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RESUMO

A espécie conhecida como pimenta-de-macaco (Piper aduncum
L.) possui grande potencial para exploragdo econémica em funcéo
da comprovada utilidade do seu 6leo essencial na agricultura e sal-
de humana. O objetivo deste trabaho foi caracterizar a diversidade
genética de populacfes naturais dessa planta. Um total de dezoito
acessos da planta, provenientes de quatro procedéncias da Amaz6-
nia Brasileira, foi examinado por meio de locos de DNA, gerados
por andlise RAPD (polimorfismo de DNA amplificado ao acaso). O
estudo evidenciou a existéncia de real diversidade entre as popula-
¢Oes examinadas, sendo provavel que dentro das localidades
investigadas, os padrfes da diversidade genética acompanhem os
padrdes de distribuicdo geogréfica.

Palavras-chave: Piper aduncum L., dleo, diversidade genética,

ABSTRACT

Genetic similarity of natural populations of pimenta-de-
macaco (Piper aduncum L.) obtained throug RAPD analysis

The species known as pimenta-de-macaco (Piper aduncum L.)
has great economic explotation potential based on the proved
usefulness of the essential il in agriculture and human health. The
genetic diversity of their natural populations was characterized. A
total of eighteen accessions of the plant, obtained from four different
origins in the Brazilian Amazon, was examined by means of DNA
loci, generated by RAPD analysis. Real genetic diversity was
observed between the analyzed populations and it appear that the
patterns of the genetic diversity follow the patterns of the
geographical distribution.

Keywords: Piper aduncum L., oil, genetic diversity, DNA,

DNA, germoplasma, domesticagéo.

germplasm, domestication.
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A espécie Piper aduncum L. ocorre
naturalmente na Amazonia (Mota,

et al., 2001a). Conhecida vulgarmente
como pimenta-de-macaco, produz um
0leo essencial com grande potencia de
exploragdo, uma vez que possui com-
provada acdo sobre fitopatdgenos de
culturastradicionais, como fungos (Bas-
tos, 1997; Morandim et al., 2002), bac-
térias e moluscos (Orjala et al., 1994),
além de comprovada acéo analgésica e
antiinflamatdria com baixos niveis de
toxicidade (Monteiro et al., 2001; Fon-
tesJanior et al., 2002). Estudosdavaria-
bilidade fenotipica em populagdes na-
turai s de pimenta-de-macaco, realizados
por Mota et al. (2001a, 2001b e 2002),
mostraram variag8o que pode ser apro-
veitada em programas de melhoramen-
to. A similaridade genética obtida por
andlisedemarcadoresde DNA vem sen-
do usada para estimar a diversidade ge-
nética em colegdes de germoplasma
(Conti et al., 2003). Neste trabalho, fo-
ram utilizados loci de DNA como
descritores para obter a caracterizacdo
da diversidade genética em popul agdes
naturais de pimenta-de-macaco, visan-
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do aobtencdo de cultivares mel horadas,
fundamental para aintroducdo da espé-
cieem sistemasagricol asdaregido ama-
zbnica

MATERIAL E METODOS

Foram analisados 18 acessos de pi-
menta-de-macaco coletados em quatro
municipiosdaAmazoniaBrasileira(Ta
bela 1). O DNA genémico foi obtido
através de folhas recém-coletadas que,
apos desinfeccdo, foram maceradascom
nitrogénio liquido e, cerca de 200 mg
do p6 obtido foram transferidos para
tubos Eppendorf. Adicionou-se, em se-
guida, 700 ml de solucdo extratora. Os
tubos foram agitados e colocados em
banho-maria a 60°C, durante 60 minu-
tos. O extrato foi misturado com 700 ml
decloroférmio-acool isoamilico (24:1),
para formar uma emulsdo. Apoés
centrifugar por 10 minutos a 4°C e
12.000 rpm, o sobrenadante foi cuida-
dosamente isolado e suspenso em & cool
95% para ocasionar a precipitacdo do
DNA. O material foi colocado em
freezer (-20°C) por 20 minutos, sendo,

em seguida, centrifugado por 10 minu-
tosa4°C e 12.000 rpm, lavado com 1000
ml de etanol 70%, para remover sais e,
posteriormente, seco a temperatura am-
biente, por aproximadamente 12 horas.
O DNA foi ressuspenso com 300 ml
RNAse/TE (10 ug.ml%). A concentracéo
de DNA foi estimadaem gel de agarose
1,0%, pela comparagdo do DNA total
com trés concentracBes do DNA inte-
gro de bacteriéfago Lambda. As amos-
tras utilizadas no RAPD, apds a
quantificacdo total, partiram de dilui-
¢Oes da amostra total em &gua estéril,
de modo a conter 5 ng/ml de DNA. As
aliquotas foram armazenadas a —20°C.

ApOstestesiniciaiscom 100 primers
(kits da Operon Technologies), foram
selecionados os mais polimorficos:
OPO12, OPO15, OPO20, OPTO1,
OPTO02, OPT06, OPT20, OPAWO04,
OPAWO08, OPAWO09, OPAW11,
OPAW18,

As reacdes foram desenvolvidas de
acordo com o protocolo de Williams et
al. (1990), com peguenas modificacoes,
num volume final de 13 ml, contendo
aguadestiladaautoclavada, 20mM Tris-
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Tabela 1. Matriz de similaridade de locos RAPD de acessos de pimenta-de-macaco originérios de municipios da amazénia brasileira,
mantidos no banco de germoplasma da Universidade Federa Rural da Amazdnia. Belém, FCAP, 2002.

Origem PI P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12 P13 P14 P15 P16 P17 P18
Maraba

br P1 100

Manaus

i P2 065 100

Manaus

oy P3 066 089(@) 100

Manaus o, 064 090 (a) 091 (@) 1,00

AM

m”aus P5 060 087(a) 087(a) 0,86@) 1,00

'F‘,":raba P6 068 069 069 066 065 1,00

S:'a”es'a P7 069 068 070 070 064 085@) 1,00

g‘:'a“es'a P8 062 060 058 058 058 065 062 100

S:'a”es'a P9 049(b) 062 059 057 057 068 056 081@) 1,00

Moju

-~ P10 065 063 069 067 057 051 076() 053 058 1,00

';":J“ P11 056 055 060 058 049(b) 059 067 047(b)047(b) 076 1,00

';":raba P12 062 064 068 066 063 072 073 061 060 080@) 070 100

'l‘D"/:’J” P13 068 060 068 066 058 070 077() 058 055 082(@) 0,79(a) 0,84 (@) 1,00

Maraba

br P14 045(b) 051 050 (b)053(b) 045() 051 054 039 (b)040(b) 064 061 062 057 1,00

Colanes® pis 0s5 060 060 058 058 066 065 077(a) 072 059 048() 059 059 045(r) 100

Maraba

or P16 072 060 059 058 059 066 069 061 053 071 085 072 074 047(b) 062 1,00
';,":raba P17 051 039 (b) 042 (b) 036 (b) 042(b) 051 050 (b) 036 (b) 0,32 (b) 047 (b) 053 039(b) 053 036 (b) 0,44 (b) 0,59 1,00
m“aus P18 042(b) 071 071 071 074 055 055 045(b)050(b) 060 041 056 050(b)046(b) 055 055 042 (b) 1,00

HCI (pH 8,0), 50 mM KCI, 2,0 mM
MgCl,, 200 mM de cada dNTP, BSA
purificada (2,5 mg/ml), 1,3 mM primer
arbitrario, 1 U.I. Tag DNA polimerase e
15 ng de DNA gendmico, cobertas com
duas gotas de 6leo mineral.

As amplificagdes foram realizadas
em termociclador de DNA Thermolyne
Amplitron I modelo DB.80225, sendo
realizados 40 ciclosde 1' a94°C, 1’ a
37°C e 2 a 72°C, seguidos de mais 7
minutos a 72° C, para a compl eta exten-
s80 dos produtos amplificados. O mé-
todo utilizado para separagéo dos pro-
dutos amplificados foi eletroforese ho-
rizontal em gel de agarose 1,5%, cora-
do com brometo de etidio 1 mg/ml. Uti-
lizou-se 13 ml de cada reac&o, acresci-
do de 2 ml de uma solucéo de azul de
bromofenal (40%), mais sacarose. Foi
utilizado TBE (Trizmabase 0,1 M; &ci-
do borico 1 M e EDTA 0,5 M), como
tamp&o do gel e de corrida. Aplicou-se

Hortic. bras., v. 22, n. 4, out.-dez. 2004

um ladder de 1 Kb no inicio e no final
do gel para definir o tamanho aproxi-
mado dosfragmentos gerados nas PCRs.
ApoOs a eletroforese, os géis foram
visualizados e fotografados em equipa-
mento de foto documentacéo por
transiluminagdo em ultravioleta. Foi
construida uma matriz para os fragmen-
tos polimorficos amplificados codifica-
daem sistemabinario, atribuindo-se (1)
para presenca e (0) para auséncia de
banda. Somente foram consideradas as
bandas que ndo davam margens a davi-
das. Bandas muito fracas, de dificil re-
solugdo, ndo foram incluidas. Para an&
lise dosdados, utilizou-seo NTSY S-pc,
versdo 2.02. A similaridade entre as
amostras foi estimada pelo coeficiente
de Jaccard, que gerou a matriz de simi-
laridade. A partir dessamatriz, foi gera-
do o cluster, pelo método UPGMA, que
foi expresso na forma de um
dendrograma.

RESULTADOS E DISCUSSAO

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
polimorficos, gerando 90,83% de
polimorfismo. O nimero de bandas
amplificadasvariou de 3 (OPAW18) al6
(OPT02, OPT20) de onde foram obser-
vados fragmentos polimorficos varian-
do de 24 (OPAW18) a 160 (OPTO02).

A andlise damatriz de similaridade,
vista na Tabela 1, indicou que os aces-
sos mais divergentes em relago ao con-
junto considerado foram P17 e P18. O
acesso P17 teve maior similaridade com
0 acesso P16 (a0 nivel de 59%) e menor
similaridade com o acesso P9 (ao nivel
de 32%) e 0 acesso P18 teve maior Si-
milaridade com o acesso P5 (a0 nivel
de 74%) e menor similaridade com os
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Figura 1. Agrupamento de 18 acessos de pimenta-de-macaco originarios de quatro munici-
pios da Amazonia Brasileira. Belém, FCAP, 2002.

acessos P1, P11 e P17, respectivamente
a0 nivel de 42%; 41% e 42%.

Os valores de similaridade observa
dos na matriz podem ser divididos em
trés 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% (intermedi&rio) e,
Grupo I11: de 0% a 50% (0s menos si-
milares) (letra b).

Os maiores vaores 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 intermedi&rio
abrangeu 70,6% dos pares considerados
na matriz de similaridade.

Considerando osacessos P2, P3e P4
(com niveis de ligac@o préximos de
90%) como 0s mais representativos do
conjunto examinado, podemos sugerir,
em relacdo a eles, cruzamentos de
gendtipos contrastantes, tal como o cru-
zamento de P4 e P17 (em relacéo a P3)
ou o cruzamento de P3 com o P17 (em
relacdo a P4), muito embora os
marcadores moleculares ndo fornegam
nenhuma informag&o sobre o potencial
agrondmico dos descendentes dos refe-
ridos cruzamentos, a ndo ser que tais
progenitores apresentem genes
marcadores contidos nos locos de DNA
analisadosligados aalgum caréter agro-
némico desgjavel, que no caso da pi-
menta-de-macaco € a producdo de 6leo
essencial, ou a caracteres
correlacionados. Tais dados informam
o grau de semelhanca genética entre os
pares de acessos das procedéncias exa-
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minadas. Neste caso, tal informacéo
pode ser utilizada em programas de
melhoramento genético para producéo
de Oleo essencial e caracteres
correlacionados. Espécies domestica-
das, devido a selecédo artificial
direcionada para um dado carédter dese-
jével, podem ser prejudicadas naexpres-
s80 de outro caréter, também desejavel,
se tais caracteres se apresentarem
correlacionados negativamente, ja que
o melhoramento deum caréter pode cau-
sar mudangas simulténeas em outro
(Faconer, 1987). Na hipétese de haver
genes marcadores, eles podem auxiliar
na selecdo para o carater de maior inte-
resse, como a producdo de 6leo essen-
cial, no caso da pimenta-de-macaco.

A Figural mostrao agrupamento das
18 procedéncias de pimenta-de-macaco
pela utilizacdo do coeficiente de simila-
ridade de Jaccard. O dendrograma pode
ser dividido em quatro grupos: O grupo
G1 é o mais dissimilar em relagdo ao
conjunto e esté constituido por um Unico
acesso (P17), ligado ao conjunto no ni-
vel de 29% de similaridade. O segundo
grupo mais dissmilar (G2), igualmente,
esta constituido por um Unico acesso
(P14), ligado ao conjunto no nivel de,
aproximadamente 32% de similaridade.
O terceiro grupo estaconstituido por trés
acessos (P15, P9, P8) ligados ao conjun-
to no nivel de aproximadamente 41% de
similaridade. Finalmente, o quarto gru-
po (G4) se encontra dividido em dois
subgrupos (G4a e G4b) ligados entre s
20 nivel de 44 % de similaridade.

No conjunto, 0s acessos mais diver-
gentesentresi foram ospares. P17 e P4;

P17 e P3; P17 e P2, seguido dos pares
P14 e P4, P14 e P3; P14 e P2. Os pares
P9 eP8; P4eP3; P12 e P13; P7 e P6; e
P16 e P1 est&o no mesmo nivel de simi-
laridade no dendrograma, apresentando,
portanto, identidade genética.

Considerando a origem geogréfica
dos acessos (Tabela 1) e 0 agrupamento
gerado no dendrograma (Figura 1), no-
tamos que o subgrupo G4a esta consti-
tuido por todos 0s acessos procedentes
do Estado do Amazonas (Manaus), sen-
do, pois, estes acessos similaresentre si
e dissimilares em relagdo aos demais
acessos, procedentes de municipios do
estado do Pard. Estes, por sua vez, ndo
apresentaram uma nitida separagéo, es-
tando presentes nos demais grupos, com
destaque para o subgrupo G4b, onde ob-
servamos acessos de todos os trés mu-
nicipios do Para. Neste subgrupo figu-
raram quatro acessos do municipio de
Maraba (P1, P16, P6 e P12), ostrés do
municipio de Moju (P10, P13 e P11) e
um do municipio de Goianésia (P7).

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

Os grupos que apresentaram maior
divergéncia genética foram G1, G2 e
G3, todos eles apresentado somente
acessos do estado do Pard. Observou-
Se, portanto, que existe mais diversida-
de no Para do que no Amazonas, uma
Vez que 0s acessos do Para estéo distri-
buidos em diversos grupos e subgrupos,
enquanto gque os acessos do Amazonas
separaram-se num so grupo (G4a), mui-
to embora esta diversidade encontrada
no Parapossa ser devidaao uso de aces-
sos de origens diferentes, enquanto que
0S acessos do Amazonas sdo somente
de uma origem, porém o fato dos aces-
sos originarios dos municipios de
Marabéa e Goianésia (Pard) se apresen-
tarem em grupos diferentes pode ser
indicio de haver, de fato, maior diversi-

Hortic. bras., v. 22, n. 4, out.-dez. 2004



Similaridade genética de populagdes naturais de pimenta-de-macaco por andlise RAPD

dade no Para, aém de que os nimeros
de acessos por origem serem proximos
(Maraba: seis, Manaus: cinco e
Goianésia: trés). No caso de Goianésia,
houve diversidade de grupos mesmo
€Om um numero menor de acessos em
relacdo a Manaus.

A separacdo dos acessos de Manaus
em relagdo aos acessos dos municipios
paraenses concorda relativamente com
certas diferencas boténicas, como a cor
dos ramos ortotropicos, podendo até
mesmo constituir variedades diferentes.
Gottlieb (1981), investigando 6leos es-
senciais em plantas amazénicas, distin-
guiu duas variedades de pimenta-de-ma-
caco, a variedade cordulatum, encontra-
dano estado do Amazonas e a variedade
aduncum, encontrada no estado do Par&

Redig et al. (2001), investigando
caracteres relacionados com a germina-
¢80 de sementes de pimenta-de-maca-
co de diferentes procedéncias, detecta
ram variabilidade entre elas, e Redig et
al. (2002), investigando clones de uma
mesma procedéncia, ndo detectaram
variabilidade genética nos caracteres
morfoldgicos e fitoquimicos tomados
paraandlise, indicando apresencadeve-
riabilidade genética entre diferentes lo-
calidades, variando provavelmente com
sua distribuicdo geogréfica. Fatos que
foram também observados neste traba-
Iho, 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 populagdes investigadas mos-
traram uma ampla faixa de variabilida-
de genética, oscilando de 0,32 a0,91 e
os acessos investigados foram divididos
em trés grupos, enquanto que, pelo
dendrograma, os acessosformaram qua-
tro grupos. Os acessos mais divergen-

tesforam P17 e P14 e os mais similares
foram P3 e P4, pela matriz de similari-
dadee, pelo dendrograma, osgrupos G1,
G2 e G3 foram os mais divergentes.
Ainda pelo dendrograma, foi observa-
da uma tendéncia para os acessos de
uma mesma |ocalidade participarem do
mesmo grupo de similaridade, com des-
tagque para os acessos de Manause Moju
€ gue 0s acessos origindrios do estado
do Para apresentaram diversidade gené-
tica potencial a ser explorada em pro-
gramas de melhoramento genético.
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