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RESUMO

Divergéncia genética em Cedrela fissili Vell. obtida por marcadores
RAPD. Lavras: UFLA, 2004. 45p (Monografia — Gradua¢do em Engenharia
Florestal)

Para a elaboracdo de estratégias de conservagdo genética e também para
a utilizagdo de espécies visando o melhoramento, é necessrio o conhecimento
da diversidade genética das populacdes. Esta diversidade pode ser obtida pela
utilizagcdo de marcador molecular como o RAPD (DNA polimérfico amplificado
ao acaso), os quais apresentam vantagens como a simplicidade, a rapidez, o
baixo custo, além de, possibilitar uma ampla amostragem do genoma. Neste
contexto, o presente trabalho foi realizado para determinar a divergéncia
genética em Cedrela fissilis Vell. utilizando marcadores RAPD. Para isto, foram
utilizados 19 individuos adultos, oriundos da Mata do Galego, situada no
municipio de Lumindrias no Sul de Minas Gerais. A extragdo de DNA e as
reagdes de RAPD seguiram o protocolo de Nienhuis et al., (1995). Os produtos
da amplificacdo separados foram por eletroforese em gel de agarose, corados e
fotografados. Posteriormente, estes foram analisados quanto a presenca ou
auséncia de bandas, formando uma matriz, que foi utilizada para o cédlculo das
distancias genéticas e para a construcio de um dendrograma. Foram
amplificados 59 fragmentos de DNA, utilizando 13 oligonucleotideos, sendo 7
fragmentos monomérficos e 52 polimorficos. A distancia genética média foi de
36,9% e a amplitude das distancias variou de 7% a 68%. A maior similaridade
foi obtida entre os individuos 1 e 19 e a maior divergéncia entre os genétipos 8 e
9. Pelo método de Tocher foram obtidos cinco grupos distintos. Estes dados
revelam a alta divergéncia observada na populacdo analisada corroborando com
os resultados obtidos por Pévoa (2002) e Gandara (1996), revelando ser esta
uma espécie promissora para futuros programas de conservacio e melhoramento
genético florestal.



1. INTRODUCAO

O conhecimento da variabilidade genética de populacdes é de
fundamental importancia para o estabelecimento de praticas conservacionistas e
para o sucesso de programas de melhoramento. Entre as alternativas para se
determinar este parametro, destaca-se principalmente em espécies florestais a
utilizacdo de marcadores moleculares.

Estas técnicas moleculares impulsionaram e revolucionaram a
caracterizacdo genética de populagdes naturais de espécies tropicais, apds 1970.
Com o desenvolvimento inicial de marcadores bioquimicos, baseado no
polimorfismo de isoenzimas e pelo desenvolvimento posterior dos marcadores
moleculares, baseados no polimorfismo ao nivel de DNA, torna-se possivel
analisar a diversidade molecular em popula¢des naturais de forma rapida e
precisa. Essas metodologias diferenciam pela técnica utilizada para revelar a
variabilidade ao nivel de DNA, e assim variam quanto a habilidade em detectar
diferencas entre individuos, custos, facilidade de wuso, consisténcia e
reprodutibilidade (Milach, 1998).

Um dos marcadores moleculares mais empregados no estudo de
populagdes naturais sdo os RAPD’s (Ramdon Amplified Polymorphic DNA). A
sua utilizacdo deve-se ao fato de serem tecnicamente mais simples, facilitando
desta forma, o estudo de um grande nimero de locos e fornecendo uma
amostragem aleatdria mais ampla do genoma Lynch e Milligan, (1994).

Entre as intmeras espécies arbdreas existentes, a Cedrela fissilis,
conhecida como cedro, se destaca por possuir madeira nobre com grande
diversidade de uso e por apresentar grande importidncia em programas de

conservagdo ambiental. Como € uma espécie encontrada naturalmente em baixas



densidades populacionais, necessita de grandes dreas para a sua preservacio e
conseqiientemente este fato determina a preserva¢do de um amplo contingente
de outras espécies florestais.

Neste contexto, o presente trabalho teve por objetivo determinar a
divergéncia genética de uma populacdo de Cedrela fissilis Vell. por meio de

marcadores moleculares RAPD.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 - A Espécie Cedrela fissilis.

Encontrada das florestas da Argentina as da Costa Rica, do nivel do mar
a cerca de 800 metros de altitude, a espécie C. fissilis conhecida popularmente
como cedro € classificada como de ampla adaptacdo em toda a América Latina
(Mattos, 1980; Pennington & Styles, 1981). Contudo, é uma espécie
uniformemente rara (Bawa & Ashton, 1991), ou seja, ocorre tipicamente em
populagdes de baixa densidade (menos de um individuo por hectare). Apresenta
dicogamia (protoginia), onde suas flores unissexuais amadurecerem em épocas
diferentes. Portanto, considerada como uma espécie alégama (Styles, 1972;
Carvalho, 1994). Sua polinizacdo € entoméfila, sendo as mariposas e as abelhas
seus provaveis agentes polinizadores (Morellato, 1991; Carvalho, 1994).

Dentre as principais espécies, cuja madeira é considerada leve, o cedro é
a que apresenta maior diversidade de utilizagdo. Com uma densidade aparente
de 0,53 g/cm3 ¢ indicada para mdveis finos, folha faqueadas decorativa,
molduras, construgdes internas como venezianas, rodapés e outros (Mainieri &
Chimelo, 1989). Estas caracteristicas nobres da madeira provocaram a sua
intensa e irracional exploracdo no passado e nos dias atuais (Pinazzo, 1992),
colocando a espécie sob severa erosdo genética devido a perdas de muitas
populagdes e individuos (FAO, 1996).

Por ser uma espécie que ocorre em baixas densidades, é vista com
grande interesse por ambientalistas como uma espécie indicadora para a
definicdo de dreas de reserva genética por necessitar de grandes dreas para a sua
conservagdo, possibilitando a conservacdo de espécies que ocorram em maior

densidade (Kageyama & Gandara, 1993).



2.2 - Marcadores moleculares no estudo de populacoes naturais

A conservagdo de recursos genéticos dos biomas tropicais é um dos
tépicos mais pertinentes na atualidade. Isto, em decorréncia das elevadas taxas
de destruicdo devido a expansdo da fronteira agricola, onde extensas dreas
continuas de vegetacdo vém sendo substituida por monoculturas,
reflorestamentos monoespecifico e pastagens. A conservacdo e o manejo da
biodiversidade, mesmo em dreas protegidas, constituem-se em desafios
complexos que requerem conhecimento bdsico sobre a distribuicdo e
abundancia de espécies, suas interagdes mutualisticas sua biologia e a estrutura
genética de suas populacdes (Nitlerneier et al., 1992).

Portanto, o sucesso de qualquer programa de pré-melhoramento ou de
conservacdo é dependente do conhecimento da quantidade de variacdo presente
na espécie de interesse. Caracteres morfoldgicos e agrondmicos, usados para a
medicdo da diversidade genética em determinadas populacdes de individuos
possuem uma grande dificuldade na identificacdo de grupos taxondmicos
discretos. Esta dificuldade deve-se ao fato de que a grande maioria dos
caracteres vegetais sdo influenciados por fatores ambientais, exibindo varia¢do
continua e um alto grau de plasticidade fenotipica. Para tentar solucionar estes
problemas, técnicas moleculares tém sido utilizadas para monitorar a
variabilidade genética (Parker et al., 1998).

Os recentes avangos na biologia molecular abriram novas perspectivas
para a pesquisa em conservacdo de espécies e para os estudos de Biologia
populacional como um todo. Pela primeira vez a variacdo encontrada em plantas
e animais pode ser analisada no DNA. Diferencgas na seqiiéncia genética podem
ser diretamente observadas e descritas com um grau de precisdo impraticavel ha

pouco tempo atrds. Os marcadores moleculares sdo uma destas técnicas.



2.3 - Marcadores moleculares

Um marcador pode ser definido como todo e qualquer fendtipo
decorrente de um gene expresso (proteinas e caracteres morfoldgicos) ou de um
segmento especifico de DNA, cuja seqiiéncia e funcdo podem ou ndo ser
conhecidas e possuem comportamento de acordo com as leis de Mendel
(Ferreira & Grattapaglia, 1998). Em uma definicdo mais abrangente, Sakyama
(1993), relata que a palavra marcadores tem sido utilizada para designar fatores
morfoldgicos, fisiolégicos, bioquimicos ou genéticos, passiveis de serem
identificados e que permitem o estudo comparativo de gendtipos e suas
progénies.

No melhoramento, os marcadores podem ser utilizados como
“etiquetas” para a identificacdo de alelos, a fim de que estes possam ser
selecionados indiretamente. Além disso, os marcadores também podem ser
utilizados para amostrar o genoma de uma espécie qualquer e a partir dai,
determinar a diversidade genética de um grupo de individuos.

Existem quatro classes de marcadores, que podem ser utilizados em
vegetais: marcadores morfoldgicos, marcadores citoldgicos, marcadores
bioquimicos e marcadores moleculares.

Um marcador morfolégico consiste de um cardter qualitativo de alta
herdabilidade, normalmente determinado por um Unico alelo. Os marcadores
morfolégicos sdo, em geral, fenétipos de fécil identificacdo visual, como
nanismo, cor de pétala e morfologia foliar. Esses marcadores contribuiram,
significativamente, para o desenvolvimento tedrico da andlise de ligacdo génica
e para a construcdo das primeiras versdes de mapas genéticos. Porém, apresenta
uma série de problemas, entre eles, o fato de sofrerem grande influéncia do

ambiente. Mas, o principal problema é o fato de que essa classe de marcadores



ocorre em nuimero reduzido, e sua expressdo, em sua maioria, s6 pode ser
observada em nivel de planta adulta (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Com relacdo aos marcadores bioquimicos, estes consistem no uso de
proteinas de reserva das sementes e isoenzimas. Ao que diz as isoenzimas, estas
sdo definidas como um grupo de multiplas formas moleculares de uma mesma
enzima, que ocorrem em uma espécie, como resultado da presenca de mais de
um gene, codificando as cadeias polipeptidicas (Moss, 1982). E um marcador
relativamente barato, tecnicamente acessivel, embora, apresente a desvantagem
de ser pouco varidvel, principalmente, quando se analisa populacdes de
gendtipos altamente aparentados. Além disso, também pode haver interagdo
com outros genes, uma vez que isoenzimas sao produtos génicos. O seu uso, nos
dias atuais € uma ferramenta auxiliar nos estudos de genética e melhoramento
de plantas, com aplicac¢des nas dreas de genética de populacdes, identificagdo de
cultivares e genética evolutiva (Oliveira, 2000; P6voa, 2002; Melo Junior,
2003).

O poder de deteccdo da variabilidade existente diretamente ao nivel de
DNA s6 foi alcancado com o desenvolvimento de varias técnicas de biologia
molecular. A primeira das técnicas utilizada baseou-se na a¢do de enzimas de
restrigdes, as quais reconhecem uma seqii€éncia de DNA e clivam a molécula em
sitios especificos. Estes marcadores foram chamados de RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism). Foi utilizado por Botstein et al. (1980) para a
andlise gendmica tornando-se ferramenta ttil e importante para vdrias dreas da
Biologia.

O grande interesse pela utilizacdo de marcadores de DNA t€m sido por
estes apresentarem vdrias caracteristicas desejaveis, como herangca mendeliana
simples, auséncia de efeitos epistdticos e por serem utilizados em qualquer fase

de desenvolvimento da planta. Isso abre a possibilidade de acelerar o processo



de recombinacio e selecdo dos individuos desejados, o que, conseqiientemente
reduz o tempo necessdrio para completar uma geracdo de melhoramento,
aumentando a eficiéncia do programa (Ferreira & Gattapaglia, 1998).
Atualmente, sdo conhecidas mais de umas dezenas de procedimentos
alternativas entre estes se destacam os marcadores RAPD. Willians et al.(1990)
foram os primeiros a descrever este tipo de marcador, os quais sdo gerados pela
amplificacio de segmentos andnimos de DNA com um simples e curto
oligonucleotideo de seqiiéncia arbitraria. Welsh e McClelland (1990), na mesma
época publicaram um trabalho utilizando o mesmo principio do RAPD e
denominaram técnica de AP-PCR (Arbitrarily-Prime-Polimerase Chain
Reaction). Porém, esta técnica utilizando oligonucleotideos arbitrarios, ficou
mais conhecida como RAPD. Inimeras sio as vantagens de oferecidas por estes
marcadores, como exemplo: a técnica ndo utiliza radioatividade, ndo requer o
conhecimento prévio da seqiiéncia alvo a ser amplificada, necessita de pequenas
quantidades de DNA, além de ser aplicdvel a qualquer espécie. Aliadas a estas
vantagens estdo o baixo custo, facilidade e rapidez no emprego da técnica.
Embora haja poucos estudos comparando diferentes tipos de
marcadores, a maioria das comparagdes sugere que os marcadores RAPD e
isoenzimas revelam padrdo similar de divergéncia genética, mais que os RAPDs
tendem a fornecer marcas relativamente especificas de populagdes, racas e
espécies (Pekall et al., 1998). Estas caracteristicas podem ser importantes para

os estudos de populacdes visando a conservagdo genética.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta do material genético

O material para o presente estudo € originario de um fragmento florestal
de aproximadamente 77 ha, conhecido como mata do Galego, localizado no
municipio de Lumindrias, nas Fazendas Barreiro e Morro Grande, as margens
do Rio Ingai, nas coordenadas 21°29°S e 44°55'W (Figura 1A e B). Possui
representacdes de Floresta Estacional Semidecidual Aluvial e Floresta
Estacional Semidecidual Montana, devido ao desnivel de cerca de 121 m da
borda da mata até o rio, o que proporciona um gradiente ambiental e
vegetacional. O clima da regido € caracterizado por verdo umido e inverno seco,
com temperaturas médias mensais variando entre 21,8° C em janeiro e 16,0° C
em julho e precipitagdo média anual € de 1.517 mm (Oliveira Filho et al., 1994).

Para a amostragem dos individuos de Cedrela fissilis, toda a drea do
fragmento foi levantada, de modo a amostrar individuos reprodutivos. A coleta
das folhas foi efetuada com o auxilio de bicicleta florestal, podao e atiradeira
(estilingue), devido a altura dos individuos (em torno de 20-30 m).

As amostras foliares foram transportadas em gelo e armazenadas em
freezer (-18°C). A extragdo de DNA foi feita no menor prazo possivel, no
Laboratério de Melhoramento Florestal e Biologia Molecular do Departamento

de Ciéncias Florestais da UFLA.

3.2 Extracao de DNA



A extrag@o de DNA foi feita de acordo com o procedimento descrito por
Nienhuis et al. (1995). Inicialmente foi realizada a maceracdo de 0,3 g do
material vegetal, juntamente com areia lavada (1,0g) e PVP -
polivinilpirrolidona (0,01g). A utilizagdo do PVP visa retardar a oxidacdo de
metabdlicos secunddrios. Apds a maceragdo foi adicionado 700 UL de tampao
de extracdo [2% de CTAB; 100mM de tris (pH = 8,0); 20mM de ETDA (pH =
8,0); 1,4 M de NaCl e 1% de PVP]. O macerado foi colocado em “eppendorfs” e
encubado em banho-maria a 65°C, por 60 minutos.

Apds o resfriamento, realizou-se a primeira extragdo dos é&cidos
nucléicos com 10 ml da mistura de cloroférmio — alcool isoamilico (24:1). Os
tubos foram homogeneizados por agitacdo, para a obtencdo de uma emulsio, e
posteriormente foram centrifugados a 12000 rpm, a 4°C, por 10 minutos. O
sobrenadante foi pipetado, colocado em novo tubo, ao qual foram adicionados
70 pL de solugaio CTAB 10%, 1,4 M NaCl, sendo homogeneizados e
centrifugados a 12000 rpm por 10 minutos. Apds este processo o sobrenadante
foi transferido para novos tubos contendo 600 pL de isopropanol gelado, os
quais foram acomodados no freezer por uma hora visando uma nova

precipitacdo dos DNA’s.

Alto Rio
Grande




Figura 1 — Localizagdo geogrifica da regiao do Alto Rio Grande (A) e Parte da
imagem de satélite do municipio de Lumindrias, MG, mostrando
um dos fragmentos estudados, onde localiza-se a Mata do Galego.

Os DNA'’s precipitados foram recolhidos em “eppendorfs”, os quais
foram centrifugados novamente, por 10 minutos a 4000 rpm. A este material
acrescentou-se 100pL de EtOH (70%) e centrifugou a 4000 rpm por 10 minutos.
Posteriormente, o sobrenadane foi retirado e o pellet foi seco em capela de fluxo
laminar por aproximadamente 3 horas. Apds a secagem, adicionou-se TE (100
uL) [1 mM Tris e 0,1 mM EDTA] para ressuspencdao do DNA e, em seguida,

realizou-se a quantificagao.

3.3 Amplificacao do DNA

O procedimento utilizado para a amplificacdo foi o de Nienhuis et al.
(1995). Cada reacdo continha: 3,0 uL. de DNA genomico, 0,59 uL de dNTP,
1,47 uL. de um oligonucleotideo iniciador, 0,167 pL da enzima Taq DNA
polimerase, 1,28 uL de diluente Taq, 1,47 UL de tampao PCR e 6,79 uL de H20.

As reacdes foram realizadas em Termociclador GeneAmp PCR System
9700, programado para 45 ciclos, sendo o primeiro ciclo a 94°C, por 2 minutos
para a desnaturagdo inicial; 15 segundos para desnaturacdo a 94°C; 30 segundos
para anelamento do iniciador a 42°C, 30 segundos para extensdo a 72°C e por
fim 2 minutos, a 72°C para extensdo final.. Para a geracdo de polimorfismo,
foram utilizados 13 “primers”, adquiridos junto a “Operon Technologies”,

Califérnia — Estados Unidos ( Tabela 1).
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3.4 Eletroforese

Os produtos da amplificagdo foram separados por eletroforese, em gel
de agarose 1,0%, em tampao TBE (0,045 M Tris — Borato e 0,001 M EDTA), a
50 V por 2 horas. Posteriormente foram corados com brometo de etidio a
concentracdo de 0,5 uL. /mL, visualizados em transluminador de luz ultravioleta

BioRad e fotografados.

TABELA 1 - Oligonucleotideos utilizados na amplificagdo do DNA de Cedrela

fissilis Vell e suas respectivas seqiiéncias.

Oligonucleotideos seqiiéncia 5’ — 3’
OPA9 GGGTAACGCC
OPA13 CAGCACCCAC
OPA14
OPAI1S5 TTCCGAACCC
OPAL16 AGCCAGCGAA
OPB11 GGACTGCAGA
OPM2 ACAACGCCTC
OPM5 GGGAACGTGT
OPN20 GGTGCTCCGT

OPW2 ACCCCGCCAA

11



OPW3 GTCCGGAGTG
OPW4 CAGAAGCGGA
OPY15 AGTCGCCCTT

3.5 Analise dos dados moleculares e obtencao das similaridades genéticas

Durante a avaliacdo dos géis, cada banda polimérfica foi tratada como
carater unico. Foi elaborada uma matriz de 0 e 1, a partir da codificagdo da
presenca (1) e auséncia (0) de bandas polimérficas. A estimativa da similaridade
genética (sg;), entre cada par de gendtipos, foi efetuada pelo coeficiente de
Jaccard, por meio da seguinte expressao:

_ a

sendo os significados de a, b e ¢ apresentados na Tabela 2.

As andlises de similaridade genética foram realizadas por meio do
programa NTSYS-PC 2.0 (Rohlf, 1992). Os erros associados a cada
similaridade foram estimados de acordo com a expressdo (Ekroch, Tivang &

Nienhuis, 1992):

1—s2..
Erro padrao estimado (Ssg ): m _

em que n é o ndmero total das combinagdes a, b e ¢ cada par de familias.

TABELA 2 — Presenca (1) e/ou auséncia (0) de bandas em cada par (ij) de

linhagens
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Gendtipo i
Genotipo j 1 0
1 A B
(1,1) (0,1)
0 C D
(1,0) (0,0)

Posteriormente, foi realizada a representagao simplificada das distancias
por meio de um dendograma obtido pelo método hierdrquico aglomerativo da
média aritmética entre pares ndo ponderados (UPGMA).

Os individuos geneticamente diferentes foram identificados nos
dendrogramas a partir da estimativa do valor minimo de similaridade, acima do
qual os individuos sdo semelhantes, ou o valor mdximo significativo de
similaridade (sgm). O sg, foi estimado por meio do teste t, nos niveis de 1% e

0,1% de probabilidade, utilizando-se a seguinte expressao (Castanheira, 2001):

58, =1— (tXig)

onde t € o valor tabelado de t com n-2 graus de liberdade e s 0 erro
médio das comparagdes consideradas no dendrograma.

Realizou-se também, a andlise de agrupamento pelo método de
otimizagdo de Tocher, conforme citagcdo de Rao (1952). Este método parte do
principio de que, a partir da matriz de dissimilaridade, € identificado o par de
individuos mais préximo, formando o grupo inicial. Em seguida, ¢ avaliada a
possibilidade de inclusdo de novos individuos no grupo, adotando-se o critério
de que a distdncia média intragrupo é sempre inferior a qualquer distancia
intergrupo. A inclusdo de um novo individuo sempre acarreta um acréscimo na

distdincia média intragrupo. Assim a decisdo de inclui-la depende desse

acréscimo nao superar um determinado limite ndo estabelecido (o). Em geral
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esse limite € tomado como sendo o valor maximo de distincia, no conjunto das
menores distdncias de cada individuo. Para essa finalidade utilizou-se o

programa GENES (Cruz, 2004).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Fragmentos Amplificados

Para o estudo da divergéncia genética, utilizando o RAPD, foram
empregados 13 primers, os quais geraram, pelo menos uma banda polimoérfica
entre os individuos (Tabela 3). No total foram gerados 59 produtos de
amplificacio, com uma média de 4,38 fragmentos. Destas, 52 foram
polimérficas. O primer que apresentou o maior nimero de bandas polimoérficas
foi o OPY15, sete bandas. Enquanto o OPA14, apresentou apenas uma banda
polimérfica. Este alto grau de polimorfismo apresentado confirma a grande
heterozigose apresentada pelos genétipos, refor¢cando os resultados encontrados
por Pévoa (2002), ao avaliar a mesma populacdo porém, utilizando isoenzimas.
Um exemplo do padrdo de bandas encontrado nos genétipos € apresentado na

Figura 2.

4.2 Avaliacio da divergéncia genética

Os fragmentos polimérficos utilizados no estudo podem ser

considerados suficientes para a avaliacdo da diversidade genética na espécie.
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Conforme relata Trindade et al. (2001) ao avaliar uma frutifera nativa do
cerrado (Eugenia dysenterica), seriam necessdrios apenas 33 locos para a
andlise da estrutura genética populacional da espécie. Para chegar a esta
conclusdo os autores realizaram ensaios preliminares, onde foram amostrados
25 genétipos com 36 locos RAPD utilizando 7 primers. Uma matriz binaria 1
(presenga) e O (auséncia de banda) foi gerada e submetida a um processo de
randomizacdo por bootstrap, sendo estimado o coeficiente de variagdo
associado ao numero de fragmentos gerados, utilizando o coeficiente Simple
Matching com 5000 permutagdes pelo uso do software Deboot (Coelho, 2000).
Em outro estudo, também com E. dysenterica, Zucchi (2002), utilizou
oito primers os quais geraram 74 fragmentos, sendo 54 polimérficos. Estopa
(2003) estimou a variabilidade entre as matrizes de candeia (Eremanthus
erythropappus) utilizando 10 primers, que apresentaram 56 fragmentos
polimérficos de DNA amplificados. Deve ser ressaltado, que pelo fato destas
espécies ainda ndao serem domesticadas, tem se conseguido um grande

polimorfismo com um niimero relativamente pequeno de iniciadores.

TABELA 3 — Relagdo do nimero de produtos amplificados por cada primers,

com suas respectivas porcentagens de polimorfismo.

Primers N° de produtos ~ N° de fragmentos  Porcentagem de
amplificados polimoérficos polimorfismo
OPA13 5 5 100
OPY15 10 7 70
OPN20 5 4 80
OPM2 5 5 100
OPB11 2 2 100
OPM5 3 3 100
OPA9 3 3 100
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OPA15 1 1 100
OPW2 5 5 80
OPW3 6 5 83,3
OPW4 4 4 100
OPA16 5 5 100
OPA14 5 3 60

A partir dos 52 fragmentos de RAPD obtidos, foi estimada uma matriz
de distdncia genética, pelo complemento de similaridade de Jaccard,
relacionando todos os pares de individuos (Tabela 4). A distdncia genética
média das 171 estimativas obtidas foi de 0,369 com uma amplitude de 0,07 a
0,68. As menores distancias foram obtidas entre os individuos 1 e 19 e a maior
entre os pares 8 e 9 (Tabela 4). Vale ressaltar que as menores distancias estdo

associadas aos gendtipos mais semelhantes e as maiores aos mais divergentes.
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Figura 2. Produtos de amplificacio do DNA de Cedrela fissilis Vell. obtidos
com os iniciadores OPW-02 e OPW-03.

Deve ser salientado também que a distancia genética, estimada por meio
de marcadores RAPD, baseia-se em um conjunto de fragmentos aleatérios de
DNA, portanto a partir dos 52 fragmentos polimoérficas, que constituiram uma
amostra do genoma do cedro. Conseqiientemente, os fragmentos amostrados nao
se referem a caracteres de interesse econdmicos. Em termos de escolha de
matrizes para iniciar um programa de melhoramento deve-se buscar genitores
divergentes, contudo esta divergéncia a que se refere deve ser principalmente
obtida em relag@o aos caracteres morfoldgicos de interesse.

Para uma melhor visualizacio da divergéncia dos genétipos, realizou-se
o agrupamento dos individuos pelo método de Tocher. De acordo com este
critério foram formados cinco grupos. O primeiro esti representado pelos
gendtipos 8, 9, 2, 18, 10, 5, 4, 13, 14, 17, 16, 7, 19; o segundo grupo pelos
individuos 6 e 15; o terceiro por 1 e 11; e o quarto e o quinto grupo pelos
individuos 12 e 3 respectivamente (Tabela 5). O que chama atengdo € o fato de
mais de 65% dos gendtipos terem sido agrupados no primeiro grupo o que
permite inferir que embora divergentes, os individuos apresentam um certo
parentesco. Isto, em parte pode ser, possivelmente, conseqii€ncia do processo de

fragmentacdo que as florestas vem sofrendo durante décadas, ocasionando
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cruzamentos entre individuos aparentados. No entanto, Pévoa (2002) ressalta
que o fluxo génico nesta populacdo ainda persiste.

Posteriormente, também foi realizado o agrupamento utilizando o
método hierdrquico aglomerativo da média aritmética entre os pares ponderados
(UPGMA) e obtido o dendograma representado na Figura 3. Com esse
procedimento, houve também a formagdo de grupos distintos praticamente na
mesma seqii€ncia anteriormente relatada para o método de Tocher.

Como pode ser observado na Figura 3, foi determinado por meio do
teste de ¢ um ponto de corte ao nivel de 1% de probabilidade, denominado valor
minimo de similaridade, acima do qual os individuos sdo semelhantes
(Castanheira, 2001). Observa-se, mais uma vez que ¢ grande a divergéncia
genética entre os individuos analisados. Resultados obtidos por Gandara (1996),
trabalhando com uma amostra de 34 individuos de uma populacdo de cedro,
permitiram também constar altos valores de diversidade, bem como altas taxas

de cruzamentos entre os individuos.

TABELA 4 — Matriz de distancias genéticas (abaixo da diagonal) e erro padrio
estimado (acima da diagonal) entre os 19 individuos de Cedrela

fissilis Vell. analisados.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

1 0,05 0,06 0,06 0,06 0,04 0,06 0,06 0,06 0,06 0,07 0,07 0,07 0,06 0,05 0,06 0,06 0,06 0,04
0,16 0,06 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,06 0,06 0,07 0,07 0,06 0,07 0,07 0,07 0,07
0,22 0,26 0,07 0,06 0,04 0,07 0,06 0,06 0,07 0,06 0,06 0,07 0,07 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06
0,26 0,65 0,33 0,07 0,06 0,07 0,07 0,07 0,07 0,06 0,06 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,06
0,26 0,59 0,24 0,50 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,06 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07
0,08 0,32 0,11 0,24 0,35 0,06 0,06 0,06 0,07 0,06 0,06 0,05 0,05 0,07 0,07 0,06 0,06 0,06

0,25 0,38 0,33 0,38 0,42 0,31 0,07 0,07 0,07 0,06 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07

0 N N R W

0,22 0,67 0,25 0,52 0,57 0,24 0,48 0,07 0,07 0,06 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07
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10
11
12
13
14
15
16
17
18
19

0,21 0,65 0,29
0,19 0,50 0,32
0,38 0,22 0,26
0,32 0,31 0,23
0,32 0,45 0,35
0,24 0,43 0,33
0,17 0,29 0,26
0,27 0,39 0,21
0,26 0,44 0,29
0,23 0,58 0,31

0,07 0,42 0,28

0,45 0,55 0,27 0,52 0,68

0,41 0,45 0,34 0,41 0,63 0,61
0,24 0,29 0,25 0,28 0,21 0,24
0,30 0,34 0,27 0,35 0,36 0,30
0,56 0,44 0,18 0,40 0,58 0,44
0,48 0,48 0,13 0,33 0,50 0,38
0,32 0,41 0,46 0,61 0,38 0,41
0,38 0,62 0,37 0,48 0,44 0,52
0,39 0,43 0,23 0,44 0,50 0,48
0,53 0,44 0,25 0,45 0,61 0,59

0,29 0,47 0,23 0,43 0,43 0,42

0,07

0,32
0,29
0,38
0,37
0,36
0,38
0,33
0,43

0,28

0,06

0,07

0,29
0,17
0,17
0,21
0,30
0,19
0,17

0,14

0,06
0,06

0,06

0,36
0,29
0,33
0,36
0,31
0,28

0,25

0,07
0,07
0,05

0,07

0,63
0,33
0,36
0,55
0,61

0,30

0,07
0,07
0,05
0,06

0,07

0,27
0,34
0,52
0,46

0,50

0,07
0,07
0,06
0,07
0,07

0,06

0,54
0,38
0,34

0,37

0,07
0,07
0,06
0,07
0,07
0,07

0,07

0,50
0,45

0,48

0,07
0,07
0,06
0,06
0,07
0,07
0,07

0,07

0,64

0,50

0,07
0,07
0,05
0,06
0,07
0,07
0,07
0,07

0,07

0,40

0,07
0,06
0,05
0,06
0,06
0,07
0,07
0,07
0,07

0,07

Conforme ressalta Bawa e Ashton (1991), espécies com caracteristicas

como o cedro, ou seja, com mecanismos de dispersdo a longa distincia, estdo

pouco sujeitas a perda de diversidade genética dentro de populagdes, fato este ja

confirmado também em outras espécies arbdreas tropicais raras como

Pithecellobium pedicellare (O’'Maley e Bawa, 1987), Hevea brasiliensis (Paiva,
1992), Myracrodruon urundeva (Lacerda, 1997), Cedrela fissilis (Gandara,

1996), Genipa americana (Sebbenn, 1997), Machaerium villosum (Giudice

Neto, 1999) e Copaifera langsdorffii (Oliveira, 2000) em que os valores

0,64, 049, 0,75,

0,81,

encontrados foram 0,95, 0,85,
respectivamente.
—

0,82

0,74, 0,92,



FIGURA 3 — Padrao de similaridade genética obtida entre os 19 individuos de
Cedrela fissilis Vell , definido pelo critério de agrupamento

UPGMA, com base na média dos indices de Jaccard.

Na literatura, sdo encontrados dados relativos a comparacdes entre
marcadores isoenzimaticos e moleculares. Em muitos se tem observado
estimativas distintas obtidas pelos diferentes marcadores, mostrando uma certa
superioridade em favor dos dados oriundos dos marcadores ao nivel de DNA
(Bucci et al. (1997), Ayres & Ryan (1999), Ciampi (1999), Buso et al. (1998) e
Jenczewski et al. (1999). Porém, no geral, os resultados t€m constatado a
eficiéncia dos marcadores RAPDs para a andlise da estrutura genética de
populagdes dipldides e revelados padrdoes semelhantes aos marcadores
isoenzimaticos (Isabel et al., 1995; Aagard et al., 1998; Zucchi 2002).

Pode-se constatar grande coeréncia entre os resultados observados neste
trabalho e os obtidos por Pévoa (2002), ressaltando mais uma vez a grande
divergéncia observada em espécies de Cedrela o que ainda justifica a
implantacdo de programas conservacionistas visando a preservacdo da

variabilidade existente.

TABELA 5 — Agrupamento dos individuos Cedrela fissilis Vell. pelo método de

Tocher.

Grupos Individuos
I 8,9,2,18,10,5,4,13,14,17,16,7, 19
0| 6elS
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5 CONCLUSOES

- A populagdo de Cedrela fissilisVell. estudada apresenta alta divergéncia entre

os individuos adultos.

- A maior divergéncia foi observada entre os genétipos 8 € 9 a menor entre os

individuos 1 e 19 .

- As distincias genéticas classificaram os individuos em cinco grupos distintos,

sendo 68% dos gendtipos analisados encontrado no grupo L.
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TABELA 1A - Matriz de 0 e 1 obtida pelo padrao de bandas dos individuos
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