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RESUMO

O Pau-rosa (Aniba rosaeodora Ducke) é uma espécie importante economicamente para a Regido Amazénica, porque sua madeira é
fonte de linalol, insumo utilizado pelas perfumarias. Esta espécie foi explorada durante décadas e, ainda assim, o conhecimento acerca
da diversidade genética intra-especifica é muito restrito. Foram objetivos deste trabalho: 1) validar um protocolo para coleta de folhas
de pau-rosa que permitisse preservar a integridade do DNA até a estocagem em “freezer”; 2) selecionar um protocolo para extragio de
DNA em quantidade e qualidade adequadas para geracio de bandas RAPD e 3) desenvolver um critério para avaliar o grau de
reprodutibilidade que pudesse auxiliar a selegio de bandas RAPD dteis para andlises de diversidade genética. Imediatamente apés a
coleta, as folhas foram acondicionadas em tubos de polietileno com silica gel e af permaneceram por até 10 dias. Foram testados trés
protocolos para a extragio de dcidos nucléicos destas folhas, condigoes ideais para as PCR e a reprodutibilidade dos padrées RAPD.
Critérios para a eliminagio das bandas que mais contribuiram para o afastamento dos resultados do ideal da reprodutibilidade total
foram desenvolvidos e a significAncia estatistica das diferencas geradas pela aplicago dos critérios ao conjunto de dados foi testada.
DNA com qualidade e em quantidade suficiente para a geracao de padroes RAPD, nas condigtes ideais definidas para as PCRes, foi
obtido. A eliminagio de bandas com reprodutibilidade menor que 70% nio diferiu do controle. A eliminagio de bandas com
reprodutibilidade menor que 90% diferiu dos demais tratamentos em todos os arranjos testados (P < 5%).
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RAPD in Rosewood (Aniba rosacodora Ducke): adequation of a method for
in situ sample collecting, PCR adjustments and presentation of a procedure
to select reproducible amplified ﬂagments

ABSTRACT

Rosewood (Aniba rosacodora Ducke) is one of the economically valuable species in the Amazon region, because it is the principal source of
linalool which is demanded by the perfumery industry. This species was submitted to hard exploitation along the past decades and besides this

almost nothing is known about its intraspecific genetic diversity. The objectives of this work were: 1) to validate a method to collect rosewood
leaves, while preserving the integrity of DNA until storage in freezer; 2) to choose a method for extraction of nucleic acids in quantity and
with quality good enough 1o be used for RAPD and 3) to develop criteria for evaluating the reproducibility, which could help to select RAPD

bands useful for genetic diversity analysis. Immediately following collection, the leaves were put in PET flasks partially filled with silica gel
and kept there up to 10 days. Three methods for extracting nucleic acids from those leaves, the PCR conditions and the reproducibility of the
RAPD patterns produced were tested. Criteria for elimination of bands that contributed to maintain reproducibility away from the ideal,

which would be total reproducibility, were developed and the differences produced by application of these criteria were statically tested. DNA

with sufficient quality to generate RAPD patterns under the improved conditions defined for the PCRs was obtained. Elimination of bands

with reproducibility below 70% did not differ from control. Elimination of bands with reproducibility below 90% differed from all the
other treatments tested (P < 5%).
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INTRODUGAO

O pau-rosa (Aniba rosacodora Ducke) é uma espécie arbdrea
importante para a regiao Amazonica por causa do alto valor do
linalol, componente majoritdrio do éleo essencial extraido da
planta e utilizado pela inddstria de perfumaria (Vial-Debas,
2000). Ocorre em toda a Floresta Amazonica de terra-firme,
com freqiiéncia muito baixa atualmente (Mitja & Lescure, 2000),
em fungao de décadas de exploragdo nao controlada, durante as
quais, boa parte das populagoes naturais foi dizimada (Vial-Debas,
2000). Isto justificou sua insercdo na lista de espécies ameagadas
de extingao (IBAMA, 1992; Vial-Debas, 2000). A exploragio
sem planejamento pode ter contribuido para a redugio da
diversidade genética intra-especifica (Hall ez al., 1996; Young er
al., 1996), assunto, apesar de relevante, pouquissimo explorado
para esta espécie.

As possibilidades de quantifica¢ao da diversidade genética,
do fluxo génico e a andlise da estrutura genética de populagdes,
tornaram-se mais concretas, nas ultimas décadas (Gerburek,
1997) a partir do desenvolvimento de técnicas que permitem as
andlises genéticas a nivel molecular (Almeida ez al., 2001). Dentre
estas técnicas, destacam-se os marcadores moleculares baseados
em amplificacao de DNA via PCR (polymerase chain reaction),
desenvolvidos por Mullis & Faloona (1987). O surgimento de
procedimentos apoiados em PCR, como o RAPD (random
amplified polymorphic DNA), desenvolvido por Williams ez al.
(1990), possibilitou o estudo de espécies sobre as quais se dispoe
de pouca informagio prévia, quando recursos financeiros e tempo,
por exemplo, sdo fatores limitantes (Ferreira & Grattapaglia,

1994).

Além de ser relativamente ficil, rdpida e simples, a aplicagio
de RAPD tem custo mais baixo que os demais marcadores e
evidencia um bom nimero de loci polimérficos por reagio,
distribuidos aleatoriamente pelo genoma (Ferreira &
Grattapaglia, 1994). Algumas das limita¢6es da técnica, como o
fato de serem marcadores dominantes, tem sido compensadas
por metodologias alternativas de andlise dos dados (Clark &
Laningan, 1993; Lynch & Milligan, 1994; Bussel, 1999). Por
outro lado, a reprodutibilidade dos ensaios depende da espécie
analisada, do executor dos experimentos, da qualidade dos
reagentes e da estabilidade do termociclador (Yu & Pauls, 1992;
Meunier & Grimont, 1993; Grattapaglia, 1997; Jones ez al.,
1997). Assim, a otimiza¢do e padronizacio das condigoes de
realizagao da PCR e a avaliagdo do grau de reprodutibilidade dos
resultados sao essenciais (Williams ez /., 1990; Yu & Pauls, 1992;
Grattapaglia, 1997; Jones ez al., 1997).

Os objetivos deste trabalho foram: (1) validar um método
para a coleta de material vegetal de pau-rosa; (2) selecionar um
método para a extragio de DNA de folhas de Pau-rosa, em
quantidade e com qualidade adequadas para a obtengao de
padroes RAPD e (3) desenvolver e validar um critério, baseado
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no grau de reprodutibilidade, para selecionar bandas RAPD para
as andlises genéticas.

MATERIAL E METODOS
COLETA DO MATERIAL VEGETAL

Folhas jovens coletadas de dez plantas de pau-rosa mantidas
na Embrapa Amazo6nia Ocidental (Manaus/AM) e de 130
plantas, matrizes (adultas, em idade reprodutiva) e regenerantes
(juvenis), de populagio natural da Reserva Florestal Adolpho
Ducke (Manaus/AM) foram acondicionadas em tubos de
polietileno contendo silica gel (Chase & Hills, 1991). As folhas
coletadas na Sede da Embrapa foram armazenadas imediatamente
a-20°C, no Laboratério de Biologia Molecular. As folhas coletadas
na Reserva Florestal Adolpho Ducke, a 26 km ao norte do centro
da cidade de Manaus, permaneceram em temperatura ambiente,
nos tubos com silica, de sete a 10 dias, até serem armazenadas a -
20 °C, no laboratério.

EXTRAGAO E QUANTIFICAGAO DE ACIDOS NUCLEICOS

O material vegetal foi submetido 4 extracio dos dcidos
nucléicos, segundo trés protocolos: Doyle & Doyle (1987),
Edwards ez al. (1991) e Khanuja ez al. (1999). As solugdes de
4cidos nucléicos, contendo 0 DNA gen6mico, foram armazenadas
a-20°C, em TE. Uma vez que as folhas foram mantidas por até
10 dias & temperatura ambiente antes da preservago em freezer,
os protocolos de extragio foram avaliados com relacio as
propriedades de preservar a integridade do DNA extraido. A
integridade do DNA foi examinada apds a realizagio de
eletroforese em géis de agarose a 1%. A quantificagdo e a andlise
de pureza dos 4cidos nucléicos extraidos foram realizadas através
daleitura de absorvancias (GeneQuant pro RNA/DNA calcularor,
Amersham/Pharmacia) verificadas nos comprimentos de onda
de 260 nm e de 280 nm.

APRIMORAMENTO DAS CONDIGOES DA PCR

As solugoes de dcidos nucléicos foram diluidas para a
concentragio de 10 ng.ml" em dgua destilada autoclavada e
armazenadas a -20 °C. Foram testadas diferentes concentracoes
finais de DNA, MgClz, primers, dNTPs e Tag DNA polimerase,
mantendo inalteradas as concentragées do KCI (50 mM) e do
Tris-HCl (20 mM) utilizados nas reaces. Concentracoes de
DNA iguaisa 0, 15, 30, 45 ¢ 60; 0; 1,25; 2,50; 3,75 ¢ 5,00
unidades de 7zg DNA polimerase; 0; 0,75; 1,50; 2,25 ¢ 3,00
mM de MgCl; 0, 125, 250, 375, 500 nM de “primer”
decimero e 0, 50, 100, 150 ¢ 200 pM de cada um dos dNTPs
foram testados, em reagdes de 25 mL. A necessidade de inclusio
de BSA (soroalbumina bovina) a 0,1% também foi testada. Os
testes para aprimoramento das PCR foram realizados utilizando
o primer de seqiiéncia 5'— ACG GCG TAT G - 3’, DNA
extraido de uma planta de pau-rosa e o termociclador (Perkin

Elmer Gene Amp PCR System 2400) programado para 92 °C
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por 1 min; 35x (92 °C por 1 min; 30 °C por 2 min e 72 °C por
1 min); 72 °C por 5 min e 4 °C por tempo indefinido. A
eletroforese foi realizada em géis de agarose a 1,5% em TBE 1 X,
corados com brometo de etidio (0,5 pg.ml™), a cerca de 5 V.cm®
' de gel, 200 2250 mA, durante 3 horas. O registro dos resultados
foi realizado utilizando sistema de foto-documentagao KODAK
(cAmera digital DC120 e aplicativos acessérios). As tabelas de
dados bindrios (1 para a presenca de banda e 0 para a auséncia)
foram construidas segundo o exame visual das imagens, em
formato KODAK (extensdo .bip), depois de impressas. As
melhores condi¢oes encontradas foram aplicadas a reagdes com o
DNA de quatro plantas utilizando 20 primers para o estudo
inicial do polimorfismo RAPD para o pau-rosa.

AVALIAGAO DO GRAU DE REPRODUTIBILIDADE DAS BANDAS
RAPD

Foi avaliado o grau de reprodutibilidade das bandas
produzidas, em condi¢bes aprimoradas, usando 11 primers
decAmeros, com contetdo de pares de bases GC acima de 50%,
que foram utilizados em reacoes de PCR com: a) o DNA de um
ndmero varidvel de plantas (2 primersx DNA de 20 plantas + 9
primersx DNA de 8 plantas = 112 padrdes RAPD) e b) 0o DNA
de um ndmero constante de plantas (11 primers x DNA de 8
plantas = 88 padrdes RAPD). Este tltimo arranjo foi organizado
escolhendo aleatoriamente 8 de cada um dos dois grupos de 20
padroes produzidos em a e mantendo os nove grupos de 8
padroes no formato original. As 112 reacdes de PCR foram
realizadas em duas ocasioes (total de 224 padroes RAPD), por
um mesmo executor, mantendo constantes os estoques de
reagentes e equipamentos utilizados. Comparou-se banda a
banda, os conjuntos de padroes RAPD produzidos nas duas
ocasides, verificando o nimero de coincidéncias ocorridas.
Tratando-se de experimentos realizados com 0 DNA de 20 plantas
(Figura 1), havia 20 chances de coincidéncia para cada banda
do padrio (banda presente na primeira e na segunda ocasides ou
ausente na primeira e na segunda ocasides em que o DNA de
cada uma das 20 plantas foi utilizado paraa PCR). A porcentagem
de coincidéncias poderia variar desde 0 em 20 (grau de
reprodutibilidade = 0) até 20 coincidéncias em 20 chances (grau

de reprodutibilidade = 100%) para cada banda.

DEFINICAO E VALIDAGAO DO CRITERIO DE SELEGAO DE
BANDAS COM BASE NA REPRODUTIBILIDADE

O ntimero observado de indices (Coeficiente de Jaccard) de
auto-similaridade, ou seja, de similaridade entre padroes RAPD
obtidos para a mesma planta em duas PCR (Pérez ez al., 1998),
foi utilizado para detectar diferengas entre os conjuntos de padroes
RAPD produzidos na primeira e na segunda ocasido em que as
112 PCR foram realizadas. Quatro tratamentos foram
dispensados aos conjuntos de 112 padrdes RAPD (niimero
varidvel de plantas) e aos conjuntos de 88 padroes RAPD
(ndmero constante de plantas), sendo: Tratamento 1 (controle)
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- nenhum critério de reprodutibilidade foi aplicado, ou seja,
todas as bandas de todos os padroes RAPD foram admitidas para
o cdlculo dos indices de auto-similaridade; Tratamento 2 - apenas
bandas com grau de reprodutibilidade acima de 90% foram
admitidas como componentes dos padroes RAPD para o célculo
dos indices de auto-similaridade; Tratamento 3 - apenas bandas
com grau de reprodutibilidade acima de 80% foram admitidas
como componentes dos padroes RAPD para o cdlculo dos indices
de auto-similaridade e Tratamento 4 - apenas bandas com grau
de reprodutibilidade acima de 70% foram admitidas como
componentes dos padroes RAPD para o cdlculo dos {ndices de
auto-similaridade. O nimero total de indices de auto-similaridade
iguais a 1 (significando que o padrio RAPD produzido foi
exatamente o mesmo nas duas ocasides em que DNA de uma
planta foi utilizado para a PCR em presenca do mesmo primer),
observado no conjunto de padrdes produzidos por cada um de
11 primers avaliados, foi contado. O ndmero médio de indices
com valor 1 (niimero de indices de auto-similaridade com valor
1/ndmero total de indices de auto-similaridade no conjunto de
padroes RAPD gerados por cada primer) foi calculado, para cada
tratamento. Para verificar a existéncia de diferencas
estatisticamente significativas entre os tratamentos foi realizada a
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Figura 1 - Padrao de bandas RAPD para Pau-rosa (A. rosaeodora Ducke).
0 DNA de 20 plantas foi amplificado, em duas ocasides diferentes (A e B).
0s nimeros (1 a 20) identificam os padres referentes a cada planta. As
letras (de a a m) identificam as bandas que compdem os padroes RAPD.
Bandas em A foram comparadas com bandas em B para determinar seu
grau de reprodutibilidade, que esta indicado na tabela abaixo das imagens
dos géis de agarose. M - |/Hind Il (Embrapa Amazdnia Ocidental — Manaus/
AM).
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andlise de variAncia e para testar os contrastes entre as médias
aplicou-se o Teste de Tukey, utilizando o aplicativo SYSTAT,
versao 9. Os indices de auto-similaridade (Coeficiente de Jaccard)
foram calculados utilizando o programa GENES (Cruz, 2001).

A correlagio entre matrizes de similaridade tradicionais
(Coeficientes de Jaccard) também foi utilizada para detectar
diferengas entre os tratamentos de selegao de bandas segundo o
grau de reprodutibilidade que foram dispensados aos dois
conjuntos de 88 padrées RAPD, produzidos em ocasides
diferentes. Das tabelas de dados bindrios foram, conforme cada
um dos critérios de reprodutibilidade (tratamentos), selecionadas
bandas “dteis” e produziram-se duas matrizes para cada conjunto
de dados: uma referente 4 primeira ocasio em que as PCR foram
realizadas e outra referente 4 segunda ocasido. O teste de correlagio
entre as duas matrizes de similaridade geradas para cada um dos
quatro tratamentos foi realizado através da rotina “MXCOMPG”
do aplicativo NTSYS - PC, versao 1.60 obtendo-se os valores de
correlacdo e as probabilidades foram calculadas pelo teste de
Mantel.

LISTAGEM DE ABREVIATURAS UTILIZADAS
TE: tampao Tris-EDTA
PCR: “polymerase chain reaction”
dNTPs: deoxinucleotideos trifosfato

BSA: soroalbumina bovina
TBE: tampao Tris-Borato-EDTA
RAPD: “random amplified polymorphic DNA”

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Trés protocolos para a extragao de 4cidos nucléicos de folhas
de pau-rosa foram testados € os testes permitiram, também, validar
o método utilizado para a coleta e preservagio do material vegetal.
As folhas coletadas tanto na Embrapa Amazdnia Ocidental
quanto na Reserva Florestal Adolpho Ducke, forneceram DNA
em quantidade e com qualidade suficientes para a realizagao dos
experimentos de RAPD-PCR, quando o protocolo desenvolvido
por Edwards ez al. (1991) foi utilizado para a extracdo. Folhas
coletadas na Reserva Ducke ficaram, por cerca de 10 dias, em
temperatura ambiente antes de serem armazenadas a-20 °C, no
Laboratério de Biologia Molecular da Embrapa Amazonia
Ocidental e, ainda assim, os 4cidos nucléicos foram
suficientemente preservados de degradagio.

Foram testados protocolos de extragao de 4cidos nucléicos
desenvolvidos por Edwards ez /. (1991); Khanuja ez al. (1999)
e Doyle & Doyle (1987). O DNA extraido seguindo o protocolo
de Edwards ez al. (1991) apresentou-se paraa maioria das amostras
mais integro. Os resultados obtidos quando foram utilizados os
métodos descritos por Khanuja ez al. (1999) e Doyle & Doyle
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(1987) nao apresentaram homogeneidade esperada para amostras
coletadas de maneira padronizada. Algumas das solugdes de 4cidos
nucléicos preparadas segundo o protocolo descrito por Doyle &
Doyle (1987) sofreram perda rdpida de qualidade apés a extracio,
ainda que mantidas a -20 °C entre os perfodos de realizacio de
experimentos. Este tltimo efeito ndo ocorreu quando foram
aplicados os outros dois protocolos. Além disto, a utilizagio do
protocolo descrito por Edwards et /. (1991) permitiu,
freqiientemente, a obten¢io de uma maior quantidade de DNA
com relagao a RNA.

O valor médio para a razao entre os picos de absorvaincia a
260 nm e a 280 nm encontrados para as solugdes de dcidos
nucléicos extraidas de folhas das plantas de pau-rosa foi 1,68. A
concentragio dos dcidos nucléicos nas soluces extraidas de folhas
das 130 plantas da Reserva Florestal Adolpho Ducke variou de
65 a 1245 ng.ml", para cada 700 a 800 mg de tecidos de folhas.

Os testes para concentragio dos componentes visando
aprimoramento das reagdes de PCR indicaram que o emprego de
2,5 unidades de Taqg DNA polimerase por reagio, entre 2,25 e
3,00 mM de cloreto de magnésio, pelo menos 375 nM de primer
decAmero e acima de 100 mM de cada um dos dNTPs foram
suficientes para gerar amplificagdo. A inclusio da BSA a 0,1% foi
essencial para o sucesso das PCR e quantidades de DNA entre
10 e 60 ng por reagdo nio influenciaram o padrio de bandas

RAPD obtido.

Definidas as melhores condi¢6es para a geragio de padroes
RAPD para pau-rosa, vinte primers foram avaliados quanto ao
ndimero de bandas RAPD geradas e ao polimorfismo verificado
para estas bandas utilizando o DNA extraido de quatro plantas.
Neste teste, o nimero médio de bandas produzidas por planta
foi de 8,2, sendo 2,7 a média de bandas polimérficas. O nimero
médio de bandas produzidas por RAPD parece ser independente
do tamanho do genoma e, em organismos tdo diferentes quanto
cianobactérias e a soja, observou-se um niimero médio de cinco
bandas por reagio (Ferreira & Grattapaglia, 1994). Entdo,
considerou-se que 0 RAPD ¢ uma boa técnica para acessar a
variabilidade genética também em populagbes de Pau-rosa, como
tem sido para detectar variabilidade em soja (Abdelnoor ez 4/.,
1995) jd que a média de bandas observadas por planta foi superior
a cinco e ocorreu polimorfismo. Os fragmentos amplificados
variaram de 185 a 2300 pares de bases.

A reprodutibilidade das bandas produzidas por 11 primers
foi testada e a variagdo na reprodutibilidade foi utilizada para o
desenvolvimento de um critério de selecio das bandas
componentes dos padroes RAPD. O padrio de cada banda foi
reprodutivel de 0 a 100% das vezes em que foi testado para as
mesmas plantas em ocasioes diferentes. Na Figura 1, hd exemplos
de bandas com grau de reprodutibilidade entre 45 e 100%. A
influéncia de bandas com reprodutibilidade entre 70 e 90%
sobre o cdlculo de indices de similaridade (Coeficiente de Jaccard)
foi verificada, comparando padrées produzidos para um mesmo
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grupo de plantas, em duas ocasides, nas mesmas condigdes. Visto
que bandas componentes dos padrdes RAPD de cada planta que
foram encontradas na primeira ocasido em que os experimentos
de PCR foram realizados foram comparadas com as bandas dos
padroes RAPD gerados na segunda ocasido para as mesmas
plantas, era esperado que o nimero de indices de auto-similaridade
com valor 1 (um) fosse igual a0 nimero de plantas testadas. Isto
teria ocorrido se ndo existissem os problemas de reprodutibilidade
reconhecidos e inerentes 2 técnica do RAPD e 0 DNA de todas as
plantas tivesse gerado padrées idénticos nas duas ocasides.
Portanto, o niimero observado de indices de auto-similaridade
com valor igual a 1 em cada grupo de dados apresentou variagoes
e aproximou-se mais ou menos dos valores esperados (igual ao
total de plantas por grupo) em fungio da admissao ou nio de
bandas com reprodutibilidade entre 70 e 90% para o célculo,
utilizando o Coeficiente de Jaccard (F = 14,476 para o teste com
112 padroes RAPD e 15,873 para o teste com 88 padroes; P <
0,01).

Os contrastes entre o nimero médio de indices de auto-
similaridade iguais a 1, encontrados para cada tratamento e para
o controle foram submetidos ao Teste de Tukey. Houve diferenca
significativa entre o tratamento 2 (apenas bandas com
reprodutibilidade maior ou igual a 90% admitidas) e os demais
(P < 0,058), independente do nimero de padrées que
constituiram os grupos testados (112 — Figura 2 — ou 88 padroes
RAPD, respectivamente).

A diferenca entre o tratamento 3 (apenas bandas com
reprodutibilidade maior ou igual a 80% admitidas) e o tratamento
4 (apenas bandas com reprodutibilidade maior ou igual a 70%
admitidas) apresentou-se mais sutil e dependente do nimero de
padrdes testados. Quando um nimero varidvel de padroes RAPD
gerados por cada primer foi comparado a diferenga nao foi
estatisticamente significativa (P = 0,16 — Figura 2). No entanto,
quando um ndmero constante de padrées RAPD gerados por
cada primerfoi comparado a diferenca entre os tratamentos 3 e 4
foi significativa (P = 0,042).

A admissdo de bandas com grau de reprodutibilidade maior
ou igual a 70% ndo produziu diferenca estatisticamente
significativa da admissdo de todas as bandas presentes em todos
os padrdes, sem aplicacio de critérios para selegao (Tratamento 1
— controle), tanto para o grupo de 112 (P = 0,784) quanto para
o grupo de 88 (P = 0,842) padroes RAPD.

A aplicagio do teste de correlagio entre matrizes foi
interessante porque permitiu avaliar a eficiéncia dos critérios aqui
descritos para a sele¢io de bandas também sobre indices de
similaridade obtidos para plantas diferentes, ou seja, para todos
os {ndices de similaridade gerados pelas comparages dos padroes
RAPD produzidos na primeira ocasido versus aqueles produzidos
na segunda ocasio, utilizando os 88 padrées de bandas RAPD.
Entdo, nestas tiltimas andlises, foram incluidos os indices de auto-
similaridade (planta 1 na primeira ocasido x planta 1 na segunda

RAPD EM PAU-ROSA (Aniba rosaeodora DUCKE): ADAPTAGAQ DO MET_ODO PARA COLETA DE
AMOSTRAS in situ, AJUSTE DAS CONDIGOES DE PCR E APRESENTAGAQ DE UM PROCESSO
PARA SELECIONAR BANDAS REPRODUTIVEIS

ocasido; planta 2 x planta 2 e assim por diante), mas os dados
submetidos aos testes de correlagio nio se limitaram a eles. As
matrizes continham os indices de similaridade entre plantas
diferentes também (planta 1 x planta 2 na primeira ocasido versus
planta 1 x planta 2 na segunda ocasido; planta 1 x planta 3 e
assim por diante).

O grau de correlagio entre as matrizes de {ndices de
similaridade (Coeficientes de Jaccard) geradas pela admissao
apenas de bandas com reprodutibilidade igual ou maior que
90% foi 0,92 (P para valores aleatdrios de Z < Z observado =
0,999), ou seja, os indices que compuseram as matrizes eram
muitissimo similares. Este grau de correlagdo entre matrizes foi
diminuindo 4 medida que critérios mais suaves para a selegao de
bandas foram aplicados: quando foram admitidas bandas com
reprodutibilidade igual ou maior que 80%, o grau de correlagao
f0i 0,52 (P = 0,973) e quando bandas com reprodutibilidade
igual ou maior que 70% foram admitidas para os cdlculos, o grau
de correlagio foi 0,21 (P = 0,875). O indice de correlagdo entre
matrizes geradas pela admissio de todas as bandas produzidas
por todos os primers foi calculado em 0,21 (P = 0,821), 0 mesmo
valor encontrado com a aplicagdo do critério de admissdo de
bandas com reprodutibilidade de 70%. Estes resultados
corroboram o que jd tinha sido discutido com relagio ao ntimero
médio de indices de auto-similaridade iguais a 1 produzidos pela
aplicagdo dos critérios para seleio de bandas. Entdo, tomando
os resultados de todas as andlises, conclui-se que a eliminagdo de
bandas com reprodutibilidade menor que 80% pode aproximar
os resultados observados daquilo que seria ideal: que padrées
RAPD para um mesmo conjunto de individuos sejam

-
=

o

TI3

No.médo de indices de aito-
smilericade igues &1 (um)
i

Tratamenios

Figura 2 - Namero médio de indices de auto-similaridade com valor 1 e
desvios das médias, observados para quatro tratamentos dispensados a
112 padroes de bandas RAPD, sendo varidvel o nimero de padroes produzidos
por cada um de 11 “primers” (Material e Métodos 2.4 a). Tratamento 1
(controle): todas as bandas geradas foram admitidas para o célculo;
Tratamento 2: apenas bandas com reprodutibilidade igual ou maior que 90%
admitidas; Tratamento 3: apenas bandas com reprodutibilidade igual ou
maior que 80% admitidas; Tratamento 4: apenas bandas com reprodutibilidade
igual ou maior que 70% admitidas (Embrapa Amazonia Ocidental — Manaus/
AM).
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reproduzidos perfeitamente em todas as ocasides que forem
gerados.

CONCLUSOES

A geragdo de padroes RAPD para Pau-rosa foi possivel para
folhas coletadas em tubos de polietileno com granulos de silica
gel, armazenadas, até 10 dias depois da coleta, a -20 °C, sendo o
DNA extraido com tampao de SDS;

A aplicagio do critério, cujo desenvolvimento foi descrito
neste trabalho, para a elimina¢do de bandas RAPD com grau de
reprodutibilidade 90%,
significativamente o valor calculado para os indices de
similaridade, independentemente do ndmero de padrées RAPD
gerados por primer;

menor que influenciou

A eliminagio de bandas RAPD com grau de
reprodutibilidade menor que 80%,
significativamente, o valor calculado para os indices de
similaridade, apenas quando nimero constante de padroes RAPD
foi gerado por cada primer;

influenciou,

A eliminagio de bandas RAPD com grau de
reprodutibilidade menor que 70% nao diferiu estatisticamente
da admissdo de todas as bandas, reprodutiveis ou nio, para o
cdlculo de indices de similaridade, independentemente do
nimero de padroes RAPD gerados por primer.
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