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A espécie Piper aduncum L. ocorre
naturalmente na Amazônia (Mota,

et al., 2001a). Conhecida vulgarmente
como pimenta-de-macaco, produz um
óleo essencial com grande potencial de
exploração, uma vez que possui com-
provada ação sobre fitopatógenos de
culturas tradicionais, como fungos (Bas-
tos, 1997; Morandim et al., 2002), bac-
térias e moluscos (Orjala et al., 1994),
além de comprovada ação analgésica e
antiinflamatória com baixos níveis de
toxicidade (Monteiro et al., 2001; Fon-
tes Júnior et al., 2002). Estudos da varia-
bilidade fenotípica em populações na-
turais de pimenta-de-macaco, realizados
por Mota et al. (2001a, 2001b e 2002),
mostraram variação que pode ser apro-
veitada em programas de melhoramen-
to. A similaridade genética obtida por
análise de marcadores de DNA vem sen-
do usada para estimar a diversidade ge-
nética em coleções de germoplasma
(Conti et al., 2003). Neste trabalho, fo-
ram utilizados loci de DNA como
descritores para obter a caracterização
da diversidade genética em populações
naturais de pimenta-de-macaco, visan-
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do a obtenção de cultivares melhoradas,
fundamental para a introdução da espé-
cie em sistemas agrícolas da região ama-
zônica.

MATERIAL E METODOS

Foram analisados 18 acessos de pi-
menta-de-macaco coletados em quatro
municípios da Amazônia Brasileira (Ta-
bela 1). O DNA genômico foi obtido
através de folhas recém-coletadas que,
após desinfecção, foram maceradas com
nitrogênio líquido e, cerca de 200 mg
do pó obtido foram transferidos para
tubos Eppendorf. Adicionou-se, em se-
guida, 700 ml de solução extratora. Os
tubos foram agitados e colocados em
banho-maria a 600C, durante 60 minu-
tos. O extrato foi misturado com 700 ml
de clorofórmio-álcool isoamílico (24:1),
para formar uma emulsão. Após
centrifugar por 10 minutos a 40C e
12.000 rpm, o sobrenadante foi cuida-
dosamente isolado e suspenso em álcool
95% para ocasionar a precipitação do
DNA. O material foi colocado em
freezer (-200C) por 20 minutos, sendo,

em seguida, centrifugado por 10 minu-
tos a 40C e 12.000 rpm, lavado com 1000
ml de etanol 70%, para remover sais e,
posteriormente, seco à temperatura am-
biente, por aproximadamente 12 horas.
O DNA foi ressuspenso com 300 ml
RNAse/TE (10 ug.ml-1). A concentração
de DNA foi estimada em gel de agarose
1,0%, pela comparação do DNA total
com três concentrações do DNA ínte-
gro de bacteriófago Lambda. As amos-
tras utilizadas no RAPD, após a
quantificação total, partiram de dilui-
ções da amostra total em água estéril,
de modo a conter 5 ng/ml de DNA. As
alíquotas foram armazenadas a –200C.

Após testes iniciais com 100 primers
(kits da Operon Technologies), foram
selecionados os mais polimórficos:
OPO12, OPO15, OPO20, OPTO1,
OPT02, OPT06, OPT20, OPAW04,
OPAW08, OPAW09, OPAW11,
OPAW18,

As reações foram desenvolvidas de
acordo com o protocolo de Williams et
al. (1990), com pequenas modificações,
num volume final de 13 ml, contendo
água destilada autoclavada, 20 mM Tris-
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HCl (pH 8,0), 50 mM KCl, 2,0 mM
MgCl

2
, 200 mM de cada dNTP, BSA

purificada (2,5 mg/ml), 1,3 mM primer
arbitrário, 1 U.I. Taq DNA polimerase e
15 ng de DNA genômico, cobertas com
duas gotas de óleo mineral.

As amplificações foram realizadas
em termociclador de DNA Thermolyne
Amplitron II modelo DB.80225, sendo
realizados 40 ciclos de 1’ a 940C, 1’ a
370C e 2’ a 720C, seguidos de mais 7
minutos a 720 C, para a completa exten-
são dos produtos amplificados. O mé-
todo utilizado para separação dos pro-
dutos amplificados foi eletroforese ho-
rizontal em gel de agarose 1,5%, cora-
do com brometo de etídio 1 mg/ml. Uti-
lizou-se 13 ml de cada reação, acresci-
do de 2 ml de uma solução de azul de
bromofenol (40%), mais sacarose. Foi
utilizado TBE (Trizma base 0,1 M; áci-
do bórico 1 M e EDTA 0,5 M), como
tampão do gel e de corrida. Aplicou-se

um ladder de 1 Kb no início e no final
do gel para definir o tamanho aproxi-
mado dos fragmentos gerados nas PCRs.
Após a eletroforese, os géis foram
visualizados e fotografados em equipa-
mento de foto documentação por
transiluminação em ultravioleta. Foi
construída uma matriz para os fragmen-
tos polimórficos amplificados codifica-
da em sistema binário, atribuindo-se (1)
para presença e (0) para ausência de
banda. Somente foram consideradas as
bandas que não davam margens a dúvi-
das. Bandas muito fracas, de difícil re-
solução, não foram incluídas. Para aná-
lise dos dados, utilizou-se o NTSYS-pc,
versão 2.02. A similaridade entre as
amostras foi estimada pelo coeficiente
de Jaccard, que gerou a matriz de simi-
laridade. A partir dessa matriz, foi gera-
do o cluster, pelo método UPGMA, que
foi expresso na forma de um
dendrograma.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Um total de 120 marcadores RAPD,
com tamanhos variando de 300 pb a
2200 pb, foram amplificados pelos 12
primers utilizados, dos quais 109 eram
polimórficos, gerando 90,83% de
polimorfismo. O número de bandas
amplificadas variou de 3 (OPAW18) a16
(OPT02, OPT20) de onde foram obser-
vados fragmentos polimórficos varian-
do de 24 (OPAW18) a 160 (OPT02).

A análise da matriz de similaridade,
vista na Tabela 1, indicou que os aces-
sos mais divergentes em relação ao con-
junto considerado foram P17 e P18. O
acesso P17 teve maior similaridade com
o acesso P16 (ao nível de 59%) e menor
similaridade com o acesso P9 (ao nível
de 32%) e o acesso P18 teve maior si-
milaridade com o acesso P5 (ao nível
de 74%) e menor similaridade com os

Tabela 1. Matriz de similaridade de locos RAPD de acessos de pimenta-de-macaco originários de municípios da amazônia brasileira,
mantidos no banco de germoplasma da Universidade Federal Rural da Amazônia. Belém, FCAP, 2002.
Origem P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12 P13 P14 P15 P16 P17 P18

Marabá

PA
P1 1,00

Manaus

AM
P2 0,65 1,00

Manaus

AM
P3 0,66 0,89 (a) 1,00

Manaus

AM
P4 0,64 0,90 (a) 0,91 (a) 1,00

Manaus

AM
P5 0,60 0,87(a) 0,87(a) 0,86(a) 1,00

Marabá

PA
P6 0,68 0,69 0,69 0,66 0,65 1,00

Goianésia

PA
P7 0,69 0,68 0,70 0,70 0,64 0,85(a) 1,00

Goianésia

PA
P8 0,62 0,60 0,58 0,58 0,58 0,65 0,62 1,00

Goianésia

PA
P9 0,49 (b) 0,62 0,59 0,57 0,57 0,68 0,56 0,81(a) 1,00

Moju

PA
P10 0,65 0,63 0,69 0,67 0,57 0,51 0,76 (a) 0,53 0,58 1,00

Moju

PA
P11 0,56 0,55 0,60 0,58 0,49 (b) 0,59 0,67 0,47 (b) 0,47 (b) 0,76 1,00

Marabá

PA
P12 0,62 0,64 0,68 0,66 0,63 0,72 0,73 0,61 0,60 0,80(a) 0,70 1,00

Moju

PA
P13 0,68 0,60 0,68 0,66 0,58 0,70 0,77(a) 0,58 0,55 0,82(a) 0,79(a) 0,84 (a) 1,00

Marabá

PA
P14 0,45 (b) 0,51 0,50 (b) 0,53 (b) 0,45 (b) 0,51 0,54 0,39 (b) 0,40 (b) 0,64 0,61 0,62 0,57 1,00

Goianésia

PA
P15 0,55 0,60 0,60 0,58 0,58 0,66 0,65 0,77(a) 0,72 0,59 0,48 (b) 0,59 0,59 0,45 (b) 1,00

Marabá

PA
P16 0,72 0,60 0,59 0,58 0,59 0,66 0,69 0,61 0,53 0,71 0,65 0,72 0,74 0,47 (b) 0,62 1,00

Marabá

PA
P17 0,51 0,39 (b) 0,42 (b) 0,36 (b) 0,42 (b) 0,51 0,50 (b) 0,36 (b) 0,32 (b) 0,47 (b) 0,53 0,39 (b) 0,53 0,36 (b) 0,44 (b) 0,59 1,00

Manaus

AM
P18 0,42 (b) 0,71 0,71 0,71 0,74 0,55 0,55 0,45 (b) 0,50 (b) 0,60 0,41 0,56 0,50 (b) 0,46 (b) 0,55 0,55 0,42 (b) 1,00
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acessos P1, P11 e P17, respectivamente
ao nível de 42%; 41% e 42%.

Os valores de similaridade observa-
dos na matriz podem ser divididos em
três grupos, conforme mostra a Tabela
1, do seguinte modo: grupo I: de 75% a
100% (os mais similares) (letra a); gru-
po II: de 50% a 75% (intermediário) e,
Grupo III: de 0% a 50% (os menos si-
milares) (letra b).

Os maiores valores de similaridade
envolveram os acessos P2, P3, P4 e P5
e também os acessos P10, P11, P12 e
P13, sendo que os maiores valores fo-
ram observados nos pares P3 e P4 (91%)
e P2 e P4 (90%). O grupo intermediário
abrangeu 70,6% dos pares considerados
na matriz de similaridade.

Considerando os acessos P2, P3 e P4
(com níveis de ligação próximos de
90%) como os mais representativos do
conjunto examinado, podemos sugerir,
em relação a eles, cruzamentos de
genótipos contrastantes, tal como o cru-
zamento de P4 e P17 (em relação a P3)
ou o cruzamento de P3 com o P17 (em
relação a P4), muito embora os
marcadores moleculares não forneçam
nenhuma informação sobre o potencial
agronômico dos descendentes dos refe-
ridos cruzamentos, a não ser que tais
progenitores apresentem genes
marcadores contidos nos locos de DNA
analisados ligados a algum caráter agro-
nômico desejável, que no caso da pi-
menta-de-macaco é a produção de óleo
essencial, ou a caracteres
correlacionados. Tais dados informam
o grau de semelhança genética entre os
pares de acessos das procedências exa-

minadas. Neste caso, tal informação
pode ser utilizada em programas de
melhoramento genético para produção
de óleo essencial e caracteres
correlacionados. Espécies domestica-
das, devido à seleção artificial
direcionada para um dado caráter dese-
jável, podem ser prejudicadas na expres-
são de outro caráter, também desejável,
se tais caracteres se apresentarem
correlacionados negativamente, já que
o melhoramento de um caráter pode cau-
sar mudanças simultâneas em outro
(Falconer, 1987). Na hipótese de haver
genes marcadores, eles podem auxiliar
na seleção para o caráter de maior inte-
resse, como a produção de óleo essen-
cial, no caso da pimenta-de-macaco.

A Figura 1 mostra o agrupamento das
18 procedências de pimenta-de-macaco
pela utilização do coeficiente de simila-
ridade de Jaccard. O dendrograma pode
ser dividido em quatro grupos: O grupo
G1 é o mais dissimilar em relação ao
conjunto e está constituído por um único
acesso (P17), ligado ao conjunto no ní-
vel de 29% de similaridade. O segundo
grupo mais dissimilar (G2), igualmente,
está constituído por um único acesso
(P14), ligado ao conjunto no nível de,
aproximadamente 32% de similaridade.
O terceiro grupo está constituído por três
acessos (P15, P9, P8) ligados ao conjun-
to no nível de aproximadamente 41% de
similaridade. Finalmente, o quarto gru-
po (G4) se encontra dividido em dois
subgrupos (G4a e G4b) ligados entre si
ao nível de 44 % de similaridade.

No conjunto, os acessos mais diver-
gentes entre si foram os pares: P17 e P4;

P17 e P3; P17 e P2, seguido dos pares
P14 e P4; P14 e P3; P14 e P2. Os pares
P9 e P8; P4 e P3; P12 e P13; P7 e P6; e
P16 e P1 estão no mesmo nível de simi-
laridade no dendrograma, apresentando,
portanto, identidade genética.

Considerando a origem geográfica
dos acessos (Tabela 1) e o agrupamento
gerado no dendrograma (Figura 1), no-
tamos que o subgrupo G4a está consti-
tuído por todos os acessos procedentes
do Estado do Amazonas (Manaus), sen-
do, pois, estes acessos similares entre si
e dissimilares em relação aos demais
acessos, procedentes de municípios do
estado do Pará. Estes, por sua vez, não
apresentaram uma nítida separação, es-
tando presentes nos demais grupos, com
destaque para o subgrupo G4b, onde ob-
servamos acessos de todos os três mu-
nicípios do Pará. Neste subgrupo figu-
raram quatro acessos do município de
Marabá (P1, P16, P6 e P12), os três do
município de Moju (P10, P13 e P11) e
um do município de Goianésia (P7).

Dentre os acessos do Estado do Pará,
os de Marabá, em número de seis, fo-
ram os mais dissimilares entre si, sepa-
rando-se em três grupos: um no grupo
G1 (P17), um no grupo G2 (P14) e qua-
tro no subgrupo G4b. Os acessos pro-
cedentes de Goianésia, em número de
quatro, separaram-se no grupo G3 (P8,
P9 e P15) e um no subgrupo G4b (P7).
Os acessos procedentes de Moju, em
número de três, foram os mais simila-
res entre si, estando todos no subgrupo
G4b (à esquerda).

Os grupos que apresentaram maior
divergência genética foram G1, G2 e
G3, todos eles apresentado somente
acessos do estado do Pará. Observou-
se, portanto, que existe mais diversida-
de no Pará do que no Amazonas, uma
vez que os acessos do Pará estão distri-
buídos em diversos grupos e subgrupos,
enquanto que os acessos do Amazonas
separaram-se num só grupo (G4a), mui-
to embora esta diversidade encontrada
no Pará possa ser devida ao uso de aces-
sos de origens diferentes, enquanto que
os acessos do Amazonas são somente
de uma origem, porém o fato dos aces-
sos originários dos municípios de
Marabá e Goianésia (Pará) se apresen-
tarem em grupos diferentes pode ser
indicio de haver, de fato, maior diversi-

J. M. D.Gaia  et al.

Figura 1. Agrupamento de 18 acessos de pimenta-de-macaco originários de quatro municí-
pios da Amazônia Brasileira. Belém, FCAP, 2002.
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dade no Pará, além de que os números
de acessos por origem serem próximos
(Marabá: seis, Manaus: cinco e
Goianésia: três). No caso de Goianésia,
houve diversidade de grupos mesmo
com um numero menor de acessos em
relação a Manaus.

A separação dos acessos de Manaus
em relação aos acessos dos municípios
paraenses concorda relativamente com
certas diferenças botânicas, como a cor
dos ramos ortotrópicos, podendo até
mesmo constituir variedades diferentes.
Gottlieb (1981), investigando óleos es-
senciais em plantas amazônicas, distin-
guiu duas variedades de pimenta-de-ma-
caco, a variedade cordulatum, encontra-
da no estado do Amazonas e a variedade
aduncum, encontrada no estado do Pará.

Redig et al. (2001), investigando
caracteres relacionados com a germina-
ção de sementes de pimenta-de-maca-
co de diferentes procedências, detecta-
ram variabilidade entre elas, e Redig et
al. (2002), investigando clones de uma
mesma procedência, não detectaram
variabilidade genética nos caracteres
morfológicos e fitoquímicos tomados
para análise, indicando a presença de va-
riabilidade genética entre diferentes lo-
calidades, variando provavelmente com
sua distribuição geográfica. Fatos que
foram também observados neste traba-
lho, uma vez que acessos de uma mes-
ma localidade separaram-se num mes-
mo grupo (G4a) no dendrograma.

Deste modo, podemos concluir que,
considerando a matriz de similaridade,
as quatro populações investigadas mos-
traram uma ampla faixa de variabilida-
de genética, oscilando de 0,32 a 0,91 e
os acessos investigados foram divididos
em três grupos, enquanto que, pelo
dendrograma, os acessos formaram qua-
tro grupos. Os acessos mais divergen-
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tes foram P17 e P14 e os mais similares
foram P3 e P4, pela matriz de similari-
dade e, pelo dendrograma, os grupos G1,
G2 e G3 foram os mais divergentes.
Ainda pelo dendrograma, foi observa-
da uma tendência para os acessos de
uma mesma localidade participarem do
mesmo grupo de similaridade, com des-
taque para os acessos de Manaus e Moju
e que os acessos originários do estado
do Pará apresentaram diversidade gené-
tica potencial a ser explorada em pro-
gramas de melhoramento genético.
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