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Araucdria

Araucdria

Nasci forte e altiva,

Solitiria.

Ascendo em linha reta

- Uma Coluna verde-escura

No verde cambiante da campina
Estendendo bragos hirtos e serenos

Ndo hd na minha fronte

Nem veludos quentes de folhas

Nem risos vermelhos de flores,

Nem vinhos estonteantes de perfumes.
50 ha o odor agreste de resina

E o sabor primitivo dos frutos.

Espalmo a taca verde no infinito.
Embalo o sono dos ninhos

Ocultos em meus espinhos,

Na silente nudez do meu isolamento

(Helena Kolody)
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RESUMO

A Araucaria angustifolia (BERT.) O. KTZE foi uma das espécies nativas
mais importante do Sul do Brasil durante o altimo século. Nos dias de hoje, a area de
distribuigdo da espécie foi reduzida a menos de um por cento de sua area original, no
Estado do Parana. Medidas visando a conservagdo genética das populagdes
remanescentes estdo sendo tomadas. No entanto, estratégias para conservagio genética
ex situ e incremento de produgio de sementes estdo sendo limitados por uma série de
fatores. Um desses fatores ¢ a dificuldade de se reconhecer a arvore feminina ou a
masculina em fase jovem. Araucéria ¢ uma espécie didica e em populagdes naturais,
sem ac¢des antropicas, a propor¢do de arvores masculinas e femininas ¢ de 1:1
(BANDEL E GURGEL, 1967) . A espécie frutifica apos 15 a 20 anos de idade e ndo
existem caracteres morfoldgicos e citogenéticos que possam diferenciar os individuos
femininos € masculinos na fase jovem. Por esse motivo foi utilizado o método RAPD,
o mais citado na literatura para a determinagdo de sexo em diversas espécies de forma
eficiente. Esta dissertacdo tem por objetivo identificar marcadores moleculares que
possam estar associados ao sexo visando sua utilizagdo em programas de
melhoramento e conservagdo genética da espécie. Para isso, foram utilizadas 10
arvores adultas femininas e 10 arvores adultas masculinas amostradas em uma area
original, localizada na empresa Celulose Irani S.A. no municipio de Vargem Bonita -
SC. O material vegetativo foi coletado dessas arvores para extragdio de DNA - Método
CTAB, formando dois bulks para a analise de marcadores moleculares (RAPD). Foram
utilizados 500 primers visando encontrar o(s) marcador(es) associado(s) a
determinagdo de sexo. No entanto, ndo foi possivel a diferenciagdo dos sexos

utilizando o marcador RAPD. Dos primers testados, 78 apresentaram polimorfismo

Xii



entre os bulks, no masculino cu no feminino. Quando o mesmo primer foi testado nos
individuos separadamente, foi observado um polimorfismo em individuos.

Este projeto foi desenvolvido em parceria com a Embrapa Floresta — Colombo/PR ¢
Embrapa Recursos Tecnologicos — Canoinhas/SC, UEL - Universidade Estadual de Londrina,
RIGESA Mead-Westvaco e Celulose Irani S.A. € com o apoio financeiro da FUPEF/IPGRI

(International Plant Genetic Resource Institute).
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ABSTRACT

Araucaria angustifolia (BERT.) O. KTZE was the most important native forest
tree species in the Southern Brazil, during the last century. Nowadays the original
distribution of this species is reduced to less than one percent in the Parana State. The
adoption of strategies for ex situ genetic conservation and improved seed production
has been limited by several factors. One of them is the difficulty of recognize the male
or female tree in the young ages. It is a diocius species and at its natural range, without
human interference, the proportion of male and female trees is 1:1. The species
produces seeds only after 15 to 20 years old and, until now, there is no morphologic
and citogenetic characters that can differentiate the female and male individuals in the
young phase. This project aims to identify molecular markefs that can be associate to
sex. This study will be based on 20 adult trees (10 male and 10 female) sampled in
original area, in Vargem Bonita/SC. The vegetative material, collected from these
trees, was used for DNA extraction for analysis of molecular markers (RAPD). The
final objective is to establish a protocol for analysis of vegetative material of the
araucaria collected from young trees or in any phase of sexual maturation.

This project was developed in partnership with Embrapa Forestry Research —
Colombo/PR and Embrapa Technological Resources - Canoinhas/SC, UEL - Londrina
StateUniversity, RIGESA Mead-Westwaco and Celulose Irani S.A. and financier
support by FUPEF/IPGRI (Intenational Plant Genetic Resouces Institute).
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1. INTRODUCAO

A Araucaria angustifolia (Bert.) O. Ktze., também conhecida pelos nomes
comuns pinheiro-do-parana, pinheiro-brasileiro ou simplesmente araucaria, € a
tnica espécie do género com distribuigdo natural no Brasil (CARVALHO, 1994).
Cerca de 35% da cobertura vegetal total do Sul_do Brasil era representada pela
Floresta com Araucaria, uma formagio vegetal tipica caracterizada pela presenca da
espécie (GURGEL FILHO, 1980).

Devido a alta qualidade de sua madeira ser reconhecida tanto no mercado
interno como externo, sua exploragdo tornou-se uma das principais atividades que
proporcionaram o desenvolvimento econdmico da Regido Sul do Brasil. Esse fato,
aliado a necessidade de expansdo agricola, ocasionou a redugdc nas areas de
ocorréncia natural, a apenas 1,48% da 4area original (SOS MATA ATLANTICA,
1993). A forma que vinha sendo explorada, fez com que a espécie fosse incluida na
Lista de Espécies em Extingdo e, consequentemente, tomadas medidas que proibiu
seu corte (Resolugdo 278 do CONAMA — Comissdo Nacional do Meio Ambiente).

Apesar dessa medida, a situagdo permanece praticamente inalterada, pois néo
esta havendo uma reposi¢do em forma de plantios com intensidade desejada. Este
fato em parte, € creditado a exigéncia da espécie por solos de boa qualidade, a falta
de conhecimento sobre procedéncias mais adequadas ao plantio em diferentes
condi¢des edafoclimaticas, a dificuldade de obtengdo de sementes de algumas
procedéncias testadas e recomendadas (SHIMIZU e HIGA, 1980; MONTEIRO et
al, 1982). Sendo assim, a falta de sementes melhoradas geneticamente de forma
geral, a falta de conhecimentos de técnicas que proporcionem melhor relagio

produtividade/custo de produgdio, e consequentemente ao menor crescimento
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volumétrico quando comparado as espécies tra&iciona]mente plantadas dos géneros
Pinus e Eucalyptus (SHIMIZU e OLIVEIRA, 1981).

A araucaria é uma espécie didica e em populagdes naturais, livre de agdes
antropicas, a proporgdo de arvores masculinas e femininas é de aproximadamente
1:1 (BANDEL e GURGEL, 1967). A determinagio de sexo € feita exclusivamente
pela visualizagdo de orgdos florais que comegam a ser produzidos a partir dos 15
anos de idade. Esse fato dificulta os trabalhos de conservagdo e melhoramento
genético, e implantagdo de populagdes para produgdo de sementes para fins
alimenticios ou para produgio de mudas para reflorestamentos.

O uso de uma area natural de Floresta com Araucaria para produgdo de
sementes poderia proporcionar uma renda bruta anual de aproximadamente RS
270,00/ha por ano. Esta estimativa foi obtida considerando uma colheita de 180
kg/ha.ano e um valor de R$1,50/ kg de pinhdo. Em contrapartida, a rentabilidade de
uma Floresta com Araucaria manejada é estimada em R$ 390,00/ano, considerando
que o manejo em regime sustentado previsse a retirada apenas o crescimento anual
em volume de 5 m3/ha.ano, e um valor médio de R$ 78,00/ m> de madeira,
considerando que varia de R$ 56,00/ m® para didmetro menor que 40 cm a R$
100,00/ m® para didmetro acima de 40 cm (CASAGRANDE, 2002 in: informagdes
pessoais). Com base neste exercicio simples, conclui-se que a produgdo de
sementes € uma alternativa economicamente viavel e importante, tendo em vista a
possibilidade de adicionar os valores economicos indiretos proporcionados pela
permanéncia da floresta, relacionados com a conservagdo do solo, da qualidade da
agua, da biodiversidade e dos valores culturais. Com a proibi¢do do corte, talvez a
produgédo de sementes seja a principal opgdo econdmica para proprietarios de terras
com araucaria.

No caso de produgdo de sementes para fins alimenticios ou para produgdo de
mudas, 0 manejo envolve desbastes na fase juvenil da arvore, com a finalidade de
favorecer a permanéncia de arvores femininas e estimular a floragdo das arvores

pela maior entrada de luz (PITCHER, 1975). Como nesta fase, ainda nido se
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conhece o sexo das arvores, a pratica do desbaste poderia remover maior nimero de
arvores femininas, o que é uma situa¢do indesejada para a produgdo de sementes.
Além da produgdo de sementes, o conhecimento do sexo das arvores em idades
jovens ¢ fundamental para definir estratégias de conservagdo € melhoramento

genético da espécie.

A manifestagdo da expressdo sexual em individuos da araucaria, ¢ tardia,
ocorrendo somente apds 15 a 20 anos de idade. Esse assunto tem merecido atengio
dos pesquisadores ha mais de 30 anos. BANDEL e GURGEL (1967) tentaram
diferenciar os sexos por meio de caracteristicas morfoldgicas, testando hipoteses
relacionadas com a forma e densidade da copa e sentido da rotagdo de galhos. Estas
hipéteses, no entanto, ndo foram comprovadas uma vez que, as copas das araucarias
em uma mata fechada adulta formam uma massa compacta, com os dois sexos
apresentando a mesma forma, com a parte superior formando uma linha horizontal e

com a disposig¢do dos galhos e ramos para cima.

Outras hipoteses foram testadas por varios pesquisadores. BANZATTO et
al. (1968), por exemplo, estudou a densidade basica média da madeira de 20 arvores
do sexo masculino e 20 arvores do sexo feminino, oriundas de povoamentos
naturais de araucéria, ¢ ndo encontrou diferengas significativas entre 0s sexos.
AMARAL et al. (1971), deu continuidade ao estudo de BANZATTO et al. (1968), e
verificou que a variagdo interna da densidade no sentido da medula/casca em
arvores dos sexos femininos e masculinos, comportam-se identicamente. PINTO
(1979), afirmou que o crescimento diamétrico € em altura, independe de sua dioicia.
BANDEL (1970), analisou o caridtipo da espécie, que possui n= 13 cromossomos, €
relatou que nfo foi possivel separar os cromossomos sexuais ou alguma estrutura
cromossOmica ligada ao sexo. SOUSA (2000), utilizou a técnica de isoenzimas,
mas também ndo conseguiu diferenciar os individuos masculinos ¢ femininos.

O mecanismo de determinagdo de sexo em espécies didicas ainda ndo é

conhecido, mas muitos trabalhos ja foram realizados, recentemente, no sentido de
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identificar genes, ou seqiiéncias de pares de base que estdo associados a
determinagdo do sexo.

Analises citogenéticas sugeriram que ndo existem Cromossomos Sexuais
heteromérficos que possam ser usados para determinagdo de sexo em Atriplex
garrettii (Chenopodiaceae). No entanto, foi possivel a determinagdo de um
fragmento especifico de DNA em plantas masculinas nesta espécie didica e
diploide, com o uso de marcadores moleculares tipo RAPD (RUAS et al., 1998).
Resultados semelhantes foram observados em Asparagus officinalis L. (JIANG e
SINK, 1997).‘ Com Myristica fragans (Myristicaceae), que € uma espécie arborea €
didica, com possibilidade de distinguir os sexos somente apds seis a oito anos de
idade, as bandas estavam presentes nos individuos femininos € ausente nos
masculinos (SHIBU et al., 2000). O mesmo foi observado em Pistachia vera
(HORMAZA et al., 1994).

Nas ultimas décadas, os marcadores moleculares tornaram-se ferramentas
fundamentais para os estudos em plantas, principalmente na determinagdo da
estrutura genética de populagdes, de similaridades entre progénies, no
estabelecimento de filogenias, na marcagdo de genes especificos ¢ no mapeamento
do genoma (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

Na pesquisa florestal, a maioria dos dados gerados com os marcadores
moleculares provém de espécies de clima temperado e subtropical, principalmente
dos géneros Pinus e Eucalyptus. Estes resultados tém demonstrado que a tecnologia
de RAPD (“Random Amplified Polymorphic DNA”) ¢ uma técnica rapida, precisa,
com sensibilidade e relativamente de baixo custo para analise do genoma de
espécies arbéreas (CHEN e PHILLIPS, 1996; FERREIRA e GRATTAPAGLIA,
1998).

- A utilizagdo de marcadores moleculares- RAPD, na identificagdo do sexo em
qualquer estagio de desenvolvimento da araucaria podera contribuir, de maneira

significativa, para diminuir o tempo necessario para definir os individuos que irdo
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compor as populagdes de conservagdo genética, populagSes de melhoramento €
populagdes de produgdo de sementes.

Esta dissertagdo tem como objetivo identificar marcadores moleculares,
utilizando a técnica RAPD, ligados a expressdo sexual em individuos de 4raucaria
angustifolia (Bert.) O. Ktze.

A identificagdo de um marcador, ligado a expressdo sexual da araucana,
integrara os seguintes objetivos especificos: testar e adaptar métodos de extragdo de
DNA; determinar a quantidade ideal de reagentes para que os fragmento especificos
de DNA sejam amplificados com eficiéncia e vistos nitidamente no gel de agarose;
selecionar marcadores potenciais na identificagdo de sexo, que mostrarem bandas
em um dos “bulks” (feminino ou masculino); validar os marcadores selecionados

em “screening” de amostras individuais de arvores masculinas e femininas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A Araucaria angustifolia

2.1.1. Distribui¢@o Natural da Araucaria angustifolia

A érea original da araucaria no Brasil era de aproximadamente de 250.000km”
(SOUSA, 2000), concentrada no Parana (40%), Santa Catarina (31%), Rio Grande
do Sul (25%), uma pequena area no sul de Sdo Paulo (3%) ¢ Minas Gerais (1%) ¢
em pequenas areas de montanhas no Rio de Janeiro e Espirito Santo
(LAMPRECHT, 1990). A espécie tinha como limites latitudinais, 18°S (Minas
Gerais) e 31°30°S (no Rio Grande do Sul). A leste limitava com as formagdes da

Serra do Mar (incluindo 4reas de Sdo Paulo, Minas Gerais e Rio de Janeiro) e ao

oeste, com a provincia Argentina de Missiones (FIGURA. 1).

FIGURA 1. DISTRIBUICAO NATURAL DA Araucaria angustifolia. IN: HUECK, L.
VERBREITUNG UND STANDORSANSPRUCHE DER BRASILIANISCHEN ARAUKARIE

(Araucaria angustifolia). FORSSTSWISS. CENTRALBLTT, n. 70, p. 279, 1952.
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A Floresta com Araucaria ocorre em altitude entre 500 a 2.300 m acima do
nivel do mar, contudo predomina em areas entre 500 a 1.500 m, preferencialmente
em areas com categorias climaticas Cfb e Cfa de Koppen, correspondente a clima
sub-tropical tmido sem estagdes secas, mas com verdo quente. Sua distribui¢do por
volta de 1.300 m, a araucaria ocorre em areas isoladas (“capdes”) entre os campos,
com ar seco e frio (CARVALHO, 1994).

A temperatura média em regides de ocorréncia da araucaria, € de 20° a 21°C
no verdo, € 10° a 11°C no inverno. As regides com araucaria mostram 1.270 a
2.494 mm de precipitagdo de chuva anual (GOLFARI, 1971).

A agdo antrépica reduziu drasticamente a area de vegetagdo original do
bioma. No inventario de espécies florestais do Sul do Brasil, publicado pelo
IBDF/FUPEF em 1978, foi estimiada que a cobertura da Floresta com Araucaria nos
estados, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul; era de 565418 ha,
correspondente a 3% da area original. Em 1993, o remanescente era de apenas
1,48% da 4rea original (SOS Mata Atlantica, 1993).

2.1.2. Descrigdo da Araucaria angustifolia

A Araucaria angustifolia, pertence a Classe Pinopsida, Ordem Pinales, ¢
familia Araucariaceae, observada unicamente no Hemisfério Sul. Conta com dois
géneros: Araucaria Juss. e Agathis Salisb. O género Araucaria esta representado
por 14 espécies, sendo duas na América do Sul e 12 na area do Pacifico Meridional,
deste subtotal, sete s@o nativas de Nova Caledoénea (CARVALHO, 1994).

A araucaria possui ampla distribuigdo geografica no Brasil.
Conseqiientemente, diferengas fenotipicas tém sido detectadas em populagdes
naturais. MATTOS (1972) reconhece cinco diferentes “variedades” de araucaria no
Brasil: dependens, striata, catharinensis, caiova e indehiscens. REITZ ¢ KLEIN

(1966), propdem nove “variedades”: elegans, sancti josephi, angustifolia, caiova,



indehiscens, nigra, striata, semi-alba € alba, as quais sdo classificadas pela cor das
sementes maduras.

A araucdria ¢ uma arvore perenifolia de aspecto contrastante com as demais
arvores. Comumente atinge entre 10 a 25 m de altura e 50 a 120 cm de DAP
(didmetro a altura do peito). O tronco é reto e quase cilindrico e o fuste pode atingir
20 m ou mais de comprimento. A vistosa copa ¢ alta, estratificada, umbiliforme
tipico da idade avangada e uma copa piramidal, oval ou colunar em exemplares

jovens (FIGURA 2).

FIGURA 2. Araucaria angustifolia. - ASPECTOS MORFOLOGICOS GERAIS.
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A casca possui espessura de sete cm (CARVALHO, 1994), é espessa, de
coloragdo cinzenta escura e rugosa com rachaduras (LAMPRECHT, 1990). As
aciculas sdo de uma consisténcia coridcea, sésseis e pontiagudas, com até seis cm de
comprimento por um cm de largura. As flores sdo unissexuadas sendo as masculinas
em amento cilindrico, ¢ as femininas em estrobilo. As sementes desenvolvem-se a
partir de 6vulos nus, sem a presenga de ovarios € possuem geralmente tegumento

duro e endosperma abundante (CARVALHO, 1994).

2.1.3. Fenologia e Biologia Reprodutiva

A araucdria é uma espécie didica, apresentando, portanto, arvores femininas
e arvores masculinas. Os raros individuos mondicos sdo decorrentes de danos

fisicos ou consequéncias de doengas. (REITZ e KLEIN, 1966).

A polinizagdo € realizada pelo vento. O amadurecimento do pdlen e a
subseqgiiente polinizagdo efetuam-se de agosto a outubro no Sul do Brasil e de
outubro a dezembro em Minas Gerais. Quanto a floragdo, o amentilho, estrutura

masculina (FIGURA 3), ocorre de agosto a dezembro (CARVALHO, 1994).

FIGURA 3. ESTRUTURA REPRODUTIVA
MASCULINA EM Araucaria angustifolia.
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O estrobilo € polinizado e o periodo que as pinhas levam até ficarem maduras
é de dois anos, porém o ciclo completo que vai desde o carpelo primordial a
semente, da-se em um periodo de aproximadamente quatro anos (SHIMOIA, 1962).
O estrobilo é visivel o ano todo. As pinhas maduras (FIGURA 4) se encontram
desde fevereiro até dezembro, com didmetro de aproximadamente 17 cm e 12 cm de
comprimento (CARVALHO, 1994).

FIGURA 4. ESTRUTURA REPRODUTIVA FEMININA FCDA EM Araucaria angustifolia.

-

As pinhas (FIGURA 4) contém em média 100 a 120 sementes, de cor marrom
clara, com o comprimento de dois a quatro cm e uma largura de dois cm cada uma
(FIGURA 5).

FIGURA 5. SEMENTES DE Araucaria angustifolia.
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O peso de 100 sementes oscila entre 1200 a 7700 g. Atingida a maturidade das
sementes, as pinhas se abrem nos meses de margo a junho, liberando as sementes ou

caem no chéo ainda fechadas. (CARVALHO, 1994).

Levantamentos em povoamentos naturais ndo explorados revelam uma
proporgdo de 52,4% de arvores masculinas para 47,6% de femininas (BANDEL e
GURGEL, 1967). A proporgdo de sexo é muito importante para a conservagio da
variabilidade genética da espécie, pois estd diretamente relacionada com o tamanho
efetivo da populagdo (Ne), que representa seu tamanho genético. GREGORIUS
(1983) formulou um modelo para a determinagdo da proporgido de sexo, que otimize
a eficiéncia da polinizagdo em populagdes didicas, que esteja com a proporgdo alta
de plantas femininas. De acordo com o modelo, o excesso de plantas femininas €
benéfico quando o namero de grios de pélen por planta masculina é de alta

eficiéncia.

FINKELDEY (1998) sugere que as possiveis causas para ocorréncia de
diferentes proporgdes de sexos em populagdes didicas podem ser causadas pelas
diferengas no crescimento, idade de maturagdo ou longevidade entre os dois sexos.
A diferenga no crescimento e particularmente a diferenga entre o tamanho dos
individuos adultos em fungdo do sexo, podem resultar no corte de arvores de um
dos sexos que cresceu mais, alterando a proporgdo natural do sexo. A sobrevivéncia
pode ser diferente entre plantas femininas e masculinas. Observou ainda, maior
mortalidade nos individuos masculinos (2,3 machos: 1 fémea) em populagdes de

Smilax herbacea.

Para esses casos, ¢ fundamental estabelecer um plano de manejo
considerando o sexo de cada individuo a ser mantido na floresta, de forma a garantir

a variabilidade genética e consequentemente a sustentabilidade dessa floresta.
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2.1.4. Importancia Economica e Ecolégica da Araucaria angustifolia

A araucaria pode ser usada como arvore ornamental em parques € jardins e as
sementes sdo usadas como alimenta¢do humana e animal. Contudo, a sua madeira ¢
o produto mais valorizado, ¢ foi um dos principais produtos de exportagdo no
primeiro periodo do século passado. A espécie pode produzir fustes retilineos e
cilindricos com até 20 m de comprimento, madeira com fibras longas e livres de
canais resiniferos. O alburno da araucaria é amarelado e seu cerne tem uma cor
marrom clara, freqiilentemente com estrias de cor vermelha ¢ marrom. A parcela do

lenho tardio nos anéis de crescimento € reduzida.

A madeira pode ser utilizada para diversos fins, como moéveis finos, madeira
decorativa para interiores € de ressondncia, confec¢do de palitos de fosforos, cabos
de vassoura ou ferramentas, fabricagdo de celulose, papel, chapas de fibra ou
compensados. Os troncos extremamente cilindricos garantem um alto grau de
aproveitamento. Os galhos da copa ¢ os nés de pinho resinosos, também sdo
procurados para obras de entalhe ¢ fornecem um cobigado material combustivel.
(LAMPRECHT, 1990).

As multiplas aplicagdes e 6tima qualidade da madeira da araucaria fizeram
uma das espécies mais exploradas no Brasil no século passado. No entanto, 0 maior
problema observado com a Floresta com Araucéria € o fato da forra de exploragdo,
ndo considerar a baixa capacidade de sustentabilidade da regeneragido natural da
espécie (LAMPRECHT, 1990), causando, deste modo, a diminuigdo drastica da
variabilidade genética dessas populagdes ou até mesmo, a extingdo da maioria de

suas populagdes naturais em areas onde foram efetuadas corte raso.
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2.2. BIODIVERSIDADE E VARIACAO GENETICA

A biodiversidade, como fator ecoldgico é de suma importdncia para a
manutengdo da variabilidade genética e consequente conservagdo da espécie, a

araucaria.

A variagdo genética é de fundamental importéncia, pois representa o potencial
de evolugdo e uso do recurso genético de todas as espécies. Muitos fatores atuam na
variagdo genética incluindo propriedades bioldgicas das espécies e fatores biofisicos
do ambiente. As alteragdes do meio biofisico, como as mudangas climaticas ao
longo da histdria geoldgica e o a exploragdo inadequada do recurso florestal afetam
a sobrevivéncia e o crescimento dos individuos, prejudicando a sustentabilidade do
bioma. No caso do bioma Floresta com Araucaria, a exploragiio continua e
extrativista, ndo deixou reservas suficientes para assegurar a produg@o sustentada e
a conservagdo do acervo génico da espécie (CARVALHO, 1994; LAMPRECHT,
1990).

2.2.1. Melhoramento e Conservagdo Genética

O melhoramento genético ¢ uma das mais valiosas estratégias para o
aumento da qualidade e da produtividade de espécies cultivadas pelo homem, de
forma sustentavel e ecologicamente equilibrada (BOREM, 1997).

O melhoramento genético proporcionou grande aumento na produtividade de
espécies florestais usadas no reflorestamento no Brasil, principalmente para
espécies dos gé€neros FEucalyptus e Pinus. Por esse motivo, o melhoramento
florestal ainda continuara a desempenhar importante papel na melhoria da
rentabilidade do empreendimento florestal nas proximas décadas, principalmente
para espécies como a araucaria, que ndo tem recebido muita atencdo dos

reflorestadores.
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Algumas variaveis, tradicionalmente empregadas consideradas nos programas
de melhoramento, como o crescimento em volume, a forma do fuste, a
uniformidade das arvores, e a produgdo de madeira de alta qualidade, continuardo a
receber ateng@io. Todas essas varidveis contribuem para aumentar a quantidade ¢ a
qualidade do produto, e aumentando a rentabilidade e competitividade do

empreendimento.

GURGEL FILHO (1980) cita que, apesar da espécie ser a unica conifera
autdctone com grande valor econdmico e em risco de extingdo no sul Brasil, as
Florestas com Araucaria ndo foram objeto de estudos que possibilitassem uma
regeneragdo natural adequada, nem a espécie foi utilizada no estabelecimento de
plantagdes em larga escala. Os esfor¢os para o melhoramento genético das
populagdes tém sido incipientes e os investimentos nos reflorestamentos com a
espécie ndo tem recebido muita atengio dos reflorestadores devido & sua baixa taxa
de crescimento, quando comparada com espécies dos géneros Pinus € Eucalyptus
(SHIMIZU e OLIVEIRA, 1981).

A definigido de estratégias de conservagdo dos recursos genéticos é baseada
no conhecimento do nivel de variabilidade genética existente entre ¢ dentro
populagdes, fato essencial para a sobrevivéncia e continuagdo da evolugdo da
espécie. Uma redugdo da diversidade genética natural diminui o botencial da
espécie em se ajustar as mudangas do ambiente natural e também limitard as
possibilidades do homem manipular geneticamente esses recursos. (BOREM,
1997).

A visualizagdo e compreensdo dessa estrutura genética dependerdo, por sua
vez, dos conhecimentos sobre a biologia reprodutiva da espécie em questdo. Os
testes de procedéncias e progénies de espécies florestais sdo de grande valia na

caracterizag¢io da estrutura genética das populagdes (KAGEYAMA e DIAS, 1982).

No caso especifico da araucaria, ha possibilidades de se obter geragdes

melhoradas com expressivos ganhos ou avangos genéticos, quantitativo e
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qualitativo, visando florestas tdo rentaveis e em menor espago de tempo quanto as
florestas plantadas de Pinus e Eucalyptus (GURGEL FILHO, 1980).

A utilizagdo de métodos genéticos, para descrever o sistema reprodutivo da
espécie, trouxe novas perspectivas para a conservagio e para melhoramento

genético da espécie.

2.2.2. Marcadores Genéticos

Marcadores genéticos sdo caracteristicas que diferenciam dois ou mais
individuos e sdo herdadas geneticamente. Diferentes tipos de marcadores foram
desenvolvidos para estudos genéticos em plantas. Cada tipo de marcador tem
aplicagBes especiais na genética florestal. De acordo com MILACH (1998), os
marcadores genéticos mais comuns $30:

a) Caracteristicas morfoldgicas e/ou produtos de metabdlitos secundarios com
heranga mendeliana simples, como a cor e forma das sementes, e outras partes
da planta, e/ou componentes bioquimicos como terpenos em coniferas.

b) Incompatibilidade prezigética.

¢) Marcadores citogenéticos.

d) Marcadores de proteinas (isoenzimas).

e¢) Marcadores moleculares ou marcadores de DNA.

2.2.3. Marcadores Moleculares

Os distintos tipos de marcadores moleculares hoje disponiveis diferenciam-se
pela tecnologia utilizada para revelar variabilidade em nivel de DNA, e assim
variam quanto a habilidade de detectar diferengas entre individuos, custo, facilidade

de uso, consisténcia e repetibilidade. Os principais tipos de marcadores moleculares
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podem ser classificados em dois grupos, conforme a metodologia utilizada para
identificéa-los: hibridizagdo ou amplificagdo de DNA.

a) Entre os identificados por hibridiza¢do estdo os marcadores RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism) e minissatélites ou locos VNTR (Variable
Number of Tandem Repeats).

b) Aqueles revelados por amplificagdo incluem os marcadores do tipo: RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA); SCAR (Sequence Characterized
Amplified Regions); STS (Sequence Tagged Sites); Microssatélite ¢ AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism).

As principais etapas requeridas para obtengdo de resultados variam com o tipo

de marcador molecular utilizado. (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

Atributos como consisténcia e tempo para obtengdo de resultados, nivel de

polimorfismo obtido, custo e facilidade de uso sdo importantes para a

implementagdo de marcadores moleculares na rotina de um programa de

melhoramento e de conservagdo genética.

Enquanto que marcadores de RFLP tém sido utilizados em estudos de
mapeamento comparativo por causa da consisténcia dos resultados obtidos, estes
tendem a ser mais caros € mais dificeis de serem utilizados para conhecer a
estrutura destas populagdes. Por outro lado, marcadores identificados por
amplificagdo, especialmente RAPDs, sdc mais faceis de manipular e de custo
menor, sendo, portanto, bastante usados nos estudos de estrutura entre individuos de
uma mesma populagdo e dentro de populagGes diferentes. Outros marcadores como
microssatélites e AFLP revelam mais polimorfismo e t€ém sido a melthor opgéo para

espécies onde este € limitado.

Muitos sdo os aspectos envolvidos na escolha do tipo de marcador molecular
a ser utilizado, por isso nfo existe aquele que possa ser considerado superior para
todos os atributos. Por esta razdo, as opgOes disponiveis devem ser analisadas antes

de ser decidido o tipo de marcador a ser empregado.
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Marcadores moleculares podem ser empregados em programas de
melhoramento de plantas para diferentes finalidades (LEE, 1989):

a) Monitoramento e organizagdo da variabilidade genética.

b) Selegdo assistida por marcadores moleculares.

c) Protegdo de cultivares.

No caso de espécies perenes, de ciclo longo, o uso de marcadores moleculares
¢ de especial interesse quando a caracteristica fenotipica demora alguns anos ateé ser
expressa (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998), como é o caso do sexo da
plantas de araucaria. Além disso, os marcadores moleculares apresentam a
vantagem de acessar diretamente a variabilidade de DNA, portanto ndo €
influenciado pelo ambiente, como sfo, por exemplo, os caracteres morfologicos e
fenotipicos em geral de uma planta.

Entre outros usos dos marcadores moleculares, MILLACH (1998);
FERREIRA e GRATTAPAGLIA (1998) destacam:

a) A possibilidade de planejar os cruzamentos de um programa de forma a
maximizar as diferengas genéticas entre gendtipos elites, diferengas essas que
muitas vezes ndo podem ser observadas ao nivel de fenéﬁpo.

b) A possibilidade de organizar o germoplasma do programa em pools génicos,
facilitando a escolha e diminuindo o numero de combinagdes a serem feitas pelo

melhorista.

2.2.3.2. PCR — Reagéo de Polimerizagdo em Cadeia.

PCR é um método in vitro que sintetiza seqiiéncias especificas de DNA. Esta
reacdo utiliza um DNA que ¢ usado como "molde" e primers, que sdo
oligonucleotideos (pequenas seqiiéncias que complementam o DNA), que
hibridizam com hemi-hélice do molde de DNA para que seja copiada. A copia do
molde € catalizada pela enzima 7aq polimerase, extraida de uma bactéria que pode

sobreviver em altas temperaturas denominada Thermus aquaticus. Uma série de
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ciclos repetitivos faz que o molde seja separado em suas hemi-hélices, os “primers”
hibridizem com o molde, a polimerase catalize a ligagdo de nucleotideos para
formar uma nova cdpia da regido de interesse do DNA. Como cada cépia produzida
em um ciclo pode servir de molde no proximo ciclo, a copia do DNA ocorre de
forma exponencial. Em aproximadamente 20 ciclos, a concentragio de DNA
aumenta aproximadamente um milhdo de vezes. (WILLIAMS, 1990).

2.2.3.3. RAPD - Polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (MULLIS, 1991).

O RAPD ¢ uma das técnicas baseadas na metodologia de PCR - Reagdo em

Cadeia de Polimerase (WILLIAMS, 1990). Para amplificagdo especifica da

sequéncia de DNA, via PCR, é utilizado uma enzima DNA polimerase, cofatores,

desoxirribonucleotideos trifosfatos (dANTP’s), solugGes tampdes apropriadas,

“primers” (oligonucleotideos) e o molde de DNA. Este sistema ¢ colocado sob

condigdes controladas de temperatura. Os fragmentos de DNA sdo amplificados

exponencialmente por 25 a 45 ciclos, separados por eletroforese, € visualizado por
brometo de etidio.
Um ciclo de PCR estar4d completo ap0s a terceira etapa (elongagéo), descrito

a baixo:

a) Desnaturagdo térmica da dupla-hélice do DNA, por meio de altas temperaturas
(91 a 95° C) por cerca de um minuto.

b) Anelamento de oligonucleotideos ao DNA molde. As temperaturas durante a
fase de anelamento variam entre 65 a 72° C durante 2 a 5 minutos, dependendo
do oligonucleotideo e do tamanho da sequencia a ser amplificada.

¢) Duplicagio e elongagdo (extensdo), temperatura a 72° C pela agdo da DNA
polimerase em presenga de d-nucleotideos (dNTP’s).

O namero de ciclos pode variar também entre 25 a 40 ciclos, de acordo com

o objetivo e condi¢des utilizadas.
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Os marcadores tipo RAPD podem ser usados para:

Obtengdo de “fingerprints” gendmicos de individuos, variedades ou
populagdes.

Analise da estrutura e diversidade genética em populagdes naturais,
populagdes de melhoramento e bancos de germoplasma.

Estabelecimento de relacionamentos filogenéticos entre diferentes espécies.

A construgdo de mapas genéticos de alta cobertura gendmica e a localizagdo

de genes de interesse.

2.2.3.4. Vantagens dos marcadores RAPD:

FERREIRA e GRATTAPAGLIA (1998) apontam as seguintes vantagens na

utilizagdo dos marcadores RAPD:

a)

b)

O polimorfismo detectado pelos marcadores RAPD tem natureza binaria, isto €,
o segmento amplificado (banda no gel) esta presente ou ausente.

Possibilidade de detecgdo de polimorfismo pela visualizagdo direta das bandas |
no gel, eliminando todas as etapas de transferéncia de DNA para membranas
(“Southern blot”), hibridizagdo com sondas e autoradiografia.

Nio requer o desenvolvimento prévio de uma biblioteca de sondas especificas
para o organismo de interesse. Um conjunto unico de “primers” pode ser
utilizado para qualquer organismo.

Quantidade minima de DNA necessaria (alguns nanogramas) para a analise
genotipica de um individuo.

Geragdo de uma grande quantidade de polimorfismo de segmentos de DNA,

distribuidos por todo o genoma do organismo.
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O RAPD fornece um tipo de polimorfismo de DNA detectado na presenga ou
auséncia de bandas discretas de DNA, apresentando a desvantagem de ser um
marcador dominante, ndo detectando os individuos heterozigodticos, ao contrario de
que acontece com o marcador RFLP, que tem heranga co-dominante (FERREIRA ¢
GRATTAPAGLIA, 1998).

Uma grande vantagem, dos marcadores RAPD, ¢ a quantidade minima de
DNA necessaria para a analise genotipica de um individuo. Enquanto em RFLP sdo
necessarias dezenas de microgramas de DNA, para RAPD sdo necessarias apenas
dezenas de nanogramas (FERREIRA ¢ GRATTAPAGLIA, 1998). O RAPD tem se
mostrado mais eficiente do que o RFLP em eficiéncia em relagdo ao tempo e mlo-

de-obra (PARAN e MICHELMORE., 1993).

2.2.3.5. BSA - Anaélise de conjunto de amostras.

Com o desenvolvimento de técnicas cada vez mais eficientes para a avaliagdo
do DNA, foi criada uma técnica para identificagdo de regides gendmicas associadas
a caracteres de heranga simples que envolve a anilise da mistura de DNA de
individuos, que foi modificada por MICHELMORE et al. (1991). Foi proposto que
essa mistura do DNA para a rapida identificagdo de marcadores em regides
especificas do genoma utilizando populagdes segregantes, técnica batizada de “BSA
— Bulked Segregant Analysis”. A técnica foi proposta com base no uso de
marcadores RAPD em vista de grande eficiéncia deste tipo de marcador para
detectar polimorfismo, entretanto pode ser igualmente utilizado por qualquer outra
técnica de marcadores.

O procedimento consiste em detectar diferengas entre duas amostras
agrupadas de DNA obtidas em uma populagdo segregante. Estas amostras
agrupadas (“bulked samples™) sdo constituidas ao se misturar quantidades iguais de

DNA de individuos selecionados com base na expressdo fenotipica de um carater
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para se ter um gendtipo idéntico em uma regido gendmica de interesse (“regido
alvo”) e gendtipos ao acaso em regides ndo ligadas a regido alvo. Assim as duas
amostras de DNA tendem a diferir somente na regido selecionada (apresentam
polimorfismo) e serdo monomorficas para toda as outras regides. A selegdo de
individuos para construir os “bulks” ¢ feita identificando os fenétipos extremos de
uma populagdo segregante para caracteristicas de interesse. O DNA das amostras
agrupadas ¢ entdo testado com um grande nimero de marcadores buscando-se
aqueles que apresentem bandas presentes em uma e ausente em outra. A evidéncia
preliminar de ligagdo génica entre o0 marcador polimdrfico e o loco alvo, ¢ em
seguida confirmada utilizando-se de todos os individuos da populagdo segregante
em um exercicio tradicional de co-segregagio genética entre marcador e fendtipo.

Basicamente, a técnica BSA utiliza uma selegdo gendémica prévia para
reduzir drasticamente o esforgo necessario para a identificagdo de ligagdo génica, €
focaliza a andlise diretamente na regido do genoma associada ao carater de
interesse(FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

BSA ¢ muito util para a identificagdo de marcadores em regides de mapas
genéticos ainda ndo descobertos. (MICHELMORE et al., 1991).

2.3. DIOICIA EM ARAUCARIA.

Embora a araucaria seja uma espécie diodica, foram constatados alguns casos
de individuos monodicos (BANDEL e GURGEL, 1967, MATTOS 1972; REITZ e
KLEIN, 1966). No entanto, REITZ e KLEIN (1966) consideram que essa anomalia
se deva ao ataque do fungo Uleiela paradoxa Schreete, ou algum trauma, e pode ser
manifestado de diferentes formas:
a)  Arvores produzindo flores masculinas ¢ femininas todos os anos.
b) Arvores produzindo somente flores masculinas em alguns anos e flores

masculinas e femininas, conjuntamente, em outros
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¢) Arvores masculinas que, a partir de uma determinada época, passaram a

produzir somente flores femininas.
2.3.1. Caracteristicas Morfologicas Associadas ao Sexo das Plantas

Pesquisas feitas com Chorophora excelsa indicaram uma correlagdo entre o
sexo ¢ a forma da copa das arvores (LAWTON, 1955). Também foi observado que
as arvores femininas tém a copa mais larga do que as masculinas em Ginkgo biloba
(LLOYD e WEBB, 1977) e em Juniperus communis (PAULEY, 1949).

Em Populus sp. é possivel determinar o sexo das arvores através da
coloragdo de suas folhas (BUGALA, 1951). Em Populus tremula L. o comprimento
dos peciolos das folhas foi de 20 a 25% maior nas arvores masculinas (IL’IN,
1969). No entanto, em Populus tremuloides Michk., o &ngulo de insergdo dos
galhos ndo diferiu significativamente entre os sexos (EINSPAHR, 1960), e
nenhuma relagdo foi encontrada entre o sexo e a forma do tronco e o tipo de
ramificagdo de Populus deltdides Marsh (FARMER JR, 1964).

BANDEL e GURGEL (1967) testaram as seguintes hipéteses visando
diferenciar morfologicamente os dois sexos em araucaria:

a) As arvores femininas teriam os galhos da copa mais inclinados que nas arvores
masculinas, possivelmente por causa do peso das pinhas. Esta inclinagdo dos
galhos mais inferiores da copa seria bem abaixo da linha horizontal
imaginaria.

b) As arvores femininas apresentariam uma rotagdo dos galhos motivados pelo
peso das pinhas, e o sentido da rotagdo da inser¢do das aciculas nos galhos de
uma arvore feminina seria na diregdo anti-horaria, € na masculina na diregéo
horéria.

¢) Os galhos das arvores femininas apresentariam mais aciculas e mais ramos do
que as masculinas; deste modo, uma arvore feminina quando observada por

baixo, apresentaria uma copa mais densa de que uma arvore masculina.
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No entanto, os autores ndo detectaram nenhuma distingdo morfologica na
araucaria em fungdo do o sexo, ndo confirmando nenhuma das hipdteses

formuladas.

2.3.2. Caracteristicas Fisiologicas Ligadas ao Sexo de Planta

LLOYD e WEBB (1977); SALISBURY e ROSS (1969); postularam que o
sexo de populagdes de angiospermas didicas seja determinado através do balango de
auxina e giberelina, durante a diferenciagdo do botdo floral. De acordo com esses
autores, alto contetido de giberelina indica uma tendéncia de formar plantas
masculinas. Essa forma de diferenciagdo ndo teria aplicagfio pratica na araucaria,
pois seria necessario esperar o inicio da formagdo do botdo floral e, nesse, ndo
haveria necessidade de métodos indiretos para a diferenciagdo.

Entre outros métodos testados, podem ser destacados:

a) Maior atividade (1,4 a 4,2 vezes) da peroxidase nas folhas de arvores
femininas de Populus tremula do que nas arvores masculinas e maior oxidagdo
de suas enzimas, especialmente a polifenoloxidase, nas madeiras de alburno de
arvores femininas, quando comparadas as masculinas (KOCANVSHLJ, 1968).

b) Maior (15 a 20%) taxa de fotossintese em arvores masculinas que nas arvores
femininas de Populus tremula (FEDOROV, 1970).

c) Mais antocianina nos caules nas plantas masculinas que nas femininas em

Silene alba NIGTEVECHT, 1966).
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2.3.3. Propriedades Fisicas da Madeira

Entre as propriedades fisicas da madeira, a densidade basica é considerada
uma das mais importantes, porque é usada como referéncia na determinacdo da
qualidade da madeira. Também a umidade se constitui em valioso indice, pois dela
depende grande parte das propriedades de resisténcia da madeira (KOLLMANN,
1959). Devido a isto, algumas pesquisas foram desenvolvidas para testar a possivel
variabilidade dessas propriedades fisicas entre as madeiras de arvores femininas e
masculinas, visando determinar se ha diferengas entre os sexos.

Em Populus tremula, os valores da densidade e do teor de umidade de
amostras de madeira de arvores masculinas foram entre 5 a 10% mais alto que em
drvores femininas (RANGELOV, 1969). No entanto, estudos de densidade da
madeira ao nivel de DAP, no sentido medula-casca, ndo apresentaram diferengas
significativas entre as amostras de arvores masculinas e femininas de araucaria
(AMARAL et al,, 1971; BANZATTO et al,, 1969).

2.3.4. Relagdo entre Proporg¢do de Sexo e Mortalidade

O indice de mortalidade parece estar ligado ao sexo em algumas espécies.
LLOYD e WEBB (1977); PUTWAIN e HAPPER (1972), relatam maior
mortalidade entre individuos masculinos de Rumex acetosa que entre os femininos.
O mesmo foi observado com Silene Alba e S. dioica por LLOYD e WEBB (1977).
Em contraste, o indice de mortalidade das plantas femininas foi mais elevado do
que o das plantas masculinas em Asparagus officinalis, Potentilla fruticosa €
Juniparus communis (LLOYD e WEBB, 1977). O grande indice de mortalidade de
plantas femininas de A4. officinalis deveu-se ao fato de que as plantas masculinas
produzem mais biomassa que as femininas, aumentando as condigGes de

sobrevivéncia.
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2.3.5. Relagio entre Sexo e o Crescimento em DAP € em Altura

Hipoteses levantadas por varios pesquisadores, tentam comprovar a relagéo
entre 0 sexo € o crescimento em DAP ¢ em altura nas espécies didicas. FARMER
(1964), em pesquisas com Populus deltoides, verificou que nas arvores do sexo
masculino apresentam crescimento significativamente maior que arvores femininas.
O mésmo fato foi constatado com 7Zaxus baccata, Ginko biloba e espécies do
género Aciphyla (LLOYD e WEBB, 1977). Em contraste, arvores femininas de
Populus tremula, Silene roemeri e Antennaria dioica tiveram maior incremento em
altura e em DAP que as masculinas (LLOYD e WEBB, 1977). Em Petasites nivens,
as plantas femininas apresentaram maior altura que as masculinas somente apos o
inicio da floragdo (LLOYD ¢ WEBB, 1977).

No entanto, ndo foram detectadas diferengas no crescimento em altura e DAP

entre arvores masculinas e femininas de araucaria (PINTO, 1979).

2.3.6. Proporgdo de Plantas Femininas e Masculinas em Espécies Didicas

As pesquisas sobre a proporg¢do do sexo em espécies didicas revelam que a
proporgdo teérica esperada, de 1:1, nem sempre se verifica na pratica. Em
povoamentos naturais de Fraxinus americana e de Populus tremuloides, a
proporgdo do sexo ndo diferiu significativamente de 1:1, tanto em populagdes
naturais como nos cruzamentos controlados (LOYD e WEBB, 1977).

Ja CAREV (1969), estudando a proporgdo do sexo em povoamentos naturais
de Populus tremula, encontraram uma rela¢dio de 1: 45 e 1: 2,5 entre arvores
femininas e masculinas, respectivamente. Amostragens mostraram uma significante

preponderdncia de individuos masculinos em populagdes selvagens de Petasites
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Japonicus (LOYD e WEBB, 1977), e em populagdes naturais de Silene ofites
(GRANT, 1975).

Os escassos levantamentos sobre a propor¢do de sexo em araucaria, tanto em
povoamentos naturais como em plantagdes ndo desbastadas, revelam maior
porcentagem de plantas masculinas sobre as femininas. Um levantamento realizado
por BANDEL e GURGEL (1967) em vinte povoamentos naturais ndo desbastados,
nos estados do Parana, Santa Catarina, Rio Grande do Sul e Sdo Paulo; revelou uma
proporg¢do estatisticamente significativa de 52,4% de arvores masculinas e 47,6%
para as femininas. O sexo dessas arvores foi identificado pela visualiza¢do dos seus
orgdos florais, desconsiderando aquelas arvores que ndo foram possiveis de

identificagio.

2.3.7. Caracteristicas Cromossomicas

Estudos citolégicos também tém sido realizados para detectar diferencgas nas
caracteristicas cromossOmicas de arvores masculinas ¢ femininas em espécies
didicas MITTWOCH, 1967). Ha evidéncias de que, em algumas espécies didicas, a
producdo de flores, assim como a época do inicio da floragdo, esta associada com as
diferengas cromossomicas entre os sexos. Em Rumex, subgénero Acetona, € em
Silene alba, os cromossomos de plantas femininas € masculinas sdo diferenciados,
mas a maioria das plantas didicas, ndo apresentam diferenciagdo cromossOmica
entre os sexos. (LOYD e WEBB, 1977).

Em araucaria, cujo numero de cromossomos é de 2n= 26, ndc foram
observados os possiveis cromossomos sexuais ou alguma estrutura cromossémica

que possibilitem a distingdo dos sexos (BANDEL, 1970).
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2.3.8. Determinagdo de Sexo com o uso de Marcadores Moleculares:

Com os avangos das técnicas da biotecnologia, torna-se cada vez mais
possivel desvendar processos fisiologicos e morfologicos das plantas, que estdo
intimamente ligados 4 sua genética. Cromossomos, genes, seqiiéncias de pares de
base, todos interagindo uns com os outros € estes com o ambiente. Os marcadores
moleculares permitem que fragmentos de DNA, independente da espécie e clonados
para sua posterior utilizagao.

O mecanismo de determinagdo de sexo em espécies didicas ainda ndo €
conhecido, mas muitos trabalhos ja foram realizados, no sentido de identificar
genes, ou seqiiéncias de pares de base que estdo ligados a determinag@o do sexo.

O uso de marcadores moleculares tipo RAPD permitiu a determinagio de
um fragmento especifico de DNA de plantas masculinas em Atriplex garrettii
(Chenopodiaceae), uma espécie didica e diploide, na qual ndo foram detectados
cromossomos sexuais heteromorficos através de andlises citogenéticas (RUAS et
al., 1998). Nesse estudo, foram testados 150 primers; com amostras de 10 plantas
adultas masculinas ¢ 10 plantas adultas femininas; para a formagéo de dois “bulks”
usados na comparagdo das bandas por polimorfismo, ou seja, verificagdo da
presenga da banda nos individuos masculinos e auséncia nos individuos femininos.
Resultados semelhantes foram observados em Asparagus officinalis L. (JIANG e
SINK, 1997).

Em Pistachia vera, HORMAZA et al. (1994) observaram que as bandas
 estavam presentes nos individuos femininos e ausentes nos masculinos.
Semelhantes resultados foram observados com Myristica fragans (Myristicaceae),
uma espécie arborea e didica, € que é possivel distinguir o sexo da planta somente

apoOs seis a oito anos de idade (SHIBU et al., 2000).



3. MATERIAL E METODOS

3.1. IDENTIFICACAO DE SEXO

O material vegetativo, constituido de folhas jovens, de individuos adultos,
foi coletado nas areas da Empresa Celulose Irani S.A. localizada em Campina da
Alegria, distrito do municipio de Vargem Bonita, no Estado de Santa Catarina. A

area de coleta era constituida de uma populagdo natural de araucaria, sem registro

de exploragdo, situada a 26° 53’ de latitude Sul, e 51° 6” longitude Qeste, 1050 m

de altitude acima do nivel do mar (F IGURA 6).

FIGURA 6. AREA DE COLETA DO MATERIAL VEGETATIVO DE PLANTAS FEMININAS E
MASCULINAS DE Araucaria angustifolia, EM CAMPINA DA ALEGRIA, SC.

Foram amostradas 20 arvores (10 drvores adultas masculinas e 10 femininas),
as quais, tiveram o sexo previamente identificado pelos funcionérios da Empresa e

confirmadas na ocasido da coleta.
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3.2.  COLETA DO MATERIAL VEGETATIVO

O material foi coletado com auxilio de uma espingarda calibre 12 (FIGURA
7 e 8). Foi estabelecida uma distancia de 100 m entre as arvores a serem coletadas.
O método foi bastante rapido e eficiente para obteng¢Zo de grande quantidade de

folhas jovens (FIGURA 9).
FIGURA 7. TIRO NO TERMINAL DOS RAMOS ~ FIGURA 8. ESPINGARDA CALIBRE 12

‘4

O material foi identificado e colocados em sacos plasticos, mantidos em

caixa de isopor com gelo até sua posterior armazenagem em freezer a —20°C.
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Para a extragdo do DNA, foram utilizadas as técnicas MATAB, SDS e

CTAB (TABELA 1).
TABELA 1. CONCENTRACAQO DE REAGENTES PARA EXTRACAO DE DNA

Médoto Reagentes Concentracio

MATAB MATAB 2%
 B-mercaptoetanol 0,2%
Cloroformio Isoamilico (24:1) (v/v)
Isopropanol 100%
Etanol 70%

SDS EDTA 0,5 M
Tris-HCl 1,0M
NaCl 50 mM
Acetato de potassio 5M
B-mercaptoetanol IO,Z%
Proteinase k 10.2%
Isopropanot 70%
Ftanol 70 %

CTAB EDTA 20 mM
Tris-HClI 100 mM
NaCl 14M
TE 10 mM
Cloroférmio Isoamilico (24:1) (viv)
Proteinase k 0,2%
RINAse 0,2%
Isopropanotl 100%
Etanol 70 %

A técnica CTAB descrito por FERREIRA e GRATTAPAGLIA (1998)
modificada para araucaria (MAZZA e BITENCOURT, 2000), consiste nas

seguintes etapas: (Esquema Ilustrativo na FIGURA 10).

a) Separar as folhas manualmente.
b) Macerar 0,3 a 0,4 g de cada amostra, com o auxilio de pistilo e almofariz

com nitrogénio liquido, até obter um “p6” bem fino e transferir para tubos de

Eppendorff de 1,5 mL. A maceragdo mecénica: utilizada para romper as

paredes e membranas celulares do tecido.



d)

f)

8)

h)

»

k)
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Adicionar em cada tubo 850 ul. de tamp&o de extragdo (CTAB), previamente
aquecido a 65°. C, pH 8,0 ¢ misturar por inversdo. Tecido vegetal ¢
ressuspenso em um tampdo de extragdo, contendo algum détefgente,
antioxidantes, EDTA e agente tamponante, visando a solubilizagdo de
membranas lipoprotéicas e desnaturagdo de proteinas enquanto o DNA ¢
protegido da agdo de enzimas de degradacdo. Para evitar a agdo de DNAses,
que podem degradar o DNA, os tampdes de extragdo possuem pH por volta
de 8,0, enquanto o pH 6timo para agdo de DNAses enddgenas fica por volta
de 7,0.

Incubar em banho Maria a 65°.C por 45min, agitando a cada 15 min. Esta
temperatura facilita a solubilizagdo e homogeneizagio de suspensio.

Apés atingir temperatura ambiente, adicionar 500uL de CIA, na capela de
exaustdo de gases. Centrifugar a 13000rpm por 10 min, para separar as fases,
organica e aquosa. Transferir o sobrenadante para outro tubo. Nesta etapa,
lipideos, proteinas e a maioria dos polissacarideos sdo retidos na fase
organica (inferior).

Adicionar 3 pL. de RNAse e deixar em gelo por 40 min, para degradar o
RNA.

Adicionar 3 pL de proteinase, € deixar em banho-maria por 45 min a 37° C,
para degradas proteinas indesejaveis.

Adicionar 600 pl. de CIA e centrifugar 13000rpm por 10 min.

Transferir o sobrenadante e adicionar 800 pL de etanol P.A. gelado,
misturando até a precipitagdo do DNA. O DNA na presenga do alcool forma
um precipitado visivel que pode ser “pescado” ou sedimentado por
centrifugagdo e deixar no freezer —20°.C por 60 min.

Com auxilio de um bastdo de vidro, pescar o DNA e lava-lo com etanol 70%
por 30 min e com etanol 95% por mais 30 min.

Deixar secar bem o pellet e ressuspendé-lo em TE. 100 uL
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Técnica do “MATAB”:

a) Separar as folhas e macerar com nitrogénio liquido, até obter um po6 fino

b) Adicionar 1,5 mL de MATAB + 5 pl de B-mercaptoetanol

c) Transferir para um tubo de ependorff e Incubar a 60°C em Banho-Maria por
25 min

d) Adicionar 500 pL de alcool cloroféormio isoamilico (24:1), agitar € esperar
atingir temperatura ambiente

e) Centrifugar 6.000 a 12.000 rpm e retirar o sobrenadante

f) Adicionar 600 pL de isopropanol, na proporgdo 1:1, misturar € colocar no
congelador por 15 min.

g) Retirar a massa formada de DNA e lavar com alcool 70%

h)  Adicionar 800 pL de Buffer por 20 min em temperatura ambiente

i) Secar e diluir em 100 pl de TE e deixar na geladeira.

Método do “SDS”:

a)
b)

c)
d)

e)

Separar as folhas e macerar com nitrogénio liquido, até obter um p6 fino
Acrescentar 1,5 mL do tampéo de extragdo com proteinase k e incubar por
duas horas a 37°C |
Acrescentar 500 uL de SDS 20% com mais 20 pL. de B-mercaptoetanol
Deixar em banho-maria 68°C a 20 min e acrescentar 500 ulL de acetato de
Potassio 1%

Centrifugar por 5 min, remover o sobrenadante e precipitar com isopropanol

¢ lavar com etanol 70% e diluir em TE
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FIGURA 10. EXTRAGAO DE DNA (ADAPTADO) IN: BRASILEIRO, A.C.M. e CARNEIRO V.T.C.
MANUAL DE TRANSFORMACAO GENETICA DE PLANTAS. BRASILIA, EMBRAPA - CENARGEM,
p. 169, 1998.

ADICIONAR CLOROFORMIO
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§
i
1
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DISSOLVER O CENTRIFUGAR

DNAEM TE

3.4. PURIFICACAO DO DNA

O método utilizado para a purificacio do DNA foi o descrito por
FERREIRA e GRATTAPAGLIA (1998), que consiste nas seguintes etapas:
a) Acrescentar as amostras 100 pLL de NaCl 1,0 mM, 100 pL de EDTA 1mM e
200pL de HyO estéril.
b) Centrifugar a 14000 rpm por 10 min, adicionar um volume de Isopropanol
gelado e centrifugar a 12 rpm por 10 min.
¢) Retirar o sobrenadante e lava-lo em alcool 70% de 2 a 3 vezes.

d) Deixar secar o pellet e acrescentar TE aos tubos.

3.5. QUANTIFICACAO DO DNA

Ap0s a obteng@o de um DNA puro, este foi quantificado utilizando-se um
fluorémetro DyNA Quant — 200 da marca Hoefer Pharmacia. Para a quantificagéo,
foi utilizada uma solugdo de leitura, composta de dgua biodestilada estéril, TNE

1:10 e 10 pL. Hoescht.
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3.6. APLICACAO DO RAPD

Foram montados dois “bulks” (um feminino e um masculino) com 10
individuos cada. Para montagem do ‘bulk” utilizou-se a técnica descrita por
WILLIAMS et al. (1990) e modificada por TRANSUE et al.(1994) - Esquema
Ilustrativo (FIGURA 11). Para reagbes de amplificagdo utilizando RAPD
normalmente s3o utilizados um total de 15 pL, distribuidos entre os reagentes: dgua
bidestilada estérii, tampdo 10X, ANTPs, “primer”, Taq polimerase € 0 DNA.

Para as reagBes de amplificagdo de RAPD deste trabalho, foram usadas 15
uL; 7,4 pL de agua bidestilada estéril, 1,5 pl. de tampdo 10X, 1,5 pL de dNTPs, 1,7
uL de “primer”, 2ul. de DNA (10ng/uL) e 0,9ul. de Taq polimerase. Contudo,

foram testadas concentragdes diferentes antes de se optar por esta (TABELA 2).
TABELA 2. CONCENTRACAO DE REAGENTES PARA REACAO DE PCR

Reagente - Quantidade para 1 reaciio (uL)

Método de extracio | Reacio para RAPD | H20 | Tampéo | ANTP |Primer}; Tagq DNA | Total

MATAB Enzima da Biotols* 7,30 1,50 1,70 1,80 0,70 2,60 | 15,00

SDS Enzima da Biotols* 7,30 1,50 1,70 1,80 0,70 2,060 | 15,00

Enzima da Biotols* 7,30 1,50 1,70 1,80 0,70 2,00 | 15,00

Enzima da Biottols 6,80 1,50 1,70 | 2,00 1,00 2,00 | 15,00

CTAB Enzima da Biottols 6,55 1,50 1,70 | 2,00 1,25 2,00 | 15,00

Enzima da Pharmacia*| 8,10 1,60 0,50 | 0,50 1,00 1,30 | 13,00

Enzima da Pharmacia | 7,64 1,50 1,70 | 2,00 0,16 2,00 | 15,00

Enzima da Pharmacia | 7,40 1,50 1,70 2,00 0,40 2,00 | 15,00

Enzima da Pharmacia | 7,40 1,50 1,70 1,70 0,9 2,00 | 15,00

* Protocolo estabelecido pelo fornecedor
As amostras foram amplificadas em termociclador PTC da MJ Research, que

envolve trés etapas: desnaturagdo, anelamento e extensdo. A fita dupla do DNA
alvo é desnaturada por meio da elevagdo da temperatura de 94°.C a 4min, para
anelamento do “primer”, a temperatura é rapidamente reduzida para 38°.C a 1,5 min
e em seguida, elevada a 72°.C a 1,45 min para que a enzima DNA polimerase
realize a extensdo a partir de cada terminal 3’ dos “primers” — a polimerizagio. Essa

extensdo envolve a adigdo de nucleotideos utilizando como molde a seqiiéncia alvo,
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de maneira que uma copia desta seqiiéncia ¢ feita neste processo. Este ciclo €
repetido 48 vezes. Uma vez que a quantidade de DNA da seqiiéncia alvo dobra a
cada ciclo, a amplificaciio segue progressio geométrica de maneira que, depois de
apenas 20 ciclos, sio produzidos mais de um milhdo de vezes a quantidade inicial
de seqiiéncias alvo. Foram testados aproximadamente 500 “primers” todos da marca

Operon (TABELA 3).
TABELA 3. “PRIMERS” TESTADOS. EM “BULKS”

Primer Namero
OPAE 1-8; 11-20
OPAF 1 a0 20
OoPO 1 a0 20
OPP 1 a0 20
OPAB 1-17; 19; 20
OPAA 1-6; 12-16; 18; 19
OPA 1 a0 20
OPAC 2-4;7,9; 12-19
OPAU 1 a020
OPAD 1 a0 20
OPAS 1 a0 20
OPAG 1:2; 4;6-8
oPwW 1 a0 20
OPAV 1 a0 20
OPE 1 a0 20
OPAR 1a020
OPAW 1 ao 20
oPS 1-10; 12-20
OPT 1: 2; 4-20
OPAM 1 a0 20
OPAK 1 ao 20
OoPJ 1-12; 14-20
OPR 1-13; 15-20
oPX 1 a0 20
OPAJ 1-4; 6-20
OPAL 1; 2; 4-20
OPAT 1ao07
Total 489

3.7. ELETROFORESE

Apés a preparagdo do gel de agarose Metaphor com Brometo de etidio, as amostras
foram coradas com Bromofenol azul e colocadas no gel para a separagdo das bandas

por diferenga de peso molecular. Foi utilizado tampio TAE na cuba de
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eletroforese em uma voltagem de 100 V por aproximadamente 2 h e 30 min,, ¢

fotografado sob luz ultravioleta.

FIGURA 11. ESQUEMA DE REAQ_]\O DE PCR/BULKS - ADAPTADO. IN: FERREIRA, ME,;
GRATTAPAGLIA, D. INTRODUCAG AO USO DE MARCADORES RAPD EM ANALISE
GENETICA. EMBRAPA-CENARGEN, BRASILIA, 3 ed, P. 48, 1998.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

TABELA 4. METODOS DE EXTRACAO DE DNA.

Resultados
Método DNA TOTAL REACAO DE PCR
MATAB Bandas irregulares Sem constatagio
SbS Bandas irregulares ' Sem constatagio
CTAB Bandas definidas ¢ nitidas Bandas definidas e nitidas

O método de extragdo MATAB, ndo foi eficiente na extragdo de folhas
jovens de araucaria. Néo foi verificado um DNA totalmente limpo, pelo fato do
DNA estar com um aspecto gelatinoso e excessivamente viscoso. O rompimento da
célula também libera polissacarideos, os quais sdo de dificil separagdo do DNA e
inibem muitas DNApolimerases e enzimas de restrigdo. O co-isolamento de
polissacarideos pode ser faciimente detectado pelo aspecto do DNA descrito acima.
No gel de agarose, para verificar a qualidade do DNA total, as bandas estavam
muito irregulares. Isto significa que ha uma grande fragmentagio do DNA ou o
método ndo foi eficiente para remover as impurezas ligadas a fita do mesmo. Foi
realizada entfio, a purificagdo do DNA com NaCl 1,4 mM, método citado como
padrio para reagdes de RAPD (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998),
constatando que o DNA estava muito fragmentado.

No método do SDS, foi detectado o mesmo problema acima descrito, € além
do aspecto gelatinoso e viscoso do DNA, apresentava coloragdo mais escura. A
contamina¢do por polifendis pode ser evidenciada pela coloragdo do DNA, que
tende a ficar marrom. O escurecimento devido a oxidagdo dos polifendis em
compostos quindnicos. Estes, sdo fortes agentes oxidantes que danificam DNAs e
proteinas (BRASILEIRO e CARNEIRO, 1998).
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Em ambos os casos, as amostras foram submetidas a reagdo de PCR, como
ndo foi detectada a presenca de bandas no gel de agarose ficando confirmada a ndo
obtengdo do DNA. Compostos polifendlicos e terpendides liberados durante a
destruigdo celular, principalmente de tecidos de folhas maduras, aderem
irreversivelmente ao DNA, inibindo a digestdo com endonucleases de restrigdo ¢/ou
amplificagdo via PCR (LLODHI et al., 1994). A contaminagdo por DNAses
enddgenas pode ser constatada pela visualizagdo do DNA genomico em gel de
agarose, que neste caso aparece bem degradado.(BRASILEIRO e CARNEIRO,
1998).

Essa degradagio pode ser atribuida tanto, & maceragéo do tecido, neste caso
mecanica, que pode ter excedido na agdo sob as paredes celulares degradando toda a
célula; quanto, a agdo dos reagentes em uma intensidade maior do que a que a fita
suporta ou, ainda, a baixa efici€éncia dos reagentes ao isolamento de compostos
aderidos a0 DNA.

O método que se mostrou eficiente na extragdo e purificagdo do DNA de
broto de araucaria inclui CTAB a 2% no tampdo de extragdo descrito por MULLIS
(1990) e modificado por MAZZA e BITTENCOURT (2000), com subseqiientes
tratamentos cloroférmio:isoamilico (24:1). De 1g de tecido fresco, foram extraidos
cerca de 150 ng/ul de acidos nucléicos com alto peso molecular. Foi possivel
visualizar uma massa de DNA quando adicionado o etanol, ainda na fase de
extragdo. As bandas, de DNA total e da reagdo de PCR, foram bem nitidas e
definidas (TABELA 4).

A técnica do CTAB caracteriza-se por utilizar o detergente catiénico no
tampdo de extragdo, o diferencial nas outras técnicas de extragdo de DNA de tecidos
vegetais jovens de individuos adultos. Uma das grandes vantagens deste método €
que ndo exige preparagdo prévia do tecido e é adaptavel a varios tipos de tecidos
(FERREIRA ¢ GRATAPAGLIA, 1998). O protocolo do CTAB foi bem sucedido
nos géneros: Schefflera (Araliaceae), Macadamia (Protaceae), Dysoxylum

(Meliaceae), Flindersia (Rutaceae), Sarcopteryx (Sapindaceae), Acacia
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(Mimosaceae), Melicope (Rutaceae) (SCOTT e PLAYFORD, 1996), Eucalyptus,
Citrus, Pinus, Brassica, milho, arroz, dendé, espécies arbdreas leguminosas nativas
(FERREIRA e GRATAPAGLIA, 1998), Phoenix dactylifera L. (AITCHITT et al,,
1993), Musa e Ipomea (GAWEL e JARRET, 1991), entre muitas outras.

Os reagentes ¢ a maneira de como ¢ conduzida a extragdo, bem como a
conservagdo do DNA, favorecem na reagdo de PCR. Foram testadas duas marcas de
enzimas, pelo acesso, disponibilidade e preco. O DNA extraido das amostras pelo
método CTAB, mostrou integridade em sua estrutura, ¢ a amplificagdo com ambas
as enzimas. Contudo, as bandas ficaram mais diferenciadas com a enzima da
Pharmacia, a uma quantidade de um volume de 0,9nl. A enzima é de suma

importéancia na etapa de extensdo do DNA.

Na quantificagdo do DNA, foi utilizado um ﬂuorémeﬁo, que determinou
uma variagdo aproximada de 20 a 250 ng/pL. Uma quantidade alta, quando
comparada com outras espécies como milho, café, eucaliptos, etc. Porém o nimero
de bandas € consideravelmente menor que o das espécies citadas. Considerando a
araucaria uma arvore com cromossomos grandes (n= 13) vistos nitidamente ao
microscopio Otico, na objetiva 100X (BANDEL, 1970), a freqii€ncia das seqii€ncias
repetitivas deve ser muito alta.

Para cada espécie um tipo de protocolo deve ser estabelecido, afim que o
processo de PCR seja eficiente e a interpretagdo dos dados por meio do gel de
agarose, seja o mais confiavel possivel (TABELA 5). A composi¢do da mistura de
reagentes para a amplificagdo: 7,4 pL de agua bidestilada estéril, 1,5 pl. de tampéo
10X, 1,5 pul de dNTPs, 1,7 uL de “primer”, 2ul. de DNA (10ng/pl.) ¢ 1 unidade de
Taq polimerase, totalizando 15uL. Os “primers” ou oligonucleotideos iniciadores

para o ensaio RAPD consistem em 10 bases de seqii€ncia arbitraria com urn minimo
de 50% de conteudo GC.
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TABELA 5. DETERMINACAO DA MELHOR CONCENTRACAO DE REAGENTES PARA
REACAO DE PCR.

METODO REACAO RESULTADOS
MATAB R1 Nio amplificou
SDS R1 Nio amplificou

R1 Bandas muito fortes ¢ sem distinglo

R2 Bandas muito fracas e sem distingdo

R3 Bandas muito fracas e sem distingio

CTAB R4 Bandas muito fortes e sem distingdo

RS Bandas muito fracas e sem distin¢ido

R6 Bandas muito fracas ¢ sem distingdo

R7 Bandas bem definidas ¢ nitidas

R 1. Enzima da Biotols, protocolo estabelecido pelo fornecedor

R 2. Enzima da Biotols, Primer = 2,00 pL, Taq = 1,00 uL.

R 3. Enzima da Biotols, Primer = 2,00 pL, Taq = 1,25 pL.

R 4. Enzima da Pharmacia, protocolo estabelecido pelo fornecedor
R 5. Enzima da Pharmacia, Primer = 2,00 pL, Taq = 0,16 pL

R 6. Enzima da Pharmacia, Primer = 2,00 puL, Taq = 0,40 pL

R 7. Enzima da Pharmacia, Primer = 2,00 pL, Taq = 1,00 uL

Dos 500 primers testados, 78 primers mostraram marcadores potenciais na
identificagdo de sexo, que mostram bandas em um dos “bulks”, ou no “bulk”
formados por individuos femininos ou por masculinos, com 94 e 79 bandas
distintas, respectivamente. Totalizando 1640 bandas (TABELA 6).

Cada “primer” que mostrou no “bulk” a probabilidade de ser um marcador
potencial para o sexo, foi testado com os DNAs de 10 plantas masculinas € com 10
plantas femininas. Ndo ocorreu a confirma¢do de um marcador associado ao sexo
masculino ou feminino, mostrando que as bandas verificadas nos “bulks” eram

polimorfismo préprio de cada planta.



TABELA 6. CONTAGEM DAS BANDAS NOS “PRIMERS” TESTADOS EM “BULKS”

Primer Nimero Polimorf. M F N° Total de bandas
OPAE 1-8; 11-20 3e5 3 1 53
OPAF 12020 5,15¢16 4 2 65
opPo 12020 1,4¢18 30 0 70
OoPP 12020 0 0 0 72
OPAB 1-17; 19; 20 6 0 1 61
OPAA 1-6; 12-16; 18; 19 18 0 2 27
orA 12020 6,9, 10 18¢ 19 5 7 66
OPAC 2-4;7,9; 12-19 3,4,7¢9 1 2 37
OPAU 1 2020 4,7¢8 2 2 82
OPAD 1ao20 2,6,13¢16 8 7 86
OPAS 1a020 3,6,11e19 6 5 63
OPAG 1;2;4;6-8 4] 0 0 17
orw 12020 2e5 3 2 70
OPAV 12020 7e¢18 1 2 59
OPE 1 a0 20 5,10,13,17¢18 5 6 93
OPAR 1ao0 20 1,2e5 2 2 71
OPAW 1a0 20 3,8,9,10e11 8 6 61
OPS 1-10; 12-20 6,9e13 4 2 65
OPT 1; 2; 4-20 7,13 e 20 13 14 70
OPAM 1ao20 1,2,3,6,10e20 2 4 61
OPAK 12020 5,17¢18 1 8 68
orPJ 1-12; 14-20 1,4c 6 2 3 49
POR 1-13; 15-20 0 0 0 60
OPX 1a020 2,3,4e17 2 0 73
OPAJ 1-4; 6-20 6,8¢e10 2 8 51
OPAL 1; 2; 4-20 4¢6 1 1 60
OPAT lao7 1,2,3e5 1 7 30
Total 489 78 79 94 1640

55



56

O RAPD foi a técnica utilizada para amplificar segmentos de DNA, com o
objetivo de encontrar marcadores ligados a determinagdo de sexo em espécies
didicas. A dioicida é encontrada em apenas aproximadamente em 4% das
angiospermas. Em contraste com a situagdo encontrada na maioria dos animais um
cromossomo sexual controla esse mecanismo, heteromorfismo cromossdmico é uma
excec¢do em espécies de plantas didicas.

Em Silene, o individuo masculino € caracterizado pelos cromossomos
sexuais XY e o feminino XX, é o género onde o sistema de dioicida ¢ similar a
maioria dos animais. (HORMAZA et al., 1994). A presenga do cromossomo sexual
foi relatada também em outras angiospermas didicas, como: Humulus, Rumex €
Cannabis, ainda assim, a presenca deste cromossomo heteromorfico € controversa
(HORMAZA et al., 1994). Na maioria dos casos, a propor¢do do sexo em plantas
didicas € controlada por pela expressdo de um ou mais loci, como em: Asparagus,
Vitis, Spinacia e Merculialis.

Das espécies estudadas com mais detalhes, a determinagdo de sexo ¢
dificultada pela presenga de alelos adicionais ou fatores que podem modificar o
efeito da maioria dos genes que determinam o sexo (DURAN e DURAN, 1990).
Diferentes métodos para determinar diferengas entre individuos masculinos e
femininos tém sido realizados. A melhor forma para entender o mecanismo da
expressdo génica é estudar diferencgas em nivel de DNA. (HORMAZA et al., 1994).

Em Pistacia vera, supde-se que o fragmento de DNA, identificado via
RAPD, esteja associado com a expressdo sexual na espécie. Devendo ressaltar que
em P. vera (HORMAZA et al., 1994) foi realizada a extracdo de DNA de folhas
jovens de individuos adultos, com a técnica do CTAB; utilizando uma progénie
vinda de dois individuos femininos aparentados e polinizadas pelo mesmo individuo
masculino, assim diminuindo distincias genéticas. Foram testados dois “bulks”,
mais de 900 “primers” até descobrir apenas um marcador especifico para plantas
femimnas, o que conclui que a regido do genoma envolvido na determinagdo do

sexo, ndo ¢ muito grande e provavelmente um unico ou poucos genes envolvidos.
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Outra possibilidade, ¢ que o gene que controla a expressdo sexual esta presente em
uma regido gendmica ndo muito freqiiente em eventos de recombinagdo, que em
primeiro momento pode ser diferenciador dos cromossomos sexuais (HORMAZA
et al., 1994).

Em Asparagus officinalis L., também foi realizada a extragdo de DNA de
folhas jovens de individuos adultos; utilizando individuos femininos e masculinos
aparentados (meio irmdos). Foram testados “bulks”, com 760 “primers”, onde
apenas um “primer”’ especifico para plantas masculinas revelou dois marcadores
associados a expressdo sexual, que foram clonados e feito uma “sonda” SCAR,
deste marcador. Evidéncias genéticas indicam que a determinagdo de sexo em A.
officinalis € controlada por um unico gene dominante, localizado no par
cromossémico L5 dos individuos masculinos. A observagdo da recombinagdo € a
viabilidade do genétipo dominante, sugeriu que a dioicida em A. officinalis, poder
ter sido derivada relativamente recente, em termos de evolugdo das espécies. J4 para
a espécie Myristica fragrans Houtt., foi identificado o marcador associado a
expressdo sexual entre 60 “primers” testados, especifico em individuos femininos.

A espécie Pistacia vera, Myristica fragrans, Asparagus officinalis, assim
como em outras espécies, apresentam perfeita dioicida, estruturas reprodutivas
femininas € masculinas bem distintas em individuos adultos, assim como a
araucana.

A araucaria além de ndo ter distingdo de caracteristicas morfologicas e
fisiologicas, ndo possui cromossomos sexuais ou diferengas no cariétipo, que
possam diferenciar individuos femininos dos masculinos.

Um niimero maior de marcadores RAPD deverdo ser obtidos, com o objetivo
de encontrar o marcador sexual em araucaria, testar em individuos aparentados a
fim de minimizar a variabilidade genética e identificar somente caracteristicas

relevantes, para isso se faz necessario utilizar um nimero maior de primers.



5. CONCLUSAO

A obteng¢do de DNA de boa qualidade a partir de brotos de arvores adultas de
araucéria somente foi possivel a partir do método que envolveu o uso CTAB 1% ¢
purificagdo com a presenga de NaCl. Os outros métodos, SDS e MATAB, nio
foram eficientes para remover as substincias ligadas a fita do DNA,
conseqiientemente ndo foi possivel dar a seqiiéncia aos procedimentos seguintes até
a visualizagdo do DNA gendmico em gel de agarose. A contaminagdo por DNAses
endégenas, metabolitos secundarios, polifendlicos e terpendides, endonucleases,
polissacarideos, etc., pode ser constatada pela visualizagdo do DNA, que neste caso
apareceu degradado.

Dos 500 primers testados, 78 “primers” revelaram marcadores potenciais na
identificagdo de sexo. Apresentou bandas, ou no “bulk” formados por individuos
femininos, ou, por masculinos. A técnica mostrou ser eficiente para se detectar
polimorfismo na espécie, embora este seja pequeno.

Nio houve a confirmag¢do do marcador molecular tipo RAPD, no que diz
respeito a expressdo sexual quando as plantas foram testadas individualmente. O
polimorfismo estd em nivel de individuos € ndo em razdo do sexo da planta, como
era esperado.

Para a técnica de RAPD existem mais de 1000 “primers”, ent8o é possivel
encontrar o marcador com “primers” de RAPD em araucaria utilizando esta mesma
técnica, outra hipotese € que o marcador seja encontrado por meio de marcadores
AFLP que revelam uma grande quantidade de polimorfismo, maior que em RAPD.

Nao ha diferengas significativas entre individuos masculinos e femininos

para que se possa chegar ao marcador sexual utilizando RAPD com os “primers”
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amplificados até o momento. Uma vez que foram testados aproximadamente 500
“primers”, o que se conclui é que: a(s) regido(des) do genoma envolvido(s) na
determinagdo do sexo, ndo é muito grande e provavelmente um {nico ou poucos
genes envolvidos na expressdo sexual, outra possibilidade, é que o gene que
controla a expressdo sexual estd presente em uma regido genémica nio muito
freqiiente em eventos de recombinagio.
Caso o marcador seja encontrado, por meio de RAPD ou AFLP, este deve ser
isolado do gel, seqiienciado e com as seqii€ncias fazer dois “primers” de SCAR,
com as seqiiéncias terminais‘ do marcador. Com os “primers” de SCAR vai ser

possivel identificar o sexo em um gel de agarose ou de poliacrilamida.
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FIGURA 12. SERIE OPERON OPAA

FIGURA 13. SERIE OPERON OPAB
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FIGURA 15. SERTE OPERON OPAJ.



FIGURA 16. SERIE OPERON OPAL.
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FIGURA 18, SERIE OPERON OPAT.

FIGURA 19. SERIE OPERON OPAS
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FIGURA 20. SERIE OPERON OPAK
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FIGURA 22. SERIE OPERON OPS.
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FIGURA 23. SERIE OPERON OPT.
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SERIE OPERON OPAM.

FIGURA 24,

FIGURA 25. TESTE INDIVIDUAL COM PRIMERS OPAM 01, OPAM 20, OPAK 05, OPAM 10, OPX 02,

03 E 04.
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FIGURA 26. TESTE INDIVIDUAL COM PRIMERS OPAB 06, OPA 18, 19 E 09, OPAD 02, 06, 13 E 16,
OPAS 03 E 06.
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FIGURA 29. TESTE INDIVIDUAL COM PRIMERS OPAR 01, 02 E 05, OPAW 03, 08, 09, 10 E 11, OPS
06 E 09.

FIGURA 31. TESTE INDIVIDUAL COM PRIMERS OPW 02 E 05, OPE 05 E 10, OPAV 07 E 18, OPE 13,

17E 18, OPAR 4




