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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar a distribui¢@o da variabilidade genética do umbuzeiro (Spondias
tuberosa), no Semi-Arido brasileiro, por meio de marcadores AFLP, para subsidiar estratégias de prospecgo
e conservagdo da espécie. Foram analisados 68 individuos de umbuzeiro de 15 ecorregides, pelo dendrograma
UPGMA e pela dispersdo em escala multidimensional (MDS), com o coeficiente de Jaccard de 141 bandas
polimérficas de AFLP. A andlise da varidncia molecular foi realizada pela decomposi¢do total entre e dentro
das regides ecogeograficas. O dendrograma apresentou valor cofenético de 0,96, e o grafico MDS apresentou
0,25 para a falta de ajustamento. A variabilidade genética do umbuzeiro foi estimada em 0,3138, o que indica
grande variacdo entre os grupos de individuos. Agrupamentos especificos foram observados em seis regioes
ecogeograficas, enquanto nas demais regides observaram-se pares entre alguns individuos, sem formagao de
agrupamentos especificos por local de amostragem, o que indica que a variabilidade genética do umbuzeiro
ndo esta uniformemente distribuida no Semi-Arido. Sugerem-se estratégias para o estabelecimento de maior
nimero de areas para conservacdo in situ ou amostragens de menor numero de individuos, em varias unidades
de paisagens, para conservacao ex situ da variabilidade genética do umbuzeiro.

Termos para indexacdo: Spondias tuberosa, analise multivariada, analise de variancia molecular, dendrograma,
escala multidimensional.

Genetic variability of umbu trees in Brazilian Semi-Arid region,
based on AFLP markers

Abstract — The objective of this work was to evaluate the genetic variability distribution of umbu tree (Spondias
tuberosa), within Brazilian Semi-Arid region, based on AFLP markers, in order to suggest prospecting and
preservation strategies for this species. Sixty-eight umbu trees of 15 ecogeographic regions were analyzed for
141 polymorphic AFLP bands, through the UPGMA dendrogram and the multidimensional scaling (MDS),
based on Jaccard’s coefficient . Analysis of molecular variance was accomplished by total decomposition
among and within ecogeographic regions. The dendrogram presented co-phenetic value of 0.96, while the
MDS presented 0.25 for the badness-of-fit. Umbu genetic variability was estimated in 0.3138, indicating a
large variance among individual groups. Specific clusters were observed in six ecogeographic regions, and
some individual pairs were observed in the other regions, with no specific clustering by sampling place, which
indicates that the genetic variability of umbu tree is not uniformly distributed within Brazilian Semi-Arid.
Strategies are suggested to set a larger number of protection areas for in situ conservation, or a smaller number
of umbu individuals sampled, in various ecoregion units, for ex situ genetic variability conservation of this
species.

Index terms: Spondias tuberosa, multivariate analyses, analysis of molecular variance, dendrogram,
multidimensional scaling.

Introducao

O umbuzeiro (Spondias tuberosa Arruda) ¢ uma
Anacardiacea, do género Spondias, que ¢ formado por,
aproximadamente, 17 espécies, das quais sete distribuidas
na América Tropical e, aproximadamente, dez na Asia
Tropical (Miller & Schaal, 2005). Nao existem relatos
da ocorréncia do umbuzeiro em outras regides do
planeta, que ¢ uma arvore xeréfita endémica do Semi-

Arido brasileiro (Prado & Gibbs, 1993). E uma espécie
predominantemente de fecundacdo cruzada, com
taxa de cruzamento aparente de 74% (Souza, 2000).

Esta Anacardiacea, pela sua adaptacdo ao Semi-
Arido e aproveitamento secular, tem desempenhado
importante papel agrossocioecondmico, e o extrativismo
de seu fruto é bastante significativo na composi¢do da
renda familiar para algumas comunidades da regido.
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Contudo, o extrativismo de frutos tem apresentado
declinio constante, ao longo dos tltimos 20 anos (Santos
et al., 2005).

Um dos aspectos mais importantes e dificeis para a
prospec¢do de recursos genéticos vegetais € a definicao
de estratégias de amostragem para espécie numa regiao.
Como resultado, apenas uma amostra da variacdo
que ocorre na natureza pode ser coletada. O desafio
¢ estabelecer procedimentos de amostragem com a
maior quantidade de informagdo 1til sobre a variagao
genética, dentro de um niimero limitado de amostras.
Uma estratégia de amostragem deve considerar aspectos
taxondmicos, geograficos e ecologicos. Esse processo €
definido como prospecgao ecogeografica (Maxted et al.,
1995).

A auséncia de relagdes entre distancia genética e
regides ecogeograficas tem sido reportada quanto a
Artocarpus heterophyllus (Jagadeesh et al., 2007),
Solanum tuberosum (Rio et al., 2004) e Stipa lagascae
(Visser & Reheul, 2001), enquanto relagdes positivas
entre distancias genéticas e regides ecogeograficas tém
sido reportadas para populacdes de Cicer arietinum
(Abbo et al., 2003), Stylosanthes macrocephala
(Barros et al., 2005), Heritiera littoralis (Jian et al.,
2004), Amburana cearensis, Myracrodruon urundeuva
e Schinopsis brasiliensis (Santos et al., 2007) e
Brassica spp. (Watson-Jones et al., 2006). Para o
umbuzeiro, Santos (1997) ndo encontrou relagdes
entre distdncia genética e regides ecogeograficas, por
meio de caracteres fenotipicos. Deve ser destacado que
caracteres fenotipicos sdo extremamente influenciados
pelo ambiente e que trabalhos com marcadores de DNA
para o umbuzeiro sdo inexistentes.

O advento dos marcadores de DNA abriu a
possibilidade de amplos estudos da variabilidade de
recursos genéticos vegetais numa dimensao nunca antes
imaginavel. Como destacado por Santos et al. (2007),
estratégias paraconservacao derecursos genéticos podem
ser definidas com base nas informagdes obtidas com os
marcadores de DNA: quando a variabilidade esta dentro
das populagdes € necessaria uma rede maior de areas de
preservacao ambiental (APAs), para preservagdo in situ
da variabilidade genética; quando a variabilidade esta
entre as regides, ou seja, quando ocorre agrupamento de
individuos independentemente da regido de coleta, tem-
se indicativo de que poucas APAs sejam necessarias.

O objetivo deste trabalho foi estudar a dispersdo da
variabilidade genética do umbuzeiro no Semi-Arido
brasileiro, com base no marcador polimorfismo de
comprimento de fragmentos amplificados

(AFLP—“amplified fragmentlength polimorphism”),
para subsidiar estratégias de prospecgao, preservacio e
utilizacdo da variabilidade genética da espécie.

Material e Métodos

Foram analisados 68 individuos de umbuzeiros,
amostrados em 15 regides ecogeograficas, em sete
estados do poligono da seca, assim distribuidos: em
sete regides ecogeograficas foram amostrados cinco
individuos; nas demais, foram analisados quatro
individuos (Tabela 1). Para definicdo das areas de
amostragem do umbuzeiro no Semi-Arido, adotou-se
o procedimento de Santos (1997). A distancia minima
de 500 m de uma planta para outra foi considerada na
amostragem dentrode umamesmaregido ecogeografica.

Tabela 1. Regides ecogeograficas e cidade de referéncia da amostragem de individuos de umbuzeiro, para analise da dispersao

genética com base no marcador AFLP.

Regido ecogeografica

Cidade de referéncia

Individuos

Chapadas altas
Chapadas intermediérias
Chapada Diamantina
Planalto da Borborema
Superficies retrabalhadas
Superficies retrabalhadas
Superficies retrabalhadas
Depressao sertaneja
Depressao sertaneja
Superficies carsticas
Superficies carsticas
Bacias sedimentares
Macigos e serras altas
Macigos e serras baixas

Serrotes, inselbergues e macicos residuais

Araripe, CE

Pio IX, PI

Paramirim, BA
Soledade, PB
Porteirinha, MG
Anagé, BA

Jacobina, BA

Ichu, BA

Santa Cruz, RN

Irecé, BA

Santa Maria da Vitoria, BA
Jeremoabo, BA
Brotas Macatbas, BA
Sitio dos Moreiras, PE
Japi, RN

Al-6,A1-7,A1-8, A1-3, A1-10
B1-6, B1-7, B1-8, B1-9, B1-10
C2-2, C2-5, C2-6, C2-7, C2-9
D2-6, D2-7, D2-8, D2-9, D2-10
E1-6, E1-7, E1-8, E1-9, E1-10
E2-3, E2-6, E2-8, E2-12

E3-6, E3-7, E3-8

F1-6, F1-7, F1-8, F1-9, F1-10
F5-6, F5-7, F5-8, F5-10
J1-6,11-7,J1-8, J1-9, J1-10
12-6,12-7, 12-8, 12-9, 12-10
11-9, T1-10, T1-11, T1-12

S1-6, S1-7, S1-8, S1-9

T2-6, T2-7, T2-10

U1-7, U1-8, U1-9, U1-10
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As amostragens para coleta das folhas foram realizadas
entre janeiro e marco de 2006. As folhas utilizadas
para a extragdo de DNA foram armazenadas em
freezer a -80°C.

O DNA foi extraido segundo Doyle & Doyle (1990),
modificado para 6.000 e 10.000 rpm, na primeira
e na segunda centrifugacdes, respectivamente;
beta-mercaptoetanol a 2% e incubagdo a 60°C, durante
30 min, para todas as amostras. Ap6s aadi¢gdo do tampao
Tris-EDTA, a solugdo de DNA foi tratada com RNase
para remover RNAs co-isolados. A quantificagdo e
a integridade do DNA foram verificadas em gel de
agarose, seguida da diluicdo do DNA gendmico para
40 ng uL .

Aproximadamente 200 ng de DNA, de cada material
genético, foi duplamente digerido com 0,65 unidade
das endonucleases EcoRI e Msel, por 2,5 horas.
A programagdo do termociclador para amplificagdes
pré-seletivas consistiu de 20 ciclos de 94°C, durante
30 s, a 56°C durante 1 min e a 72°C durante 1 min.
Cada reagao foi, entdo, diluida 20 vezes em tampao TE.
Foram realizadas reagdes seletivas de amplificagdo para
o volume final de 10 pL, de acordo com o protocolo:
0,2 uM do iniciador da EcoRI, 0,3 uM do iniciador da
Msel, 0,2 mM de dNTPs, 1x tampao de PCR (100 mM
Tris-HCI (pH 8,3), 500 mM KCl), 2,5 mM de MgCl2,
0,5 unidades de 7ag DNA polimerase ¢ 2 uL. do DNA
pré-amplificado. A programagdo do termociclador,
para as amplificagcdes seletivas, consistiram de um
ciclo de 94°C, seguido de 65°C durante 30 s e de 72°C
durante 60 s, repetidos 13 vezes e com a temperatura
de anelamento de 65°C diminuida em 0,7°C em
todo ciclo subseqiiente; 23 ciclos a 94°C por 30 s,
56°C durante 30 s e 72°C durante 1 min. As reacdes
foram aquecidas durante 3 min a 94°C, em presenga
de formamida, e foram imediatamente colocadas sob
o gelo antes da aplicagdo nos géis de poliacrilamida.
Os géis foram corados com nitrato de prata, conforme
Creste et al. (2001). Todas as rea¢des foram conduzidas
no laboratério de genética da Embrapa Semi-Arido.

Foi determinado o numero médio de bandas,
anotadas por combinag¢do de iniciador, bem como
a percentagem de bandas polimoérficas. O indice de
similaridade de Jaccard foi utilizado, para se estimar a
similaridade genética entre os individuos das espécies
estudadas, por meio do programa NTSY'S (Rohlf, 1989)
ou do procedimento Distance (SAS Institute, 2004).
A matriz de similaridade foi usada para a construcdo
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do dendrograma, pelo método de UPGMA, com
auxilio do programa NTSYS (Rohlf, 1989), e para a
construgdo de grafico de escala multidimensional (SAS
Institute, 2004). A avaliacdo do ajuste do dendrograma
foi realizada pela correlacdo co-fenética, ou seja,
comparando-se a matriz co-fenética com a matriz das
similaridades genéticas.

A andlise da varidncia de dados moleculares
(AMOVA) foi realizada pela decomposigdo total
nas suas componentes, entre ¢ dentro de populagdes
(ecorregides), por meio das distancias ao quadrado,
conforme Excoffier et al. (1992), com o auxilio do
programa Arlequim (Huff et al., 1993; Excoffier et al.,
2005). A significancia dessas estimativas foi obtida pelo
método de randomizagdo com 1.000 permutacdes.

Resultados e Discussao

Foram obtidos 141 e 58 fragmentos polimorficos e
monomorficos, respectivamente, em 14 combinagdes
de iniciadores (CP) EcoR1/Msel de AFLP, com média
de 10 e 4,1 fragmentos polimérficos € monomorficos
por combina¢des de iniciadores, respectivamente;
as bandas polimérficas corresponderam a 71% do
total de fragmentos amplificados. As combinagdes
de iniciadores produziram os seguintes numeros
de bandas: E-ACA/M-CAC (07), E-ACA/M-CTG
(11), E-AAAM-CTG (14), E-ACC/M-CAA (09),
E-AAG/M-CTG (8), E-ACG/M-CAC (3), E-ATT/M-CAC
(08), E-ACC/M-CTC (07), E-AAG/M-CTA (11), E-ACA/
M-CTG (08), E-AAC/M-CTG (13), E-AGC/M-CCC (12),
E-AAA/M-CTA (14) e E-AAA/M-CTC (16).

Foram anotadas apenas as bandas bem definidas,
tendo-se evitado as bandas que apresentassem pequena
diferenca na posi¢ao no gel. A média de 15 fragmentos
polimorficos de AFLP foi reportado por Vos et al.
(1995), com marcagdo com P**, que é proximo do valor
obtido no presente trabalho, tendo-se usado coloragao
com nitrato de prata.

A correlagdo entre o procedimento SAHN e
o coeficiente de similaridade da matriz, usando
o procedimento MXCOMP do NTSYS (Rohlf,
1989), foi de 0,96, o que indica que o dendrograma
produzido (Figura 1) foi uma boa representacao dos
141 fragmentos de AFLP. A dispersao dos individuos
na escala bi-dimensional, segundo a técnica da escala
multidimensional (MDS), resultou em auséncia de
adequagdo ou de nao-ajuste de 0,25 (Figura 2).
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Foram observados agrupamentos especificos para
seis regides ecogeograficas: superficies retrabalhadas
(Anagé, BA), bacias sedimentares (Jeremoabo, BA),
superficies carsticas (Irecé, BA), macicos e serras
baixas (Sitio dos Moreiras, PE), superficies carsticas
(Santa Maria da Vitoria, BA) e depressdo sertaneja
(Ichu, BA). Nove dos 13 individuos amostrados em
trés regides ecogeograficas — da unidade de paisagem
superficies retrabalhadas (Porteirinha, MG, Anagé, BA
e Jacobina, BA) — formaram agrupamento especifico,
apesar das barreiras geograficas entre elas. Nas demais
nove regides ecogeograficas, apesar de se ter observado
grande similaridade para alguns pares de individuos,
ndo foram constatados agrupamentos especificos por
local de amostragem (Figuras 1 e 2).

A ecorregido de Ichu, BA (depressdo sertaneja)
apresentou os individuos mais divergentes, com

C.AF. Santoset al.

similaridade de apenas 28% em relagdo aos demais
individuos doumbuzeiro (Figuras 1 ¢2). Essaecorregido
esta localizada proximo da regido de transicdo, entre o
Semi-Arido e a Zona da Mata do Reconcavo Baiano,
e ¢é possivel que algum tipo de especiacdo possa estar
ocorrendo ali.

O conjunto desses resultados
variabilidade genética do umbuzeiro nio
uniformemente dispersa no Semi-Arido (Figuras 1 e2);
as barreiras geograficas ou as condi¢des edafoclimaticas
tém limitado o acasalamento e a freqiiéncia dos alelos
entre as populacdes amostradas. Esses resultados sdo
diferentes dos obtidos por Santos (1997), que concluiu
em estudo similar ao presente, com base em caracteres
fenotipicos, que a variabilidade do umbuzeiro encontra-
se uniformemente distribuida no Semi-Arido brasileiro.
No entanto, caracteres fenotipicos sdo extremamente
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Figura 1. Dendrograma UPGMA do coeficiente de Jaccard entre 68 individuos de umbuzeiro (Spondias tuberosa), amostrados
em 15 regides ecogeogréficas do Semi-Arido, com base em 141 marcadores AFLP (EcoRI/Msel). Valor cofenético = 0,96.
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influenciados pelo ambiente e, portanto, ndo sdo os
mais indicados para estudos de dispersao genética.

A auséncia de relagdes entre distdncia genética e
regides ecogeograficas tem sido reportada quanto aos
caracteres influenciados pelas condi¢des ambientais,
como os fenotipicos, em Stipa lagascae e Artocarpus
heterophyllus (Visser & Reheul, 2001; Jagadeesh et al.,
2007) ou em espécies submetidas a longo processo de
selecdo, como Solanum tuberosum (Rio et al., 2004),
enquanto relagdes positivas entre distancias genéticas
e regides ecogeograficas tém sido reportadas quanto a
populagdes analisadas com marcadores moleculares,
como Cicer arietinum (Abbo et al., 2003), Stylosanthes
macrocephala (Barros et al., 2005), Heritiera littoralis
(Jian et al., 2004), Amburana cearensis, Myracrodruon
urundeuva, Schinopsis brasiliensis (Santos et al., 2007)
e Brassica spp. (Watson-Jones et al., 2006).

Freitas et al. (2005) analisaram, por meio de
AFLP, populacdes estabelecidas de M. wrundeuva,
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Figura 2. Escala multidimensional de 141 marcas polimorficas
de AFLP, de 68 individuos de umbuzeiro coletados em
15 regides ecogeograficas do Semi-Arido brasileiro. Valor da
falta de ajustamento: 0,25.
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e encontraram maior similaridade genética entre
progénies derivadas de arvores proximas, o que indica
que a populagdo original deve ser geneticamente
estruturada. Do ponto de vista biologico, espera-se que
as variacdes edafoclimaticas e as barreiras geograficas
influenciem na variabilidade genética de uma dada
espécie, conforme Maxted et al. (1995). Estudos
da variabilidade genética em populagdes naturais
de plantas, em regides tropicais, tém demonstrado
que estas preservam grande variabilidade dentro das
populagoes (Paiva, 1998).

Como destacado por Reis & Grattapaglia (2004),
espera-se de espécies que apresentam comportamento
alégamo, como o umbuzeiro, que menor variabilidade
seja encontrada dentro de areas do que entre areas, o
que deve ser comprovado em agrupamentos especificos
de individuos amostrados numa mesma regido, como
observado neste trabalho.

A estimativa da variagdo entre ecorregides foi 0,3138
((T) 1), considerada alta. Esta estimativa sugere que esta
espécie possui fluxo restrito, menos que um migrante
por geragdo (Nm = 0,567) e grande variabilidade
entre as populagoes (ecorregides) (Tabela 2). Apesar
de ser uma espécie com tendéncia a alogamia (Souza,
2000), o fluxo génico entre as populagdes ¢ pequeno e
considerado restrito, provavelmente em conseqiiéncia
da antropizacdo das areas estudadas.

Mariot (2000) analisou a estrutura genética de
populagdes naturais de Piper cernnum e observou que
a diferenciacdo genética, entre quatro populacdes da
Mata Atlantica, foi elevada (FST = 0,29), com forte
estruturacdo espacial. O autor atribui a diferenciagdo
encontrada ao efeito fundador das populagdes, visto
ser esta uma espécie pioneira, que coloniza clareiras
dentro da floresta.

Ao estudar pimenta longa, em areas antropizadas no
Estado doAcre, Wadt(2001) avaliou a estrutura genética
de 13 populagdes naturais de Piper hispidinervum,
por meio de 44 locos de marcadores RAPD. O autor
verificou que a variabilidade dentro da populagdo
foi alta: Op = 0,25. Duas regides, com dois grupos

Tabela 2. Analise de variancia molecular (AMOVA) e estimativa de fluxo génico (Nm) da populagdo de umbuzeiro, calculado

pelo método de Wright (1951).

Fonte de variagdo GL SQ Total da variacdo (%) ph Estatistica ¢ Nm
Entre populagdes 14 678.729 31,38 <0,001 dst=0,3138 0,547
Dentro de populagdes 53 836.550 68,62 <0,001 1 - st =0,6862 -
Total 67 1.515.279 - - - -

(®Probabilidade com base em 1.000 permutagdes.
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distintos, representaram o Alto e o Baixo Acre, com
valor de (T)ST = 0,2061. Zucchi et al. (2005) verificaram,
com marcadores RAPD, em uma arborea frutifera
do Cerrado, Eugenia dysenterica, que a estimativa
(T)ST = (,2703 foi alta, e que tem fluxo restrito entre as
populagdes, em razdo da antropizacao.

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que os
individuos apresentam diferencas em razdo da regido
de amostragem, que os individuos de uma dada regido
apresentam menor dissimilaridade e que a variabilidade
genética do umbuzeiro ndo estd uniformemente
distribuida por todo o Semi-Arido brasileiro. Nesse
cenario, sdo necessarios: maior numero de areas para
conservagao in situ da espécie e a amostragem de um
numero suficiente de germoplasma-semente, em maior
numero de regides ecogeograficas, para a conservagao
ex situ da variabilidade genética da espécie. Esses dados
estdo de acordo com a analise de variancia molecular,
que mostrou grande variacdo entre populagdes de
umbuzeiro (J)ST: 0,3138), o que indica que se deve
coletar maior nimero de populagdes, para se ter maior
visibilidade da diversidade da espécie.

Apesar de seu potencial e de ser endémico do Semi-
Arido brasileiro, 0o umbuzeiro é considerado uma
espécie ameacada de extingdo em alguns estados do
Brasil (Sao Paulo, 1992). A defini¢do e execugdo de
estratégias de prospeccdo, preservagdo e utilizacdo
da variabilidade genética da espécie sdo necessarias e
urgentes.

Conclusoes

1. A variabilidade genética do umbuzeiro ndo esta
uniformemente distribuida no Semi-Arido brasileiro,
mas sim em regides ecogeograficas.

2. A variabilidade genética do umbuzeiro entre
populagdes ¢ alta; deve-se amostrar um maior nimero
de populacdes para a conservagdo da espécie.

3. Devem ser consideradas estratégias que resultem
no estabelecimento de um maior nimero de areas,
para preservagao in situ, ou amostragens de um menor
numero de individuos, em varias unidades de paisagens,
para preservacao ex situ da variabilidade genética do
umbuzeiro.
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