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RESUMO

O presente trabalho analisou os parametros genéticos populacionais de variabilidade e
diversidade genética de diferentes populagdes de Ocotea notata (Nees & Mart.) Mez, através
de marcadores de DNA do tipo ISSR (Inter Single Sequence Repeats). Para tanto, foram
amostrados 243 individuos de 12 populacdes selecionadas na Bahia e Espirito Santo, que
ocorrem em campos rupestres e vegetacdes de restinga, a saber, morfotipos de Ocotea
glaucina (Meisn.) Mez: Morro do Chapéu: populagdes do Tabuleiro dos Guaribas, Ferro
Doido, Cria Bode e Lajes; Umburanas; Jacobina; Lencdis: populagdao da Serra das Paridas, e
os morfotipos de O. notata, Esplanada: populacao de Baixios; Salvador: populacao das Dunas
do Abaeté, Alcobaca, Mucuri, e Vila Velha, ES: populacao de Jacarenema. O DNA total ja se
encontrava extraido e quantificado em gel de agarose. Foram testados 20 primers de ISSR
(University of British Columbia), dos quais quatro apresentaram resultados adequados para as
analises, a saber: Manny, Mao, John e UBC 844. A otimizag¢ao dos protocolos de reacdes de
PCR foi feita no Laboratério de Evolugdo Molecular, da UNESP de Rio Claro, com a
execucdo das reacdes de PCR para cada um dos primers, para cada populagdo, e
subsequentemente foram feitas as andlises dos resultados sob o arcabougo teorico-
metodologico da genética de populagdes. A Analise de Variancia Molecular (AMOVA)
indicou que 23% da variabilidade ocorre entre popula¢des dentro de regides e 76% entre
individuos dentro de popula¢des, com variagdo significativa de 1% ocorrendo entre regides

(populagdes de Restinga vs. Campos Rupestres).
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1. INTRODUCAO

A familia Lauraceae ¢ relativamente grande, englobando ca. 52 géneros e 2.500-
3.500 espécies, predominantemente de arvores e arbustos (VAN DER WERFF& RICHTER,
1996; ROHWER, 1993a, 1993b). Sua distribuicao é pantropical, sendo bem representada nas
regides tropicais das Américas ¢ da Asia, ¢ também com um nimero bastante grande de
espécies na Australia e Madagascar; porém é pobremente representada na Africa.

Estima-se que o nimero de espécies neotropicais existentes de Lauraceae esteja em
torno de 700 a 800 (VAN DER WERFF, 1988), distribuidas em 31 géneros (VAN DER
WERFF, 1991). Segundo Quinet et al. (2014) aproximadamente 23% das espécies
neotropicais o correm no Brasil, o que corresponde a um total de 439 espécies pertencentes a
24 géneros.

No Brasil, as espécies de Lauraceae conhecidas pelos nomes vulgares de canelas,
louros, paus-rosa, € embuias sdo referenciadas por inimeros autores por apresentarem
diversas formas de utilizacdo, tais como: o fornecimento de madeira para os mais variados
fins, a extracdo de Oleos essenciais com finalidades diversas, pela existéncia de principios
medicinais e acdo farmacologica, pelo uso por populagdes indigenas, para reflorestamento,
adensamento e enriquecimento vegetal, para cultivo em jardim botanico, alimentacao de aves
e mamiferos, como inibidores de germinacdo de sementes, repelentes de insetos, atividade
antimicrobiana, e para arborizagdao urbana (MORAES, com. pess.; BARBOSA et al., 2012).

Apesar de sua importancia, as Lauraceas sdo em relagdo a sua classificagdo e nimero
de espécies ainda pouco conhecidas. A falta de conhecimento do nimero de espécies e de sua
distribuicao deve-se ao fato de muitas delas serem arvores altas com flores pequenas,
inconspicuas, dificeis de serem localizadas e coletadas (HAMMEL, 1986).

Aliada a dificuldade de se classificar e identificar as espécies de Lauraceae ha
também uma escassez de trabalhos sobre genética de populagdes de espécies brasileiras da
familia, que se assentam praticamente aos desenvolvidos através de isoenzimas para espécies
de Cryptocarya por Moraes (1997), Moraes & Derbyshire (2002, 2003, 2004), Moraes &
Monteiro (2002), e Moraes et al. (1999, 2002, 2004); para Ocotea odorifera (Vell.) Rohwer
por Kageyama et al. (2003); para Ocotea porosa (Nees & Mart.) Barroso por Daros (2006) e
Bittencourt (2007); e para Ocotea catharinensis Mez por Tarazi (2006), Tarazi et al. (2009) e
Moraes (dados ndo publicados).

O género Ocotea foi descrito por Aublet (1775) tendo como espécie-tipo Ocotea

guianensis Aubl. Esse género ¢ composto por mais de 300 espécies, sendo considerado o



maior no Neotropico. Estima-se que 120 a 160 espécies ocorram no Brasil (VAN DER
WERFF, 1991; BAITELLO, 2001).

Algumas espécies do género Ocofea vém sendo intensamente utilizadas como fonte
de safrol, que tem atividade antibacteriana. Apesar da grande importancia deste género, pouco
ainda se conhece sobre os constituintes ¢ a atividade biologica de Ocotea notata, uma das
espécies que tém a presenga de safrol (GARRETT et al., 2007b), tornando-a atrativa para
novas pesquisas a seu respeito, em particular para fins de conservagao.

Ocotea notata ¢ uma espécie conhecida vulgarmente como “canela”, podendo ser
encontrada principalmente nas regides de restinga arborea ao longo do litoral
brasileiro(QUINET & ANDREATA, 2002). E uma arvore que pode chegar a 15 metros de
altura, com periodo de floracao entre fevereiro e marco e de frutificagdo nos meses de maio,
junho e novembro. Pode ser encontrada ao longo da costa atlantica brasileira, desde Sergipe
até o Parana, ocorrendo com maior frequéncia nas areas de restingas, mas também nas
Florestas de Tabuleiro e na Floresta Pluvial Atlantica Montana e Baixo Montana (QUINET,
2002).

Na literatura, informagdes sobre Ocotea notata, ou de seus sindnimos, Sao
relativamente escassas, destacando-se as relacionadas a anatomia foliar (COUTINHO et al.,
2006; SILVA et al., 2007), anatomia de sementes (RIBEIRO, 2006), formagao de galhas nas
folhas por Hemiptera (BREGONCI et al., 2010), experimentos de germinagdo de sementes
(BRAZ & MATTOS, 2010), e os trabalhos relacionados a aspectos ecologicos e/ou
fitoquimicos (SILVEIRA et al., 2002; DIAS et al., 2006; VIANA et al., 2006; GATTI et al.,
2006a, b; GARRETT et al., 2007a, b, 2009, 2010; BOTELHO et al.2009; GOMES et al.,
2008a, b, 2010).

Os individuos, que na maioria das vezes sdo Unicos geneticamente, formam
populagdes que tém como uma de suas principais caracteristicas a variabilidade. Uma
populagdo vista sob um contexto genético (populacdo mendeliana) ¢ um grupo de individuos
da mesma espécie que interage reprodutivamente, ou seja, tém possibilidade real e potencial
de troca de genes. Da mesma forma, vista sob um contexto ecoldgico, seria um grupo de
individuos da mesma espécie que interage ecologicamente, normalmente ocupando um
mesmo hébitat, competindo por espago, recursos, etc. (SNAYDON, 1987).

O conhecimento da estrutura genética de populacdes de espécies arboreas tropicais
pode ajudar na explicacdo da evolucdo da alta diversidade encontrada nos tropicos e na
elaboracdo de estratégias adequadas de conservacdo e manejo das florestas (EGUIARTE et

al., 1992; MORAES et al., 1999). No entanto, a diversidade genética dessas espécies vem



sendo ameacada pelo desmatamento, pela atividade madeireira e pela ocupagdo humana. As
consequéncias do desmatamento sobre a perda da biodiversidade ao nivel especifico sdo bem
conhecidas e tém recebido aten¢do consideravel (CHASE et al., 1995). Porém, pouco se sabe
sobre a perda de diversidade genética dentro das espécies, em decorréncia dos efeitos do
desmatamento, uma vez que este pode reduzir o tamanho populacional ou eliminar
populagoes locais (HALL et al., 1994; YOUNG et al., 1996).

Sob um ponto de vista evolutivo basico, os estudos sobre a distribuicdo da
variabilidade genética em espécies tropicais podem elucidar como os mecanismos de
polinizacdo, dispersdao de sementes e fecundidade, e outras caracteristicas da historia vital
interagem na moldagem da estrutura genética dessas populacdes (SCHIERENBECK et al.,
1997; MASSEY & HAMRICK, 1998; ROCHA & LOBO, 1998; SONG et al., 1998;
MORAES et al., 1999, 2002; MORAES & MONTEIRO, 2002; MORAES & DERBYSHIRE,
2002, 2003, 2004). A importancia da estrutura genética na promocao e direcionamento de
modificagdes evolutivas ¢ claramente evidenciada através dos correntes esfor¢os destinados a
conservagao genética (FOSTER & SORK, 1997). De forma a se ter decisdes satisfatorias
sobre os procedimentos de amostragem visando a preservagdo de niveis maximos de
diversidade genética, os pesquisadores devem conhecer como esta distribuida a variabilidade
genética de uma espécie, assim como devem estimar sua estrutura genética (LOVELESS &
HAMRICK, 1984; MAHY et al., 1997; POLAK & SABOR, 1997, 1998; SONG et al., 1998).

Em revisdo sobre o padrao de diversidade genética em populacdes naturais de
plantas, a partir de analises disponiveis de 30 anos, Gray (1996) concluiu que a diversidade
genética, na maioria das plantas, relaciona-se com a variabilidade ambiental, especificamente
o habitat. Esta predominancia de correlacdes encontradas entre genoétipo-ambiente faz com
que as estratégias para a conservacdo da diversidade genética envolvam amostragem ou
esquemas de protecdo que sejam estratificados ao longo dos ambientes ou tipos de habitat. A
resposta genética das populacdes das espécies aos seus ambientes ¢ afetada, ou compelida, por
uma série de propriedades biologicas intrinsecas, tais como o sistema reprodutivo, e processos
externos, tais como aqueles que causam flutuagdes no tamanho populacional.

O estudo da diversidade genética em populacdes compreende a descri¢cdo dos niveis
de variabilidade genética mantida dentro das populagdes e como esta se encontra dividida
entre e dentro das mesmas (HAMRICK, 1983). Com o passar do tempo, a estrutura genética ¢
resultado da constante reprodugdo, da dispersdo e da sobrevivéncia dos individuos de uma

populagdo. Por isso, ¢ importante mesclar o conhecimento do sistema de cruzamento e



reproducdo, a historia de vida e os fatores ecologicos das populagdes (LOVELESS et al.,
1998).

Os estudos da estrutura genética sdo fundamentados no teorema de Hardy-Weinberg.
Este teorema considera que, em uma populagdo de tamanho muito grande (infinito), na qual
ocorrem cruzamentos ao acaso, as frequéncias génicas sdo genotipicas e permanecem
constantes de geracdo em geracgdo, isto é, considerando a auséncia de migragdo, selecdo e
deriva. Seguindo este principio, ¢ possivel o calculo tedrico da frequéncia de um determinado
geno6tipo (FUTUYMA, 2002).

A variagdo genética ¢ um dos fatores fundamentais para que ocorra evolugdo, pois a
selecdo natural atua nas diferencas que ocorrem dentro das populacdes (TORGGLER et al.,
1995). Quanto maior a variabilidade genética na populacdo, maiores serdo as chances de
sucesso com relacdo as mudancgas no ambiente (FLEISHMAN et al., 2001; JONES et al.,
2001).

A quantificagdo da variabilidade genética pode ser feita a partir de medidas de
diversidade intrapopulacional e interpopulacional, que poderdo ser estimadas a partir de dados
de marcadores moleculares, como a porcentagem de locos polimorficos e a heterozigosidade
esperada sob Equilibrio de Hardy-Weinberg (BERG & HAMRICK, 1997; CAVALLARI-
NETO, 2004).

De acordo com Bornet & Branchard (2001), desde meados dos anos 1980, a
identificagao e selecdo gendmica progrediu rapidamente com o auxilio da tecnologia de
amplificagdo em cadeia utilizando-se uma DNA polimerase (Polymerase Chain Reaction —
PCR). Um grande niimero de protocolos de marcadores que sdo rapidos e que requerem
apenas quantidades minimas de DNA foi desenvolvido. A escolha por um marcador
molecular depende de sua reprodutibilidade e simplicidade. Desde 1994, uma nova técnica de
marcador molecular chamada de Inter Simple Sequence Repeat (ISSR) esta disponivel
(ZIETKIEWICZ et al., 1994). ISSRs sdo marcadores semiarbitrarios, amplificados por PCR
na presenga de um iniciador (primer) complementar a um microssatélite marcado. A
amplificacdo na presenca de primers ndo ancorados também tem sido chamada de
Microsatellite-primed PCR, ou MP-PCR (MEYER et al., 1993). Tal amplificagdo nio requer
informagdo de sequéncia gendmica e leva a padrdes multilocos e altamente polimorficos
(ZIETKIEWICZ et al., 1994; TSUMARA et al., 1996; NAGAOKA & OGIHARA, 1997).
Cada banda corresponde a uma sequéncia de DNA delimitada por dois microssatélites
invertidos. Como RAPDs, marcadores ISSRs sdo rapidos e faceis de trabalhar, mas parecem

ter a reproducibilidade de marcadores SSRs devido ao maior comprimento de seus primers
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(amplificagdo de regides entre 100-3000 pb) (GUASMI et al., 2006). Com tais caracteristicas,
ISSR ¢ um dos melhores marcadores moleculares para se investigar a variabilidade genética
entre individuos estreitamente relacionados (NYBOM, 2004; DJE et al., 20006).

Rohwer (1986) sinonimizou Ocotea glaucina (Meisn.) Mez em O. notata. Tal
sinonimizagdo baseou-se principalmente na semelhanca morfologica das flores desses taxons,
que apresentam distribuicao respectivamente em areas de campos rupestres e em restingas. No
presente trabalho, além da descricdo dos parametros basicos de variabilidade genética
populacional de Ocotea notata sensu Rohwer (1986), verificou-se a pertinéncia, ou nao, da
sinonimia proposta, através da Andlise de Variancia Molecular para as populagdes amostradas

em Campo Rupestre (O. glaucina) e em Restinga (O. notata).

2. OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho ¢ estudar a estrutura genética de populagdes de
Ocotea notata (Nees & Mart.) Mez, por ser uma espécie de ampla distribuicdo geografica e
abundancia em diferentes ecossistemas. Também, objetivou-se a verificagdo da sinonimia
proposta de Ocotea glaucina ¢ O. notata como sendo um mesmo tdxon, a partir de

amostragem respectiva as mesmas.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta do material e Amostragem:

O material utilizado neste trabalho consta de folhas de arvores adultas de populacdes
de Ocotea notata (Nees & Mart.) Mez sensu Rohwer (1986), que foram coletadas de um ramo
foliar portador de folhas maduras e saudaveis (Figura 1).

As folhas foram acondicionadas em sacos plasticos com silica-gel, e em microtubos
com gel de CTAB (35% NaCl e 3% CTAB). Testes preliminares foram feitos para a extracao
de DNA total a partir das folhas desidratadas em silica-gel, ou conservadas em gel de CTAB
(protocolo adaptado de DOYLE & DOYLE, 1987, 1990). Esse ultimo procedimento
apresentou melhores resultados (qualitativa e quantitativamente) do que os obtidos para folhas

desidratadas em silica-gel, passando, portanto, a ser o material utilizado nas extracdes.
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A amostragem populacional foi de 243 individuos de 12 populagdes selecionadas na
Bahia e Espirito Santo, com cerca de 20 individuos de cada populagdo, a saber: 1) Morfotipos
de Ocotea glaucina (Meisn.) Mez: Morro do Chapéu: populagdes do Tabuleiro dos Guaribas
(N=20), Ferro Doido (N=20), Cria Bode (N=20), e Lajes (N=20); Umburanas (N=17);
Jacobina (N=20); Lenc¢dis: populagdo da Serra das Paridas (N=20); Morfotipos de O. notata:
Esplanada: populagdo de Baixios (N=26); Salvador: populacdo das Dunas do Abaeté (N=20);
Alcobaga (N=20); Mucuri (N=18); e Vila Velha, ES: populagdo de Jacarenema (N=22).
Vouchers das populagdes estdo depositados em HUEFS. Na Figura 2, apresenta-se o mapa

das populagdes amostradas, bem como fotos da maior parte dos locais.

Figura 1: Fotos de ramos foliares, flores e frutos de Ocotea notata (Nees & Mart.). Mez.

Detalhe de individuo com frutos jovens. Baixios, Esplanada, Bahia Detalhe de frutos dispersando. Ferro Doido, Morro do Chapéu, Bahia
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Figura 2: Mapa das populagdes amostradas de Ocotea notata (Nees & Mart.) Mez, com fotos de alguns dos locais (Fotos: P. Moraes).
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3.2. Extracio do DNA e purificacio das amostras:

O DNA total j& havia sido extraido e quantificado através de eletroforese em gel de
agarose 1% com tampao borato de sodio (SB) (BRODY & KERN, 2004), corado com
brometo de etidio na presenca do marcador Lambda Hind II1, posteriormente fotografado com
o sistema Kodak EDAS 1D 3.6., no Laboratorio de Sistematica Molecular de Plantas
(LAMOL), da Universidade Estadual de Feira de Santana (MORAES, com. pess.).

As amostras do DNA total que se encontravam extraidas e quantificadas tinham
aspecto viscoso € com coloragdo escura, devido a grande concentracdo de mucilagem, o que
dificultava a pipetacao e diluicdo das amostras para serem posteriormente amplificadas. Com
isso foi realizado um teste para purificagio do DNA. O protocolo de purificagdo se resumiu
em lavar a amostra com 1 volume de fenol, agitadas por inversdao por 15 minutos e depois
centrifugadas a 12480g por 7 minutos; depois da centrifugagdo, o sobrenadante era transferido
para um tubo novo e entdo era acrescentado 1 volume de fenol: cloroférmio: alcool isoamilico
(24:24:1) e novamente centrifugado. O sobrenadante entdo era transferido para outro tubo,
onde era adicionado 0,1 volume de Acetato de Sédio 3M (pH 5,2) e 2 volumes de Isopropanol
100%, gelado, ficando armazenado overnight a -20°C. Depois disso, os sobrenadantes eram
descartados e os pellets eram lavados com 500 ml de Isopropanol 100%, gelado em que, apos
a centrifugacdo, os sobrenadantes eram descartados e as amostras eram deixadas para secar a
temperatura ambiente.

Foram testadas 10 amostras com o protocolo de purificagdo. Comparando-se as
reacoes de PCR das 10 amostras purificadas com as mesmas nao purificadas, verificou-se que
as primeiras apresentavam uma melhor amplificacdo. Na figura 3, apresentam-se fotos de dois
dos géis dos testes de purificagdo das amostras, em que ¢ possivel visualizar as diferencas
entre as purificadas e ndo purificadas, pela diminui¢ao dos arrastos.

Depois de verificado que com as amostras purificadas se obtém um melhor resultado,
decidiu-se que todas elas passariam por esta mesma purificagdo. Desse modo, todas as
amostras de todas as populagdes utilizadas neste trabalho foram purificadas de acordo com o

protocolo mencionado anteriormente.
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Figura 3: Fotos de géis das reagdes de PCR comparando as amplificacdes das amostras

purificadas com as ndo purificadas.

3.3. Reacoes de PCR e Eletroforese:

O DNA gendmico total utilizado foi amplificado através de reacdo em cadeia de
polimerase (Polymerase Chain Reaction — PCR), seguindo-se o protocolo modificado de
Wolfe et al. (1998). As reacdes foram preparadas em microplacas para PCR (PCR-96-
MARCA), sendo adicionado, em cada poco, um volume de 1 pul do DNA genomico diluido
1:100. As amostras de DNA foram acrescentadas 17 pl de um Mix de reagentes contendo, 2,0
ul de solugdo tampao 10x; 1,8 ul de DNTPs (2 mM); 0,5 ul primer (10 pM/ pl); 0,2 pl de Taq
DNA polimerase (5U/ul) com MgCl, (50mM)e 12,50 pl de 4gua ultrapura autoclavada.

O protocolo foi ajustado a partir de alguns testes: primeiro foi realizado um teste de
diluicdo do DNA das amostras, com as amostras diluidas em 0lhl10Omin, 01h50min e
01h10min, sendo o tltimo valor o que apresentou o melhor resultado.

Foram testados no Laboratorio de Sistematica Molecular de Plantas (LAMOL), da
UEFS, 20 primers de ISSR, dos quais nove apresentaram resultados adequados para as
analises, a saber: John, Manny, Mao, R7, UBC 814, UBC 844, UBC 898, UBC 899 e UBC
901 (obtidos da University of British Columbia, Canada) (Moraes, com. pess.). Desses
ultimos, apenas os primers John, Manny, Mao e UBC 844 (Tabela 1) apresentaram resultados
positivos sob as condi¢cdes do Laboratorio de Evolugao Molecular, da UNESP de Rio Claro.

Foram testadas duas marcas de Taq DNA polimerase: a Taq da Phoneutria, que

necessita da adi¢ao de 1 pl de MgCl, (25mM), e a Taq da DreamTaq, que em sua composi¢ao
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jé se encontra o MgCl,. Apos o teste ficou definido que a DreamTaq seria a utilizada, pois o
resultado da amplificacdo foi positivo para todos os quatro primers utilizados, diferente da
Taq da Phoneutria, que nao funcionou para alguns deles.

As reagdes de PCR foram feitas em um termociclador, comegando com um ciclo de
desnaturagio de 94°C por 1 minuto e 30 segundos, seguidos de 35 ciclos de amplificagdo com
desnaturagio a 94°C por 40 segundos, anelamento a 45°C por 45 segundos, extensio a 72°C
por 1 minuto e 30 segundos. Apds os ciclos, outras duas variagdes foram acrescentadas: a
primeira de 94°C e a segunda de 44°C, ambas por 45 segundos, seguidas por uma extensao
final a 72°C por 7 minutos.

Os produtos das reacdes de PCR foram separados e submetidos a eletroforese, em
cuba horizontal através de gel de agarose 1,5% em tampao TBE 1X (Tris-Borato EDTA), a
uma voltagem de 95V, por uma hora e meia. Foi utilizado GelRed [1:500] como corante de
DNA, junto com o tampao de amostra (Loading Buffer), composto por glicerol (50%), azul de
bromofenol (0.125%), xileno cianol (0.125%) e TE pHS8,0.Foram aplicados no gel, 2 ul do
produto da PCR juntamente com mais 2 ul de GelRed mais Loading Buffer, na presenga de
marcador ladder de 100 pares de bases. As bandas foram visualizadas em transluminador UV
(Ultra-Lim — Electronic MultiWavery Translluminator) e documentadas com camera

fotografica Canon G15.

3.4. Analise dos Dados:

A partir da leitura das fotografias dos géis, foram considerados apenas os fragmentos
intensos e evidentes (bandas), sendo descartados aqueles com baixa defini¢do. Deste modo, os
individuos foram genotipados quanto a presenga (1) e a auséncia (0) de fragmentos, gerando
uma matriz binaria.

A variabilidade genética dentro e entre populagdes foi estimada através dos
parametros: nimero de alelos observados (N,),numero efetivo de alelos (N.) (KIMURA &
CROW, 1964), heterozigosidade esperada (H.) (NEI, 1973), indice de Shannon (I)
(LEWONTIN, 1972);percentual de locos polimoérficos (P).Também foi calculado @,via
AMOVA (Analise de Variancia Molecular; WEIR & COCKERHAM, 1984; EXCOFFIERet
al., 1992; PEAKALLet al., 1995; MICHALAKIS & EXCOFFIER, 1996; WEIR, 1996;
MAGUIRE et al., 2002).

Esses parametros foram calculados através do programa Genetic Analysis in Excel -

GenAIEx 6.5 (FLANAGAN, 2005; PEAKALL & SMOUSE, 2006, 2007). As analises foram
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feitas para as 12 populagdes, incluindo aquelas que ndo apresentaram resultados para alguns
locos. Através do programa POPGENE versdao 1.32 (YEH & BOYLE, 1997; YEHet al., 1997,
1999; LABATE, 2000), foi computada a distancia genética de Nei (1978) e gerado um

dendrograma.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 4 primers utilizados geraram um total de 105 locos, para serem analisados em 243
individuos, pertencentes as 12 populacdes. Porém, apds uma andlise inicial da matriz de
dados, foi verificado que um dos primers, o John continha uma grande quantidade de dados
perdidos (x%). Com isso, foi descartado o primer John, a partir de entdo foram analisados 79
locos. A tabela 1 mostra as sequéncias de cada um dos primers que foram analisados e a

quantidade de locos que cada um apresentou.

Tabela 1: Nomes dos primers e as suas respectivas sequéncias e niumero de bandas.

Nome do Primer Sequéncia (5°-3) Numero de Bandas
MANNY (CAC)4- RC CAC CAC CAC CACRC 28
MAO (CTC)4- RC CTC CTC CTC CTC RC 27
UBC 844 (CT)8- RC CTC TCT CTC TCT CTC TRC 24
TOTAL 79

Os géis feitos a partir dos produtos das reacdes de PCR foram visualizados em
transluminador UV e documentados por fotografias. As Figuras 4, 5, 6 e 7, mostram os
resultados de um dos géis que foram feitos para cada primer.

Na Tabela 2, sdo apresentadas as estimativas dos parametros basicos populacionais
para as 12 populagdes. O niimero de alelos observados (N,) e o nimero efetivo de alelos (V,)
variaram de 0,73 (Mucuri) a 1,65 (Abaeté), e de 1,15 (Alcobaca) a 1,49 (Abaeté),

respectivamente, com uma média total de 1,19 para (N,) e 1,35 para (N,).



Figura 4: Foto do gel mostrando o resultado da amplificacdo feita com o primer Manny para a
populagdo de Baixios.

Figura 5: Foto mostrando o resultado da amplificagdo feita com o primer Mao para a
populacao de Lajes.

Figura 6: Foto mostrando o resultado da amplificacdo feita com o primer John para a
populagdo de Lajes.
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Figura 7: Foto mostrando o resultado da amplificagdo feita com o primer UBC-844 para a
populagdo de Baixios.

Tabela 2: Estimativa de pardmetros populacionais de Ocotea notata.

Populacées | V Na Ne He 1 P%

Abaeté 19,66(0,05) | 1,65(0,09)| 1,49(0,04)| 0,29(0,02)| 0,43(0,03) 82,28%
Jacarenema | 17,18(0,41)| 1,57(0,09)| 1,42(0,04)| 0,25(0,02)| 0,39(0,03) 78,48%
Ferro Doido | 16,71(0,27)| 0,78(0,11)| 1,25(0,04)| 0,14(0,02)| 0,21(0,03) 37,97%
Mucuri 15,82(0,29)| 0,73(0,11)| 1,26(0,04)| 0,14(0,02)| 0,21(0,03) 36,71%
Cria Bode 16,29(0,28) | 1,05(0,11)| 1,36(0,05)| 0,20(0,02)| 0,30(0,03) 51,90%
S. Paridas 15,10(0,76) | 0,91(0,11)| 1,26(0,04)| 0,16(0,02)| 0,23(0,03) 45,57%
Guaribas 15,48(0,38) | 1,23(0,11)| 1,34(0,04)| 0,20(0,02)| 0,31(0,03) 60,76%
Umburanas | 11,97(0,17)| 1,39(0,10)| 1,47(0,05)| 0,26(0,02)| 0,39(0,03) 69,62%
Lajes 16,01(0,10)| 1,44(0,10)| 1,36(0,04)| 0,22(0,02)| 0,34(0,03) 72,15%
Jacobina 13,49(0,28) | 1,37(0,11)| 1,38(0,04)| 0,23(0,02)| 0,35(0,03) 68,35%
Alcobaga 18,97(0,16)| 0,78(0,11)| 1,15(0,03)| 0,10(0,02)| 0,16(0,03) 39,24%
Baixios 20,38(0,57)| 1,34(0,11)| 1,48(0,04)| 0,27(0,02)| 0,40(0,03) 67,09%
TOTAL 16,42(0,13) | 1,19(0,03)| 1,35(0,01)| 0,21(0,01)| 0,31(0,01)|59,18%(4,7%)

(): Erro Padrao

N: Tamanho amostral; Na = Numero de alelos observados; Ne = Numero efetivo de alelos = 1/ (p% + §2); [ =
Indice de Shannon = -1* (p * Ln (p) + q * Ln(q)); He: Heterozigosidade esperada= 2 * p * q; P: porcentagem de
locos polimoérficos. Onde para os dados binarios diploides, assumiu-se o Equilibrio de Hardy-Weinberg.
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O tamanho amostral médio total (N) foi de 16,42, com uma porcentagem média de
locos polimorficos de 59,18%. A porcentagem de locos polimorficos (P) foi relativamente
baixa, variando de 36,71% (Mucuri) a 82,28% (Abaeté). Em alguns trabalhos com populagdes
naturais (GE & SUN, 2001; ALEXANDER et al., 2004; XIA et al., 2007), a porcentagem de
locos polimorficos foi utilizada como medida de diversidade genética. Também utilizando
marcadores dominantes, Lacerda et al. (2002) obtiveram 64,9% de locos polimorficos para
Plathymenia foliolosa Benth. Ainda com marcadores dominantes Brandao (2002) obteve 77%
e 65%, para Hymenaea courbarile Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne, respectivamente.

Com relagdo aos valores de heterozigosidade esperada, o menor valor foi o de 0,10
para a populagdo de Alcobaga, que possuia muitos dados perdidos, e os maiores valores foram
encontrados nas populacdes de Abaeté e Baixios, 0,29 e 0,27, respectivamente.

O indice de Shanon varia de 0 a 1 e considera-se que quanto mais proximo a 0, mais
baixa ¢ a diversidade. A populagio de Alcobaga apresentou o menor valor do Indice de
Shannon, 0,16 indicando ter a de menor diversidade genética. Por outro lado, as populagdes
de Abaeté e Baixios foram as de maior diversidade, com valores do Indice de 0,43 e 0,40
respectivamente.

Foi também analisado o padrao de bandas totais, a partir da matriz binaria, por
populagdo. Verificou-se o nimero total de bandas que apareceram em cada populagdo, e
também o numero total de bandas com frequéncia maior que 5%. Além disso, também foi
contabilizada a quantidade de bandas comuns, com frequéncia menor que 25% e 50%, para
cada populagdo. A tabela 3mostraos resultados encontrados para cada uma das analises
mencionadas.

Na Tabela 3, verifica-se que o nimero de bandas totais de cada populagao ¢ o mesmo
que o numero de bandas com frequéncia maior que 5%, logo ndo apareceram bandas com
uma frequéncia menor que 5%. A populacdo de Abaeté foi a Unica que apresentou bandas
exclusivas, no caso apenas uma banda exclusiva.

Na figura 8, apresenta-se em forma de grafico as informagdes contidas na Tabela 3 e
a heterozigosidade média esperada, informada na Tabela 2.

Como mencionado em Material e Métodos, foi realizada uma analise de variancia
molecular (AMOVA) para as 12 populagdes. Na Tabela 4, apresentam-se os resultados da
AMOVA para cada populagao, e na Figura 9 a variancia molecular ¢ apresentada em forma de

grafico.



Tabela 3: Padrao total de bandas por populagio.

Populacdes Abaeté|Jacarenema ]l;f;;?) Mucuri SSE Piigszs Guaribas |Umburanas| Lajes | Jacobina Alcobag:al Baixios
N° Bandas 65 62 32 29 42 36 49 55 57 54 31 53
N° Bandas Freq.
>=5% 65 61 32 29 42 36 49 55 57 54 31 53
N° de Bandas
exclusivas 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
N° Bandas comuns
(<=25%) 6 3 1 2 0 1 1 1 4 3 1 0
N° Bandas comuns
(<=50%) 21 19 6 7 4 4 10 12 19 17 9 11
Figura 8: Grafico com os padrdes das bandas e a heterozigosidade média, por populacio.
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Tabela 4: Andlise de Variancia Molecular (AMOV A) para nove populagdes de Ocotea notata.
GL: graus de liberdade, SQ: soma de quadrados, QM: quadrados médios. Estimativa de
Variancia e porcentagem de variagdo total.

Fonte de Variacao GL SQ oM Est. Var. %
Entre as Regides 1 155,662 155,662 0,288 1%
Entre as Populacées 10 1186,077 118,608 5,056 23%
Dentro das Populacoes 231 3828,813 16,575 16,575 76%
Total 242 5170,551 - 21,918 100%

Figura 9: Grafico representando a porcentagem de variancia molecular, entre as regides, entre
as populacdes e dentro das populagdes.

Porcentagens de Variancia Molecular

Entre Regides
1%

Dentro de
Populagdes
76%

A partir da Tabela 4 e Figura 9, verifica-se que a AMOVA, estruturada entre as duas
regides (campos rupestres e restingas), apresentou uma estrutura hierarquia significativa ao
nivel de regido, que demonstrou ser responsavel por ca. de 1% da variagdo (@rt = 0,013, p =
0,005). O restante da variacdo (99%) ficou dividido entre as populagdes dentro de regides
(23%, com ®Ppr -0,234 e p = 0,001), e dentro das populacdes (76%, com Ppt = 0,244e p =
0,001). Apesar do valor baixo de variacdo entre regides, sua significancia indica que as
populagdes de campos rupestres sao diferentes das de restinga.

Segundo Nybom & Bartish (2000), estimativas de diferenciacdo genética entre
populagodes, cuja fecundacdo ¢ cruzada, sdo em média, 28% obtidas a partir de marcadores
dominantes e calculadas via AMOVA. A andlise das estatisticas @ via AMOVA estima a
diferenciagdo genética entre populagdes, em que @, = 0 representa a situagdo onde ndo ha
nenhuma diferencia¢do genética, com 0 < @, < 1. Em Plathymenia reticulata Benth., Lacerda
et al. (2001) encontraram 12,3% de variabilidade entre as populagdes. Goulart et al.(2005),

em estudo realizado com duas populacdes de Mabea fistulifera Mart., encontraram 8,97% de
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variabilidade entre as populagdes. Por outro lado, Vieira (2005) e Vieira & Carvalho (2008),
em estudos com a espécie Protium spruceanum (Benth.) Engl., encontraram variabilidade de
97% ocorrendo dentro das populagdes. Estes resultados estdo de acordo com os observados
em outras espécies arboreas tropicais, com o uso de marcador dominante, ou seja, a maior
propor¢do da variabilidade genética esta presente dentro das populagdes (LOVELESS &
HAMRICK, 1984; WHITE et al., 1999; NYBOM, 2004; APTE et al., 2006).

Na Figura 10, apresenta-se o dendrograma obtido a partir das distancias genéticas de
Nei (1978), pelo método de agrupamento UPGMA, para as 12 populacdes estudadas.
Observa-se que as populagdes Mucuri e Ferro Doido foram as que mais se diferenciaram das
demais. Observa-se também que nao houve agrupamento associado a proximidade geografica,

nem devido aos diferentes morfotipos de O. glaucina e O. notata.

Figura 10: Dendrograma baseado na distancia genética de Nei (1978), método UPGMA, para
doze populacdes de Ocotea notata.
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5. CONCLUSAO

J Apesar de pequena, hé variabilidade genética significativa entre as regides analisadas,
regido 1 de Restinga e regido 2 de Campo Rupestre, indicando que as populagdes podem
pertencer a diferentes taxons.

o A variabilidade presente entre as populagdes dentro de regides ¢ menor do que a
encontrada entre os individuos dentro de populagdes.

. As populagdes analisadas de Ocotea notata sensu Rohwer (1986) apresentam niveis de
variabilidade genética populacional compativeis com os valores obtidos para outras espécies
arboreas tropicais analisadas.

. A sinonimizacdo de Ocotea glaucina em Ocotea notata nao foi corroborada pelos

resultados populacionais aqui apresentados.
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