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Resumo

As formagdes florestais naturais representam uma fonte imensuravel de recursos genéticos, porém grande
parte desses recursos esta sendo impactada pela agdo antrépica. Dentre as espécies mais destruidas, pode ser
destacada a Erythrina velutina Willd., conhecida popularmente como “mulungu”. Apesar dessa espécie possuir
valor madeireiro, ecoldgico, ornamental, industrial e medicinal, ndo existem relatos sobre sua diversidade ge-
nética. Neste estudo, avaliou-se a diversidade genética de individuos de E. velutina, por meio de marcadores
bioquimicos, visando a conservagdo dos recursos genéticos da espécie. Foram coletadas folhas jovens de 13
individuos, localizados no Baixo Sdo Francisco, na regido semiarida e na regido litoranea do Estado de Sergipe.
As amostras foram submetidas a oito sistemas enzimaticos, dentre os quais, dois ndo apresentaram atividade
e os demais foram polimorficos. Os seis sistemas enzimaticos selecionados (ADH, EST, IDH, MDH, PO e SOD)
produziram 15 locos, sendo um monomérfico (Sod-5), e um total de 39 alelos. A andlise das frequéncias alé-
licas indicou a presenca de um total de 12 alelos de baixa frequéncia e de 15 alelos exclusivos, o que sugeriu
a existéncia de variabilidade entre as trés localidades. A espécie encontra-se em equilibrio nas localidades
estudadas em virtude do excesso de homozigotos indicado pelo indice de fixacdo. Os niveis de diversidade
genética medidos por nimero médio de alelos por loco, porcentagem de locos polimérficos e heterozigosidade
esperada foram altos, evidenciando as populag¢des estudadas como potenciais para a conservacado in situ e a
coleta de sementes para a recuperagao de areas degradadas.
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Abstract

The natural forests represent an immeasurable source of genetic resources, but many of these resources are be-
ing impacted by human action. Among the species most destroyed Erythrina velutina Willd, popularly known
as "coral tree", can be highlighted. Although this species has timber value, ecological, ornamental, medicinal
and industrial value, there are not reports about its genetic diversity. In this study we assessed the genetic
diversity of the E. velutina individuals, using biochemical markers for conservation of genetic resources of this
specie. Young leaves were collected from thirteen individuals, located in the Lower Sdo Francisco River in the
semi-arid region and the coastal region of the Sergipe State. The samples were submitted to eight enzyme sys-
tems where two showed no activity and the others were polymorphic. The six selected enzyme systems (ADH,
EST, IDH, MDH, PO and SOD) produced fifteen loci, in which one was monomorphic (Sod-5), and a total of
thirty-nine alleles. Analysis of allele frequencies indicated the presence of a total of twelve low-frequency al-
leles and fifteen alleles that suggested the existence of variability among the three localities. The species are in
equilibrium at studied locations according to the excess of the homozygotes indicated by the fixation index. The
levels of genetic diversity measured by mean number of alleles per locus, percentage of polymorphic loci and
expected heterozygosity were high, indicating the localities studied populations as potential for in situ conser-

vation and seed collection for the restoration of degraded areas.

Keywords: Genetic diversity. Allele frequency. Mulungu.

Introducao

As florestas tropicais possuem uma grande bio-
diversidade, com potencial de utilizagao. Entretanto,
seu equilibrio tem sido afetado, devido a exploracdo
predatoria ocasionada pela explosdao demografica e
pela expansao das fronteiras agricolas, causando de-
sequilibrio desses ecossistemas (ALBUQUERQUE,
ANDRADE, 2002; PINTO, CARVALHO, 2004).

Dentre as formacdes florestais mais impactadas pe-
las atividades humanas, encontram-se as matas cilia-
res e areas do semiarido nordestino. As matas ciliares
sdo as principais responsaveis pela estabilidade mar-
ginal dos cursos de 4gua, manuten¢do do regime hidri-
co e formagdo de corredores genéticos entre as poucas
florestas primdrias existentes nas margens dos rios.
As areas pertencentes ao semidrido tém sido considera-
das corredores ecoldgicos extremamente importantes,
pois favorecem o fluxo génico, a intensa circulagdo de
animais e a dispersao vegetal (SEBBENN et al,, 2003).

A Erythrina velutina Willd. é uma espécie da fa-
milia Fabaceae, conhecida popularmente como “mu-
lungu”, arvore de porte elevado que pode ser encon-
trada em regides fragmentadas de matas ciliares e
do semidrido brasileiro (LORENZI, 1992). Suas cas-
cas sdo utilizadas, principalmente, pela populacdo
do nordeste brasileiro, gracas as suas propriedades
calmante, sudorifica, emoliente e anestésica local

(LORENZI; MATOS, 2002). Dantas et al. (2004) eviden-
ciaram que o extrato aquoso das folhas de mulungu,
em doses maiores, agiu como sedativo e bloqueador
neuromuscular periférico. No entanto, ndo existem re-
latos sobre a diversidade genética nesta espécie.

Tais informacdes sdo estratégicas para a restau-
racdo de areas degradadas, que representa uma ati-
vidade basica para a conservacao in situ, refazen-
do comunidades e estabelecendo corredores entre
fragmentos florestais (REIS et al,, 2003). De acordo
com Luca (2002), projetos de restauracdo devem
envolver questdes genéticas para poder desempe-
nhar um papel importante na conservagio da diver-
sidade da espécie estudada, estabelecendo popula-
¢cOes geneticamente representativas. A conservacao
de espécies tem por base a manuteng¢do dos niveis
naturais de variabilidade genética nas populagdes
(YEEH et al,, 1996). Assim, o conhecimento dos ni-
veis e distribuicdo da variagao genética entre as po-
pulacdes sdo de fundamental importancia para o
estabelecimento de praticas conservacionistas efe-
tivas e eficientes (FRANKEL, 1983).

Diante do exposto, objetivou-se, com o presente
estudo, avaliar a variacdo genética de 13 individuos
de E. velutina Willd., distribuidos em trés popula-
coes do Estado de Sergipe, por meio de marcadores
bioquimicos (isoenzimas), visando a conservacdo
dos recursos genéticos.
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Materiais e métodos

Em levantamento realizado em trés diferentes
regides do Estado de Sergipe, foram selecionados
13 individuos de E. velutina.

Foram identificados seis individuos (1-S6),
numa 4drea de 100 ha de mata ciliar no Baixo
Sao Francisco Sergipano, entre os municipios de
Neodpolis (510°18'39” e W36°34’56”) e Santana
do Sao Francisco (S10°15’55” e W36°38’15”); cin-
co individuos (P7-P11), no municipio de Pinhao
(S10°34'50,08"e W37°43'24,02"), regido do semi-
arido sergipano e outros dois individuos (UFS12
e UFS13), no Campus da Universidade Federal
de Sergipe (S10°55’32” e W37°06’08”), em Sao
Cristovao (SE), incluidos na regido litoranea
do estado.

Para a caracterizacdo bioquimica, foram coleta-
das folhas jovens de cada individuo, as quais foram
acondicionadas em gaze e em sacos plasticos devi-
damente identificados e lacrados, transportados em
caixa de isopor com gelo e armazenados em free-
zer (-4 °C) até a realizagdo das devidas extracoes.
As andlises foram realizadas no Laboratério de
Andlise de Sementes (LAS) da Universidade Federal
de Lavras (UFLA).

Para a extracdo das enzimas foram macera-
das, aproximadamente, 100 mg de tecido foliar
mediante o uso de almofariz e pistilo, na presen-
¢a de nitrogénio liquido e 5 mg do antioxidante
PVP (Polivinilpirrolidona). Adicionou-se 700ul de
tampao de extracao, constituido de dois tampdes:
uma parte de tampao de 0,2M de borato de litio
(0,2M de hidréxido de litio pH 8,3, titulado com
0,4M de acido boérico) e nove partes de tampao
0,2M de Tris-citrato pH 6,5 (0,2M de Tris-base pH
6,5, titulado com 0,4M de acido citrico) e 0,15%
de B-mercaptoetanol.

Para proceder a corrida eletroforética, fo-
ram aplicados na canaleta do gel 50uL do so-
brenadante e a corrida realizada a 4 °C, a 150V,
por 4h. Apds a eletroforese, os géis foram cora-
dos para deteccdo da atividade das enzimas su-
peroxido dismutase (SOD), alcool desidroge-
nase (ADH), a-amilase (a-AM), Esterase (EST),
Fosfatase acida (ACP), Isocitrato desidrogenase
(IDH), Peroxidase (PO) e Malato desidrogenase
(MDH), de acordo com a metodologia descrita
por Alfenas et al. (2006).

Por meio da interpretacdo dos zimogramas, pro-
cedeu-se a caracterizacdo da variagio genética para
cada populagdo pela estimativa das frequéncias alé-
licas e dos indices de diversidade, tais como: nu-
mero médio de alelos por loco (A); porcentagem
de locos polimérficos (P), a 0,95 de probabilida-
de; heterozigosidade média observada (H ) e hete-
rozigosidade média esperada (H"), de acordo com
equilibrio de Hardy-Weinberg, segundo Nei (1987).
A partir desses dados, foi calculado o indice de fixa-
¢do ou coeficiente de endogamia F de Wright (F ().
Tais estimativas foram realizadas utilizando-se o
programa POPGENE versao 1.32 (YEH et al,, 1999).

Resultados e discussao

A partir da utilizacdo da distancia geografica
como parametro de comparacdo entre os individu-
os, foi possivel uma diferenciacdo dos 13 individuos
avaliados em trés localidades distintas. Os dois in-
dividuos pertencentes ao Campus da Universidade
Federal de Sergipe, em Sdo Cristévao, foram consi-
derados como uma terceira localidade. Essas loca-
lidades foram estudadas de acordo com estudos de
genética de populagdes.

Na caracterizacdo da variagdo genética, foram
observadas variacées nos padroes eletroforéticos
dentre os sistemas enzimaticos testados. Os siste-
mas alcool desidrogenase (ADH), esterase (EST),
peroxidase (PO), superdxido dismutase (SOD),
isocitrato desidrogenase (IDH) e malato desidro-
genase (MDH), foram polimérficos para os indi-
viduos em estudo. Porém, nio foi detectada ati-
vidade para as enzimas fosfatase acida (ACP) e
alfa-amilase (a-AM).

Aidentificacdo das zonas codificadoras dos locos
e dos alelos foi feita a partir da regido mais catédi-
ca para a mais anddica. Foi considerado como poli-
morfico o loco em que a frequéncia do alelo mais co-
mum ndo ultrapassasse 95%.

Analisaram-se 15 zonas de atividade (locos) e
as frequéncias de 39 alelos em seis sistemas en-
zimaticos para as trés localidades de E. velutina.
Dos 15 locos avaliados, apenas Sod-5 ndo mostrou
variacdo de alelos, sendo considerado um loco mo-
nomorfico. Os demais 14 locos variaram de dois
(Est-1, Est-3, Po, Sod-1 e Sod-4) a quatro alelos
(Est-2 e Sod3) (Tabela 1).
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Tabela 1 - Frequéncias alélicas e tamanho da amostra (n) em individuos de Erythrina velutina Willd. de trés diferentes
localidades no Estado de Sergipe
(continua)

Locais

Locos Alelos Santana do Sao Pinhio (5) S3o Cristévio (2)
Francisco (6)

Frequéncia alélica

1 0,3333 0,0000 0,0000
P 2 0,6667 0,6000 1,0000
3 0,0000 0,4000 0,0000
n 6 5 2
1 0,4167 0,4000 0,0000
ADH-2 2 0,5833 0,6000 1,0000
n 4 5 1
1 0,0000 0,0000 1,0000
e 2 0,5833 0,3000 0,0000
3 0,4167 0,7000 0,0000
n 3 4 1
1 0,3333
EST-1 2 0,6667
n 6 0 0
1 0,0000 0,4000 0,0000
2 0,5833 0,3000 0,0000
EST-2 3 0,0000 0,0000 1,0000
4 0,4167 0,3000 0,0000
n 2 5 1
1 0,5000 0,6000 0,7500
EST-3 2 0,5000 0,4000 0,2500
n 6 5 2
1 0,3333 0,7000 0,5000
D 2 0,6667 0,3000 0,2500
3 0,0000 0,0000 0,2500
n 6 5 2
1 0,4167 0,2000 0,2500
Tl 2 0,5000 0,8000 0,2500
3 0,0833 0,0000 0,5000
n 6 5 2
1 0,0000 0,3000 0,0000
MDH-2 2 0,2500 0,0000 0,0000
3 0,7500 0,7000 1,0000
n 5 5 2
1 0,5833 0,0000
PO 2 0,4167 1,0000
n 4 1 0
1 0,4167 0,4000
S0D-1 2 0,5833 0,6000
n 2 3 0

Rev. Acad., Ciénc. Agrar. Ambient., Curitiba, v. 11, Supl. 1, p. S43-551,2013



Variabilidade genética em populagoes de Erythrina velutina Willd. por meio de isoenzimas

Tabela 1 - Frequéncias alélicas e tamanho da amostra (n) em individuos de Erythrina velutina Willd. de trés diferentes

localidades no Estado de Sergipe

(conclusao)
Locais
Locos Alelos S:::.::: cd: (Sg")w Pinhdo (5) Sao Cristovéo (2)
Frequéncia alélica

1 0,0000 0,2000 0,2500
<002 2 0,8333 0,7000 0,7500

3 0,1667 0,1000 0,0000

n 5 2

1 0,5000 0,0000 0,0000

2 0,0000 0,0000 0,2500
SOD-3 3 0,0000 0,0000 0,2500

4 0,5000 1,0000 0,5000

n 2 2

1 0,5833 0,0000
SOD-4 2 0,4167 1,0000

n 1 0

1 1,0000 1,0000 1,0000
SOD-5

n 5 2
Total de alelos 39 23 19
Alelos de baixa frequéncia: 0,25 > p < 0,05 2 (6,7%) 2(7,7%) 8 (42,1%)
Alelos raros: 0,05 > p < 0,01 0 0
Alelos muito raros: p < 0,01 0 0

Fonte: Dados da pesquisa.

Nos individuos das trés localidades avalia-
das, ndo foi encontrado nenhum alelo raro ou
muito raro. Houve uma grande varia¢do nas fre-
quéncias alélicas nos individuos analisados, des-
de a fixacdo de alelos até frequéncias muito bai-
xas. Apresentaram-se fixados, os alelos 2 do loco
Adh-1 e o alelo 3 do loco Mdh-2 na localidade de
Sao Cristovao. Nas localidades de Santana do Sao
Francisco e de Pinhdo ndo foi observada fixacao
de alelos.

Nalocalidade Santana de Sao Francisco, foi encon-
trada baixa frequéncia para o alelo 2 do loco Mdh-2
(0,2500) e para o alelo 3 do loco Mdh-1 (0,0833),
num total de 6,7%. Na localidade Pinhdo, os alelos
que apresentaram baixas frequéncias foram: alelos 1
dos locos Mdh-1 e Sod-2 (0,2 e 0,2), totalizando 7,7%.

Com relacdo a localidade Sdo Cristévao, 42,1%
dos alelos apresentaram baixas frequéncias, as
quais ocorreram: nos alelos 1 dos locos Mdh-1 e
Sod-2 (0,25 e 0,25); nos alelos 2 dos locos Est-3, Idh,

Mdh-1 e Sod-3 (0,25, 0,25,0,25 e 0,25); e nos alelos 3
dos locos Idh e Sod-3 (0,25 e 0,25).

A andlise das frequéncias alélicas é de grande
importancia, pois reflete os efeitos aleatdrios mais ade-
quadamente que a maioria dos parametros utilizados
no estudo de genética de populacdes, uma vez que al-
guns parametros, como a heterozigosidade observada,
nao refletem diretamente frequéncias alélicas eventu-
almente muito baixas (BOTREL; CARVALHO, 2004).

Foram observados alelos exclusivos as localida-
des: os alelos 1 dos locos Adh-1, Est-1, Po, Sod-3 e Sod-
4 e os alelos 2 dos locos Est-1 e Mdh-2 para a locali-
dade Santana do Sao Francisco; os alelos 1 dos locos
Est-2 e Mdh-2 para a localidade Pinhdo; e o alelo 1 do
loco Adh-3, alelo 2 do loco Sod-3 e alelo 3 dos locos
Est-2, Idh e Sod-3 para a localidade Sao Cristovao.

A presenca de alelos exclusivos as populagdes ja
foi detectada em Myracrodruon urundeva (LACERDA,
1997), Prosopisjuliflora (OLIVEIRA, 1999) e Machaerium
villusum (GIUDICE-NETO, 1999).
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Segundo Kageyama et al. (2003), a presenca de
alelos exclusivos nas populagdes e as diferencas nas
frequéncias alélicas entre as populacdes sugerem
que o fluxo génico é restrito e ha presenca de deriva
genética. Essa deriva pode estar associada ao tama-
nho amostral e ao processo de fragmentacdo. As di-
ferencas nas frequéncias alélicas podem também ser
gragas a migracdo, que altera as frequéncias alélicas
na populagdo pela introducao de alelos advindos de
outras populacdes (BOTREL; CARVALHO, 2004).

Pévoa (2002) constatou, ao avaliar a distribui-
¢do da variacdo genética de Cedrela fissilis Vell.,
em fragmentos florestais por meio de isoenzi-
mas, que o sistema enzimdtico esterase (EST) re-
velou-se nas populagdes, apresentando dois locos,
ambos polimérficos. Resultado semelhante tam-
bém foi obtido por Pinto e Carvalho (2004) ao es-
tudarem a estrutura genética de duas populacoes
de pindaiba (Xylopia brasiliensis Sprengel), por
meio da eletroforese de isoenzimas, em que a ana-
lise desse sistema enzimatico revelou dois locos: o
loco 1 apresentou-se polimdrfico com trés alelos
para as duas populagdes e o loco 2 apresentou-se
monomorfico para plantas jovens e polimorfi-
co para plantulas, respectivamente. No presen-
te estudo de diversidade genética de individuos de
mulungu, observou-se polimorfismo com trés lo-
cos (Est-1, Est-2 e Est-3). Vale ressaltar que, nas lo-
calidades de Pinhdo e Sdo Cristévao, o loco Est-1
ndo foi detectado.

Os parametros estimados a partir das frequéncias
alélicas de 13 locos isoenzimaticos para avaliar a va-
riabilidade genética estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Diversidade genética de Erythrina velutina Willd.

mas enzimaticos

A porcentagem de alelos polimérficos, a 0,95
de probabilidade, para as trés localidades variou
de 53,33% (Sao Cristévao), 86,67% (Pinhdo) e a
maior porcentagem foi encontrada na localidade
Santana do Sao Francisco, com 93,33% dos locos
polimorficos. Ao comparar a espécie estudada com
outra da mesma familia (Fabaceae), observou-se,
na mesma localidade que a de Sao Cristévao, va-
lor abaixo dos encontrados por Botrel e Carvalho
(2004), ao avaliarem a variabilidade isoenzimati-
ca em populagdes naturais de jacaranda paulista
(Machaerium villosum Vog.).

No entanto, as localidades de Santana do Sao
Francisco e Pinhdo apresentaram valores para a
porcentagem de locos polimoérficos (P) superio-
res aos encontrados por Corder et al. (1996), ava-
liando a variabilidade isoenzimatica em Eucalyptus
urophylla (77,8%); por Kawaguici e Kageyama
(2001), em Calophyllum brasiliense (42,86%); por
Lacerda (1997), em adultos de duas populagdes de
Myracrodruon urundeva (12,5 e 20%); e em Genipa
americana no estudo realizado por Sebbenn et al.
(1997), onde a P foi 50%.

Os resultados obtidos pela analise da porcenta-
gem de locos polimérficos nas localidades Santana
do Sao Francisco e Pinhdo, por apresentarem al-
tos valores, mostram que as localidades onde se
encontram os individuos de E.velutina estudados,
apresentam um alto polimorfismo, o que torna as
amostras favoraveis a conservagdo genética. Ja na
localidade de Sao Cristévao, observou-se um bai-
x0 polimorfismo quando comparado com as de-
mais. Nei (1987) justifica tal resultado por causa do

em trés localidades com base em 15 locos e seis siste-

Porcentagem de locos polimorficos (P)
Numero médio de alelos por loco (A)
Heterozigosidade média observada ()
Heterozigosidade média esperada (Fle)
indice de Fixacdo de Wright (F
Tamanho da amostra (n)

w5

Locais
Sa"::a"nacg‘::“ Pinhio Sio Cristévio
93,33 86,67 53,33
193 173 1,26
0,3444 0,3200 0,2000
05222 04474 03667
10,3405 02847 04546
6 5 2

Fonte: Dados da pesquisa.
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tamanho da amostragem genética (niumero de indi-
viduos) que pode influenciar muito a porcentagem
de locos polimérficos e estatistica. Por isso ndo se
deve considerar somente essa medida de variabili-
dade genética para comparacdo entre amostras de
tamanhos diferentes.

A estimativa do nimero médio de alelos por lo-
cos (A) foi alta, variando de 1,93 para a localidade
de Santana do Sao Francisco, 1,73 para a localidade
de Pinhdo e 1,26 para a localidade de Sao Crist6vao.
Para a estimativa de 4, consideraram-se todos os lo-
cos, monomorficos e polimérficos e como as trés lo-
calidades apresentaram mais de 50% dos locos po-
limérficos, o valor estimado pode ser considerado
alto, segundo Sebbenn et al. (2003).

A estimativa de I:IO foi inferior a I:Ie para todas as
localidades, revelando excesso de homozigotos ou,
em outras palavras, as heterozigosidades observa-
das nas localidades foram menores do que a espe-
rada se as populagdes estivessem em Equilibrio de
Hardy-Weinberg (EHW).

Observa-se que a heterozigosidade média en-
contrada nas localidades de E. velutina estudadas é
elevada quando comparadas a outras espécies vege-
tais. Valores de diversidade genética préximos aos
encontrados foram observados por Oliveira (2000)
em Copaifera langsdorffii (He = 0,366) e por Moraes
(1997) com Cryptocaria moschata (He = 0,351).
Valores mais elevados foram observados por Santos
(1994) com Bauhinia forficata (He = 0,451) e por
Reis (1996) com Euterpe edulis (He = 0,452).

Em concordéncia, o indice de fixagdo (F ) foi ne-
gativo e ndo diferente de zero, no qual a localida-
de de Santana do Sao Francisco apresentou indice
de - 0,3405, em Pinhdo o indice foi de - 0,2847 e em
S3o Cristévao o indice foi de - 0,4546. Assim, os indi-
ces obtidos mostram excesso de homozigotos e que
as frequéncias génicas observadas se desviam das
frequéncias esperadas, segundo os pressupostos de
EHW. Desvios do EHW, em locos supostamente neu-
tros como isoenzimas, implicam que a localidade esta
subdividida reprodutivamente em grupos com cer-
to grau de parentesco, cruzamentos ndo aleatérios
(autofecundacdes e cruzamentos biparentais) ou de-
riva genética. Possivelmente, a subdivisdo esteja as-
sociada a existéncia de estruturas de familias dentro
da populacdo nessa localidade. Portanto, parte dos
desvios do EHW pode ser atribuida ao sistema de
reproducdo (SEBBENN et al.,, 2003).

Para o sucesso de popula¢des implantadas em
uma area degradada, é imprescindivel uma fonte de
sementes de boa qualidade genética para agdes de
restauracdo. O conhecimento sobre a diversidade ge-
nética e, principalmente, sobre a quantificacdo dessa
diversidade, auxilia no manejo dos individuos alvos
para coleta de sementes, para que sejam montadas as
estratégias de recuperacio da area degradada, a fim
de promover ao ambiente em recuperagdo um espa-
¢o sustentavel (KAGEYAMA; GANDARA, 1993).

Desse modo, o estudo da diversidade genética dos
individuos de E. velutina tem grande importancia, ja
que estes podem ser suprimidos pela intensa explo-
racdo madeireira, a qual a espécie esta exposta e essa
supressao pode levar ao desaparecimento de alelos
que, em longo prazo, pode comprometer o fluxo géni-
co e, consequentemente, o futuro da populagao.

Conclusoes

Aandlise das frequéncias alélicas de Erithryna ve-
lutinaindicahavervariabilidade entreaspopulagdes.
Essas populagdes se encontram em equilibrio, pos-
sivelmente gracas ao excesso de homozigotos indi-
cado pelo indice de fixacao.

Os niveis de diversidade genética medidos por
numero médio de alelos por loco, porcentagem de
locos polimdrficos e heterozigosidade esperada fo-
ram altos, evidenciando as populagdes estudadas
como potenciais para a conservacao in situ e a cole-
ta de sementes de Erithryna velutina para a recupe-
racdo de areas degradadas.
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