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DIVERSIDADE GENÉTICA ENTRE E DENTRO DE POPULAÇÕES DE 

Cenostigma tocantinum Ducke 

 

RESUMO 

 

Cenostigma tocantinum Ducke (Caesalpinoideae) é uma espécie arbórea, 

arbustiva, nativa do Brasil e sua madeira é utilizada na construção civil e a árvore em 

projetos de arborização. Este estudo objetivou avaliar a diversidade genética entre e 

dentro de populações de C. tocantinum por meio de marcadores AFLP. Foram 

amostradas três populações em cidades do estado do Amazonas: Manaus, Parintins e 

Presidente Figueiredo, sendo cada população composta por amostra de 30 plantas. 

Foram testadas 8 combinações de oligonucleotídeos, das quais quatro foram 

selecionadas para a análise: E+AGT/M+CAT, E+AGT/M+CTC, E+AGT/M+CAC e 

E+AGT/M+CCA. Foi estimada a porcentagem de locos polimórficos, realizada análise 

de variância molecular, construído o dendograma e verificado os padrões genéticos de 

diferenciação e subestruturação populacional. Dos 186 locos revelados, 132 (71 %) 

foram polimóficos. O valor da diferenciação genética entre as populações (Fst) foi de 

0,3662. O resultado da Análise Molecular de Variância atribuiu 36,62% e 63,38% da 

variação entre e dentro das populações, respectivamente. O dendrograma construído 

com base nos marcadores AFLP revelou a formação de dois grupos, o das populações 

de Manaus e Parintins e o grupo de Presidente Figueiredo. Os padrões genéticos de 

diferenciação e subestruturação populacional, revelados por L(K) e ΔK, demonstram 

que as populações analisadas possuem subestruturação populacional e compartilham de 

três clusters, estando estes presentes nas três populações e distribuídos de forma 

bastante heterogênea. Os marcadores moleculares AFLP são eficientes para detectar 

diversidade genética em C. tocantinum e diferenciar populações de constituições 

distintas. A maior parte da variabilidade genética ocorre dentro das populações. Para 

espécies arbóreas, como C. tocantinum, usadas em projetos de arborização urbana, a 

introdução de plantas em novos projetos oriundas de amostragem adequada em outras 

populações promove conservação genética da espécie. 

 

Palavras-chave: Cenostigma tocantinum, diversidade genética, AFLP. 
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GENETIC DIVERSITY AMONG AND WITHIN POPULATIONS Cenostigma 

tocantinum Ducke 

 

ABSTRACT 

 

Cenostigma tocantinum (Caesalpinoideae) is arboreal and shrubby specie, native to 

Brazil and wood is used in building and tree in forestation projects. This study aimed to 

evaluate genetic diversity among and within of C. tocantinum populations by AFLP 

markers. Three populations were sampled in cities of state of Amazonas: Manaus, 

Parintins and Presidente Figueiredo, each population composed of 30 plants samples.  8 

primers combinations were tested, of which four were selected for analysis: 

E+AGT/M+CAT, E+AGT/M+CTC, E+AGT/M+CAC, E+AGT/M+CCA. The percent 

of polymorphics locis was estimated, Analysis of Molecular Variance performed, 

dendogram builded and the populational differentiation and substructuration genetics 

patterns checked. From 186 locis disclosed, 132 (71%) were polymorphics. The value 

of genetic differentiation between populations (Fst) was 0,3662. The result Analysis of 

Molecular Variance imputed 36,62% and 63,38% of the variation among and within 

populations, respectively. The builded dendrogram based on AFLP markers revealed the 

formation of two groups, the Manaus and Parintins populations and the group of 

Presidente Figueiredo. The populational differentiation and substructuration genetic 

standards, revealed by L (K) and ΔK, demonstrate that populations have examined had 

populational substructures and share three clusters, being present in these three 

populations and distributed heterogeneous quite manner. The AFLP molecular markers 

are efficient for detecting genetic diversity in C. tocantinum and differentiating 

populations of different constitutions. The majority of genetic variability occurs within 

populations. For arboreal species, as C. tocantinum, used in urban forestation projects, 

the introduction of plants into news projects coming from appropiate sampling in other 

populations promotes genetic conservation of the specie. 

 

Key words: Cenostigma tocantinum, genetic diversity, AFLP. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Cenostigma tocantinum Ducke é uma espécie nativa da Amazônia utilizada 

na arborização urbana devido à beleza de sua floração e de aspectos favoráveis como 

tronco reto, crescimento rápido, copa frondosa, que proporciona sombreamento 

eficiente e sem a liberação de grande quantidade de folhas, bem como sistema 

radicular pouco agressivo (BEZERRA e SALOMÃO, 2005; GARCIA et al., 2008). 

A espécie também apresenta baixa suscetibilidade ao ataque de pragas e 

doenças o que a tem tornado atrativa para o plantio na arborização urbana 

(BEZERRA e SALOMÃO, 2005; GARCIA et al., 2008), pois o processo de 

fragmentação florestal isola e reduz o tamanho das populações e, consequentemente, 

a sua diversidade genética e potencial adaptativo das espécies florestais 

fragmentadas, tornando-as significativamente mais vulneráveis a eventos ambientais, 

demográficos e ou genéticos (BATISTA et al., 2012). 

É importante conhecer a diversidade genética de populações de C. tocantinum 

de áreas urbanas porque muitas vezes estas se tornam matrizes alvo de coleta de 

sementes para uso em outros projetos de arborização e para o plantio realizado pelos 

próprios moradores das cidades. A coleta realizada em poucos genótipos ou 

genótipos aparentados pode facilitar a redução da base genética dos plantios. Lins et 

al. (2003) recomendam maior diversidade de genótipos em plantios, evitando, a 

vulnerabilidade genética à doenças, à pragas e à condições edafo-climáticas adversas. 

A caracterização da diversidade genética pode ser realizada por meio de 

marcadores moleculares, sendo fundamentais na análise das diferenças nos perfis 

genéticos e na identificação de alelos específicos em populações. Atualmente existe 

uma grande variedade de marcadores moleculares disponíveis na literatura, que 

permitem detectar polimorfismo em espécies florestais e, portanto, permitem analisar 

a variabilidade genética entre e dentro de populações (ALFENAS, 2006). Entre esses 

marcadores, destaca-se o Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos 

Amplificados (AFLP) que não requer uso de sondas ou bibliotecas genômicas e pode 

ser usado para qualquer espécie em que não existem informações genéticas prévias 

(BONIN et al., 2007; VUYLSTEKE et al., 2007; CLEMENTE, 2010), a exemplo de 

C. tocantinum. 
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Conhecer a diversidade genética de populações de uma espécie é um passo 

importante para recomendação quanto à constituição de lotes de sementes para os 

plantios, para a conservação e o melhoramento genético. O presente trabalho 

objetivou avaliar a diversidade genética entre e dentro de populações naturais de C. 

tocantinum de cidades do Estado do Amazonas, com auxílio de marcadores 

moleculares AFLP. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Geral 

Estudar a diversidade genética de populações de C. tocantinum em áreas 

urbanas de cidades do estado do Amazonas por meio de marcadores moleculares 

AFLP. 

 

2.2 Específicos 

Otimizar um protocolo para a extração de DNA de plantas de C. tocantinum;  

Identificar combinações de oligonucleotídeos AFLP para estudo de 

diversidade genética na espécie; 

Caracterizar a diversidade genética de populações de C. tocantinum 

utilizando marcadores AFLP. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 Espécie estudada 

 

O gênero Cenostigma é constituído por três espécies de hábitos arbóreos e 

arbustivos: Cenostigma. macrophyllum Tul. (sinonímia Cenostigma gardenerianum), 

Cenostigma tocantinum Ducke, e Cenostigma. sclerophyllum; onde somente 

Cenostigma sclerophyllum não é exclusivamente brasileira, ocorrendo também no 

Chaco paraguaio (ALVES, 2012). As espécies estão distribuídas nas formações de 

mata, cerrado e caatinga das regiões Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste do 

Brasil (FREIRE, 1994; SOUSA et al., 2007). 

A espécie C. tocantinum é vulgarmente conhecida como pau-preto, pau-

pretinho, inharé, cássia-rodoviária e mangiribá. Ocorre nos Estados do Amapá, 

Amazonas, Maranhão, Pará, Rondônia e Tocantins, sendo ainda, encontrada em 

Goiás e na Bahia, em mata de terra firme (LORENZI, 2002; WARWICK e LEWIS, 

2009). 

É uma espécie florestal perenifólia, heliófila ou de luz difusa, seletiva 

higrófita e secundária, cuja madeira é utilizada na construção civil e a árvore para 

ornamentação, arborização e reflorestamento devido ao seu rápido crescimento, 

tronco reto e copa frondosa e baixa suscetibilidade ao ataque de pragas e doenças 

(LORENZI, 2002; WARWICK e LEWIS, 2009; GARCIA et al., 2009). 

Tem hábito arbustivo (3 m), arbóreo (8-35 m) (Figura 1) e apresenta copas 

densas e troncos torcidos ou tortuosos, com profundos sulcos longitudinais 

irregulares. A casca tem coloração marrom e nos galhos imaturos é castanho-

acinzentada, sulcada, lenticelada e com superfície frequentemente descascando, 

tornando-se brilhante e glabra na maturidade (WARWICK e LEWIS, 2009). 
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Figura 1. Árvore de Cenostigma. tocantinum em diferentes estágios de 

desenvolvimento (ALMEIDA, 2014) 

 

Possui folhas com comprimento de 9,0 a 29,5 cm, pecíolos de 1,2 a 4,2 cm e 

raque de 5 a 17 cm. Folíolos de três a cinco pares por folha, ovalados, ovalado-

elípticos, elípticos, ou raramente obovados, com dimensão de 3,4 a 15,0 cm por 1,5 a 

6,0 cm (Figura 2), brilhante na face adaxial e, mais ou menos glabro em ambas as 

superfícies ou com pelos esparsos na nervura principal, peciólulo de 1 a 4 mm 

(WARWICK e LEWIS, 2009). 

 

 

Figura 2. Ramo, folha e face abaxial e adaxial do folíolo de Cenostigma tocantinum (ALMEIDA, 

2014) 

 

As inflorescências são racemosas, simples e terminais (Figura 3), ferrugíneo-

pubescentes, de 5 a 17 cm de comprimento. As Flores são amarelas (Figura 3), 

hermafroditas, pentâmeras, zigomorfas, heteroclamídeas, dialisépalas, acíclicas, 

diclamídeas e diplostêmones, com 2,0 a 3,8 cm de comprimento. Possuem antese 

diurna e longevidade de três dias. A receptividade do estigma está restrita ao 

primeiro dia, das 14h às 16h. O pólen é viável nos três dias de duração da flor. A 

espécie floresce durante todo o ano, sendo os picos de floração de agosto a outubro e 
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de frutificação de outubro a dezembro (WARWICK e LEWIS, 2009; SANTOS et al., 

2013). 

 

 

Figura 3. Flor e inflorescência de Cenostigma. tocantinum (ALMEIDA, 2014) 

 

Seu fruto é um legume seco lenhoso (vagem), deiscente, cor variando de 

verde claro (quando em fase de desenvolvimento) a marrom escuro (quando 

maduro), piloso, plano e comprido, apresentando em média 8,9 cm de comprimento 

por 2,2 cm de largura e 0,5 cm de espessura (Figura 4). Possui em média três 

sementes por fruto e quatro contrições na valva, estando uma vazia, geralmente 

(LORENZI, 2002; SILVA, 2007). 

 

 

Figura 4. Fruto de Cenostigma. tocantinum (ALMEIDA, 2014) 

 

A semente tem a forma oblonga a circular (Figura 5), coloração marrom 

dourado com pequenas manchas vermelhas, com cicatriz de cor marrom, 

circundando a borda da testa, que é lisa e brilhante. O hilo é saliente, de cor marrom 

e em posição apical. Possui comprimento médio de 1,5 cm por 1,4 cm de largura e 

0,3 cm de espessura. O peso de 100 sementes com teor de água de 13% foi de 281,86 

g (SILVA, 2007). Segundo Garcia et al. (2009), as sementes tem comportamento 

ortodoxo, com grau crítico de umidade de 5,8% de água. 
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Figura 5. Sementes de Cenostigma tocantinum (ALMEIDA, 2014) 

 

3.2 Extração de DNA 

 

As técnicas de biologia molecular vêm sendo amplamente utilizadas na 

caracterização de espécies vegetais e na identificação de polimorfismos 

intraespecíficos. Esses métodos, quando combinados com a genética clássica, abrem 

novas perspectivas para a ampliação do conhecimento e para a aceleração de 

programas de melhoramento (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998; VIDAL et al., 

2005). 

Normalmente, estudos de identificação e de caracterização da variabilidade 

genética das plantas, por meio de técnicas moleculares, envolvem a avaliação de um 

grande número de indivíduos, necessitando-se de métodos rápidos e precisos de 

extração de DNA (MOLINARI e CROCHEMORE, 2001).  

É importante ressaltar que, independente do método de extração de DNA 

utilizado, deve-se atentar para que o material obtido esteja íntegro, sem impurezas, 

passível de amplificação e em boa quantidade (MILACH, 1998). Qualquer que seja o 

tipo de análise molecular desejado, o preparo de DNA deve gerar amostras 

suficientemente puras para que não iniba os tratamentos enzimáticos ou interfira nos 

padrões de migração em gel de eletroforese (ROMANO e BRASILEIRO, 1999).  

Para o isolamento e purificação de ácidos nucleicos, é necessário separá-los 

efetivamente dos outros constituintes celulares. Aliás, o principal problema 

encontrado nesses processos é o coisolamento de polissacarídeos, fenóis e compostos 

secundários  (KIDWELL e OSBORN, 1992; MERCADO et al., 1999; ROMANO e 

BRASILEIRO, 1999; MOLINARI e CROCHEMORE, 2001). Esses contaminantes, 

liberados durante a lise celular, principalmente de tecidos de folhas maduras, aderem 
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irreversivelmente ao DNA, inibindo a digestão com endonucleases de restrição e ou a 

amplificação através da reação em cadeia da polimerase - PCR (COUCH e FRITZ, 

1990). O rompimento da célula também libera polissacarídeos que são de difícil 

separação do DNA e inibem muitas diferentes DNA polimerases e enzimas de 

restrição (LODHI et al., 1994).  

A maioria dos métodos de isolamento de DNA emprega detergentes na 

elaboração do tampão de lise para auxiliar a solubilização das membranas celulares e 

até a desnaturação de proteínas (ROMANO e BRASILEIRO, 1999; MESQUITA et 

al., 2001). A diferença básica entre tais métodos está na composição do tampão de 

extração, que, normalmente, integra um agente tamponante para estabilizar o pH em 

torno de 8.0, um sal para dissociar as proteínas do DNA, um detergente para 

solubilizar as membranas e auxiliar na inativação de algumas enzimas e um inibidor 

de DNAses para proteger o DNA (BERED, 1998). 

O método de extração de DNA mais utilizado para diferentes espécies 

vegetais é baseado no uso do detergente brometo de cetiltrimetilamônio - CTAB, 

componente que desfavorece a ação de enzimas degradantes e de DNAses 

endógenas, sendo um detergente que solubiliza as membranas, facilitando a 

precipitação diferencial do complexo formado com o DNA. As extrações com 

métodos que utilizam este reagente fornecem, geralmente, DNA suficientemente 

puro para a amplificação por PCR (GONÇALVES, 2006). 

Vários autores citam a eficiência deste método de extração, com variações de 

acordo com a espécie e o tecido utilizado, como Vasconcelos (1997), Ferreira e 

Grattapaglia (1998), Mercado et al. (1999), Romano e Brasileiro (1999). 

Após o processo de extração torna-se necessário quantificar o DNA, para 

verificar a concentração obtida e a ocorrência de degradação, que é uma etapa 

fundamental para a eficiência da reação de PCR. Entre as técnicas disponíveis para 

estimar a concentração de DNA, as mais utilizadas são a leitura em 

espectrofotômetro e a análise comparativa em gel de agarose (COSTA e MOURA, 

2001). 

Este procedimento é necessário porque a concentração de DNA inadequada 

implicará em falhas nas etapas subsequentes. O DNA em excesso pode resultar na 

falha completa das reações devido a alta concentração de impurezas agregadas, ou 

perfis eletroforéticos com arraste e bandas pouco definidas. Por outro lado, a baixa 

concentração de DNA resultará em amplificação errada ou não amplificação de 
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certos segmentos com perfis de eletroforese não reproduzíveis (FERREIRA e 

GRATTAPAGLIA, 1998). Vale ressaltar que a quantidade de DNA obtida, varia em 

função do genoma e da eficiência do protocolo de extração utilizado. Após a 

quantificação e qualificação do DNA, devem ser feitas soluções de trabalho 

adequadas à concentração exigida no protocolo das análises a serem realizadas 

(COSTA e MOURA, 2001). 

 

3.3 Marcadores moleculares 

 

Os marcadores moleculares surgiram como uma ferramenta rápida e eficaz na 

análise de variações genéticas uma vez que detectam o polimorfismo diretamente ao 

nível de DNA e não sofrem qualquer influência ambiental (SOUZA, 2001). Com 

base nesse polimorfismo, é possível fazer inferências sobre as relações entre o 

genótipo e o fenótipo dos indivíduos, o que em última análise permite aumentar a 

eficiência dos programas de melhoramento, além de melhorar as estimativas da 

diversidade genética de uma determinada população (JOHNS et al., 1997; 

RODRIGUES, 2001). 

Esses marcadores são baseados nas mutações de sequências nucleotídicas 

dentro do genoma do indivíduo e são definidos como todo e qualquer fenótipo 

molecular oriundo de um segmento específico de DNA, correspondente a regiões 

expressas ou não do genoma, nos quais a sequência de seus nucleotídeos e a sua 

função podem ou não ser conhecidas (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998; 

YANG et al., 2013). Em outras palavras, são sequências de DNA que diferenciam 

dois ou mais indivíduos (COUTINHO et al., 2006). 

Os marcadores moleculares são numerosos e distribuídos por todo o genoma, 

possuem herança mendeliana, expressam, em geral, caráter codominante e muitas 

vezes são multialélicos, além de raramente apresentarem efeitos pleiotrópicos sobre 

os loci de caracteres quantitativos (QTLs). São os marcadores disponíveis mais 

confiáveis e têm sido usados com sucesso na análise genética de plantas e na 

caracterização da variabilidade contida em Bancos de Germoplasma (SALLA et al., 

2002; GANGA et al., 2004). Mais especificamente, podem investigar as variações 

genéticas no DNA entre diferentes populações e indivíduos, tendo como vantagem a 
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capacidade de encontrar variações genéticas de forma rápida e direta (TENEVA, 

2009; YANG et al., 2013). 

Para Konstantinov et al. (2005), aplicações possíveis de marcadores 

moleculares incluem: identificação e verificação de velhos e novos acessos 

coletados, detecção de duplicatas, análise de pureza genética, análise de diversidade 

genética, construção de coleções de base e seleção de genes de interesse agronômico. 

Além disso, os marcadores moleculares podem ser usados para avaliação da estrutura 

e função do genoma em processos evolucionário nas plantas cultivadas.  

De forma geral, os marcadores moleculares podem ser classificados em duas 

categorias de acordo com as técnicas utilizadas para a revelação das características 

entre indivíduos: do tipo I, cujos marcadores estão associados a genes ou sequências 

de DNA conhecidas, as quais serão visualizadas por hibridização; e do tipo II, que 

geralmente são associados a uma sequência desconhecida, as quais amplificam o 

DNA (COUTINHO et al., 2006; BENALI et al., 2011). 

Entre os identificados por hibridização estão os marcadores RFLP 

(Restriction Fragment of Length Polymorphism) e Minissatélites ou loci VNTR 

(Variable Number of Tandem Repeats). Já aqueles que amplificam o DNA, incluem 

os marcadores do tipo: RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA); SCAR 

(Sequence Characterized Amplified Regions); STS (Sequence Tagged Sites) 

Microssatélite ou SSR (Simple Sequence Repeats) e AFLP (MILACH, 1998). 

 

3.3.1 Marcadores AFLP 

 

Uma variedade de diferentes técnicas moleculares pode ser usada para estudar 

a diversidade botânica (KARP et al., 1996). Procedimentos baseados em técnicas de 

biologia molecular são atualmente usados para estimar graus de divergência genética 

entre populações e espécies de plantas. Entre as técnicas que não requerem 

sequenciamento, uso de sondas ou bibliotecas genômicas, destaca-se o AFLP 

(CLEMENTE, 2010). 

A técnica AFLP é usada para visualizar centenas de fragmentos de restrição 

de DNA amplificados simultaneamente. O polimorfismo detectado decorre 

principalmente da variação nos sítios de restrição para a enzima de corte frequente, 
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conferindo a estas marcas um caráter dominante (SPOONER et al., 2005; 

OLIVEIRA et al., 2011). 

A detecção da variabilidade genética é realizada por meio da combinação do 

poder de polimorfismo de comprimento de fragmentos de restrição com a 

flexibilidade da tecnologia baseada em PCR, mediante a ligação de sequências de 

iniciador de reconhecimento (adaptadores) ao DNA restringido (FERREIRA e 

GRATTAPAGLIA, 1998; CAIXETA et al., 2009). Portanto, a técnica de AFLP é 

uma combinação de estratégias utilizadas pelas técnicas de RFLP (Restriction 

Fragment Length Polymorphism) e RAPD (Random Amplified Polymorphic), com 

vantagens de detectar múltiplos loci por reação e apresentar alta repetibilidade 

(OLIVEIRA et al., 2011). 

A análise de AFLP consiste em quatro etapas. Na primeira, o DNA genômico 

total do indivíduo é clivado com duas enzimas de restrição, uma que corta sítios de 

seis pares de base (geralmente, a EcoRI) e a outra que corta sequências de quatro 

pares de bases (geralmente, a MseI). Este processo de clivagem gera milhões de 

fragmentos de distintos tamanhos que, em função da concentração, não são 

detectados em eletroforese (BIOSYSTEMS, 2010). 

Na segunda etapa, as impressões digitais são produzidas sem o conhecimento 

prévio da sequência, usando-se um adaptador, que consiste em pequenas sequências 

de DNA que são ligadas às extremidades dos fragmentos de restrição para gerar 

moldes para as etapas seguintes de amplificação (VOS et al., 1995; FERREIRA e 

GRATTAPAGLIA, 1998) . 

Estes adaptadores possuem de 20 a 30 pares de bases e as sequências dessas 

bases são diferentes para cada adaptador. Portanto, um grande número de fragmentos 

é gerado, sendo necessárias algumas etapas de seleção dessa grande quantidade de 

fragmentos para que a análise seja viável (VOS et al., 1995; FERREIRA e 

GRATTAPAGLIA, 1998). 

Na terceira etapa, ocorre, inicialmente, a amplificação dos fragmentos, agora 

ligados aos adaptadores, através da reação da polimerização em cadeia com o uso de 

iniciadores complementares aos adaptadores com uma base a mais. Isto é importante, 

pois somente 25% dos fragmentos serão amplificados, caso contrário todos os 

fragmentos cortados seriam amplificados e a resolução no gel seria virtualmente 

impossível. Em seguida, é feita outra amplificação com uma pequena amostra da 

primeira. Neste caso, são utilizados iniciadores que são compostos de todas as bases 
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dos primers da primeira amplificação, mais duas a três bases, dependendo do nível 

de polimorfismo da espécie ou da população (BIOSYSTEMS, 2010). 

Na quarta etapa, a subpopulação de fragmentos selecionados é separada e 

verificada em gel de alta resolução como um gel de poliacrilamida com marcação 

radioativa ou em um sequenciador automático de DNA, através de marcação por 

fluorescência. Potencialmente, apenas o sequenciamento de fragmentos, mesmo 

manualmente, pode resolver todas as diferenças possíveis entre as amostras 

(FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998; LIU, 1998; RAMALHO et al., 2004; 

OLIVEIRA et al., 2007; BIOSYSTEMS, 2010). 

Esse tipo de marcador apresenta vantagens comparativas, tais como detecção 

de maior número de loci, cobertura ampla do genoma e baixo custo (LOPES et al., 

2003). Os Fingerprints (impressões digitais) são produzidos sem o conhecimento 

prévio de sequência e usando um conjunto limitado de primers genéricos (VOS et 

al., 1995; LIU, 1998). Ademais, muitos subconjuntos de fragmentos de restrição 

podem ser amplificados pela alteração das extensões nucleotídicas nas sequências de 

adaptador. Outra vantagem é que pode ser usada em organismos de qualquer origem 

ou complexidade e para os quais não existem informações genéticas prévias (BONIN 

et al., 2007; VUYLSTEKE et al., 2007). 

Além disso, a possibilidade de se empregarem condições mais estringentes 

para o anelamento dos primers na reação de PCR resulta em maior repetibilidade e 

robustez do AFLP, quando comparado com o RAPD. As desvantagens da técnica de 

AFLP são a dominância dos marcadores, o alto custo e as várias etapas e reagentes 

necessários à obtenção dos marcadores (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998). 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Local de estudo e coleta do material vegetal 

 

Foram estudadas populações de C. tocantinum utilizadas em arborização 

urbana em três cidades do Estado do Amazonas (Figuras 6 e 7): Manaus (Figura 8), 

Parintins (Figura 9) e Presidente Figueiredo (Figura 10). As árvores da espécie 

quando usadas na arborização urbana nas cidades originam-se do plantio de mudas 

provenientes de sementes. Cada população foi constituída de uma amostra de 30 

plantas, totalizando 90 plantas no estudo, sendo todas devidamente identificadas e 

suas posições geográficas registradas com sistema de posicionamento global - GPS 

(Anexo I).  

Foram amostradas árvores localizadas em ruas e praças de área urbana. Folhas 

jovens e sadias foram colhidas de cada planta, acondicionadas em sacos plásticos, 

devidamente identificados, contendo sílica gel e armazenadas à temperatura de -20 

o
C para posterior extração do DNA e análise com marcadores AFLP no Laboratório 

de Melhoramento Genético Vegetal (LAB-MGV) da Faculdade de Ciências Agrárias 

da UFAM. 
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Figura 6. Mapa de localização das áreas de estudo: Manaus. Parintins e Presidente Figueiredo 

(ALMEIDA, 2014) 

 

Figura 7. Mapa de posicionamento da área de estudo (ALMEIDA, 2014) 
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Figura 8. Mapa da área de estudo A (Manaus) (ALMEIDA, 2014) 

 

 

Figura 9. Mapa da área de estudo B (Parintins) (ALMEIDA, 2014) 
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Figura 10. Mapa da área de estudo C (Presidente Figueiredo) (ALMEIDA, 2014) 

 

4.2 Extração e quantificação de DNA 

O DNA genômico foi extraído de acordo com o protocolo CTAB descrito por 

(FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998) modificado. Para cada amostra, macerou-

se aproximadamente 60 mg de tecido foliar fresco (máximo de dois dias após a 

coleta) sem a nervura principal em cadinho contendo 700 µL de tampão de extração 

(CTAB 20%, NaCl 1,4 M, Tris HCl 10 mM pH 8,0, EDTA 20 mM, 2-β-

mercaptoetanol 0,8%, PVP-Polivinilpirrolidona 1% e água ultrapura).  

O macerado foi colocado em microtubo de plástico de 1,5 µL e mantido em 

recipiente com gelo até o termino do processo de maceração de todas as amostras. As 

amostras foram homogeneizadas mecanicamente por trinta segundos e incubadas em 

banho-maria a 60 ºC por trinta minutos com homogeneização a cada dez minutos. 

Após resfriamento à temperatura ambiente, adicionou-se 600 µL da mistura gelada 

de clorofórmio/álcool isoamílico (24:1) na amostra, que foi suavemente 

homogeneizada por cinco minutos e centrifugada a 14.500 rpm por dez minutos. O 

sobrenadante de cada amostra foi transferido para novos tubos, aos quais foram 
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adicionados 450 µL de isopropanol gelado e, após homogeneização suave, foram 

incubados a -20 ºC por 24h.  

Decorrido o tempo de incubação, as amostras foram centrifugadas por dez 

minutos a 7.500 rpm e o sobrenadante foi descartado. O precipitado foi lavado com 1 

mL de etanol 70% por cinco minutos duas vezes e uma vez com 1 mL de etanol 

absoluto, ambos gelados. Após a retirada do etanol o precipitado foi deixado para 

secar à temperatura ambiente por 1 hora para então ser ressuspendido em 30 μL de 

tampão TE (Tris - EDTA) acrescido de RNase (39:1), incubado em banho-maria por 

30 minutos a 37 ºC
 
e posteriormente estocado a -20 ºC.  

Para algumas amostras foi necessário uma etapa de limpeza em que foi 

acrescentado 500 mL de NaCl 2M ao precipitado, que após vortexado foi incubado a 

4 ºC por 30 minutos. Os tubos foram centrifugados a 12000 rpm por 10 minutos e o 

sobrenadante foi transferido para novo tubo acrescido de 400 mL de isopropanol. 

Após duas horas de armazenamento a -20 ºC, os tubos foram centrifugados a 7500 

rpm por dez minutos e o sobrenadante foi descartado. Realizou-se a limpeza com 

etanol conforme feito anteriormente para as demais amostras com folhas frescas, 

bem como o restante dos procedimentos. 

Para a quantificação, 2 µL de DNA ressuspendido foi diluído em solução 

contendo 3 µL do corante azul de bromofenol e 1 µL de gel Red. Este volume, 6 µL, 

foi aplicado em gel de agarose 0,8 % (p/v). Em seguida, as amostras foram 

submetidas à eletroforese, em tensão de 100 V por dez minutos para a saída do poço 

e 60 V por 50 minutos para o restante da corrida. A quantidade de DNA foi avaliada 

por análise comparativa entre o DNA extraído de cada amostra e um DNA de 

concentração conhecida (DNA lambda-Invitrogen) em transluminador de UV e 

fotodocumentados por sistema digital Vilber Lourmat. Após quantificação, as 

amostras foram diluídas em água ultrapura para ajustar as suas concentrações para 

condição de trabalho (10 ng/µL).  

As modificações realizadas no protocolo de Ferreira e Grattapaglia (1998) 

foram: não foi acrescentada a proteinase K ao tampão de extração; a extração com 

CIA foi feita apenas uma vez; e foi retirada a etapa de limpeza com NaCl para a 

extração com folhas frescas. 
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4.3 Desenvolvimento de marcadores AFLP 

A análise de marcadores AFLP foi realizada segundo os procedimentos 

propostos por Vos et al. (1995), com modificações de Lopes et al. (2003), os quais 

serão detalhados a seguir.  

 

4.3.1 Digestão do DNA 

As reações de digestão foram realizadas utilizando 200 ng de DNA genômico, 

5,0 µL do tampão One Phor All–OPA 10X (Pharmacia), 0,5 µL de solução Albumina 

de Soro Bovino–BSA  (10 µg µL
-1

), 1,0 µL da enzima MseI (5 U µL
-1

) e 0,4 µL da 

enzima EcoRI (12 U µL
-1

), ambas fornecidas pelo New England Biolabs, e água 

ultrapura completando o volume final para 50 µL. O material foi incubado em 

termociclador ESCO
®
 PCR Thermal Ciclers por três horas a 37 

o
C para as reações de 

restrição e, em seguida, por 15 minutos a 70 
o
C para inativação das endonucleases. 

 

4.3.2 Preparo e ligação dos adaptadores 

Foram preparados adaptadores específicos de EcoRI e MseI que possuem 

terminais complementares às extremidades resultantes da digestão pelas enzimas de 

restrição. O adaptador EcoRI foi preparado utilizando 5,6 µL de adaptador EcoRI 

forward, 4,8 µL de adaptador EcoRI reverse, 6 µL de tampão OPA (Amersham
®
) e 

água ultrapura esterilizada para o volume final de 120 µL. O adaptador MseI foi 

preparado utilizando 64 µL de adaptador MseI forward, 56 µL de adaptador MseI 

reverse, 7 µL de tampão OPA (Amersham
®

) e água ultrapura esterilizada para o 

volume final de 140 µL. Ambos os adaptadores foram incubados no termociclador 

ESCO
®
 PCR Thermal Ciclers, a temperaturas subsecutivas de 65, 37 e 25 

o
C, com 

duração de dez minutos cada. 

Para a reação de ligação dos adaptadores foi utilizado 1,0 µL de adaptador 

EcoRI, 1,0 µL de adaptador MseI, 1,0 µL de tampão para a enzima T4 DNA Ligase 

(10X), 0,33 µL da enzima T4 DNA Ligase (3 U/µL) (Promega
®
) e água ultrapura 

esterilizada completando o volume para 10 µL. Este mix foi adicionado a 50 µL do 

DNA digerido com as enzimas de restrição. As amostras foram incubadas em 

termociclador a 23 
o
C por 3 horas e estocadas a -20 

o
C. Na Tabela 1 são apresentados 

sítios de restrição das enzimas utilizadas no estudo e sequência dos adaptadores. 
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Tabela 1. Sítios das enzimas de restrição e sequências de adaptadores 

Enzima Sítio de Restrição Especificação Sequência
 

EcoRI 5’- G|AATTC 3’ 

3’- CTTAA|G 5’ 

Adaptador forward 

Adaptador reverse 

5’ - CTC GTA GAC TGC GTA CC - 3’ 

5’ - CAT CTG ACG CAT GGT TAA - 3’ 

MseI 5’- T|TAA 3’ 

3’- AAT|T 5’ 

Adaptador forward 

Adaptador reverse 

5’ - GAC GAT GAG TCC TGA G - 3’ 

5’ - TAC TCA GGA CTC AT - 3’ 

Fonte: Vos et al. (1995) 

 

4.3.3 Reações de amplificação 

Foram utilizados 0,6 µL de MgCl2 (25 mM), 0,4 µL de dNTPs (10 mM), 0,5 

µL de cada oligonucleotídeo contendo um nucleotídeo seletivo adicionado à 

extremidade 3’: oligo EcoRI (25 ng/µL) + A e oligo MseI (25 ng/µL) + C, 1,0 µL de 

tampão da enzima Taq DNA polimerase (10X) (Fermentas
®
), 0,3 µL de Taq DNA 

polimerase (5 U/µL) (Fermentas
®

), 2,5 µL de DNA digerido e ligado, e água 

ultrapura para completar o volume para 10 µL. As amostras foram incubadas em 

termociclador a 94 
o
C por dois minutos, seguidos de 26 ciclos de 94, 56 e 72 

o
C, com 

duração de um minuto para cada temperatura, e uma extensão final de 72 
o
C por 

cinco minutos. Terminada a reação de PCR foram acrescentados 40 µL de água 

ultrapura a cada amostra, as quais foram armazenadas a -20 
o
C. As sequências dos 

oligonucleotídeos usados na reação de pré-amplificação encontram-se na Tabela 2. 

Na segunda reação de amplificação, conhecida como amplificação seletiva, os 

iniciadores utilizados possuem mais dois nucleotídeos arbitrários adicionais, o que 

torna a seleção bem mais significativa. Para esta etapa foram utilizadas oito 

combinações de oligonucleotídeos em uma amostra aleatória de seis indivíduos da 

coleção (Tabela 2) para análise da qualidade de amplificação e do número de locos 

polimórficos amplificados.  

 

Tabela 2. Sequências de oligonucleotídeos usados para as análises de polimorfismo de comprimentos 

de fragmentos amplificados 
 

Enzima ETAPA Especificação Sequência
 

EcoRI Pré-amplificação Primer E + A 5’ GAC TGC GTA CCA ATT CA – 3’ 

Amplificação seletiva Primer E + AGT 5’ GAC TGC GTA CCA ATT CAG T – 3’ 

Primer E + AGC 5’ GAC TGC GTA CCA ATT CAG C – 3’ 

MseI Pré-amplificação Primer M + C 5’ GAT GAG TCC TGA GTA AC – 3’ 

Amplificação seletiva Primer M + CAT 5’ GAT GAG TCC TGA GTA ACA T – 3’ 

Primer M + CAC 5’ GAT GAG TCC TGA GTA ACA C – 3’ 

Primer M + CCA 5’ GAT GAG TCC TGA GTA ACC A – 3’ 

Primer M + CTC 5’ GAT GAG TCC TGA GTA ACT C – 3’ 
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Para as reações de amplificação seletiva foram utilizados 1,2 µL de MgCl2 

(25 mM), 0,4 µL de dNTPs (10 mM), 1,0 µL do oligo EcoRI (25 ng/µL) + ANN, 1,2 

µL do oligo MseI (25 ng/µL) + CNN (Em que N é o nucleotídeo arbitrário usado na 

amplificação seletiva), 2,0 µL de tampão da enzima Taq DNA polimerase (10X) 

(Fermentas
®
), 0,2 de Taq DNA polimerase (5 U/µL) (Fermentas

®
), 1,5 µL de DNA 

das amostras pré-amplificadas, e água ultrapura para completar o volume de 20 µL. 

As amostras foram incubadas em termociclador à temperatura 94 
o
C por dois 

minutos, seguida de 12 ciclos de 94, 65 e 72 
o
C com duração de 30, 30 e 60 

segundos, respectivamente, mais 23 ciclos de 94, 56 e 72 
o
C com duração de 30, 30 e 

60 segundos, respectivamente, e uma extensão final de 72 
o
C por dois minutos. As 

amostras foram estocadas a -20
 o
C. 

 

4.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida 

As amostras foram submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida 6% 

(acrilamida/bis-acrilamida (19:1 v/v)). Para o preparo da matriz de poliacrilamida 

foram utilizados 50,40 g de uréia, 0,36 g de bis-acrilamida e 7,20 g de acrilamida e 

tampão 1X TEB (Tris base, Ácido bórico e EDTA) para completar o volume de 120 

mL. Foi usado o sistema de gel de sequenciamento "Sequi-Gen GT" (Biorad), fonte 

de 3.000 V. 

As placas foram limpas duas vezes com etanol 95%. Em seguida, na placa 

maior foram aplicados 1,5 mL de Repel químico e na placa menor foi aplicada uma 

solução contendo 1 mL de etanol 95 %, 5 μL de ácido acético glacial e 5 μL de bind 

químico. Após cinco minutos as placas foram limpas mais duas vezes com álcool 

95%, neste caso com leves movimentos apenas para a retirada do excesso das 

soluções. Foram utilizados lenços de papel, tanto na limpeza das placas como na 

aplicação e retirada do excesso das soluções. 

Para o preparo do gel de poliacrilamida, utilizou-se 150 mL da matriz, 150 

μL de Tetrametiletilenodiamina - TEMED e 1 mL de persulfato de amônia (95 

mg/mL). O gel permaneceu, no mínimo, por quatro horas em processo de 

polimerização. Na parte superior da cuba foi utilizado aproximadamente 1,2 L TEB 

1X e na parte inferior 350 mL de TEB 1X adido de 50 mL de acetato de sódio 3M. 
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Antes da aplicação das amostras, foi realizada uma pré-corrida conduzida sob 

potência constante de 80 W durante uma hora, para aquecimento e limpeza do gel. 

Às amostras foram adidos 8 μL de loading buffer (formamida 98%, EDTA 10 

mM pH 8,0, azul de bromofenol 0,002% (p/v) e xilenocianol 0,002% (p/v)) e 

incubadas no termociclador por cinco minutos à temperatura de 95 ºC para 

desnaturação. Em seguida, foram aplicados 20 μL da amostra desnaturada no gel 

para eletroforese sob potência constante de 80 W durante três horas. 

 

4.4.1 Revelação do gel 

Para a revelação do gel, usou-se o método de coloração com nitrato de prata 

segundo o protocolo proposto por Creste et al. (2001). 

A placa com o gel foi imersa em 3 L de solução para fixação (etanol 10% e 

ácido acético glacial 1%) durante dez minutos, seguida de lavagem em 3 L de água 

destilada por um minuto. Realizou-se então um pré-tratamento com solução de 

oxidação (ácido nítrico 1,5% - 3 L) durante 2,40 minutos e uma lavagem em 3 L de 

água destilada por um minuto. Para a impregnação foram utilizados 3 L da solução 

de nitrato de prata (AgNO3 0,2%) por 20 minutos, seguida de duas lavagens de 30 

segundos em 3 L de água destilada cada. A revelação foi feita em duas etapas, ambas 

utilizando 1,5 L de solução para revelação (Na2CO3 3% e formaldeído 0,02%), 

durando a primeira etapa o tempo de surgimento das primeiras bandas e a segunda 

até a obtenção do padrão de revelação desejado. Por fim, a placa foi colocada em 3 L 

de solução bloqueadora (ácido acético glacial 5%) por cinco e lavada em 3 L de água 

destilada durante um minuto e mantida à temperatura ambiente para secar. Todos os 

procedimentos foram realizados dentro de bandejas plásticas e sob agitação em mesa 

agitadora orbital MA-140.  

 

4.5 Análises de diversidade e estrutura genética 

A partir dos fragmentos obtidos foi construída uma matriz binária, em que 

zero e um indicaram ausência e presença de fragmentos, respectivamente. Os dados 

dessa matriz foram usados na construção de uma matriz de dissimilaridade por meio 

do complemento aritmético do coeficiente de Jaccard obtido pela expressão: 
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𝐷𝑗 = 1 −  
𝑎

𝑎 + 𝑏 + 𝑐
  

Sendo 𝑎 a presença de banda em ambos os acessos, 𝑏 a presença de banda no 

primeiro e ausência no segundo, e 𝑐 a ausência no primeiro e presença no segundo 

acesso (JACCARD, 1901). 

Estes valores foram utilizados para a obtenção de uma nova matriz que, por 

sua vez, foi submetida à análise de agrupamento pelo método de agrupamento 

hierárquico da ligação média entre grupos – UPGMA (SNEATH e SOKAL, 1973), 

cujo resultado pode ser visualizado na forma gráfica de um dendrograma.  

A construção do dendrograma é estabelecida pelo genótipo de maior 

similaridade. O primeiro grupo é formado pelos genótipos mais similares e, em 

seguida, calcula-se novamente a distância entre todos os genótipos, considerando o 

grupo formado anteriormente como um genótipo apenas, sendo novamente 

agrupados os indivíduos dos grupos de maior similaridade e assim sucessivamente. A 

distância entre os grupos é determinada pela média das distâncias entre pares de 

indivíduos pertencentes aos diferentes grupos. A expressão geral para este método é 

dada a seguir. 

𝑑 𝑖𝑗  𝑘 =  
𝑛𝑖

𝑛𝑖 + 𝑛𝑗
𝑑𝑖𝑘 +

𝑛𝑖

𝑛𝑖 + 𝑛𝑗
𝑑𝑗𝑘  

Sendo 𝑑 𝑖𝑗  𝑘  a distância entre o grupo (ij), com tamanho interno 𝑛𝑖  e 𝑛𝑗 , 

respectivamente, caracterizando i, j e k como indivíduos ou grupos (CRUZ et al., 

2011). 

Devido à inexistência de um método para selecionar a melhor técnica de 

agrupamento, é importante avaliar o grau de ajuste desse agrupamento. O ajuste foi 

avaliado pelo coeficiente de correlação cofenética (r) proposto por (SOKAL e 

ROHLF, 1962), o qual mede o grau de ajuste entre a matriz de dissimilaridade 

(matriz fenética - F) e a matriz resultante da simplificação devido ao método de 

agrupamento (matriz cofenética - C) segundo a fórmula:  

𝑟 =  
𝐶𝑜𝑣  (𝐹,𝐶)

 𝑉  𝐹 .𝑉  (𝐶)
 

Segundo (ROHLF, 1970), quanto maior o valor de r melhor o agrupamento, e 

o valor de r menor que 0,7 indica a inadequação do método de agrupamento. 

Tanto as matrizes de dissimilaridade como os dendrogramas foram obtidos 

com o auxílio do software estatístico R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2013). 
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A abordagem bayesiana implementada no software Structure v.2.3 

(PRITCHARD et al., 2000; FALUSH et al., 2003; HUBISZ et al., 2009) foi utilizada 

para revelar a estrutura das populações. O número de interações utilizadas no burn-in 

e MCMC (Markov Chain Monte Carlo) foram de 100.000 e 200.000, 

respectivamente. Nas análises, foi considerado o modelo de mistura com frequências 

correlacionadas com a incorporação a priori das informações sobre locais de 

amostragem (habilitando as funções LOCPRIORI e USEPOPINFO).  

O software Structure e seus modelos fornecem alternativas para a detecção da 

estrutura populacional, atribuição de indivíduos à população e identificação de 

migrantes e de indivíduos que apresentam genoma de duas ou mais populações. Ele 

permite a inclusão de informação prévia, como a origem geográfica ou distâncias de 

adaptação e de marcador, o que tende a tornar as análises mais precisas. Pode ser 

aplicado para a maioria dos marcadores genéticos mais usados, incluindo SNPs, 

microssatélites, e AFLPs (PRITCHARD et al., 2000; FALUSH et al., 2003). 

Para visualizar o número de agrupamentos mais adequados aos dados foi 

utilizado o programa Structure Harvester (EARL e VONHOLDT, 2011). Este calcula 

os valores de K a partir dos resultados do software STRUCTURE. Foram testados 

valores de K variando de 1 a 5 com três repetições idênticas para cada valor de K 

testado. O valor mais provável de K foi determinado pelo critério K descrito por 

(EVANNO et al., 2005). 

A visualização gráfica da estrutura populacional se deu através do software 

DISTRUCT (ROSENBERG, 2004), usando a repetição que proporcionasse o maior 

valor do logaritmo da função de verossimilhança. 

A diferenciação genética entre e dentro das populações foi estimada pela 

análise da variância molecular (AMOVA) por meio do programa Genes v.5.1 (CRUZ, 

2013). Este, também foi usado para obtenção da matriz de dissimilaridade na 

avaliação da diversidade genética entre as populações. A distância genética entre as 

populações foi estimada segundo (NEI, 1972): 

𝐷  = 𝑙𝑛 𝐼   

O índice de identidade genética (Î), baseia-se em freqüências alélicas de locos 

homólogos nas diferentes populações. A expressão é a seguinte: 

𝐼  =  
𝐽𝑥𝑦

 𝐽𝑥  − 𝐽𝑦
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Sendo Jxy, Jx e Jy, respectivamente, as médias aritméticas de jxy, jx e jy sobre todos 

os locos polimórficos e monomórficos. Em que jxy =  2

ix  é a probabilidade de 2 

genes escolhidos ao acaso na população x serem idênticos; jx =  2

iy  é a 

probabilidade de 2 genes escolhidos ao acaso na população y serem idênticos e jy = 

 ii yx  é a probabilidade de identidade de um gene da população x e um gene da 

população y serem idênticos. 

Foram realizadas análise de fluxo gênico, com o uso do programa POPGENE 

versão 1.32 (YEH et al., 1999). O teste de Mantel (MANTEL, 1967) foi realizado 

pelo software estatístico R, com 999 permutações ao acaso e foi usado para 

investigar a correlação entre a distância geografia e a diversidade genética das 

amostras em estudo de C. tocantinum. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Extração e quantificação de DNA 

 

O protocolo para a extração de DNA genômico apresentou resultados 

satisfatórios em quantidade e qualidade para todas as populações (Figura 11). As 

extrações feitas com folhas frescas proporcionaram pellets mais limpos, não sendo 

necessária a limpeza com NaCl, como foi o caso das extrações feitas em folhas 

armazenadas por 20 dias. A quantidade e qualidade do DNA também variaram de 

acordo com o tempo de armazenamento das folhas, tendo as extrações em folhas 

frescas melhores resultados que as folhas armazenadas por mais tempo, em média 30 

ng.µl
-1

 e 20 ng.µl
-1

, respectivamente. Stefenon (2003) em estudo comparativo da 

extração de folhas frescas e folhas armazenadas por três meses observou que houve 

degradação do DNA e redução na quantidade obtida, sendo maior a degradação e 

menor a quantidade de DNA quanto maior o tempo de armazenamento do material 

vegetal. Para obter o DNA de boa qualidade, a utilização de tecido foliar fresco e 

jovem é o ideal (SYSTMA et al., 1993). 

Não foi possível utilizar folhas frescas de todas as amostras devido a distância 

do local de origem das amostras. Neste sentido, é necessária a preservação das 

amostras, geralmente, por desidratação das folhas em sílica gel, para posterior 

processo de extração (CHASE e HILLS, 1991) como realizado no presente trabalho 

para amostras de Parintins e Presidente Figueiredo. Este método de preservação 

oferece inúmeras vantagens, principalmente, devido à sua simplicidade, otimização 

de espaço físico tanto para o transporte quanto para armazenamento no laboratório, 

bem como pela preservação do DNA das amostras dessecadas por longo prazo. 

Outras vantagens de se usar tecido seco em estudos moleculares é o fato de ele poder 

ser rompido com maior facilidade e a qualidade do DNA ser, em geral, bastante 

satisfatória. Além disso, no estado desidratado, o DNA é menos suscetível à 

degradação química ou enzimática (MURRAY e THOMPSON, 1980). 
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Figura 11. Quantificação de DNA de 5 amostras de Cenostigma 

tocantinum, comparados a marcador molecular de 10 ng (primeiro 

poço), em gel de agarose 0,8% 

 

5.2 Seleção de oligonucleotídeos e polimorfismo dos marcadores AFLP 

 

Entre as oito combinações realizadas, quatro foram selecionadas para a análise 

de todas as amostras por apresentar maior número de locos polimórficos e melhor 

qualidade de amplificação das bandas (E+AGT/M+CAT, E+AGT/M+CTC, 

E+AGT/M+CAC, E+AGT/M+CCA). As combinações de primers analisadas nas três 

populações totalizaram 186 loci, sendo 132 (71 %) polimórficos e 54 (29 %) 

monomórficos. Houve uma variação de 29 a 37 loci polimórficos por combinação de 

primers (Tabela 3). Souza (2008) utilizando 12 primers de AFLP, encontrou para a 

espécie Dimorphandra wilsonii 104 fragmentos, sendo 37 (35,6%) polimórficos e 

para a espécie Dimorphandra mollis 115 fragmentos, sendo 81 (70,4%) polimórficos. 

Segundo Bassi et al. (2010), é essencial uma avaliação prévia de oligonucleotídeos de 

maneira a evitar o uso daqueles que não amplificam ou que geram poucos fragmentos 

e baixo polimorfismo, dificultando o estudo de diversidade genética. 

 

Tabela 3. Combinações de oligonucleotídeos e quantidade de loci polimórficos por 

população 

Combinações de 

oligonucleotídeos 

Loci  

Polimórficos 

Loci  

Monomórficos 

Loci  

Totais 

E-AGT/M-CAC 31 12 43 

E-AGT/M-CAT 29 9 38 

E-AGT/M-CCA 37 16 53 

E-AGT/M-CTC 35 17 52 

Total 132 54 186 
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5.3 Análise de diversidade genética 

 

As relações de parentesco entre indivíduos foram caracterizadas na forma de 

dendrogramas construídos a partir do polimorfismo dos fragmentos obtidos. As 

populações de Manaus (A) e de Presidente Figueiredo (C) apresentaram dois grupos 

cada e a população de Parintins (B) apresentou três grupos (Figuras 12, 13 e 14).  

No dendrograma para os indivíduos da população A, observou-se a formação 

de dois grupos (A1 e A2), sendo A1 formado por 11 acessos e A2 por 19 acessos 

(Figura 12). Os coeficientes de dissimilaridade mostraram que os indivíduos mais 

divergentes da população foram M14 e M22 com 0,820, e os menos divergentes 

foram M12 e M13 com 0,039.  

Considerando a dissimilaridade dentro dos grupos, observou-se maior 

divergência entre os acessos M14 e M9 (0,674), no grupo A1, e entre os acessos M16 

e M29 (0,755) no grupo A2, enquanto a menor divergência foi observada entre os 

acessos M12 e M13 (0,039), grupo A1, e entre os acessos M25 e M26 (0,150) no 

grupo A2.  

 

Figura 12. Dendrograma de 30 indivíduos de Cenostigma tocantinum Ducke amostrados da população 

Manaus, pelo Método de Agrupamento Hierárquico da Ligação Média entre Grupos e Índice de 

Similaridade de Jaccard. Coeficiente de correlação cofenética: r = 0.9230 
 

Para a população B, houve a formação de três grupos (B1, B2 e B3), dois com 

apenas um acesso cada e um com 28 acessos (Figura 13). O coeficiente de 

dissimilaridade apontou a maior divergência genética entre os acessos P3 e P25 com 

0,810, e a menor divergência foi entre P16 e P17 com 0,054.  
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Dentro do grupo B3 observou-se três subgrupos: B3a com 6 acessos; B3b com 

12 acessos; e B3c com 10 acessos. A maior divergência foi encontrada entre os 

acessos P12 e P16 com 0,635 no subgrupo B3a, acessos P18 e P28 com 0,608 no 

subgrupo B3b, e acessos P4 e P10 com 0,629 no subgrupo B3c. A menor divergência 

dentro dos subgrupos B3a, B3b e B3c foi entre os acessos P16 e P17 (0,054), acessos 

P22 e P23 (0,190) e acessos P2 e P3 (0,163), respectivamente. 

 

Figura 13. Dendrograma de 30 indivíduos de Cenostigma tocantinum Ducke amostrados da população 

Parintins, pelo Método de Agrupamento Hierárquico da Ligação Média entre Grupos e Índice de 

Similaridade de Jaccard. Coeficiente de correlação cofenética: r = 0.8270 
 

No dendrograma, para a população C, houve a formação de dois grupos (C1 e 

C2), sendo um composto por 21 acessos e o outro por 9 acessos (Figura 14). O 

coeficiente de dissimilaridade apontou a maior divergência genética entre os acessos 

PF15 e PF29 com 0,853 e a menor divergência entre PF6 e PF7 com 0,041. 

Dentro do grupo C1 a maior e menor divergência foi observada entre os 

acessos PF11 e PF21 (0,488) e os acessos PF6 e PF7 (0,041), respectivamente. No 

grupo C2, a maior divergência foi observada entre os acessos PF27 e PF29 (0,586) e a 

menor divergência foi entre os acessos PF26 e PF28 (0,295).  
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Figura 14. Dendrograma de 30 indivíduos de Cenostigma tocantinum Ducke amostrados da 

população Presidente Figueiredo, pelo Método de Agrupamento Hierárquico da Ligação Média entre 

Grupos e Índice de Similaridade de Jaccard. Coeficiente de correlação cofenética: r = 0.9774 

 

Com base na similaridade genética de Nei calculada entre as populações de C. 

tocantinum, verificou-se no dendrograma a formação de dois grupos, o primeiro 

formado pela população C e o segundo pelas populações A e B (Figura 15). O 

coeficiente de correlação cofenética (r) apresentou um valor de 0.5548. 

Por meio do complemento aritmético do coeficiente de Jaccard, os acessos 

M12 e M13 com distância genética de 0,39 e os acessos PF15 e PF29 com 0,853, 

mostraram-se os mais similares e dissimilares, respectivamente, representando, este 

último par, potenciais genitores para cruzamentos em programas de melhoramento. 

 

 
Figura 15. Dendrograma entre três populações de Cenostigma tocantinum Ducke , pelo Método de 

Agrupamento Hierárquico da Ligação Média entre Grupos e distância genética de Nei (1978). 

Coeficiente de correlação cofenética: r = 0.5548 
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Foi analisada a subestruturação das populações sob análise. Para determinar 

os padrões genéticos de diferenciação e subestruturação populacional foi utilizado o 

programa Structure, o qual permite a inclusão de informação prévia, como as 

distâncias de marcador, o que tende a tornar as análises mais precisas (Figuras 16 e 

17). Os gráficos de L (K) e ΔK (Figura 16) demonstraram que os indivíduos das 

populações de Manaus, Parintins e Presidente Figueiredo possuem subestruturação 

populacional e compartilham de três clusters. A distribuição da subestrutura nas três 

populações estudadas é bastante heterogênea e os três clusters estão presentes em 

todas as populações (Figura 17). A subestrutura das populações é predominada por 

um único cluster, diferente para cada população (Manaus = azul; Parintins = creme; 

Presidente Figueiredo = rosa), e outra parte é compartilhada pelos três clusters. 

 

 

Figura 16. A) Média dos logaritmos da função de verossimilhança para valores de K testados; B) 

Valores de K mais prováveis obtidos pelo método de Evano et. al (2005), dado pela amplitude de ΔK 

como função de K (média ± DP superior a partir de três repetições) 
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Figura 17. Estrutura populacional empregando o software Structure a partir de 90 indivíduos de 

Cenostigma tocantinum amostrados das populações de Manaus, Parintins e Presidente Figueiredo, 

considerando diferentes valores de agrupamentos (K) e o modelo de análises de mistura com 

frequências correlacionadas 

 

A quantidade de variação genética obtida pela Análise de Variância 

Molecular – AMOVA (Tabela 4) mostrou que 63,38 % da variabilidade genética se 

encontram dentro das populações e 36,62% entre as populações analisadas. O valor 

do Fst encontrado para as três populações, 0,3662, demonstrou diferenciação genética 

entre elas, porém, ainda não há fixação de alelos diferentes, o que ocorreria se o teste 

apresentasse um valor igual ou maior que um (1). 

 Os resultados encontrados estão de acordo aos apresentados na literatura para 

populações naturais de espécies arbóreas tropicais que mostram que, em geral, a 

maior parte da diversidade genética encontra-se dentro das populações (PAIVA, 

1998; GOMES et al., 2011), no entanto deve-se considerar que as populações 

estudadas não são naturais, são populações plantadas para a arborização urbana.  

Foram obtidas informações com os moradores, sobre a origem das mudas das 

plantas das calçadas e praças nos locais arborizados amostrados e foi constatado que 

são provenientes de sementes de locais próximos à cidade, principalmente de 

populações naturais de árvores da floresta próximas à cada cidade e de outros 

projetos de arborização da própria cidade. A introdução de plantas da proximidade 

em cada local via plantios de mudas para a arborização é o fator principal 

responsável pela estruturação das populações estudadas, pois as plantas são 

representativas de cada área de estudo e representa uma amostragem da diversidade 

genética de plantas de população de cada região estudada. 
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Tabela 4. Variação genética obtida pela Análise de Variância Molecular – AMOVA 

entre e dentro de populações de Cenostigma tocantinum Ducke 
Fonte de 

Variação 

Grau de 

Liberdade 

Somas dos 

Quadrados 

Quadrados 

Médios 

Componentes 

de Variância 

% da 

Variação 

Fonte de 

Variação 

Entre 

Populações 
2 717,3778 358,6889 11,3042 36,62 <0,0001 

Dentro de 

Populações 
87 1702,1000 19,5644 19,5644 63,38 <0,0001 

Total 89 2419,4778 27,1851 30,8685 100,00 
 

Fst = 0,3662       

 

O fluxo alélico total entre as populações foi baixo (Nm=1,7768), mas não 

inexistente. Os valores de fluxos gênicos entre as populações variaram de 0,8332 a 

0,8675, sendo considerados baixos e com valores aproximados entre as populações 

das três cidades (Tabela 5). Pode-se considerar que fluxos de mudas, sementes e 

pólen não predominam entre as cidades estudadas. 

A distância genética média entre as populações de C. tocantinum foi de 

0,1566. A menor distância genética foi entre as populações de Parintins e Presidente 

Figueiredo (0,1451) e a maior distância genética foi entre as populações de Manaus e 

Presidente Figueiredo (0,1825). 

A significativa estatística de Mantel, r: 0,5034 (P=0,001) mostra que a 

distância geográfica está correlacionada com a heterogeneidade genética das 

populações. O baixo valor de fluxo gênico também pode estar relacionado com a 

distância geográfica entre as populações. 

 

Tabela 5. Estimativas de fluxo alélico (acima da diagonal) e distância genética de Nei 

(1978) (abaixo da diagonal), entre as populações de Cenostigma tocantinum Ducke 

Populações Manaus Parintins P. Figueiredo 

Manaus **** 0,8675 0,8332 

Parintins 0,1422 **** 0,8649 

Presidente Figueiredo 0,1825 0,1451 **** 

 

Os resultados encontrados neste trabalho sugerem que embora grande parte 

da variação genética da espécie esteja a nível intrapopulacional, há uma sensível 

diferenciação genética entre populações de C. tocantinum. Planos de manejo e 

conservação da espécie devem observar a variabilidade genética encontrada nessas 

populações, visando garantir a preservação de seus recursos genéticos. Para que se 
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garanta que a grande parte da variabilidade seja preservada, uma amostragem 

representativa das populações de cada uma dessas regiões deve ser conservada. 

Para a conservação deve-se levar em consideração o padrão de variabilidade 

genética encontrado em C. tocantinum, sendo necessária uma amostragem 

representativa do conjunto de genes contidos nos indivíduos de cada população, com 

a amostragem de indivíduos em todas as populações, uma vez que a maior 

diversidade está dento as populações. Para realizar a conservação genética, essa 

amostragem pode levar a um elevado número de indivíduos a compor uma coleção 

ex situ. As coleções estabelecidas em campo demandam recursos permanentes para a 

manutenção. Gomes et al. (2011) relataram que a experiência com a conservação em 

campo de espécies perenes nativas da região Amazônica tem mostrado que se deve 

fomentar a conservação participativa in situ nas áreas de ocorrência.  

Para a coleta de sementes visando à constituição de lotes para outros projetos 

de arborização de cada local, deve-se também buscar amostrar diferentes plantas 

matrizes da população natural da proximidade da cidade e evitar a coleta de 

sementes, principalmente, de poucas árvores vizinhas já existentes nos projetos de 

arborização, visando evitar efeito da endogamia. Não se tem estudos conclusivos do 

sistema reprodutivo da espécie, no entanto a distribuição de sua variabilidade 

genética é semelhante às espécies florestais alógamas tropicais. Existindo suspeita de 

alogamia, a amostragem de sementes de plantas vizinhas, poderia conduzir à 

obtenção de plantas de indivíduos aparentados, pois existe maior probabilidade das 

sementes serem resultantes de acasalamentos endogâmicos e resultar em menor 

potencial genético de descendentes nos projetos de arborização. Ressalta-se ainda 

que se a coleta de sementes de cada local for feita de uma amostragem adequada na 

população natural da região próxima à cidade, a introdução das plantas nos novos 

projetos de arborização irá colaborar com a conservação in situ de cada população, 

colaborando assim com a conservação da espécie. 
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6 CONCLUSÕES 

 

O DNA extraído de folhas de C. tocantinum por meio do protocolo CTAB de 

Ferreira e Grattapaglia (1998), com modificações, gerou amostras em quantidade e 

qualidade satisfatórias para análises com marcadores AFLP. 

As folhas podem ser armazenadas em sacos plásticos contendo sílica gel a -20 

o
C por pelo menos 20 dias por apresentar qualidade de extração de DNA semelhante 

à extração em folhas frescas. 

Os marcadores moleculares do tipo AFLP revelaram alto conteúdo de 

informação genética em C. tocantinum e podem ser utilizados para análises 

genéticas, visando obter informações para a sustentabilidade genética e o manejo 

florestal da espécie. 

A distribuição da diversidade genética nas populações estudadas de C. 

tocantinum usadas na arborização urbana é maior dentro das populações do que 

entre, sendo necessário obter amostras representativas de todas as populações para a 

conservação genética da espécie. 

A introdução de plantas oriundas de amostragem representativa da população 

natural da região em novos projetos de arborização pode auxiliar na conservação 

genética in situ da espécie. 
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Anexo 1. Coordenadas geográficas das plantas utilizadas para o estudo de 

diversidade genética 

 

Coordenadas Geográficas 

Amostras 
Manaus Parintins Presidente Figueiredo 

Longitude Latitude Longitude Latitude Longitude Latitude 

01 -060° 2' 54.85" O -03° 5' 1.98" S -056° 44' 52.39" O -02° 38' 41.33" S -060° 0' 27.02" O -02° 2' 53.80" S 

02 -059° 58' 37.52" O -03° 6' 1.51" S -056° 44' 52.20" O -02° 38' 41.20" S -060° 1' 25.63" O -02° 3' 12.52" S 

03 -059° 58' 33.01" O -03° 5' 57.82" S -056° 43' 48.94" O -02° 37' 31.08" S -060° 1' 22.59" O -02° 3' 11.09" S 

04 -060° 2' 28.26" O -03° 5' 19.67" S -056° 44' 48.80" O -02° 38' 38.84" S -060° 1' 22.28" O -02° 3' 10.79" S 

05 -060° 2' 22.52" O -03° 5' 26.52" S -056° 44' 48.34" O -02° 38' 38.52" S -060° 1' 33.69" O -02° 2' 32.93" S 

06 -060° 2' 16.29" O -03° 5' 28.34" S -056° 44' 47.55" O -02° 38' 38.04" S -060° 1' 33.68" O -02° 2' 33.53" S 

07 -060° 2' 12.25" O -03° 5' 32.57" S -056° 45' 10.67" O -02° 38' 19.54" S -060° 1' 34.23" O -02° 2' 33.45" S 

08 -060° 1' 43.93" O -03° 5' 34.87" S -056° 44' 8.53" O -02° 38' 3.28" S -060° 1' 43.51" O -02° 2' 36.65" S 

09 -059° 58' 34.89" O -03° 5' 58.41" S -056° 44' 4.28" O -02° 38' 1.27" S -060° 1' 33.20" O -02° 2' 38.12" S 

10 -060° 0' 52.41" O -03° 5' 32.60" S -056° 44' 5.03" O -02° 37' 59.22" S -060° 1' 33.08" O -02° 2' 39.45" S 

11 -060° 1' 14.89" O -03° 7' 39.40" S -056° 43' 57.10" O -02° 37' 38.06" S -060° 1' 33.16" O -02° 2' 41.53" S 

12 -059° 58' 35.56" O -03° 6' 0.10" S -056° 43' 50.99" O -02° 37' 37.68" S -060° 1' 33.24" O -02° 2' 42.90" S 

13 -060° 1' 16.86" O -03° 7' 4.58" S -056° 43' 47.44" O -02° 37' 37.63" S -060° 1' 33.17" O -02° 2' 43.60" S 

14 -059° 58' 32.27" O -03° 5' 58.88" S -056° 43' 50.88" O -02° 37' 31.17" S -060° 1' 33.26" O -02° 2' 44.48" S 

15 -060° 0' 53.31" O -03° 6' 44.32" S -056° 43' 50.08" O -02° 37' 30.89" S -060° 1' 33.45" O -02° 2' 45.50" S 

16 -060° 0' 48.60" O -03° 6' 44.01" S -056° 43' 59.38" O -02° 37' 26.55" S -060° 1' 33.41" O -02° 2' 45.66" S 

17 -059° 58' 37.38" O -03° 6' 1.31" S -056° 44' 37.63" O -02° 37' 44.39" S -060° 1' 43.64" O -02° 3' 18.64" S 

18 -060° 0' 25.71" O -03° 6' 22.49" S -056° 44' 37.78" O -02° 37' 44.23" S -060° 1' 44.29" O -02° 3' 18.83" S 

19 -059° 59' 24.90" O -03° 5' 41.23" S -056° 46' 25.27" O -02° 40' 38.85" S -060° 1' 44.70" O -02° 3' 18.98" S 

20 -059° 59' 23.88" O -03° 5' 40.84" S -056° 46' 22.47" O -02° 40' 40.70" S -060° 1' 46.45" O -02° 3' 19.55" S 

21 -060° 3' 32.60" O -03° 5' 22.50" S -056° 46' 22.64" O -02° 40' 40.43" S -060° 1' 49.42" O -02° 3' 21.03" S 

22 -060° 3' 36.51" O -03° 5' 21.65" S -056° 45' 41.07" O -02° 38' 34.46" S -060° 1' 48.77" O -02° 3' 22.85" S 

23 -060° 6' 7.17" O -03° 3' 47.56" S -056° 45' 34.26" O -02° 38' 27.99" S -060° 1' 47.69" O -02° 3' 25.85" S 

24 -060° 6' 12.04" O -03° 3' 44.90" S -056° 45' 27.07" O -02° 38' 23.49" S -060° 1' 47.31" O -02° 3' 25.74" S 

25 -060° 5' 58.96" O -03° 3' 53.54" S -056° 44' 54.45" O -02° 38' 42.76" S -060° 1' 46.67" O -02° 3' 25.59" S 

26 -060° 5' 55.05" O -03° 3' 57.31" S -056° 44' 33.82" O -02° 38' 28.75" S -060° 1' 41.35" O -02° 3' 24.03" S 

27 -060° 5' 47.50" O -03° 4' 1.91" S -056° 43' 49.46" O -02° 38' 0.72" S -060° 1' 40.09" O -02° 3' 23.68" S 

28 -060° 5' 46.34" O -03° 4' 3.87" S -056° 43' 51.05" O -02° 37' 58.78" S -060° 1' 22.54" O -02° 3' 21.41" S 

29 -060° 5' 34.72" O -03° 4' 12.01" S -056° 43' 50.64" O -02° 37' 31.19" S -060° 0' 48.25" O -02° 3' 1.21" S 

30 -059° 58' 31.26" O -03° 6' 0.71" S -056° 43' 50.42" O -02° 37' 31.02" S -060° 0' 38.07" O -02° 2' 59.26" S 

 

 

 


