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RESUMO

Estudos de analise gendmica tém sido feitos para espécies arbdreas
nativas como o Ipé, com a finalidade de avaliar a variabilidade genética entre e
dentro das popula¢des naturais, com vistas a fornecer subsidios aos programas
de conservacdo. Tabebuia impetiginosa — Bignoniaceae (Ipé-roxo) ocorre desde
estados do Nordeste como o Piaui e Cearda, até o Sudeste e o Sul, tanto na mata
pluvial atlantica como na floresta semidecidua e, ocasionalmente, no cerrado e na
caatinga. Essa espécie € de grande importancia econémica, podendo ser usada
na construcdo e no paisagismo em geral. Sua importancia ecoldgica esta ligada
principalmente ao fato de ser usada para compor reflorestamento. Um dos
métodos de andlise genética muito utilizado consiste na utilizagdo de marcadores
moleculares RAPD de amplificacdo ao acaso, dominantes, que utiliza primers
curtos e de sequéncia arbitraria. O polimorfismo se apresenta de forma binaria, ou
seja, pela presenca ou auséncia da banda. Baseado nisso, nossos estudos
consistem numa andlise genética de 6 (seis) populacbes de Ipé-roxo, das
Florestas Estacionais Deciduas da Regido do Vale do Parana, GO, totalizando
164 individuos. Da selecdo de 116 primers, foram escolhidos 32 primers com
maios numero de bandas polimoérficas. Estes geraram 152 marcadores RAPD
polimérficos, os quais foram analisados pelo programa NTSYS, utilizando o
coeficiente DICE pelo método de agrupamento UPGMA. Nessa andlise verificou-
se uma similaridade de 60% e ndo foi evidenciado nenhum agrupamento
consistente separando as populacées mais perturbadas. As analises utilizando o
Amova indicou que 93% da variabilidade genética esta dentro das populacdes e
somente 6% esta entre as seis populacdes de Ipé. Esse resultado indica que a
perturbacdo que vem sendo gerada nas populacdes de Ipé, ainda ndo causou

alteracdes na estrutura genética da espécie.

Palavras-chave: Tabebuia impetiginosa, RAPD, conservagéo.



INTRODUCAO

O manejo florestal sustentado € a exploracdo ordenada das florestas
naturais e plantadas, visando a producdo continua da madeira (Sebbenn, et al,
2000). Por isso, estudos de andlise genbmica tém sido feitos para espécies
arbéreas nativas como a Tabebuia impetiginosa (Ipé-roxo) com a finalidade de
avaliar a variabilidade genética entre e dentro das popula¢des naturais, com vistas
a fornecer subsidios aos programas de conservagdo e manejo sustentado, pois o
componente genético é o fator responsavel pelas diferencas em produtividade,
adaptacdo e reproducdo (Sebbenn, et al, 2000). Tabebuia impetiginosa -
Bignoniaceae, possui alguns nomes populares, como: ipé-roxo, pau-d’arco-roxo,
ipé-roxo-de-bola, ipé-una, ipé-preto, pau-cachorro (figura 1B). Possui entre 8 a 12
m de altura podendo atingir de 20 a 30 m no interior da floresta, com tronco de 60
a 90 cm de diametro. No Brasil ocorre desde a regido Nordeste em estados como
o Piaui e Ceara, até o Centro Oeste (Goias) e Sudeste (Minas Gerais e Sao
Paulo) tanto na mata pluvial atlantica como na floresta semidecidua, e
ocasionalmente no cerrado e na caatinga. Apesar dessa ampla distribuicéo, essa
espécie se encontra ameacada de extincdo principalmente devido ao uso
indiscriminado como planta medicinal. Sua madeira (figura 1D) é muito pesada
(densidade 0,96 g/cm?), dura ao corte, de textura fina a média e resistente ao
ataque de organismos xiléfagos (Lorenzi,1992). Tabebuia impetiginosa é uma
planta decidua durante o inverno, heli6fita, caracteristica da floresta semidecidua
e pluvial. Apresenta ampla dispersdo, porém descontinua em toda a sua area de
distribuicdo. Ocorre tanto no interior da floresta primaria densa, como nas
formacOes abertas e secundarias. Floresce durante os meses de maio a agosto
com a arvore totalmente d spida de folhagem. Os frutos amadurecem a partir de
meados de setembro até outubro (Lorenzi, 1992).

Essa espécie é apropriada para construgdes externas, como dormentes,
cruzetas, postes, para esquadrias e lambris, para trabalhos de torno, confeccao de

artigos esportivos, como bolas de bocha e boliche, acabamentos internos, como
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tacos e tdbuas para assoalhos, degraus de escada e para carrocerias e
instrumentos musicais.

A arvore é extremamente ornamental quando em floracao (figuras 1A e 1B),
prestando-se admiravelmente bem para o paisagismo em geral. E uma das
espécies de ipé-roxo mais cultivadas para arborizacdo urbana nas cidades do
centro oeste do pais. E também 6tima para compor reflorestamentos destinados a
recomposicdo vegetal de areas degradadas de preservacdo permanente
(Lorenzi,1992).

Um dos métodos de andlise genética muito utilizado em estudos
populacionais consiste na utilizacdo de marcadores moleculares RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) (Williams et al. 1990). Esta tecnologia é muito
utilizada na obtencao de informacdes na analise gendmica. Utiliza um Unico primer
ao invés de um par, e esse primer unico tem sequéncia arbitraria de modo que a
sequéncia alvo € desconhecida e irrelevante. Os marcadores RAPD se baseiam
na amplificacdo de fragmentos de DNA e é vantajosa pela simplicidade e rapidez a
baixos custos. Assim, grande quantidade de polimorfismo e segmentos de DNA
sdo obtidos em curto espaco de tempo. Para que haja a amplificacdo de um
fragmento RAPD duas sequéncias de DNA complementares ao primer devem
estar adjacentes (<4000 pares de base) e em orientacdo oposta, para permitir a
amplificacdo pela DNA polimerase. A caracteristica importante, e desvantajosa,
deste tipo de marcador € o seu comportamento como marcador genético
dominante (Ferreira & Grattapaglia, 1998). A dominancia neste caso nédo se refere
a interagcdo genética entre alelos de um mesmo loco e sim a interpretacdo relativa
entre fenotipo e gendtipo.

Baseado nisso, nossos estudos consistiram em uma analise genética de 6
(seis) populacdes de Ipé-roxo das Florestas Estacionais Deciduais da Regido do
Vale do Parand, GO, com diferentes areas de perturbagdo. O objetivo desse
estudo é avaliar e quantificar a variabilidade genética existente entre os e dentro
dos fragmentos de Tabebuia impetiginosa na regido do Vale do Parand (GO),

com vistas a conservacao.



Figura 1: Tabebuia impetiginsa, 1A. Flor de Tabebuia impetiginosa, 1B. Arvore em

floracdo, 1C. sementes e 1D. madeira. Fonte: Lorenzi, 1992.

MATERIAS E METODOS

Areas de Estudo
ApOGs a prospeccdo na regido do Vale do Parand (GO) foram amostradas
seis areas de diferentes niveis de perturbacéao:
Fazenda Flor do Ermo Perturbada (FEP): 30 individuos
Fazenda S&do Domingos Perturbada (SDP): 29 individuos
Fazenda Olhos D’agua (FOA): 30 individuos
Fazenda S&o Domingos (SD): 30 individuos
Fazenda Tracadal Intacta (TLI): 30 individuos
Fazenda Manguinha (FM): 15 individuos

Extracdo do DNA
O DNA gendmico foi extraido a partir de cambios coletados de arvores
adultas, e tratados com o protocolo de acordo com Machado, 2002:

e Discos de caules contendo cambios foram coletados com o auxilio de
um instrumento metalico cilindrico com aproximadamente lcm de
diametro.

e Os discos foram armazenados em tubos eppendorfs de 2ml contendo

1ml de tampéo de transporte (CTAB, etanol e acido ascoérbico) e foram
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transportados em gelo. Ao chegarem ao laboratério, os tubos foram

armazenados em um freezer a — 200C, para posterior extracdo de DNA
O protocolo com CTAB 2% (Ferreira & Grattapaglia, 1998) foi adaptado com

0 auxilio da maquina Fastprep — BIO 101 SAVANT, que realiza a trituragdo das

amostras, como segue:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Discos de caule foram cortados em tamanho adequado (cerca de 200 mg), e
colocados em eppendorf de 2 ml, nos quais ja haviam sido colocados “beads”
pequenos. Acima do material vegetal foram colocados “beads” maiores. A cada
tubo foram adicionados 700 pl de tampéo de extracdo CTAB 2% adicionado de
B-mercaptoetanol (2ul/ml).

Os discos de caule foram entéo triturados com o auxilio da maquina Fastprep —
BIO 101 SAVANT por 20 segundos, e foram colocados em banho-maria a
temperatura de 65°C durante o periodo entre quarenta e cinco minutos e uma
hora. Durante a incubac&o os tubos foram agitados de dez em dez minutos
com o fim de homogeneizar a suspensao.

Apés o banho-maria os tubos foram esfriados a temperatura ambiente por
alguns minutos e a cada tubo foram adicionados 600 pl de um solvente
organico CIA (cloroférmico-alcool isoamilico - 24:1). Em seguida foram
agitados para formar uma emulsdo homogénea.

Os tubos foram centrifugados em uma microcentrifuga com a velocidade
méaxima de 12000 rpm durante dez minutos. Foram retirados da centrifuga de
modo que as duas fases formadas ndo fossem novamente misturadas.

A fase superior foi pipetada para um novo tubo onde foram adicionados 400 ul
de 2-isopropanol (-20° C), os tubos foram gentilmente agitados e incubados a
temperatura de -20° C durante 30 minutos para precipitacdo dos acidos
nucleicos. Foram agitados cuidadosamente quando perfizeram 15 minutos de
incubacéo.

Os tubos foram novamente centrifugados a 12000 rpm em uma microcentrifuga
durante 15 minutos para que o DNA fosse precipitado, formando o pellet.

O passo seguinte foi a lavagem dos pellets, onde foi retirado cuidadosamente
0 2-propanol e em seguida foram adicionados 500 pl de etanol 70%. Seguiu-se
uma centrifugacdo de 5 min a 12000 rpm, e retirou-se cuidadosamente o

alcool. Repetiu-se o procedimento mais uma vez. Para finalizar o processo de
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purificacdo do DNA foram adicionados 500 pl de etanol absoluto (100%), e
uma ultima centrifugacdo de 5 mim a 12000 rpm foi realizada. Retirou-se todo
o etanol e os pellets foram colocados para secar durante a noite (over night).
8) Aos pellets secos foram adicionados de 20ul a 100ul de tampéo TE contendo

10 pg/ml de RNAse, de acordo com o volume do pellet.

Quantificagcdo do DNA

O DNA extraido foi quantificado em mini-gel de agarose 1%, visualizado em
luz ultravioleta (Figura 2), comparando se com [J DNA padrdo nas concentragdes
conhecidas de 20, 50, 100 e 200ng/[]l.

Figura 2: Quantificacdo de DNA em mini gel de agarose 1%. A DNA em concentracao de 20ng,
50ng, 100ng, 200ng nas primeira, segunda, terceira e quarta colunas, respectivamente. A partir da

quinta coluna estéo 2ul do DNA extraido de amostras de caule de Tabebuia impetiginosa.

Foram feitas diluicbes das amostras em agua Milli Q estéril para uma

concentracgéo final de 1,0 ng/pl.

Selecédo de PRIMERS

Inicialmente foi feita uma triagem (screening) para verificar a presenca de
fragmentos polimaorficos robustos entre e dentro das populagdes (figura 3). Foram
utilizados 2 individuos de cada populagéo, totalizando 12 individuos por primer,
em 116 primers distintos. Dessa selecdo foram escolhidos 32 primers com maior
numero de bandas polimorficas. Sao eles: AA9, Al4, Al8, All12, Al18, AX6, C2, C5,
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C10, G5, M14, N11, O8, 014, 019, P1, P2, P11, P14, T8, T15, V12, W8, X1, X4,
X6, X7, X14, Y14, Y16, Y19, Z15.

-i.::.:.'..-

Figura 3: Triagem de primers em gel de agarose 1,5%. A) amplificacdo com o primer Al12 e B)
amplificagdo com o primer C2. Os individuos de cada fragmento utilizados para a triagem séo, na
seguinte ordem: FOA 6, FOA 22, TLI 1, TLI 30, FEP 8, FEP 22, FM 5, FM 9, SD 16, SD 19, SDP

29, SDP 30. As setas laterais indicam marcadores polimérficos selecionados.

Reacdo RAPD

A amplificacdo do DNA foi feita por RAPD uma técnica de PCR (Polimerase
Chain Reaction) que utiliza um anico primer de cerca de 10 pb. Foram utilizados 3
pl de DNA a 1 ng/ul e 10 pl de um coquetel de reagentes (1,3 ul Tampé&o 10x + 15
mM MgCly; 1,04ul dNTP 2,5 mM; 1,04ul BSA 2,5 mg/ml; 3,0 ul Primer 10 ng/ul;
0,2ul Taq DNA polimerase 5 U/ul e 3,42ul de H,O Milli Q estéril) e sobre a reacao
foram adicionados 50ul de 6leo mineral puro, que impede que a reacdo evapore
quando exposta a altas temperaturas no termociclador. O programa utilizado para
essa PCR, descrito por Williams et al (1990), consiste de 41 ciclos (Desnaturagcéo

a 92°C por 1 min, anelamento a 35°C por 1min e extens&o a 72°C por 2 min e um

passo final de extenséo de 5 min a 72°C).

As reacOes foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1,5%,
corado com brometo de etidio, onde os produtos da amplificagdo foram separados
sob uma voltagem constante de 120 Volts durante 4 horas e 30 minutos. O DNA

padrao, com fragmentos de tamanhos conhecidos utilizado foi Ladder 1kb.
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A visualizagdo das amplificagdes de fragmentos de DNA foi realizada com

deteccdo em luz ultravioleta e os resultados foram fotografados por uma camera
acoplada a um sistema computadorizado denominado de Eagle Eye Il —

Stratagene.

Anadlise dos Dados

A analise dos marcadores RAPD polimérficos, foi feita em planilha no
programa Microsoft Excel utilizando a relacdo individuo e primers com seus
respectivos pesos moleculares com o intuito de gerar dados para uma matriz de
similaridade a qual fornece as informacdes necessarias para os resultados finais.
Os valores da planilha foram dados de acordo com a presenca ou auséncia de
bandas. Quando um marcador est4 presente em um individuo, € fornecido ao
mesmo, na planilha, o numero 1 (um), caso contrario, ou seja, na auséncia da
banda, é fornecido o numero O (zero) e no caso de duvidas em relacdo ao
fragmento fornecemos o niumero 9 (nove).

Feito isso, a matriz foi gerada utilizando o programa NTSYS versao 2.02pc
(Rohlf, 1993), usando o coeficiente DICE pelo método de agrupamento UPGMA
(Unweighted PairGroup Method, Arithmetic) que considerou a média dos valores
da matriz de similaridade.

A Amova (analise da variancia molecular) foi realizada utilizando o

programa Arlequin versao 2000.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O uso do cambio para Extracéo

Observou-se pouca oxidacdo do material coletado, desde a coleta até a
chegada ao laboratorio, se comparado ao que ocorre com o transporte de folhas.
Isso, consequentemente, permitiu a extragdo de DNA com pouca degradacédo e
com menor quantidade de compostos secundarios, logo de melhor qualidade, e
em grande quantidade.

Isso pbde ser verificado ndo somente durante as extracdes, cujas

quantificacdes geraram bandas sem rastro, indicando que ndo houve degradacao
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do material causada por compostos secundarios da oxidag&do e outras impurezas,

mas também por meio de reacdes RAPD, para as quais ndo houve necessidade
de purificar o DNA obtido. Ficaram evidenciadas a facilidade e a praticidade na
coleta de material bioldgico, caule, em se tratando de arbéreas de grande porte,

como o Ipé.

Ensaio RAPD

Os 32 primers selecionados apresentavam no minimo trés bandas
polimorficas (figura 4), indicando alta diversidade genética entre e dentro das
populacdes de Ipé. Estes primers com maior nimero de polimorfismo geraram um
total de 152 marcadores RAPD.

Ladder 1 Kb Ladder 1 Kb

Figura 4: Reacdo RAPD em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio 1 mg/ml. Primer
C10. As setas laterais pretas indicam bandas polimorficas, as setas superiores indicam o marcador
Ladder 1 Kb.

Andélise de Similaridade

Na analise pelo programa NTSYS verificou-se uma similaridade de 60% e
nao foi evidenciado nenhum agrupamento consistente separando as populagcdes
mais perturbadas da Regido do Vale do Parand, GO, com diferentes areas de
perturbacdo (figura 5). Isso indica que a variabilidade genética dessa espécie
dentro de um mesmo fragmento é muita elevada, e que os riscos de extingdo séo
pequenos, a ndo ser por uma acéo devastadora que poderia ser causada por uma

exploracdo desordenada e continua.
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Variabilidade Molecular

A AMOVA baseada nos marcadores RAPD quantificou as propor¢cdes de
variabilidade molecular encontrada entre e dentro de fragmentos das Florestas
Estacionais Deciduas da Regido do Vale do Parana (GO). A analise da variancia
molecular baseada nos marcadores RAPD, considerando os seis fragmentos de
diferentes niveis de perturbacdo, mostra que a maior parte (93%) da variabilidade
esta dentro dos fragmentos, embora exista diferenciacdo entre as populacdes de
6%, P< 0,001. (Tabela 1). Este padrao de estrutura genética esta de acordo com
o0 que diz a literatura, que mostra que espécies arbdreas tropicais que tém
dispersdo de sementes e polen a longas distancias mantém maior proporcao de

sua variabilidade genética dentro das populacdes (Sebbenn, 2000).

Tabela 1: Amova baseada nos Marcadores RAPD, indicando variabilidade genética entre e dentro
das seis popula¢6es de Tabebuia impetiginosa estudadas.

_ Soma dos Componente da %
Fonte de Variacéo GL L P
quadrados Variacao Total
Entre os Fragmentos 5 337,75 1,6274 Va 6,49 |(|<0.001
Dentro dos Fragmentos 158 3702,41 23,4330Vb 93,51
Total 163 4040,16 25,06

Conservacao de Ipé-roxo - Tabebuia impetiginosa

A magnitude dos resultados obtidos mostra que a variabilidade dentro das
populacdes € muito maior quando comparada aos resultados obtidos entre as
populacdes. Isso sugere que o risco de extincdo nao € elevado, ja que dentro de
um mesmo fragmento, independente do nivel de perturbagédo, a variabilidade
genética observada por meio destes marcadores é muito grande. A pequena
variabilidade (6%) entre as seis populacdes, incluindo as perturbadas e néo
perturbadas indica que a intervencdo causada nas regides perturbadas, até este

momento, ndo causou grandes mudancas na estrutura genética das populagdes.
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Figura 5: Dendrograma montado em NTSYS dos 164 individuos das 6 popula¢des de Tabebuia
impetiginosa
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A ocorréncia de uma diferenciacdo entre as populacées mesmo que
pequena, sugere uma estratégia de conservacdo que inclua o maximo de
fragmentos. No entanto para o desenvolvimento de estratégias nesse nivel, talvez
seja necessaria a realizacdo de estudos utilizando outras técnicas de analise
molecular, que possam analisar tal variabilidade, considerando outras sequéncias
de DNA que nao essas aleatorias utilizadas por RAPD, como é o que ocorre com
marcadores moleculares microssatélites, por exemplo. Essas andlises permitiriam
estimar a variabilidade genética, analisando fluxo génico, heterozigosidade,
frequéncias alélicas e taxas de endogamia, o que forneceria outros resultados

para o desenvolvimento de estratégias de conservacdo e manejo sustentavel.
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