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Esterases no exame da estrutura populacional de Camu-
camu (Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh-Myrtaceae).
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RESUMO

Dois sistemas enzimaticos (esterase e esterase-D), analisados pela técnica de eletroforese em gel de amido, em folhas jovens de
plantas cultivadas em terra firme, de sementes provenientes de trés amostras de populagoes naturais de camu-camu, Myrciaria
dubia (Kunth) McVaugh-Myrtaceae, procedentes de Iquitos, Boa Vista ¢ Uatuma, revelaram a presenca de 6 locos: Est-1, Est-2,
Est-3, Est-4, Est-D1 e Est-D2. Dois dos seis locos génicos examinados no presente estudo (Est-3 e Est-D2) mostraram-se polimorficos,
sendo desse modo considerados valiosos no estudo de caracterizacio da estrutura populacional da espécie. Os padroes de
polimorfismo revelados nos locos Est-3 e Est-D2 de camu-camu, sao tipicos de enzimas monoméricas e diméricas, respectivamente.
O loco Est-3 apresentou um grande desbalanco genético dentro e entre as amostras populacionais examinadas, devido ao
excessivo nimero observado de plantas heterozigéticas em relagio ao nimero esperado. O loco Est-D2 apresentou um
polimorfismo exclusivo para os alelos Est-D2', Est-D2% e Est-D2° e um bom balan¢o genético na amostra populacional de
Uatuma. Em fungao disso, dentre os demais locos génicos aqui investigados, o loco Est-D2 parece ser o mais adequado para
identificagio e delimitacao de provaveis estoques de camu-camu. Portanto, recomenda-se que esse loco esteja presente na lista
dos marcadores isoenzimaticos a serem usados em futuras prospeccoes sobre genética populacional dessa espécie na regiao
amazodnica. Dados sobre a distribuigio das freqiiéncias alélicas, estimativas das distincias genéticas, e estimativas de variacao
genética nos 6 locos de esterases examinados, foram eficazes na demonstracao de diferencas genéticas entre as amostras
populacionais examinadas da espécie. Os maiores valores de heterozigozidade média (0,1353); proporcao de locos polimérficos
(0,33) e numero médio de alelos por loco (1,33) revelados na amostra populacional de Uatuma, devem-se ao fato dessa amostra
ter apresentado um loco polimorfico a mais (Est-D2), em relagao as demais amostras investigadas.
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Esterases for examining the population structure of Camu-camu
(Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh-Myrtaceae).

ABSTRACT

Tivo enzymatic systems (esterase and esterase-D), analysed by using the starch gel electrophoresis technique on young plant leaves
cultivated in bigher land (terra firme), from seeds of camu-camu, Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh-Myrtaceae obtained from
three natural population samples (Iquitos, Boa Vista and Uatumd) revealed 6 loci: Est-1, Est-2, Est-3, Est-4, Est-D1 and Est-D2. Tiwo
of the six gene loci presently examined (Est-3 and Est-D2) showed to be polymorphic, which makes them valuable for characterizing
the species population structure. The polymorphism patterns shown in the Est-3 and Est-D2 loci of camu-camu, are typical of
monomeric and dimeric enzymes, respectively. The locus Est-3 showed a huge genetic imbalance within and among the population
samples examined, due to an excessive observed number of beterozygote plants compared to their expected numbers. The locus
Est-D2 showed an exclusive polymorphism for the alleles Est-D2", Est-D2° and Est-D23, and a good genetic balance in the Uatumd
population sample. Therefore, among all gene loci investigated bere, Est-D2 seems to be the most suitable locus for identifying and
delimiting probable camu-camu stocks. Hence, this locus has to be present in the list of the isoenzymatic markers for future
research on the species population genetics in the Amazon region. Data on allelic frequency distribution, genetic distance and
genetic variation estimates of the 6 esterase loci investigated, were effective for demonstrating genetic differences among the
surveyed species population samples. The bighest values of mean beterozigozity (0.1353); proportion of polimorphic loci (0.33)
and average number of alleles per locus (1.33) revealed in the Uatumd population sample, are due to the presence of an extra
polymorphic locus (Est-D2) when compared with other surveyed samples.
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INTRODUCAO

O camu-camu, Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh-
Myrtaceae, é uma espécie silvestre com aparente distribuicao
indo da regiao central do estado do Pari, passando pelo
médio e alto rio Amazonas, até a parte oriental do Peru, ao
longo do rio Casiquiare e grande porcao da alta e média bacia
do rio Orinoco; onde quer que seja encontrada a espécie,
parece ser uma planta de beira de rio e ilhas (McVaugh, 1969).
A maior concentracio das populagoes e diversidade da
espécie é encontrada na Amazonia peruana, ao longo dos
rios Ucayali e Amazonas e seus afluentes (Villachica, 1960),
principalmente as margens do rio Supay (tributirio do baixo
Ucayali), e do rio Nanay (tributario do alto Amazonas)
(Mendonzaet al., 1989). Nos estados do Amazonas, Rondonia
€ Roraima, o camu-camu € encontrado naturalmente (Chavez
Flores, 1988) porém, nio tao freqiiente e abundante como
se observa ao longo dos rios e lagos da Amazonia peruana,
onde sio encontradas grandes populagdes nativas quase
monoespecificas (Peters e Vasquez, 1987).

Das Mirtaceas cultivadas na Amazonia, o camu-camu é
uma espécie que vem despertando grande interesse na drea
nutricional, devido ao alto teor de Vitamina C (dcido
ascorbico) encontrado nos frutos: 2.950 mg em 100g de
polpa (Andrade et al., 1991), excedendo em muito aos
apresentados pela maioria das plantas cultivadas no Brasil.
O fruto dessa espécie é muito usado no preparo de refresco,
sorvete, picolé, geléia, licor caseiro, xarope, xampu e
marmelada. No entanto, devido a sua elevada acidez,
dificilmente sao consumidos in natura.

Em termos taxondmicos o camu-camu precisa de
investigacoes mais acuradas, devido a existéncia de
inimeros variantes morfoldgicos na espécie. Ha indicios
de ocorréncia de pequenas populacoes de diferentes
ecotipos em toda bacia do rio Solimdes/Amazonas,
chamando-se atencao para a existéncia de um tipo arbustivo
e outro arbéreo, com status taxonomico ainda nao definido.

O estudo de marcadores moleculares (isoenzimas e
DNA), tem colaborado de forma significativa como
ferramenta auxiliar na definicio do status taxondémico e
populacional de virias espécies vegetais e animais
(Ferguson, 1980; Torggler et al., 1995; Alfenas, 1998;
Ferreira e Grattapaglia, 1998). Dos varios marcadores
moleculares disponiveis na atualidade, as isoenzimas pela
relativa simplicidade, rapidez e baixo custo das anilises em
relagdo aos outros marcadores, tém gerado uma gama
enorme de informacdes priticas na identificacio de
espécies, hibridos, populacoes naturais e cultivadas de
diversos organismos vivos. As esterases, por apresentarem
uma enorme diferenciagio em seus padroes isoenzimaticos,
tém sido amplamente usadas na identificacao de espécies e
cultivares de importincia agrondmica tais como: ervilha,
Pisum sativum L. (Coelho et al., 1991); moranga, Cucurbita
maxima (Amaral Janior et al., 1994); acerola, Malphigia
glabra L. (Freitas et al., 1995); couve-manteiga, Brassica
oleracea L. var. acephala D. C. (Sawazaki et al., 1997); soja,

ESTERASES NO EXAME DA ESTRUTURA POPULACIONAL
DE CAMU-CAMU (Myrciaria dubia (KUNTH) MCVAUGH-MYRTACEAE)

Glycine max L. Merrill, e feijio, Phaseolus vulgaris L. (Anti,
2000), entre outras. A identificacio correta de camu-camu
tanto em nivel morfolégico, quanto em nivel genético-
molecular, deverd contribuir de modo decisivo para os
programas de conserva¢io e melhoramento genético da
espécie. O presente trabalho, apresenta o potencial das
isoenzimas de esterase e esterase-D na caracterizacdo da
estrutura populacional, identificacio e delimitagio de
provaveis estoques de camu-camu na regiao amazonica.

MATERIAL E METODOS

Para a obtencio dos extratos protéicos e posterior andlise
eletroforética dos sistemas enzimaticos (esterase e esterase-
D), foram coletadas folhas jovens de camu-camu de 24
plantas da Fazenda Yurican, Km 100 da Rodovia AM-010,
cultivadas de sementes provenientes de uma populacao
natural de Iquitos-Peru; e de 60 plantas do banco de
germoplasma do setor de hortalicas da CPCA-INPA, Km 14
da Rodovia AM-010, sendo 30 cultivadas de sementes
provenientes de uma populaciao natural de Sio Sebastiao
do Uatuma-AM, e 30 cultivadas de sementes provenientes
de uma populagio natural de Boa Vista-RR. As distancias
aproximadas em linha reta entre Iquitos e Boa Vista; Iquitos
e Sao Sebastiao do Uatuma e Boa Vista e Sio Sebastiao do
Uatuma sao de 1.562, 1.686 e 666 Km, respectivamente,
com uma distincia média de 1.305 Km. Todas as plantas
foram cultivadas em terra firme.

A solucio para a extragio de esterases, foi preparada de
acordo com a metodologia descrita por Alfenas et al. (1991).
Em um almofariz de porcelana previamente congelado, 200
mg de folhas recém coletadas foram trituradas, adicionando-
se sempre uma pitada de PVPP (Polivinilpolipirrolidona)
em 2,40 ml de solugdo extratora gelada. Apoés a trituracao,
as amostras foram transferidas para tubos de ensaio de 5
ml e centrifugadas a 3.000 rpm por 20 minutos. Os
sobrenadantes protéicos foram rapidamente transferidos
com auxilio de pipetas tipo Pasteur, para outros tubos de
ensaio de 5Sml e armazenados a -20 ‘C, até o momento das
analises eletroforéticas.

Géis de amido da Sigma a 13% foram preparados
adicionando-se 280 ml do tampao do gel, contendo 2,80
ml do tampio da cuba. Tanto para andlise eletroforética de
esterase, quanto para esterase-D, o tampdo do gel foi
preparado com Tris (hydroxymethyl-aminomethane) 0,03
M e 4cido citrico 0,005 M. O tampao das cubas para os dois
sistemas enzimaticos examinados, foi feito com hidréxido
de litio a 0,06 M e 4cido borico 0,30 M de acordo com
Ridgway et al., (1970). O amido foi cozido em um balio de
fundo redondo de 2 litros por meio de agita¢cio continua,
com auxilio de um agitador mecanico, até o ponto de
ebulicio. Os extratos de proteinas soltveis foram absorvidos
em pedacos retangulares de papéis de filtro da Whatman 3
MM (8 mm x 6 mm), e inseridos nos géis. A eletroforese foi
conduzida a 150 V durante 3 horas e 30 minutos, com a
migracao eletroforética ocorrendo em direcio ao anodo.
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Asolucio de coloragio para esterase foi preparada com
3,00 ml de o naftil acetato 1%, dissolvido em acetona 50%;
100 mg do corante fast blue RR salt e 100 ml de tris-HCI
0,05M, pH 7,10, ajustado com uma solucio de Na OH 0,10
M (Alfenas et al., 1991). Para esterase-D, a solucio de
coloracao foi preparada de acordo com o método de
Hopkinson et al., (1973), em que 10mg de 4-metil
umbeliferil acetato foi dissolvido em 5 ml de acetona. Em
seguida essa mistura foi lentamente adicionada a 100ml de
tampao acetato (acetato de soédio 0,05 M, pH 5,20,
ajustando-se o pH com 4cido acético glacial). Uma pequena
quantidade da solucio de coloragio foi colocada sobre o
gel, e a visualizagio das bandas foi feita sob a incidéncia de
luz ultravioleta, com auxilio de uma cimara de UV.

O programa Tools for Population Genetic Analyses
(TFPGA) desenvolvido por Miller (1997), foi usado para
realizar as seguintes analises estatisticas nos locos de esterases
detectados em camu-camu: 1. andlise descritiva para
estimativa das freqiiéncias alélicas e heterozigosidade média;
2. teste de verossimilhanca maxima (G) assumindo-se o
equilibrio de Hardy-Weinberg; 3. estimativa das distancias
genéticas segundo o método de Rogers (1972), modificado
por Wright (1978); 4. andlise de agrupamento das distincias
genéticas usando o método UPGMA (Unweihted Pair-Group
Arithmetic Avarage); e 5. testes exatos para diferenciacao
populacional segundo Raymond e Rousset (1995).

RESULTADOS

Dois sistemas enzimdticos (esterase e esterase-D),
analisados pela técnica de eletroforese em gel de amido,
em folhas jovens de 84 plantas cultivadas em terra firme,

ESTERASES NO EXAME DA ESTRUTURA POPULACIONAL
DE CAMU-CAMU (Myyrciaria dubia (KUNTH) MCVAUGH-MYRTACEAE)

de sementes procedentes de trés amostras de populagoes
naturais de camu-camu (Iquitos, Boa Vista e Uatuma)
revelaram a presenca de 6 locos: Est-1, Est-2, Est-3, Est-4,
Est-D1 e Est-D2. Os padroes isoenzimaticos observados em
esterase sao apresentados na Figura 1.

Uma analise detalhada na distribuicao das freqiiéncias
alélicas (Tabela 1, Figura 2), mostra um monomorfismo nos
locos: Est-1, Est-2, Est-4 e Est-D1 para os alelos Est-1, Est-
2') Est-4'e Est-D1', nas trés amostras populacionais
examinadas (Iquitos, Boa Vista e Uatuma). Em duas amostras
populacionais (Iquitos e Boa Vista), o loco Est-D2 mostrou-
se monomorfico para o mesmo alelo Est-D22. O loco Est-3
revelou polimorfismo para os alelos Est-3' e Est-3 nas trés

Figura 1 - Padroes da enzima esterase revelados nos locos
monomorficos (Est-1, Est-2 e Est-4) e no loco polimorfico (Est-3)
em camu-camu (Myrciaria dubia). Da esquerda para direita os
genodtipos revelados em Est-3 sao: Est-3', Est-3'%, Est-3'2e Est-3%.
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Figura 2 - Representacio grifica da distribuicio das freqiiéncias alélicas reveladas em seis locos de esterases (esterase e esterase-D), em trés
amostras populacionais de camu-camu (Myrciaria dubia). As setas indicam os alelos exclusivos detectados na amostra populacional de Uatuma.
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Tabela 1 - Frequéncias alélicas observadas em seis locos de
esterases (esterase e esterase-D), em trés amostras populacionais
de camu-camu (Myrciaria dubia).

Amostras populacionais

ESTERASES NO EXAME DA ESTRUTURA POPULACIONAL
DE CAMU-CAMU (Myrciaria dubia (KUNTH) MCVAUGH-MYRTACEAE)

Tabela 2 - Teste de verossimilhanca maxima (G) assumindo-se o
equilibrio de Hardy-Weinberg, foi aplicado para se examinar a
distribuicio dos genotipos nos locos polimérficos de esterases (Est-
3 e Est-D2) em trés amostras populacionais de camu-camu
(Myrciaria dubia). () = Valores esperados.

Iq,lji:g:1 Bg;\:;s:)ta Ua':t:;noé ? Total Amostras populacionais
S -~ Genotipos em Est-3
Freqiiéncias alélicas em Esterase
Iquitos’ Boa Vista?  Uatuma? Total
Est-1 1,0000 1,0000 1,0000  1,0000 N=24 N=30 N=30 N=84
Est-2' 1,0000 1,0000  1,0000  1,0000 Est-3""  0(3,76) 1(8,01) 1(8,01)  2(19,53)
Est-3! 0,3958 0,5167  0,5167  0,4821 Est-32  19(11,48) 29(14,98)  29(14,98)  77(41,95)
Est-3 0,6042 0,4833  0,4833  0,5179 Est-32  5(8,76) 0(7,01) 0(7,01)  5(22,53)
Est-4' 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 Freqiiéncias alélicas em Est-3
Freqiiéncias alélicas em Esterase-D Est-3' 0,3958 0,5167 0,5167 0,4821
Est-D1' 1,0000 1,0000 1,0000  1,0000 Est-3? 0,6042 0,4833 0,4833 0,5179
Est-D2" 0,0000 0,0000  0,1333  0.0476 Teste de Hardy-Weinberg
Est-D2? 1,0000 1,0000 0,8167  0,9345 df 1 1 1 1
Est-D23 0,0000 0,0000 0,0500 0,0179 13,5381 34,1522 34,1522 53,2647
P <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
1 Plantio comercial da Fazenda Yurican, Km 100 da Rodovia AM-010
2.3 Banco de germoplasma do Setor de Hortalicas da CPCA-INPA, Km 14 da Amostras populacionais
Rodovia AM-010
Iquitos' Boa Vista? Uatuma3 Total
amostras populacionais, enquanto que o loco Est-D2 N=24  N=30 N=30 N=84
apresentou polimorfismo para os alelos Est-D2!, Est-D2* e Genétipos em Est-D2
Est-D2? somente na amostra populacional de Uatuma. Em  ggt-pom 0 0 0(0,53)  0(0,1905)
suma, do total de nove alelos detectados nos seis locos
examinados (Est-1!, Est-2!, Est-4', Est-3!, Est-3% Est-D1', Est- Est-D2™ 0 0 7(6,53)  7(7,4762)
D2', Est-D2? e Est-D2%), os alelos Est-D2! e Est-D2® foram  Est-D2" 0 0 1(0,40)  1(0,1429)
exclusivos da amostra populacional de Uatumi, com  pg.po2 24 30 20(20,01) 74(73,3601)
freqiiéncias alélicas de 0,1333 e 0,0500, respectivamente. » 4 “
Os padroes de polimorfismo revelados nos locos Est-3 e Est-D2 0 0 2(2,45)  2(2,8036)
Est-D2 de camu-camu, sao tipicos de enzimas monoméricas  Est-D2% 0 0 0(0,08)  0(0,0268)
¢ diméricas, respectivamente. . Freqiiéncias alélicas em Est-D2
Pat:a Yerlﬁcar 0 balango génico 'populac1onal,. tesFe de Est-D2' 0,0000  0,0000 0,1333 0,0476
verossimilhanca maxima (G) assumindo-se o equilibrio de
Hardy-Weinberg (Tabela 2) foi aplicado para se examinar a  Est-D2? 1,0000  1,0000  0,8167 0,9345
distribuicio dos gendtipos no loco Est-3. Diferencas  Est-p23 0,0000  0,0000 0,0500 0,0179
estatisticas altamente significantes foram detectadas em todas Teste de Hardv-Weinb
as amostras populacionais testadas: Iquitos (G , = 13,5381, este de nardy-weinberg
P < 0,001), BoaVista (G,, = 34,1522, P < 0,001) e Uatuma ~ df : : 3 3
(G(l = 34,1522, P < 0,001), e também entre elas (G(l) = 1,9739 2,9041
55,2647, P < 0,001). Esse grande desbalango genético ocorreu
P - - 0,70-0,50 0,50-0,30

devido ao excessivo niumero observado de plantas
heterozigéticas, em relagio ao nimero esperado em todas
as amostras populacionais. Esse mesmo teste aplicado para
se investigar a distribui¢do genotipica no loco Est-D2,
apresentou um bom balanco genético na amostra
populacional de Uatuma (G, =1,9739; 0,70 > P > 0,50), e
também entre todas as amostras populacionais testadas (G

= 2,9042; 0,50 > P > 0,30). o

1 Plantio comercial da Fazenda Yurican, Km 100 da Rodovia AM-010
2.3 Banco de germoplasma do Setor de Hortalicas da CPCA-INPA, Km 14 da
Rodovia AM-010; df = Graus de liberdade

Considerando apenas a distribuicdo das freqiiéncias
alélicas dos locos polimérficos (Est-3 e Est-D2) testes exatos
de Raymond e Rousset (1995), aplicados para se checar
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Tabela 3 - Testes exatos para andlise de diferenciacio populacional
(Raymond e Rousset, 1995), baseados na distribui¢do das freqiiéncias
alélicas dos locos polimorficos (Est-3 e Est-D2) em trés amostras
populacionais de camu-camu (Myrciaria dubia).

Amostras populacionais

Iquitos Boa Vista Uatuma
Iquitos
Boa Vista 2,77/0,5%
X4 /P
e 14,374/0,006 17,610/0,002
X @4 /P

Tabela 4 - Estimativa das distincias genéticas de acordo com o
método de Rogers (1972) modificado por Wright (1978), baseada
nos locos de esterases detectados em trés amostras populacionais
de camu-camu (Myrciaria dubia).

Amostras populacionais

Iquitos Boa Vista Uatuma
Iquitos
Boa Vista 0,0493
Uatuma 0,0832 0,0670

diferenciagio populacional entre as amostras populacionais
de camu-camu, revelaram a possivel existéncia de duas sub-
populagoes: “Uatuma” e “Iquitos/BoaVista” (Tabela 3). De fato,
percebe-se uma diferenca estatistica significante, quando a
amostra populacional de Uatumi é comparada com as
amostras populacionais de Iquitos e Boa Vista (j? © 14,374;
P = 0,000; x2(4) = 17,610; P = 0,002, respectivamente),
enquanto que nenhuma diferenca estatistica é detectada,
quando as amostras populacionais de Iquitos e Boa Vista sio
comparadas (j? 6= 277 P = 0,590).

ESTERASES NO EXAME DA ESTRUTURA POPULACIONAL
DE CAMU-CAMU (Myyrciaria dubia (KUNTH) MCVAUGH-MYRTACEAE)

A suspeita de existéncia dessas duas sub-populagoes de
camu-camu, ¢ também demonstrada comparando-se as
distincias genéticas estimadas pelo método de Rogers
(1972), modificado por Wright (1978) entre as amostras
populacionais examinadas (Tabela 4). A menor distincia
genética (0,0493), foi revelada entre as amostras
populacionais de Iquitos e Boa Vista, fazendo com que estas
aparecam agrupadas no dendrograma (Figura 3) construido
pelo método UPGMA, portanto, separadas da amostra
populacional do Uatuma.

As estimativas de variacdo genética nos 6 locos das
amostras populacionais de camu-camu entre as amostras
populacionais examinadas (Tabela 5), apresentam mais uma
vez a amostra populacional de Uatuma se destacando das
demais. Os maiores valores de heterozigozidade média
(0,1353); proporgao de loci polimérficos (0,33) e nimero
médio de alelos por loco (1,33) detectados na amostra
populacional de Uatuma, devem-se ao fato dessa amostra ter
apresentado um loco polimorfico a mais (Est-D2), em relacao
as demais amostras investigadas. Os elevados valores dos
desvios padroes observados na (Tabela 5), sao em decorréncia
do nimero bem maior de locos monomoérficos revelados nas
amostras, em relaciao aos polimorficos.

| L I |
l (i i = |

0,100 0,075 0,050 0,025 0,000

fquitos

Bea Vista

— ————  Uatuma

Figura 3 - Dendograma gerado dos dados apresentados na Tabela
4, de acordo com o método UPMGA, baseado na estimativa das
distancias genéticas de Rogers (1972), modificada por Wright
(1978), nos locos de esterases revelados nas amostras
populacionais de camu-camu (Myrciaria dubia).

Tabela 5 - Resumo da variagio genética observada em trés amostras populacionais de camu-camu (Myrciaria dubia). ( ) = Desvio padrio.

Amostras populacionais

Iquitos'

Boa Vista? Uatuma3

N=24 N=30 N=30 Total
NUmero de locos 6 6 6 6
Proporcao de locospolimorficos 4 16 % 16 % 33% 33%
NUmero médio de alelos porloco 1,16 1,16 1,33 1,50

Heterozigosidade média 0,0797 (0,1952)

0,0832 (0,2038)  0,1353 (0,2178)  0,1039 (0,2000)

! Plantio comercial da Fazenda Yurican, Km 100 da Rodovia AM-010

23 Banco de germoplasma do Setor de Hortalicas da CPCA-INPA, Km 14 da Rodovia AM-010

4 Segundo os dois critérios de defini¢do de polimorfismo (P < 0,95 ou P < 0,99)
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DISCUSSAO

O conhecimento da distribui¢do das freqiiéncias alélicas
em diversos marcadores isoenzimaticos polimérficos,
constitui-se num pré-requisito basico para a identificagio e
delimitacao dos estoques de plantas, ou de qualquer outro
organismo. Obviamente se o objetivo no presente estudo,
é caracterizar a estrutura populacional de camu-camu
(Myrciaria dubia), para uma possivel identificagdo e
delimitacio dos seus estoques naturais, torna-se necessario
a inclusio entre os marcadores isoenzimaiticos a serem
examinados, aqueles que normalmente se apresentam
polimorficos. Neste contexto, as esterases € outras enzimas
nio envolvidas no metabolismo celular (fosfatases,
peroxidases, dlcool desidrogenase e aldeido desidrogenase),
sio bem apropriadas para alcancar o objetivo acima
proposto, ja que elas apresentam altas taxas de substitui¢io
de aminodcidos eletroforeticamente detectiveis em suas
estruturas moleculares; respondem diretamente 2
diversidade ambiental; e revelam consequentemente uma
maijor variabilidade genética, quando comparadas a outros
marcadores isoenzimaticos (Gillespie e Langley; 1974). De
fato, inimeros casos de polimorfismo em esterases ja tem
sido registrados numa elevada proporcio de organismos
das mais variadas espécies (Ferguson, 1980). Em plantas
especificamente, padroes polimoérficos de esterases ja tém
sido observados em ervilha, Pisum sativum L. (Oliveira,
1976); pinho, Ponderosa pine (Mitton et al., 1979); dendé,
Elaeis guineensis, Jacq. (Santos et al., 1993); capim elefante,
Pennisetum purpurewm Schum. (Augustiin e Tcacenco,
1993); moranga, Cucurbita maxima (Amaral Junior et al.,
1994); couve manteiga, Brassica oleraceae L. var. acephala
D. C. (Sawasaki et al., 1997), entre outras. Do total de 6
locos génicos examinados (1,50 alelos por loco), dois deles
(33,33 %), i.e., locos Est-3 e Est-D2, mostraram-se
polimoérficos, sendo desse modo considerados valiosos no
estudo de caracterizacio populacional de camu-camu.

O grande desbalanco génico revelado pelo loco Est-3,
dentro e entre as amostras populacionais examinadas,
devido ao excessivo nimero observado de plantas
heterozigobticas, pode estar indicando um processo de
seleciao em favor dessas plantas, em detrimento das plantas
homozigéticas. No entanto, isso s6 pode ser confirmado
por meio de estudos experimentais. Em Myrtaceae, sele¢io
em favor de plantas heterozigéticas em estudos alozimicos,
tem sido observado em Eucalyptus (Moran e Brown, 1980;
Eldridge e Griffin, 1983; Potts et al., 1987).

O loco Est-D2, dentre os demais locos génicos aqui
analisados, por ter apresentado um polimorfismo exclusivo
e um bom balanco genético na amostra populacional de
Uatumad, indica ser o mais adequado para identificacio e
delimitacdo de provaveis estoques de camu-camu. Desse
modo, recomenda-se que esse loco esteja na lista dos
marcadores isoenzimaticos a serem utilizados, em futuras
prospecoes sobre genética populacional da espécie na
regiao amazonica.
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Considerando que o nosso propoésito, nao € estudar a
filogenia molecular da espécie onde neste caso teriamos
certamente que utilizar um grande niimero de locos (20 ou
mais) incluindo locos monomérficos e polimorficos, a
escolha nao aleatéria dos locos no presente estudo, torna-
se perfeitamente aplicavel.

Sabe-se que populacdes naturais de plantas
localizadas no centro de distribuicio geogrifica “centro
de origem” da espécie sio mais densas, continuas e
apresentam uma maior variabilidade genética. Em
contrapartida, as populagoes marginais (mais isoladas)
sao mais limitadas quanto ao livre fluxo génico entre elas,
sendo geneticamente menos varidveis (Hamrick e Godt,
1989). No caso especifico de camu-camu, um amplo
estudo sobre a distribuicdo das freqiiéncias alélicas de
varios marcadores moleculares polimorficos incluindo
isoenzimas e DNA (minisatélites e microsatélites), em
amostras populacionais de varias dreas geograficas na
AmazoOnia, podera contribuir bastante na defini¢io do
centro de origem dessa espécie.

O valor da heterozigosidade média obtida nos locos
de esterases examinados em camu-camu (0,1039), esta
dentro da faixa encontrada nas angiospermas florestais
tropicais (0,1110) (Hamrick e Loveless, 1986). Embora
Nei e Roychoudrury (1974) considerem que essa medida
estd sujeita a variacio no tamanho amostral, ela ainda é
a indicacdo mais confidvel do grau de variacio genética
populacional, sendo portanto a medida preferida pela
maioria dos geneticistas populacionais (Ayala e Kiger,
1980; Smith e Robertson, 1981). O maior valor da
heterozigosidade média, encontrado na amostra
populacional de Uatuma (0,1353), que a diferencia das
amostras populacionais de Iquitos e Boa Vista, nio pode
ser atribuido a variacio no tamanho amostral, e sim a
uma possivel diferenciacio genética entre elas, ji que
os valores de N das referidas amostras sio bem
proximos. A observacio de um maior valor de
heterozigosidade média encontrada na amostra
populacional de Uatumai, deve-se a presenca do
polimorfismo no loco Est-D2 segregando os alelos Est-
D2! Est-D2? e Est-D2%, e o monomorfismo revelado
neste loco para o alelo Est-D2? nas demais amostras
testadas. No processo de especiacdo, a auséncia de um
livre fluxo génico entre as populagdes naturais, faz com
que elas se tornem diferenciadas geneticamente ao
longo do tempo, como forma de adaptagio as diferentes
condi¢oes ambientais. Como resultado da selecao
natural, populagoes tornam-se menos ou mais
adaptadas as diferentes condigoes locais, adquirindo
desse modo formas geneticamente diferenciadas (Ayala
e Kiger, 1980). Grande parte das pesquisas sobre
melhoramento genético em espécies florestais, envolve
estudos sobre adaptacio de arvores de populacoes
naturais a diversas condi¢coes ambientais tais como:
latitude, pluviosidade, tipos de solo, temperatura, etc.
(Falkenhagen,1985).
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A variagdo genética revelada em camu-camu, entre as
sub-populacoes identificadas: “Uatuma” e “Iquitos/Boa
Vista”, pode estar refletindo as diferentes condicoes
ambientais, dos locais de procedéncia, ja que, as condigoes
edaficas de Uatuma a saber: solos podzolicos (arenoso e
pobres em nutrientes minerais), sujeitos a inundagoes por
dgua preta, sio diferentes dos latossolos e/ou
hidromorficos das regides de Iquitos e Boa Vista, sujeitos
a inundagbes por dgua branca. Neste contexto, estudos
adicionais envolvendo amostras populacionais de camu-
camu de diferentes areas geograficas, para se detectar
possiveis padroes de variacio genética entre as
populagoes, associados as diferentes condi¢oes ambientais
da Amazonia, tornam-se fundamentais na geragio de
subsidios bésicos para implementagio de programas de
conservagiao e manejo sustentivel da espécie na regido.

CONCLUSAO

Dados sobre a distribui¢do das freqiiéncias alélicas,
estimativas das distincias genéticas, e estimativas de variacao
genética nos 6 locos de esterases, foram eficazes na
demonstracio de diferengas genéticas entre as amostras
populacionais de camu-camu (Myrciaria dubia)
examinadas: Uatuma, Iquitos e Boa Vista. Testes exatos
aplicados para se checar diferenciacio populacional,
usando-se a distribui¢io das freqiiéncias alélicas dos locos
polimorficos (Est-3 e Est-D2) revelaram uma diferenca
significante quando a amostra populacional de Uatuma é
comparada com as amostras populacionais de Iquitos e Boa
Vista (y?, = 14,374; P = 0,006; y* , = 17,610; P = 0,002,
respectivamente). Dos 6 locos génicos examinados (Est-1,
Est-2, Est-3, Est-4, Est-D1 e Est-D2), o loco Est-D2 por ter
apresentado um polimorfismo exclusivo, e um bom balan¢o
genético na amostra populacional de Uatuma (G ; =1,9739;
0,70 > P> 0,50), mostrou-se o mais adequado para
identificacio e delimitacio de possiveis estoques de camu-
camu. Sugere-se que esse loco esteja presente na relacao
dos marcadores isoenzimaticos a serem usados em futuras
prospecoes sobre genética populacional dessa espécie. Os
padrdes de polimorfismo revelados nos locos Est-3 e Est-
D2 de camu-camu, sdo tipicos de enzimas monoméricas e
diméricas, respectivamente.
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