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Resumo

Senna reticulata (Willd.) H. S. Irwin & Barneby é uma planta arborea pioneira em areas abertas de
planicies aluviais da Amazonia e frequentemente usada como planta medicinal. Devido a escassez de
informacdes sobre a diversidade da espécie, caracterizou-se a diversidade genética de populagdes
naturais de S. reticulata por meio de marcadores AFLP. Foram coletadas amostras em quatro
populacdes ao longo do trecho do gasoduto Coari-Manaus: Santa Luzia do Baixio, Nossa Senhora de
Nazaré, Matrincha e Esperanga Il. Foram utilizados quatro primers de AFLP, resultando num total de
330 locos polimérficos variando de 76,97% a 92,42% entre as populagdes. O dendrograma e a analise
bayesiana de agrupamento permitiram a visualizagdo de um grupo formado pelas populagbes de
Nossa Senhora de Nazaré e Esperanca Il e outro agrupamento formado por Santa Luzia do Baixio. A
populacdo de Matrincha foi caracterizada como a composi¢do de genes dos dois grupos. O fluxo
génico médio estimado entre as populagdes foi de 4,04 e o teste de Mantel indicou baixa correlacdo
(r =0,268) entre as matrizes de distancia geogréafica e distancia genética. De acordo com a analise
molecular de variancia, a maior diferenciagdo genética esta dentro das populagbes (82,29%),
enquanto a variagéo interpopulacional foi de 17,71%.

Palavras-chave: Diferenciacéo populacional; marcador AFLP; variabilidade genética.

Abstract

Genetic diversity and structure of Senna reticulata. S. reticulata (Willd.) H. S. Irwin & Barneby is a
pioneer tree that grows in open areas of the Amazon floodplains and is often used as a medicinal plant
species. Due to the lack of information on diversity for this species, this research aimed to characterize
the genetic diversity of natural populations of S. reticulata by AFLP markers. The samples were
collected in four populations along the natural gas pipeline pathway of Coari-Manaus: Santa Luzia do
Baixio, Nossa Senhora de Nazaré, Matrinchd and Esperanca Il. Four AFLP primers were used, resulting
in a total of 330 polymorphic loci ranged from 76.97% to 92.42% among populations. The clustering
and Bayesian cluster analysis allowed to discriminate a group composed by the Nossa Senhora de
Nazaré and Esperanca Il populations and another group composed by Santa Luzia do Baixio. Matrincha
population was characterized as a gene composition from both groups. Average gene flow among
populations was 4.04 and Mantel test showed low correlation (r = 0.268) between the pairwise of
geographic and genetic distance matrices. According to molecular variance analysis, the most genetic
differentiation is within populations (82.29%), while the inter population variation was around 17.71%.
Keywords: Population differentiation; AFLP marker; genetic variability.

INTRODUCAO

A espécie Senna reticulata (Willd.) H. S. Irwin & Barneby, também conhecida como mata-pasto,
é uma planta pioneira considerada uma das mais eficientes colonizadoras em &reas abertas nas planicies
aluviais da Amazodnia, ocorrendo principalmente préxima a rios e em pastos abandonados (PAROLIN,
2005). Possui um valor medicinal importante para a regido, no tratamento de obstruc¢des do figado e no
combate ao reumatismo, além de apresentar diferentes antraquinonas, substancias de interesse para a
indUstria alimenticia, de corantes e de cosméticos (SANTOS et al., 2008). Devido a preocupacdo com a
geracdo de energias alternativas para mitigagao dos efeitos das mudancas climaticas globais, S. reticulata
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apresenta-se como potencial fonte energética, incrementando a sua biomassa sob longa exposi¢éo a niveis
elevados de CO, (ARENQUE et al., 2014).

O interesse pelos recursos genéticos vegetais da biodiversidade brasileira, como fonte de novas
moléculas e substancias bioativas, tem alertado para a necessidade de se estudar e conservar esses
recursos, diante do risco de erosdo genética. A perturbagdo antrdpica e a consequente fragmentacéo das
populacBes pode acarretar uma limitacdo evolutiva para as espécies (SANTOS et al., 2007). Estudos que
comparam a estrutura genética populacional de espécies vegetais e graus de perturbacdo sdo fundamentais
para o reconhecimento da perda genética real, fornecendo diretrizes para o uso racional dos recursos
naturais e para que estratégias de conservacdo sejam propostas, garantindo a sobrevivéncia das espécies.

Embora a composicdo e as propriedades de S. reticulata venham aos poucos despertando o
interesse da comunidade cientifica, ainda ndo se tem informacdes relevantes na literatura sobre a
diversidade genética de populacdes naturais da espécie. O conhecimento e a organizacdo da variabilidade
genética de qualquer espécie vegetal € um passo importante para o extrativismo, para a sua conservagao
genética e para trabalhos de melhoramento (SETOTAW et al., 2010). E necessario manejar os recursos
genéticos de maneira a preservar a maxima variabilidade genética dentro das espécies, porém, sem dados
sobre a distribuicdo dessa variabilidade dentro ou entre populagdes, decisGes importantes sobre 0 manejo
e conservacdo desses recursos ndo podem ser tomadas. Estudos de diversidade e estrutura genética em
espécies arbustivas e arboreas sdo frequentemente relatados na literatura (SANTOS et al., 2007; LIMA et
al., 2011), refor¢ando a necessidade desse tipo de estudo para S. reticulata.

O desenvolvimento de ferramentas para analises genéticas em nivel molecular tornou possivel
examinar em maiores detalhes a origem evolucionaria dos genomas vegetais, assim como acessar 0 grau
de variabilidade genética em grupos de plantas. A técnica AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism) tem se destacado em estudos sistematicos, pois é tecnicamente acessivel, reproduzivel,
rapida e confiavel, além de elevado nimero de locos poder ser analisado por vez, sem haver necessidade
de conhecimento prévio sobre o genoma da espécie em estudo (SONSTEBO et al.,, 2007). Assim,
marcadores AFLP tém-se mostrado ideal para avaliacéo da diversidade genética em populacdes naturais.

Este estudo teve como objetivo analisar a diversidade e estrutura genética de S. reticulata por
meio de marcador molecular AFLP, colaborando para a minimizacdo das limitacGes referenciadas acima
e visando contribuir para estratégias adequadas de manejo e conservacdo das populacBes naturais da
espécie.

MATERIAL E METODOS

A coleta foi realizada em quatro populacfes naturais de Senna reticulata localizadas no trecho
do Gasoduto Coari-Manaus: Santa Luzia do Baixio (4°42'43.52" S e 60°4'42.28" W), Matrincha
(4°13'18.88" S e 62°21'56.23" W), Nossa Senhora de Nazaré (4°25'0.09" S e 60°56'4.99" W) e
Esperanca Il (4°0'1.69" S e 63°8'58.78" W), pertencentes aos municipios amazonenses de lranduba,
Codajas, Manacapuru e Coari, respectivamente (Figura 1). A escolha das quatro areas do estudo é devida
a ampla ocorréncia da espécie nas areas de coleta e possibilidade de amostragem adequada para o estudo.
Devido a &reas vizinhas a estas sofrerem acdo antrdpica, faz-se necessario o estudo visando a conservacao
de espécies nessas regiGes. Nas populagBes amostradas, foram observadas diferencas morfologicas
principalmente nas caracteristicas nimero de pares de foliolos por planta, nimero de sementes por fruto e
arquitetura da planta. Em cada uma das populacfes, foram amostrados aleatoriamente 30 individuos
adultos, com uma distancia minima de 100 m entre cada um, sendo que as arvores foram consideradas
adultas quando se apresentavam em estagio reprodutivo. O material vegetal coletado foi georreferenciado
e acondicionado em sacos de plésticos contendo silica-gel. Foram confeccionadas exsicatas e a
identificacdo da planta foi feita no Herbario da Universidade Federal do Amazonas (UFAM), onde est&
depositada sob nimero NB 005.

A extragdo do DNA foi realizada por meio do método CTAB 2% (Cationic
Hexadecyltrimethylammonium Bromide) (DOYLE; DOYLE, 1987), com proteinase K, seguindo o
protocolo otimizado descrito em Ferreira e Grattapaglia (1998). A quantificacdo foi feita pelo método
comparativo em gel de agarose 1%, utilizando marcadores com o peso molecular conhecido (50 e
100 ng). O gel de agarose foi corado com brometo de etidio (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998) e
visualizado em transluminador UV.
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Figura 1. Mapa de localizagdo das areas de coleta.
Figure 1. Location map of the collection areas.

Para as reacdes de digestdo do DNA, foi utilizada a combinagdo de enzimas de restricdo
EcoRI/Msel. Foram utilizados 200 ng de DNA gen6mico, 5,0 uL do tampéo One Phor All 10X (OPA,;
Amersham), 0,5 uL de solucdo BSA (albumina de soro bovino) (10 pg.uL™), 0,5 uL da enzima Msel
(10 unidades/uL, New England Biolabs) e 0,4 uL da enzima EcoRI (12 unidades/uL, Gibco), em volume
final de 50 puL. As reacOes foram realizadas a 37 °C por trés horas, e em seguida as enzimas foram
inativadas a 70 °C por 15 minutos.

Nas reacdes de pré-amplificacdo, foram usados iniciadores complementares as sequéncias dos
sitios das enzimas de restricdo com um nucleotideo seletivo, com a combinacéo de iniciadores E+A/M+C.
Os produtos da pré-amplificagdo foram diluidos acrescentando-se 40 uL de &gua ultrapura. Na
amplificacdo seletiva, foram utilizadas quatro combinacdes de primers: E+AAC/M+CAT,
E+ATC/M+CAC, E+AGC/M+CAC, E+AGC/M+CAT. Foram utilizados 2,5 uL do produto da pré-
amplificacdo diluido em termociclador (Techine TC-512).

Para a revelacdo do gel, usou-se o método de coloracdo com nitrato de prata segundo o protocolo
proposto por Creste et al. (2001). Os locos polimdrficos foram analisados para presenca/auséncia do
fragmento amplificado. A partir dos fragmentos obtidos, foi construida uma matriz de 0 e 1, em que 1
indica a presenca de fragmentos e 0 a auséncia.

A partir da matriz binaria (presenca ou auséncia do fragmento), foram calculadas as distancias
genéticas entre populacdes com base no método de Nei (NEI, 1978). Para a visualizagéo da diferencia¢do
genética entre as populacbes de S. reticulada, foi construido um dendrograma por andlise de
agrupamentos do tipo UPGMA (Unweighted Pair Group Method using Arithmetical Averages), com o
auxilio do software estatistico R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2013). A adequagdo da analise do
agrupamento aos dados originais foi avaliada pelo coeficiente de correlacdo cofenética, e a consisténcia
dos agrupamentos foi verificada com base em reamostragem por bootstrap feito pelo pacote pvclust
(SUZUKI; SHIMODAIRA, 2006) do software R. Por meio do pacote pvclust, foi calculado o valor de P
para cada agrupamento formado.

A abordagem bayesiana implementada no software Structure v.2.4 (PRITCHARD et al., 2000)
foi utilizada para revelar a estrutura das populagdes. O nimero de iteragdes utilizadas no burn-in e
MCMC (Markov Chain Monte Carlo) foram de 100.000 e 500.000, respectivamente. Para as anélises, foi
considerado o modelo de mistura com frequéncias correlacionadas, com a incorporacdo a priori das
informacdes sobre locais de amostragem. Foram testados valores de agrupamentos (K) variando de 1 a 7,
com vinte repeticdes idénticas para cada valor de K testado. O nimero de grupos mais provavel foi
estimado pelo método ad hoc AK proposto por Evanno et al. (2005). Com o valor de K selecionado, foi
realizado um consenso das interagOes realizadas neste cluster através do programa CLUMPP v.1.1.2
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(JAKOBSSON; ROSENBERG, 2007), e com o programa Distruct v. 1.1 (ROSENBERG, 2003) foi
realizada a visualizagdo grafica da estrutura populacional.

A distribuicdo da variacdo genética entre e dentro das populacfes foi quantificada pela analise da
variancia molecular (AMOVA), realizada pelo programa GenALEX v.6.5 (PEAKALL; SMOUSE, 2012).
Para avaliar a correlagdo entre a distancia geografica e a diversidade genética das populacdes de
S. reticulata, foi feito o teste de Mantel, com 9999 permutacBes ao acaso. Adicionalmente, foi feita a
analise de fluxo génico (Nm) entre as populacdes, considerando que Nm = 0,5(1-Gg)/Gg, em que Gy é 0
coeficiente de diferenciagdo populacional.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As combinacdes dos primers utilizados para a analise de AFLP revelaram um total de 330
bandas, variando entre 50 e 500 pares de bases. O numero total de locos por primer variou de 71 a 101
(Tabela 1). As populagdes de Santa Luzia do Baixio e Esperanca Il apresentaram o menor e 0 maior
numero de locos polimorficos, com 92,42% e 76,97% de polimorfismo, respectivamente. A porcentagem
de locos polimorficos tem sido utilizada como medida de diversidade genética em alguns trabalhos com
populagdes naturais ¢ marcadores dominantes (XIA et al., 2007). O uso dos quatro primers foi satisfatorio
para a deteccdo de polimorfismo, sendo o nimero de bandas amplificadas e o percentual de polimorfismo
encontrado nas populacBes de S. reticulata superior ao observado em outros trabalhos utilizando
marcadores AFLP e RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA). Sharma et al. (2011), em estudo
realizado com Pongamia pinnata, observaram um total de 254 bandas polimorficas a partir de 4
combinacOes de primers AFLP, das quais, 145 (57,1%) eram polimorficos, enquanto que, em avaliagdo
de diversidade genética em cajazeira (Spondias mombin), 145 fragmentos foram obtidos a partir de 21
primers RAPD, apresentando 79,3% de polimorfismo (LIMA et al., 2011).

Tabela 1. Combinaces de oligonucleotideos e quantidade de locos polimérficos por populagéo.
Table 1. Combinations of primers and number of polymorphic loci per population.

Locos polimérficos
Santa Luzia do Nossa Senhora de

Combinagdes de Ndmero

oligonucleotideos  de locos - Matrincha . Esperanca Il
Baixio Nazare

E+AAC/M+CAT 76 66 75 72 75

E+ATC/M+CAC 82 57 77 63 76

E+AGC/M+CAC 71 60 65 66 63

E+AGC/M+CAT 101 71 83 85 91

Total 330 254 (76,97%) 300 (90,91%) 286 (86,67%) 305 (92,42%)

Lerceteau e Szmidt (1999) relataram uma relacdo direta entre o nimero de bases A/T e C/G
utilizados nos primers com o nimero total de bandas obtidas. Os autores observaram que, quanto maior o
numero de bases C/G presentes nos primers, menor era o nimero de bandas obtidas no gel. No entanto,
essas observagBes ndo foram constatadas no presente trabalho, com o nimero de bandas amplificadas
para S. reticulata ndo sendo explicado pela composi¢cdo nucleotidica em relacdo a quantidade de
AIT e C/G.

O dendrograma obtido com base na distincia genética de Nei sugere moderada diferenciacéo
genética entre as populagbes em estudo, embora os individuos proximos geograficamente tendam a
apresentar menor distdncia genética em contraste a individuos localizados mais distantes (Figura 2). De
acordo com os valores de P, verifica-se maior probabilidade da formac¢ao de um grupo formado somente
com as populagdes de Nossa Senhora de Nazaré e Esperanca II. Contudo, o coeficiente de correlagdo
cofenética apresentou um valor de 0,5996, indicando que o dendrograma gerado ndo apresentou um bom
ajuste (representacdo simplificada da matriz de distancias).

A distancia genética média entre as populacfes de S. reticulata foi de 0,0492. As populagdes que
apresentaram maior similaridade foram Nossa Senhora de Nazaré e Esperanca Il, tendo uma distancia
genética de 0,0133. J& a populacdo de Santa Luzia do Baixio foi a mais divergente entre as quatro
populacdes, possivelmente devido a localizagdo geogréfica, sendo a comunidade mais distante das demais.
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Figura 2. Dendrograma obtido a partir da distancia genética de Nei e método UPGMA para populacdes
de S. reticulata. Coeficiente de correlagdo cofenética: r: 0,5996. Os nimeros acima de cada nd
do dendrograma correspondem aos valores de P para formagéo de agrupamentos com base em
amostragem por bootstrap feito pelo pacote pvclust do software R. SLB: Santa Luzia do
Baixio; M: Matrinchd; NSN: Nossa Senhora de Nazaré; E: Esperanga Il.

Figure 2. Dendrogram obtained from the genetic distance of Nei and UPGMA method for populations of
S. reticulata. Cophenetic correlation coefficient: r:0.5996. The numbers above each
dendrogram node correspond to the P values for cluster training based on sample bootstrap
made by pvclust software package. SLB: Santa Luzia do Baixio; M: Matrinchd; NSN: Nossa
Senhora de Nazaré; E: Esperanca Il.

Embora o teste de Mantel indique uma associacdo positiva e significativa entre as matrizes de
distancia geografica e distancia genética, a correlagdo se mostrou baixa (r = 0,268; P = 0,001). Desse
modo, podemos concluir que a distdncia geografica tem influéncia na heterogeneidade genética das
populagdes, embora ndo seja um fator determinante para a diferenciagio genética.

Partindo do principio de que o fluxo génico pode ser estimado a partir de valores de Fg ou Gy e
reconhecendo que todos 0s pressupostos necessarios para o calculo muitas vezes ndo sdo cumpridos
(WHITLOCK; MCCAULEY, 1999), quando todas as populacfes foram consideradas como um grupo de
populacbes, o fluxo génico médio estimado entre elas foi de Nm = 4,04. Isso é da mesma ordem de
grandeza que as estimativas de Adin et al. (2004) para pupunheira (Nm = 4,8) a partir de marcadores
AFLP e em populagdes interconectadas por via fluvial. Para as populagdes de S. reticulata avaliadas neste
estudo, ¢é razoavel considerar que um maior fluxo génico pode ter sido também influenciado pela
dispersdo das sementes através das aguas, uma vez que todas as populacdes amostradas estdo
interconectadas pelo rio Solimdes.

Para determinar os padrdes genéticos de diferenciacdo e subestruturacdo populacional, foi feita a
analise bayesiana pelo software Structure e, de acordo com o método AK descrito por Evanno et al.
(2005), o nimero mais provavel de agrupamentos foi K = 2 (Figura 3). A visualizacdo gréfica da estrutura
populacional permitiu identificar facilmente um grupo formado pelas populacdes de Nossa Senhora de
Nazaré e Esperanca Il e outro grupo formado pela maioria dos acessos de Santa Luzia do Baixio. Porem,
ao observar os acessos de Matrinchd, houve mistura de materiais genéticos dos dois grupos, o que
indicaria que esse & um ponto de transi¢do (ecétono) entre essas localidades e/ou que essa é uma regido de
intenso intercdmbio de material genético entre as demais localidades. O genoma de Matrinchd também
pode ser entendido como um composto obtido do cruzamento entre populagBes parentais com genoma
contrastante para grande parte dos locos considerados (VIANA et al., 2013).

A quantidade de variacdo genética obtida pela analise de variancia molecular (AMOVA)
(Tabela 2) mostrou que 82,29% da variabilidade genética encontra-se entre os individuos dentro das
populacgdes e 17,71% entre as populagdes analisadas. Os resultados da diversidade genética obtidos neste
trabalho concordam com diversos estudos realizados em espécies arbéreas utilizando marcadores
moleculares, que relataram que a maior diversidade genética encontra-se dentro de populagdes (GOMES
etal., 2011).

Embora a variabilidade genética dentro das populagBes seja maior, o nivel de divergéncia
genética entre elas é significativo, e esse efeito deve ser considerado nos programas de manejo e
conservacdo da espécie. A variabilidade genética é o meio pelo qual as espécies se mantém ao longo do
tempo, permitindo a sua adaptacdo evolutiva em decorréncia das mudancas ambientais. Esse
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conhecimento nas populagdes é fundamental para a aplicacdo de técnicas de manejo florestal e para o
estabelecimento de a¢Bes de conservacdo ex situ, in situ e on farm.

A i | ]
SLB M NSN E

Figura 3. Estrutura populacional empregando o software Structure a partir de 120 individuos amostrados
de quatro populagdes de S. reticulata, considerando o nimero de agrupamentos igual a dois
(K: 2) e 0 modelo de analises de mistura com frequéncias correlacionadas. SLB: Santa Luzia
do Baixio; M: Matrinchd; NSN: Nossa Senhora de Nazaré; E: Esperanca I1.

Figure 3. Population structure using the Structure software, from 120 individuals sampled of four
populations of S. reticulata, considering the number of cluster equal two (K: 2) and admixture
model with correlated allelic frequencies. SLB: Santa Luzia do Baixio; M: Matrinchd;
NSN: Nossa Senhora de Nazaré; E: Esperanca .

Tabela 2. Variagdo genética obtida pela analise de variancia molecular entre e dentro de populagdes de
S. reticulata.

Table 2. Genetic variation obtained by analysis of molecular variance between and within populations
of S. reticulata.

Fonte de variacdo _Grau de Soma de Qanrgdos Compc_)rjen_te %_ da~

liberdade guadrados médios de variadncia  variagdo
Entre populagdes 3 1121,0986 373,6995 10,9444 17,71
Dentro de populacdes 114 5799,2149 50,8703 50,8703 82,29
Total 117 6920,3136 59,1480

Fst=0,1771
7 significativo a 1% de probabilidade.

Um método de conservagdo em campo de S. reticulata, assim como de outras espécies perenes
nativas da regido amazonica, € através da conservaco participativa in situ nas areas em que a espécie €
utilizada pelas comunidades para extrativismo. Devido a distribuicdo da diversidade genética ser
encontrada predominantemente dentro das populacfes em estudo, a sua conservagdo ex situ deve ser feita
através de amostras representativas de todas as populacdes, para a conservacdo genética da espécie.

Uma vez que ha escassez de relatos na literatura sobre trabalhos de diversidade genética para
S. reticulata, estes resultados contribuem para o conhecimento genético da espécie, fornecendo subsidios
para futuros programas de melhoramento genético e para programas de conservagdo e manejo florestal.

CONCLUSAO

e A distribui¢do da diversidade genética nas popula¢des estudadas de S. reticulata € maior dentro das
populacgBes do que entre elas, sendo necessario obter amostras representativas de todas as populagdes
para a conservacdo genética da espécie.
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