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RESUMO

A pimenta longa (Piper hispidinervum) ¢ uma arvoreta encontrada em dareas
antropizadas, no estado do Acre, de alto valor economico. Recentemente, o interesse por
esta planta foi despertado por parte das industrias de cosméticos e inseticidas devido ao
safrol obtido do 6leo essencial extraido de suas folhas e ramos finos. Diante deste fato, a
domesticacdo e manejo da espécie vém sendo desenvolvidos para se definir o melhor
sistema de cultivo. Estudos sobre a diversidade genética e sua distribui¢do em
populagdes naturais de pimenta longa sdo de extrema importancia para a defini¢do de
estratégias adequadas de manejo e cultivo, porém ndo existem, na literatura, estudos
dessa natureza. Este trabalho teve como objetivo avaliar a estrutura genética de treze
populagdes naturais de P. hispidinervum do Vale do Acre; estimar a taxa de cruzamento
preferencial de uma populagdo natural; e avaliar a diversidade genética representada na
Colecao de Germoplasma de Pimenta Longa da Embrapa Acre, por meio de marcadores
RAPD. A espécie P. hispidinervum apresentou altos niveis de diversidade genética,
sendo esta estruturada no espago segundo um padrdo de isolamento por distdncia. A
maior parte da variabilidade genética esteve entre individuos dentro de populagdes,
porém a diferenciacdo entre populagdes, como um todo, foi alta (6p = 0,25). O
agrupamento das populagdes, em fungdo da distdncia genética ¢sr entre elas, mostrou
dois grupos distintos, os quais representam as regides do Alto Acre e Baixo Acre. A
AMOVA mostrou que 20,61% da variabilidade total estd entre essas duas regides.
Embora as estimativas de fluxo génico aparente (Nm) tenham dado valores inferiores a
um, a estruturagdo genética observada foi atribuida a diferentes historias de vida das

populagdes e ndo a restricdo de fluxo génico. A taxa de cruzamento multilocos foi
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estimada em 1,033, evidenciando que a espécie € preferencialmente aldogama. As
estimativas dos coeficientes de endogamia f'e F ndo diferiram de zero e os cruzamentos
ocorreram preferencialmente entre individuos ndo-aparentados. Os dados obtidos
sugerem que estratégias de domesticacdo e cultivo da pimenta longa devem levar em
consideragdo possiveis efeitos de depressdo por endogamia. A diversidade genética
representada na Colecdo de Germoplasma de Pimenta Longa da Embrapa Acre foi
elevada, sendo as espécies P. aduncum e P. hispidinervum muito diferentes
geneticamente, em que a primeira apresentou padrdo similar ao esperado para uma
espécie autdgama e a segunda, padrdo de alogamia. Dos dezesseis gendtipos ndo-
identificados botanicamente, nove puderam ser identificados como P. hispidinervum e

outros seis se mostraram similares a esta espécie, sendo considerados como ecoétipos.
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GENETIC STRUCTURE STUDIES ON A LONG PEPPER
(Piper hispidinervum C.DC.} NATURAL POPULATION
FOR EXPLOITATION AND CONSERVATION

Author: LUCIA HELENA DE OLIVEIRA WADT
Advised: Prof. Dr. PAULO YOSHIO KAGEYAMA

SUMMARY

Long pepper (Piper hispidinervum) is a small tree with high commercial value
found in antropic areas in the State of Acre. Recent interest in this plant by cosmetic and
insecticide industries was motivated by the safrole contained in the essential oil
extracted from its leaves and fine twigs. Domestication and agricultural management
studies on the species have been developed to define the best cultivation system.
Assessments on long pepper genetic diversity and its distribution in the natural
populations are extremely important to define suitable management and cultivation
strategies. However, no reports are yet available in the literature. The objectives of this
study were: a) to assess the genetic structure of thirteen natural P. hispidinervum
populations of the Acre Valley; b) to estimate the preferential cross pollination rate of a
natural population; and, c) to evaluate the genetic diversity sampled in the Long Pepper
Germplasm Collection at Embrapa Acre, using RAPD markers. The P. hispidinervum
species showed high levels of genetic diversity spatially structured according to an
isolation by distance pattern. Most of the detected genetic variability was among
individuals within the populations, but the differentiation among populations was high
(Gsr = 0.25). Population clustering as function of their genetic distances (¢sr) formed
two distinct groups that represented the High Acre and Low Acre regions. The
AMOVA procedure showed that 20.61% of the total variability was among these two
regions. Although the values of the apparent genetic flow estimates (Nm) were smaller
than one, the observed genetic structure was attributed to a different life history of the
populations and not to a restriction in the gene flow. The multiloci cross rate was

estimated at 1.033 showing that the species is preferentially open-pollinating. The
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estimates of the fand F endogamy coefticients did not differ from zero indicating that
the crosses occurred preferentially among unrelated individuals. The obtained data
suggested that long pepper domestication and cultivation strategies should consider
possible inbreeding depression effects. The genetic diversity represented in the Long
Pepper Germplasm Collection at Embrapa Acre was high. However, the P. aduncum and
P. hispidinervum species are genetically very different showing patterns similar to those
expected for self pollinating and for open pollinating species, respectively. Nine of the
sixteen genotypes which were not botanically identified could be classified as P.
hispidinervum by the RAPD analysis and another six ones showed characteristics similar

to those of the species and were considered to be ecotypes.



1. INTRODUCAO

A Amazonia ¢ reconhecida mundialmente por abrigar uma das maiores fontes de
recursos naturais, sendo por isso considerada a regido de maior biodiversidade animal e
vegetal (McNeely et al., 1990). O estado do Acre estéd inserido na por¢do ocidental da
Amazonia Brasileira, sendo de grande importancia para a conservagdo da Floresta
Tropical por possuir tipologias representantes tanto da Amazonia Central como
Subandina.

O Acre ¢ considerado um estado tipicamente florestal (cerca de 90% de seu
territorio ¢ coberto por florestas primarias), tendo grande parte de suas florestas
pertencente a Unidades de Conservagdo como: Reservas Extrativistas, Reservas
Indigenas, Florestas Nacionais e Reservas Biologicas, além de possuir varios projetos de
assentamento extrativistas e de colonizag¢do. Diante desse quadro, seu desenvolvimento
passa, necessariamente, pelo uso racional dos recursos naturais existentes na regido e
desenvolvimento agroindustrial para produtos da floresta.

A época atual ¢ marcada por diversos conflitos entre o crescimento
industrial/tecnologico e a conservagdo dos recursos naturais. Uma visdo imediatista,
buscando recursos a curto prazo, leva a uma continua e progressiva devastagio florestal,
causando sérias conseqiiéncias ao ambiente e ao homem. Devido a esses fatos, o
interesse por questdes ambientais e a pesquisa sobre espécies nativas tém aumentado
consideravelmente, com maior énfase para aquelas com algum interesse fitoquimico.

A maioria das espécies amazonicas de interesse fitoquimico sio ervas ou arbustos
que colonizam éreas abandonadas ou sub-bosque da floresta, tendo ainda aquelas que
sdo invasoras de areas cultivadas. A diversidade de habitats e do modo de vida dessas

espécies ¢ elevada e, portanto, a domesticacdo de qualquer espécie nativa passa
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inicialmente pela caracterizagdo botanica e genética do recurso natural; conhecimento de
sua distribuigdo geografica e comportamento ecoldgico; e identificagdo de individuos-
matrizes para produgdo de sementes.

O extrativismo tradicional de plantas fitoterapicas baseia-se na extragdo
indiscriminada, sem nenhuma preocupagdo com a regeneragdo e sustentabilidade da
produgdo. Esta atitude levou a escassez de muitos recursos naturais, ocasionando uma
redu¢do da oferta do produto bruto (raizes, folhas, ramos e caules) no mercado
industrial. Para que haja a sustentabilidade tdo almejada atualmente, é necessario
desenvolver sistemas de manejo adequados e/ou domesticar as espécies com potencial
de mercado. O processo de domesticagdo passa por varias etapas, desde a identificagéo e
caracteriza¢do do material botanico até o conhecimento de suas exigéncias ambientais
no habitat natural e respostas fisiologicas as condig¢des de cultivo racional (Santiago,
1999).

Uma espécie vegetal que tem despertado o interesse de empresarios do ramo de
fitoquimicos utilizados nas industrias de cosméticos e bioinseticidas € a pimenta longa
(Piper hispidinervum). A pimenta longa é um recurso natural, encontrado no estado do
Acre, de grande valor comercial devido ao alto teor de safrol em seu 6leo essencial.
Naturalmente esta espécie tem sido encontrada em areas antropizadas, podendo ser
considerada uma pioneira antropica (Almeida, 1999). Muitos agricultores,
desconhecendo seu potencial, consideravam a pimenta longa uma praga e varias foram
as tentativas para extermina-la de suas propriedades, pois ocorre em areas de pousio,
formando populag¢des de grande densidade (Sousa, 1997), dominantes sobre as demais
espécies (Oliveira & Lunz, 1996; Sousa, 1997).

O sistema de cultivo ou manejo da pimenta longa ainda ndo estad bem definido.
Devido ao grande interesse econdmico e ocorréncia natural no estado do Acre, percebe-
se a importancia de estudos basicos para domesticagdo e manejo dessa espécie. Sua
domesticagdo ainda estd em fase de desenvolvimento, sendo que a Embrapa Acre tem
realizado estudos para a defini¢do do sistema de cultivo. Definido o sistema de cultivo,

certamente surgirdio demandas por sementes de materiais com alta produtividade de
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safrol e resistentes a pragas e doengas. Diante desse quadro, ¢ fundamental ter um
programa de melhoramento genético em andamento para suprir esta demanda.

A base para qualquer programa de melhoramento €, sem duvida, a variabilidade
genética. Portanto, conhecer a distribui¢do da variabilidade genética entre e dentro de
populagdes nativas de pimenta longa (P. hispidinervum) ¢ fundamental para o
estabelecimento de estratégias adequadas de coleta dos recursos genéticos e
direcionamento de cruzamentos. Para o melhoramento, informagdes sobre as diferengas
genéticas entre individuos de uma populagao e o estabelecimento de relagdes genéticas
entre diferentes acessos de uma cole¢do de germoplasma sdo fundamentais para auxiliar
o melhorista na tomada de decisdes. A determinacdo da forma preferencial de
acasalamento também ¢ fundamental para a escolha do método de melhoramento mais
adequado, pois existem métodos especificos para os diferentes sistemas reprodutivos
(Dias & Kageyama, 1982).

O presente trabalho assume a seguinte hipotese como sendo verdadeira: o sistema
preferencial de acasalamento, da pimenta longa, é por fecundac¢do cruzada (alégama) e,
portanto, a variabilidade genética dentro de populagdes deve ser maior que entre

populagdes.
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OBJETIVOS

Avaliar, por marcadores RAPD, a estrutura genética de populagdes naturais de
pimentalonga do Vale do Rio Acre;

Estimar o sistema preferencial de cruzamento e o coeficiente de endogamia de uma

populagdo de pimenta longa, por meio de marcadores RAPD;

Avaliar a diversidade genética existente na Cole¢do de Germoplasma de Pimenta
Longa da Embrapa Acre;

Propor estratégias para o uso e conservacdo da espécie Piper hispidinervum.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 - Consideracdes gerais

O género Piper pertence a familia Piperaceae, cujos representantes sdo de
distribui¢do pantropical e de habito predominantemente herbaceo. As folhas sdo sempre
inteiras, predominando a disposi¢do alternada. Geralmente, o caule € articulado e as
inflorescéncias especiformes com flores muito pequenas e hermafroditas. Na familia
Piperaceae estdo incluidos cerca de dez géneros, sendo Piper e Peperomia os principais
da flora brasileira (Joly, 1993; Agarez et al., 1994). Embora o nimero de espécies
descritas nessa familia seja elevado, ha uma variagdo muito grande, sendo estimado de
1.400 a mais de 2.000 espécies, e dentre essas a maior parte se encontra nos géneros
Piper e Peperomia (Cronquist, 1981).

No género Piper, encontram-se mais de 700 espécies distribuidas em regides
Tropicais e Subtropicais do mundo inteiro. A maioria das espécies desse género possui
uso na medicina tradicional, além de despertar o interesse quimico por varios tipos de
componentes secundarios. A espécie mais importante desse género € Piper nigrum
(Pimenta-do-Reino), que vem sendo estudada desde 1819 quando foi isolada a piperina,
o principio pungentel dessa espécie usado em tratamentos de epilepsia (Sengupta &
Ray, 1987).

Varias outras espécies de Piper apresentam componentes quimicos de interesse
farmacologico como, por exemplo: P. guineense (amidas com atividade antibactariana);
P. aduncum (0leo essencial com propriedades inseticidas) e P. methysticum

(“Flavokawain C” com atividade contra Salmonella typhi) (Sengupta & Ray, 1987).
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Uma outra espécie da Amazodnia Ocidental Brasileira que vem despertando interesse da
industria nos Gltimos anos ¢ a pimenta longa (Piper hispidinervum), por produzir um
6leo essencial rico em safrol..

A fungdo biologica dos 0leos essenciais para a planta ainda ndo estd muito clara,
porém, acredita-se que estes exercam fung¢des de atragdo de insetos polinizadores, atuem
como repelentes a inimigos naturais, ou, ainda, como anti-séptico e regulador do
metabolismo (Silva, 1993). Geralmente, os 6leos essenciais sdo produzidos e secretados
por glandulas especiais, sendo armazenados em cavidades existentes entre as células.

O uso de 6leos essenciais € muito antigo, havendo relatos de produgdo na Pérsia,
india e Egito em épocas anteriores a Cristo. No final da Idade Média, a destilagdo de
oleos essenciais para producdo de 6leos de enebro, roma, lavanda e trementina era
bastante frequente (Peckolt, 1914, citado por Silva, 1993). Atualmente, o Brasil é um
grande produtor de 6leos essenciais e de alguns de seus componentes puros.

A grande maioria dos dleos essenciais existentes na Amazonia ndo possui valor
econdmico pelo simples desconhecimento de seus componentes quimicos, ou mesmo
pelas dificuldades de acesso, transporte ou qualidade do produto extraido. Esta situacdo
faz com que o mercado seja incerto, influenciando diretamente no prego e na qualidade
do produto. Em alguns poucos casos, a produgdo de dleos essenciais sustenta grandes
industrias como, por exemplo, perfumarias francesas e industrias de fragrancias citricas.

O dleo essencial extraido da espécie Piper hispidinervum € rico em safrol (Maia,
1987). O safrol ¢ um fenil éter (Tyler et al., 1982) com peso molecular de 162,18g e
densidade, a 200C, de 1,096 (Rocha & Ming, 1999), muito demandado pela industria
quimica devido a dois derivados: a heliotropina, amplamente utilizada como fragrancia;
e o butéoxido de piperonila (PBO), um ingrediente essencial para inseticidas
biodegradaveis a base de piretrum. A produgdo desses inseticidas ndo seria
economicamente viavel se ndo fosse o efeito sinergistico dado pelo PBO e, portanto,
essa industria quimica é dependente da disponibilidade continua de PBO (Rocha &
Ming, 1999). Além disso, o piretrum natural junto com o PBO ¢ a unica formulagdo

permitida para uso em alimentos, pelos paises do primeiro mundo (Arctander, 1960).

' Odor penetrante.



3.2 - Referencial historico

No século IX, o safrol era utilizado na forma natural como 6leo essencial extraido
de raizes de Sassafras albidum (Nutt) Nees, uma espécie arborea nativa das montanhas
apalaches nos Estados Unidos (Alencar, 1971), e por isso denominado de oleo de
sassafras. Esse 6leo foi muito utilizado nos Estados Unidos para aromatizar cervejas,
refrigerantes, sabdes, ceras e desinfetantes (Anya, 1974; Anon, 1992). No Brasil, foi
usado como ingrediente de bebidas populares como a pinga de sassafras. Outra utilidade
foi como topico anti-séptico, porém esses usos ndo sdo indicados devido ao efeito
carcinogénico do safrol (Rocha & Ming, 1999).

Posteriormente, o safrol passou a ser obtido de dleos essenciais extraidos, por
arraste a vapor, da madeira de algumas espécies da familia Lauraceae, sendo
denominado de oleo sassafras. No inicio do século XX, o Japdo entrou no mercado
internacional do 6leo de sassafras (extraido de Cinnamomum canphora), afetando a
estabilidade das industrias americanas. No entanto, o bloqueio mundial, ocorrido na
década de 40, entre os paises orientais e ocidentais devido a Segunda Guerra Mundial,
estimulou a produgdo brasileira do 6leo de sassafras (Silva, 1993).

No Brasil, este 6leo foi extraido da canela sassafras (Ocotea pretiosa), uma
Lauraceae nativa da Mata Atlantica, com alta densidade de individuos no Vale do Itajai
(SC). A descoberta do 6leo de sassafras extraido da canela se deu em 1939, quando foi
evidenciado que pela destilagdo da madeira dessa arvore obtinha-se um dleo essencial
contendo 84% de safrol (Rocha & Ming, 1999). A partir da década de 40, até os anos 60,
o Brasil foi o maior exportador mundial de ¢leo de sassafras, porém a exploragdo
indiscriminada de canela sassafras levou a um declinio na produgio, fazendo com que ao
final dos anos 80 os niveis de exportagado brasileira caissem consideravelmente.

Em 1991, o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA), por meio do decreto no 1557 de 25/09/91, proibiu o corte de O.
pretiosa em florestas primarias da Mata Atlantica devido ao risco iminente de extingéo

dessa espécie. Toda essa situagdo, aliada as restrigdes do governo chinés a exploragdo de
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Cinnamomum sp., ocasionou uma queda na oferta mundial de safrol, elevando o preco
do quiilo de 6leo essencial contendo safrol de US$ 4,00, em 1990, para US$ 13,00, em
91, e US$ 20,00, em 92 (Gran page, 1992).

A partir dai, os Gnicos produtores mundiais de safrol passaram a ser a China e o
Vietna, obtendo-o do 6leo essencial extraido de Cinnamomum camphora. Porém, como
o processo de extragdo ¢ feito pelo aniquilamento da fonte, sem reposi¢do, os
consumidores industriais se mostram preocupados com a disponibilidade deste
componente quimico natural a longo prazo (Pimentel et al., 1998). Atualmente, estima-
se uma demanda de mais de 3.500 t de safrol/ano, sendo o litro comercializado a uma
média de US$ 7,00 (Pimentel, comunicagdo pessoal).

A descoberta da pimenta longa (Piper hispidinervum) como uma espécie
promissora para a obtengdo de safrol se deu na década de 70, por meio do programa de
triagem de plantas aromadticas da Amazonia, coordenado pelo Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazonia (INPA). Porém, somente na década de 90, apos a proibigdo do
corte da canela sassafras, foi que esta espécie comegou a ser mais estudada, despertando
o interesse para sua exploragdo comercial. Ao contrario do sistema de extracdo dos 0leos
essenciais das Lauraceaes, que em todos os casos havia destrui¢do da fonte, o processo
de obtencdo de safrol a partir da pimenta longa pode ser sustentavel. No caso da pimenta
longa, o safrol ¢ extraido de folhas e ramos finos sem a destruicdo da planta,
possibilitando sua rebrota (Silva, 1993). Outro fator que torna a pimenta longa
interessante ¢ o fato do rendimento de 6leo (média de 3 a 4% em P. hispidinervum
contra 1% em Ocotea pretiosa) e conteido de safrol no oleo extraido da espécie P.

hispidinervum serem muito superiores aos encontrados nas demais espécies.
3.3 - Espécies de pimenta longa e ocorréncia geogrdfica no estado do Acre

A Embrapa Acre junto com o Museu Emilio Goeldi, de Belém (PA), iniciaram em
1992 estudos de prospe¢do de pimenta longa, visando o zoneamento e caracterizagio de
habitats naturais no estado do Acre (Pimentel et al., 1998). Como resultado desse
trabalho, foram encontradas duas espécies: Piper hispidinervum e Piper aduncum, muito

semelhantes botanicamente, porém somente a primeira apresentou altos teores de safrol
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no 6leo essencial. P. hispidinervum foi encontrada somente no Vale do Acre, associada a
areas antropizadas com solo predominantemente do tipo Podzolico Vermelho-Amarelo
com textura média a pesada. P. aduncum foi mais abundante nos Vales do Jurua e Purus,
mas também foi encontrada no Vale do Acre, associada as areas de ocorréncia da outra
espécie.

Posteriormente, em 1994, a Embrapa Acre iniciou um subprojeto de pesquisa para
coleta de material genético, implantagdo de uma cole¢édo de germoplasma e identificagdo
de genotipos superiores quanto ao rendimento de safrol. Nesse trabalho, foi identificada
uma terceira espécie (Piper hispidum), também conhecida como pimenta longa, porém
sem interesse comercial para a extra¢do de safrol. Os resultados de teores de safrol para
as trés espécies foram os seguintes: Piper hispidinervum, com 87 a 97% de safrol; Piper
aduncum, com teores de safrol variando de 0,10 a 3,24%; e Piper hispidum com menos
de 0,5% (Silva & Oliveira, 2000a).

P. hispidum ocorreu em todo o estado, porém se observou uma preferéncia desta
espécie por ambientes sombreados; as demais espécies foram encontradas nos mesmos
habitats definidos por Pimentel et al. (1998). A caracterizagdo botanica desse material
foi feita no Jardim Botdnico do Rio de Janeiro (RJ), onde foram identificadas as trés
espécies de Piper. No entanto, alguns exemplares, procedentes do municipio de
Tarauaca (AC), ndo puderam ser identificados corretamente, havendo duvidas se
pertenciam a espécie P. hispidinervum ou P. aduncum, e por isso foram denominados de
P. affinis hispidinervum. Um estudo sobre a composi¢do quimica do 6leo essencial
extraido dos individuos da Cole¢do de Germoplasma de Pimenta LLonga da Embrapa
Acre, procedentes de Tarauacd, demonstrou uma baixa propor¢do de safrol (18,4%) e o
componente mais abundante foi o sarisan, com 74,3%. Devido a esses resultados, os
autores sugerem uma revisio na classificagdo desses individuos e enquanto sdo se tem
resultados definitivos, os mesmos propéem a denomina¢do de Piper affinis

hispidinervum (Bizzo et al., no prelo).



3.4 - Descricdo botanica de Piper hispidinervum

A espécie Piper hispidinervum (C.DC.) é um arbusto com altura de 2 a 7 metros,
bastante nodoso, encontrada no estado do Acre em areas antropizadas. Segundo Van den
Berg (1983), suas folhas sio membranaceas ou cartaceas, elipticas, eliptico-ovaladas ou
eliptico-lanceoladas, com comprimento variando de 5 a 10 cm e largura de 4 a 7 cm;
apice curtamente acuminado, com base assimétrica arredondada ou cordiforme, opacas
em ambas as faces, sendo a inferior pouco pubescente; as espigas sdo alongadas, com
comprimento de 7 a 14 cm e 2,5 a 3,5 mm de didmetro, sendo as flores minusculas e
frutos obpiramidais.

Na caracterizagdo botanica descrita em Silva & Oliveira (2000a), observam-se
algumas diferengas, principalmente quanto ao tamanho e forma da folha. Neste trabalho,
adescrigdo encontrada € a seguinte:

“Piper hispidinervum ¢ arbustivo com ramos ndo-pubescentes, com peciolo
variando de 0,1 a 0,2 cm de comprimento, de folhas oblongo-lanceoladas ou oblongo-
elipticas, variando de 14,5 a 22 cm de comprimento e de 4 a 7 cm de largura; 4pice
acuminado a levemente cuspidado; base obliqua a inequilatera; folhas levemente asperas
na face ventral; espigas de tamanho semelhante ao das folhas, com pedinculos curtos,
proximos a 1 cm de comprimento; bractéolas pedicelado-peltadas; quatro estames sem

anteras e trés estigmas sésseis”.
3.5 - Caracteristicas ecologicas de Piper hispidinervum

O processo de sucessdo em dreas florestais corresponde a recuperag@o de clareiras
ou areas desmatadas, oriundas por diversos tipos de perturbagio (Kageyama & Gandara,
1994). O tamanho da éarea perturbada afeta o microclima local que, por sua vez,
determina o estabelecimento de diferentes espécies em fun¢do do grupo ecoldgico a que
pertencem (Kageyama et al., 1992a). Para Saldarriaga (1994), o tamanho da clareira
determina o grupo de espécies que ocupard a area, sendo que em clareiras inferiores a
200 m” ocorrem espécies de bosque maduro, e em areas superiores a 1.000 m?, espécies

tipicas de ambientes abertos. Whitmore (1978) faz as mesmas colocagdes, dizendo que
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clareiras grandes sdo colonizadas por espécies ausentes no sub-bosque, aptas a explorar
ambientes abertos.

Varias sdo as classificagdes ecoldgicas dadas as espécies, porém a maioria delas
considera a exigéncia de luz para germinagdo e desenvolvimento da planta. Segundo a
classifica¢do ecoldgica de Budowski (1965), espécies pioneiras e secunddrias iniciais
sdo aquelas que germinam e se desenvolvem a pleno sol, produzem sementes
precocemente, sendo estas de tamanho pequeno, em muita quantidade, e dispersas por
passaros, morcegos ou vento. Denslow (1980) classifica as espécies em especialistas de
clareiras grandes, clareiras pequenas e de sub-bosque, em fungéo da tolerdncia a sombra
para germinag¢do e desenvolvimento das plantas. J& Whitmore (1978) classifica em
apenas dois grupos ecoldgicos contrastantes, o das tolerantes a sombra e das exigentes a
luz na fase inicial.

Segundo resultados obtidos em laboratorio, Piper hispidinervum ¢ tipica de
ambientes abertos com incidéncia direta de luz, apresentando sementes com baixa
longevidade em condi¢des de ambiente natural; em areas de pastagem, apresenta banco
de sementes restrito, com dispersdo durante o ano todo, tendo picos de produgdo de
sementes em janeiro/fevereiro e junho/julho (Almeida, 1999). Desta forma, P.
hispidinervum foi considerada uma espécie pioneira antropica, por colonizar areas
abertas fora da floresta, preferindo ambientes perturbados.

No trabalho de zoneamento e caracteriza¢do de habitats naturais de pimenta longa,
observou-se que a maioria dos locais de ocorréncia era de pastagens abandonadas ou
degradadas, ndo havendo indicios de sua ocorréncia em florestas primarias ou
secundarias (Pimentel et al., 1998), embora nio se tenha relatos de estudos para verificar
sua ocorréncia em areas florestais.

P. hispidinervum tem se mostrado como uma espécie adaptada a locais quentes e
umidos, ocorrendo naturalmente em regides com elevado indice pluviométrico e clima
do tipo Ami e Awi. Em experimentos onde foi testado a exigéncia hidrica para
germinagdo de sementes, foi verificado que a espécie germina tanto em condig¢des

hidricas padrdes quanto em ambiente totalmente encharcado (Almeida, 1999).
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Estudos sobre a produgdo e dispersdo de sementes de P. hispidinervum (Silva &
Oliveira, 2000b) revelaram que o isolamento de individuos leva a uma queda na
produgdo de sementes de cerca de 77%, e que o impedimento de cruzamento, por meio
do ensacamento de espiguetas, causa uma redu¢do média de 80% no numero de
sementes produzidas em relagdo a espiguetas ndo-ensacadas. Estes resultados
evidenciam uma forte depressdo por endogamia afetando a produgdo de sementes. A
baixa producdo de sementes em individuos isolados ou espiguetas ensacadas caracteriza
a existéncia de um certo grau de auto-incompatibilidade. Quanto a dispersdo de
sementes, observou-se que quanto maior a distancia da planta-méae, maior o nimero de
sementes dispersas, evidenciando que a dispersdo deve ser feita por aves ou morcegos.
Almeida (1999) também sugere que a dispersio de sementes desta espécie deve ser feita

por morcegos.
3.6 - Estrutura genética de populagcées

A estrutura genética de uma espécie pode ser definida como a distribuigdo da
variabilidade genética entre e dentro de populagdes. Esta estrutura resulta da
combinagdo entre mutagdo, migra¢do, selegdo e deriva genética, as quais definem a
distribui¢do da variabilidade genética nas populagdes. Em populagdes naturais, a
distribuigdo da variabilidade genética é influenciada pelo modo de reprodugdo, sistema
de acasalamento, tamanho da populagdo, distribuigdo geografica e fluxo génico
(Hamrick, 1982), além de ser estruturada no tempo e no espago.

Os parametros mais utilizados para quantificar a variagdo genética sdo as
proporgdes de locos polimorficos dentro de espécies (Pe) e dentro de populagdes (Pp) e
a diversidade geral de espécie (He) e de populagdes (Hp) (Hamrick, 1994b). A
distribui¢do dessa variag@o dentro e entre populagdes pode ser estimada pelas estatisticas
F de Wright ou Ggr de Nei. No entanto, a escala na qual a estrutura genética ¢
considerada torna-se importante, pois diferentes padrdes.podem ser obtidos dependendo
da importancia relativa dos fatores que afetam a estrutura genética em determinada
escala espacial. Modelos de autocorrelagdo espacial também podem ser usados para

avaliar a estrutura genética de populagdes (Epperson, 1995; Slatkin, 1985).
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Espécies arboreas da floresta tropical apresentam alta propor¢do de locos
polimorficos e elevados niveis de diversidade genética dentro de espécies. De maneira
geral, a maior parte da variag@o genética € mantida dentro de populagdes e ndo entre elas
(Hamrick, 1994a,b). Hamrick (1994b), avaliando dez espécies arboreas tropicais,
verificou que a varia¢do genética entre populagdes foi muito baixa (Gsr = 0,05). Em
outro estudo, Cecropia obtusifolia e Acacia mexicanum também apresentaram baixos
niveis de variagdo entre populagdes, com valores de Fsr iguais a 0,029 e 0,040,
respectivamente (Alvarez-Buylla & Garay, 1994; Eguiarte et al., 1992). Por outro lado,
Moraes (1993), estudando a variabilidade genética de duas popula¢des de aroeira
(Myracrodruon urundeuva), verificou, para as duas populagdes, uma baixa taxa de
fecundacio cruzada, ocasionando expressiva taxa de endogamia (homozigose).

Para a espécie Piper betle, a diversidade genética entre 27 genotipos foi
significativa, havendo a formagdo de dez grupos distintos, 0s quais nio seguiram o
padrdo de origem geografica dos genotipos, indicando que o isolamento geografico ndo
teve grandes influéncias na diversidade (Rahaman et al., 1997).

Nicotra et al. (1997), avaliando o efeito da luz na variagdo genética e plasticidade
fenotipica de duas espécies de Piper com diferentes comportamentos ecoldgicos, uma
pioneira e outra tolerante a sombra, verificaram que nenhuma das espécies mostrou
efeito significativo dos gendtipos em resposta a luz, sendo que as duas espécies
apresentaram padrdo similar de variagdo genética. Estes resultados sugerem que as
similaridades encontradas devem ser mais devido a relagdo filogenética do que em
fungdo da distribuigdo ecologica.

Para algumas espécies arbdreas tropicais, Hamrick et al. (1993) encontraram que
individuos préximos tém mais alelos em comum do que aqueles mais distantes, porém a
estrutura de familia tendeu a desaparecer nos estagios mais avangados do ciclo de vida.
Estudos de autocorrelagdo espacial de Cecropia obtusifolia revelaram uma forte
estrutura genética de plantulas dentro de clareiras, enquanto que esta estrutura foi menos
evidente nos estagios de vida mais avangados, embora fosse mantido até a idade adulta
(Alvarez-Buylla et al., 1996a). Os autores atribuiram esses resultados a limitada ou

correlacionada dispersdo de sementes. Padroes da estrutura genética local para esta



espécie, avaliado por estimativas de Fsr, mostraram que a diferenciagdo genética entre
“patchs2” foi alta, sugerindo que a dindmica de clareiras teve efeito significativo sobre a
estrutura genética microespacial da espécie (Alvarez-Buylla et al., 1996b). O padrio
local desta espécie contrasta fortemente com o padrdo macroregional (at¢ 130 Km), o
qual apresentou Fsr = 0,029, mostrando auséncia de estrutura genética (Alvarez-Buylla
& Garay, 1994; Eguiarte et al., 1992).

O fluxo génico ou a dispersdo de polen e sementes entre populagdes estabelecidas
reduz a diferencia¢do genética entre elas, sendo um dos mecanismos responsaveis pela
introdugdo de novas variagdes genéticas na populagdo receptora (Wright, 1931). A taxa
de fluxo génico pode ser medida em termos do numero equivalente de migrantes que se
move de uma populagdo a outra (Silvertown & Doust, 1993). Existem quatro modelos
propostos para explicar o fluxo génico entre populagdes: o modelo continente-ilha, em
que o fluxo de alelos ocorre em uma tnica diregdo, partindo de uma populagdo grande
para uma populagdo menor e isolada; o modelo de ilhas, onde o0 movimento de alelos se
da ao acaso, em qualquer diregdo, entre um grupo de pequenas populagdes; o modelo
stepping stone, onde o fluxo génico ocorre apenas entre populagdes vizinhas; e 0 modelo
de isolamento por distancia, o qual considera uma popula¢do continua onde o fluxo de
alelos ocorre entre vizinhos proximos (Perecin, 2000).

O movimento de alelos ocorre via gametas ou sementes, porém a efetiva troca de
genes entre populagdes ou demes, medida pela taxa de migragdo m, geralmente é menor
que o numero de gametas ou sementes transportados, visto serem dependentes da taxa de
sobrevivéncia e representatividade genética dos imigrantes (Futuyma, 1992). O
recrutamento de novos individuos em populagdes com intenso fluxo génico ¢
dependente das caracteristicas das populagdes envolvidas, sendo que uma depende da
outra. Assim, duas populagdes nestas condigdes podem ser consideradas como uma
Unica populacdo, evidenciando que o fluxo génico ndo so6 influéncia a estrutura genética
como também define os limites da prépria populagdo (Nason et al., 1996).

Estimativas de fluxo génico podem ser feitas por métodos diretos ou indiretos.

Slatkin (1987) recomenda o uso desses dois métodos conjuntamente, por produzirem

? Aglomerados, agregados, agrupamentos, grupos.
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informagdes diferentes e complementares. Os métodos diretos utilizam-se de estimativas
das distancias de dispersdo e do sucesso no estabelecimento de imigrantes, enquanto que
os métodos indiretos usam as freqiiéncias alélicas ou medidas de diferengas genéticas
para estimar o fluxo génico. Estudo sobre taxas de fluxo génico em espécies com
diferentes sindromes de polinizagdo revelou que, para espécies predominantemente de
autopolinizagdo, o fluxo génico médio foi de 0,83; para espécies polinizadas por animais
esse fluxo foi, em média, de 1,21, enquanto que em espécies polinizadas pelo vento, o
fluxo génico foi de 2,91 (Govindaraju, 1988, citado por Silvertown & Doust, 1993).
Variagoes nas taxas de fluxo génico observadas para Raphanu, Cucurbita e outras
espécies sugerem que a taxa de fluxo génico estd relacionada mais com a populagéo do
que com a espécie em si (Ellstrand et al., 1989, citado por Silvertown & Doust, 1993).
Hamrick & Loveless (1989) verificaram que o potencial para o movimento de genes e
valores de fluxo génico, calculados pela variagdo entre populagdes (Gsr), foram
altamente correlacionados.

Outros estudos, em que o fluxo génico foi avaliado com base em anadlise de
paternidade, mostram que hd um grande potencial para a dispersdo de polen a grandes
distancias. No entanto, Boshier et al. (1995), utilizando andlise de paternidade,
verificaram um aumento nos acasalamentos entre individuos de Cordia alliodora
geneticamente correlacionados, e outro estudo realizado com Cecropia obtusifolia
exibiu um padrdo de isolamento por distancia em escala local, pois a maior parte dos
acasalamentos ocorreu entre vizinhos proximos (Alvarez-Buylla et al., 1996a)

Outro fator que afeta a estrutura genética de uma populagdo e apresenta efeitos
contrdrios ao fluxo génico € a deriva genética. A deriva genética se refere a mudangas
nas freqiiéncias alélicas devido a amostragem aleatéria de gametas (Wright, 1969),
levando a perda de diversidade genética. A importancia relativa da deriva genética
comparada com outras for¢as evolutivas diz respeito ao tamanho efetivo da populagdo
(Ne). O Ne ¢ detinido como o nimero efetivo de individuos reprodutivos que podem ser
encontrados dentro de uma drea de vizinhanga genética (Silvertown & Doust, 1993).

O tamanho da populacdo é uma caracteristica importante a ser considerada quando

se avalia o efeito da deriva genética, pois a perda de diversidade genética, devido a



deriva, sera maior em popula¢des de menor tamanho, enquanto que este efeito, em
populagdes grandes, passa a ser desprezivel. Se apds uma redugdo no tamanho da
populagdo, seu numero de individuos for recuperado rapidamente, o efeito da deriva sera
menor do que se a populagdo for mantida constantemente pequena (Barret & Kohn,
1991).

Em muitos casos, o tamanho da populagdo (N) é menor que o Ne devido
principalmente a: flutuagdes no tamanho da populagdo; variagdo no sucesso reprodutivo
dos individuos; distribui¢do diferenciada de sexo e sobreposicdo de geragdes (Crawford,
1984). A taxa Ne/N varia entre 0,25 e 1,00 para animais (Nunney & Campbell, 1993),
enquanto que, em plantas, essa taxa tem sido menor por causa da condi¢do séssil dos
vegetais; dispersdo limitada de pdlen e sementes; e autofecundagdo parcial ou total
(Crawford, 1984).

Estimativas de Ne assumem a existéncia de uma populagdo discreta, porém em
condigdes naturais nem sempre € possivel delimitar um grupo discreto de individuos.
Assim, o tamanho da populagio é estimado pelo tamanho da vizinhanga (Nb), o qual é
definido como um grupo equivalente a uma unidade panmitica dentro de uma
distribuig¢do continua de individuos (Crawford, 1984).

Estimativas de Ne variam em fun¢do do método e poucas sdo as espécies florestais
em que foram estimados os valores de Ne. As estimativas de Nb baseiam-se no numero
efetivo de imigrantes (Nm) por geragdo, em uma populacio, e sdo obtidas a partir da
estatistica Fgr de Wright (Slatkin & Barton, 1989). Para Cecropia obtusifolia, uma
pioneira, foram encontrados valores de Nb variando de 19,4 a 87,4 (Alvarez-Buylla et
al., 1996a). Devido a relagdo entre o tamanho efetivo e a perda de variagdo genética,
Hamrick & Murawski (1991) compararam dados de espécies florestais comuns (alta
densidade) com ndo-comuns (raras) e observaram que a menor diversidade genética ¢é
mantida em populagdes menos densas. Concluiram, ainda, que isso se deve ao provavel
pequeno tamanho efetivo das populagdes de espécies menos comuns, porém o Ne ndo
foi estimado e isto ndo significa que estimativas de densidade refletem caracteristicas da

espécie e seu tamanho efetivo. Alvarez-Buylla et al. (1996a) colocam que a densidade
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populacional pode ser um indicador parcial do tamanho de vizinhanga, caso a
distribuigdo da populagdo seja uniforme.

Kawaguici (1999), avaliando a variagdo genética de adultos, jovens e plantulas de
Calophyllum brasiliense, detectou, em fungdo do Ne estimado, que a maior parte da
variabilidade genética estava representada nas plantulas, onde ocorre maior densidade de
individuos. Neste mesmo trabalho, o autor concluiu que quanto maior o indice de
fixagdo e a diferenga na proporgao entre sexos menor € a representatividade genética nos
grupos.

Outro fator de grande importancia, que afeta a variagdo genética e sua distribuig¢do
entre e dentro de populagdes, é o sistema de acasalamento da espécie. O sistema de
acasalamento determina o modo de transmissdo dos genes de uma geragéo para outra, o
qual pode ser por autofecundagdo, fecundagio cruzada ou misto. A taxa de cruzamento
pode influenciar no grau de isolamento entre demes de uma populagédo continua devido
ao seu efeito sobre a drea de vizinhanga, pois baixas taxas de cruzamento (t) reduzem a
area de vizinhanga, enquanto que para t=1 essa area é maxima (Crawford, 1984).

A relagdo entre o sistema de acasalamento e deriva genética, principalmente no
que diz respeito a depressdo por endogamia, € uma importante questdo a ser considerada
na conservacdo de recursos genéticos, pois populagdes pequenas geralmente sofrem
endogamia. Endogamia significa o acasalamento de individuos que sdo relacionados por
ascendéncia (Falconer, 1987), ou seja, diz respeito a homozigotos que possuem alelos
idénticos por ascendéncia. Altos niveis de endogamia néo resultam necessariamente em
depressdo, pois a depressdo por endogamia depende principalmente de mecanismos
genéticos e da historia de vida da espécie (Barret & Kohn, 1991; Charlesworth &
Charlesworth, 1987).

Em alguns casos, a carga genética ¢ purificada pelos efeitos da endogamia. Isto
ocorre apos vdrias geragdes de intensa endogamia, quando os efeitos detrimentais séo
causados por alelos recessivos deletérios ou letais, porém nem sempre essa purificagdo ¢
facil. Por outro lado, se a depressdo por endogamia for causada por locos
sobredominantes, os efeitos detrimentais deverdo aumentar com a taxa de

autofecundag¢do. Apenas nos casos de sobredomindncia assimétrica a depressdo por



endogamia € eventualmente eliminada devido a perda de alelos menos adaptados (Barret
& Kohn, 1991; Charlesworth & Charlesworth, 1987).

A endogamia leva a homozigosidade, o que geralmente causa perda de
adaptabilidade. Os mecanismos que controlam a relacdo entre heterozigosidade e
adaptabilidade tém sido objeto de intensiva pesquisa e ainda s3o muito discutidos.
Muitas espécies animais e vegetais exibem heterose, na qual a maioria dos individuos
heterozigotos tem melhor desempenho que os homozigotos. Existem duas hipoteses
principais que explicam a heterose: a sobredominancia, quando o heterozigoto por si sé
explica esse fendmeno; e a dominancia, que sugere que a maioria dos homozigotos
endogamicos expressa simplesmente uma alta proporg¢do de alelos recessivos deletérios
(Griffin, 1990), sendo por isso eliminados.

Na floresta tropical, a propor¢do de espécies arboreas diodicas, auto-incompativeis
ou hermafroditas ¢ bastante elevada, o que da uma idéia de que arvores tropicais sio
predominantemente de fecundagdo cruzada (Bawa, 1974, 1979; Bawa & Hadley, 1990).
Para muitas espécies arboreas tropicais, as estimativas da quantidade de cruzamento tém
revelado altas taxas de cruzamento (Boshier et al., 1995; Eguiarte et al., 1992; O’Malley
& Bawa, 1987; O’Malley et al., 1988), porém géneros amplos mostram certa variagio
nas taxas de cruzamento de suas espécies (Moran et al., 1989). O género Piper é um dos
que apresentam grande nimero de espécies (Gentry, 1982), possuindo espécies
autégamas (P. nigrum — Martin & Gregory, 1962), mistas (P. amalago — Heywood e
Fleming, 1986) e aldgamas (P. cernnun — Mariot, 2000).

Em algumas espécies pioneiras foram encontrados baixos niveis de cruzamento,
sugerindo que no inicio da sucessdo os colonizadores apresentam sistemas de
acasalamento altamente plasticos, sustentando a idéia da produgdo de sementes por um
tnico individuo que coloniza uma clareira (Hamrick, 1994a). Murawski et al. (1994),
avaliando os efeitos do corte seletivo sobre a endogamia em Shorea megistophylla,
verificaram que a taxa de cruzamento pode ser fortemente influenciada por fatores ndo-
genéticos, pois a redugdo na densidade populacional devido a explorag¢do foi associada
com uma propor¢do significativamente maior de sementes produzidas por

autofecundagfo. Outro estudo também indicou que espécies de menor densidade
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populacional (raras) t€ém menores valores de tm do que aquelas mais abundantes
(Murawski & Hamrick, 1991).

As conseqiiéncias da endogamia em espécies florestais tropicais ndo sdo bem
conhecidas, porém existem alguns dados de perda de vigor, evidenciado em altura e
produgdo de folhas (Moffett & Nixon, 1974). Evidéncias de depressdo por endogamia
foram observadas em Acacia mangium e em Hevea brasiliensis (Griffin, 1990).

A interagdo de forgas genéticas, principalmente migragdo e sele¢do, afeta a
distribui¢do da varia¢do genética dentro de populagdes (Boyle et al., 1990). Diferen¢as
significativas entre freqliéncias alélicas de subpopulagdes de Pinus ponderosa, separadas
por distancias menores que 100 m, em um ambiente heterogéneo, foram observadas por
Linhart et al. (1981). A heterogeinidade de ambientes pode afetar a distribui¢do da
variabilidade genética dentro de uma populagdo ou mesmo entre populagdes de uma
mesma espécie. Nestes casos, diz-se que a variabilidade genética € estruturada no
espaco, podendo ocorrer uma diferenciagdo genética a distancias relativamente pequenas
(Linhart et al., 1981; Knowles, 1984).

Varios sd3o os métodos utilizados para detectar a distribui¢do espacial da variagédo
genética em popula¢des. Em uma populagido claramente fragmentada ou em populagdes
continuas onde se observam unidades fisiondmicas, a distribui¢do da variagdo genética
pode ser estudada entre os grupos existentes (Linhart et al., 1981). A andlise da
autocorrelagdo espacial (Sokal & Oden, 1978) ¢ uma metodologia que permite a
avaliacdo de padrdes da variacdo genética em diversas escalas espaciais, podendo,
inclusive, determinar as causas evolucionadrias do padrdo espacial detectado (Slatkin &
Arter, 1991; Epperson, 1990).

Estudos sobre a autocorrelagdo espacial em espécies arboreas indicam tanto a
completa auséncia de estruturagdo (Epperson & Allard, 1989; Knowles, 1991; Gandara,
1996) como uma estrutura genética significativa em pequena escala conforme detectado
em Acer saccharum (Perry & Knoles, 1990) e em Pinus banksiana e Pinus coniorta

(Wagner et al., 1991).
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3.7 - Marcadores moleculares

Até a década de 80, estudos sobre estrutura genética de populagdes eram
conduzidos utilizando-se apenas marcadores isoenzimaticos. Atualmente, os marcadores
mais utilizados em genética t€ém sido os de DNA. No entanto, em estudos com
populagdes naturais, os marcadores isoenzimaticos ainda sdo utilizados, mesmo com a
disponibilidade de técnicas mais modernas. Porém, quando se avalia espécies com pouco
polimorfismo ou quando é necessaria uma cobertura ampla do genoma, estes marcadores
apresentam limita¢des, sendo mais indicado o uso de marcadores de DNA.

Os marcadores de DNA mais utilizados em estudos genéticos de plantas sdo:
Random Amplified Polymorphic DNA - RAPD (Ferguson et al., 1998; Sawazaki et al.,
1997; Penteado et al., 1996), Restriction Fragment Lenght Polymorphism - RFLP
(Demissie, 1996) e microssatélites - SSR (Sefc et al., 1998). Sob o ponto de vista
genético, as técnicas de RFLP e SSR s@o superiores ao RAPD. Contudo, marcadores
RAPD s@o os mais freqlientemente utilizados por serem de facil implementagdo,
bastante polimorficos e de rapida execugdo, possibilitando resultados de grande validade
pratica. A técnica de RAPD (Williams et al., 1990) utiliza-se de uma rea¢do de PCR
(Polymerase Chain Reaction), a qual se baseia no anelamento e extensdo de um par de
iniciadores (primers) que s@o pequenas moléculas de DNA de fita simples, que
delimitam a seqiiéncia-alvo da molécula de DNA (Welsh & McClelland, 1990). A
amplificacdo do fragmento de DNA ¢ feita de modo exponencial e, devido a grande
quantidade produzida, o fragmento de DNA pode ser visualizado a olho nu, por meio de
corante especifico (brometo de etidio), como uma banda em gel de agarose.

O polimorfismo de RAPD gerado em fung¢do da homologia do iniciador com a
sequiéncia de DNA gendmico (geralmente dez nucleotideos) ¢ sensivel a pequenas
mudangas nas seqiiéncias do sitio de iniciagdo. Williams et al. (1990), trabalhando com
fragmentos amplificados como sonda em ensaio de RFLP, verificaram que, das onze
sondas amplificadas, seis hibridizaram com DNA de copia tnica, trés hibridizaram com
DNA medianamente repetitivo e duas hibridizaram com DNA altamente repetitivo, o

que os levou a concluir que os marcadores RAPD detectam uma grande quantidade de
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polimorfismo distribuida por todo o genoma, amostrando inclusive regides de DNA
repetitivo. Portanto, a técnica de RAPD ¢€ eficiente nos estudos de divergéncia genética
em que os individuos analisados sdo geneticamente proximos, ou seja, pertencem a uma
mesma espécie (Haley et al. 1994).

A principal desvantagem dos marcadores RAPD ¢ sua heranga dominante, ou seja,
ndo se pode determinar se uma banda de um gel de RAPD € produto da amplificagdo de
um ou dois fragmentos de DNA (no caso de diploides) e, assim, individuos homozigotos
dominantes ndo podem ser diferenciados dos heterozigotos (Williams et al., 1990; Welsh
& McClelland, 1990). Recentemente, marcadores RAPD tém sido utilizados, com
sucesso, para estimativas de taxa de cruzamento de espécies alégamas (Gaiotto et al.,
1997), utilizando-se um grande nimero de marcadores para contornar o problema da
dominéancia (Ritland & Jain, 1981).

Em programas de melhoramento genético, a caracterizagio da diversidade genética
por meio de marcadores moleculares, seja de coleg¢des de trabalho ou de populagdes
naturais, € um método rapido e eficiente para selecionar os parentais que constituirdo as
populacdes de melhoramento. Estas populagdes sdo formadas cruzando-se plantas
superiores e divergentes, buscando maximizar as distancias genéticas a fim de se
recombinar genes co-adaptados. Com o uso de marcadores moleculares, pode-se gerar
uma grande quantidade de informagdes que, associada a caracteristicas fenotipicas,
permitem o agrupamento de gendtipos e o planejamento de cruzamentos de forma rapida

e muito eficiente (Ferreira & Grattapaglia, 1996).
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4. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado em trés etapas: a) avaliagdo da estrutura genética
de populagdes naturais de P. hispidinervum, no Vale do Acre; b) estimativa da taxa de
cruzamento e coeficiente de endogamia em uma populagio natural de P. hispidinervums;
e c) avaliagdo da diversidade genética representada na Coleg¢do de Germoplasma de
Pimenta Longa da Embrapa Acre.

A metodologia utilizada neste trabalho consistiu na analise de marcadores de DNA
amplificados ao acaso (RAPD), a partir dos quais fizeram-se todas as inferéncias e
estimativas. Todas as andlises de laboratorio foram realizadas no Laboratorio de
Reprodugdo e Genética de Espécies Arboreas (LARGEA) do Departamento de Ciéncias
Florestais da ESALQ/USP, em Piracicaba (SP).

4.1 - Extracio de DNA

O procedimento para extragdo de DNA seguiu o protocolo descrito por Ferreira &
Grattapaglia (1996), com algumas modificagdes no tampdo de extragdo, o qual foi
composto por 100 mM de Tris-HCI pH 8,0; 20 mM de EDTA pH 8,0; 1,4 M de NaCl;
2% de CTAB; 1% de Sarkozyl; e 0,1% de 2-Mercaptoetanol. A concentragdo de DNA
extraido foi estimada pela compara¢do das amostras com quantidades conhecidas de
DNA de fago A, corados por brometo de etidio em gel de agarose 1% apds eletroforese
em tampao TBE 0,5X. Apos estimativa das concentragdes de DNA, as amostras foram

diluidas para 4 ng/pl e requantificadas para verifica¢do da diluigéo.



4.2 - Selecdo de Primers e rea¢cdo RAPD

A selecdo de primers foi feita a cada etapa do trabalho em fungdo de suas
particularidades. Primers das séries A, B, C, D, AA e AB da Operon Technologies
foram avaliados, utilizando-se sempre quatro individuos com caracteristicas distintas,
amostrados para o respectivo estudo. Nesta sele¢cdo, procurou-se selecionar primers que
amplificaram o maior numero de marcadores polimorficos e de boa qualidade para
leitura.

Para analise da estrutura genética de populagdes naturais de pimenta longa, foram
avaliados 80 primers, sendo escolhido oito para as analises. No estudo para estimativa
da taxa de cruzamento, procurou-se utilizar os oito primers ja selecionados, porém
apenas quatro desses se mostraram polimorfocos e adequados para este estudo, sendo
selecionados outros quatro para as analises.

A sele¢do de primers para estimativas das taxas de cruzamento, via marcadores
dominantes, tem um carater um pouco diferente dos demais, pois, neste caso, locos
informativos sdo aqueles em que a maioria das plantas-mae apresenta auséncia de
bandas (-/-), indicando que a mae ¢ recessiva, e a presenga de banda nos filhos significa
que estes sdo heterozigotos (+/-) para este loco, evidenciando que houve cruzamento.
Segundo Ritland & Jain (1981), a freqiéncia esperada de filhos heterozigotos, oriundos
de uma méae homozigota, ¢ dada por tp, onde t ¢ a taxa de cruzamento e p a freqiiéncia
do alelo dominante (+) no pool de polen da populagao.

Para a avaliacdo da diversidade genética das espécies de pimenta longa mantidas
na Cole¢do de Germoplasma de Pimenta [Longa da Embrapa Acre, foram selecionados
16 primers das séries A, Be C.

O protocolo utilizado para amplificacdo de seqii€éncias de DNA, via PCR (Reagao
de Polimerizagdo em Cadeia), foi o proposto por Williams et al. (1990). As reagdes de
amplifica¢do foram feitas em dois tipos de termociclador, um MJ Research Inc., modelo
PTC-100TM , e um da marca Techne, modelo Genius, utilizados para as analises de
estrutura genética de populagdes naturais e estimativas da taxa de cruzamento; e

diversidade genética da Colegdo de Germoplasma de Pimenta Longa, respectivamente.
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O volume final para cada reagdo de PCR foi de 13 ul contendo 1X de tampédo PCR; 200
pM de cada ANTP; 10 mg/ml de BSA; 0,2 uM de primer; 1 un. de taq; e 12 ng de DNA.
O programa para amplificacdo consistiu em 1 ciclo de 1 minuto a 95°C; 40 ciclos de: 1
minuto a 92°C para desnatura¢do do DNA, 1 minuto a 35°C para anelamento dos
primers, e 2 minutos a 72°C para extensdo da fita de DNA complementar; e, para
terminar, 7 minutos a 72°C para extensao dos produtos amplificados.

Apds amplificagdo, os fragmentos de DNA foram separados por eletroforese em
gel de agarose a 1,5%, submerso em tampdo TBE 0,5X por cerca de 4 horas sob
voltagem constante de 120V e observados, na forma de bandas, sob luz ultravioleta apds
coloragdo com brometo de etidio. Cada gel foi fotodocumentado por sistema eletronico
de captura de imagem da Kodak (KDS 1D 2.0). Bandas com mesma mobilidade e peso
molecular foram consideradas como fragmentos idénticos. Para a leitura e comparagdo
de diferentes géis, foi utilizado um marcador de tamanho de fragmentos de DNA de 1

Kb (1Kb ladder da GIBCO).

4.3 - Leitura dos dados moleculares

Para anélise dos dados, cada fragmento amplificado foi considerado como um loco
RAPD, sendo denominado pelo primer utilizado seguido de uma letra correspondente ao
peso molecular do fragmento, de modo que o maior fragmento recebeu a letra a, o
subsequente a letra b e assim por diante. Locos RAPD consistentes foram analisados
para presenca (1) ou auséncia (0) de bandas e uma matriz com os diferentes fendtipos
RAPD foi montada para cada etapa. Como os marcadores RAPD sdo de natureza

dominante, assumiu-se a presen¢a de dois alelos por loco.

4.4 - Estrutura genética de populagées naturais de P. hispidinervum no Vale do Acre

4.4.1 - Material de estudo

No periodo de maio a julho de 1999, foram realizadas algumas expedigdes ao

campo, em que todos os municipios do Vale do Acre foram visitados para identificagdo
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de populagdes naturais de pimenta longa (Figura 01) e coleta de material vegetal para
extragdo de DNA. Em cada municipio foram amostradas uma ou mais populagdes
(Tabela 01), exceto no municipio de Rio Branco em que ndo houve coleta. No municipio
de Porto Acre foi amostrada uma populagdo, porém os dados de marcadores RAPD
revelaram que as plantas coletadas ndo pertenciam a espécie P. hispidinervume sim a P.
aduncum, sendo por isso descartada desse estudo.

Cada populagdo amostrada foi georeferenciada por meio de GPS e localizada no
mapa do estado do Acre (Figura 02). A amostragem dentro de cada populagido consistiu
na escolha aleatdria de 23 individuos, coletando-se de cada um quatro folhas jovens
totalmente expandidas. O material vegetal coletado foi identificado e colocado para

secar em silica gel para posterior analise dos marcadores RAPD.
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Figura Ol - Visao geral de duas popula¢des naturais de pimenta longa (P. hispidinervum)
no municipio de Brasiléia. a) Ramal 13; b) Ramal 17.
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Tabela Ol. Identificagdo e localizagdo das populagdes naturais de P. hispidinervum

avaliadas no Vale do Acre.

Pop Codigo Municipio Localizagdo (UTM)

1 Acrel Acreldndia 19L 711287 8884113
2 Assis Assis Brasil I9L 442555 8794784
3 Bral3 Brasiléia R.13 19L 520858 8802965
4 Bral7 Brasiléia R.17 1I9L 510416 8786819
5 Bra54 Brasiléia R.54 19L. 497193 8805734
6 Bra78 Brasiléia R.78 I9L 465092 8805241
7 Bujari Bujari 19L 607513 8908317
8 Capalc Capixaba 191, 639885 8847396
9 Capbol Capixaba 19L 644340 8825577
10 Plac Plicido de Castro 19L 690596 8859420
11 Seng Sen Guiomard 19L 648111 8875996
12 Xapar Xapuri 19L 610795 8829813
13 Xapmar Xapuri 19L 560785 8813626
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Figura 02 - Mapa do Vale do Rio Acre (estado do Acre), identificando a localizagdo das

populagdes naturais de pimenta longa estudadas.
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4.4.2 - Leitura e andlise dos dados

Marcadores consistentes para todas as popula¢des foram avaliados pela presenga
(1) e auséncia (0) de bandas, obtendo-se uma matriz de fendtipos RAPD. A andlise de
estrutura genética com dados de marcadores RAPD ¢ prejudicada pela falta de
informagdo dos genotipos avaliados, por se tratar de um marcador dominante. Com o
objetivo de minimizar o viés nas estimativas dos pardmetros genéticos o critério de

Lynch & Milligan, 1994 foi adotado para as andlises estatisticas, em que apenas
. i 3 . .
marcadores com freqiiéncia superior a 1—F foram considerados, sendo N o numero

total de individuos analisados.

O numero total de marcadores lidos originalmente foi 56, dos quais 12
apresentaram frequiéncia maior que 98,99%, sendo descartados para as andlises da
varidncia molecular (AMOVA); fluxo génico; freqiiéncias alélicas das populagdes,
estimadas pelo método de Lynch & Milligan (1994); e das estimativas de theta,
assumindo o equilibrio de Hardy-Weinberg para todas populagdes. Os 56 marcadores
lidos originalmente foram utilizados para céalculos da porcentagem de polimorfismo total
(critério3 100% e 99%) e para cada populagdo; e do numero de alelos privados em cada
populagdo e regido, considerando-se apenas o alelo responsavel pela presenga da banda.
Esse critério foi adotado pelo fato de ndo se ter certeza que a auséncia de um marcador,
em determinado grupo, que foi monomorfico para os demais signifique a ocorréncia do
alelo recessivo para aquele loco.

O programa computacional WINAMOVA versdo 1.55, desenvolvido por Excoftier
et al. (1992) para andlise da varidncia molecular de haplotipos, foi utilizado para
estimativa da distribuigdo da variabilidade genética em uma estrutura hierarquica de
populagdes e regides; e das distdncias genéticas entre pares de populagdes, calculadas
pela matriz de distancia Euclidiana (Excoffier et al., 1992). Embora esse programa ndo
tenha sido desenvolvido para uso com dados de RAPD, alguns estudos sobre a estrutura

genética de populagdes com dados RAPD tém utilizado o WINAMOVA com sucesso

* Critério 100%: apenas marcadores presentes em 100% dos individuos sdo considerados monomorficos.
Critério 99%: marcadores que aparecem em 99% dos individuos sdo considerados monomorficos.
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(Hutf et al., 1993; Nebauer et al., 1999; Kirsten et al., 1998; Jiggi et al., 2000). O
nimero de individuos amostrados e analisados em cada populagdo, para este estudo, foi
de 23; no entanto, somente 19 individuos por populagdo puderam ser analisados no
programa WINAMOVA, pelo fato deste ndo aceitar mais que 255 individuos.

A AMOVA ¢ uma analise hierarquica da varidncia utilizada para analisar e testar
partes da diversidade genética total como a diversidade existente entre grupos de
populagdes; entre populagdes dentro de grupos; e entre individuos dentro de populagéo.
Por se tratar de variagdo molecular de marcadores dominantes, todas analises sdo feitas
entre haplotipos pelo fato da variagdo dentro de individuos néo ser acessada.

O modelo ao qual a estrutura de populagdes ¢ avaliada se refere a um modelo
hierarquico, onde os efeitos sdo considerados aditivos, aleatorios e ndo-correlacionados.

O quadro da analise de variancia é demonstrado na tabela 02

Tabela 02. Quadro da analise de variancia molecular.

Fonte de Variac¢iao GL oM Esperanca do QM
Entre regides R-1 QM (kr) cl+no, +no!
R
G dercanes &R QMem oling]
R
Entre individuos, N - ZIJ"" QMpp) o?
-

dentro de populagdes

Total N-1

Os componentes da variancia sdo utilizados para estimar a variabilidade genética
por meio das estatisticas-¢, as quais sdo similares as estatisticas-F de Wrigth. Assim
como as estatisticas-F, as estatisticas-¢ contém trés componentes referentes a
distribuigdo hierdrquica da variagdo genética.

¢rr estima a parte da variagdo genética total que ¢ dada pela diferenga entre

regides, ou seja, informa qual ¢ a variabilidade genética que existe entre regides.
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2
o

Prr = 5

ol+o, +o!
¢sr € 0 componente que estima a variabilidade genética entre populagdes, dentro
de regides. Nesse caso a varidncia entre regides ndo ¢ computada pelo fato da analise ser

feita dentro de cada regido separadamente.

2
o,

¢SR =

¢sr estima a variabilidade genética que existe entre populagdes, considerando o

2 2
o, +o0,

conjunto como um todo.
2 2
bo = o, +o0,
ST 2 2 2
o,+0, +0;
A significancia da distribuicdo da varidncia da diversidade molecular foi

determinada pela comparagio dos resultados das estatisticas-¢p com a variancia estimada
por meio de 1.000 permutagdes aleatorias.

Como o programa WINAMOVA permite dividir a varidncia em trés componentes
hierarquicos, foram feitas analises para avaliar a parti¢do da varidncia genética entre e
dentro de populagdes como um todo e entre e dentro de duas regides do Vale do Acre
(Baixo e Alto Acre).

A distancia genética entre populagdes foi estimada calculando-se a estimativa de
¢ST entre cada par de populagdo. Por esse procedimento, o valor médio das distancias
entre os pares de populagdes deve ser igual ao valor encontrado para a estatistica ¢ST.
As distancias genéticas, assim calculadas, foram utilizadas para o agrupamento das
populagdes, utilizando-se o método UPGMA (Unweighted Pair Group Method
Arithmetical Means) (NTSYS-pc versdo 1.70), o qual foi evidenciado na forma de
dendrograma. A consisténcia do dendrograma foi avaliada pela correlagdo cofenética
entre as distdncias geradas pelo dendrograma e as distancias genéticas entre pares de
populagdes. A significancia dessa correlagdo foi testada pelo teste de Mantel, fazendo-se
1000 permutagdes aleatoreas. O teste de Mantel foi feito utilizando-se a programa

computacional NTSY S-pc versdo 1.70.
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Com base nos resultados obtidos com as progénies da populagdo natural de Assis
Brasil (item 5.2), em que foram constatadas alogamia da espécie e aderéncia das
freqliéncias génicas da populagdo ao equilibrio de Hardy-Weimberg, assumiu-se que
todas as demais populagdes encontram-se em equilibrio de Hardy-Weinberg. Assim,
para confirmar os resultados obtidos pela AMOVA, os dados de marcadores RAPD (44
polimérficos) foram utilizados no programa computacional TFPGA (7ools for
Population Genetic Analyses) para estimar a freqiiéncia alélica de cada populagdo; a
porcentagem de locos polimorficos por populagdo; e as estimativas de theta, pelo
método de Weir & Cockerham (1984), as quais correspondem as estatisticas-Fsr de
Wright (1931), onde 6p refere-se a diferenciacdo genética entre grupos e 6 a
diferenciacio entre populagdes.

Como os dados sdo de marcadores dominantes, a presen¢a do marcador em
determinado loco implicou em um gendtipo dominante, enquanto que a auséncia do
mesmo em outro individuo representou o genotipo recessivo homozigoto, assumindo-se,
portanto, a ocorréncia de apenas dois alelos por loco. A fim de se diminuir o viés nas
estimativas das freqiiéncias alélicas, estas foram estimadas segundo a metodologia
descrita por Lynch & Milligan (1994), baseada na Expansio de Taylor.

As freqliéncias alélicas estimadas para cada populagdo foram utilizadas para
obtencdo de uma matriz de distancias genéticas de Nei (1972) entre pares de populagdes
e agrupamento das mesmas pelo método UPGMA. O agrupamento gerado foi
visualizado por meio de dendrograma, o qual teve sua consisténcia testada da mesma
forma que o dendrograma gerado pelas distancias genéticas entre populagdes em fungio
da estatistica ¢ST. A correlagdo entre as duas matrizes de distadncias genéticas foi
avaliada pelo teste de Mantel, a fim de se verificar a significancia da correlagdo. Esta
analise permitiu avaliar a consisténcia das estimativas dadas pelas estatisticas-¢, além de
inferir sobre a pamixia da espécie.

Para avaliagio do efeito do fluxo génico na diferenciagdo genética das populagdes
em fungdo da distribui¢do espacial das mesmas, foi feito um grafico, em planilha Excel,

da correlagdo entre a distdncia genética, em func¢do de ¢ST, e a distancia geografica
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(Km) entre cada par de populagdo. A correlagdo entre estas distancias foi avaliada pelo
teste de Mantel.

Estimativas do fluxo génico foram feitas pelo método indireto proposto por Wright
(1951), em que o fluxo génico aparente ¢ estimado a partir da diferencia¢do genética
entre populagdes. A expressdo utilizada para o calculo do fluxo génico aparente,
segundo Wright (1951), assume o modelo de ilhas e ¢ dada por:
1-Fy

4F,,

Nem=

onde,
Ne ¢ o tamanho efetivo de individuos na populagio (serd usada a nota¢do N para
maior facilidade); e

m € a taxa de migragdo.

As estimativas de V™ foram obtidas com as estimativas-¢, utilizando-se @sr, @rr
e ¢sg para se estimar o fluxo génico aparente entre populagdes, entre regides e entre
populagdes dentro de regides, respectivamente.

O modelo de ilhas assume algumas pressuposi¢des para a validade da expressao
acima, as quais sdo: as populagdes sdo constituidas por individuos diplodides,

pertencentes a geragdes ndo sobrepostas e 0s cruzamentos sdo aleatorios.

4.5 - Estimativa da taxa de cruzamento e coeficiente de endogamia de uma populagé@o
natural de P. hispidinervum

4.5.1 - Material de estudo

Nesta etapa foram utilizadas 25 familias de pimenta longa, amostradas ao acaso
em uma populagdo natural de Assis Brasil, localizada no Km 7 da rodovia BR 317,
sentido Assis Brasil — Brasiléia. O material vegetal utilizado para analise das plantas-
maie foi coletado na populagdo natural, o qual consistiu em folhas jovens totalmente

expandidas. Apos a coleta, as folhas foram colocadas para secar em silica gel e enviadas
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para o Laboratério de Reprodugdo e Genética de Espécies Arbéreas (LARGEA), da
ESALQ/USP, em Piracicaba (SP), onde foram feitas as analises de marcadores RAPD.

De cada individuo amostrado foram coletadas sementes, as quais foram
beneficiadas e plantadas em viveiro na area experimental de Horticultura da Embrapa
Acre, formando-se cerca de 30 mudas de cada matriz para constituir uma progénie
(Figura 03). O material vegetal para anélise molecular das progénies foi coletado de 15
individuos de cada familia, ap6s trés meses do plantio das mudas em experimento de

teste de progénies (blocos casualizados com tré€s repeti¢des). Cada amostra foliar foi

identificada, seca em silica gel e enviada para andlise no LARGEA.

Figura 03 - Viveiro de mudas de pimenta longa, formadas para estimativa da taxa de
cruzamento, destacando as mudas formadas para obten¢do das progénies
oriundas das plantas-mae 1, 2, 3 e 4 amostradas na popula¢do natural de
Assis Brasil.
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4.5.2 - Andlise de dados

Os fendtipos RAPD das 25 progénies e genotipos estimados para as plantas-mée
foram analisados no programa Multilocus Estimation of Outcrossing with Dominant
Markers (MLDT), desenvolvido por Ritland (1990). Este programa nos permitiu estimar
a taxa de fecundagfo cruzada da populagdo com base em multiplos locos (tm); a média
da taxa de fecundagdo cruzada da populagdo, considerando os locos individuais (ts); as
frequiéncias alélicas da populagdo (pi); o coeficiente de endogamia da geragdo parental
(F); a taxa de cruzamento preferencial entre individuos aparentados (tm — ts); e a taxa de
cruzamento para cada familia, fixando a freqiiéncia alélica estimada para a populagio.
Os gendtipos maternos foram estimados pela leitura dos fenotipos moleculares, em
funcdo dos marcadores presentes na progénie; estes foram informados ao programa no
arquivo de dados.

Cada loco foi testado separadamente quanto a aderéncia ao modelo misto de
reprodugdo, por meio do teste de qui-quadrado. Os locos em que o valor do qui-
quadrado foi maior que 3,841 foram descartados da analise por ndo aderirem ao modelo.

As estimativas das taxas de cruzamento e do coeficiente de endogamia foram
calculadas pelo método de Newton-Raphson por fornecer estimativas validas maiores do
que 1,00; ja as freqliéncias génicas foram estimadas pelo método Expectation-
Maximization. A variancia dos parametros avaliados foi estimada por 1.000
reamostragens (bootstraps) feitas dentro de familias.

O coeficiente de endogamia da geragdo parental (F) foi comparado com o
coeficiente de endogamia aparente das progénies (Fap) para uma verificagdo do
equilibrio de Hardy-Weinberg da populagdo, o qual foi calculado pela seguinte
expressao:

-1,
ap — :a

Os genotipos maternos foram utilizados no programa GDA (Genetic Data
Analysis) a fim de se obter estimativas dos parametros da estrutura populacional, como
os coeficientes de endogamia f'e F, que correspondem a endogamia devido ao modo de

reprodugdo (Fjs) e a endogamia total (Fjr), respectivamente. A significancia dessas
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estimativas foi estimada por 1.000 reamostragens dos locos e intervalo de confianga de
95%.

4.6 - Diversidade genética representada na Colecdo de Germoplasma de Pimenta
Longa da Embrapa Acre

4.6.1 - Material de estudo

O material vegetal utilizado neste estudo foi coletado na Colec¢do de Germoplasma
de Pimenta Longa da Embrapa Acre, localizada no Campo Experimental da Embrapa
Acre, Km 14 da Rodovia BR-364, Rio Branco (AC). Esta cole¢do contém clones das trés
espécies de pimenta longa, coletados no estado do Acre (Oliveira & Lunz, 1996), sendo
variavel o nimero de clones por genotipo.

Na época da coleta do material haviam 49 genotipos de pimenta longa,
procedentes de treze municipios do estado do Acre (Figura 04), representados por 230
individuos, distribuidos em trés espécies: P. hispidinervum, P. aduncum, e P. hispidum.

A amostragem para este estudo foi feita em maio de 1999 e consistiu na coleta de
quatro folhas jovens, totalmente expandidas, de um individuo de cada gendtipo. O
material coletado foi identificado e colocado para secar em silica gel para posterior
extragdo de DNA e analise dos marcadores RAPD. Cada genotipo foi identificado por
um codigo, correspondente a denominagdo dada na colegdo de germoplasma, sendo
determinado sua procedéncia, espécie e caracterizagdo quanto aos rendimentos de 6leo e
teor de safrol no 6leo extraido (Tabela 03).

A andlise quimica dos genotipos foi feita pela amostragem de folhas e ramos finos,
os quais foram secos em ambiente ventilado por sete dias. A obtengdo do 6leo se deu por
hidrodestilagdo do material seco durante cerca de uma hora, com posterior centrifugagéo
da amostra para separagdo do 6leo da fase aquosa. O rendimento de 6leo foi calculado

em base livre de umidade (B.L.U.), segundo a expressao:
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% Rend.100

RendB.LU .= 100—%U
onde,
vololeo(ml).100
%Rend € o rendimento de dleo dado por: 25 -

%U € a porcentagem de umidade da amostra dada  por:

(pesoumido— pesoseco).100
5

O teor de safrol no dleo foi obtido por andlise de cromatografia gasosa, utilizando

um cromatégrafo de gas modelo HP 5980, com uma coluna de silica fundida de 30 m

(DB-5). As analises de teor de safrol no 6leo foram conduzidas no Museu Paraense

Emilio Goeldi-PA.
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Figura 04: Mapa Administrativo do estado do Acre indicando os pontos de coleta de
germoplasma de pimenta longa (foto cedida pelo governo do estado do

Acre).



Tabela 03. Identificagdo dos gendtipos de pimenta longa avaliados na Colegdo de
Germoplasma de Pimenta Longa da Embrapa Acre, indicando a espécie,
procedéncia, rendimento de 6leo e teor de safrol no éleo de cada gendtipo.

Cod.  Genétipo Espécie I():‘O:sgc?;ic;;‘ (():/eo(;] Safrol (%)
1 B 014 ndo identificado Plac. de Castro 3,59 91,87
2 B 015 P. hispidinervum Plac. de Castro 2,88 95,09
3 B 016 P. hispidinervum Plac. de Castro 3,05 96,30
4 B 017 P. hispidinervum Plac. de Castro 3,15 95,04
5 B 018 P. hispidinervum Plac. de Castro 3,02 95,16
6 B 019 P. hispidinervum Plac. de Castro 2,92 95,79
7 B 034 P. hispidinervum Acrelandia 2,04 91,46
8 B 040 P. hispidinervum Sen. Guiomard 2,54 90,56
9 B 042 P. hispidinervum Sen. Guiomard 2,07 93,87
10 B 043 P. hispidinervum Sen. Guiomard 2,37 94,02
11 B 044 P. hispidinervum Sen. Guiomard 2,46 96,47
12 B 045 P. hispidinervum Sen. Guiomard 2,07 92.58
13 B 046 P. hispidinervum Sen. Guiomard 2,07 90,39
14 B 047 ndo identificado Porto Acre
15 B 050 P. hispidinervum Porto Acre 2,61 94,31
16 B 051 P. hispidinervum Porto Acre 2,00 93,59
17 B 052 P. hispidinervum Bujari 3,54 92,87
18 B 053 ndo identificado Bujari 3,57
19 B 067 P. hispidinervum Brasiléia 2,81 91,18
20 B 075 ndo identificado Brasiléia 5,27 94,63
21 B 080 ndo identificado Assis Brasil 5.05
22 B 084 ndo identificado Sen. Guiomard 4,58 94,01
23 B 086 nio identificado Sen. Guiomard 4,00 95,06
24 B 090 P. hispidinervum Assis Brasil 3,37 96,02
25 B 100 P. hispidinervum Bujari 341 96.50
26 B 103 P. hispidinervum Bujari 3,48 96,97
27 B 109 P. aduncum Cruzeiro do Sul 3,67 Tragos
28 B 110 P. aduncum Cruzeiro do Sul 3,59 0,17
29 B 11l P. aduncum Cruzeiro do Sul 3,55 0,10
30 B112 P. aduncum Cruzeiro do Sul 2,82 3,24
31 B113 P. aduncum Cruzeiro do Sul 5,68 1,03
32 B 114 P. aduncum Cruzeiro do Sul 395 Tragos
33 B 115 P. aduncum Mancio Lima 4,39 Tragos
34 B 116 P. aduncum Mancio Lima 4,85 Tragos
35 B 117 P. aduncum Rodrigo Alves 4,83 Tragos
36 B 118 P. aduncum Rodrigo Alves 3.57 Tragos
37 B 119 P. aduncum Rodrigo Alves 3,68 Tragos
38 B 120 P. aduncum Rodrigo Alves 3,58 0.15
39 B 121 P. aduncum Rodrigo Alves 4.32 0,08
40 B 127 P. hispidum Feijo 1,33 0,14
41 B 137 ndo identificado Tarauaca 4,49 15,33
42 B 138 ndo identificado Tarauaca 3,99 40,87

continua
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Tabela 03. Identifica¢do dos gendtipos de pimenta longa avaliados na Coleg¢do de
Germoplasma de Pimenta Longa da Embrapa Acre, indicando a espécie,
procedéncia, rendimento de 6leo e teor de safrol no 6leo de cada genotipo

(continuagdo).
Cod.  Genotipo Espécie Proce.dé’n‘cia O(l)eo' Safrol (%)
(municipio) (%)

43 B 139 ndo identificado Tarauaca 4,04 18,43
44 B 141 ndo identificado Tarauaca 3,47 4,64
45 B 142 ndo identificado Tarauaca 4,94 28,14
46 B 144 ndo identificado Tarauaca 3,87 24,65
47 B 145 ndo identificado Bujari 4,37 92,44
48 B 147 ndo identificado Xapuri 5,37 87,26
49 B 148 ndo identificado Xapuri 1,66 0

T Rendimento em base livre de umidade.

4.6.2 - Leitura e andglise de dados

Marcadores consistentes foram lidos para todos os individuos analisados e a matriz
contendo os fendtipos RAPD foi utilizada para calculo dos valores de similaridade de
Jaccard entre pares de genotipos de pimenta longa e constru¢do da matriz de
similaridade correspondente. A matriz obtida foi usada para gerar um dendrograma pelo
método UPGMA. As distancias geradas pelo dendrograma foram comparadas com as
distancias genéticas entre pares de gendtipos para cdlculo da correlagdo cofenética, a
qual foi testada pelo teste de Mantel. Além da correlacdo cofenética, que d4 uma idéia da
consisténcia dos grupos formados na analise de agrupamento, a estabilidade de cada no
do dendrograma foi testada por analise de reamostragens, utilizando o programa Bood,

desenvolvido por Coelho (2000).

4.6.3 - Identificagdo taxonomica baseada em dados de marcadores RAPD

Com base nos resultados da andlise de agrupamento, os 49 genotipos foram
classificados quanto a espécie botinica. Os gendtipos em que a identificagdo
taxonOmica, baseada em marcadores RAPD, esteve de acordo com a classificagdo
botanica foram utilizados para detectar marcadores diagnosticos para as espécies P.
hispidinervum e P. aduncum, visto que este tipo de marcador requer identificagéo
correta do acesso-tipo para cada espécie. A espécie P. hispidum ndo foi incluida nessa

analise por existir apenas um gendtipo na cole¢do. O critério para defini¢do de um
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marcador diagnostico para determinada espécie foi sua ocorréncia em pelo menos 90%
de seus individuos e auséncia completa nas demais espécies.

Genotipos ndo identificados taxonomicamente € que se agruparam com
determinada espécie foram classificados como pertencentes a esta espécie, observando-
se, ainda, a presenga de marcadores diagndsticos. Nos casos em que houve duvida,
devido ao agrupamento, a caracterizagdo quanto a espécie nido pode ser confirmada,
embora a presen¢a ou auséncia de marcadores diagnosticos indicasse uma tendéncia.
Para confirmag¢do desses resultados, torna-se necessaria a realizagdio de estudos
adicionais, aumentando-se o numero de marcadores e langando mio de outras

tecnologias.
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5. RESULTADOS

5.1 - Estrutura genética de populagées naturais de Piper hispidinervum no Vale do
Acre

Os oito primers utilizados neste estudo amplificaram 56 marcadores consistentes
para analise. Desses 56 marcadores, 78,57% foram polimorficos para todas as
populagdes, considerando o critério de 99% (Tabela 04). O numero médio de
marcadores RAPD amplificados por primer foi sete. A Figura 05 ilustra o padrdo de

bandas obtido pela andlise RAPD de quatro populagdes com o primer OP-D11.

Tabela 04. Primers utilizados para analise da estrutura genética de populagdes naturais
de pimenta longa, com suas seqiiéncias de bases nucleotidicas e nimero de
marcadores amplificados e polimorficos.

Marcadores RAPD

Primer Sequéncia Total Polimorficos
5-3 Crit. 100% Crit. 99%
OP-A12 TCGGCGATAG 8 7 7
OP-B08 GTCCACACGG 6 4 4
OP-B11 GTAGACCCGT 10 10 9
OP-C06 GAACGGACTC 4 3 3
OP-D02 GGACCCAACC 7 6 5
OP-D11 AGCGCCATTG 9 9 7
OP-D12 CACCGTATCC 5 5 4
OP-D20 ACCCGGTCAC 7 6 5
TOTAL 56 50 44

Média 7
Polimorf (%) 89,29 78,57
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Figura 05 - Padrao de bandas (marcadores) amplificadas com o primer OP-D11 e
individuos das populagdes naturais de pimenta longa de Acrelandia, Senador

Guiomard, Xapuri Araci e Xapuri Marcos. As setas indicam um dos locos
RAPD analisados.

A distribuicdo dos marcadores RAPD entre as populagdes foi praticamente
constante e independente da localizagdo geografica (Figura 06). Poucos marcadores
foram exclusivos a determinada populagdo ou individuos. Os marcadores exclusivos de
Placido de Castro e Acreldndia foram genotipos-exclusivo também, ou seja, apareceu em
apenas um individuo da populagio.

A porcentagem de marcadores polimorficos observados em cada populagdo variou
de 28,6 a 48.2%, sendo a populagdo de Placido de Castro a que apresentou maior
polimorfismo e a do ramal 17 da BR 317, municipio de Brasiléia, a mais homogénea

(Figuras 07 e 08 ).
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Figura 06 - Distribui¢io dos marcadores RAPD em cada populag¢do natural de pimenta
longa avaliada, indicando a porcentagem de marcadores RAPD presente na
populagdo em relagdo ao total de marcadores avaliados e a porcentagem de
marcadores exclusivos a cada populagdo, em relagdo ao nimero total de
marcadores presentes na populagdo.
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Figura 07 - Porcentagem de marcadores RAPD polimérficos em cada populagdo natural
de pimenta longa avaliada no Vale do Acre.
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Figura 08 - Distribui¢do espacial e grau de polimorfismo das popula¢des naturais de
pimenta longa no Vale do Acre. O tamanho das esferas € proporcional ao
grau de polimorfismo.

O agrupamento das distancias genéticas entre populagdes, em fungdo de ¢ST,
resultou na formacdo de dois grupos distintos de populagdes (Figura 09), os quais
correspondem as duas regides geograficas do Vale do Acre: o Alto Acre e o Baixo Acre.
O dendrograma construido pelo método UPGMA mostrou uma tendéncia das
populagdes se agruparem de acordo com sua localizagdo geografica, evidenciando uma
estruturagdo da variabilidade genética das populac¢des no espago. O teste de Mantel para
avaliacdo da significdncia da correlagdo cofenética das distancias genéﬁcas com as
distancias geradas pelo dendrograma foi altamente significativo, com r = 0,90 e p =

0,001, evidenciando uma boa consisténcia na formagdo dos grupos.

©
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Figura 09 - Dendrograma do agrupamento das distancias genéticas (¢sr) entre pares de
populagdes, pelo método UPGMA. Pop 1: Acrelandia; Pop 2: Assis Brasil;
Pop 3: Brasiléia, ramal 13 da BR 317; Pop 4: Brasiléia, ramal 17 da BR 317;
Pop 5: Brasiléia, ramal 54 da BR 317; Pop 6: Brasiléia, ramal 78 da BR 317;
Pop 7: Bujari; Pop 8: Capixaba, alcobaga; Pop 9: Capixaba, ramal Bolivia;
Pop 10: Placido de Castro; Popl1: Senador Guiomard; Pop 12: Xapuri,
Araci; Pop 13: Xapuri, Marcos.

Como a populagdo natural amostrada no municipio de Assis Brasil se mostrou
pamitica (item 5.2), as freqiiéncias alélicas de cada populacao foram estimadas e utilizadas
para calculo da distancia genética de Nei (1972) entre elas, a fim de se comparar os
resultados de agrupamento obtidos por esta metodologia com os das distancias genéticas
estimadas via ¢gs7 Conforme pode-se observar na Figura 10, o agrupamento gerado em
fungdo das freqiiéncias alélicas foi praticamente igual ao obtido com as distancias
genéticas calculadas pela AMOVA (¢s7). No entanto, a correlagdo cofenética entre as
distancias geradas no dendrograma e as distancias genéticas de Nei entre populagdes foi

menor (r = 0,75), embora tenha sido significativa. Isto indica que o agrupamento das
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populagdes formado pelas distdncias genéticas estimadas pela AMOVA foi mais

consistente.
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Figura 10 - Dendrograma do agrupamento das distancias genéticas de Nei (1972) entre
populagdes, pelo método UPGMA. Pop 1: Acrelandia; Pop 2: Assis Brasil;
Pop 3: Brasiléia, ramal 13 da BR 317; Pop 4: Brasiléia, ramal 17 da BR 317;
Pop 5: Brasiléia, ramal 54 da BR 317; Pop 6: Brasiléia, ramal 78 da BR 317;
Pop 7: Bujari; Pop 8: Capixaba, alcobaga; Pop 9: Capixaba, ramal Bolivia;
Pop 10: Placido de Castro; Popll: Senador Guiomard; Pop 12: Xapuri,
Araci; Pop 13: Xapuri, Marcos.

A correlagdo entre as matrizes de distancia genética das populagdes, calculadas
pelas duas metodologias (¢sr e Nei) foi altamente significativa (r = 0,81, p = 0,001),
evidenciando que as estimativas geradas pela AMOVA foram bastante consistentes. Este
resultado permite, ainda, inferir sobre a panmixia da espécie, sugerindo que todas as
populagdes avaliadas encontram-se em equilibrio de Hardy-Weinberg.

O ndimero de alelos privados a determinada populagédo variou de dois a um (Figura

11), e embora tenham sido poucos os alelos, o niimero de populagdes que apresentaram
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este tipo de alelo foi alto (31%), indicando ou um fluxo génico restrito entre as
populagdes ou deriva genética devido ao efeito fundador.

Avaliando-se os marcadores RAPD que ocorreram nas regides do Alto Acre e
Baixo Acre, pode-se observar a ocorréncia de alelos privados a regides também (Figura
11), sendo que praticamente ndo houve diferencas no nimero de alelos privados entre as
duas regides. Na regido do Alto Acre, a maioria dos alelos privados ocorreu em apenas
uma ou duas populagdes, enquanto que no Baixo Acre a propor¢do dos locos RAPD em
que o marcador esteve presente na maioria das populag¢des foi maior (Anexo I). Além
desses resultados, observaram-se diferencas nas freqiiéncias de alelos para as duas
regides, onde determinados alelos apresentaram freqii€ncias bastante diferentes nas duas
regides (Figura 12). Apesar dessas diferengas entre regides, o grau de polimorfismo
(critério de 99%) em cada uma das regides (calculado pelas freqiiéncias alélicas — tfpga)
foi 0 mesmo (70,45%), evidenciando que as duas regides apresentam o mesmo nivel de

diversidade genética.

Namero de aielos privados
»

Assis Acre! Plac Xapmar Brai3 Brat7 Bra54 Bra78 Bujari Capalc  Capbol Seng Xapar Baixo Alto Acre
Acre

Figura 11 - Nuimero de alelos privados observados em cada populagdo de pimenta longa
e nas regides do Alto Acre e Baixo Acre.
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A andlise da varidncia molecular (AM@®VA) mostrou que a maioria da varia¢do
genética se encontra entre individuos, dentro de populagdes. No entanto, houve uma
significativa estrutura genética das populagdes (pst = 0,281) (Tabela 05), o que ndo seria
esperado para uma espécie alogama (Loveless & Hamrick, 1984) com dispersdo de
sementes a longas distdncias. A partigdo da diversidade genética em trés niveis
hierarquicos mostrou que 20,61% da diversidade total estd distribuida entre regides;
14,33% entre populagdes, dentro de regides; e 65,07% entre individuos, dentro de
populagdo (Tabela 05). Esta distribui¢do da diversidade genética evidencia uma
diferencia¢do bem clara entre regides, confirmando os resultados obtidos pelas analises

de agrupamento das populagdes naturais.

Tabela 05. Resumo da analise de variancia molecular (AMOVA) e estimativas de fluxo
génico (Nm) calculadas pelo método de Wright (1931).

Populacio Fonte de variacao % Total p Estatistica ¢ Nm
Todas (2 niveis)  Entre populagdes 28,10 <0,001  ¢st=0,281 0.640
Entre individuos dentro de populagdes 71,90
Todas (3 niveis)  Entre regides 20,60 <0,001  dcr = 0,206 0.963
Entre populagdes dentro de regides 14,33 <0,001  ¢sr=0,180 1,139
Dentro de populacdes 65,07 <0,801  ¢st=0,349

A estrutura genética das populagdes, avaliada por meio das freqii€ncias alélicas
estimadas pela expansdo de Taylor (Lynch & Milligan, 1994), esteve de acordo com os
resultados obtidos pela AMOVA (Tabela 06), onde se observou uma significativa
estruturacdo das populagdes naturais de pimenta longa. No entanto, esta analise mostrou
uma menor diferenciacdo entre regides quando comparada com as estimativas geradas
pela AMOVA. Estes resultados estdo de acordo com outros estudos, em que estimativas
da estrutura genética obtidos por dados dominantes geralmente sdo superestimados
quando comparados com os resultados obtidos com dados co-dominantes (Isabel et al.,
1995; Ayres & Ryan, 1999; Wu et al., 1999).

Estimativas de 6p, considerando as regides do Vale do Acre em andlises separadas,

mostraram que a regido do Baixo Acre apresenta valor de ép ligeiramente superior ao
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encontrado para o Alto Acre (Tabela 06), sugerindo que o fluxo génico no Baixo Acre ¢é
menor ou que a formag¢do das populagbes dessa regido ocorreu de forma mais

independente que no Alto Acre.

Tabela 06. Estimativas da variacdo genética entre populagdes como um todo, entre
regides, entre populagdes dentro de regides e entre populagdes de cada
regido, calculadas pela estatistica-F e estimativa do fluxo génico aparente em

fungdo de Fir..
Variacio Genética Estatistica F Nm
Entre populagdes como um todo Op =0.2526 0,740
Entre regides Op=0,1322 1,655
Entre populagdes incluindo regides Os=03015 0,579
Entre populagdes do Alto Acre 6p=0.1839 1,109
Entre populagdes do Baixo Acre Op = 0,2045 0,970

O fluxo génico aparente, estimado pelo numero de imigrantes a cada geragdo (Nm)
em fungdo das estatisticas-¢, tanto entre populagdes como entre regides, foi menor que
um, indicando que este ndo ¢ suficiente para evitar a diferenciagdo genética entre as
populagdes devido a deriva (Tabela 05). Dentro das regides, a estimativa do fluxo génico
aparente foi um pouco maior, evidenciando, pela analise de varidncia molecular, que a
diferenciacdo entre populagdes dentro de cada regido é pequena. Resultados contrarios a
estes foram observados quando se analisou o fluxo génico aparente, calculado pelos
thetas. O valor de Nm entre as regides foi maior do que um e dentro das mesmas, menor
do que um, mostrando uma estruturagdo da variagdo genética dentro das regides, porém
nenhuma estrutura entre as mesmas.

Considerando todas as populacdes do Vale do Acre, a correlagdo entre as
distancias genéticas (¢sy) e geograficas de cada par de populagdo foi altamente
significativa (r = 0,77, p < 0,001) e o grafico obtido (Figura 13) mostra que até uma
distancia de 150 Km existe uma relagéo direta entre a distancia genética e geografica das

populagdes. Esse resultado indica que, de uma maneira geral, o efeito do fluxo génico se
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propaga até cerca de 150 Km e que a partir desta distincia as populagdes se comportam
como independentes entre si.

Fazendo-se esta mesma andlise dentro de cada regido, a correlagdo entre a
distincia genética e a geografica das popula¢des naturais de pimenta longa da regido do
Alto Acre foi significativa apenas a 93%(r = 0,46, p = 0,071) e entre as popula¢des da
regido do Baixo Acre, o valor de r foi 0,68 com probabilidade p = 0,006, apresentando
uma correlagdo da estrutura genética das populagdes com a distribuigdo geogréafica das

mesmas mais significativa. As Figuras 14 e 15 demonstram essas correlagdes.
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Figura 13 - Distribui¢do da distancia genética (¢@sy) entre pares de populagdes naturais de
pimenta longa do Vale do Acre em relagdo a distdncia geografica das
mesmas.
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Figura 14 - Distribuig¢do da distancia genética (¢@sy) entre pares de populagdes naturais de
pimenta longa do Alto Acre em relagdo a distancia geografica das mesmas.
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Figura 15 - Distribui¢do da distancia genética (¢@sy) entre pares de populagdes naturais de
pimenta longa do Baixo Acre em relagdo a distancia geografica das mesmas.
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5.2 - Taxa de cruzamento e coeficiente de endogamia na popula¢@o natural de Piper
hispidinervum de Assis Brasil

Os nove primers utilizados neste estudo (OP-D02, OP-D11, OP-D12, OP-BI1,
OP-AA11, OP-AA19, OP-ABO1, OP-ABO5 e OP-AB18) geraram 25 locos adequados
para estimativas do sistema de cruzamento da populag¢io analisada (Tabela 07), os quais
foram utilizados no programa MLDT. Cada loco foi testado separadamente para a
aderéncia ao modelo de sistema misto de reprodugdo e, dos 25 locos testados, 16
aderiram ao modelo (Tabela 08), sendo por isso utilizados para estimar os parametros
populacionais do sistema de cruzamento. A Figura 16 ilustra o padrio de bandas
amplificadas com dois primers e duas familias de pimenta longa.

As estimativas das taxas de cruzamento multilocos (tm) e de locos individuais (ts)
foram 1,033 e 1,139, respectivamente, evidenciando que a populagio estudada €
preferencialmente alégama. A diferenga tm - ts foi -0,096, indicando que os cruzamentos
ocorrem preferencialmente entre individuos nio-aparentados.

A estimativa do coeficiente de endogamia da gera¢do parental (F) foi 0,05, ndo
diferindo de zero e, portanto, evidenciando a condi¢do de pamixia da populagdo. O valor
calculado para o coeficiente de endogamia aparente nas progénies foi — 0,016, o que
também ndo difere de zero, indicando que a populagio esta em equilibrio de Hardy-
Weinberg.

Estimativas da taxa tm de cruzamento natural nas familias (Tabela 09) evidenciam
que o modo de reprodugdo por cruzamento ¢ bastante consistente de familia para
familia, pelo fato dos valores de tm maiores e menores do que 1,00 terem sido
balanceados (9 e 9, respectivamente). Sete familias apresentaram valores de tm iguais a
2,00 , indicando problemas na estimativa da taxa de cruzamento dessas familias. Ritland
(1990) explica que o método utilizado para as estimativas de tm das familias (método de
Newton-Raphson) pode ser muito agressivo no caso de familias com pouca informagio
sobre a taxa de cruzamento, tendendo a travar as estimativas em 2,00. O autor coloca

que este problema geralmente ocorre em familias com multiplos pais heterozigotos.
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Tabela 07. Primers utilizados para estimativas dos pardmetros populacionais do sistema
de cruzamento da populacdo natural de pimenta longa de Assis Brasil, com
suas respectivas seqiiéncias de bases nucleotidicas bem como o nimero de
marcadores amplificados e analisados.

Primer Seqiiéncia Marcadores RAPD
-3 Ampl. Analis.
OP-D02 GGACCCAACC 9 2
OP-D11 AGCGCCATTG 9 2
OP-D12 CACCGTATCC 5 3
OP-B11 GTAGACCCGT 10 5
OP-AAll ACCCGACCTG 15 1
OP-AA19 TGAGGCCGTT 12 2
OP-ABO1 CCGTCGGTAC 6 2
OP-ABOS CCCGAAGCGA 13 3
OP-ABI18 CTGGCGTGTC 10 5
Total 89 25

Tabela 08. Teste de qui-quadrado para aderéncia de cada loco RAPD ao modelo misto
de reprodugdo. Locos em negrito foram excluidos da andlise das estimativas
das taxas de cruzamento por ndo aderirem ao modelo misto de reprodug@o.

Cod. Qui-quadrado
Loco Loco qt‘otal

1 ABla 0,23
2 ABIlb 3,43
3 ABS5Sa 0,14
4 ABSb 10,73
5 ABS5Sc 1,10
6 D12b 0,06
7 D12c 0,06
8 D2a 0,81
9 D2b 1,91
10 AB18a 0,04
11 AB18b 5,73
12 AB18c¢ nc
13 AB18d nc
14 AB18f 31,04
15 Bila 0,04
16 Biib 5,50
17 Bilc 6,58
18 Bil d 4,42
19 Bll e 4,27
20 AAlla 2,44
21 D12a 0,11
22 Dlic 0,04
23 Di1d 1,58
24 AA19a 20,37
25 AA19b 0,07

nc: valor de qui-quadrado nio convergiu,



OP-AATI Fam 01
progeénie

OP-DI1 Fam 09

progénie

Figura 16 - Padrdo de bandas (marcadores) amplificadas para as progénies 10 e 01, com
o primer OP-AAI1l (A e B) e para as progénies 08 e 09, com o primer OP-
D11 (C e D), da populagio natural de pimenta longa de Assis Brasil. As setas
indicam os marcadores avaliados.
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Tabela 09. Estimativas das taxas de cruzamento multilocos (¢,,) € 0 erro padrdo para cada
familia amostrada na popula¢io natural de pimenta longa de Assis Brasil.

Familia t, Erro Padrio
Fam 01 0,77 0,21
Fam 02 1,39 0,37
Fam 03 1,06 0,33
Fam 04 2,00 0,00
FamO05 2,00 0,00
Fam 06 0,80 0,17
Fam 07 1,87 0,16
Fam 08 2,00 0,00
Fam 09 1,10 0,24
Fam 10 2,00 0,00
Fam 11 1,24 0,26
Fam 12 2,00 0,00
Fam 13 1,02 0,22
Fam 14 0,81 0,18
Fam 15 0,94 0,28
Fam 16 0,88 0,30
Fam 17 2,00 0,00
Fam 18 0,88 0,23
Fam 19 1,22 0,43
Fam 20 0,96 0,25
Fam 21 0,96 0,35
Fam 22 1,08 0,46
Fam 23 0,90 0,21
Fam 24 1,05 0,32
Fam 25 2,00 0,00

Tabela 10. Freqliéncia alélica e erro padrdo para cada loco RAPD avaliado na populagéo
natural de Pimenta Longa de Assis Brasil.

Loco Frequéncia Erro
alélica Padrio
01 0,499 0,031
02 0,106 0,013
03 0,359 0,032
05 0,020 0,007
06 0,021 0,007
07 0,037 0,009
08 0,069 0,013
09 0,390 0,027
10 0,140 0,017
15 0,158 0,019
20 0,281 0,024
21 0,553 0,032
22 0,220 0,022
23 0,456 0,031

25 0,040 0,009




56

As freqgiiéncias genotipicas dos individuos de pimenta longa amostrados na
populagdo natural de Assis Brasil (gendtipos maternos — Anexo 1) estiveram, de modo
geral, dentro das freqiiéncias esperadas para o equilibrio de Hardy-Weinberg, a uma
probabilidade de 5% (1.000 repeticdes de reamostragem). As estimativas dos
coeficientes de endogamia f e F ndo diferiram de zero (Tabela 11), demonstrando,

portanto, que ndo ha endogamia na populagdo analisada.

Tabela 11. Estimativas dos coeficientes de endogamia f'e F para a populagio natural de
pimenta longa de Assis Brasil.

Parametro Estimativa Intervalo de confianca
F -0,017 -0,183a 0,174
F -0,037 -0,203 a 0,154

5.3 - Diversidade genética representada na Colecdo de Germoplasma de Pimenta
Longa da Embrapa Acre

Dos 60 primers testados nesta etapa, 16 foram selecionados e utilizados para
amplificagdo em PCR, porém somente 06 (OP-AS5, OP-AS8, OP-A12, OP-B8, OP-B11 ¢
OP-B12) resultaram em bandas com padrio adequado para leitura e andlise. Estes
primers geraram 66 marcadores, com 96,97% de polimorfismo (Tabela 12). A Figura 17
mostra o resultado da amplifica¢do de fragmentos de DNA (bandas) de 48 gendtipos da

Colegdo de Germoplasma de Pimenta Longa da Embrapa Acre, utilizando-se o primer

OP-B12.

Tabela 12. Total de marcadores RAPD amplificados, analisados e polimorficos para
cada primer avaliado com todos os genotipos da Colegdo de Germoplasma de
Pimenta Longa da Embrapa Acre.

PRIMER SEQUENCIA MARCADORES
5-3 AMPLIF. ANALIS. POLI
OP-A05 AGGGGTCTTG 14 8 7
OP-A08 GTGACGTAGG 9 7 7
OP-A12 TCGGCGATAG 5 4 3
OP-B08 GTCCACACGG 15 15 15
OP-B11 GTAGACCCGT 19 19 19
OP-B12 CCTTGACGCA 17 13 13
TOTAL 79 66 64

Porcentagem (%) 83.54 96.97
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Figura 17 - Padrdo de bandas (marcadores) amplificadas com o primer OP-B12. Os
nimeros de 1 a 49 indicam os genotipos e M = 1Kb ladder. As setas a e b
indicam marcadores diagndsticos para P. aduncum e P. hispidinervum,
respectivamente.

O nimero de marcadores amplificados por primer variou de 5 a 19, porém nem
todos foram utilizados para as analises. Os 66 marcadores analisados representaram
83,54% dos marcadores amplificados, tendo-se uma média de 11 marcadores por
primer.

Houve uma grande diferenca de polimorfismo entre as espécies P. hispidinervum e
P. aduncum, bem como no nimero de marcadores amplificados por primer (Figura 18).
O polimorfismo encontrado para estas espécies foi de 79.4% e 5,3%, respectivamente,
mostrando caracteristicas genéticas distintas. Para P. hispidinervum, os 6 primers
utilizados amplificaram em média 5,67 marcadores por primer, enquanto que para P.
aduncum, esta média foi de 3,17.

A espécie P. hispidum nado pdde ser avaliada quanto ao polimorfismo, por haver
apenas um genotipo representado na Colecdo de Germoplasma. Gendtipos ndo
identificados botanicamente serdo considerados nas andlises seguintes, onde a maior
parte foi identificada quanto a espécie e apenas um ndo pdde ter sua identificagdo

confirmada.
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Figura 18 - Total de marcadores amplificados e polimorficos para as espécies P.
hispidinervum e P. aduncum, utilizando-se seis primers.

A andlise das similaridades genéticas entre os gendtipos, calculadas pelo
coeficiente de Jaccard e representadas em dendrograma pelo método UPGMA, resultou
em trés grandes grupos, os quais podem ser considerados correspondentes as trés
espécies em estudo, e por isso aqui denominados de hispidinervum, aduncum e hispidum
(Figura 19). A correlagdo cofenética, ou seja, a correlagido entre as distancias genéticas e
as distancias geradas pelo dendrograma, foi significativa (r = 0,97, p <0,001), indicando
que os grupos formados pelo dendrograma correspondem aos dados genéticos.

Outra analise que testa a formagdo desses grupos € a consisténcia dos nds que os
formam. Nesta andlise, os nos responsaveis pelos grupos denominados de
hispidinervum, aduncum e hispidum apresentaram consisténcia de 98,5%, 100% e
99.8%, respectivamente. Estes resultados evidenciam uma forte consisténcia para a
formagdo desses nos, pois, no caso do grupo hispidinervum, 98,5% das 1000 vezes
(reamostragens) em que o dendrograma foi construido este nd aconteceu com o0s
mesmos genotipos.

Dos dezesseis genotipos ndo identificados botanicamente (Tabela 03), nove se

agruparam com gendtipos de P. hispidinervum; seis formaram um subgrupo dentro do
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grupo denominado de hispidinervum, sendo todos procedentes de Tarauacd; e um
genotipo se mostrou distinto dos demais (B 148), embora com alguma similaridade com
o genotipo de P. hispidum. O genotipo B 113, identificado como P. aduncum, ndo se
agrupou com os demais genotipos dessa espécie e sim com os de P. hispidinervum

(Figura 19), evidenciando um erro de identificag&o.

5.3.1 - Identificacdo taxonomica, via marcador RAPD

A andlise das freqiiéncias dos marcadores em cada espécie, considerando os seis
genotipos procedentes de Tarauaca (B137, B142, B138, B139, B141 e B144) como um
grupo distinto de P. hispidinervum, e o genotipo B148 como do mesmo grupo de P.
hispidum, evidenciou a ocorréncia de varios marcadores exclusivos a um determinado
grupo, tendo-se inclusive diferencas entre o grupo de Tarauacd e de P. hispidinervum
(Tabela 13). Dez marcadores foram exclusivos de P. hispidinervum, dez foram
exclusivos de P. aduncum, trés foram exclusivos dos genotipos de Tarauacd, 23 foram
exclusivos de P. hispidum e outros dez apareceram tanto em P. hispidinervum quanto
nos genotipos de Tarauacd. Apenas dois marcadores (OP-A5a e OP-Al12c), ou 3,03%
dos 66 marcadores analisados, foram monomorficos para todos os gendtipos, ou seja,
apareceram em todos os grupos.

Com base nesses resultados, pdde-se identificar marcadores diagndsticos para as
espécies P. hispidinervum e P. aduncum (Figura 17). Assim, nove marcadores
diagndsticos foram identificados para P. aduncum e quatro para P. hispidinervum,
considerando o critério de freqiiéncia minima de 0,90. Todos os marcadores presentes
em P. hispidinervum, com freqli€éncia maior que 0,9, e ausentes nas demais espécies,

foram encontrados nos genotipos de Tarauacd com freqtiéncia 1,00.
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Figura 19 - Dendrograma da similaridade de Jaccard entre os gendtipos, pelo método

UPGMA.
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Tabela 13. Freqgiiéncia dos marcadores RAPD para cada primer e grupos taxonomicos.

Frequéncia do marcador

Loco hispidinervum aduncum Tarauaca Hispidum
Ab5a 1.00 1.00 1.00 1.00
AS5b 0.00 0.00 0.00 0.50
A5c 0.00 0.00 0.00 1.00
A5d 0.82 0.00 0.00 0.00
Abe 0.61 1.00 0.67 0.00
A5f 0.39 0.00 0.50 0.00
A5g 0.00 1.00 0.00 0.00
A5h 0.00 0.00 0.00 1.00
A8a 1.00 0.00 1.00 0.00
A8b 0.00 1.00 0.00 0.00
A8c 0.00 0.00 0.00 1.00
A8d 0.82 0.00 1.00 0.00
A8e 0.00 1.00 0.00 0.00
A8f 0.00 0.00 0.00 0.50
A8g 0.00 0.00 0.00 1.00
A12a 0.68 0.00 0.00 0.00
A12b 0.64 1.00 1.00 0.00
A12c 1.00 1.00 1.00 1.00
A12d 0.00 0.00 0.00 0.50
B8a 0.14 0.00 0.00 0.00
B8b 0.86 0.00 0.83 0.00
B8c 1.00 1.00 1.00 0.00
B8d 0.00 1.00 0.00 0.00
B8e 0.07 0.00 0.33 0.00
B8f 0.00 0.00 0.00 0.50
B8g 0.11 0.00 1.00 0.00
B8h 0.00 0.00 0.33 0.00
B8i 0.07 0.00 0.00 0.00
B8j 0.00 0.00 0.00 0.50
B8k 0.00 0.00 0.00 1.00
B3I 0.00 0.00 0.00 0.50
B8m 0.00 1.00 0.00 0.00
B8n 0.54 1.00 0.83 0.00
B8o 0.00 1.00 0.00 0.00
B11a 0.00 0.00 0.00 0.50
B11b 0.00 0.00 0.17 0.00
B11c 0.43 0.00 0.00 0.00
B11d 0.32 0.00 0.00 0.00
B11e 0.00 0.00 0.00 0.50
B11f 0.00 0.00 0.00 0.50
B11g 0.46 0.00 0.83 0.00
B11h 0.00 0.00 0.00 1.00
B11i 0.96 0.00 1.00 0.00
B11j 0.00 0.00 0.00 1.00
B11k 0.00 1.00 0.00 0.00

Continua
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Tabela 13. Freqiiéncia dos marcadores RAPD para cada primer e grupos taxondmicos.

(continuago)
Loco Freqiiéncia do marcador
hispidinervum aduncum Tarauacé Hispidum
B11l 0.00 0.67 0.00 0.00
B11m 1.00 0.00 1.00 0.00
B11n 0.39 1.00 1.00 0.00
B11o 0.64 0.00 0.00 0.00
B11p 0.57 0.00 0.00 0.00
B11q 0.00 0.00 0.00 1.00
B11r 0.00 0.00 0.00 1.00
B11s 0.00 1.00 0.00 0.00
B12a 0.21 0.00 0.00 0.00
B12b 1.00 1.00 1.00 0.00
B12c 0.00 0.00 0.00 0.50
B12d 0.96 0.00 0.00 0.00
B12e 0.00 0.00 0.00 0.50
B12f 0.00 0.00 0.00 0.50
B12g 0.00 0.00 0.00 0.50
B12h 0.00 0.00 0.17 0.00
B12i 0.00 0.00 0.00 0.50
B12j 0.54 1.00 1.00 0.00
B12k 0.79 0.00 0.00 0.00
B12l 0.00 1.00 0.00 0.00

B12m 1.00 0.00 1.00 0.00
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6. DISCUSSAO

6.1 - Estrutura genética de populagées naturais de P. hispidinervum no Vale do Acre

Apesar da importancia e do interesse economico da espécie Piper hispidinervum, o
processo de domesticagdo e plantio comercial foi inciado sem o prévio conhecimento de
sua variagdo genética em condi¢des naturais. Alguns estudos para o zoneamento de
habitats naturais (Pimentel et al., 1998; Pimentel & Pinheiro, 2000) e caracteriza¢io
botanica e quimica da espécie, visando a produgdo de safrol (Silva & Oliveira, 2000a;
Oliveira & Lunz, 1996) foram conduzidos, porém ndo ha na literatura relatos da
quantificagdo e distribui¢do da variabilidade genética de Piper hispidinervum.

Este ¢ o primeiro estudo feito para se avaliar os niveis de diversidade genética e
sua distribui¢do em populag¢des naturais de pimenta longa. A metodologia utilizada para
acessar esses dados foi baseada na andlise de marcadores RAPD, cuja natureza
dominante causa sérios vieses nas estimativas de parametros genéticos populacionais,
como o decrésimo da heterozigosidade esperada e superestimativas na diferencia¢do
entre populagdes (Isabel et al., 1995; Wu et al., 1999). A fim de se minimizar esses Viés,
todos os marcadores com freqiiéncia maior que 98,99% foram descartados das andlises
de estrutura genética. Ainda que alguns problemas com estimativas enviesadas ndo
pudessem ser solucionados, obtiveram-se resultados similares da estrutura genética de
populagdes naturais de pimenta longa quando esta foi analisada pela AMOVA e pelas
freqtiéncias alélicas das populagdes, sugerindo que as estimativas dos indices de fixagdo
obtidas neste trabalho sdo similares aquelas obtidas por dados co-dominates. Alguns
trabalhos, com outras espécies, tém demonstrado que marcadores RAPD e

isoenzimaticos podem gerar resultados similares do nivel de diversidade e diferenciagdo
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entre populagdes (Ayres & Ryan, 1999; Bucci et al., 1997; Le Corre et al., 1997; Wu et
al., 1999).

Wu et al., (1999) verificaram em estudo de simula¢do usando dados de isoenzimas
como marcadores dominantes e co-dominantes, que a natureza dominante e bialélica dos
marcadores RAPD poderiam explicar as diferengas observadas em pardmetros de
diferenciag@o, mas nio em diversidade génica. Neste estudo, os autores apontam varios
motivos para as maiores estimativas dos parametros genéticos populacionais dado por
marcadores RAPD quando conparados com isoenzimas. O primeiro deles seria que
isoenzimas amostram apenas genes funcionais, enquanto que RAPD amostra,
aleatoriamente, regides do genoma tanto codantes como repetitivas, sendo que
seqiliéncias repetitivas de DNA divergem e mudam rapidamente, apresentando maior
polimorfismo. A técnica de PCR utilizada para obten¢do dos marcadores RAPD é muito
mais sensivel a diferentes tipos de mutagdes do que a eletroforese de isoenzimas. O
terceiro motivo se baseia na hipdtese de que regides de telomeros e minissatélites
evoluem muito mais rdpido que locos isoenzimdticos, ¢ sdo preferencialmente
representados nos fragmentos de RAPD (Black et al., 1992). Outro motivo seria que
isoenzimas podem sofrer sele¢do natural por representarem produtos génicos funcionais.
Isso pode sugerir que as enzimas estdo sob influéncia de sele¢do balanceada, o que
ajudaria na manuteng@o do polimorfismo intrapopulacional, e redugdo na diferenciagdo
entre populagdes.

Os resultados de RAPD obtidos neste estudo demonstraram niveis altos de
variabilidade genética para a espécie, o que € de grande importidncia para sua
manutenc¢do, servindo como uma fonte de variagdo para adaptagdo a mudangas em
fatores bioticos como pragas e doengas, principalmente por se tratar de uma espécie de
ocorréncia natural restrita.

No entanto, o nivel de polimorfismo encontrado para cada populagédo foi baixo, em
que menos de 50% dos locos RAPD foram polimoérficos, evidenciando uma certa
diferenciagdo entre populagdes. Embora ndo se tenha feito andlise do numero de
fenotipos diferentes em cada populagdo, acredita-se que a elevada taxa de

monomorfismo se deva mais a ocorréncia de alelos raros e alguns privados a
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determinadas populagdes do que a homogeneidade genética entre individuos da mesma
populagdo. Se a constituigdo genética das populagdes ¢ muito diferente, espera-se
ocorrer varios locos monomorficos para auséncia de bandas em algumas populagdes.
Ainda que ndo se tenha evidenciado a ocorréncia de clones nas populagdes, essa
hipotese ndo pode ser descartada, pois varias espécies de Piper apresentam facilidade
para o enraizamento de ramos a partir de seus nds. Figueiredo (1997) relacionou a
grande capacidade de colonizagdo e ampla distribuig¢do das Piperaceaes com a
ocorréncia de autopoliniza¢do, propagagdo vegetativa e dispersdo de pdlen por vento e
insetos.

A andlise de agrupamento das treze populagdes naturais de pimenta longa,
demonstrou a formag¢do de dois grupos distintos correspondentes exatamente a divisdo
geopolitica que o governo do estado do Acre faz no Vale do Rio Acre, ou seja, o Alto
Acre e o Baixo Acre. O grau de polimorfismo observado nessas duas regides foi o
mesmo, sugerindo que ndo existe diferen¢a no nivel de diversidade genética entre as
duas regides. No entanto, analisando-se as freqiiéncias alélicas dos locos RAPD e o
agrupamento das populagdes em cada uma dessas regides, observam-se diferencas na
estrutura genética de cada regido.

A distribui¢do da variabilidade genética entre e dentro de populagdes evidenciou a
presenga de certa estrutura genética, a qual foi correlacionada com a distribui¢io
espacial das populagdes. A alta correlagdo observada entre as distdncias geograficas e
genéticas das populagdes avaliadas longa evidencia a existéncia de um fluxo génico que
se propaga até cerca de 150 Km e que a estrutura genética apresenta um padrido de
isolamento por distincia.

Embora as estimativas de fluxo génico aparente tenham dado, na sua maioria,
valores baixos, indicando que este ndo seria suficiente para neutralizar a diferencia¢do
genética entre populagdes causada pela deriva genética, acredita-se que a diferencia¢do
observada entre as populagdes e regides seja devido a varios fatores da historia de vida
das populagdes e nido ao fluxo génico restrito. Vale ressaltar aqui que o fluxo génico
estimado nesse trabalho refere-se ao fluxo aparente, o qual reflete o que ocorreu em

geragdes passadas.
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Teoricamente, espécies cuja dispersdo de sementes € feita por animais que se
movem a longas distancias, tendem a apresentar altos valores para fluxo génico e
variagdo genética dentro de populagdo, sendo a diferenciagdo entre populagdes pequena
(Hamrick & Loveless, 1986). No entanto, mesmo que as sementes sejam dispersas a
longas distancias, o modo de dispersdo pode influenciar a estrutura genética das
populagdes. Sementes ingeridas por animais sdo defecadas ou regorgitadas em
aglomerados (Fleming & Heithaus, 1981), e geralmente essas sementes sdo derivadas de
individuos aparentados (Hamrick Loveless, 1986). Neste caso, a ocupagdo de areas nao
colonizadas, em que ocorrem poucos episodios de dispersdo, resulta em grande
diferenciacdo entre populagdes devido ao efeito fundador.

Na literatura, ha citagdes de que a dispersdo de sementes da pimenta longa ¢ feita
principalmente por morcegos (Silva & Oliveira, 2000b; Almeida, 1999). Fleming (1981)
verificou que frutos de Piper amalago sdo coletados por morcegos e levados aos
puleiros para serem ingerido durante a noite, sendo que na coleta do dia seguinte as
sementes sdo defecadas. Este modo de dispersdo, embora favore¢a o fluxo génico a
longas distancias, resulta numa distribuigdo de sementes e plantulas altamente
aglomerada (Hamrick & Loveless, 986).

Heywood & Fleming (1986), avaliando o padrdo de variagdo isoenzimdtica em
populagdes de trés espécies de Piper, na Costa Rica, onde a dispersdo de sementes é
feita exclusivamente por morcegos, também encontraram alta diferenciagdo genética
entre populagdes. Os autores atribuiram esses resultados ou ao efeito fundador (Nei et
al., 1975) ou ao fluxo génico restrito entre as populagdes (Wright, 1943; Kimura &
Weiss, 1964).

Como a pimenta longa ¢ uma espécie pioneira que coloniza rapidamente grandes
areas, gerando populagdes densas, o estabelecimento de novas plantas oriundas do banco
de sementes ¢ dependente de aberturas na vegetagdo para incidéncia de luz. O trabalho
conduzido por Almeida (1999) mostrou que esta espécie apresenta banco de sementes
restrito, pois as sementes dispersas perdem rapidamente o poder de germinagio, mas a
constante produgdo de sementes mantém um banco de sementes no solo quase o ano

todo. Portanto, praticamente ndo deve existir sobreposi¢do de geragdes no banco de
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sementes, 0 que contribui para a maior homogeneidade da popula¢do e consequente
diferenciagdo entre populagdes.

O evento de colonizagdo que gerou as populagdes da regido do Baixo Acre deve
ter sido independente do que ocorreu no Alto Acre. Além do processo de ocupagio
humana (desmatamento) das duas regides ter ocorrido em épocas distintas, o historico
das populagdes de pimneta longa das duas regides ¢ um pouco diferente, sendo que as
populagdes do Alto Acre sofreram menor intervengdo do homem no sentido de tentar
elimina-las. Todos esses fatos, sugerem que as popula¢des de pimenta longa do Baixo
Acre sdo mais antigas e as plantas amostradas devem ser resultado de varias geragdes de
acasalamento, enquanto que as popula¢des do Alto Acre devem ser mais recentes.

Embora nio existam estudos apontando a origem da espécie P. hispidinervum
acredita-se que as populagdes que colonizam dareas antropizadas sejam oriundas de
individuos que ocupam éareas de stress na floresta primdria. A analise da distribuigédo
espacial e do grau de polimorfismo das populagdes naturais estudadas, evidencia que, de
modo geral, as popula¢des mais homogéneas estdo situadas mais na periferia do estado.
Estes resultados sugerem a existéncia de um eixo de maior diversidade genética, que
poderia ser o centro de diversidade da espécie. O agrupamento melhor definido das
populagdes da regido do Alto Acre pode ser explicado em fung¢do de suas origens, em
que as populagdes 3, S e 13 foram proximas geneticamente e apresentaram maior
diversidade que as demais. Provavelmente estas populagdes sdo mais antigas e oriundas
de um pool génico semelhante, enquanto que as populagdes 4 e 6 podem ser expansdes
da area de colonizagdo, observando-se menor diversidade intrapopulacional. A
populagdo de Assis Brasil (2) deve ter sido colonizada por um evento independente das
demais. O mesmo raciocinio pode ser feito para a regido do Baixo Acre, em que as
populagdes 8 e 9 devem ser mais recentes.

Como este estudo foi feito apartir de uma unica amostragem e ndo se tem
informagdes da historia de vida das populagdes, fica dificil concluir sobre as causas que
levaram a estrutura genética evidenciada. Hamrick & Loveless (1986) comentam que
um dos principais problemas em se interpretar a estrutura genética de populagdes € que

diferentes parametros evoluciondrios podem agir isoladamente ou em conjunto gerando
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padrdes similares de distribui¢do da variagdo genética. Neste estudo, verificou-se uma
estrutura genética das populagdes altamente correlacionada com a distribui¢do espacial
das mesmas. No entanto, ndo existem motivos aparentes para a restri¢do de fluxo génico
entre populagdes, sendo que a diferenciagdo genética observada entre as mesmas pode
ser explicada, talvez, pelo efeito de amostragem génica durante a coloniza¢do e uma
dindmica evolutiva mais pronunciada quando comparada com a evolugdo observada em
populagdes de espécies arbdreas da floresta tropical, em que o ciclo de vida é mais
longo.

Resultados similares da estrutura genética de populagdes naturais encontrados
neste estudo foram observados para a espécie Piper cernnun (Mariot, 2000), em que a
diferenciagdo genética entre quatro populagdes da Mata Atlantica foi elevada (Fsr =
0,29), com forte estrutura¢do espacial. O autor atribuiu a diferenciagdo encontrada ao
efeito fundador das populagées, visto ser uma espécie pioneira que coloniza clareiras
dentro da floresta.

Trabalhos semelhantes, conduzidos com outros tipos de pioneiras de fecundagio
cruzada (Alvarez-Buylla & Garay, 1994; Keys & Smith, 1994), ndo demonstram valores
tdo altos de Fs7 quanto aos encontrados neste trabalho e no de Mariot (2000). A estrutura
genética de Cecropia obtusifolia, na regido de Los Tuxtlas (México), apresentou pouca
diferenciagdo genética entre populag¢des (Fs7), nenhuma endogamia e nenhum padrio
claro de isolamento por distancia (Alvarez-Buylla & Garay, 1994). Embora esta espécie
também seja uma pioneira, a distribui¢do da variabilidade genética foi totalmente
diferente do encontrado para as espécies de Piper, confirmando os dois postulados
tedricos para a organizagio genética de espécies pioneiras citados por Alvarez-Buylla &
Garay (1994).

Kageyama et al. (1992b) observaram o comportamento de algumas espécies que
ocorrem em ambientes de stress na floresta primaria, € que ao encontrarem ambientes
perturbados ou degradados (definidos como dareas antropizadas) se estabelecem como
populacdes densas e as vezes quase puras. Este tipo de comportamento foi caracterizado
pelos autores como tipico de espécies, definidas por eles, de pioneiras antropicas, as

quais seriam diferentes das pioneiras tipicas definidas por Budowski (1965).
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Provavelmente, os dois padrdes de distribuigdo da variabilidade genética entre
populagdes de pioneiras sejam decorrentes de diferentes dindmicas de extingdo e
recolonizagdo associados com a formagdo de bancos de sementes no solo. Wright (1940)
fez uma predigdo de que espécies pioneiras apresentariam uma subestruturacido de
populagdes clara devido ao pequeno numero de individuos colonizadores, porém Slatkin
(1985; 1987) mostrou, usando o modelo de ilhas, que a dindmica de extingdo e
recolonizagcdo das pioneiras favoreceria o fluxo génico diminuindo a diferenciag¢do
genética entre as populagdes.

A principal diferenga ecologica observada entre as espécies de Piper e a Cecropia
estd no tipo de banco de sementes formado por elas, sendo que esta dltima apresenta
banco de sementes permanente no solo (Alvarez-Buylla & Martinez-Ramos, 1990),
ocorrendo sobreposi¢do de geragdes e, portanto, quando se da o estabelecimento de
novas populagdes, o efeito da deriva genética ja foi minimizado pelo fluxo génico
decorrente da dispersdo de sementes. Assim, pode-se dizer que tanto Wrigh (1940)
quanto Slatkin (1985; 1987) estdo certos em suas teorias, e que existem dois tipos de

pioneiras, conforme proposto por Kageyama et al. (1992b).

6.2 - Taxa de cruzamento e coeficiente de endogamia de uma populagao natural de
Piper hispidinervum

As estimativas da taxa de cruzamento tanto para multilocos como locos
individuais foram altas, mostrando que P. hispidinervum ¢ preferencialmente alégama e
que o cruzamento entre individuos aparentados ¢ evitado. As estimativas da taxa de
cruzamento obtidas com marcadores RAPD foram coerentes com o valor de tm obtido
para outra populagdo de pimenta longa, usando marcadores isoenzimaticos (tm = 0,921,
dados ndo publicados).

No género Piper, existem varias espécies, tendo sido constatado desde espécies
autogamas como alogamas. Em um estudo sobre a fenologia e ecologia da polinizagdo
de 18 Piperaceaes (Figueiredo, 1997), o autor verificou que a maioria das espécies
apresentou protoginia incompleta, sendo que a diferenca temporal entre a receptividade

do estigma e a apresentacdo de podlen reduziu a autopolinizagdo. Algumas espécies se
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apresentaram autocompativeis e outras ndo, embora ndo tenha sido feito estudo
especifico para auto-incompatibilidade.

Apenas trés espécies de Piper foram estudadas para auto-incompatibilidade, sendo
que uma (P. methysticum) se mostrou auto-incompativel (Prakash, 1983) e duas (P.
nigrum e P. arieianum) foram autocompativies (Martin & Gregory, 1962; Marquis,
1988). Estudos sobre a produgdo de sementes em plantas isoladas ou infrutescéncias
ensacadas de P. hispidinervum (Silva & Oliveira, 2000b) evidenciaram a presen¢a de
algum mecanismo bioldgico que evita a autofecundagdo. No presente trabalho, a
diferenga entre a taxa de cruzamento multilocos e a de locos individuais mostrou essa
mesma tendéncia, evidenciando que existe uma preferéncia para cruzamento entre
individuos nio-aparentados.

A evidéncia de uma possivel auto-incompatibilidade de P. hispidinervum,
demonstra caracteristicas biologicas particulares, pois espera-se que espécies
colonizadoras apresentem um sistema de auto-compatibilidade a fim de garantir sua
reproducdo e rapido estabelecimento (Stebbins, 1957). Espécies colonizadoras,
geralmente sdo aldgamas, mas quase todas sdo auto-compativeis (Brown & Marshall,
1981).

Conforme esperado para uma espécie preferencialmente de cruzamento, em que o
acasalamento entre individuos aparentados ¢ evitado, as estimativas dos coeficientes de
endogamia f e F, para a populagido natural de Assis Brasil, ndo diferiram de zero,
evidenciando que ndo ocorre endogamia na populagdo. Estes resultados sugerem que a
espécie pode apresentar uma possivel depressdo por endogamia, tendo desenvolvido,
evolutivamente, mecanismos bioldgicos para evita-la., ou existe uma forte sele¢do contra
progénies endogamicas.

Na anadlise da diversidade genética das 13 populag¢des estudadas nio foi observado
mudangas nesse comportamento da espécie, visto que os resultados de estrutura genética
obtidos pelas frequéncias alélicas, assumindo-se equilibrio de Hardy-Weinberg, foram

semelhantes aos obtidos pelos dados dominantes.
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6.3 - Diversidade genética representada na Coleg¢@o de Germoplasma de Pimenta
Eonga

Os resultados de polimorfismo, de uma maneira geral, evidenciaram uma alta
variabilidade genética representada na Cole¢@o de Germoplasma de Pimenta LL.onga. No
entanto, avaliando-se as espécies separadamente, observa-se uma baixa variabilidade
genética da espécie P. aduncum, o que pode indicar um comportamento reprodutivo
distinto, pois, provavelmente, esta seja uma espécie preferencialmente autégama,
enquanto que P. hispidinervum ¢ preferencialmente alégama (dados isoenzimaticos nio
publicados). Em um estudo sobre a ecologia da polinizagdo de Piperaceaes em mata
semidecidua do Sudeste brasileiro, P. aduncum apresentou elevados indices de
autopolinizag¢do espontanea (Figueiredo, 1997), indicando que a taxa de autofecundagdo
nesta espécie deve ser alta, concordando com os resultados obtidos no presente trabalho.
Os gendtipos BAG 127 e BAG 148 apresentaram caracteristicas genéticas bem
diferentes dos demais, pois dos 25 marcadores RAPD analisados para esses genotipos
apenas dois (OP-AS5a e OP-Al2c) ocorreram nas outras espécies, sendo estes 0s
marcadores monomdorficos para as trés espécies.

Embora a variabilidade genética representada na cole¢do de germoplasma tenha
sido alta, existe a necessidade de se estruturar melhor essa cole¢io, principalmente no
que diz respeito a caracterizagio dos locais de coleta. Como a coleta de germoplasma foi
feita logo no inicio dos estudos com a pimenta longa, onde eram poucos o0s
conhecimentos sobre a biologia da espécie de interesse, foram coletados individuos
isolados procurando-se representar o maior numero possivel de locais de ocorréncia. No
entanto, como a espécie de interesse comercial (P. hispidinervum) é preferencialmente
alogama, a melhor estratégia de coleta de germoplasma seria por popula¢gdes. Cada
populagdo deve ser caracterizada quanto a forma de ocorréncia, solo, clima, etc.,
procurando-se obter uma associa¢do da populagdo com a situagdo de perturbagdo. Seria
interessante, ainda, verificar como a espécie ocorre na floresta natural, sem perturbagio,
visando entender sua dindmica de coloniza¢do. Almeida (1999), avaliando o banco de

sementes e chuva de sementes de P. hispidinervum, em uma populacdo natural, verificou
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que o banco de sementes no solo é restrito, havendo reposi¢do constante pela chuva de

sementes; sendo considerada como uma espécie tipica de area antropizada.

6.3.1 - Relacionamento genético entre genotipos

O dendrograma obtido pelo agrupamento das similaridades de Jaccard evidenciou
trés grupos distintos, os quais podem ser definidos como correspondentes as trés
espécies estudadas. No entanto, no grupo denominado hispidinervum observa-se um
subgrupo formado por seis gendtipos procedentes do municipio de Tarauaca
(identificados como P. afinis hispidinervum), enquanto que os demais gendtipos sdo
todos procedentes de municipios do Vale do Rio Acre. Além dessa diferenga de area de
ocorréncia, observou-se uma diferencia¢do nos componentes quimicos do 6leo, onde o
teor médio de safrol encontrado para esses seis genotipos foi de 22,01%, enquanto que
para os demais do grupo esse valor foi de 93,7%. Devido a esse resultado, foi feita uma
analise quimica do 6leo extraido dos gendtipos procedentes de Tarauaca, a qual revelou
a predominancia de um terceiro componente, o salisan, distinto quimicamente tanto do
safrol quanto do dilapiol.

Os resultados quimicos indicam a possibilidade dessas plantas de Tarauaca serem
pertencentes a uma quarta espécie, porém, analisando-se as freqiiéncias dos marcadores
RAPD, observa-se que 63.3% dos marcadores que aparecem em P. hispidinervum
também aparecem nesses genoOtipos de Tarauacd e, ainda, todos os marcadores
considerados diagndsticos para P. hispidinervum apareceram em 100% dos gendtipos
desse subgrupo. Assim, os dados genéticos mostram que os individuos procedentes de
Tarauaca devem pertencer a espécie P. hispidinervum, podendo ser considerados como
um ecoOtipo adaptado a regido dos rios Tarauaca e Envira, cujas caracteristicas
fitoquimicas e genéticas diferem do grupo de individuos de P. hispidinervum encontrado
no vale do Rio Acre.

O agrupamento formado pelos individuos de P. aduncum se mostrou muito
homogéneo, com grau de similaridade entre gendtipos proximo de 1,00, indicando que
para essa espécie a cole¢do de germoplasma ndo tem diversidade genética. O alto grau

de monomorfismo indica a possibilidade da ocorréncia de elevadas taxas de
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autofecundagdo, pois todos os genétipos analisados sdo procedentes do Vale do Jurua
(municipio vizinhos — Figura 01), podendo fazer parte de uma mesma populagio.
Espécies autdgamas apresentam pouca diferenciagido genética entre individuos de uma
mesma populagdo, sendo que a maior parte da variabilidade genética encontra-se entre
populag¢des (Jain, 1976; Loveless & Hamrick, 1984; Linhart & Grant, 1996). Desta
forma, para que a variabilidade genética de P. aduncum seja aumentada na Colecdo de
Germoplasma de Pimenta Longa da Embrapa Acre, torna-se necessario a coleta de
germoplasma em diferentes regides, caracterizando-se as populagdes coletadas.

Quanto a P. hispidum, a discuss@o sobre o relacionamento genético dessa espécie
com as demais fica prejudicada, visto que a cole¢do de germoplasma dispde apenas de
um genoétipo classificado botanicamente como sendo dessa espécie. No entanto,
observou-se que os marcadores RAPD presentes no gendtipo dessa espécie foram, na

sua maioria, diferentes dos observados nas demais espécies.

6.3.2 - Identificacdo taxonémica

Os marcadores RAPD foram capazes de diferenciar P. hispidinervum de P.
aduncum, ndo deixando duvidas de que sdo espécies distintas, pois tanto o grau de
polimorfismo quanto o numero de marcadores amplificados por primer, para cada
espécie, foram bem diferentes. Inclusive, o nimero de marcadores comuns as duas
espécies foi relativamente baixo, cerca de 13,6%.

Na Amazonia, existem mais de dez espécies de Piper produtoras de 6leo essencial
(Maia et al., 1987). No entanto, existem duvidas quanto a caracteriza¢do botanica correta
dessas espécies, principalmente quanto as que produzem safrol, pois Yuncker (1972)
classifica P. hispidinervum como uma espécie enquanto que Calejjas (citado por Silva,
1993) classifica-a como uma variagdo de P. aduncum. Embora exista essa controvérsia,
a analise quimica dos componentes encontrados no 6leo essencial consegue distingiii-las
muito bem, pois P. hispidinervum apresenta, quase sempre, teores de safrol no o6leo
superiores a 80%, enquanto que no 6leo extraido de P. aduncum este componente ¢

quase ausente, predominando o dilapiol. Os resultados apresentados neste trabalho
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servem para esclarecer essa duvida, definindo P. hispidinervum e P. aduncum como
duas espécies diferentes.

Com base nos marcadores diagnosticos, quinze dos dezesseis gendtipos da colegdo
de germoplasma sem identificagdo quanto a espécie puderam ser identificados como P.
hispidinervum. Destes quinze, nove podem ser classificados como pimenta longa tipica
(BAG 14, BAG 47, BAG 53, BAG 75, BAG 80, BAG 84, BAG 86, BAG 145 e BAG
147) e os seis restantes seriam representantes do ecotipo do vale dos rios Tarauacd e
Envira (BAG 137, BAG 138, BAG 139, BAG 141, BAG 142 e BAG 144). Apenas um
genotipo avaliado ndo pdde ser classificado, 0 BAG 148.

Embora o coeficiente de similaridade entre 0 BAG 148 ¢ o BAG 127 tenha sido
baixo (0,36), eles foram considerados, para as andlises e discussdes, como sendo do
mesmo grupo taxondmico, devido a semelhanga entre caracteristicas morfologicas e
componentes quimicos presentes no 6leo.

O individuo analisado como representante do genétipo BAG 113 (P. aduncum) foi
o B 113.3. Os resultados de RAPD deste gendtipo indicaram que se trata de P.
hispidinervum e nao de P. aduncum. Para confirmagdo desse resultado foi feita uma
avaliagdo botancia no campo desse individuo, onde verifica-se que realmente se tratava
de P. hispidinervum, indicando uma provavel troca de mudas quando da implanta¢do da

colecdo de germoplasma no campo.
6.4 - Implicagdes para uso e conservagdo da espécie P. hispidinervum

Pelo fato da pimenta longa ser uma espécie de grande interesse comercial, cuja
exploragdo comercial ainda € recente, o conhecimento da quantidade e distribuig¢do da
diversidade genética na espécie ¢ de extrema importdncia para o uso adequado e
conservagdo do recurso natural ao longo do tempo.

O presente trabalho demostrou que a espécie apresenta niveis de diversidade
genética suficientes para sua manutencdo e domesticagdo via programa de
melhoramento, no entanto, sua distribuigdo se mostrou estruturada no espago, seguindo

o modelo de isolamento por distancia.
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A presenga de locos privados a determinadas populagdes evidencia a importincia
da manuten¢do de populagdes naturais para que ndo haja perda de alelos e conseqiiente
reducdo do nivel de variabilidade genética. Para a conservagdo da espécie P.
hispidinervum, seria interessante a manutengdo de varias populagdes. O manejo de
populagdes naturais para fins comerciais ¢ uma estratégia importante para a manutengao
da variabilidade genética da espécie, visto que diminuird a pressdo antrdpica no sentido
de eliminar as plantas de pimenta longa que ocorrem como invasoras de pastagens. A
coleta de germoplasma para fins de cole¢do ou mesmo melhoramento genético deve ser
feita no maior numero possivel de populagdes naturais, evitando-se coletas em
populagdes proximas geograficamente.

A estimativa de altas taxas de cruzamento e preferéncia para cruzamentos entre
individuos néo-aparentados indicam a importincia da diversidade genética para a
espécie, pois, provavelmente, a depressdo por endogamia deve ser elevada, o que levou a
espécie a desenvolver mecanismos bioldgicos para evitar a autofecundag¢do. Assim,
estratégias de cultivo que favorecem o aumento da endogamia devem ser evitadas.

A definigéo de descritores e avaliagdo dos mesmos deve ser uma prioridade para a
Colegdo de Germoplasma de Pimenta Longa da Embrapa Acre, pois trata-se de um
recurso natural de grande importancia econdmica para o estado do Acre e até mesmo em
nivel mundial, o qual se mostra com potencial para melhoramento genético e obtengdo
de variedades de alto valor comercial. No entanto, esta espécie ainda € pouco estudada,
necessitando maiores conhecimentos sobre sua biologia, visando, principalmente, a
conservagdo do recurso genético. Outro aspecto de extrema urgéncia € a pesquisa sobre
biologia floral e ecologia de polinizagdo das espécies, visto que ainda ndo se sabe como

controlar cruzamentos, ou quais 0s mecanismos que conferem a alogamia.
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CONCLUSOES
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A espécie Piper hispidinervum apresentou altos niveis de diversidade genética
e uma estrutura genética espacial que se enquadra no modelo de isolamento
por distancia;

A diferenciagdo genética entre populagdes dentro de regides e entre regides foi
elevada, podendo ser explicada por um provavel efeito fundador e/ou
diferentes dindmicas evolutivas das populag¢des;

A taxa de cruzamento estimada para a populagdo natural de Assis Brasil foi
1,033, evidenciando que a espécie ¢ preferencialmente de fecundagio cruzada;
Os coeficientes de endogamia f'e F, para a populagio natural de Assis Brasil,
ndo diferiram de zero, mostrando que ndo existe nenhum tipo de endogamia;
Naio foi evidenciado cruzamento bi-parental, sugerindo a existéncia de algum
mecanismo bioldgico para evitar o cruzamento entre individuos aparentados ou
uma distribui¢do espacial aleatoérea dos gendtipos das plantas adultas;

A diversidade genética representada na Cole¢do de Germoplasma de Pimenta
Longa da Embrapa Acre foi elevada;

Nove genotipos de pimenta longa, da colecdo de germoplasma, sem
identificagdo botdnica quanto a espécie, mostraram-se semelhantes
geneticamente a Piper hispidinervum.

Seis gendtipos procedentes de Tarauacd, denominados botanicamente por P.
affinis hispidinervum, agruparam-se com P. hispidinervum, sendo considerados

como ecotipos dessa espécie;
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P. aduncum, P. hispidinervum e P. hispidum foram bem diferentes
geneticamente, sendo possivel a identificagdo de nove marcadores diagnosticos
para P. aduncum e quatro para P. hispidinervum.

A domesticagéio e plantio de P. hispidinervum devem evitar estratégias que
favorecam a endogamia, como por exemplo plantio de individuos aparentados;
Coletas de germoplasma para fins de melhoramento devem ser feitas no maior
numero possivel de popula¢des naturais, evitando-se populagdes proximas
geograficamente, a fim de se amostrar 0 maximo da variabilidade genética

existente na espécie;
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Anexo | - Presenca de marcadores RAPD em cada populagdo natural de pimenta longa
amostrada no Vale do Acre.
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Anexo | - Presenca de marcadores RAPD em cada populagfdo natural de pimenta longa
amostrada no Vale do Acre (continuagdo).

Pop. Alto Acre Pop. Baixo Acre
2 6 5 4 3 13 12 8 9 11 10 7 1
23 23 22 23 23 23 23 23 23 23 23 23 23
1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 2 0 0
0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 2 1
0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 2 0 4
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
14 11 10 21 9 9 8 6 0 2 5 14 1
23 23 22 23 23 23 22 23 23 23 23 23 23
4 4 0 2 4 0 0 2 8 3 8 0 5
0 1 3 0 2 0 9 4 10 11 7 4 13
23 23 22 23 23 23 23 23 23 23 23 23 23
23 23 22 23 23 23 23 23 23 23 19 23 23
10 14 11 18 20 2 0 0 0 2 0 0 0
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Anexo IT - Genétipos de Pimenta Longa amostrados na Popula¢do natural de Assis Brasil-
AC, estimados a partir da analise de 16 locos RAPD avaliados nas progénies e

plantas-mae.
o L.oco RAPD
Individuo

2 3 5 6 7 8 9 10 15 20 21 22 23 25
1 12 22 12 22 22 22 22 11 12 22 22 11 22 12 22
2 11 22 12 22 22 22 12 22 22 22 22 12 12 12 22
3 11 22 12 22 22 22 22 12 12 22 22 12 12 12 22
4 12 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22 11 22
5 12 22 11 22 22 22 22 22 22 12 12 22 11 22 22
6 12 22 22 22 22 22 22 12 12 22 11 22 12 12 22
7 12 22 12 22 22 22 22 12 22 22 22 11 22 11 22
8 12 22 11 22 22 22 12 22 12 22 22 22 22 22 22
9 12 12 11 22 11 22 12 22 22 22 22 11 22 12 22
10 12 12 11 22 22 22 22 22 22 22 12 22 12 12 22
11 12 22 12 22 22 22 22 12 12 22 12 22 12 12 22
12 11 22 12 22 22 22 22 12 12 22 22 12 12 22 22
13 12 22 22 22 22 22 22 12 22 22 12 12 22 12 22
14 2 11 12 22 22 22 22 12 22 22 12 11 22 12 22
15 22 12 12 22 22 22 12 12 22 22 12 22 12 12 22
16 22 12 12 22 22 22 22 22 22 22 22 1t 22 12 22
17 11 12 11 22 22 22 22 12 22 22 22 22 12 12 22
18 12 22 12 22 22 22 22 22 22 22 12 11 12 12 22
19 22 22 12 22 22 22 12 12 22 12 22 11 22 12 22
20 12 22 12 22 22 22 22 22 22 22 22 11 22 11 22
21 12 22 12 22 22 22 12 22 22 22 22 22 22 22 22
22 22 22 22 22 22 22 22 22 12 11 22 11 22 12 22
23 22 22 12 22 22 22 22 12 22 22 22 11 12 12 22
24 2 12 22 22 22 22 22 12 12 22 12 11 22 12 22
25 11 22 12 22 22 22 22 12 22 22 22 22 22 12 22






