Embrapa Amazonia Oriental-CPATU em Belém, PA. A
identificagdo dos locais de coleta, assim como o niimero de plantas por local, ¢
feita na Tabela 4. Todas os materiais eram provenientes de populagdes naturais,
com exce¢do dos materiais provenientes da Merck-MA. A figura 1A demonstra

a localizagdo das areas de coleta no mapa.
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TABELA 4 Areas de coleta de jaborandi com o respectivo numero de plantas
coletadas por area.

Local de coleta Numero de plantas coletadas
Dom Eliseu, PA (DE) 5
Serra dos Carajas, PA (1) (SC1) 5
Serra dos Carajas, PA (2) (SC2) 20
Moju, PA (1) (MO1) 19
Moju, PA(2) (MO2) 16
Moju, PA (3) (MO3) 11
Moju, PA (4) (MO4) 12
Breu Branco, PA (BB) 20
Merck-MA (ME) 20
Acailandia, MA (ACQ) 10
Nina Rodrigues, MA (NR) 4
Mata Roma, MA (MR) 4
Brejo, MA (BR) 5
Santa Quitéria, MA (SQ) 2

3.2.2 Coleta dos dados
Foram realizadas duas coletas, uma em agosto de 2002, ¢ a outra em
janeiro de 2003. Para a coleta das folhas, consideraram-se os pontos cardeais da
planta, sendo coletada duas folhas por ponto. Os seis caracteres analisados
foram:
e matéria seca de folha (PS): as folhas foram coletadas e secas em estufa a

60°C durante trés dias e depois pesadas em balanga de precisao;
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e numero de foliolos por folhas, comprimento e largura dos foliolos: as
medidas foram tomadas com régua para todos os foliolos de cada folha e
depois foram tomadas as médias;

e relagdo comprimento/largura: foi obtida para todos os foliolos de cada
folha e depois tomadas as médias;

e area foliar: foi obtida através do programa Quantraiz v.1.0.0.21 da UFV.

3.2.3 Analise de variincia univariada

Foi realizada uma analise de varidncia em parcelas subdividas para
verificar o efeito dos pontos de coleta e das épocas nas médias dos tratamentos.
Verificou-se que os pontos cardeais nao interferiram significativamente, e, por
isso, eles foram desconsiderados. Para realizar a andlise de variincia, os
caracteres avaliados nos dois tempos foram transformados em variaveis,
obtendo-se um total de 12 caracteres.

Estes 12 caracteres foram submetidos a andlise de varidncia para

verificar a diferenciacdo entre areas de coleta, segundo o modelo matematico:

Yi=m+p;+d;
em que:
Yijj: ¢ o valor observado na unidade experimental referente a i-ésima area de
coleta do j-¢simo individuo;
m: ¢ a média geral;
pi: € o efeito da i-ésima area de coleta;
di;: € o efeito do j-ésimo individuo da i-ésima area de coleta; em que os d;j sdo
considerados independentes com distribuicdo normal, com média zero ¢

variancia %, (i=1,2,3...14; e j = 1,2,3...20).
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3.2.4 Analise de varidncia multivariada
Foi usada para avaliar a variabilidade genética global entre as areas de

coleta. O modelo estatistico utilizado foi o seguinte:
Yijx = my + pic+ diji

Onde:
Yij: € o valor observado na unidade experimental referente a i-ésima area de
coleta do j-ésimo individuo para a k-ésima variavel;
my: ¢ a média geral para a k-ésima variavel;
pix: € o efeito da i-ésima area de coleta associado a k-ésima variavel;
dii: € o efeito do j-ésimo individuo da i-ésima drea de coleta associado a k-ésima
varidvel; onde os dj sdo considerados independentes com distribuigdo
multinormal, com média zero ¢ matriz de covariancia % (i =1,2,3...14; j =
1,2,3..20; e k=1,2,3...12).

O critério para avaliar se houve diferencas entre os vetores médias de

tratamentos foi o de Wilks, com base na estatistica /A, dada por

_ Det(E)
Det(E +T)

em que:
E: ¢ a matriz de soma de quadrados e produtos residual;
T: € a matriz de soma de quadrados e produtos entre populagdes;

A distribuigdo de A ¢ muito complexa e uma alternativa para se avaliar a
significancia ¢ a sua transformagdo para F, que possui Tabelas proprias ja
preparadas. Uma formula aproximada ¢ a de Harris (1975) apresentada por

Pimentel Gomes (1990):
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1 e ab—c
Flpn-nab-c) = A -1 D—1)
p(n-1)

em que:
p: € o numero de caracteres analisados
n: é o numero de areas de coleta
a=gl do erro — 0,5 (p-nt2)

¢ =0,5 [p(n-1)-2]
b=1sep’+n+1)}*=5
p’(n-1)’-4 |

b= sep>+(n+l) # 5
p’+(n-17>-5 prr ()

3.2.5 Variaveis candnicas e descarte de variaveis

A partir da analise de variancia multivariada obtiveram-se as matrizes de
soma de quadrados e produtos residuais E e a soma dos quadrados e produtos T,
relativa as areas de coleta. As variaveis candnicas permitem resumir as p
variaveis a um novo conjunto, que sdo combinagdes lineares das variaveis
originais € que ndo sdo correlacionadas entre si.

As variaveis canonicas podem ser representadas da seguinte forma:

— WM 4 gy () (M5 M
Yi=a;'X; +a, X, +..+a X,
Vo= a®x® +a@x® +..+aPx?

PXP

N ) I G ) (p), (P) (P (@) .
Ypo=a; X +a; X, +..+ta X"

em que:
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aj(r) ¢ 0 j-ésimo elemento do autovetor associado a r-€sima variavel canonica;

x{" ¢ a média da j-ésima variavel para a i-ésima area de coleta

de modo que:

a. Var(Y)=X\

b. Cov(Y,Y)=0,r#k
P

c. zl[a@} =1,(r=12,..p)
)= J

d. aordem das variancias ¢ dada por: A, > A, > A3> ... > A, >0
Para se determinar os autovalores (A,) € os autovetores associados aos A,’s,

basta resolver o sistema indeterminado das equagdes:

(T-AE)a”=0
sendo a ™ # 0. Isto implica que:
det(T-A,E)=0
em que:
a ' : & o vetor caracteristico referente & r-ésima variavel candnica.
Foi feita a transformacdo de E em I, matriz identidade PxP, da seguinte
forma:
(SH ES'=1
em que:

S': ¢ a inversa do fator de Cholesky para a matriz E;
Desta forma, aplicando a mesma transformagdo em T, tem-se:
L=@$S"HTS'

Essa transformacgao € possivel e ndo afeta a variagdo global existente,
pois suas estimativas podem ser obtidas por meio de solucdo de equagdo
determinantal, semelhante a dos componentes principais (Jonhson & Wichern,
1988; Morrison, 1967 e Bock, 1975, apresentados por Ferreira, 1993).

Det(L-A,1)=0
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A importancia de cada variavel ¢ dada pela razao:

A Y
%V, =" _ Var(¥,)
27:17\41'

No estudo da divergéncia genética, adotou-se um nimero de variaveis

B TragoL

candnicas necessario para explicar um minimo de 80% da variagdo entre as
populagdes de jaborandi.
Para o descarte de variaveis redundantes, foram obtidas as correlagdes

entre as variaveis canonicas € os caracteres da seguinte forma:

I.

1r

S

i

em que:
r;: € a correlacdo entre a i-ésima varidvel e a r-ésima variavel canonica, i, r =
1,2,...,p;
a": & o elemento da i-ésima variavel do r-ésimo autovetor associado a r-ésima
variavel canonica;
Ar: € 0 autovalor (variancia) relativo a r-ésima varidvel candnica
s;: € 0 desvio padrdo da i-ésima variavel, obtido pela raiz quadrada do elemento
l;; da matriz L

O descarte de caracteres redundantes foi feito com base na analise das
variaveis canonicas selecionadas, ou seja, as que explicaram um minimo de 80%
da variacdo disponivel. O critério utilizado foi o de descartar as variaveis que

ndo apresentaram altas correlacdes com nenhuma das variaveis candnicas

selecionadas.
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3.2.6 Estimativa das distincias fenotipicas

Os escores obtidos a partir das varidveis canonicas que explicaram mais
de 80% da variag@o para as 14 areas de coleta foram usados como variaveis para
obter as distancias euclidianas entre as populacdes. A padroniza¢do destes
escores foi feita a partir da expressao:
escoreVC

NE

em que A € o autovalor de cada variavel canonica.

Escore padronizado =

A média da i-ésima area de coleta relativa a r-ésima variavel foi
representada por X, e foi utilizada para estimar as distancias entre pares de areas
de coleta.

As estimativas foram feitas a partir de:

p
dy =2 (X = X,))"
J=1
em que:
Xi e X sdo os vetores média associados as 4areas de coleta i e j,
respectivamente;

As distancias euclidianas médias padronizadas foram utilizadas para
estimar as distdncias entre os individuos. Como a distancia euclidiana altera-se
com a mudanga de escala de mensuracdao dos caracteres € com o numero deles
em estudo, emprega-se a distdncia euclidiana média estimada de dados

padronizados. A padronizagdo foi realizada por meio da seguinte expressao:

X,-X,
Tos(X))
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Apoés a padronizagdo, a distancia euclidiana média foi calculada pela nova

expressao:

d[i = [Z(X,, _Xi'_/)z]/p

Foi feita a correlacdo de Pearson entre as distincias euclidianas das

areas de coleta e as distancias geograficas das mesmas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacao por marcadores RAPD

4.1.1 Dados RAPD

Para este estudo foram utilizados 17 primers, que geraram um total de
85 bandas polimorficas para os 93 materiais genéticos de jaborandi (Tabela 5),
gerando uma média de 5 bandas polimorficas por primer.

O ntmero de bandas polimoérficas utilizadas em trabalhos avaliando
variabilidade genética em plantas tem variado bastante, indo de 27 para a
samambaia Dryopteris cristata (Landergott et al., 2001) até 289 para feijao
(Link et al., 1995). Segundo Dudley (1994), resultados obtidos com 50 a 100

TABELA 5 Primers que geraram polimorfismo para jaborandi com suas
respectivas seqiliéncias de bases ¢ nimero de bandas polimorficas.

Primer Bandas Primer Bandas
polimérficas polimérficas
OPAH-10 5 OPAO-05 4
OPAM-04 4 OPAO-06 5
OPAM-07 5 OPAO-08 7
OPAM-10 5 OPAO-17 4
OPAM-14 4 OPAP-01 7
OPAM-20 4 OPAP-06 6
OPAN-07 3 OPAP-07 6
OPAN-10 6 OPAP-14 8
OPAN-17 4 Total 85
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bandas tendem a coincidir com informagdes baseadas no pedigree das amostras

e, sendo assim, as 85 bandas obtidas podem ser consideradas suficientes.

4.1.2 Distribuicao da variabilidade genética

A similaridade genética entre as plantas variou de 0,55 a 0,91, com
média de 0,67. A analise genética em outros bancos de germoplasma de plantas
nativas verificou variagdes na similaridade de 0,24 a 0,99 (Psycothria
ipecacuanha, Lima, 2002) ¢ de 0,54 a 0,86 (Myracrodruon urudeuva, Reis,
1999), indicando que o banco de germoplasma de jaborandi tem variagdo
genética consideravel.

O valor minimo de similaridade obtido, a 1% de significancia, foi de
0,86, sendo que com isso, foram encontrados 11 pares de duplicatas (Figura 1).
Com excegao de dois casos, sendo que em um deles dois individuos de Sao Félix
do Xingu, PA e da regido de Serra dos Carajas, PA e no outro, dois individuos
de Santa Quitéria, MA e Acailandia, MA foram considerados geneticamente
iguais, os outros pares de duplicatas foram todos provenientes da mesma area de
coleta. A populagio 2 de Moju , PA foi a que mais apresentou pares de
duplicatas (4).

As similaridades genéticas calculadas entre as areas de coleta variaram
de 0,61 entre a populacdo 2 de Moju, PA e Sao Félix do Xingu, PA a 0,74, entre
Nina Rodrigues, MA ¢ Brejo, MA, com média de 0,66, valores relativamente
baixos para uma espécie alégama. Castellen (2000) encontrou similaridades
entre popula¢des de Esemnbeckia leiocarpa, espécie arbdrea aldgama, que
variaram de 0,81 a 0,98. Estes baixos valores de similaridade entre as
populagdes sdo corroborados pelos resultados obtidos com a analise de variancia
molecular. Pela AMOVA, verificou-se que a diferenciacdo genética entre as

areas de coleta ¢ altamente significativa ( sr = 0,242, p<0,001estando 24,16%
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da variacdo genética entre areas de coleta e 75,84% contidos dentro de areas de
coleta (Tabela 6).

Estes resultados sdo concordantes com os encontrados para outras
espécies alogamas, herbaceas e tropicais. O que vem sendo notado é que, apesar
da proporcdo de variagdo genética dentro de populagdes ser maior, existe uma
consideravel propor¢do de variagdo genética entre as populagdes destas espécies,
indicando que seu sistema de dispersdao de pdlen e sementes ndo ¢ tdo eficiente
quanto o de espécies arboreas. Trabalhos com espécies arbdoreas demonstram
diferenciagdo significativa entre populagdes, mas com valores bem menores,
como foi o caso de Swietenia macrophylla (12,58%, Gillies et al., 1999),
Esenbeckia leiocarpa (10,06%, Castellen, 2000), Myracrodruon urudeuva (8%,
Reis, 1999) e Populus tremuloides (2,6%; Yeh et al. 1995). Ja4 no caso de
espécies alogamas arbustivas, foram encontrados 28,58% de variacdo genética
entre populagdes de Digitalis minor (Sales et al., 2001), 28,1% para Piper
hispidinervium (Wadt, 2001) e 16,2% para Camellia sinensis (Kaundun & Park,
2000).

A porcentagem de variagdo entre areas de coleta pode ser considerada
normal e pouco afetada pelos efeitos de reducdo populacional, ja que ¢
comparavel a de outras espécies com caracteristicas semelhantes, mas que nao
sofreram reducdo populacional. Landergott et al. (2001) encontraram grande
diferenciacdo entre populagdes de Dryopteris cristata, com 49% da variacdo
genética, o que atribuiram ao efeito de reducdo populacional, ja que, segundo

eles, a espécie possui eficiente meio de dispersao de esporos.
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FIGURA 1 Dendrograma das similaridades genéticas entre os acessos de

jaborandi.
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TABELA 6 Analise de varidncia molecular para 10 areas de coleta de jaborandi

analisadas com marcadores RAPD.

Variancia % Total P ST
Entre areas de coleta 0,0412 24,16 0,001 0,242
Dentro de areas de coleta 0,0129 75,84

Primeiramente, a analise de varidncia molecular foi realizada segundo
trés niveis: entre estados, entre areas dentro de estados e dentro de areas.
Entretanto, a varidncia encontrada entre os estados do Para e do Maranhéo foi
zero e, por isso, foi relatada a varidncia somente em dois niveis. O dendrograma
(Figura 2) obtido a partir das similaridades entre as areas de coleta ndo
evidenciou separagdo entre os estados do Para e do Maranhao.

O valor da correlagdo entre as distancias geograficas e as similaridades
genéticas foi baixo, mas significativo, r = -0,41**, Observa-se, no dendrograma
(Figura 2), que ha um agrupamento entre as populagdes de Serra dos Carajas,
PA e Sdo Félix do Xingu, PA, que estdo proximas geograficamente (145 km);
entre Nina Rodrigues, MA ¢ Brejo, MA (130 km) e entre Breu Branco, PA ¢
Mojul, PA (193,18 km). Wadt (2001) verificou que existia correlacdo entre
distancias geograficas e entre distancias genéticas de P.hispidinervium até 150
km e depois desta distancia ndo era mais encontrada correlagdo. Lima (2002),
trabalhando com acessos de Psycothria ipecacuanha, nao verificou correlagdo
entre distancia geografica e distancia genética, sendo que neste trabalho as areas
de coleta pertenciam a regides bem mais distantes que as do jaborandi. Segundo
Sousa & Souza (2001), a observagdo de que as amostras da distribui¢ao
geografica correspondem a estrutura genética de uma espécie nem sempre €

valida e por isso ela deve ser verificada.
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FIGURA 2 Dendrograma das similaridades genéticas entre as areas de coleta do
jaborandi.

Um resultado curioso foi a baixa similaridade genética encontrada entre
as duas populagdes de Moju, PA (0,67). Isso pode ter sido resultado da
influéncia das populagdes locais na composicdo genética destas populacdes, ja
que o jaborandi é uma espécie medicinal com uso empirico por populagdes
interioranas. Além disso, podem ter sido realizadas coletas em épocas diferentes
e essa baixa similaridade pode ser resultado da sobreposicao de geracdes. Esse
resultado também pode ser um efeito de amostragem, ja que foram amostradas
de 10 a 13 plantas por populagdo. Sugere-se que sejam realizadas mais coletas
nesta regido para avaliar melhor essa variagao.

A correlacdo entre as similaridades de Nei & Li e as distancias obtidas a
partir dos teores de pilocarpina entre as areas de coleta foi baixa, sendo r =
0,0106™. Isso pode ser demonstrado pelas populagdes de Nina Rodrigues, MA e
Brejo, MA, que apesar de terem apresentado a maior similaridade genética entre

as areas de coleta, foram bastante divergentes quanto ao teor de pilocarpina
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(0,76% e 0,56%, respectivamente). Skoula, Hilali & Makris (1999) utilizaram
dados RAPD e da composi¢ao do 6leo essencial de Salvia fruticosa para estudar
as relagdes genéticas entre 48 clones e verificaram que houve correlagdo entre os
dados, ja que ambos separaram os clones em trés grupos semelhantes, de acordo
com suas regides de origem. Segundo Crawford (1990), populagdes exibindo
composi¢do molecular semelhante, mas caracteres fenotipicos distintos, podem
ter sido resultado de pressdes seletivas recentes com poucas modificagdes
génicas. Considerando o caso de Salvia, pode ser que os clones das trés regides
distintas tenham tido o seu fluxo génico interrompido ou reduzido ha muito
tempo, o que levou a esta alta correlagdo.

As populagdes 1 e 2 de Moju, PA e a populacdo proveniente da Merck-
MA, possuem os mesmos teores de pilocarpina (0,67%), mas similaridades
genéticas ndo muito altas (entre 0,68 e 0,65). Poder-se-ia relacionar este fato
com a possibilidade de se obter ganhos com a heterose se realizados
cruzamentos entre estes acessos. Entretanto, muitos trabalhos vém demonstrando
que ndo existe uma relacdo direta entre a heterose e distancias genéticas obtidas
com marcadores (Duarte, Santos & Melo, 1999; Joyce et al., 1999; Parentoni et
al., 2001). A predicdo de ganhos com a heterose feita a partir de marcadores

ligados ao carater de interesse seria mais confiavel.

4.1.3 Diversidade genética

Os indices de diversidade variaram de 0,3217 a 0,2301. Os indices para
cada area de coleta estdo resumidos na Tabela 7. O estado do Para apresentou
variacdo de 0,3217 a 0,2742 e o do Maranhdo, de 0,2762 a 0,2301. A menor
diversidade observada nas areas pertencentes ao Maranhao pode ser resultado da
maior ocorréncia de extracdo de folhas de jaborandi neste estado (Pinheiro,
2002), ja que a intensiva extragdo de folhas levaria a morte das plantas,

causando redu¢des populacionais (Pinheiro, 1997). Por outro lado, o numero de
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TABELA 7 indices de diversidade de Shannon, amplitude e varidncia das
similaridades genéticas para 10 areas de coleta de jaborandi.

Area de coleta Indice de Amplitude das Variancia
Shannon similaridades

Dom Eliseu,PA 0,2974 0,6326-0,8966 0,009
Sdo Félix do Xingu, PA 0,2742 0,6207-0,8293 0,004
Serra dos Carajas, PA 0,3217 0,5714-0,8762 0,004
Breu Branco, PA 0,3027 0,5556-0,8631 0,005
Merck-MA 0,3147 0,6170-0,8431 0,002
Moju, PA (1) 0,2934 0,5974-0,9143 0,006
Moju, PA (2) 0,2918 0,6316-0,8846 0,003
Acailandia, MA 0,2762 0,5376-0,8037 0,006
Nina Rodrigues, MA 0,2527 0,7527-0,8000 0,001
Brejo, MA 0,2301 0,7273-0,8850 0,002

plantas coletadas por area de coleta no Maranhdo foi menor em relagdo ao Para,
o que pode ter contribuido para uma menor estimativa da diversidade.

O indice de Shannon varia de 0 a 1 ¢ considera-se que quanto mais
proximo o valor for de zero, mais baixas sdo as diversidades. Estes valores se
mostraram abaixo dos obtidos para as espécies arboreas Populus tremuloides
(0,58-0,69; Yeh et al., 1995), Fitzroya cupressoides (0,42-0,56; Allnut et al.,
1999) e Swietenia macrophylla (0,41-0,27, Gillies et al., 1999). Entretanto,
segundo Hamrick & Lovelles (1989), espécies arbéreas ¢ com ampla
distribuicdo apresentariam mais diversidade genética que espécies herbaceas e
com pouca distribui¢do. No caso do jaborandi, sua distribuicdo s6 abrange o
leste do Estado do Para, oeste e norte do Maranhao e o norte do Piaui (Skorupa,

2000b). Em uma espécie herbacea de reduzida distribui¢do geogréfica,
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Campanula microdonta, foram encontrados valores do indice de diversidade que
variaram de 0,076 a 0,122 (Oiki et al., 2001). Para a orquidea Zeuxine gracilis,
foram encontrados indices de diversidade de Shannon que variaram de 0,224 a
0,018. Os autores atribuiram a baixa diversidade encontrada em algumas
populagdes ao pequeno tamanho populacional, resultado do impacto humano nas
florestas (Sun & Wong, 2001). Baixas diversidades também foram encontradas
para a orquidea Goodyera procera (0,16-0,37, Wong & Sun, 1999), tendo os
autores mencionado o efeito do fundador e a deriva genética como fatores que
podem ter contribuido para a diminui¢do da diversidade em algumas populagdes.

Percebe-se que ndo existe uma relagdo entre a varidncia das
similaridades genéticas em cada area de coleta com o indice de Shannon
encontrado, ja que a populacdo que teve o maior indice (0,3217) ndo teve a
maior variancia (0,004). Da mesma forma, as varidncias obtidas para o estado do
Maranhao, 0,006 (Agailandia) a 0,001 (Nina Rodrigues), foram menores que as
do Estado do Para, com 0,009 (Dom Eliseu) a 0,003 (Moju 2), o que também
pode ter sido um efeito de amostragem.

Deve ser ressaltado que a obtencdo de maiores indices para as
populacdes da Merck-MA, Breu Branco, PA e Serra dos Carajas, PA
possivelmente é conseqii€éncia do fato dessas populagdes estarem representadas
por um maior nimero de individuos. Sendo assim, sugere-se que sejam feitas
mais coletas nas outras regides para que se possam tirar conclusdes mais seguras

sobre a diversidade em cada local.

4.2 Dados fenotipicos

4.2.1 Analises de variancia uni e multivariada

Os resumos das analises de varidncia para todas as variaveis sdo

apresentados na Tabela 1A (Anexo). A precisdo dos experimentos variou de

39



31,75% para matéria seca na coleta 1 a 7,38% para relagdo comprimento/foliolo
na coleta 2. No delineamento experimental usado ndo houve controle local e
nem aleatorizagdo, o que deve ter contribuido para a obtengdo de maiores
estimativas do erro experimental € menor precisdo. Mesmo assim, observou-se
variagao significativa entre as areas de coleta, para todos os caracteres.

Pelo critério de Wilks, obteve-se um valor A = 0,04892
correspondente a um valor F de 2,98 (p<0,0001) com 156 e¢ 1150 graus de
liberdade respectivamente, indicando haver variac¢do significativa entre as areas
de coleta. Essa diferenciacdo também foi observada com os dados RAPD.
Entretanto, segundo McKay & Latta (2002), a diferenciagdo entre populacdes
obtida com dados fenotipicos tende a ocorrer com maior freqiiéncia e com
valores maiores de variagdo, independente das taxas de fluxo génico,
especialmente se estiverem sendo medidos caracteres que tenham importancia
adaptativa para a espécie. Sebben, Kageyama & Zanatto (2001) verificaram que
determinados caracteres demonstraram maiores valores de divergéncia genética
entre populagdes de Cariniana legalis, evidenciando que estes teriam
importancia adaptativa para a espécie.

O fato de todos os caracteres terem apresentado variagdo significativa
ndo descarta a possibilidade de se encontrar varidveis redundantes pelas

variaveis canonicas, ja que uma variavel pode representar indiretamente outras.

4.2.2 Variaveis canonicas
Os autovalores associados as variaveis candnicas, com base nas 12
variaveis analisadas, bem como as varidncias em porcentagens individuais e

acumuladas estdo apresentados na Tabela 8.
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TABELA 8 Variancia, variancia percentual e varidncia acumulada das variaveis
canoOnicas, obtidas a partir das doze variaveis mensuradas para o

jaborandi.

Variaveis (Autovalores) Variidncia Variidncia Teste F
candnicas  Variincias percentual (%) percentual
acumulada

1 2,2782 0,4967 0,4967 <0,0001

2 0,9601 0,2093 0,7060 <0,0001

3 0,6204 0,1353 0,8413 0,0014

4 0,2647 0,0577 0,8990 0,3927

5 0,1778 0,0388 0,9377 0,8275

6 0,1002 0,0218 0,9596 0,9679

7 0,0741 0,0162 0,9757 0,9832

8 0,0556 0,0121 0,9879 0,9894

9 0,0317 0,0069 0,9948 0,9942

10 0,0139 0,0031 0,9978 0,9932

11 0,0098 0,0021 0,9999 0,9667

12 0,0003 0,0001 1,0000 0,9799

Como se pode observar, as trés primeiras variaveis explicaram 84,13%
da variagdo total e foram significativas segundo o teste F. Essa performance
pode ser considerada muito boa, ja que Ferreira (1993) obteve 60,5% da
variagdo total nas trés primeiras variaveis candnicas avaliando 19 caracteres em
milho. Segundo Cruz & Regazzi (2001), quando se obtém mais de 80% da
variacdo nas duas ou trés primeiras varidveis candnicas, ¢ possivel realizar a
analise de agrupamento dos genotipos em graficos de dispersdo.

A partir dos autovetores associados as variaveis candnicas principais

foram obtidos os escores das 14 areas de coleta. A dispersdo grafica dos escores
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das trés primeiras varidveis canonicas estdo apresentados na Figura 3. A partir
do grafico, verifica-se que somente a populagdo da Merck, que ja deveria ter

sofrido alguma seleg@o para maior produgdo de folhas e de pilocarpina, mostra-
se isolada.

Observa-se a formacgdo de dois grupos entre as populacdes naturais do

Para e do Maranhdo, os quais ndo estdo muito distantes no grafico, o que pode
ser resultado da proximidade geografica entre os dois estados. As populacdes de
Serra dos Carajas2, PA e Santa Quitéria, MA mostraram-se isoladas do grupo

das populagdes naturais no grafico, o que pode ter sido um efeito de
amostragem.
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FIGURA 3 Grafico de dispersao dos escores obtidos a partir das trés primeiras
variaveis candnicas para as 14 areas de coleta.
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Por meio das correlagdes entre as variaveis € as variaveis canonicas mais
importantes (Tabela 9), observa-se que os caracteres matéria seca de folha,
numero de foliolos por folha, comprimento de foliolo, largura de foliolo e area
foliar tiveram altas correlagdes com a primeira variavel candnica ¢ a variavel
relagdo comprimento/largura teve alta correlagdo com a segunda variavel. Sendo
assim, conclui-se que todas as variaveis sdo importantes para a analise de
divergéncia genética entre ¢ dentro das areas de coleta do jaborandi. A
correlagdo de todas as variaveis com as varidveis candnicas menos importantes

foram baixas, corroborando esta conclusio.

TABELA 9 Coeficiente de correlacdo entre os caracteres e as trés variaveis
candnicas principais, aquelas que explicaram mais de 80% da
variagdo total acumulada.

Variaveis candnicas

Variaveis originais Epoca 1 2 3

Matéria seca 1 0,9466 0,0644 0,2664

2 0,9711 0,1884 0,1285

Foliolos/Folha 1 -0,8444 0,1809 0,3454

2 -0,8719 0,2542 0,3629

Comprimento Foliolo 1 0,9908 -0,0657 0,0683
2 0,9969 0,0123 0,0261

Largura Foliolo 1 0,9798 0,1601 0,0691

2 0,9776 0,1855 0,0861

Relagdo 1 0,0031 -0,9456 -0,0111
comprimento/largura 2 -0,2104 -0,8224 -0,4234
Area foliar 1 0,9500 0,0552 0,2689

2 0,9501 0,2346 0,1598
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4.2.3 Distancias fenotipicas

As distancias euclidianas médias entre os individuos variaram de
3,7829, entre um individuo da populagdo 2 de Moju, PA ¢ um individuo de Mata
Roma, MA a 0,15987, entre um individuo de Breu Branco, PA e um da
populagdo 3 de Moju, PA, com média de 1,2944. Ndo se observa no
dendrograma (Figura 4) agrupamento aparente dos individuos de acordo com
sua area de coleta, o que indica que a variag@o dentro das areas de coleta é maior
que entre as areas também a partir de dados fenotipicos.

As distancias euclidianas entre as areas de coleta variaram de 0,3202,
entre a populagdo 3 de Moju, PA e Santa Quitéria, MA e 0,0216, entre a
populagdao 1 de Moju, PA e Breu Branco, PA, com média de 0,1821. O
dendrograma com base nestas distancias esta representado na Figura 5.

O dendrograma nao demonstrou agrupamento de acordo com os estados
do Para e Maranhdo, ¢ nem entre as populagdes provenientes de Moju, PA.
Como também foi observado com os dados RAPD, a correlagdo entre as
distdncias geograficas e as distancias euclidianas ndo foi alta, sendo r =
0,3131**. Considerando que as varia¢des fenotipicas podem ser resultado de
selecdo natural, e, portanto, ndo terem muita associagdo com as taxas de fluxo
génico, seria esperado que houvesse correlacdo ndo com a distincia geografica,
mas com as condigdes climaticas de cada regido. Steiner & De Los Santos
(2001) verificaram correlacdo significativa entre alguns caracteres fenotipicos e
as caracteristicas ecologicas dos locais de origem de acessos de Lotus
corniculatus. Da mesma forma, Boulli, Baaziz & M Hirit (2001) encontraram
correlagdo entre caracteres de Pinus halepensis e fatores como latitude,
longitude e altitude dos locais de coleta. Como nao foi possivel correlacionar as
diferencgas entre os acessos ¢ as condi¢des ecologicas de seus locais de origem,
somente presume-se que elas podem ter tido influéncia na selegdo de

determinados caracteres.
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As distancias entre as popula¢des de Moju variaram de 0,2539 (Moju 1 e
3) a 0,0630 (Moju 2 e 4), com média de 0,1479, pouco abaixo da média para
todas as areas de coleta. Esse ¢ um resultado curioso, ja que elas apresentaram
distancias altas entre si, 0 que ndo seria esperado para populagdes tdo proximas
geograficamente. As populagdes de Serra dos Carajas, PA também ndo se
agruparam no dendrograma, sendo a distancia entre elas 0,1489. O mesmo foi
observado com os dados RAPD, onde duas populagdes de Moju PA mostraram
baixa similaridade (0,67). Como foi explicado para as similaridades obtidas com
o RAPD, estas altas distancias entre as populagdes de Moju, PA ¢ Serra dos
Carajas, PA podem ser atribuidas a agdo humana nos seus locais de origem, pois
a espécie ¢ medicinal e, assim, podem ter sido coletadas plantas de outras
regides que se “misturaram” as plantas nativas. Outra hipotese teria sido coletas
em épocas diferentes e o efeito de amostragem.

A populagdo proveniente da Merck no Maranhdo nao se agrupou com
nenhuma das outras no dendrograma. Essa populagdo possivelmente ja havia
sofrido algum tipo de selecdo para caracteres relacionados com a produgdo de
pilocarpina, sendo que suas médias para matéria seca de folhas e area foliar
foram 0,39 g e 37,96 cm’® (Tabela 3A), as maiores entre as 14 areas de coleta.
Apesar do teor de pilocarpina obtido para esta populacdo néo ter sido o maior
(0,67%, sendo o maior 0,97% para Serra dos Carajas, PA), o fato das médias da
area foliar ¢ do matéria seca terem sido as maiores, indica que estava sendo
realizada sele¢do com o proposito de obter maior producdo do principio ativo.
No dendrograma obtido por marcadores RAPD, esta populagdo néo se isolou das
populagdes naturais, indicando que essa selecdo talvez tenha envolvido poucos

locos.
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FIGURA 4 Dendrograma das distancias genéticas entre os acessos de jaborandi.
1 = Serra dos Carajas, PA (1); 2 = Serra dos Carajas, PA (2); 3 =
Moju, PA (1); 4 = Moju, PA (2); 5 = Novo Breu Branco, PA; 6 =
Moju, PA (3); 7 = Moju, PA (4); 8 = fazenda Merck-MA; 9 =
Acailandia, MA; 10 = Nina Rodrigues, MA; 11 = Mata Roma,
MA; 12 = Brejo, MA; 13 = Santa Quitéria, MA; 14 = Dom
Eliseu,PA, cont...
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FIGURA 5 Dendrograma das distancias genéticas entre as areas de coleta do
jaborandi.

4.2.5 Diversidade fenotipica

Ao contrario do que foi observado com os dados RAPD, as variancias
das distancias fenotipicas foram maiores para as populacdes do Maranhdo
(Tabela 10), variando de 0,2347 (Brejo) a 0,1060 (Nina Rodrigues). No Para,
elas variaram de 0,3734 (Moju2) a 0,0322 (Breu Branco).

Como foi demonstrado, a variagdo fenotipica depende de fatores como a
selegdo natural e pode ser que as condigdes ambientais no Maranhdo favoregam
a ocorréncia de maior variagdo morfologica. Neste caso, fica ainda mais
evidenciada a auséncia de correlacdo entre a variagdo expressa por marcadores

moleculares e a variagdo fenotipica.
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TABELA 10 Médias, amplitude e varidncia das distdncias fenotipicas para 10
areas de coleta de jaborandi.

Area de coleta Meédia das Amplitude Variincia
distancias

Serra dos Carajas1-PA 0,8738 0,2125-1,2424 0,098
Serra dos Carajas2-PA 0,83661 0,3412-1,7674 0,090
Mojul-PA 0,79211 0,3865-1,3752 0,061
Moju2-PA 1,321 0,24956-2,424 0,3734
Moju3-PA 0,8508 0,1658-1,7674 0,090
Moju4-PA 0,8322 0,1852-1,4300 0,0720
Breu Branco, PA 0,6312 0,2723-1,2035 0,0322
Dom Eliseu,PA 1,0938 0,2125-1,2424 0,1327
Merck-MA 1,0653 0,1523-2,6648 0,1700
Acailandia, MA 0,8658 0,2908-1,8723 0,1535
Nina Rodrigues, MA 1,14632 0,7836-1,5742 0,1060
Mata Roma, MA 1,5794 0,7818-2,1457 0,2175
Brejo, MA 1,3762 0,5512-1,7703 0,2347

4.3 Correlacio entre dados RAPD e dados fenotipicos

A correlagdo entre as distdncias euclidianas obtidas pelos dados
fenotipicos e as similaridades de Nei & Li obtidas com dados RAPD para as
areas de coleta foi baixa, r= - 0,1334™. O mesmo foi obtido por outros autores
que compararam dados obtidos com RAPD e com dados fenotipicos (Steiner &
De Los Santos, 2001; Harrison et al., 1997). A auséncia de correlagdo entre as
similaridades obtidas com RAPD e as distincias obtidas por dados fenotipicos
pode ser devido a diferente acdo da selecdo natural. Conforme ja comentado,

McKay & Latta (2002) sugerem que marcadores moleculares e caracteres
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fenotipicos se comportam de maneira diferente na divergéncia adaptativa das
populagdes e, por isso, ndo se deve extrapolar de uma variagao para outra.
Entretanto, em alguns casos, a correlagdo entre as distdncias geradas
pelos dois marcadores foi alta, como entre cultivares de feijao (Duarte, Santos &
Melo, 1999) e de arroz (Li et al., 2000), de origens geograficas diferentes. Neste
caso, a ocorréncia de sucessivos eventos de selecdo artificial e auséncia de
cruzamentos entre estas cultivares pode ter contribuido para a diferenciagao
genética envolvendo uma maior por¢do do genoma, o que contribuiria para a

ocorréncia de correlacao.

5 CONCLUSOES

Existe variagdo genética no banco de germoplasma de jaborandi da
Embrapa Amazonia Oriental, tanto molecular quanto fenotipica.

Os marcadores moleculares e fenotipicos sdo eficientes em separar os
acessos de jaborandi.

Existe diferenciagdo genética entre as areas de coleta, evidenciado pelos
dois tipos de marcadores. Entretanto, a variacdo dentro das areas ¢ maior que
entre, o que pode ajudar no estabelecimento de novas estratégias de coleta de
germoplasma do jaborandi.

Nao ha correlagdo entre as distancias obtidas por dados RAPD e por
dados fenotipicos.

Sdo necessarias mais coletas, principalmente no estado do Maranhéo,

para que se possa concluir com mais certeza sobre a variagdo nesta regido.
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TABELA 1A. Analise de varidncia para os seis caracteres nos dois tempos de
coleta para avaliar a existéncia de diferenciagdo genética entre
areas de coleta do jaborandi.

Variaveis Coleta Quadrados médios Média C.V. (%)

“entre” total

Matéria seca (g) 1 0,06679** 0,255 31,75
2 0,0100** 0,0800 29,80

Foliolos/ 1 8,6667** 8,5800 13,91
Folha 2 10,099** 8,6612 12,32
Comprimento 1 3,48423%%* 2,6113 16,35
Foliolo (cm) 2 3,5043%* 2,600 16,45
Largura Foliolo 1 1,1015%* 1,4746 17,53
(cm) 2 1,23775%* 1,4465 17,39
Relacao comp/lar 1 0,06675** 1,791 8,36
2 0,08371%* 1,8199 7,38

Area foliar (sz) 1 763,573%* 24,69 28,14
2 863,256** 24,40 30,80

** significativo a 1% pelo teste F.
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TABELA 2A. Teores de pilocarpina obtidos para 15 areas de coleta do

jaborandi.

Areas de coleta Teores de pilocarpina (%)
Dom Eliseu,PA 0,78
Sao Félix do Xingu, PA 0,77
Serra dos Carajas, PA(1) 0,85
Serra dos Carajas, PA(2) 0,59
Moju, PA (1) 0,66
Moju, PA (2) 0,67
Breu Branco, PA 0,70
Moju, PA (3) 0,67
Moju, PA (4) 0,68
Fazenda Merck-MA 0,67
Acailandia, MA 0,89
Nina Rodrigues, MA 0,76
Mata Roma, MA 0,76
Brejo, MA 0,56
Santa Quitéria, MA 0,77
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TABELA 3A. Médias dos caracteres para cada area de coleta na época 1.

Areas de coleta MS1 NF1 CF1 LF1 R1 AF1

Serra dos Carajas1,PA 0.170  9.500 2.105 1.203 1.807 18.882
Serra dos Carajas2, PA 0.195 8.200 2439 1.294 1.884 19.377
Moju3, PA 0.325 7.854 3.104 1.892 1.652 33.169
Moju2, PA 0.275 9.039 2565 1514 1.731 26.455
Breu Branco, PA 0.170  9.719 1974 1.106 1.796 16.115
Mojul, PA 0.178 9.159 1943 1.123 1.753 15.417
Moju4, PA 0.208 9.646 2.186 1.276 1.728  20.159
Merck-MA 0.385 7.894 3497 1.885 1.873 39.131
Acailandia, MA 0.222 7.938 2506 1386 1.848 20.116
Nina Rodrigues, MA 0296 7.969 2773 1.634 1.711 27.496
Mata Roma, MA 0.356  6.656 3.767 2.080 1.837 37.403
Brejo, MA 0.331 6.850 3.233 1.728 1.826 25.544
Santa Quitéria, MA 0.215 9375 2183 1.169 1.883 17911
Dom Eliseu, PA 0.259 9400 2389 1359 1.823 22.132

TABELA 4A. Médias dos caracteres para cada area de coleta na época 2.

Areas de coleta MS2 NF2 CF2 LEF2 R2 AF2

Serra dos Carajas1,PA 0.173 8.825 2229 1205 1.869 18.017
Serra dos Carajas2, PA 0.197 8.106 2421 1231 1985 17.505
Moju3, PA 0391 7.847 3233 1911 1.704 37.009
Moju2, PA 0275 9.414 2549 1484 1.742 26.756
Breu Branco, PA 0.178 9.763 2.003 1.093 1.840 15.955
Mojul, PA 0.176  9.648 1957 1.101 1.787 16.150
Moju4, PA 0.209 9.781 2.146 1.219 1.775 18.944
Merck-MA 0400 7.700 3443 1.895 1.829 36.796
Acailindia, MA 0.213 8550 2320 1313 1.798 18.836
Nina Rodrigues, MA 0318 7.531 2681 1583 1.705 23.559
Mata Roma, MA 0436 6.781 3.699 2.054 1.838 38.037
Brejo, MA 0364 7.225 3210 1.698 1.881 30.243
Santa Quitéria, MA 0.156 9.125 2.068 1.074 2.008 14.935
Dom Eliseu, PA 0.229 9700 2278 1.255 1.827 19.805
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TABELA 5A. Matriz de 1 e 0 obtida pelos padrdes de bandas dos 93 individuos

de jaborandi.
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FIGURA 1A Mapa mostrando os locais de coleta dos acessos de jaborandi nos
estados do Para e Maranhao.
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