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RESUMO

Foram testados vinte sistemas enziméticos e seis sistemas de gel-eletrodo para a caracterizagdo
genética de Ocotea porosa através de marcadores isoenzimdticos. Analizou-se os padrdes de
variagdo genética em uma populacdo fragmentada e suas progénies. Foram realizados testes para
avaliacdo do sistema reprodutivo através de polinizagdo controlada, e verificou-se também a
viabilidade do pdlen e a receptividade estigmatica da espécie. Quatro sistemas polimoérficos
revelaram quatro locos e nove alelos. A relacdo de ligacdo entre locos foi estudada pela medida
composta de desequilibrio de ligagcdo de Burrows. Nao houve indicios de ligacdo entre os quatro
locos analisados. Baixas freqiiéncias alélicas foram observadas em individuos adultos e progénies.
Houve excesso de homozigotos nas progé€nies e maior variabilidade alélica dentro das progénies.
Nas polinizagdes controladas foram originados frutos somente nos tratamentos de autopolinizacao,
polinizacdo livre e cruzada, indicando sistema misto de reproducdo. Os dados sugerem que a

populagdo analisada pode apresentar efeitos decorrentes do processo de fragmentacdo florestal.
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ABSTRACT

Were tested twenty enzymatic systems and six gel-electrode systems, aiming the genetic
characterization of Ocotea porosa through isozymatic markers. Genetic pattern of variation was
investigated in a fragmented population of Ocotea porosa and in its progenies. Tests were
performed for evaluation of the breeding system through controlled pollination, and the pollen
viability and estigmatic receptivity was checked. Four polymorphic enzyme systems revealed four
loci and nine alleles. The linkage relationship among loci was studied by the composed measure of
linkage of Burrows. There was not evidence of linkage among the analyzed loci. Low allelic
frequencies were observed for both adult individuals and progenies. A homozygous excess was
observed in progenies and allelic variability was higher within progenies. Fruits were set from
controlled self pollination, opened pollination and crossed controlled pollination, suggesting a mix
mating system. The observed results suggest that the fragmentation process can be influencing this

population.
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1. INTRODUCAO GERAL

A espécie Ocotea porosa (Nees & Mart.) Barroso

A espécie é também conhecida como imbuia ou embuia. E caracteristica da Floresta
Ombroéfila Mista (Floresta com Araucdria), de ocorréncia natural nos estados do Rio Grande do Sul,
Santa Catarina, Parand, Sdo Paulo e Rio de Janeiro (CARVALHO, 1994). Segundo o autor, a espécie
pode formar populagdes densas, chamadas de “imbuiais”.

As darvores apresentam altura variando de 10 a 20 metros, com caule entre 50 e 150 cm de
DAP (didmetro a altura do peito). Na idade adulta, pode atingir até 30 m de altura e 320 cm ou mais de
DAP (CARVALHO, 2003). O tronco € tortuoso, irregular, com fuste comumente curto. Sua
ramificacdo é cimosa e dicotdmica, com copa pouco densa e ampla, de folhas simples, oblongo-
lanceoladas com disposicao alterna.

Sua inflorescéncia é formada por pequenas flores hermafroditas de coloragdo branco-
amareladas, com cdlice revestido de pélos dourados, dispostas em racemos simples axilares
(CARVALHO, 2003).

O fruto é drupiceo, de superficie lisa lustrosa, de cor roxo-escura tendendo para o azul,
(HERTEL, 1974) unilocular, sendo a semente uma castanha com superficie lisa, com vdrias estrias
(CARVALHO, 2003). As sementes de imbuia t€m comportamento recalcitrante, dificultando assim o
seu armazenamento. A dispersdo de frutos e sementes € predominantemente zoocdrica, realizada
principalmente por mamiferos e aves (CARVALHO, 2003).

Segundo CARVALHO (2003), a floragdo ocorre no periodo de outubro a dezembro e a
frutificacdo de fevereiro a abril. No entanto, LORENZI (1992), cita o florescimento e frutificacdo nos
periodos de outubro a novembro e de janeiro a marco, respectivamente.

0. porosa tem como sinonimia botanica Oreodaphne porosa Nees et Martius, Phoebe porosa
(Nees & Martius) Mez e Cinnamomum porosum (Nees & Mart.) Kost. (para maiores detalhes ver
BARROSO, 1949; OCCHIONI, 1956; KOSTERMANS, 1961; HERTEL, 1968; CARVALHO, 2003)

A imbuia sempre desempenhou papel fundamental no desenvolvimento econdmico e cultural
nas regides de abrangéncia da Floresta Ombroéfila Mista (CALDATO; LONGHI; FLOSS, 1999), pois
apresenta ampla utilizacdo. A qualidade estética da madeira ¢ mundialmente apreciada, sendo
exportada em grande quantidade para a fabricacio de mobilidrios de luxo (CARVALHO, 2003). E
também usada na construcdo civil, em vigas, forros, tdbuas e tacos para assoalhos, em portas, janelas e
molduras, além da carpintaria e marcenaria. E empregada como planta ornamental e na arborizago
urbana, além de reflorestamento para a recuperacdo ambiental.

Esta espécie vem sofrendo grave erosdo genética, principalmente devido ao desmatamento
(CARVALHO, 2003), além da exploragdo para fins econdomicos.

O. porosa encontra-se na lista oficial de espécies da flora brasileira ameacadas de extin¢do, na
categoria vulnerdvel (IBAMA, 1992), e na Lista Vermelha do Parand, categoria rara (SEMA, 1995).

Por isso deve receber atencgdo especial quanto a conservacgio genética dos seus remanescentes.



Fragmentacao Florestal

A Floresta Ombroéfila Mista foi alvo de intensa exploracdo pela industria madeireira durante as
dltimas décadas, levando quase a exaustdo de recursos naturais. Neste processo duas espécies valiosas
foram muito visadas, a Araucaria angustifolia, ou pinheiro-do-Parand, e Ocotea porosa, ou imbuia,
restando atualmente apenas fragmentos dessa vegetacdo (CALDATO; LONGHI; FLOSS, 1999).

A fragmentacdo florestal tem efeito negativo sobre o ecossistema, que adquire aspectos
ecoldgicos diferentes em relacdo ao ambiente original. A descontinuidade da distribui¢do da vegetagcao
original reduz o habitat disponivel as plantas e animais silvestres, podendo influenciar os padrdes de
biodiversidade, e afetar os padrdes ecolégicos de dispersdo e migracio (SOULE; KOLM, 1989).

YOUNG; BOYLE (2000) ressaltam trés principais efeitos da fragmentacdo em relagdo as
espécies: redugc@o do nimero de individuos, do tamanho populacional pelo isolamento dos mesmos em
fragmentos pequenos e o isolamento espacial de populacdes e individuos dentro de matrizes.

Com o isolamento reprodutivo, podera ocorrer a reducio no gendtipo da populagdo original e
perda de alelos devido a deriva genética, caso a populagdo remanescente continue isolada por vérias
geracdes (SOUZA, 1997; KAGEYAMA; GANDARA; SOUZA, 1998).

Para elaborar estratégias de conservacdo, manejo e recuperacdo de fragmentos florestais é
imprescindivel o conhecimento da ecologia e genética de populagdes, pois estes conceitos sdao
importantes na orientagdo de acdes e na definicdo de pardmetros adequados (KAGEYAMA,;

GANDARA; SOUZA, 1998).

Marcadores bioquimicos

Dentre as técnicas empregadas para inferir os padroes de variabilidade genética em espécies
arbdreas florestais encontram-se os marcadores genéticos bioquimicos, também conhecidos como
isoenzimas.

As isoenzimas s3o multiplas formas moleculares de uma enzima que ocorrem em um
organismo e que desempenham a mesma atividade catalitica (MOSS, 1982). Diferentes formas
moleculares de uma enzima, detectadas através de eletroforese, sdo decorrentes do resultado de
diferencas entre os genes que codificam tal enzima (BERGMANN; HATTEMER, 1998).

Essas enzimas podem ser fracionadas, devido as suas caracteristicas moleculares (carga
elétrica, peso molecular e estrutura quaterndria), em um meio suporte (gel de amido, por exemplo)
através do processo de eletroforese. Apds essa separacdo, as mesmas sdo identificadas por reagdes
quimicas baseadas em suas atividades cataliticas especificas. Apds as reagdes, hd o surgimento de
produtos coloridos (bandas) que permitem identificar a sua posicio no gel (ALFENAS, 1998).

Dentre as diversas vantagens destes marcadores, destacam-se a expressdo codominante, que
permite diferenciar o gendtipo homozigoto do heterozigoto, e apresenta custo relativamente baixo
(BERGMANN; HATTEMER, 1998). Também destacam-se outras vantagens, como rapida execugio
para estudos genéticos populacionais (POVOA, 2002), heranca mendeliana, auséncia de epistasia e

pleiotropia (WENDEL; WEEDEN, 19809).



Variabilidade genética

Estudos de estrutura genética em populacdes naturais buscam descrever os niveis e a
distribuicdo da variabilidade genética entre e dentro de populagdes.

A distribuicdo da variabilidade genética em populagdes naturais € influenciada principalmente
pelo modo de reproducdo, sistemas de cruzamento, tamanho efetivo da populacdo, fluxo génico e
distribuicio geografica, sendo estruturada no tempo e espaco (HAMRICK, 1983). A distribuicdo dessa
variabilidade € resultante da interacdo de diversos fatores evolutivos, tais como mutacdo, migracao,
selecdo e deriva genética.

A caracterizagdo da variabilidade genética de populacdes é efetuada a partir de medidas de
diversidade intrapopulacionais, como a porcentagem de locos polimdrficos e seu nimero médio de
alelos, a média de alelos observados e as taxas de heterozigosidade (esperada e observada).

Diversos parametros genéticos podem ser estimados com o uso de marcadores moleculares e
bioquimicos, destacando-se o conhecimento do sistema de reprodugdo, da variabilidade e da estrutura
genética de populacdes. Esse conhecimento € importante para o delineamento de estratégias em
programas de melhoramento e conservacdo genética de espécies arbéreas (SEOANE; SEBBENN,

2004).

Sistema reprodutivo em espécies arboreas

O sistema reprodutivo é determinante na distribui¢do da variabilidade genética de populacdes,
além da forma de fluxo génico (forma de cruzamento e sindrome de dispersdo do pdlen e semente)
(SEOANE; SEBBENN; KAGEYAMA, 2000). Tais fatores permitem explicar o comportamento dos
alelos nas populagdes (WRIGHT, 1943).

Os sistemas de cruzamentos nas plantas com reproducio sexuada variam desde a autogamia
completa até a alogamia obrigatéria. Em espécies hermafroditas, o sistema de reprodugdo é
determinado por fatores genéticos, como grau de incompatibilidade, e fatores ecoldgicos, como hébito
do polinizador, fenologia floral, aborto seletivo de frutos e densidade da populagdo (MURAWSKI;
HAMRICK, 1991).

Os estudos para a avaliacdo do sistema reprodutivo sdo geralmente realizados por meio de
métodos tradicionais, envolvendo os estudos de biologia floral, ecologia de polinizadores e
experimentos de polinizacdo controlada. Mais recentemente o sistema de reproducdo de espécies
florestais arbdreas vem sendo conduzido com o uso de marcadores bioquimicos e moleculares.

Existem poucas informagdes sobre o sistema reprodutivo de espécies arbéreas tropicais.
Todavia o conhecimento do modo de reprodugdo nessas espécies pode ser uma importante ferramenta
sobre os padrdes de cruzamentos, a dindmica de processos microevoluciondrios e na definicdo de
estratégias que visem o manejo florestal e a conservacgdo dessas espécies (OLIVEIRA, CARVALHO,
ROSADO, 2002).



Viabilidade de pdlen e receptividade estigmatica

Os estudos de biologia reprodutiva nas espécies arboreas envolvem principalmente estudos de
viabilidade polinica, receptividade do estigma e sistema de reproducdo (DAFNI, 1992). Estes estudos
buscam conhecimento sobre o modo de reprodugdo, o qual € tipico para cada espécie.

Os testes de viabilidade sdo importantes para verificar a potencialidade do grdo de pdlen. Esse
conhecimento é importante em testes de polinizagcdo controlada, para se ter seguranca do uso de pdlen
vidvel, visando a identificacdo de mecanismos como a incompatibilidade na formacdo de sementes
(KEARNS; INOUYE, 1993). Esses testes podem ser realizados através de dois métodos principais: in
vivo e in vitro. No método de avaliacdo in vivo é analisada a capacidade do pdlen germinar e fertilizar
o 6vulo apds a sua deposi¢do no estigma. Ja os métodos in vitro podem ser realizados através de testes
de germinagdo em meios apropriados e com o uso de corantes especificos.

A aplicacdo de corantes especificos € mais vantajosa do que os testes de germinagdo por ser
mais prética e rdpida (BOLAT; PIRLAK, 1999). Cada corante apresenta uma forma diferente de acio,
e diferentes relacdes com a viabilidade real do pdlen. Uma outra caracteristica que ndo pode ser
ignorada € a receptividade do estigma. O conhecimento do estdgio ideal da receptividade é necessario
para a deposi¢do do poélen, pois ha secrecdo de substincias que estimulam sua germinacdo. Dentre
estas secregdes existem enzimas, as quais podem ser facilmente detectadas através de determinadas
reacdes, como o teste com peréxido de hidrogénio (H,0O,), que indica a receptividade através da
formacao de bolhas de ar, sendo um método simples e barato (MAUES; COUTURIER, 2002).

Entretanto a interacdo pdlen-estigma é dependente de vdrias relacdes, tais como a viabilidade
do pdlen, receptividade do estigma e da interacdo genética em sistemas de incompatibilidade (DAFNI,
1992). Uma vez conhecida a viabilidade do pdlen e o periodo exato de receptividade do estigma,
através de polinizacdes controladas é possivel fazer inferéncias sobre apomixia, sistemas de

incompatibilidade e outros eventos importantes que influenciam o sistema reprodutivo da espécie.

Contexto do trabalho

O presente trabalho visa fornecer informacdes sobre a caracterizacdo genética e o sistema
reprodutivo de Ocotea porosa, sendo subdividido em dois capitulos que contemplardao dois artigos a
serem submetidos a publicagao.

No capitulo I intitulado “Marcadores isoenzimaticos, andlise de heranga e ligacdo dos locos
em Ocotea porosa (Nees & Mart.) Barroso (Lauraceae)”, foram levantadas as seguintes questdes:
quais os possiveis sistemas isoenzimaticos a serem utilizados? Essas enzimas obedeceram o padriao de
segregacdo mendeliana (1:1)? As enzimas selecionadas apresentaram desequilibrio de ligagao?

No capitulo II, “Variacdo, estrutura genética e sistema de reproducdo de uma populacdo de
Ocotea porosa (Nees & Mart.) Barroso (Lauraceae)” foram questionados: houve diferenga nos
pardmetros genéticos entre populagdo e progénie? como € o sistema reprodutivo da espécie inferido
através de polinizacdes controladas? houveram diferencas na viabilidade do pdlen das diferentes

arvores testadas?



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a biologia reprodutiva e caracterizar geneticamente uma populacdo natural de Ocotea

porosa (Nees & Mart.) Barroso através de marcadores bioquimicos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Adaptar protocolos para andlise de isoenzimas;

- Identificar os locos isoenzimaticos de O. porosa para estudos genéticos;

- Verificar a heranca e o desequilibrio de ligagdo dos locos isoenzimdticos identificados;

- Caracterizar a variabilidade de uma popula¢do de O. porosa e suas progénies através de

marcadores isoenzimaticos;

- Realizar polinizacdes controladas para analisar o sistema de reproducio em individuos de O.

porosa,

- Verificar a viabilidade do grao de pélen de O. porosa através do uso de corante tetrazolio.
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CAPITULO I. MARCADORES ISOENZIMATICOS, ANALISE DE HERANCA E LIGACAO

DOS LOCOS EM Ocotea porosa (NEES & MART.) BARROSO (LAURACEAE)'

CHAPTER 1. ISOZYME MARKERS, INHERITANCE ANALYSIS AND LINKAGE IN Ocotea

porosa NEES & MART.) BARROSO (LAURACEAE)

! Capitulo baseado nas normas da Revista do Instituto Florestal
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RESUMO

Vinte sistemas enzimdticos e seis sistemas de gel-eletrodo foram testados para a caracterizacdo
genética de Ocotea porosa através de marcadores isoenzimdaticos. Dados de quatro sistemas
polimérficos (GOT, 6-PGDH, MDH e PGM) revelaram quatro locos e nove alelos. Desvios de
segregacdo regular 1:1 foram observados no loco 6-PGDH em progénies de polinizagdo aberta. A
relacdo de ligacdo entre locos foi estudada pela medida composta de desequilibrio de ligagdo de

Burrows. Ndo houve indicios de ligacdo entre os quatro locos analisados.

Palavras-chave: Ocotea porosa, Lauraceae, isoenzimas, segregacdo mendeliana, locos génicos, alelos.



11
ABSTRACT

Twenty enzymatic systems and six gel-electrode systems were tested, aiming the genetic
characterization of Ocotea porosa through isozymatic markers. Data of four polymorphic enzyme
systems (GOT, 6-PGDH, MDH and PGM) revealed four loci and nine alleles. Deviations of regular
segregation 1:1 were observed in open pollination offsprings for the locus 6-PGDH. The linkage
relationship among loci was studied by the composed measure of linkage of Burrows. There was not

evidence of linkage among the analyzed loci.

Key-words: Ocotea porosa, Lauraceae, mendelian segregation, gene loci, allele.
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1. INTRODUCAO

Os marcadores isoenzimaticos vém sendo amplamente utilizados em estudos genéticos de
espécies florestais, auxiliando programas de melhoramento e conservagdo genética (Oliveira et al.,
2002).

Entretanto, para que os mesmos sejam validados como marcadores genéticos, € necessério o
conhecimento do modo de heranca, bem como, o equilibrio de ligacdo entre os locos (Gillet &
Hattemer, 1989). Esta metodologia dever ser a primeira atividade de pesquisa realizada em um estudo
de genética de populacdes antes de sua aplicagdo.

A auséncia de ligacdo € um pressuposto basico em estudos de diversidade e estrutura genética,
sistema reprodutivo e andlise de paternidade, sendo pré-requisito para a exclusdo de um dos locos que
apresenta desequilibrio de ligagdo. Quando ocorre o desequilibrio de ligacdo a exclusdo dos locos que
apresentam desequilibrio permite a quebra da associag@o alélica entre estes, de forma que possam ser
usados em subseqiientes estudos genéticos (Sebbenn & Seoanne, 2004).

Para as espécies arboreas florestais € crescente a necessidade de estudos para o entendimento
da estrutura genética e sistemas de reprodugdo, especialmente para aquelas com importincia
econdmica e/ou ameagadas de exting¢ao.

Ocotea porosa (Nees & Mart.) Barroso (imbuia) ¢ uma espécie arbdrea, nativa da Floresta
Ombroéfila Mista, ocorrendo desde o estado do Rio Grande do Sul até o Rio de Janeiro (Carvalho,
1994). O desmatamento € considerado o principal fator que vem causando uma grave erosdo genética
dessa espécie (Carvalho, 2003). A despeito de sua importancia econdmica e ecoldgica para o Sul do
Brasil, diversos aspectos referentes a sua genética sdo, ainda, desconhecidos.

O objetivo deste trabalho foi adaptar a técnica de marcadores bioquimicos (isoenzimas) para
O. porosa, investigar a heranca mendeliana desses marcadores e a existéncia de desequilibrio de
ligacdo entre os locos analisados, para a utilizagdo em estudos de sistema reprodutivo, diversidade e

estrutura genética.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Amostragem dos individuos, coleta e transporte de amostras
Para a determina¢do do protocolo de isoenzimas de imbuia foi utilizado material de duas

procedéncias (Canoinhas e Cacgador, ambas localizadas no estado de Santa Catarina). Foram
escolhidos aleatoriamente 30 amostras, sendo 15 individuos de cada procedéncia.

J4 a amostragem da populag¢do natural envolveu individuos encontrados em fragmentos da
Floresta Ombroéfila Mista (segundo Veloso ef al., 1991) localizados no municipio de Colombo — PR,
nas proximidades da Embrapa Florestas (latitude 25° 20” S, longitude 49° 14’ W e altitude de 920 m),
em dreas naturais alteradas. Devido ao atual estado de degradagdo das florestas ndo foi encontrada drea
inalterada na regido desejada. O clima da regido é classificado, segundo Koeppen, como do tipo Cfb,
sempre Umido, clima pluvial quente temperado, com temperatura média do més mais quente inferior a
22 °C e a do més mais frio, superior a 10 °C e mais de cinco geadas por ano (Resende et al., 2000).

Coletou-se material vegetal de 30 4rvores adultas e sementes das mesmas para andlise de
progénies. Essas sementes foram distribuidas em tubetes, separadas em bandejas e identificadas por
progénie para germinagdo em estufa.

O material testemunho da populacdo estudada encontra-se depositado no Herbario UPCB

(ntmeros de registro 49790 e 49791)

2.2 Procedimento de eletroforese de isoenzimas

Para a caracterizacdo genética utilizou-se a eletroforese de isoenzimas, com base nos
protocolos descritos por Alfenas (1998) e Bergmann (1991). As analises genéticas foram conduzidas
no Laboratério de Genética da Embrapa Florestas, em Colombo — PR.

Dois tampdes foram testados para a extra¢do de enzimas: solucdo n° 1 (Alfenas, 1998) e
tampao adaptado por Wendt et al. (2003) para erva mate.

Os tecidos foliares foram limpos e triturados em microtubos utilizando-se nitrogénio liquido,
com adi¢d@o de 240 puL de tampao de extragdo para cada amostra (0,075 — 0,1 mg de folhas) e 0,01 g de

Polivinilpolipirrolidona (PVPP). Apds centrifugagdo, os “wicks” (papel Whatman ntimero 3) foram
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utilizados para absor¢do dos extratos protéicos. Os mesmos foram separados em microplacas e
armazenados em “freezer* a uma temperatura de — 80 °C até a sua utilizacao.

A eletroforese de isoenzimas, horizontal, foi conduzida em gel de penetrose 30 (amido de
milho) na concentracdo de 13 % e sacarose a 1,35 %. Cada gel comportava 30 amostras. O
monitoramento da corrida foi feito usando wicks embebidos em solugdo de azul de bromofenol 1 %. A
regulacdo da corrente elétrica foi adaptada para cada sistema utilizado. Ao término da corrida, o gel
era seccionado em fatias permitindo a revelacdo de até 5 sistemas enzimaticos. A corrida foi realizada
em geladeira para preservar a atividade enzimatica.

Foram testados 20 sistemas enzimdticos (Tabela 1) em 6 sistemas de gel-eletrodo (Tabela 2).
Alguns destes diferenciaram-se entre si somente pelo aumento do pH do tampao do gel (Tabela 3),

visando melhor separac¢do e nitidez de bandas.

TABELA 1: Sistemas enzimaticos testados em Ocotea porosa

Enzima Sigla Referéncia (E.C.)

Aconitase ACO 4.2.1.3
Alcool Desidrogenase ADH 1.1.1.1
Alfa - Esterase a-EST 3.1.1.1
Beta - Esterase B-EST 3.1.1.1
Enzima Milica ME 1.1.1.40
Fosfatase Acida ACP 3.1.3.2
Formato Desidrogenase FDH 1.2.1.2
6-Fosfogluconato Desidrogenase 6PGDH 1.1.1.44
Fosfogluco Isomerase PGI 5.3.1.9
Fosfogluco Mutase PGM 2.7.5.1
Glucose-6-Fosfato Desidrogenase G6PDH 1.1.1.49
Glicerato 2 Desidrogenase G2D 1.1.1.29
Glutamato Desidrogenase GTDH 14.13
Glutamato Oxaloacetato Transaminase GOT 2.6.1.1
Isocitrato Desidrogenase IDH 1.1.1.42
Leucina Aminopeptidase LAP 34.11.1
Malato Desidrogenase MDH 1.1.1.37
NADH Desidrogenase NDH 1.6.99.3
Chiquimato Desidrogenase SKDH 1.1.1.25
Superéxido Dismutase SOD 1.15.1.1

E.C.= Enzyme Commission
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TABELA 2: Sistemas de gel-eletrodo investigados para o estabelecimento do protocolo de
isoenzimas de O. porosa.

Sistema Fonte Tampio do Tampao do gel
eletrodo (pH) (pH)
Tris-Citrato Sistema 05 (Alfenas, 1998) 7,5 7,50
Sousa & Hattemer (2003)* 7,5 7,50
Sousa & Hattemer (2003)* 7,8 7,80
Sousa & Hattemer (2003)* 8,1 8,10
Tris-Histidina Citrato Sistema 23 (Alfenas, 1998) 7,0 7,00
Litio-Borato Sousa & Hattemer (2003)* 8,1 8,10
Morfolina-Citrato Sistema 8 (Alfenas, 1998) 6,1 6,10
Sistema 9 (Alfenas, 1998) 6,1 7,10
Scandalios Sistema 18 (Alfenas, 1998)* 8.3 8,65
Poulik Sistema 14 (Alfenas, 1998)* 8,0 8,65

* Com adaptacdes

TABELA 3: Composi¢do quimica dos sistemas utilizados para o estabelecimento do protocolo de
isoenzimas de O. porosa.

Sistema Tampao do Eletrodo Tampao do Gel Condicdes  de
Corrida
Tris-citrato Tris 0,223 mol.L" Tris 0,223 mol.L" 80 V  cte
(Alfenas, 1998) Acido citrico 0,086 mol.L" Acido citrico 0,086 mol.L" durante 4h e 30
Diluicao: 3,5 %. min.
Tris-citrato Tris 0,149 mol.L" Tris 0,149 mol.L" 150 V  cte
(Sousa & Acido citrico 0,043 mol.L"  Acido citrico 0,043 mol.L"  durante 5he 30
Hattemer, 2003) Diluicao: 1 tampdo: 3 dgua min
Tris-Histidina ~ Tris 0,125 mol.L" DL - Histidina HC1.L1 H,O 75 mA cte.
Citrato Titular com Acido citrico 1 0,050 mol.L"! durante 5h e 30
M. EDTA Na,2H,O 0,001 min.
mol.L"!

Titular com Tris 1 M.
Diluicao: 1 tampao: 4 dgua.

Litio-borato Acido bérico 0,191 mol. L™ Tris 0,051 mol.L! 75 mA cte
Hidréxido de litio 0,042 Acido citrico 0,009 mol.L" durante 5h
mol.L"’ 5 % (v/v) tampao do eletrodo

Morfolina- Acido citrico 0,040 mol.L"! Acido citrico 0,040 mol.L"! 60 mA cte

citrato Titular com N-(aminopropil) Titular com N-(aminopropil) durante Sh
morfolina. morfolina.

Diluicao: 1 tampdao: 20 dgua

Scandalios Acido bérico 0,192 mol. L™ Tris 0,051 mol.L! 67 mA cte
Hidréxido de litio 0,050 Acido citrico 0,008 mol.L" durante 5h e 30
mol.L"! min.

Poulik Acido bérico 0,300 mol.L" Tris 0,076 mol.L" 55 mA cte
Hidréxido de sédio 0,050 Acido citrico 0,005 mol.L"! durante 4h e 30
mol.L"! min.

cte = constante

Apés a selecdo de enzimas, otimizou-se o meio suporte empregado para o do sistema Tris-
Citrato, visando maior nitidez dos locos e alelos. Foram testadas diferentes concentracdes de sacarose

e penetrose em relacdo ao sistema inicial. As concentracdes encontram-se descritas na Tabela 4.
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TABELA 4. Concentracdes de sacarose e penetrose testados no sistema Tris-Citrato

Meio suporte Penetrose (%) Sacarose (%)
Inicial 13,0 1,35
1 10,5 1,35
2 10,5 3,00

2.3 Interpretacao de zimogramas

A avaliacdo das zonas e variantes (denominados locos e alelos, respectivamente, apds a
andlise de heranca) identificados no gel (zimograma) foi realizada segundo a sua resolugdo e atividade,
adotando-se os seguintes critérios: 6timo (+), regular (+/-), ruim (-), sem atividade (S.A.) e ndo testado
(N.T.).

A interpretacio dos zimogramas seguiu padrdes descritos por Alfenas (1998). A
identificacdo de zonas codificadoras foi realizada a partir da zona mais rdpida (mais catddica) para a
mais lenta (anddica). A zona mais rdpida é denotada primeira, sendo as zonas subseqiientes numeradas

em ordem crescente. Esta identificacio foi aplicada tanto para locos como alelos.

2.4 Analise de dados

2.4.1 Analise de segregacio

O estudo da heranca dos marcadores isoenzimaticos para a Ocotea porosa foi realizado com
base no método descrito por Gillet & Hattemer (1989). Este método compara o gendtipo da arvore
materna com a segregacao de suas progénies de polinizacio aberta. As seguintes condi¢cdes devem ser
satisfeitas: 1) toda progénie da drvore materna A;/A; deve possuir o alelo A; da arvore-mae; 2) no caso
de uma drvore-mae heterozigota (A;A;, i#j): 2.1) cada individuo da progénie deve possuir um dos
alelos da drvore materna, A; ou A;, 2.2) o numero de progénies heterozigotas A;A; (N;;) deve ser igual a

soma das progénies homozigotas AA; (N;) e AA; (Ny), N; = N; + N ;, 2.3) o nimero de progénies

I’

heterozigotas A;A; (Ny) deve ser igual ao nimero de progénies heterozigotas AA; (Ny), N, = N i

com k #1, j.
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Foi utilizado o teste G (Sokal & Rohlf, 1981), com um grau de liberdade, para comparar os
fendtipos observados em cada progénie de arvores maternas heterozigotas, com o esperado pela

hipétese de segregacao 1:1. Posteriormente todos os testes individuais foram somados e um teste G
total foi obtido (ZG Hipéteser1 )» com n graus de liberdade, sendo n o nimero de progénies usadas para

o teste. Os fendtipos observados foram entdo somados e um teste G agrupado para a segregagdo 1:1

foi obtido (G ), com um grau de liberdade. A hipétese de heterogeneidade de segregacdo entre

L:1Agrupado

progénies foi realizada usando-se um teste G de heterogeneidade (ZG ), através da

heterogeneidade

subtracdo do teste G agrupado (G ), do teste G total (ZG ). Esses testes sdo

1:1Agrupado Hipotesel:l
aditivos de forma que ZGHip resel] = ZG Heterogencidade G4 erupado » COM 1L, n-1 e I grau de liberdade,

respectivamente (Sousa et al., 2002).

2.4.2 Analise de desequilibrio de ligacio

O teste de desequilibrio de ligacdo foi realizado com base na medida composta de
desequilibrio de ligacdo de Burrows, A,;j (Weir, 1979), usando o programa GDA (Lewis & Zaykin,
1999). A medida de desequilibrio de ligacdo de Burrows € a mais indicada em situagdes em que a

unido de gametas pode ndo ter ocorrido de forma aleatéria e a identificagdo dos gendtipos €

incompleta (Weir & Cockerham, 1979). A hipétese de segregacdo independente foi testada com o

teste de qui-quadrado (¥ ?) descrito por Weir (1979).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Eletroforese de isoenzimas

O tampdo de extragdo que apresentou os melhores resultados foi o adaptado para erva-mate,
descrito por Wendt et al. (2003).

Dos 20 sistemas enzimaticos testados para o estabelecimento do protocolo, 10 apresentaram
boa resolugdo. As enzimas GTDH, ADH, G-6-PDH e ME foram monomorficos para a maioria dos
sistemas testados. ACP, SOD, ACO, FDH, LAP e G2D tiveram baixa atividade enzimadtica e/ou
resolugcdo. Melhor atividade e resolucdo foram encontradas para as enzimas GOT, PGM, MDH, 6-
PGDH, IDH, PGI, NDH, SKDH, a EST e B EST, apresentando pelo menos um loco polimérfico.
Entretanto, somente as enzimas GOT, PGM, MDH e 6-PGDH nio apresentaram locos e/ou alelos
sobrepostos, e mantiveram boa atividade nas progénies, sendo, portanto selecionadas neste estudo. Os
resultados dos sistemas enzimdticos e tampdes gel/eletrodo sdo apresentados resumidamente nas
Tabelas 5 e 6. O nivel de polimorfismo encontrado na populagdo analisada pode divergir do resultado
para a defini¢do do protocolo, uma vez que foram testados poucos individuos nessa etapa do protocolo
de isoenzimas.

Para a andlise genética utilizaram-se as enzimas MDH e 6-PGDH no sistema Tris-Citrato pH
7,8 e as enzimas GOT e PGM no sistema Litio Borato pH 8,1. Para a andlise das progénies, foram
utilizadas as enzimas MDH, 6-PGDH e GOT nos sistemas descritos.

O gel que apresentou melhor separagdo e resolu¢do de bandas continha penetrose a 10,5 % e

sacarose 3 % (meio suporte 2), tendo sido, portanto, utilizado no sistema Tris Citrato pH 7,8.
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TABELA 5: Resolugdo e atividade em relagdao aos sistemas enzimaticos e tampdes de gel/eletrodo
empregados em O. porosa.

TC TC TC TC THC LB MC MC | SCA | POU

7,5" 7,5% 7,8 8,1° 7,0 8,1 6,1 7,1 8,65 8,65

A R|A R|A R|A R|[A R|A R|A R|A R|A R|A R
GTDH|1 1 [3 21 1 ]- -3 3|2 313 212 212 1]1 2
MDH|1 2|2 212 113 3|1 1|3 312 21]2 11]3 2|3 3
ACP|2 3|2 313 21]- -2 3]0 o012 3|3 3]3 3|3 3
SKDH|1 2|0 o |1 2 |- - 12 313 33 3|1 1|2 3|2 3
IDH|- - |3 2|2 1|3 313 3 (3 3]2 3|2 3|3 213 3
ADH|- - [3 3 [3 3 |- - |3 210 013 21]2 212 210 o0
sobD|- - |- -1]0 O0/|- -3 3]0 of]- -3 21/0 o100 o
oEST |- - |- -2 21|- - 1[3 3|1 1[|- -1]2 212 1|1 2
BEST |- - |- - |2 2 |- - ]2 1 ]2 1]- - 12 312 2 |- -
ACO|- - |- -0 O0]- -1]0o 0o0]2 3|- -10 o010 01]0 O
LAP |- - |- - |3 3 |- -3 31]/2 21]- -10 012 212 3
6PGDH |1 2 [2 2|1 1|2 2|1 212 3 |- -1]1 1|2 3 |N N
G6PDH|1 2 |1 1|1 1 |- - 13 313 3 |- -3 3|2 212 2
ME|[2 3|2 3|1 2 |- - |N N[N N|O O|N N[3 3|3 3
GxD|0 0|- -10 0]- -]0 O|N N[- -1]0 013 3|0 0
FDH|- - |- - |3 3 |- - 1[3 21]0o o/0 013 3]0 0]3 3
NDH|[- - |1 212 213 213 213 3]0 o2 210 013 3
Gort|o O |- - |- - |- - |- - |t 1]|- - |- -1]- - 1]- -
PGM |- - |- - |- - |- - |- - |1 1 /|- - |- - 1- -1- -
PGI|- - |- - |- - |- -1]- - [N NJ|- - |- - 1[- -1]- -

A: atividade; R: resolucdo; 1: 6tima; 2: regular; 3: ruim; O: Sem atividade; - :ndo testado; N: néo interpretado
tSistema 05 (Alfenas, 1998)
$Sousa & Hattemer (2003)

TABELA 6: Polimorfismo em relagdo aos sistemas enzimdticos e tampdes de gel/eletrodo utilizados
em O. porosa.
TC TC TC TC THC LB MC MC SCA POU
75" 715 18 81t 70 8,1 6,1 7,1 865 8,65
GTDH M M M P M M M M
MDH P P P P P P
ACP P P P
SKDH P
IDH P P
ADH M M
SOD
a EST
B EST
ACO
LAP
6PGDH
G6PDH
ME
G2D
FDH
NDH P
GOT
PGM
PGI
M: monomérfico; P: polimdrfico; N: ndo interpretivel
tSistema 05 (Alfenas, 1998)
1£Sousa & Hattemer (2003)
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3.1.2 Padroes das isoenzimas

Os padrdes isoenzimdticos dos sistemas utilizados ainda ndo foram descritos para O. porosa.

Por esse motivo, os dados obtidos serdo comparados com outras espécies florestais.

3.1.2.1 Locos monomorficos

Alcool Desidrogenase (ADH)

Observou-se apenas uma zona monomorfica nos sistemas analisados. Esse padrido foi
encontrado por Wendt (2005) em I. paraguariensis e por Chung et al. (2000) em Neolitsea sericea,
uma espécie da Familia Lauraceae. Pévoa (2002) e Melo Junior (2003), em Cedrella fissilis e
Caryocar brasiliense, respectivamente, descrevem a estrutura da enzima como monomérica, embora a

literatura a indique como dimérica.

Enzima Mdlica (ME)
Essa enzima apresentou uma zona com apenas um alelo presente. Melo Junior (2003) descreve

a enzima como monomeérica.

Glucose-6-Fosfato Desidrogenase (G-6-PDH)

Esse sistema apresentou monomorfismo na maioria dos sistemas testados. No estudo com
Caesalpinia echinata, Giudice-Neto et al. (2004) relataram a presenca de uma zona monomérica, o
mesmo apresentado por Ribas & Sebbenn (2004a) em Trema micrantha e por Gusson & Sebbenn

(2004) com Eschweilera ovata.

Glutamato Desidrogenase (GTDH)
Somente uma zona monomorfica foi detectada em O. porosa. Foram descritas estruturas
monoméricas por Melo Juinior (2003), com trés alelos, e Pévoa (2002) com trés locos e dois alelos

cada.
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3.1.2.2 Locos polimérficos

Esterases (a e § -EST)

As enzimas esterases (a e f) revelaram trés zonas, sendo que as duas primeiras apresentaram
estrutura monomérica com dois alelos cada. A zona mais lenta apresentou baixa atividade enzimadtica,
nao sendo possivel a identificacdo dos alelos em ambas os sistemas. Sua atividade era reduzida nas
progénies, impossibilitando sua interpretagao.

Zonas monoméricas foram identificadas por Seoane & Sebbenn (2004) em Esenbeckia

leiocarpa, e por Giudice-Neto et al. (2004).

6-Fosfogluconato Desidrogenase (6-PGDH)

Foram reveladas trés zonas no gel, sendo que a primeira apresentou estrutura monomérica com
dois alelos e as demais foram monomorficas.

Sebbenn er al. (2000) obtiveram com Cariniana legalis uma zona com caracteristica
monomérica, Wendt (2005) e Sousa et al. (2002) descrevem zonas com estrutura dimérica, em 1.

paraguariensis e Araucaria angustifolia respectivamente.

Fosfogluco Isomerase (PGI)

Para esse sistema foram observadas trés zonas, sendo que a primeira apresentou dois alelos e
estrutura monomérica. As zonas subseqiientes apresentaram alto polimorfismo havendo sobreposicdo
de locos e alelos, gerando um zimograma de dificil interpretagdo.

Diversos trabalhos relatam zonas com estrutura dimérica, tais como Ribas & Sebben (2004b)
em Cecropia pachystachya, Sebbenn (2004) em Genipa americana ¢ Moraes et al. (2004) com

Myracrodruon urundeuva,

Fosfogluco Mutase (PGM)
Apenas uma zona foi revelada, com 2 alelos, e estrutura monomérica. O mesmo padrio foi
encontrado por Sousa et al. (2002), e por Ribeiro & Lovato (2004) em Senna multijuga. Locos

diméricos foram descritos por Sebbenn & Seoane (2004) em Tabebuia cassinoides.
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Glutamato Oxaloacetato Transaminase (GOT)

Neste sistema foram identificadas trés zonas polimérficas, onde a primeira apresentou padrao
dimérico, com 3 alelos. As segunda e terceira zonas apresentaram intensidade das bandas muito fracas
e com sobreposicdo de alelos, impossibilitando a sua interpretacao.

O padrao da estrutura enzimdtica dimérico foi também relatado por Moraes (1997), Moraes et

al. (2004) e por Ribas & Sebbenn (2004a).

Isocitrato Desidrogenase (IDH)

A enzima IDH revelou trés zonas, todas polimoérficas. As zonas um e dois apresentaram trés
alelos e estrutura dimérica, com sobreposicdo de locos e alelos, resultando um zimograma de dificil
interpretacdo. A zona mais lenta do gel apresentou baixa atividade enzimdtica, impossibilitando sua
interpretacdo.

Estruturas diméricas foram reportadas por Ribas & Sebbenn (2004b) e por Sebbenn & Seoane

(2004).

Malato Desidrogenase (MDH)

Foram identificadas quatro zonas neste sistema, com a segunda zona apresentando dois alelos
e estrutura monomérica. A primeira e terceira zonas foram monomorficas. A quarta zona apresentou-
se polimérfica, porém ndo foi interpretada devido a baixa resolucdo e atividade apresentada.

Diversos trabalhos descrevem a estrutura enzimatica como dimérica (Wendt, 2005; Sebbenn,
2004; Zanetto et al., 1996; Finkeldey et al. 1998), enquanto outros trabalhos a retratam como

monomeérica, como Gusson & Sebbenn (2004) e Melo Junior (2003).

NADH Desidrogenase (NDH)

Para essa enzima duas zonas foram reveladas no gel, mas apenas a regido mais lenta foi
interpretdvel, apresentando quatro alelos. Os heterozigotos apresentavam duas bandas, caracterizando
a enzima como monomérica. Sua atividade era reduzida nas progénies, impossibilitando sua

interpretacao.
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Duas zonas de atividade foram observadas para essa enzima, com estrutura monomérica, nos

trabalhos de Wendt (2005) e Gusson & Sebbenn (2004).

Shikimato Desidrogenase (SKDH)

Apenas uma zona com trés alelos foi visualizada, apresentando estrutura monomérica. A
mesma estrutura foi descrita em Sousa et al. (2002), Sebbenn & Seoane (2004) e Ribas & Sebbenn
(2004b).

Por ndo apresentar uma boa resolug@o para os sistemas selecionados, esta enzima foi excluida

de andlise genética de populacdo e progénies.

3.1.3 Definicio dos sistemas enzimaticos para O. porosa

Neste estudo, nove sistemas enzimdticos apresentaram varia¢do. Entretanto, as enzimas
esterases foram excluidas, pois diversos autores afirmam serem influenciadas pelo ambiente,
induzindo falsas estimativas das freqii€ncias alélicas e hiperestimativas dos niveis de heterozigosidade
(Chagala 1996; Sousa, 2000). Além disso, sua atividade era muito reduzida nas progénies,
impossibilitando a andlise de segregacao.

As enzimas PGI e IDH apresentaram complicado padrdo enzimdtico, com sobreposi¢cao de
locos e alelos, ndo permitindo a interpretacdo confidvel dos fendtipos no gel. Ja a enzima NDH
apresentou insuficiente separacio de alelos, sendo, portanto, descartada das andlises.

Os locos passiveis de interpretacdo dessas enzimas foram consideradas somente na estimativa
para o célculo do nimero de locos polimdrficos e monomérficos, bem como o nimero médio de alelos
por loco.

Na Figura 1 estdo representados esquematicamente os padrdes dos zimogramas obtidos nos

sistemas enzimaticos GOT, 6-PGDH, PGM e MDH, selecionados para andlise em O. porosa.
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FIGURA 1. Representacdo esquemdtica dos fendtipos observados, representados por niimeros, nos

zimogramas de O. porosa para os sistemas GOT, 6-PGDH, PGM e MDH. Alelos

rachuriados encontram-se nas zonas monomorficas e alelos em preto indicam as zonas

analisadas
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3.2 Analise de segregacio

Para a andlise de segregacdo, foram escolhidas as enzimas GOT e 6-PGDH. A enzima MDH,
utilizada para andlise das progénies, foi excluida ja que as drvores maternas ndo apresentaram genotipo
heterozigoto.

As arvores de O. porosa analisadas no loco GOT-A ndo apresentaram desvio de segregacao,

tanto no teste G total (ZGHi[,é,esem ), de heterogeneidade (ZGH

eterogeneidade

) como no teste da

hipétese de segregacdo agrupada 1:1 (G, Agrupado )» PETMItindo considerar que essa zona de atividade

estd sob controle de um loco de heranga codominante (Tabela 7).

Ribas & Sebbenn (2004a) detectaram desvios de segregacdo significativos em trés arvores
heterozigotas A,A; no sistema GOT, mas houve auséncia de desvio quando duas destas drvores foram
excluidas. Quatro maes heterozigotas A;A; foram também analisadas, ndo apresentando desvio de
segregacdo. Moraes et al. (2004) encontraram indicios significativos de heterogeneidade no padrao de
segregacdo no sistema GOT em um dos locos analisados. Segundo os autores, dos onze individuos
testados que possuiam mae heterozigota, sete apresentaram desvios de segregacdo. Mas apds a
exclusdo destes, sobrando apenas quatro, houve equilibrio de segregacao.

O loco 6-PGDH-A, em O. porosa, apresentou excesso de individuos homozigotos,
provocando desvios de segregagdo significativos a 1% de probabilidade em todos os testes realizados
(Tabela 7). Desvios de segregacdo foram observados em onze amostras, num total de treze arvores
analisadas. Observou-se um excesso de homozigotos do tipo A;A;, para um nimero considerdvel de
arvores, sugerindo a existéncia de um alelo nulo segregando nesse loco. Como os alelos nulos nio sdao
detectados, os individuos homozigotos para esse alelo ndo sao revelados e os heterozigotos aparecem
com uma simples banda nos géis, sendo considerado como homozigotos para o alelo alternativo do
alelo nulo (Sebbenn & Seoane, 2004).

Diversos autores tém relatado distorcdes de segregacdo em locos da enzima 6-PGDH em
espécies arboreas, tais como Gusson & Sebbenn (2004), Sebbenn (2004), Giudice-Neto et al.(2004),
Sebbenn & Seoane (2004) e Sousa et al. (2002).

Desvios de segregacdo mendeliana t€ém sido observados em vdrios estudos da heranca

isoenzimadtica em espécies arboreas. Diversas causas podem ser atribuidas a esse comportamento, tais
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como as isoenzimas estarem sob controle de mais de um loco, selecao, distor¢des meidticas, interacdes
interalélicas e deriva genética (Adams & Joly, 1980; Cheliak & Pitel, 1985). Uma outra razio pode ser
a presenca de alelos nulos (Gillet & Hattemer, 1989). Segundo Sousa (2000), distor¢des de segregacao
também podem ser causadas pela vantagem seletiva do alelo mais freqiiente no loco. Entretanto,
desvios observados podem incluir um ou mais desses fatores, sendo dificil a determinacdao de sua
causa real.

No loco 6-PGDH-A, das treze prog€nies observadas, onze apresentaram desequilibrio de
segregacdo. Sendo assim, nas condi¢cdes desse trabalho ndo se recomenda o uso do loco 6-PGDH-A
até que estudos incluindo um maior nimero de heterozigotos possa esclarecer melhor a segregacdo
nesse loco.

Pode-se afirmar que somente o loco GOT-A em O. porosa esteja sob controle genético e
segregue nas proporcdes mendelianas 1:1, podendo ser utilizado em estudos genéticos populacionais,

sistemas de reproducdo e andlise de paternidade nessa espécie.
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TABELA 7. Teste para hipdtese de segregacao regular (G) de marcadores isoenzimdticos em O. porosa.

Loco Genétipo Caso  Nimero de ZN[_/_ . Z(Nl_’_ +N,) Z N, : Z N, Z (C— z G peerogencidade Caagrapado O Arvores com desvio
materno arvores (n) ' ' GL = n GL=n-1 GL=1 de segregacao
GOT-A AA; a 5 59:73 6:3 14,09 12,61 1,49 -
ALA;z a 3 40:35 2:0 1,53 1,20 0,33 -
6-PGDH-A AA; a 13 82:269 - 128,12 ** 23,15 ** 104,97 ** 11
b 2 20:20 - 1,93 1,93 0 -

N; e Ni+N;; sdo os nimeros observados dos genotipos heterozigotos e homozigotos, respectivamente.
a Inclui todas as arvores heterozigotas em um dado loco.

b Exclui as drvores com distor¢do de segregacao em um dado loco.

(**) P<0,010; (*) P<0,050.

TABELA 8. Arvores de O. porosa com desvios de segregacio da razio esperada 1:1, para o loco enzimitico 6-PGDH-A.

Arvore Gendtipo Tamanho  Segregacdo observada 1 (A)

materno  da N. N, N, N.+N,=N,
amostra

AA; 28 23 0 5 11,57 **

7 AA; 30 22 0 8 6,53 *
AA; 29 25 0 4 15,21 **

10 AA; 28 23 0 5 11,57 **
11 AA; 30 24 0 6 10,8 **
12 AA; 29 23 0 6 9,97 **

13 AA; 27 19 0 8 4,48 *
21 AA; 29 22 0 7 7,76 **
22 AA; 28 22 1 5 11,57 **
24 AA; 30 27 0 3 19,2 **
25 AA; 23 18 0 5 7,35 **

(**) P<0,010; (*) P <0,050.
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3.3 Analise de desequilibrio de ligacio

O desequilibrio de ligacdo foi estudado considerando as combinacdes dos quatro locos
avaliados na populagdo de O. porosa, totalizando seis pares de combinacdes possiveis entre esses
locos enzimaticos.

Nao foram encontrados desvios significativos na hipétese de segregacdo independente. A
baixa magnitude da medida de desequilibrio de ligacdo de Burrows (A ;) para todas as combinagdes
testadas, revela que as ligacdes entre os locos sdo fracas (ja que a amplitude de valores dessa
estimativa possa assumir valores entre -0,25 e 0,25). A maior medida de desequilibrio de ligagdo (A i)
foi observada entre a combinacdo dos locos GOT-A: MDH-B (0,029) (Tabela 9).

TABELA 9. Medida composta de Burrows para o desequilibrio gamético (Ay) e testes de qui-

quadrado (x°) para a hipétese de segregacio independente nas combinacdes dos locos
isoenzimadticos utilizados em O. porosa.

Locos A x
y
6-PGDH-A: PGM-A -0,007 0,79
MDH-B: PGM-A -0,001 0,04
MDH-B: 6-PGDH-A 0,021 1,21
GOT-A: PGM-A -0,005 0,39
GOT-A: 6-PGDH-A -0,005 0,07
GOT-A: MDH-B 0,029 2,68

O desequilibrio de ligacdo entre os sistemas utilizados em O. porosa foram analisados por
diversos autores em outras espécies. Gusson & Sebbenn (2004) e Sebbenn (2004) combinaram locos
entre os sistemas enzimaticos 6-PGDH: MDH. Além de compararem esses dois sistemas, Giudice-
Neto et al. (2004) e Sebbenn & Seoane (2004) analisaram também a correlacdo entre locos de 6-
PGDH: PGM e MDH: PGM. Ribas & Sebbenn (2004a) verificaram a liga¢do entre os locos GOT:
MDH, e Moraes et al. (2004) em GOT: 6-PGDH, GOT: PGM e 6-PGDH: PGM. Os autores afirmam
que ndo foram detectados fortes indicios de desequilibro de ligac@o entre os pares de locos descritos,
podendo entdo afirmar que os alelos dos diferentes locos analisados nio estdo associados e segregam

independentemente entre si.
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Sousa et al. (2002) detectaram desequilibrio de ligacdo em Araucaria angustifolia, utilizando
cinco sistemas enzimdticos (GOT, 6-PGDH, MDH, PGM E SKDH), dentre os quais os quatro
primeiros foram utilizados em O. porosa.

A medida de desequilibrio de ligacdo de Burrows indicou que, em O. porosa, para os locos
analisados, os niveis de liga¢do sdo fracos e, portanto, ndo devem influenciar as estimativas multilocos
de parametros genéticos.

Nas combinagdes entre os locos isoenzimdticos analisados ndo foram detectados indicios de
desequilibrio de ligacdo, indicando que os alelos dos diferentes locos nio estdo ligados ou em

desequilibrio gamético, segregando independentemente entre si.
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4. CONCLUSOES

1. O loco GOT-A é um marcador genético encontrado nesse trabalho, j4 que o mesmo apresentou
segregacao mendeliana na proporcao esperada e auséncia de ligagdo, podendo ser utilizado em estudos
genéticos de O. porosa;

2. O loco 6-PGDH-A nao pdde ser validado nesse estudo ja que ndo apresentou segregacdo regular.
Embora o niimero de individuos esteja dentro do recomendado para estudos de populagdes, aconselha-
se novos estudos com um nimero bem mais expressivo de individuos. A validag¢do do loco podera ser

feita também com o incremento do ndmero de individuos analisados.
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CAPITULO II. VARIACAO, ESTRUTURA GENETICA E SISTEMA DE REPRODUCAO DE

UMA POPULACAO DE Ocotea porosa (NEES & MART.) BARROSO (LAURACEAE)’

CHAPTER II. GENETIC STRUCTURE, VARIATION AND BREEDING SYSTEM IN AN

POPULATION OF Ocotea porosa (NEES & MART.) BARROSO (LAURACEAE)

2 Capitulo baseado nas normas da Revista Plant Systematics and Evolution
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RESUMO

O entendimento da variagdo e estrutura genética e sistema reprodutivo em remanescentes de
populacdes naturais é imprescindivel para embasar programas de conservacdo e melhoramento
genético das espécies nativas ameacadas de extincdo. Nesse trabalho, foram realizados testes para
avaliacdo do sistema reprodutivo através de polinizacdo controlada, e analisados os padrdes de
variacdo genética de Ocotea porosa em uma populacdo fragmentada e suas progénies através de
marcadores isoenzimdticos. Baixas freqiiéncias alélicas foram observadas em individuos adultos e
progénies. Houve excesso de homozigotos nas progé€nies. Maior variabilidade alélica foi encontrada
dentro de progénies. A viabilidade do pdlen foi testada através do cloreto de 2, 3 5 trifenil tetrazdlio
(TTC) e a receptividade estigmdtica através de peroxido de hidrogénio. Nas poliniza¢des controladas
foram originados frutos somente nos tratamentos de autopolinizacdo, polinizac¢do livre e cruzada,
indicando sistema misto de reproducdo. Os dados sugerem que a populacio analisada pode apresentar

efeitos decorrentes do processo de fragmentagao florestal.

Palavras-chave: Ocotea porosa, imbuia, isoenzimas, diferenciacdo genética, diversidade alélica,

viabilidade do polen, receptividade estigmdtica, polinizacdo controlada.
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ABSTRACT

The knowledge about genetic structure and variation and breeding system of remaining native species
threatened by extinction is very important to lead genetic and improvement programs. In this work,
tests were performed for evaluation of the breeding system through controlled pollination. Genetic
pattern of variation was investigated in a fragmented population of Ocotea porosa and in its progenies
throughout biochemical markers. Low allelic frequencies were observed for both adult individuals and
progenies. A homozygous excess was observed in progenies. Allelic variability was higher within
progenies. Pollen viability was obtained through tetrazolium chloride (TTC) and estigmatic receptivity
was checked with hidrogen peroxide. Fruits were set from controlled self pollination, opened
pollination and crossed controlled pollination, suggesting a mix mating system. The observed results

suggest that the fragmentation process can be influencing the genetic structure in this population.

Key-words: Ocotea porosa, imbuia, isozyme, genetic differentiation, allelic diversity, pollen viability,

stigmatic receptivity, controlled pollination.
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1. INTRODUCAO

O entendimento da estrutura genética e da ecologia das espécies dentro de remanescentes
florestais fornecem importantes pardmetros que norteiam programas de recuperacdo dos fragmentos,
de manejo e conservacdo das espécies (Kageyama et al., 1998), principalmente as ameagadas de
extingao.

A Floresta Ombréfila Mista tem sofrido profundas transformagdes, apresentando crescente
processo de degradagdo. Sendo assim, o desenvolvimento de pesquisas bdsicas sobre os processos
ecolégicos envolvidos na reproducdo das plantas é fundamental para uma melhor compreensio desse
bioma.

O sistema reprodutivo é um importante mecanismo na formagao da estrutura genética de uma
populacio, pois contribui para a determinagado da distribui¢do da variabilidade entre individuos de uma
populagdo e dentro de suas progénies (Hamrick, 1987).

Estudos sobre o sistema reprodutivo em laurdceas sdo escassos. Crestana & Baitello (1988)
estudando Nectandra mollis (H. B. K.) Nees ssp oppositifolia (Nees) Rohwer, verificaram o sistema
reprodutivo através de polinizagdes controladas e a ecologia floral. Forfang & Olesen (1998)
estudaram a ecologia reprodutiva de plantas femininas e masculinas de Laurus azorica; Niesenbaum
(1992) comparou o sistema reprodutivo de Lindera benzoin entre plantas masculinas e femininas em
ambientes de sombra e sol.

Dentre as técnicas empregadas para a caracterizagdo genética encontram-se os marcadores
isoenzimaticos, que possuem expressdo co-dominante e custo relativamente baixo (Bergmann &
Hattemer, 1998).

Marcadores isoenziméticos vém sendo utilizados com sucesso em estudos genéticos de
espécies florestais (Seoane et al., 2000; Oliveira et al., 2002; Sousa et al., 2002; Kageyama et al.,
2003; Moraes & Derbyshire, 2003 Moraes et al., 2004; Wendt, 2005).

Esses marcadores permitem a obteng¢do de importantes parametros como: o nimero de alelos
por loco, a porcentagem de locos polimérficos, diversidade genética e gamética, heterozigosidade

observada e esperada, além das freqii€ncias genotipicas e alélicas.



40

Diversos fatores influenciam a diversidade desses parametros, incluindo os processos de ac¢do
antrépica. Esses processos levaram diversas espécies florestais arbdreas a uma grave erosdo genética,
como a imbuia (Ocotea porosa), a ser reconhecida como espécie ameacada de extin¢do, na categoria
vulneravel (IBAMA, 1992).

O. porosa é uma espécie arbérea nativa da Floresta Ombroéfila Mista, ocorrendo desde o
estado do Rio Grande do Sul ao Rio de Janeiro (Carvalho, 1994). Apresenta pequenas flores
hermafroditas de coloracdo branco-amareladas, com periodo de floracdo de outubro a dezembro e
frutificacdo de fevereiro a abril (Carvalho, 2003). Lorenzi (1992) citou o florescimento entre os meses
de outubro a novembro e frutificacdo de janeiro a marco. O fruto é drupaceo (Hertel, 1974), com
dispersdo de sementes zoocorica, realizada principalmente por mamiferos e aves (Carvalho, 2003).

Apesar da importincia econdémica da imbuia, seu sistema reprodutivo € praticamente
desconhecido. Por isso, este trabalho visa fornecer informacdes sobre o sistema reprodutivo e
parametros genéticos sobre a variacdo e estrutura genética de uma populacdo e progénies de O.

porosa.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material

2.1.1 Caracterizacao do local de estudo

A amostragem da populacdo natural de O. porosa envolveu individuos encontrados em
diversos fragmentos florestais de Floresta Ombroéfila Mista (segundo Veloso et al., 1991) localizados
no municipio de Colombo — PR, nas proximidades da Embrapa Florestas (latitude 25° 20* S, longitude
49° 14’ W e altitude de 920 m), em 4areas naturais alteradas. Devido ao atual estado de degradacéo e
fragmentacdo das florestas ndo foi possivel amostrar drea inalterada na regido escolhida. O clima da
regido € classificado, segundo Koeppen, como do tipo Cfb, sempre tmido, clima pluvial quente
temperado, com a temperatura média do més mais quente inferior a 22 °C e a do més mais frio,
superior a 10 °C e mais de cinco geadas por ano (Resende et al., 2000).

O material testemunho da populacdo estudada encontra-se depositado no Herbario UPCB

(nimeros de registro 49790 e 49791)

2.2 Métodos

2.2.1 Analise isoenzimatica

2.2.1.1 Amostragem dos individuos, coleta e transporte de amostras

Para a caracterizacdo da estrutura genética elegeu-se, aleatoriamente, 30 individuos na fase
reprodutiva (adultos), distantes no minimo 50 m entre si. Desses individuos coletou-se as folhas, e
sementes para a andlise de progénies. As sementes foram semeadas em tubetes distribuidos em
bandejas, devidamente separados, identificados e levados a estufa para germinagao.

Para a andlise de progénies, foram utilizados 30 individuos por arvore, com excecdo das

progénies 1 e 30 (com 13 individuos) e 20 e 25 (24 e 23 individuos, respectivamente).
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2.2.1.2 Procedimento de eletroforese de isoenzimas

Para a caracterizacdo genética utilizou-se a eletroforese de isoenzimas, com base nos
protocolos descritos por Alfenas (1998) e Bergmann (1991)

O tampao utilizado para extracdo de enzimas foi o descrito por Wendt et al. (2003). Apéds a
maceracdo em microtubos, utilizando nitrogénio liquido, foi adicionado o tampao de extracdo e uma
pitada de Polivinilpolipirrolidona (PVPP). Para a absor¢c@o dos extratos proteicos utilizou-se “wicks”
(papéis filtro Whatman ndmero 3). O processo de eletroforese de isoenzimas foi a horizontal,
conduzida em gel de penetrose 30 na concentracdo de 13 % e sacarose a 1,35 % no sistema Litio-
Borato e 10,5 % de penetrose e 3 % de sacarose no sistema Tris-Citrato.

Utilizaram para a andlise da populagdo as enzimas 6-PGDH e MDH no sistema Tris-Citrato
pH 7,8, e as enzimas GOT e PGM no sistema Litio-Borato pH 8,1. Foram analisados os seguinte locos
génicos: GOT-A, 6-PGDH-A, MDH-B e PGM-A. Na andlise das progé€nies nfo se utilizou a enzima

PGM, sendo as demais utilizadas.

2.2.1.3 Caracterizacao da estrutura e variacio genética

Os dados obtidos nos zimogramas foram tabulados e analisados através dos programas

BIOSYS-2 (Swofford & Selander, 1997) e GSED (Gillet, 1998).

2.2.1.3.1 Medidas de parametros genéticos basicos

Fregiiéncia alélica
A freqiiéncia alélica foi obtida pela contagem direta do nimero de alelos por loco. Se existe

N; cépias de i-ésimo alelo na amostra, entdo a freqiiéncia da amostra P;, de i-ésimo alelo é:

onde N ¢é o numero total de individuos na amostra.
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2.2.1.3.2 Medidas de estrutura e variaciao genética intrapopulacional

Niimero médio de alelos por locos (A/L)

O nimero médio de alelos por locos foi calculado por:

_ 2«
A/L_Z(PL)+Z(ML)

onde X(A) é o nimero de alelos detectados em todos os locos, X(PL) o nimero de locos polimérficos e

Y(ML) o nimero de locos monomorficos.

Porcentagem de locos polimorficos
Um loco é considerado polimérfico se houver no minimo dois alelos e a freqiiéncia do mais
comum for abaixo de 0,99 (Liengsiri et al., 1990) ou abaixo de 0,95 (Berg & Hamrick, 1977). A

percentagem de locos polimérficos foi estimada por:

_ > (pL)
PPL= D (PL}Y (ML)

onde X(PL) é o nimero de locos polimérficos e (ML) o nimero de locos monomoérficos.

Heterozigosidade observada e esperada (H, e H, = ;)

A medida de heterozigosidade € utilizada para caracterizar a estrutura genotipica. A
heterozigosidade observada (H,) é a proporcdo de gendtipos presentes na populacdo em heterozigose.
Pode ser calculada com base nos locos e a média de todos os locos.

A heterozigosidade esperada (H,) consiste na probabilidade de dois alelos de um loco génico,
escolhidos ao acaso numa populacdo infinita, panmitica, diferirem entre si. A H, (Nei, 1975) foi

calculada pela expressdo:
H, = (1 ->.p J

onde p; € a freqii€ncia de i-ésimo alelo em um dado loco génico.
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A medida de diferencia¢do genética total dentro de uma populacdo efetivamente infinita (8r)

(Gregorius, 1987), foi estimada por:

N z
6 =——(1-p’
vary [p’)

onde p; ¢ a freqiiéncia de i-ésimo alelo em um dado loco gé€nico; N é o tamanho da populagao.

Os valores de or e H, convergem rapidamente quando N aumenta.

Diversidade alélica (v)
A diversidade alélica (v) de um loco corresponde ao nimero efetivo de alelos deste loco,

sendo calculada pela expressao (Gregorius, 1978):

-1
. 2
=[S
i=1

onde p; é a freqiiéncia de i-ésimo alelo na populag@o. O valor minimo de v € 1,0, quando ndo
existe varia¢do no loco génico e o valor mais elevado é igual ao nimero de alelos (n), se todos eles

forem igualmente freqiientes.

2.2.1.3.3. Medidas de estrutura e variacio genética entre progénies

As medidas a serem descritas sdo aplicadas para andlise entre populacdes. Mas neste trabalho
elas serdo aplicadas para verificar a diferenga entre progé€nies, uma vez que se tem grande interesse em

determinar as diferencgas existentes dentro de uma tnica populagdo estudada.

Estatistica-F
A estatistica F de Wright (Wright, 1965) permite nfo apenas caracterizar como € distribuida a

'
diversidade genética total entre as subpopulagdes (F st ), mas também informa sobre os niveis médios

de endogamia dentro de subpopulacdes ( F'rs ) e na populacdo total (F rr).
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A estatistica-F (Wright, 1965) é baseada na medida de quanto as freqiiéncias genotipicas
observadas desviam da esperada, em niveis hierdrquicos. Os indices foram estimados por meio das

seguintes expressoes:

Ho Ha

H o
'— =1_
HEI FST FPT

—1-
Frs H., H.,

onde H o é a heterozigosidade observada total, = é a heterozigosidade esperada média entre as
populacdes e H:¢a heterozigosidade esperada total.

No presente trabalho, a estatistica F de Wright (Wright, 1965) foi utilizada em nivel

hierarquico diferente da descrita pelo autor. Portanto os cédigos Fs', Fre Fe foram utilizados

para diferenciar Fs, Fise Fir descritos por Wright (1965).

Diferenciagdo genética Dje &

A quantidade de diferenciagdo genética D; de uma populagdo, comparada ao restante da
colecdo. Corresponde a proporcao dos tipos genéticos (alelos, gametas ou genétipos) que sdo tnicos
nesta populagdo (Gregorius, 1984). Sendo assim, a populacdo menos diferenciada (que tem menor
valor de D;) é considerada a mais representativa da cole¢do. O valor de D; para cada populacdo

(Gregorius & Roberds, 1986), foi obtido por:

D./ =d, (pjp_/)

onde p; é a distribuicdo da freqiiéncia dos tipos genéticos na populagdo j, pjé a freqiiéncia de
distribui¢do desses tipos em todas as outras populacdes conjuntamente e dy é a distdncia genética. A

diferenciacdo média da populagdo foi estimada pela expressao:
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onde C; é padrio para pesos correspondentes a propor¢ao de individuos presentes em cada populacdo.
Quando todas as populagdes sdo geneticamente idénticas, & = 0,0, e quando ndo h4 nenhum tipo em

comum, 6 = 1,0.

2.2.2 Sistema reprodutivo

2.2.2.1 Verificacao da receptividade estigmatica e viabilidade do pélen

A receptividade estigmatica foi verificada com a aplicacdo de peréxido de hidrogénio através
da técnica descrita por Zeisler (1938), em diferentes estdgios de antese.

Para a estimativa da viabilidade do grdo de pdlen utilizou-se o teste de tetrazélio (Cloreto de
2,3,5-Trifenil Tetrazdlio - TTC), através da técnica descrita por Stanley & Linskens (1974), com
solugdo contendo 1 % de TTC diluido em Tampao Tris HCI 0,15M pH 7,8. O pélen utilizado foi
recém coletado de 4 arvores, incluindo as trés arvores das polinizagdes controladas. Flores foram
coletadas de diversas posicdes da copa, sendo os estames retirados, armazenados em placas de Petri e
escolhidas aleatoriamente 3 anteras por repeticdo, num total de 4 repeticoes.

Foram contados 100 gréos de pdlen por repeticdo, sendo considerados os grdos de pdlen

vidveis os quais apresentavam coloracdo avermelhada e invidveis os pardos e de tons alaranjados.

2.2.2.2 Polinizagoes controladas

O sistema reprodutivo da espécie foi averiguado através de polinizagdes controladas,

desenvolvidas com base no trabalho de Goldenberg & Shepherd (1998), da seguinte forma:

. Polinizagao aberta: flores marcadas, expostas ao ambiente;
. Verificagdo de apomixia: botdes emasculados e isolados;
. Polinizagao cruzada: inflorescéncias ensacadas, sendo as flores polinizadas com pdlen

proveniente de outros individuos;
. Auto-poliniza¢do controlada: flores polinizadas com pélen proveniente do mesmo

individuo, com ensacamento das inflorescéncias;

. Auto-polinizag¢do espontanea: isolamento de inflorescéncias.
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Esse estudo foi conduzido nos anos de 2004 e 2005, sendo utilizadas diferentes arvores em
ambos os anos. Como a espécie € de grande porte, todo o trabalho de campo foi realizado com o
auxilio de caminhao Muncky.

O isolamento dos ramos foi realizado através do uso de tecido entretela, envolvendo toda a
inflorescéncia, sendo fixado ao caule do ramo com uso de arame. Efetuou-se o isolamento na época de
botio floral, para evitar a contaminacdo com pdlen indesejado. Além disso, pelo mesmo motivo, flores
doadoras de pdlen foram ensacadas. No primeiro ano da realizacdo das polinizacdes controladas, a
transferéncia de pdlen se deu através do uso de pincel das flores doadoras recém coletadas para as
flores doadoras. No ano de 2005 as anteras recém coletadas de flores doadoras eram esfregadas no
estigma da flor receptora, com o auxilio de pinga. O tecido permaneceu no ramo até a coleta dos
frutos, sendo trocados quando necessdrios apds o inicio da sua formacdo. As avaliagdes foram

realizadas mensalmente até a coleta dos frutos.
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3. RESULTADOS

3.1 Parametros genéticos

3.1.1 Estrutura genética

As fregiiéncias alélicas dos locos analisados, nimero de individuos (n) e o teste de % para a

populacido de Colombo-PR e suas progénies encontram-se na Tabela 1.

TABELA 1: Freqiiéncias alélicas e teste de % para a populacio e progénies de O. porosa de Colombo
— PR, para os diferentes locos analisados.

Loco Alelo Populacio N x Progénies N ¥’
GOT-A 1 0,086 0,104

2 0,862 0,836

3 0,052 29 s 0,060 795 e
MDH-B 1 0,962 0,869

2 0,038 26 ok 0,131 813 "
6-PGDH-A 1 0,783 0,878

2 0,217 30 s 0,121 807 "
PGM-A 1 0,983 -

2 0,017 30 o -

(**) P<0,010; (*) P<0,050; (™) ndo significativo.
N = ntimero total de individuos analisados (por sistema)

O loco GOT-A apresentou trés alelos, sendo mais freqiiente o alelo A, tanto para a populagdo
analisada (0,862) como nas progénies (0,836). J4 para MDH-B o alelo B; foi mais freqiiente na
populacdo (0,962) do que nas progénies (0,869). J4 para 6-PGDH-A a predominancia do alelo A; foi
maior nas progénies (0,878) do que na populacdo (0,783). Observou-se no loco PGM-A uma maior
freqiiéncia do alelo A, (0,983) na populagdo, o qual ndo foi utilizado na anélise de progénies.

A comparagdo das freqii€ncias alélicas observadas e esperadas para os locos GOT-A, 6-
PGDH-A e PGM-A na populagio e progénies, através do teste de % foi ndo significativa (Tabela 1).

Ja para o loco MDH-B houve desvio significativo a 1 % de probabilidade.
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3.1.2 Variacio genética

Dos 20 locos observados nas andlises isoenzimaticas, 14 foram polimérficos: GTDH-A (3
alelos), G-6PDH-A (2 alelos), SKDH-A (3 alelos), a-EST-A e B (3 alelos cada), f-EST-A e B (3
alelos cada), PGI-A (2 alelos), NDH-B (4 alelos), IDH-A e B (3 alelos cada), GOT-A (3 alelos), 6-
PGDH-A (2 alelos) e MDH-B (2 alelos). Seis foram monomérficos: ADH-A, ME-A, 6-PGDH-B e C,
MDH-A e C.

Os locos a-EST-C, -EST-C, PGI-B e C, NDH-A, IDH-C, GOT-B e C e MDH-D geraram
zimogramas de dificil interpreta¢do, devido a baixa resolucdo e/ou sobreposicdo de locos, apesar de
varios fatores terem sido modificados para melhorar a resolucdo e separacdo dos locos e alelos. Por
esse motivo, ndo foram incluidos nas estimativas das medidas de variabilidade.

Dos locos observados, 70 % foram polimérficos, com média de 2,25 de alelos por loco e de
3,21 alelos por loco polimérfico.

A heterozigosidade média observada (H,) na populagdo de imbuia foi de 0,186 e a
heterozigosidade média esperada (H,) foi de 0,176. Observou-se que a heterozigosidade média
observada (H, = 0,186) foi levemente superior a esperada (H, = 0,176), indicando um leve excesso de
individuos heterozigotos na populagao.

Nas progénies, a heterozigosidade média esperada (H,) foi de 0,240, enquanto que a
heterozigozidade média observada (H,) foi 0,217. Nota-se, portanto, o inverso do ocorrido na
populacdo: a heterozigosidade média observada (H, = 0,217) foi inferior a esperada (H, = 0,240),
indicando excesso de homozigotos.

Na Tabela 2 encontram-se a freqiiéncia e o teste de homogeneidade ()2) relativo aos
heterozigotos observados e esperados na populagdo e progénies de Ocotea porosa, do municipio de

Colombo- PR.
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TABELA 2: Freqiiéncia de heterozigotos observados e teste de 2 para os desvios das freqiiéncias
para a populacdo bem como para as progénies de O. porosa analisadas da procedéncia de Colombo —
PR.

Populacido Progénies

Freqiiéncia Freqiiéncia
Sistema enzimdtico Observada Esperada x Observada Esperada x
GOT-A 8,00 7,28 ns 220,00 228,13 ns
MDH-B 0,00 1,96 *E 132,00 190,35 *E
6 PGDH-A 13,00 10,36 ns 172,00 160,02 *

(**) P<0,010; (*) P<0,050; (™) nédo significativo.

Analisando as freqiiéncias esperadas e observadas dos heterozigotos para o loco GOT-A, tanto
na populacdo como nas progénies, ndo se verificou desvio significativo, obedecendo, portanto, o
equilibrio de Hardy Weinberg. Desvios significativos foram, no entanto, observados para MDH-B ao
nivel de 1 %, tanto para a populagdo quanto para as progé€nies. J4 para 6-PGDH-A o desvio foi
significativo a 5 % somente para as progénies, sendo ndo significativo para a populacio. Os resultados
expressam as condicdes dos dados em que nao foi realizada a andlise de segregacio em MDH-B e em

6-PGDH-A, a qual apresentou desvio significativo a 1 % para um ntimero consideravel de arvores.

3.1.3 Diversidade genética

As diversidades alélicas para cada loco e sua média para os locos encontram-se descritos na

Tabela 3:

TABELA 3: Diversidade alélica na populagido de O. porosa localizada em Colombo — PR.

Loco Populagido
GOT-A 1,328
MDH-B 1,080
6-PGDH-A 1,514
Média 1,307

O loco PGM-A foi removido do célculo, visto que apresentou valor indefinido para a anélise
através do programa GSED. Este fato pode ser devido a baixa variabilidade encontrado neste sistema —

apenas um individuo heterozigoto dentre os 30 individuos analisados na populaco.
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A maior diversidade foi encontrada no loco 6-PGDH-A, com a média mais alta entre os locos
analisados (v = 1,514). O valor encontrado em GOT-A foi pouco superior a média (v = 1,328 e v =
1,307, respectivamente). Menor diversidade alélica foi encontrada no loco MDH-B (v = 1,080), sendo

o valor préximo de 1, indicando que quase ndo ha variac@o nesse loco na populacdo analisada.

3.1.4 Diferenciacao entre progénies

A diferenciacdo genética entre as progé€nies, com base nas estatisticas-F de Wright (1965),

estdo descritos na tabela 4, sendo separados por loco analisado:

TABELA 4: Estatistica-F para os trés locos isoenzimaticos utilizados na andlise de progénies de O.

porosa.
Locos 1" ST
GOT-A 0,1670
MDH-B 0,2878
6-PGDH-A 0,0422
Média 0,1719

Os valores estimados de F'st entre os locos estudados indicaram diferenciacdo genética
média entre as progénies de 17,19% (F T = 0,1719), compreendendo valores variando de 4,22% (6-

PGDH-A) a 28,78% (MDH-B). Portanto, a maior variabilidade genética encontra-se dentro das
progénies (82,81%).

A diferenciac@o alélica (D;) nos locos estudados nas progénies € apresentada na Tabela 5.
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TABELA 5: Diferenciagdo alélica (D)) e diferenciacao alélica média (8) nas progénies de O. porosa.

D
Progénies Loco Média
GOT-A MDH-B 6-PGDH-A
1 0,076 0,095 0,306 0,159
2 0,118 0,117 0,036 0,091
3 0,135 0,043 0,015 0,064
4 0,310 0,024 0,072 0,135
5 0,134 0,080 0,125 0,113
6 0,170 0,058 0,063 0,097
7 0,151 0,064 0,013 0,076
8 0,252 0,567 0,054 0,291
9 0,151 0,046 0,090 0,096
10 0,152 0,050 0,033 0,078
11 0,134 0,117 0,022 0,091
12 0,150 0,032 0,005 0,062
13 0,135 0,296 0,028 0,153
14 0,022 0,083 0,010 0,039
15 0,148 0,117 0,026 0,097
16 0,135 0,118 0,056 0,103
17 0,118 0,058 0,013 0,063
18 0,382 0,135 0,015 0,177
19 0,077 0,512 0,051 0,213
20 0,233 0,112 0,082 0,142
21 0,074 0,058 0,001 0,044
22 0,014 0,003 0,017 0,011
23 0,294 0,117 0,039 0,150
24 0,078 0,098 0,074 0,083
25 0,027 0,135 0,010 0,057
26 0,118 0,099 0,005 0,074
27 0,214 0,070 0,106 0,130
28 0,272 0,046 0,089 0,135
29 0,117 0,417 0,047 0,194
30 0,065 0,055 0,153 0,091
) 0,149 0,127 0,055 0,110

A maior média de diferenciacdo alélica, ou seja, de maior polimorfismo, foi encontrada em
GOT-A (0 = 0,149), seguido de MDH-B (8 = 0,127) e 6-PGDH-A (6 = 0,055). As maiores
diferenciacdes alélicas em GOT-A foram encontradas nas progénies dezoito (0,382), quatro (0,310) e
vinte e trés (0,294); em MDH-B na oito (0,567), dezenove (0,512) e vinte e nove (0,417) e em 6-
PGDH nas progénies um (0,306), trinta (0,153) e cinco (0,125).

Dentro das progénies, a maior diferenciacio alélica foi observada nas progénies oito, dezenove
e vinte e nove (0,291; 0,213 e 0,194, respectivamente).
A diferenciacdo () obtida considerando-se todas as progénies analisadas foi de 0,110. A

progénie que apresentou menor valor de diferenciagio alélica foi a de nimero vinte e dois, com D; =
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0,011, indicando que esta progé€nie compartilha 98,9% de seus elementos genéticos com as demais
progénies analisadas.

A diferenciacdo de cada progénie, nos locos isoenzimaticos analisados e no conjunto de todos
os locos, encontra-se representada graficamente na Figura 1. Nesse diagrama em caracol, as progénies
estdo representadas por setores e o comprimento dos raios indicam os valores de Dj e os raios do

circulo correspondem ao 0.

GOT-A MDH-B

11 1572
§=0,149 516133 §=0,127
6-PGDH-A Conjunto
r 06
r 05
r 04
1 8
r 03
19
r 02 29
122621 [ 21142 18
25 27
14 9 F o1 12 1
17 28 17 13
7 20 L oo 3 23
18 24 26 20
3 4 7 4
22 6 10 28
1115 816 2430 527
8=0,055 1840 2 2329 §=0,110 29156
FIGURA 1: Diferenciac@o alélica (D;) entre os sistemas utilizados nas progénies de O. porosa

representadas pelos diagramas em caracol. Os comprimentos dos raios indicam D; e
o raio do circulo € igual a d (diferenciagio total).
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3.2 Sistema reprodutivo

3.2.1 Viabilidade polinica e receptividade do estigma

Em teste preliminar, foi utilizada apenas uma antera por repeticdo. Entretanto o nimero de
graos de pdlen encontrados foi insuficiente para a andlise. Aumentando o nimero para trés anteras, foi
possivel ter um nimero suficiente de graos por repeticdo para a andlise estatistica.

A viabilidade do pélen diferiu entre as arvores testadas, sendo resumida na tabela abaixo:

TABELA 6: Porcentagem da viabilidade de pdlen obtida através do uso de corante tetrazélio por
arvore analisada de O. porosa.

Arvore Médias (%) Coeficiente de Variaciao
1 64,75 34,10
2 76,00 9,79
3 92,75 4,34
4 84,00 4,86
Média geral 79,38 19,11

A maior viabilidade foi encontrada para a arvore 3, com 92,75 % de graos de pélen vidveis. A
arvore 1 apresentou a menor média obtida (64,75 %), sendo seguida da arvore 2 (76 %) e da 4 (84 %).
Em relacdo ao coeficiente de variagdo, o maior indice foi encontrado na arvore 1 (34,10). Este alto
valor pode estar relacionado com a amostragem das anteras, a qual ndo diminuiu esse efeito nesta
arvore.

Através do teste com peréxido de hidrogénio nos diferentes estdgios de floragdo foi detectada
protoginia (maturidade precedente do gineceu em relagdo ao androceu), apresentando receptividade
ap6s a abertura do botdo floral. No inicio da receptividade o estigma apresentava coloracdo verde
clara, sendo a primeira estrutura visualizada logo apds a separagdo das sépalas. A queda da
receptividade estigmdtica pode ser detectada através da mudanca de coloragdo, de verde clara
(receptivo) a marrom (sem receptividade). Observagdes visuais demonstraram que com a senescéncia
do estigma ocorre a liberacdo de pdlen. As valvas se abrem e nessas ficam agrupados os graos de

p6len, numa pequena massa de colora¢do amarela em cada valva.
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3.2.2 Polinizac6es controladas

Nas tabelas 7, 8 e 9 estdo resumidos os dados obtidos nos testes de polinizacdo controlada nos

anos de 2004 e 2005.

TABELA 7: Poliniza¢des controladas realizadas em O. porosa no ano de 2004 e nimero de flores
testadas (NFL), ndmero de frutos originados (NFR) e porcentagem por tratamento.

Tratamento Arvore 1 Arvore 2 Arvore 3

NFL NFR % NFL NFR % NFL NFR %
Verificacdo de apomixia 30 0 0,00 31 0 0,00 34 0 0,00
Polinizac¢ao aberta 203 1 0,49 292 0 0,00 405 5 1,23
Autopolinizacio espontanea 10 0 0,00 10 0 0,00 10 0 0,00
Autopolinizacio controlada 108 3 1,85 73 0 0,00 62 0 0,00
Polinizagdo cruzada 101 3 2,97 38 0 0 104 1 0,96

TABELA 8: Resultados dos cruzamentos controlados efetuados em O. porosa em 2004, com o
nimero de flores testadas (NFL), nimero de frutos originados (NFR) e porcentagem por arvore. Eixos:
vertical - drvores receptoras de pélen; horizontal — drvores doadoras de pdlen.

Doadoras Arvore 1 Arvore 2 Arvore 3
Receptoras NFL NFR % NFL NFR % NFL NFR %
Arvore 1 - - - 24 0 0 37 0 0,00
Arvore 2 56 0 0,00 - - - 67 1 1,49
Arvore 3 45 3 6,67 14 0 0 - - -

TABELA 9: Poliniza¢des controladas realizadas em O. porosa no ano de 2005 e nimero de flores
testadas (NFL), nimero de frutos originados (NFR), apés o periodo de 1 més (NFR1), 2 meses
(NFR2), 3 meses (NFR3) ap6s polinizacdes e porcentagem de frutos originados por tratamento.

Tratamento Arvore 1
NFL NFR1 NFR2 NFR3 %
Verificacdo de apomixia 49 0 0 0 0,00
Polinizagdo aberta 95 5 3 2 2,10
Autopolinizac¢do espontnea 118 O 0 0 0,00
Autopolinizacio controlada 4 0 0 0 0,00
Polinizagao cruzada 21 0 0 0 0,00
Arvore 2
NFL NFR1 NFR2 NFR3 %
Verificacdo de apomixia 36 0 0 0 0,00
Polinizacgao aberta 142 13 7 5 3,52
Autopolinizacdo espontnea 80 O 0 0 0,00
Autopolinizacio controlada 40 1 0 0 0,00
Polinizagao cruzada 63 3 0 0 0,00
Arvore 3
NFL NFR1 NFR2 NFR3 %
Verificacdo de apomixia 4 0 0 0 0,00
Polinizacao aberta 59 0 0 0 0,00
Autopolinizacdo espontinea 83 0 0 0 0,00
Autopolinizacdo controlada 11 0 0 0 0,00
Polinizagao cruzada 52 0 0 0 0,00
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No ano de 2004, somente os tratamentos de autopolinizacdo controlada, polinizagdo cruzada e
aberta originaram frutos (Tabelas 7 e 8), havendo baixa producdo. O indice mais elevado foi
encontrado no cruzamento da arvore um com a trés (6,67 %).

Nos tratamentos conduzidos na drvore dois no primeiro ano e na drvore trés no segundo, nao
houve formacgdo de frutos, observando-se baixa formacdo no geral. Na verificagdo de apomixia e
autopolinizacio espontinea ndo houve formacio de sementes em ambos 0s anos.

No ano de 2005 somente em polinizacdo aberta foram originados frutos, conforme descrito na
Tabela 9. Em autopolinizag@o controlada e cruzamento houve a formacgdo de frutos, somente na arvore
dois, os quais foram abortados apds o primeiro més de desenvolvimento.

Em autopolinizac¢io controlada no ano de 2004 somente a drvore um originou 3 frutos de 108
flores, e em 2005 apenas a arvore dois originou 1 fruto de 40 flores testadas, o qual foi abortado apds o

primeiro més de formacao.

3.3 Germinacao de sementes das progénies da procedéncia de Colombo - PR

Apés a emissdo dos hipocétilos notou-se o aparecimento de individuos albinos em algumas
progénies da procedéncia de Colombo. Das 30 progénies, 6 apresentaram individuos com esta
caracteristica. Estes apresentaram diversos padrdes de albinismo, tais como individuos completamente
sem pigmentagdo, alguns com manchas de clorofila (padrio mosaico), e outros ainda intercalando
auséncia e presenga de clorofila em diferentes folhas ou dentro das mesmas. Na tabela abaixo estdo as

progénies que apresentaram individuos albinos, e sua porcentagem dentro das mesmas:

TABELA 10: Porcentagem de individuos albinos encontrados nas progénies de O. porosa da
procedéncia de Colombo — PR.

Progénie Individuos albinos (%)
26 23,4
11 16
18 7,1
24 3,1
23 2,9
17 1,9
Média 9,1

Meédia total das progénies 1,8
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A maior porcentagem de individuos albinos foi encontrada na progénie vinte e seis (23,4 %),
seguida pelas progénies onze (16 %) e dezoito (7,1 %), com menor indice encontrado na progénie

dezessete (1,9 %).
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4. DISCUSSAO

O grau de estruturagdo espacial entre os individuos de uma espécie em uma populacio
depende da combinagdo de diversos fatores ecoldgicos, genéticos e reprodutivos.

Com relag@o aos fatores genéticos, a comparacdo das freqiiéncias alélicas dos adultos da
populacdo analisada e suas progénies, mostrou que o alelo mais freqiiente nos adultos também foi o
mais comum nas progénies, sugerindo equilibrio entre esses dois grupos.

As freqiiéncias observadas apresentaram predomindncia de alelos, indicando que pode estar
ocorrendo o processo de deriva genética, o qual pode levar a perda e fixacdo de alelos nessa
populagdo, decorrentes do processo de fragmentacgdo florestal (Souza, 1997; Kageyama et al., 1998).

Os valores encontrados para a porcentagem de locos polimérficos e nimeros de alelos por
loco no presente estudo sdo semelhantes aos descritos por Kageyama et al. (2003) para O. odorifera.
Gibson & Whellwright (1995) encontraram valores inferiores em O. tenera.

Segundo Kageyama er al. (2003), os altos valores observados para O. odorifera podem estar
associados a ampla distribuicdo geografica da espécie e ao seu sistema reprodutivo, possivelmente de
cruzamento. Os altos valores encontrados em O. porosa podem também estar relacionados a esses
fatores, justificando a semelhanca entre os resultados obtidos.

Os valores encontrados na diferenca entre a heterozigosidade esperada e observada entre os
adultos e progénies indicam que provavelmente esteja ocorrendo o favorecimento de polinizagdo
cruzada entre individuos mais préximos e aparentados entre si, além de autopolinizagao.

O excesso de heterozigotos observados na populacdo adulta de imbuia poderia ser justificado
também pela morte prematura dos individuos endogdmicos, através da selecao natural, devido a menor
capacidade adaptativa e ao seu reduzido vigor, assim como encontrado para Illex paraguariensis
(Wendt, 2005).

Outra proposicdo que justifique o leve aumento da heterozigosidade observada nos individuos
adultos € o fato de estes serem remanescentes ou terem sido originados de uma populacdo melhor
estruturada geneticamente, onde as condi¢des para a reprodugdo eram mais favordveis. Nesta época, a

fragmentacao florestal e a agdo antrépica eram possivelmente menos acentuadas ou inexistentes.
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Diversas podem ser as causas dos desvios entre as freqiiéncias observadas e esperadas de
heterozigotos. Dentre estas pode-se destacar que as isoenzimas podem estar sendo controladas por
mais de um loco, pode estar ocorrendo selecdo, distor¢des meidicas, interacdes interalélicas, ligagdo
com locos, alelos deletérios e erros de amostragem (Cheliak & Pitel, 1985; Strauss & Conkle, 1986),
dentre outros.

De acordo com os valores de referéncia para diversidade alélica para os locos GOT-A e MDH-
B, foram constatados baixos indices, indicando baixa diversidade. Ja em 6-PGDH-A, o indice foi mais
elevado possivelmente devido a maior freqiiéncia de heterozigotos.

O valor médio estimado de F'sr para as progénies indicou que a variabilidade genética é

maior dentro do que entre progé€nies. Estes dados sugerem que provavelmente tenha ocorrido
polinizacdo heterogénea dentro das drvores analisadas, decorrente de diversos fatores, tais como
varia¢@o espacial e temporal entre as drvores na fenologia do florescimento e fecundidade (Mitton,
1992). A amostragem realizada provavelmente ndo conseguiu diminuir esses efeitos.

A diferenciacdo alélica entre os sistemas enzimaticos variou devido ao polimorfismo
encontrado. Diferencas foram também encontradas entre progénies. As progénies mais diferenciadas
podem ter sido resultantes de um fluxo génico mais elevado que nas progénies menos diferenciadas.

Foram encontradas diferencas na viabilidade de pdlen entre as arvores analisadas. Esse fato
pode ser relativo a diferenca na maturidade do pdlen utilizado, além de fatores ambientais, genéticos e
fisiolégicos (Bots & Mariani, 2005). Estudos em diferentes espécies utilizando o tetrazélio como
corante obtiveram médias semelhantes ao do presente estudo (Huang et al., 2004; Bolat & Pirlak,
1999; Derin & Eti, 2001; Kaul et al., 2005).

Nas poliniza¢des controladas efetuadas, foi detectada baixa formacdo de frutos. Em todos os
tratamentos conduzidos na 4rvore dois no primeiro ano e na arvore trés no segundo, nao houve
formacdo de frutos. Este fato pode estar relacionado com a sazonalidade reprodutiva, onde as espécies
produzem diferentes quantidades de frutos em determinados periodos. Diversos podem ser os fatores
que influenciam a sazonalidade reprodutiva, tais como fatores fisiol6gicos (Primack, 1985),

quantidade de nutrientes disponiveis no solo (Zagt, 1997) e, muitas vezes, quando a deficiéncia de
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recursos € acentuada em fun¢do de frutificagdes anteriores, pode ocorrer um padrio supra-anual de
frutificacdo (Flowerdew & Gardner, 1978).

No tratamento de polinizagdo aberta, Crestana & Baitello (1988) descrevem em N. mollis
valor préximo ao obtido em O. porosa (3,52 %). A frutificacdo em poliniza¢do aberta sugere que a
mesma pode ocorrer por alogamia ou autogamia.

Na verificacdo de apomixia e autopoliniza¢do espontdnea ndo houve formacdo de frutos em
ambos os anos. No entanto, Crestana & Baitello (1988) obtiveram o indice de 0,37 % de frutos nos
tratamentos de autopolinizacdo espontanea em N. mollis. Estes fatos sugerem que O. porosa pode
possuir mecanismos que evitem a autopolinizacdo, tais como reacdes de autoincompatibilidade ou
diferenca temporal na maturacio dos 6rgios reprodutivos, o qual foi retratado através de observacdes
visuais e do teste de receptividade estigmadtica.

Crestana & Baitello (1988) também ndo encontraram formacdo de frutos em cruzamentos
controlados. No presente estudo a formagao de frutos nesse tratamento se deu apenas no primeiro ano
de observagdo na drvore um (2,97 %) e na trés (0,96 %), sendo nulo no segundo ano.

Pouco se conhece sobre as causas dos processos abortivos de frutos e sementes. O aborto
seletivo de frutos € caracteristica registrada em espécies de Asclepiadaceae (Vieira & Shepherd, 1999).
Em Lauraceae, foi evidenciado em Persea americana que pode ocorrer selecdo genética na abscisio
do fruto (Degani et al., 1986). Em O. porosa o alto indice de aborto de flores encontrado nao permitiu
maiores conclusdes sobre o sistema reprodutivo da espécie através de polinizagdes controladas.

A presenca de plantulas albinas e cloréticas foi retratada na populagdo estudada de
Cryptocarya moschata por Moraes & Monteiro (2002), uma espécie da familia Lauraceae. Segundo
Finkeldey (1998), autofecundacdes e cruzamentos entre parentes causam endogamia, tendo efeitos
negativos sobre a capacidade adaptativa e reprodutiva das populagcdes, como perda de vigor e

fertilidade.
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5. CONCLUSAO

1. O fluxo génico na populacdo estudada pode estar sendo reduzida, a julgar pelo excesso de
homozigotos encontrados nas progénies;
2. Pelos resultados obtidos nos testes de polinizacdo controlada é provdvel que a espécie apresente

sistema misto de reprodugao;

3. Os testes de polinizacdo controlada sugeriram a presenga de incompatibilidade;

4. A técnica de tetrazdlio apresentou-se sensivel para a detecc¢do da viabilidade do pdlen;
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Como perspectivas futuras, sugere-se testar novos tampdes € sistemas para a técnica de isoenzimas em

um ndmero maior de arvores, visando obter maior niimero de locos polimérficos.

Para a confirmagdo dos resultados de heranca e desequilibrio de ligacdo obtidos recomenda-se testar

um nimero maior de arvores nos sistemas enzimaticos estudados.

Recomenda-se estudar populagdes naturais de Ocotea porosa, em areas sem acio antropica.

Recomenda-se estudos sobre o sistema reprodutivo através da técnica de marcadores genéticos
utilizando populagdes naturais como parametros para uma melhor compreensio da dindmica

populacional da espécie em remanescentes florestais.

Recomenda-se a realizagdo de estudos basicos de biologia reprodutiva para a espécie abrangendo um
nimero maior de arvores, preferencialmente em dreas sem acdo antrépica. Dentre estes estudos,
salienta-se os estudos de biologia floral e da ecologia da polinizacdo, para o esclarecimento de
diversos pardmetros importantes, tais como identificacdo de polinizadores e a verificagdo de

incompatibilidade na espécie.

Em futuros testes de polinizacdo controlada, recomenda-se o uso de um ndmero maior de
inflorescéncias, testando-se poucas flores dentro das mesmas devido as altas taxas de abortos de
frutos. Recomenda-se, também, a selecdo de individuos distantes geograficamente a fim de evitar o

uso individuos aparentados, evitando-se possiveis barreiras de incompatibilidade.

Serdo necessarios novos estudos englobando outras técnicas de viabilidade de pélen para uma melhor

compreensio da potencialidade do pdlen.



