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RESUMO

MELO, Marilia Freitas de Vasconcelos. Diversidade e estrutura genética de
populagdées naturais de Erythrina velutina Willd. Sergipe: UFS, 2010. 38p.
(Dissertagao - Mestrado em Biotecnologia)

Um estudo baseado em marcadores de DNA e isoenzimaticos foi realizado para avaliar a
diversidade e estrutura genética de populagbdes naturais de Erythrina velutina Willd., visando
a prospecgao monitorada da variabilidade genética, para fins de selegcdo das matrizes mais
divergentes, em duas populagdes naturais do estado de Sergipe. Foram amostradas folhas
jovens de vinte individuos em cada populagdao. Um total de vinte oligonucleotideos
decameros de sequéncia arbitraria e 15 sistemas enzimaticos foram testados. Na analise de
RAPD, a populacdo do Baixo Sdo Francisco Sergipano originou 134 locos, sendo 100
polimoérficos e a populagdo do municipio de Pinhdo, 143 locos, sendo 112 polimorficos.
Observou-se para a estrutura genética da populacdo do municipio de Pinhao maior nimero
de alelos observados e efetivos, o que implica numa maior heterozigosidade. A
heterozigosidade média observada foi maior que a esperada pelo equilibrio de Hardy-
Weinberg, o que indica um excesso de heterozigotos e pode ser confirmado pelo valor
negativo do indice de fixacdo de Wright (-0,2304). Em relagédo a diversidade genética entre
populacbes (Fst e Gst) os valores foram similares para os dois marcadores. Sugere-se 0 Uso
dos individuos M1, M7, M11 e M14 do Baixo Sao Francisco Sergipano; e dos individuos M5,
M6, M12 e M19 do municipio de Pinhdo como os mais divergentes para futuros estudos
quimicos, bioquimicos e farmacoldgicos.

Palavras-chaves: parametros genéticos, heterozigosidade, diversidade

Orientadora: Renata Silva-Mann - UFS



ABSTRACT

MELO, Marilia Freitas de Vasconcelos Melo. Genetic diversity and structure of natural
populations of Erythrina velutina Willd. Sergipe: UFS, 2010. 38p. (Dissertation — Master
Science in Biotechnology).

A study based in DNA and isozyme markers was carried out to evaluate the diversity and
genetic structures of natural populations of Erythrina velutina Willd., aiming monitored
prospection of the genetic variability for two populations from the Atlantic Forest (Santana do
S&o Francisco-SE) and Caatinga (Pinhdao-SE) Biomes. Young leaves of twenty individuals
per population were sampled from each population. Primers of ten arbitrary bases sequence
and fifteen enzymatic systems were used. In RAPD analysis, the population from Atlantic
Forest Biome originated 100 polymorphic loci and population from Caatinga Biome, 112 loci.
It was observed that the genetic structure for population from Caatinga present higher
number of observed and effectives alleles, which implicate in a higher heterozigozity. The
observed average heterozygozity was higher than the expected heterozigozity by Hardy-
Weinberg, which indicate a excess of heterozygotes, and this value might be confirmed by
negative value of the Wright's fixation index (-0.5098). In relation to genetic diversity between
populations (Fst and Gst) the values were similar for both markers. The results suggest the
use of M1, M7, M11 and M14 individuals from Atlantic Forest Biome; and the M5, M6, M18
and M19 individuals from Caatinga Biome as most divergent for future chemical, biochemical
and pharmacological studies.

Keywords: genetic parameters, heterozygosity, diversity

Guideline: Renata Silva-Mann — UFS



1. INTRODUGAO

Os ecossistemas naturais vém sofrendo drasticamente com a atividade humana, e
esta acdo devastadora traz alteracbes irreversiveis as espécies predominantes nestes
ambientes. A fragmentacdo dos habitats propicia além da extingdo, o declinio das
populagcdes, uma vez que as tornam vulneraveis a depressdo endogamica e a mudanga
genética (PINTO et al., 2004).

Diante desse cenario percebe-se a necessidade eminente de estudos sobre ecologia
e genética de populagdes naturais, para o conhecimento da estrutura genética das mesmas
e, consequentemente, para o entendimento dos processos ecoldgicos de ocorréncia na
populagdo, que vém promover o delineamento de estratégias de conservagao,
melhoramento e manejo sustentavel com atividades para a definicdo do tamanho de
reservas, uso das espécies, recuperacdo de areas degradadas e coleta de sementes para
plantios com espécies nativas (KAGEYAMA et al., 2003).

Sao inumeras as espécies que necessitam de estudos nessa linha, no entanto,
algumas devem ser priorizadas devido as suas particularidades. Um exemplo pratico faz
referéncia ao estudo da espécie Erythrina velutina Willd., conhecida vulgarmente como
mulungu, que tem despertado grande interesse para a pesquisa, uma vez que esta
apresenta propriedades medicinais de grande importancia (CARVALHO, 2008).

Contudo, a definicdo de gendtipos potenciais para as pesquisas ainda é muito
incipiente, uma vez que a espécie apresenta uma grande plasticidade ecolégica comprovada
pela presenca de individuos em diferentes regides, ocorrendo na Caatinga e em areas
riparias de Mata Atlantica, como o Baixo S&o Francisco Sergipano, o que sugere diversidade
genética entre individuos e populagdes, uma vez que a diferenciagdo entre espécies é
fundamentada tanto por fatores genéticos como ambientais.

Vale também ressaltar, que essa espécie esta sendo utilizada de forma
multidisciplinar pelo projeto RENORBIO-CNPq. Neste projeto agdes em farmacologia,
taxonomia, expressao génica e no caso desta pesquisa, a caracterizacdo genética via
marcadores moleculares de individuos e populagcbes, podera auxiliar na selecdo de
potenciais individuos, e consequente, conservacido destes para uso em processos
biotecnologicos.

Assim, as ferramentas biotecnoldgicas sdo fundamentais em pesquisas, com o uso
dos marcadores moleculares (bioquimicos e de DNA), que tém sido amplamente utilizados
na caracterizagdo genética de populagdes naturais de plantas e animais. Além disso,
também por permitirem a obtencdo de um grande numero de informag¢des com um esforgo
relativamente pequeno (HILLIS et al., 1996, FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998,
ALFENAS et al., 1998), obtendo resultados confiaveis, de forma rapida e custo acessivel.

Dessa forma, o objetivo do trabalho foi quantificar a diversidade genética e avaliar a
estrutura genética em duas populagdes naturais de mulungu por meio de marcadores de
RAPD e isoenzimas, visando a indicacdo de individuos prioritarios para estudos de
farmacologia, manejo de populagdes naturais e recuperacao de areas degradadas, para fins
de conservacao da espécie.



2. REVISAO DE LITERATURA

21. PERDA E FRAGMENTAGCAO DE HABITATS E DIVERSIDADE GENETICA EM
POPULACOES FLORESTAIS NATURAIS

A diversidade bioldgica esta se deteriorando, principalmente com o0 aumento da taxa
de extincdo de espécies, devido ao impacto das atividades humanas; acdo esta que
desequilibra e desestabiliza os ecossistemas. Portanto, para conservacao genética de uma
espécie € necessario o conhecimento da distribuicdo da variabilidade genética entre e dentro
de suas populagdes (LACERDA & KAGEYAMA, 2003).

No Brasil, como em outros paises tropicais, uma exploragédo indiscriminada vem
ocorrendo em florestas nativas, em virtude da explosdo demografica e expansao das
fronteiras agricolas. Este tipo de exploracdo, aliado ao desconhecimento das exigéncias
culturais, da biologia reprodutiva, da regeneracédo e do padrao de distribuigdo genética das
diferentes espécies florestais nativas, tém ocasionado deterioragdo da base genética,
comprometendo o patriménio dos ecossistemas. Além da exploragédo predatéria, a perda e a
fragmentacao dos habitats podem acarretar a extingdo de populagdes locais e ainda levar a
perdas da biodiversidade e mudancgas na distribuicdo e abundancia das espécies devido a
descontinuidade da vegetacgéao original, acarretando impedimentos para a migragao, restricao
do tamanho das populagdes e acréscimo dos efeitos de borda (PINTO & CARVALHO, 2004).

Diante disso, sao imprescindiveis estudos genéticos em nivel populacional das
espécies que compdem tais ecossistemas, de modo que sejam estabelecidas estratégias de
conservacao genética, sobretudo em areas perturbadas, procurando reunir subsidios que
contribuam para a conservacao in situ.

O estudo da variagao genética em populagdes naturais de uma espécie considera,
basicamente, a quantificagdo dos niveis de variabilidade dentro das populacdes e a
caracterizacao da estrutura genética entre populagdes (CONTE, 2004). A preservacgao da
diversidade genética se tornou objetivo da maioria dos programas de conservagao e
conhecer a distribuicdo desta diversidade dentro e entre populagbes naturais € o primeiro
passo (CAVALLARI, 2004). O conhecimento do modo como a variagao genética de uma
espécie esta distribuida em suas populagdes € essencial para a sua manutencido (REIS,
1999), como também, de acordo com Lacerda et al. (2001), para o estabelecimento de
formas de exploracado econémica.

2.2. BIOTECNOLOGIA E GENETICA DA CONSERVAGAO

A biotecnologia é vista, como um produto da atividade humana relacionada com a
exploragdo dos recursos naturais. Com certeza, grande parte do progresso biotecnoldgico se
deve ao descobrimento e utilizacdo de produtos e processos naturais, atualmente
evidenciados pelos megaprojetos de bioprospeccao nas regides tropicais, que geram varios
produtos de origem industrial (BOREM & SANTOS, 2001).

Esse enorme valor da biodiversidade, € que tem levado a regulamentagcédo do acesso
ao patrimbénio genético em paises megadiversos como o Brasil, a fim de controlar a
biopirataria (BOREM & SANTOS, 2001). No entanto, atualmente varios procedimentos
biotecnoldgicos tém sido aplicados a minimizagdo do impacto antropico a biodiversidade,
destacando entre essas atitudes a aplicacdo da genética da conservacdo, que diagnostica e
monitora processos relacionados com a conservagcdo e manejo (SANTOS & REDONDO,
2003).



A manutengdo da diversidade genética € um dos principais focos da biologia da
conservacao, ja que é ela que fornece o potencial adaptativo/evolutivo de uma espécie. Por
esse motivo, o conhecimento da composicédo alélica de uma espécie, e de como ela esta
organizada (estruturada) em suas populagdes, é fundamental para as agdes de manejo e
conservacao. Por outro lado é importante entender se a estruturagdo genética encontrada é
uma caracteristica natural da espécie estudada ou é resultado da presenca de barreiras
fisicas causadas pelo homem, como no caso de fragmentacdo do habitat (GALETTI et al.,
2008).

Para isso, a genética da conservagéo utiliza ferramentas biotecnoldgicas, para a
caracterizagdo e, consequente, preservacdo da biodiversidade. Esses instrumentos
permitem quantificar a diversidade genética, que se caracteriza pelo conjunto de todas as
variantes existentes no genoma de uma espécie (SANTOS & REDONDO, 2003), e entre
genomas de espécies diferentes.

2.3. FERRAMENTAS EMPREGADAS NA QUANTIFICAGAO DA DIVERSIDADE
GENETICA

Desde antes da descoberta do cédigo genético e da molécula de DNA, a genética
fascina o homem levando-o a uma busca infinita de questbes. Com o passar do tempo,
técnicas foram aprimoradas no sentido de desvendar os mecanismos genéticos presentes
nos complexos sistemas dos seres vivos (MARTINELLI, 2001).

Uma dessas técnicas se refere aos marcadores moleculares que séo definidos por
Ferreira & Grattaplaglia (1998) como todo e qualquer fenétipo molecular proveniente de um
gene expresso, como no caso de isoenzimas, ou de um segmento especifico de DNA
(correspondendo a regides expressas ou hdao do genoma). A sequiéncia de nucleotideos e a
funcdo de um marcador molecular podem ou nao ser conhecidas. Ao se verificar o seu
comportamento de acordo com as leis basicas de heranca de Mendel, um marcador
molecular pode ser adicionalmente definido como marcador genético.

2.3.1. Marcadores Genéticos

Os estudos genéticos em populagdes naturais de espécies arbodreas tropicais,
baseados em marcadores genéticos, iniciaram-se na Malasia (GAN et al., 1981), porém
tiveram grande avanco nas florestas neotropicais do Panama (HAMRICK & LOVELESS,
1986), da Costa Rica (BAWA & O’ MALLEY, 1987) e do Brasil (HERRIITT, 1991; MORAES,
1993; PAIVA et al., 1994).

Estes marcadores genéticos apresentam diversas aplicagbes na conservagao
genética dos recursos florestais, por meio da mensuragdo da diversidade genética,
estimativa da taxa de fluxo génico ou migragao, caracterizacdo do sistema de reproducao,
analise de paternidade, avaliacdo da eficiéncia do pomar de sementes, estudos filogenéticos
e taxonbmicos, podendo ser mensuradas diferengas genéticas em populagdes naturais e
manejadas (GLAUBTIZ & MORAN, 2000).

Esses marcadores podem ser morfologicos, citolégicos, fisiologicos e moleculares.
Um marcador morfolégico € um fendtipo de facil identificagéo, valendo ressaltar que para ser
um marcador € necessario que ele esteja intimamente ligado a um gene de interesse. A
grande limitagdo do marcador morfolégico € a sua ocorréncia em numero reduzido e,
consequentemente, nao ser suficiente para marcar alelos de interesse de varios genes da
espécie (RAMALHO et al., 2000). Outro aspecto a se considerar € que os marcadores



morfolégicos nem sempre apresentam alta herdabilidade, portanto, sofrem grande influéncia
ambiental. O mesmo pode ser dito para o marcador fisiolégico.

Em relacdo aos marcadores moleculares estes tém sido usados com sucesso na
andlise genética de plantas e na caracterizagdo da variabilidade contida em bancos de
germoplasma, bem como em populagbes naturais.

2.3.1.1. Marcadores de DNA

Os marcadores de DNA apresentam vantagens uma vez que podem ser obtidos em
grande numero e nao sofrem influéncia de fatores ambientais. Tais técnicas permitem fazer
distingdo diretamente em nivel de DNA e ainda contribuem para avaliar a variabilidade
geneética dentro do conjunto génico de espécies cultivadas e ndo cultivadas, assim como
avaliar a diversidade disponivel in situ e em bancos de germoplasma.

Como exemplo da eficiéncia desse método, pode-se citar o trabalho de Salla et al.
(2002), onde os marcadores moleculares foram utilizados na andlise de variabilidade
genética de 24 acessos de acerola (Malpighia emarginata D.C.), pertencentes ao Banco
Ativo de Germoplasma da Universidade Federal de Londrina, onde foram analisados
utilizando marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA- Polimorfismo de DNA
Amplificado ao Acaso) e marcadores microssatélites ou SSRs (Simple Sequence Repeats —
Sequéncias Simples Repetidas). Um total de 164 e 73 marcadores foram obtidos com
oligonucleotideos de RAPD e SSR. Os marcadores obtidos foram analisados, usando o
método de agrupamentos UPGMA, sendo detectado maior polimorfismo entre acessos com
oligonucleotideos de RAPD. A analise dos resultados revelou a alta variabilidade contida na
colecao, permitindo associar o grau de similaridade genética obtido por marcadores de DNA
com caracteres morfoldgicos compartilhados entre os acessos.

Um outro exemplo que pode ser citado foi o estudo realizado por Santana et al.
(2008) em populacdo do Baixo Sao Francisco Sergipano com a espécie Enterolobium
contortisiliquum (Vell.) Morong. empregando marcadores moleculares RAPD. A diversidade
geneética encontrada em oito individuos desta populagdo remanescente permitiu a definicdo
de estratégias de coleta de sementes. O valor médio de diversidade genética entre as
matrizes foi de 49%, variando de 33 a 85%.

Segundo Ferreira & Grattaplaglia (1998), desde a concepgdo dos marcadores
baseados em PCR (Polymerase Chain Reaction — Reacdo em Cadeia de Polimerase), esta
tecnologia causou uma verdadeira revolugao, tanto na biologia quanto nas areas aplicadas,
envolvendo diagndsticos e melhoramento genético de plantas e animais domésticos. E essa
revolucao se deve a facilidade, rapidez, versatilidade e sensibilidade da PCR, que a torna
particularmente poderosa para estudos genético-moleculares envolvendo grande numero de
individuos de qualquer organismo vivo.

Essa técnica possui inumeras derivacbes, e dentre elas é importante ressaltar a
tecnologia do RAPD.

2.3.1.1.1. RAPD

Wesh & McClelland (1990) e Williams et al. (1990) introduziram uma técnica que se
baseia na detecgdo de polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (RAPD), usando
oligonucleotidios de dez bases, que detectam polimorfismos mesmo na auséncia de
informacgdes da sequéncia especifica de nucleotideos do DNA alvo (BORGES et al., 2000).

Além das grandes vantagens dessa técnica ja citadas anteriormente, tém-se ainda: o
custo relativamente reduzido, em relacdo a outras técnicas moleculares, e a aplicabilidade



imediata a qualquer tipo de organismo. N&o envolve a utilizacdo de pessoal altamente
especializado e ndo emprega radioatividade. A técnica também nao exige sequenciamento
de nucleotideos, nem desenho de oligonucleotideos especificos e nado requer o
desenvolvimento prévio de bibliotecas de sondas especificas para o organismo de interesse
(BOREM & CAIXETA, 2006).

Esta alta acessibilidade confere a técnica uma boa aceitacdo para analises
relacionadas a: diferenciagdo de linhagens, estimativa de variabilidade em bancos de
germoplasma, estudo de estrutura genética de populagdes, estimativa de parametros
geneticos, entre outras (GARAY & DIAS, 2001), principalmente quando se refere as espécies
nativas, pois apesar da falta de informagbes genéticas sobre essas espécies é possivel a
utilizagdo de marcadores moleculares de DNA de sequéncias arbitrarias.

2.3.1.1.2. Marcadores Isoenzimaticos

O termo isoenzima, também encontrado na literatura como isozima, foi introduzido por
Market & Moller (1959), para designar formas moleculares multiplas de enzimas, que
ocorrem em um mesmo organismo e em membros de mesma espéecie. Esses autores
concluiram que os organismos geralmente sintetizam formas moleculares multiplas de
enzimas com a mesma especificidade enzimatica (BOREM & CAIXETA, 2006).

Ainda segundo esses autores, as isoenzimas podem ser produtos de diferentes sitios
genéticos e podem ser geradas ainda, pela duplicagdo do gene, com mutacoes
subsequentes nos locos.

Desde a sua resolugcdo pelos métodos histoquimicos, a principal aplicagcdo das
isoenzimas € em estudos de diversidade genética e evolugéo, o que tém sido extremamente
importante para as investigagcdes sobre variagdo intra-especifica, genética de populagoes,
evolugdo e mapeamento genético, ja realizados em centenas de espécies. Apesar de estar
sendo utilizada em varios programas de melhoramento, o reduzido numero de sistemas
enzimaticos polimorficos impde limitagdes variaveis, dependendo do objetivo do estudo ou
da atividade (FDGV/CCA.UFSC, 2005). Diante disso, tem-se tentado trabalhar com o
maximo numero de sistemas visando a obtengao de dados consistentes.

As isoenzimas apresentam diferentes mobilidades em um campo elétrico, devido as
diferencas de sequéncia de DNA que as codificam. Os padrées de bandas de dois individuos
assumem que estas diferengas possuem base genética e sao herdaveis (ALFENAS, 1998).

Com o objetivo de avaliar a diversidade genética de populacido de Caesalpinia
echinata Lam. (pau-brasil) e suas progénies em arboreto, foram realizados estudos por meio
de marcadores isoenzimaticos. Foi constatado um alto indice de endogamia e coancestria
nas arvores adultas do arboreto, supondo-se que os resultados obtidos foram consequéncia
do efeito de deriva genética gerada pelo processo de implantagdo da populacdo (NETO et
al., 2005).

Em outro estudo, duas populagdes de Xylopia brasiliensis Sprengel foram analisadas
por meio da eletroforese de isoenzimas, visando determinar os niveis de variabilidade
genetica mantidos entre e dentro das populagdes, sua estrutura genética, fluxo génico e
tamanho efetivo. A andlise empregando sete sistemas enzimaticos permitiu a identificagdo
de uma baixa diversidade genética, o que contribuiu para a definicdo da area de
conservacao in situ de 10,08 hectares (PINTO & CARVALHO, 2004).

De acordo com Caixeta et al. (2006) a propriedade mais expressiva das isoenzimas
como marcadores genéticos € a heranga mendeliana simples, com co-dominancia entre
alelos, na maioria dos locos. As outras vantagens sao: € uma técnica relativamente barata e
operacionalmente acessivel; a determinagéo genotipica dos locos pode ser feita em qualquer
parte da planta; mesmo sendo de numero limitado, varios locos isoenzimaticos podem ser



analisados simultaneamente; ndo sao detectados efeitos deletérios, epistaticos ou
pleiotropicos associados aos alelos isoenzimaticos. Por causa dessas vantagens, apesar da
existéncia de marcadores genéticos mais modernos e informativos, as isoenzimas continuam
sendo muito utilizadas em anadlises genéticas que ndo demandam ampla amostragem do
genoma.

2.4. PARAMETROS AVALIADOS NO ESTUDO DA DIVERSIDADE GENETICA

Os parametros genéticos populacionais estimados com base em marcadores podem
ser utilizados para diversos fins. Qu. do o objetivo é a conservagdo e caracterizagdo
genética de espécies que estdo inser 1s em biomas que devem ser preservados, estes
parametros podem ser Uteis na deteccdo de populacbes que apresentem diferentes
magnitudes de variabilidade genética e que, portanto, requerem diferentes estratégias para
sua conservagao in situ ou ex situ (AVISE & HAMRICK, 1996; NEWTON et al. 1999).

Quando, por outro lado, o interesse for a domesticacao da espécie e sua utilizacao
econdmica, estes parametros podem auxiliar na definigdo de programas de coleta visando a
selecdo de apenas parte da variabilidade que seja de interesse para o melhorista (BOREM,
1998), ou no caso deste estudo, na identificacdo da variabilidade que pode ser util em
estudos farmacoldgicos ou quimicos.

Os dados moleculares podem ser utilizados para melhor compreender a dindmica dos
alelos nas populagbes de uma determinada espécie, fornecendo subsidios para o maior
entendimento dos processos micro-evolutivos, que estdo atuando na diferenciagdo destas
populagdes (REIS, 1996; AVISE, 2000). Estas informagdes, aliadas aos conhecimentos da
histéria de vida e de caracteristicas ecoldgicas da espécie, permitem conhecer parte da sua
biologia, bem como da sua interagcdo com outras espécies do bioma, no qual ela esta
inserida (TELLES et al., 2003).

Os parametros mais utilizados para estimar a diversidade genética em populagdes
naturais e as alteragdes decorrentes da acido antrépica, sao: numero médio de alelos por

loco (A\), heterozigosidade esperada ou diversidade génica (H.); heterozigosidade observada

(H.) e indice de fixacgo (f) (BERG & HAMRICK, 1997). Entre estes parametros, A e H. sao
muito influenciados pela deriva genética, em razao dos alelos raros (com frequiéncia inferior
a 0,05) ndo serem retidos em pequenas amostras. Porém, para inferir se a diversidade
genética em uma populagédo sera mantida em longo prazo, apenas a quantificagcédo da
riqueza alélica (A) é insuficiente. Para esse tipo de inferéncia, € necessaria a analise

comparativa de A e H., especialmente porque o valor de H. é influenciado tanto pelo nimero
de alelos como pela distribuicdo de suas frequéncias relativas (RAPOSO et al., 2007).

Outros parametros utilizados se referem ao indice de diversidade de Nei (1973), em
que se utilizam frequéncias génicas (frequéncias de alelos), permitindo a partigcéo hierarquica
da diversidade em seus componentes entre e dentro das unidades experimentais e, indice
de Shannon, que mede o grau de certeza em se prever a proximidade genética entre
individuos, entre e dentro das populagdes. Quanto menor o valor do indice de Shannon
menor sera a diversidade da amostra, logo, a diversidade tende a ser mais alta quanto maior
o valor do indice.

Sao varios os trabalhos publicados com espécies arbéreas que fazem uso desses
parametros. Como exemplo, pode-se citar os trabalhos realizados por Pinto et al. (2004),
desenvolvendo pesquisa com Copaifera langsdorffi Desf. (Caesalpiniaceae); Defavari et al.
(2009) trabalhando com Hymeneae stignocarpa Mart. Ex. Hayne (Fabaceae); Gois et al.

(2009), em estudo desenvolvido com Spondias lutea L. (Anacardiaceae) e Gongalves et al.
(2010) com Dimorphandra mollis Benth. (Fabaceae).



2.5. ESTRUTURA GENETICA ESPACIAL

A variabilidade genética de uma espécie estrutura-se no espago e no tempo, podendo
ser observada em populagbes geograficamente distintas. A distribuicdo espacial dos
gendtipos em populagbes é parte integrante dos processos genéticos populacionais
(EPPERSON & ALLARD, 1989).

O estudo dos padrdes de distribuicdo espacial é hoje uma das ferramentas mais
utilizadas para entender o comportamento de diversos fendmenos (ANJOS et al., 1998). Em
ciéncias florestais, uma grande aplicagdo esta no estudo da distribuigdo espacial de arvores,
principalmente daquelas do seu ambiente natural. O conhecimento do padrdo de distribuicdo
espacial pode fornecer informagdes sobre a ecologia, subsidiar a definicdo de estratégias de
manejo e/ou conservagao, auxiliar em processos de amostragem ou simplesmente
esclarecer a estrutura genética de uma espécie (ANJOS, 1998).

Essa distribuicdo espacial das plantas, dentro de uma populacdo, pode ser
considerada um dos fatores que influenciam o sistema de cruzamento que, com a dispersao
de pdlen e sementes, pode desempenhar grande efeito na estrutura espacial da variabilidade
geneética. Além disso, a estrutura genética espacial também ¢é influenciada por processos
micro-evolutivos e demograficos em curtos e longos prazos (EPPERSON, 2003).

O padrao espacial ou a estrutura da diversidade genética dentro de populagdes € um
componente importante dos processos genético-ecoldgicos e evolucionarios de populagbes
naturais de plantas. O conhecimento da estrutura genética espacial pode melhorar a
eficiéncia da amostragem para maximizar a diversidade génica ou minimizar os cruzamentos
endogamicos (EPPERSON, 1990).

Essa distribuigcdo espacial de genétipos pode ser quantificada, utilizando-se a analise
de autocorrelacao espacial. Essa analise, de acordo com Legendre (1993), pode ser definida
com a propriedade de variaveis assumirem valores, em pares de localidades separadas por
uma certa distancia, mais similares (correlagdo positiva) ou menos similares (correlagédo
negativa) do que seria esperado pela associacao aleatoria dos pares observados.

Um exemplo pratico disso, se refere ao trabalho realizado por Telles et al. (2001)
onde esse teste foi aplicado com o objetivo de comparar as matrizes de similaridade
geneética e de distribuicdo geografica entre dez subpopulagdes de Eugenia dysenterica DC.
nativas da regido sudeste do Estado de Goids. Estes testes sugeriram que o principal fator
determinando a divergéncia genética € a distribuicao geografica das subpopulagdes, em um
modelo na qual existe um balango entre deriva genética atuando dentro das subpopulagbes
e fluxo génico em curtas distancias ligando as subpopulagdes.

2.6. ESPECIE

O género Erythrina ocorre nas regides tropicais e sub-tropicais do mundo. Possui
cerca de 110 espécies, das quais 70 sdo nativas da América (EPAMIG, 1993;
VASCONCELOS et al., 2003). O nome Erythrina, do grego “erythros”, significa “vermelho”
em alusdo a cor de suas flores. Sdo0 empregadas como ornamentais e sombreadoras das
lavouras de café e cacau (EPAMIG,1993).

As plantas do género Erythrina sdo conhecidas por produzirem alcaldides,
flavondides e isoflavondides. Estas plantas representam a principal fonte de alcalbides
tetraciclicos, sendo que estes possuem atividade semelhante ao curare causando paralisia
muscular (AMER et al., 1991; DECKER et al., 1995). Dentro deste género uma das espécies



mais estudadas pelas suas propriedades medicinais € a Erythrina velutina Willd.,
vulgarmente conhecida como mulungu.

O mulungu, também conhecido como suina, bico-de-papagaio, canivete, corticeira e
sananduva, pertencente a familia Fabaceae (Leguminosae- Papilionidae) é uma arvore de
grande resisténcia a seca, apresentando rusticidade e rapido crescimento, podendo ser
usada para recuperagado de areas degradadas. Na época da floragdo, que ocorre entre os
meses de setembro/outubro, a arvore apresenta-se, no semi-arido, desfolhada, porém,
completamente florida, proporcionando, dentro do contexto da paisagem seca, um quadro de
explosdo de vida, sendo registrada, com frequéncia, a presenca de diversas aves para se
alimentar, ndo s6 do néctar, mas também, de partes da préopria planta. Sua madeira é leve e
pouco resistente a agentes agressivos, com expressiva utilizagdo no artesanato para
confeccao de tamancos, brinquedos, caixotes, dentre outros (LORENZI & MATOS, 2002).

Assim como é conhecido na regiao nordeste, de acordo com Carvalho (2008), o
mulungu, ocorre de forma natural, no Brasil, nas seguintes Unidades da Federacdo: Bahia,
Ceara, Maranhdo, Minas Gerais, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte e
Sergipe (Figura 1).
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Figura 1. Locais de ocorréncia do Mulungu (Erythrina velutina Willd.), no Brasil. UFS, Sao
Cristovao, 2010.

E uma espécie hermafrodita e possui como vetor de polinizagéo a abelha-européia ou
africanizada — Apis mellifera — e as abelhas mamangavas (Xylocopa spp.). A dispersao de
seus frutos e sementes é anemocérica (pelo vento) e zoocérica, principalmente por aves.
Essa espécie € classificada em seu grupo ecoldgico sucessional como pioneira, ocorrendo
preferencialmente nas formagdes secundarias, apresentando dispersao bastante irregular e
descontinua (CARVALHO, 2008).



Essa espécie nativa da flora brasileira tem sido utilizada na medicina popular e em
alguns farmacos. Sao atribuidas as infusdes da casca propriedades sudorifica, calmante,
emoliente, peitoral e do seu fruto seco acdo anestésica local que é usado na forma de
cigarro odontolégico, embora a eficacia e seguranga de seu uso ainda ndo tenham sido
confirmadas cientificamente (LORENZI & MATOS, 2002). Dantas et al. (2004) evidenciaram
que o extrato aquoso das folhas de mulungu em baixas doses interferiu em processos
mnemoénicos e, em doses maiores agiu como sedativo e bloqueador neuromuscular
periférico.

Sao varios os trabalhos realizados com essa espécie. Dentre esses, pode-se citar o
realizado por Santos et al. (2007), com o objetivo de avaliar o efeito do extrato aquoso das
folhas de Erythrina vellutina (AE) sobre ducto deferente de rato. Esses autores tiveram como
conclusado que o efeito inibitério do AE pode ser devido a uma interagdo pré-sinaptica com
canais de K" dependentes de ATP em neurdnios simpaticos de ducto deferente de rato.

Outro se refere ao trabalho realizado por Lima et al. (2008) com o objetivo de estudar
os efeitos comportamentais e neuroquimicos da espécie através dos produtos do seu
fracionamento, enfatizando suas atividades no sistema nervoso central, de forma a contribuir
para a validacédo desta espécie largamente utilizada na medicina popular no pais.

Além desses, tem o trabalho realizado por Filho et al. (2009), onde o objetivo foi
determinar a influéncia dos estresses abidticos (hidrico e térmico) sobre a atividade e o perfil
de metabdlitos do mulungu. Os resultados sugerem o individuo M4, sendo que este
corresponde ao individuo M1 da regido do Baixo Sao Francisco Sergipano trabalhado nesse
estudo, na presenca de estresse por restricao hidrico e altas temperaturas produz maior teor
de metabdlitos ativos, sendo a priori a mais indicada para o desenvolvimento do fitoterapico.

Diante dos conhecimentos que se tem sobre o uso farmacoldgico e a plasticidade
ecoldgica da espécie, principalmente pela sua ocorréncia em biomas distintos como na Mata
Atlantica e Caatinga, que a expde a restricdo de agua e alta temperatura; percebe-se a
importancia de se estudar a diversidade e estrutura genética desses individuos em nivel
populacional, sob o ponto de vista ecolégico e ainda, na identificagcdo de gendtipos
divergentes que poderdo ser empregados como matéria-prima com potencial uso
biotecnoldgico.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. LOCALIZAGAO E IDENTIFICAGAO DAS POPULAGOES

As populacdes estudadas distam entre si, 155 Km e s&o representadas pelo Baixo
Sao Francisco Sergipano (Local 1) e pelo Municipio de Pinh&do/SE (Local 2).

O Local 1 é caracterizado por uma area de 100ha (10 km por 10m de extensao), de
mata ciliar no Baixo Sdo Francisco Sergipano, entre os municipios de Nedpolis (S 10°18°39”
e W 36°34’56”) e Santana do Sado Francisco (S 10°15’55” e W 36°38’'15”), onde foram
identificados vinte (20) individuos de mulungu. No Local 2, localizado no municipio de
Pinhdo/SE (S10°33’50” e W37°42°'47”), também foram identificados vinte (20) individuos.

Cada individuo foi georreferenciado utilizando para isso aparelho GPS modelo
Garmin 12, e as coordenadas usadas para analise de correlagdo espacial, coleta frequente
de material biolégico e monitoramento quanto a presenca e a produgdo de sementes dos
individuos.

3.2. CARACTERIZAGAO DAS AREAS DE ESTUDO
3.2.1. Baixo Sao Francisco Sergipano

O municipio de Santana do Sao Francisco, inserido no Baixo Sao Francisco
Sergipano, esta situado na regido nordeste do Estado de Sergipe, limitando-se a norte com o
Estado de Alagoas e a sul, leste e oeste com Neopolis. Este municipio esta localizado as
margens do rio Sdo Francisco Sergipano. Sendo assim, de acordo com o cédigo florestal
(Lei n. 4.777, de 15 de setembro de 1965) as areas que margeiam os rios sdo consideradas
Areas de Preservacdo Permanente (APP), visando a protecdo da biodiversidade e qualidade
das aguas. Nessa regido, as areas de mata ciliar apresentam-se bastante degradadas, uma
vez que a estrada que liga os municipios vizinhos passa por dentro da APP, com trechos de
aproximadamente 6 metros das margens do rio, além de moradias e agricultura de
subsisténcia e pastagens.

Como reflexo, a regido apresenta uma vegetagcédo descontinua e pouco densa, sendo
que essas caracteristicas propiciam o afugentamento da fauna, colaborando para o
rompimento dos processos ecoldgicos naturais, como troca de pdlen entre espécies
vegetais, ocasionando assim, modificagdes na estrutura genética das espécies arbdreas da
regido e facilidade de exploragdo com o uso da madeira pelas comunidades locais do que
ainda resta da vegetacéo.

O municipio apresenta clima do tipo megatérmico seco a sub-umido, temperatura
média no ano de 26°C, precipitacdo pluviométrica média anual de 1.200mm e periodo
chuvoso de margo a agosto. O relevo esta caracterizado por fei¢gdes dissecadas nas formas
de colinas, cristas e superficies tabulares com bordas erosivas. O solo é do tipo Podzélico
Vermelho Amarelo, com uma vegetacdo de Mata, Capoeira, Cerrado e Pastagem
(SERGIPE.SEPLANTEC/SUPES, 1997/2000).

3.2.2. Municipio de Pinhao-SE
O municipio de Pinhdo esta localizado entre os rios Vaza Barris e Sergipe, no

extremo oeste do Estado de Sergipe, limitando-se com o municipio de Carira ao norte, Frei
Paulo e Pedra Mole a leste, Sim&o Dias ao sul e o Estado da Bahia a oeste.



A situagdo da vegetacdo nessa area nao é diferente da encontrada no Baixo Sao
Francisco Sergipano, sendo vastamente fragmentada, identificando-se poucos individuos
que servem para o sombreamento de animais.

O municipio esta inserido no poligono das secas, com um clima do tipo megatérmico
seco e sub-umido, temperatura média anual de 24°C, precipitacdo pluviométrica média no
ano de 800mm e periodo chuvoso de margo a agosto. O relevo é de superficie pediplanada
e dissecada, com formas de colinas e tabuleiros, com aprofundamento de drenagem de
muito fraca a fraca. Os solos sdo Litdlicos Eutréficos, Cambisolo, Podzélico Vermelho
Amarelo equivalente Eutréfico, com uma vegetagdo de Capoeira e Caatinga
(SERGIPE.SEPLANTEC/SUPES, 1997/2000).

3.3. COLETA DO MATERIAL VEGETAL

O material vegetal, constituido de folhas jovens, utilizado para a realizagdo das
analises de RAPD e isoenzimas foi coletado dos 20 individuos de mulungu, os unicos
encontrados em cada area de estudo. A coleta foi realizada com o auxilio de podao devido a
altura das arvores.

Em seguida, o material foi identificado, acondicionado em gaze, mantido a baixas
temperaturas e transportado ao Laboratério de Culturas de Tecidos e Melhoramento Vegetal
— Setor de Genética Molecular do Departamento de Engenharia Agrondmica da Universidade
Federal de Sergipe (UFS), onde foi mantido em freezer (-20°C) até o momento da sua
extragao.

3.4. EXTRAGAO DE DNA

A extracao do DNA foi baseada no método descrito por Nienhuis et al. (1995), com
modificagdes. Foram utilizados, aproximadamente 2g de folhas jovens para a extracéo de
DNA. Essas folhas foram maceradas em almofariz contendo 10 mL de tampao CTAB [Cetil
trimetil brometo de amébnio 2%; Cloreto de sédio (NaCl) 1,4mM; Tris 1mM pH 8,0;
Polivinilpirrolidona (PVP) 1%)] e 20uL de B-mercaptoetanol. Posteriormente esse material foi
transferido para um tubo de ensaio e posto em banho-maria a 65°C por 30 minutos.

Apés o periodo de incubagao, as amostras passaram por um processo de purificagao,
em que 1.000uL de cada amostra foram colocados em microtubos contendo 1.000uL da
mistura de cloroférmio e alcool isoamilico (24:1). As amostras foram homogeneizadas por
meio de lentas inversdes e centrifugadas a 7.000 XG por 30 min.

O sobrenadante obtido foi coletado e removido, com o auxilio de uma micropipeta,
para um microtubo contendo 1.000uL de alcool:acetato de aménia (triplicata). As amostras
foram mantidas em freezer por 48 horas para a precipitagdo do DNA, e logo apds
centrifugadas a 7.000 XG por 10 minutos, para a entdo formagao do precipitado. Em seguida
o alcool:acetato de aménia foi descartado e substituido por alcool 70% e centrifugado por 10
minutos a 4.000 XG para aumentar a sedimentacdo do DNA. A partir de entdo, a fase liquida
foi descartada e o precipitado colocado para secar em temperatura ambiente. Depois de
seco, este foi dissolvido em 100uL de TE (Tris HCL 10mM, pH 8,0; EDTA 1mM) e transferido
para um novo microtubo.

A quantificagdo do DNA extraido foi realizada em gel de agarose a 1% [(1,0g de
agarose; 100mL de Tris — Borato - EDTA(TBE) 0,5X)]. Aliquotas do DNA foram aplicadas
nas canaletas do gel ao lado de uma série de concentragcdes conhecidas de DNA
(20-200ng), sendo a concentragdo das amostras estimada por comparagdo. Os géis foram
submetidos a eletroforese por 1 hora e 30 minutos, em seguida corado em brometo de etidio



(0,5 ug.mL") e estimada pela intensidade de bandas, visualizadas através da luz ultra-
violeta.

3.4.1. REAGOES DE RAPD

Apos a extragdo do DNA se deu inicio as reagdes de RAPD. O coquetel de reagentes
para cada matriz foi composto por 2,92 puL de agua ultra pura; 1,30 pL de tampao 10X; 1L
de cloreto de magnésio (25mM); 1,04 uL de dNTPs; 1,04 uL de BSA (Soro Albumina Bovina);
0,2 puL da enzima Taq polimerase; 2,5 uL do oligonucleotideo e 3 uL do DNA de trabalho.
Foram testados 20 oligonucleotideos (Tabela 1) da marca IDT (“Integrated DNA
Technologies”) em cada um dos individuos estudados/populacéo.

Tabela 1. Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados nas reagbes de RAPD empregando
Erythrina velutina Willd. UFS, Sao Cristévao, 2010.

Oligonucleotideos Sequéncia 5’ -3’
01 CAGGCCCTTC
02 TGC CGAGCT G
03 GTTTCGCTCC
04 TGATCCCTGG
05 TTC GAG CCAG
06 GTGAGGCGTC
07 ACC GCGAAG G
08 GGA CCCAACC
09 CCCAAGGTCC
10 GGT GCG GGA A
11 ACG GATCCT G
12 GAG GATCCCT
13 CTACGG AGG A
14 GGC ACT GAG G
15 GGT CGGAGA A
16 TCG GAC GTGA
17 ACCTGGACAC
18 GGA GGA GAG G
19 CCC GGC ATAA
20 AAA GTT GGG A

O programa de amplificagdo do DNA consistiu de uma temperatura inicial de 94°C por
5 minutos, seguido de 45 ciclos que envolvem temperaturas de 94°C por 1minuto, 36°C por 2
minutos e 72°C por 1 minuto. A amplificacdo se deu em termociclador Uniscience Biometra
Tpersonal, utilizando microtubos de 200 pL, contendo 13 pL do coquetel. As amplificagdes
foram feitas aleatorizando-se as amostras, de forma a evitar falsa estruturacao.

Os produtos da amplificagdo foram separados por eletroforese (Figura 2), realizada a
110 V, em gel de agarose a 1%. A corrida eletroforética foi realizada em cuba horizontal,
contendo tampéao TBE (Tris-Borato-EDTA) 0,5X em quantidade suficiente para deixar o gel



submerso. Em seguida, o gel foi corado em solugdo de brometo de etidio (0,5ug.mL™") por
10 a 15 minutos e os produtos da amplificagdo visualizados sob luz ultravioleta.
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Figura 2. Produtos de amplificacdo de RAPD gerados com o oligonucleotidio IDT 11 em
individuos de Erythrina velutina de ocorréncia no Baixo Sao Francisco Sergipano. UFS, Sao
Cristévao, SE, 2010.

3.4.2. Andlise dos dados

Na avaliacdo dos géis, a presenga (1) e a auséncia (0) de fragmentos amplificados
foram usadas para a construgdo de matrizes binarias, que foram empregadas nas analises.

3.4.2.1. Numero é6timo de fragmentos amplificados

O numero 6timo de fragmentos amplificados foi analisado utilizando-se o software
GENES (CRUZ, 2007). Nesta analise foram obtidas as estimativas de correlagdo de valores
da matriz de similaridade, a soma de quadrados dos desvios em relacdo as re-amostragens
e o valor de estresse (E), que indica o ajuste entre a matriz original e a matriz simulada. O
numero de bandas foi considerado ideal auando o estresse assumiu valor inferior a 0,05
(KRUSKAL, 1964). . a

S]l =
3.4.2.2. Similaridade genética atb+c

A similaridade genética (Sji) entre os individuos de mulungu foi calculada pelo
coeficiente de similaridade de Jaccard empregando o programa NTSYS pc 2.1 (ROHLF,
2001), com base na seguinte expressao:

Onde, a representa a presenca de bandas em ambos os gendtipos, b representa

a presenca de banda no primeiro gendtipo e auséncia no segundo e C a presenga no
segundo e auséncia no primeiro.



Com a matriz binaria calculou-se a porcentagem de polimorfismo obtido com cada
oligonucleotidio utilizado por meio da férmula:

P-= @X 100

nbt
Onde:

P = porcentagem de polimorfismo (ou taxa de polimorfismo);
nbp = numero de fragmentos polimorficas;
nbt = numero de fragmentos total.

Os erros associados a cada similaridade foram estimados segundo Skroch, Tivang e
Nienhuis (1992), pelas seguintes expressodes:

V =ns (1-s)/(n- 1)

Erro padrao estimado = (V/n)"?
em que:
V: variancia da similaridade genética entre cada par de progénies;
s: similaridade genética entre cada par de progénies;
n: numero total de bandas utilizadas na estimativa da similaridade genética.

A representacéo simplificada das similaridades foi feita por meio da construgdo de um
dendrograma obtido pelo método de agrupamento UPGMA (ROHLF, 2001).

Os individuos geneticamente diferentes foram identificados nos dendrogramas a
partir da estimativa do valor minimo de similaridade, acima do qual os individuos sao
semelhantes, ou o valor maximo significativo de similaridade (Sg”) (CASTANHEIRA, 2001).
O (Sg") foi estimado por meio do teste t, no nivel de 1% de probabilidade. Sendo

representado no dendrograma por meio da linha de corte.
- Sog
Sg - Ssg,

Em que:
t=_o valor tabelado de t com n-2 graus de liberdade;
Ssg” = erro médio das comparac¢des consideradas nos dendrogramas

Analisou-se também, a consisténcia de cada agrupamento (coeficiente de correlagao
cofenética) por meio do teste Z de Mantel no programa NTSYS-pc 2.1 (ROHLF, 2001). Esse
dado possibilita avaliar o desempenho da analise de agrupamento, em fungao da obtida, ou
seja, se 0s grupos indicados para representar a classe de dissimilaridade podem ser
considerados uma boa representagao dos dados originais.

Em anadlise de agrupamento, diversos autores, entre eles Bussab et al. (1990),
sugerem que um valor de coeficiente de correlagdo cofenética (cf) em torno de 0,8 pode ser
considerado um bom ajuste.

3.4.2.3. Estrutura genética



Para a analise da estrutura genética populacional foi utilizado o programa POPGENE
versdao 1.31 (YEH et al.,, 1997), utilizando parametros para dados dipldides dominantes.
Dessa forma, esse programa pressupde, para os calculos das estimativas das freqliéncias
alélicas, que os locos estejam em Equilibrio de Hardy-Weinberg. Foram estimados:

* Numero de alelos observados (n.),

* Numero de alelos efetivos (n.),

 Diversidade génica de Nei (H.) (1973),

* Porcentagem de locos polimorficos (P%),

* Heterozigosidade total (Hr),

* Heterozigosidade média dentro de populagdes (Hs)
» Diversidade entre populagdes (Dsr)

Dsr=Hr-Hs
* Coeficiente de divergéncia genética entre populagdes (Gsr).

Gsr=Dsi/Hr

indice de Shannon (/)

3.5. REAGOES DE ISOENZIMAS

Para a extragdo de isoenzimas, 200 mg de folhas jovens foram maceradas com 0,5
mg de PVP (polivinilpirrolidona) e 1,5 mL da solugao tampao de extracdo n° 1, de acordo
com Alfenas et al. (1991), modificado pela auséncia de DIECA.

A eletroforese utilizada foi a vertical, empregando gel de poliacrilamida em sistema
descontinuo, sendo o gel de concentracéo de 4,5% e o gel de separagédo de 7,5%. Este
processo se deu a 150 V, com duracao aproximada de 3,5 horas, a temperatura de 4°C,
sendo utilizado para o sistema tampdo gel-eletrodo, Tris-Glicina pH 8,9. Esses
procedimentos seguiram a metodologia descrita por Alfenas et al. (1991). Ao término da
corrida, os geéis foram revelados para 15 sistemas enzimaticos (Tabela 2) e em seguida, feita
a interpretacdo das bandas no gel.

Tabela 2. Sistemas enzimaticos testados, suas siglas e codigos universais. UFS, Sao
Cristovao, 2010.

Alcool desidrogenase ADH-EC 1.1.1.1
Esterase EST-EC 3.1.11
Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato Desidrogenase NADPH- EC 1.6.99.1
Glucose desidrogenase GLUDH- EC 1.1.1.47
Isocitrato desidrogenase IDH- EC 1.1.1.42
Malato desidrogenase MDH- EC 1.1.1.37
Superdéxido dismutase SOD-EC 1.15.11
Manitol Desidrogenase MADH- EC 1.1.1.67
B-galactose desidrogenase GLDH-EC 1.1.1.48
Glucose-6-fosfato desidrogenase G6PDH - EC 1.1.1.49

Glutamato oxaloacetato transaminase GOT-EC 2.6.11



Peroxidase PO-EC1.11.1.7

Xiquimato desidrogenase SKDH -EC 1.1.1.25
Fosfatase alcalina AKP- EC 3.1.3.1
Sorbitol desidrogenase SDH-EC1.1.1.14

3.5.1. Interpretagao do Zimograma

A interpretacdo dos zimogramas permite a determinagdo dos gendtipos de cada
individuo, e ainda estimar varios paradmetros que caracterizardo a variabilidade genética da
populacéo e a sua estrutura genética. Por meio da interpretagdo dos zimogramas obteve-se
as frequéncias alélicas para cada loco. A partir dessas frequéncias, estimou-se o indice de
diversidade segundo Brown & Weir (1983) e Nei (1987).

3.5.2. Variabilidade Genética da Populagao

3.5.2.1. Estimativas das frequéncias alélicas

As frequéncias alélicas descrevem a variacdo para um loco e foram obtidas pela
contagem direta do numero de alelos por loco, dividida pelo numero total de alelos no loco:

13:”/
i n

Sendo:

P a .
i = frequéncia de alelo i
n;, = numero de ocorréncia do alelo i
n = numero total de alelos amostrados

3.5.2.2. Estimativa dos indices de diversidade e estrutura genética

A partir das frequéncias alélicas foram obtidos os indices de diversidade genética:

A

heterozigosidade média observada (HO); heterozigosidade média esperada (He );
porcentagem de locos polimérficos (P ); numero médio de alelos por loco ( 4); indice de

fixacdo de Wright (f). A estrutura genética foi obtida pelo indice de fixacdo para a média
das populacdes (Fis), indice de fixagdo para o conjunto das populagdes (Fit) e divergéncia
genética entre populagdes (Fst), estimativas obtidas por meio do programa Popgene 1.31,
desenvolvido por Yeh et al. (1997).

A

a) Heterozigosidade média observada (HO)

A

A heterozigosidade observada (HO) € uma medida de menor valor para comparagao
de diversidade genética, devido a esta ser afetada pela endogamia e outros processos
evolutivos (deriva genética, mutacao e sele¢ao), violando a suposi¢cdo do EHW (Equilibrio de
Hardy-Weinberg) (BERG & HAMRICK, 1997).



A heterozigosidade observada para cada loco foi obtida pela razdo entre o niumero
total de heterozigotos e o numero de individuos. Para a sua obtencgao, as proporc¢des obtidas
para cada loco foram somadas e divididas pelo numero total de locos polimérficos:

Ho=1-) p,
Sendo:
p; = frequéncia dos genotipos homozigotos.

A

b) Heterozigosidade esperada (H,)

A heterozigosidade esperada segundo principios do equilibrio de Hardy-Weinberg (
H,) mede a proporgcédo esperada de locos heterozigotos por individuos com base nas

freqUéncias alélicas da amostra populacional. Esse indice resume a diversidade genética de
uma amostra em termos de nimero e frequéncia de alelos.
A heterozigozidade esperada foi estimada para cada loco, conforme Nei (1978):

2= D(l_z ﬁz)/ 0
He=2n (20- 1)
Sendo:

n: numero de individuos amostrados na populagcao em questao.

c) Porcentagem de locos polimdérficos (P)

Um loco é considerado polimérfico quando a freqliéncia de seu alelo mais comum
nao ultrapassar 0,95. Para determinar esta medida de polimorfismo, foram testados varios
sistemas enzimaticos. Dessa forma, P foi obtido pela média aritmética do nimero de locos
polimérficos pelo numero total de locos.

d) Numero de alelos por loco em cada populagéo (A)

O numero médio de alelos por locos (4) é uma medida de riqueza alélica dentro dos
locos. Contudo, igualmente como P, esta estatistica também é dependente do tamanho da
amostra, ou seja, do numero de individuos e de locos avaliados. Amostras de poucos
individuos tendem a nao conter alelos de baixa freqliéncia, causando uma subestimativa da
riqueza alélica existente dentro dos locos.

O ntimero médio de alelos por loco (4) em cada populagao foi obtido pela divisdo do
numero total de alelos pelo numero total de locos.

e) indice de fixagdo de Wright
O parémetro utilizado para medir o grau de fixagdo génica resultante da endogamia é

o coeficiente de F de Wright (1951), sendo estimado ao nivel de locos e média entre locos,
de acordo com Vencovsky (1994), pelas relagoes:



 Para nivel de loco

&

» Para média ponderada entre locos

f) indice de fixacdo para a média das populacdes (Fis)
g) indice de fixagdo para o conjunto das populagdes (Fit)
h) Divergéncia genética entre populagdes (Fst)
3.6. ESTRUTURA GENETICA ESPACIAL
Para essa analise, a matriz de distancia genética foi comparada a matriz de
distribuicido geografica pelo Teste de Mantel, tendo como objetivo verificar a existéncia de

associacao entre essas. O teste de Mantel foi realizado por meio do programa NTSYs
(ROHLF, 2001) utilizando 5.000 permutacdes aleatorias.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. REAGOES DE RAPD

As reagdes de amplificacdo dos fragmentos de DNA, utilizando oligonucleotideos
RAPD, geraram 134 fragmentos, sendo 100 polimorficos, o que corresponde a uma
porcentagem de polimorfismo de 74,63% no Local 1 e 143 fragmentos, sendo 112
polimdrficos, o que corresponde a uma percentagem de 78,32% no Local 2.

Fazendo uma anadlise geral para os 40 individuos testados, foi observado que o
oligonucleotideo IDT 6 foi o que apresentou menor numero de fragmentos amplificados (1),
ja o maior numero (16) foi observado para o oligonucleotideo IDT 15 (Tabela 3).

Tabela 3. Numero de fragmentos amplificados para cada oligonucleotideo testado nos 40
individuos de Erythrina velutina Willd. estudados. UFS, Sao Cristovao, 2010.

Oligonucleotideos N° Total de fragmentos N° de fragmentos
amplificados polimérficas
IDT 1 10 7
IDT 2 6 6
IDT 3 7 6
IDT 4 6 4
IDT 5 8 8
IDT 6 1 1
IDT 7 5 5
IDT 8 6 1
IDT 9 11 7
IDT 10 5 2
IDT 11 10 8
IDT 12 7 6
IDT 13 4 4
IDT 14 8 8
IDT 15 16 16
IDT 16 9 9
IDT 17 6 6
IDT 18 9 8
IDT 19 6 6
IDT 20 4 4




4.1.1. Numero étimo de fragmentos amplificados

Observou-se que houve uma relacdo diretamente proporcional entre o niumero de
fragmentos analisados e a magnitude de correlagdo dos valores da matriz de similaridade
original obtida a partir de reamostragens com diferentes niumero de fragmentos amplificados.

Para a populacdao amostrada do Baixo S&o Francisco Sergipano houve consisténcia
dos dados a partir 85 fragmentos amplificados, quando a correlagao (r) atingiu 0,9811 e o
valor de estresse (E) de 0,0489. Para a populacdo amostrada do Municipio de Pinhdo houve
consisténcia a partir de 87 fragmentos amplificados, quando a correlagao (r) antingiu 0,9396
e o valor de estresse (E) 0,0463 (Figura 3). Esses valores estdo de acordo com o valor
informado por Colombo et al. (2000), onde o intervalo entre 50 a 100 fragmentos é suficente
para estimar relagdes genéticas entre e dentro de populagdes de espécies vegetais.
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Figura 3. Coeticente de correlagao (r) e numero de bandas obtidas para 20 individuos de
Erythrina velutina Willd. localizados no Baixo Sdo Francisco Sergipano e no Municipio de
Pinhao/SE. UFS, Sao Cristovao, 2010.

4.1.2. Similaridade genética

Com o objetivo de analisar a divergéncia genética entre os individuos de cada
populacao, foi construida uma matriz de similaridade para cada uma das duas populagoes.

Para a populacdo do Baixo Sao Franscisco (Local 1), os pares de individuos M6 e
M12 (73,92%) e M9 e M12 (73,33%) apresentaram maior similaridade genética. E os que
apresentaram menor similaridade foram os individuos M1 e M7, com 23,81% (Anexo 1A). A
similaridade genética média para essa regiao foi de 48,88%.

Em relagéo a populagdo do municipio de Pinhdo-SE (Local 2), os pares de individuos
M1 e M8 (75,64%) e M8 e M13 (75,29%) foram os mais similares, enquanto o par de
individuos M6 e M12 foram os menos similares, com 41,46% (Anexo 2A), com uma
similaridade genética média de 58,90%.

Com base no limiar minimo de similaridade, sendo este de 83% para ambas as
populagées, todos os individuos foram considerados divergentes, uma vez que os pares de
individuos mais préximos geneticamentes apresentam-se a esquerda da linha de corte, ou
seja, abaixo dos valores minimos de similaridades encontrados (Figura 4).
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Figura 4. Estimativa da similaridade genética entre individuos de duas populagdes de
Erythrina velutina Willd. definido pelo critério de agrupamento UPGMA, com base nas
médias obtidas com o Indice de Jaccard. UFS, Sao Cristévao, 2010.

Com base no coeficiente de correlagdo cofenética (cf) pode-se afirmar que os
agrupamentos representam com confiabilidade as matrizes de similaridade genética, uma
vez que o valor encontrado para o Local 1 foi de 0,9 e para a populacao do Local 2 foi de
0,8.



4.1.3. Estrutura genética

A partir da analise dos parametros genéticos nao foram observadas diferenca
significativas entre as duas populagdes (Tabela 4). Entretanto, observou-se uma maior
divergéncia genética entre individuos do Municipio de Pinhdo-SE (He= 0,30), evidenciado
pelo maior niumero de alelos observados (1,90) que vem corroborar para uma maior
heterozigosidade, e, consequentemente, maior polimorfismo na populag¢ao (90,24%).

Tabela 4. Estimativa de parametros genéticos populacionais utilizando marcadores RAPD,
para 2 populagbes de Erythrina velutina Willd., estando uma localizada no Baixo Séao
Francisco Sergipano (Local 1) e outra localizada no municipio de Pinhao/SE (Local 2). UFS,
Sao Cristovao, 2010.

Populacoes Local 1 Local 2 Todas as populacdes
Parametros Média s Média s Média S
na 1,81 0,39 1,90 0,30 2,00 0,00
ne 1,50 0,38 1,50 0,33 1,65 0,31
He 0,28 0,19 0,30 0,16 0,37 0,13
P% 81,30 * 90,24 * * *
/ 0,42 0.26 0,45 0,30 0,55 0,16

na: nimero de alelos observados; ne: nimero efetivo de alelos; He: diversidade génica de Nei; P%: porcentagem de locos
polimérficos s: desvio padrao; I: indice de Shannon

Sebbenn (1997) e Maltez (1997) em trabalho realizado com Genipa americana L. e
Aspidosperma polyneuron Muell. Arg. encontraram valores de 50% para ambas as
populacdes, e consideraram alto polimorfismo, o que indica que as populagdes estudadas
ainda nao se apresentam em fase de isolamento.

Na analise da diversidade genética de Nei (He) observou-se valores de 0,28 a 0,30
para as populagdes dos Locais 1 e 2. Esse maior indice na populagao situada no Local 2
pode ser explicado pela maior ocorréncia do numero de alelos observados nessa populagéo.
A média da diversidade genética de Nei (He) observada nas populagdes de mulungu foi de
0,37 (Tabela 4), e comparados com outros estudos, os valores encontrados sao proximos
aos relatados em outras espécies arboreas, como para Trichilia pallida Swartz (Meliaceae),
onde o He variou de 0,27 a 0,33, estando estas populacbes em area de Reserva Florestal e
Estacdo Ecologica (ZIMBACK et al., 2004) e para Aspidosperma polyneuron Muell. Arg.
(Apocynaceae), o He médio foi de 0,28, em areas fragmentadas (TOREZAN et al., 2005).

Somando-se a este, os valores obtidos na andlise do indice de Shannon, para as
populagées de mulungu pode-se inferir acerca de uma média diversidade genética dentro de
cada populagdo analisada, principalmente para a populacdo situada no Local 2, que
apresenta indice de 0, 45 (Tabela 4), uma vez que o referido indice varia de 0 a 1, e quanto
mais proximo de zero, mais baixa é a diversidade genética (ESTOPA et al., 2006). Podendo-
se observar na analise das médias das duas populagdes que o valor do indice de Shanonn
apresenta um acréscimo bastante viavel, o que vem contribuir para a necessidade da
conservagao das duas populagbes de mulungu, pois estas apresentam alelos efetivos
diferenciados em cada populacdo, aumentando assim a base genética da espécie.

Na anadlise da estrutura genética das populagbes observou-se que os valores de
heterozigosidade total (Hy) foi de 0,30 (Tabela 5), sendo este valor, proximo ao observado
para espécies nativas arbdéreas de angiospermas e gimnospermas (0,22), em uma
compilagao feita com base em 307 estudos usando marcadores de DNA nuclear para avaliar
a diversidade entre e dentro de populagdes (NYBOM, 2004), o que indica alto indice de locos
polimérficos, o que pode contribuir para a melhor estrutura genética da populagédo analisada.
Assim, a perda de heterozigosidade pode reduzir o valor adaptativo individual, diminuindo a



viabilidade da populagdo remanescente, o que pode culminar com a erosao genética, pela
perda de individuos.

Tabela 5. Estimativa de parametros genéticos populacionais de mulungu (Erythrina velutina
Willd.), em 2 populag¢des, sendo uma localizada no Baixo Sao Francisco Sergipano (Local 1)
e outra no Municipio de Pinhao/SE (Local 2). UFS, Sao Cristévao-SE, 2010.

HT HS DST GST
Média 0,37 0,29 0,08 0,21
Desvio 0,02 0,02

padrao

H+: heterozigosidade total; Hs:heterozigosidade média dentro de populagdes; Dsr:diversidade génica entre populagdes; Gsr:
Coeficiente diversidade génica entre populagdes.

A distribuicao da variabilidade genética entre as populagdes (Dsr) de mulungu foi de
0,07 e o coeficiente de diversidade genética entre populagbes foi (Gsr) 0,21 (Tabela 5). Com
este valor de Gsr pode-se inferir, que a variabilidade amostrada entre as populagdes,
contribui com 21% para a heterozigosidade total, sendo 79% a variabilidade distribuida
dentro das populagdes.

Estudos realizados em diversas espécies, baseados em marcadores RAPD e locos
isoenzimaticos tém estimado valores que variam de 0,05 a 0,34 de divergéncia genética
(Gsr) entre populagdes (ZIMBACK et al., 2004). Segundo Yeh (2000) uma estimativa de Gsr
de 0,151 a 0,250 representa um alto nivel de diferenciagdo, assim o indice de Gsr entre as
populagées de mulungu é considerado um indice muito elevado de divergéncia genética.

Este padrao de distribuicdo estda de acordo com o observado para outras espécies
arbéreas e com o esperado em espécies de fecundacido cruzada ou de sistema misto,
predominantemente fecundagao cruzada. As habilidades dos individuos em trocar alelos,
associadas ao fluxo alélico entre populagdes, reduzem as diferengas entre populagdes por
deriva genética e selecao, reduzindo a diversidade genética entre populagbes (KAGEYAMA
et al., 2003)

4.2. REAGOES ISOENZIMATICAS

Dos quinze sistemas enzimaticos testados para o mulungu, apenas seis foram
empregados na estimativa de pardmetros genéticos, por serem passiveis de interpretacao.
Apenas um sistema nao apresentou expressdo monomeérica (PO), e a maioria deles
segregou dois alelos nos sete locos observados (Tabela 6).



Tabela 6. Locos enzimaticos analisados, numero de alelos e freqiéncia alélica média
observada nos 40 individuos de Erythrina velutina Willd., coletados no Baixo Sao Francisco
Sergipano e no Municipio de Pinhao/SE. UFS, Sao Cristévao-SE, 2010.

Loco Alelo Freqléncia alélica
IDH 1 0,6714
2 0,3286
SOD 1 0,5000
2 0,5000
MDH 1 0,4828
2 0,5172
EST 1 0,4167
2 0,5833
PO-1 1 0,4107
2 0,5893
PO-2 1 1,0000
G6PDH 1 0,5500
2 0,4500

-
w

Total de alelos

O alelo que apresentou menor frequéncia alélica foi o alelo 2 do loco IDH (0,3286) e o
que apresentou maior frequéncia foi o alelo 1, também do loco IDH (0,6714). O alelo 1 do
loco PO-2 apresentou-se fixado, o que significa que apenas um Uunico alelo esta
representado na populagdo, como conseqliéncia provavel para a ocorréncia de deriva
genetica.

Com base nos valores das freqiiéncias alélicas dos sete locos enzimaticos foram
estimados os indices de diversidade e estrutura genética (Tabela 7). Obteve-se
heterozigosidade média observada de 0,5091, portanto, maior que a esperada (0,4262), o
que indica uma maior ocorréncia de heterozigotos do que o esperada pelo Equilibrio de
Hardy-Weinberg. Valores semelhantes foram encontrado por Gois et al. (2009) para
Spondias lutea L., em uma populagao natural do baixo S&o Francisco sergipano, em que a
heterozigosidade média observada (0,5312) foi maior que a esperada (0,5145).

Tabela 7. Estimativa de parametros genéticos populacionais utilizando marcadores
isoenzimaticos, para 2 populagdes de Erythrina velutina Willd.,estando uma localizada no
Baixo Sdo Francisco Sergipano (Local 1) e outra localizada no municipio de Pinhdo/SE
(Local 2). UFS, Sao Cristévao, 2010.

Populagdes Local 1 Local 2 Todas as Populagbes
Parémetros Média S Média S Média S
Ho 0,4059 0,3492 0,5620 0,3633 0,5091 0,3171
He 0,3096 0,2261 0,3640 0,1998 0,4262 0,1894
P% 71,43 85,71 85,71
f - - - - -0,2731
Fis - - - - -0,5098
Fit - - - - -0,1798
Fst - - - - 0,2186

Essa informagado é confirmada pelo valor encontrado para o indice de fixagdo de
Wright (-0,2731), uma vez que, valores negativos desse indice indicam auséncia de
endogamia, logo excesso de heterozigotos na populacao (OLIVEIRA et al., 2006).

O numero médio de alelos por loco foi de 1,85. Quando comparado ao estudo
realizado por Souza et al.,(2004), este valor é inferior ao encontrados para o conjunto de



populagbées fragmentadas (2,38) de Chorisia speciosa St. Hil.(Bombacaceae) e proximo ao
encontrado por Gongalves et al., (2010) para Dimorphandra mollis Benth. (Fabaceae), onde
esse valor foi 2,0.

A porcentagem de locos polimorficos foi de 71,43% para a Pop 1 e de 85,71% para a
Pop 2, sendo estes valores proximos ao encontrado por Pinto et al., (2004) para Copaifera
langsdorffii Desf. em dois fragmentos de mata ciliar, onde o valor encontrado foi de 72,7%
para ambas as populagbes. Ja em relacdo aos valores encontrado por Gois et al., (2009)
para uma populagcéo de Spondias lutea L. (90%), estes valores foram inferiores. No entanto,
de acordo com Hamrick & Godt (1990), para espécies vegetais, um valor igual ou superior a
50% indica alto polimorfismo, o que torna estas populagées favoraveis a conservagao in situ.

Em relacio a estrutura genética, o resultados evidenciam que os indices de fixagao
para a média das populagdes (Fis) e para o conjunto das populagdes (Fit) foram negativos
(-0,5098 e -0, 1798), logo, estatisticamente diferente de zero, o que sugere auséncia de
endogamia. A divergéncia genética entre populagdes (Fst) foi de 0,2186, mostrando que
21,9% da variabilidade genética encontra-se entre as populagdes e que 78,1% encontra-se
dentro das populagdes. Esses valores sdo préoximos aos encontrados por Pinto et al., (2004),
onde a variabilidade genética entre populacbes de Copaifera langsdorffii Desf. em dois
fragmentos de mata ciliar, foi de 17,5%.

4.3. Estrutura genética espacial

A estrutura genética espacial obtida pelo teste de Mantel revelou auséncia de
associagao entre a matriz de distancia genética e a matriz de distribuicdo geografica. O
coeficiente de correlagéo foi negativo tanto para a populagdo do Local 1 (-0,12588); quanto
para a populagdo do Local 2 (-0,00169), demonstrando que a diferenga nas frequéncias
alélicas nao podem ser explicadas pela distancia geografica entre os individuos de ambas as
populacdes, sendo a deriva genética a causa mais provavel.

Situacado semelhante foi evidenciada por Souza et al., (2004), estudando a estrutura
genetica em populagbes fragmentadas de Chorisia speciosa St. Hil (Bombacaceae). Os
autores encontraram valor de correlagédo de -0,443 e também atribuiram a essa ocorréncia a
deriva genética.



5. CONCLUSOES

As populagdes de mulungu estudadas possuem variabilidade genética suficiente a
serem utilizadas em programas de melhoramento e conservagao da espécie.

A diversidade genética para as populagdes de mulungu estudadas € maior dentro das
populagodes.

Sugere-se 0 uso dos individuos M1, M7, M11 e M14 do Bioma Mata Atlantica; e dos
individuos M5, M6, M18, M19 do Bioma Caatinga como os mais divergentes para futuros
estudos quimicos, bioquimicos e farmacologicos.



6. CONSIDERAGOES GERAIS

A espécie Erythrina velutina Willd. tem sido muito estudada nos dias atuais devido as
suas ricas propriedades medicinais e ampla plasticidade ecoldgica, que a coloca em posigéo
de destaque dentre outras espécies arboreas da regido nordeste. Entretanto, devido a
exploragdo desordenada que vem ocorrendo, essa espécie vem sendo perdida, podendo
apenas ser encontrada em numero bastante reduzido no estado de Sergipe, onde se tem
como exemplo a area de 100ha do Baixo Sdo Francisco Sergipano, onde apenas 20
individuos da espécie foram identificados, o que sugere o carater de raridade da espécie e a
necessidade de conservagao dos individuos existentes.

Sendo assim, este trabalho pode contribuir de forma significativa para o processo de
manejo e conservacdo da espécie, uma vez que possibilita a indicacdo de individuos
prioritarios para estudos em nivel multidisciplinar como os farmacolégicos, bioquimicos e
quimicos, assim como aqueles a serem priorizados para a recuperagao de areas
degradadas, visando a perpetuacao da espécie para a presente e futuras geracgoes.

Sao varios os trabalhos desenvolvidos na Universidade Federal de Sergipe com essa
espécie. Dentre esses, se pode citar o trabalho desenvolvido pela profa. Dra. Rosilene
Moretti Margal, com o objetivo de avaliar a atividade anticolinesterasica de extratos e fracoes
de E. velutina, e os trabalhos realizados pela profa. Dra. Flavia Teixeira Silva, desenvolvendo
acbes para avaliacao da potencial atividade ansiolitica do extrato seco de E. velutina.

Nesta pesquisa se estudou a diversidade genética de individuos, visando a sugestéo
dos mais divergentes para estudos posteriores. Cabe ainda salientar que as informacodes
obtidas com os dados obtidos, ainda poderédo contribuir para o futuro monitoramento das
areas de coleta de sementes, quanto aos aspectos ecoldgicos e de resiliéncia.
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ANEXOS
ANEXO A

Anexo 1A. Similaridade genética em % e erro padrao associado a similaridade (em negrito)
entre individuos de Erythrina velutina Willd. pertencentes ao Baixo Sao Francisco Sergipano
(Local 1) baseado no Coeficiente de Jaccard. UFS, Sao Cristovéao, 2010.

Anexo 2A. Similaridade genética em % e erro padrao associado a similaridade (em negrito)
entre individuos de Erythrina velutina Willd., pertencentes ao municipio de Pinhdo (Local 2)
baseado no Coeficiente de Jaccard. UFS, Sao Cristévao, 2010.



ANEXO 1A. Similaridade genética em % e erro padrdao associado a similaridade (em negrito) entre individuos de Erythrina velutina Willd.

pertencentes ao Baixo S&o Francisco Sergipano (Local 1) baseado no Coeficiente de Jaccard. UFS, Sdo Cristévao, 2010.

P1M1 _ P1M2 P1M3 P1M4 P1M5 P1M6 _ P1M7 P1M8 P1M9 P1M10 P1M11 P1M12 P1M13  P1M14 P1M15 P1M16_ P1M17 P1M18 P1M19 P1M20

P1M1 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,04 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,04 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
P1M2 63,16 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
P1M3 47,62 58,62 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
P1M4 63,08 59,09 56,72 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
P1M5 32,79 40,35 42,86 38,80 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
P1M6 58,21 64,06 61,54 71,01 50,00 0,05 0,05 0,04 0,05 0,05 0,04 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
P1M7 23,81 32,76 35,09 3043 54,76 40,62 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,04 0,05 0,05 0,05
P1M8 45,93 48,61 44,59 53,85 41,79 64,38 39,39 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
P1M9 51,39 54,28 4594 59,21 4545 72,86 36,76 70,83 0,05 0,05 0,04 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
P1M10 43,08 53,33 46,03 50,00 48,15 59,09 48,08 57,35 61,12 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
P1M11 52,17 57,57 48,57 60,27 38,39 6956 34,85 63,01 7143 5522 0,05 0,05 0,04 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
P1M12 49,35 56,16 48,06 60,76 39,72 73,92 30,26 6538 73,33 50,00 68,00 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
P1M13 46,27 46,97 49,23 57,14 51,78 59,42 34,43 5555 52,70 4923 53,52 60,81 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
P1M14 25,81 30,51 32,76 32,35 38,30 3235 29,17 29,68 27,40 32,76 25,35 28,57 34,43 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
P1M15 52,86 49,29 47,22 56,58 32,39 60,81 28,17 51,25 56,41 39,47 51,28 62,02 50,00 38,82 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
P1M16 50,00 46,03 50,82 56,72 3559 56,72 32,76 46,57 47,94 48,39 48,57 50,00 46,97 35,09 43,24 0,05 0,05 0,05 0,05
P1M17 45,57 44,30 42,50 53,01 36,00 6493 2692 5732 5854 40,74 5555 67,90 54,54 28,57 56,10 42,50 0,05 0,05 0,05
P1M18 50,79 54,10 46,87 59,70 36,67 57,35 27,42 4533 50,68 46,87 45,20 50,65 54,69 27,42 52,11 56,67 46,83 0,05 0,05
P1M19 45,71 42,25 44,28 52,00 34,85 5833 2836 48,72 5395 40,28 50,67 55,70 49,29 28,36 59,72 48,53 57,69 56,06 0,05
P1M20 43,08 50,82 50,87 52,17 3793 5441 37,50 42,86 4594 46,03 46,48 54,05 53,97 32,76 47,22 50,82 48,05 59,32 53,03




ANEXO 2A. Similaridade genética em % e erro padrao associado a similaridade (em negrito) entre individuos de Erythrina velutina Willd.,

pertencentes ao municipio de Pinhdo (Local 2) baseado no Coeficiente de Jaccard. UFS, Sao Cristovao, 2010.

P2M1  P2M2 P2M3 P2M4 P2M5 P2M6 P2M7 P2M8 P2M9 P2M10 P2M11  P2M12 P2M13  P2M14 P2M15 P2M16  P2M17 P2M18 P2M19 P2M20

P2M1 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,04 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
P2M2 69,44 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
P2M3 60,56 67,16 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
P2M4 62,16 66,20 66,67 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
P2M5 54,54 58,10 53,52 51,31 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
P2M6 59,46 58,90 56,52 54,05 52,70 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,06 0,05 0,05
P2M7 62,82 62,34 58,11 64,00 54,43 55,13 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
P2M8 75,64 60,71 49,41 5287 6296 5595 64,70 0,04 0,05 0,05 0,05 0,04 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
P2M9 69,74 68,82 52,59 6026 5696 53,75 67,06 73,17 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
P2M10 60,00 6579 63,89 6533 5375 5844 63,75 62,07 64,20 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
P2M11 68,42 57,50 53,25 58,97 5570 58,44 59,76 69,88 66,25 65,00 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
P2M12 56,41 48,15 47,37 51,28 4268 41,46 47,06 5517 58,75 59,50 57,50 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
P2M13 65,85 61,44 5555 59,04 61,73 56,63 6353 7529 67,86 62,79 64,70 59,562 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
P2M14 57,65 5349 4588 5854 46,59 50,59 5568 61,54 54,44 60,46 64,28 53,49 65,91 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
P2M15 60,49 62,02 53,85 6154 5823 61,04 6420 6628 62,65 67,50 65,43 50,59 71,08 60,92 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
P2M16 60,49 66,23 62,16 6579 60,26 5500 62,19 66,28 60,71 67,50 61,44 50,59 65,12 59,09 65,85 0,05 0,05 0,05 0,05
P2M17 55,84 51,28 48,65 54,67 4935 50,00 5570 5833 62,34 55,00 58,97 49,37 60,97 52,94 61,54 63,64 0,05 0,05 0,05
P2M18 58,02 63,64 5526 5500 53,75 60,53 6582 62,07 64,20 62,96 62,96 44,83 64,70 58,62 67,50 65,43 65,33 0,05 0,05
P2M19 60,52 50,00 49,33 4937 4268 50,65 54,32 5341 56,80 59,49 55,55 51,90 52,27 45,05 58,02 52,38 63,25 57,50 0,05
P2M20 56,25 59,74 64,28 5921 48,15 56,58 62,02 53,33 56,63 65,38 53,57 48,19 63,09 51,68 59,76 65,82 57,14 63,29 55,70
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