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RESUMO

LEITE, VSM. Diversidade genética intraespecifica de Chrysobalanus icaco L.
(Chrysobalanaceae) de duas localidades da Regido dos Lagos, Rio de Janeiro. 2020.
102f. Dissertacdo (Mestrado em Biologia Vegetal) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara
Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

A diversidade genética populacional responsavel pela estrutura dessas populaces e sua
relacdo com o meio, assim como pela relevancia comercial e medicinal de espécies vegetais,
desaparece conforme a acdo antropogénica avanca. O estudo da variabilidade genética
intraespecifica através da utilizagdo de marcadores moleculares constitui ferramenta valiosa
para a obtencdo de dados confiaveis acerca do grau de erosao genética de populacdes, visando
o0 estabelecimento de estratégias eficazes e seguras de conservacdao. Chrysobalanus icaco L.
(Chrysobalanaceae) € uma espécie vegetal conhecida popularmente como abajert, no Rio de
Janeiro. Sua ocorréncia no estado do Rio de Janeiro se da, majoritariamente, em ambientes de
restinga aberta e semiaberta e, embora ndo seja uma espécie oficialmente ameacada de extingéo,
esses ecossistemas encontram-se severamente antropizados. Esse trabalho objetivou
caracterizar a variabilidade genética intraespecifica de Chrysobalanus icaco L. proveniente da
Regido dos Lagos, Rio de Janeiro, usando como marcador molecular o DNA polimoérfico
amplificado aleatoriamente (RAPD). O material vegetal foi coletado em dois sitios distintos:
Praia das Dunas, em Cabo Frio, e Restinga de Massambaba, em Arraial do Cabo. Para cada
sitio de coleta, foram amostras 20 moitas distintas determinadas aleatoriamente, tendo sido
destas coletadas 20 folhas do mesmo ramo de cada uma das moitas. Foi estabelecido os cédigos
de P1 a P20 para as plantas de Cabo Frio e P21 a P40 para as de Arraial do Cabo. Em laboratério,
o DNA foi extraido a partir de folhas provenientes de ramos e apés a extracdo, o DNA foi
quantificado e, por meio da técnica de RAPD, amplificado utilizando 12 oligonucleotideos
iniciadores (primers) selecionados para a analise. As reacGes de amplificacdo realizadas
resultaram na producéo de bandas por todos os primers selecionados para o estudo. Do nimero
amostral de 20 individuos provenientes da populacdo de Cabo Frio, somente 14 foram
amplificados com sucesso. Dos 12 primers analisados, todos apresentaram polimorfismo. Foi
observado um total de 866 alelos positivos (bandas) amplificados e 132 loci génicos. O primer
OPL-07 foi o que mais produziu mais bandas e loci observados, enquanto o primer RAn-12 foi
0 mais polimdrfico e com o maior valor de heterozigosidade meédia. O indice de Jaccard foi
usado para estimar a similaridade e a distancia genéticas, sendo a Ultima utilizada em uma
analise de agrupamento por UPGMA. Foi possivel observar que as amostras P7 e P1
apresentaram maior distancia genética para os loci examinados. Em contrapartida, as amostras
P1 e P4 apresentaram o menor valor de distancia genética. Da populacdo de Cabo Frio, as
amostras P5 e P7 foram as Unicas a ndo se agruparem na hierarquia de duplas, enquanto que as
amostras P7 e P22 foram apontados como as geneticamente mais distantes das demais
analisadas. N&do foi observada nenhuma evidéncia de clonalidade genética entre as amostras
analisadas. As anélises genéticas indicam variabilidade intraespecifica para as amostras
analisadas, e sugerem que individuos provenientes de diferentes municipios da Regido dos
Lagos possam abranger uma anica populacdo. Além de ser uma técnica de facil execucao e
répido processamento, 0 RAPD se mostrou adequado e eficiente para a proposta de avaliagéo
da variabilidade intraespecifica do abajert da Regido dos Lagos.

Palavras-chave: Polimorfismo. Abajeru. RAPD. Conservacao de recursos genéticos.



ABSTRACT

LEITE, VSM. Intraspecific genetic diversity of Chrysobalanus icaco L.
(Chrysobalanaceae) from two sites of the Lake Region, Rio de Janeiro. 2020. 102f.
Dissertacdo (Mestrado em Biologia Vegetal) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara
Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

A population’s genetic diversity is responsible for the structure of these systems and
their relationship with the environment, as well as the commercial and medicinal relevance of
plant species that disappears as the anthropogenic action advances. The study of intraspecific
genetic variability through the use of molecular markers is a valuable tool for obtaining reliable
data on the degree of genetic erosion of populations, aiming at the establishment of effective
and safe conservation strategies. Chrysobalanus icaco L. (Chrysobalanaceae) is a plant species
popularly known as abajeru, in Rio de Janeiro. Its occurrence in the Rio de Janeiro state is
given, mainly, on environments of open and semi-open restinga, and although it is not an
officially threatened species, these ecosystems are severely anthropized. This work aimed to
characterize the intraspecific genetic variability of Chrysobalanus icaco L. from Regido dos
Lagos, Rio de Janeiro, using as molecular marker random amplified polymorphic DNA
(RAPD). The plant material was collected at two different sites: Praia das Dunas, in Cabo Frio,
and Restinga de Massambaba, in Arraial do Cabo. For each collection site, 20 different thickets
were randomly determined, and 20 leaves from the same branch were collected from each of
the thickets. Codes P1 to P20 were established for the plants in Cabo Frio and P21 to P40 for
those in Arraial do Cabo. In the laboratory, DNA was extracted from the leaves originating
from the collection sites. After extraction, the DNA was quantified and, through the RAPD
technique, amplified using 12 primers selected for analysis. The amplification reactions carried
out resulted in the production of bands by all the primers selected for the study. Of the sample
number of 20 individuals from the population of Cabo Frio, only 14 were successfully
amplified. Of the 12 primers analyzed, all showed polymorphism. A total of 866 positive alleles
(bands) and 132 gene loci (markers) were observed. The OPL-07 primer was the one that
produced the most bands and loci observed, while the primer RAn-12 was the most polymorphic
and with the highest average heterozygosity value. The Jaccard index was used to estimate both
genetic similarity and distance, the latter being used in a UPGMA cluster analysis. It was
possible to observe that samples P7 and P1 showed the highest genetic distance for the
examined loci. In contrast, samples P1 and P4 had the lowest value for genetic distance. From
the population of Cabo Frio, samples P5 and P7 were the only ones not to be grouped in the
hierarchy of pairs, while samples P7 and P22 were identified as the most genetically distant
from the others analyzed. No evidence of genetic clonality was observed between the samples
analyzed. Genetic analyzes indicate a high intraspecific variability for the analyzed samples,
and suggest that individuals from different municipalities in the Lagos Region may comprise a
single population. In addition to being a technique of easy execution and fast processing, the
RAPD proved to be adequate and efficient for the proposal to evaluate the intraspecific
variability of the abajert from Regido dos Lagos.

Palavras-chave: Polymorphism. Abajeru. RAPD. Conservation of genetic resources
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INTRODUCAO

E inegavel a quantidade de estudos, pesquisas e até mesmo crencas de cunho religioso,
filoséfico e ético relacionadas ao valor e importancia de se proteger e conservar as espécies e a
vida natural. Isso se encontra presente em diversas culturas pelo mundo todo h& milhares de
décadas (HARGROVE, 1986; CALICCOT, 1994). De forma semelhante, as premissas atuais
que norteiam a ideia do desenvolvimento sustentavel também preconizam uma abordagem
baseada na manipulacdo de recursos naturais para atender as necessidades humanas de forma a
ndo prejudicar ou aviltar comunidades biologicas, considerando o usufruto desses recursos
pelas futuras geracfes (LUBCHENCO et al., 1991).

Comunidades e ecossistemas complexos e especializados, ap6s anos de pressdes
seletivas e selecBes naturais, vém sendo devastados pelo ser humano por todos os cantos do
globo. As transformagdes que os sistemas naturais passaram estdo diretamente relacionadas
com a atividade humana, que é interminével. Os efeitos sdo dos mais diversos e prejudiciais:
inimeras espécies diminuirdo vertiginosamente em consequéncia da caca e coleta predatoria e
da destruicdo de habitats. Os ciclos biogeoquimicos vém sendo perturbados pela devastacdo das
terras, ndo s6 criminosamente, mas em decorréncia do modo de exploragcdo adotado pelo
agronegocio e pelo desenvolvimento urbano, tecnolégico e econémico (PRIMACK e
RODRIGUES, 2001).

Como consequéncia desses eventos, a variabilidade genética presente nos individuos
também se perde. Genomas de importancia para a manutencdo de estruturas populacionais,
assim como genomas de importancia comercial (como no caso de espécies de uso medicinal e
riqueza fitoquimica) desaparecem conforme a a¢do antropogénica avanca. Essas ameacas a
diversidade bioldgica aumentam de forma crescente em resposta as demandas populacionais
decorrentes do desenvolvimento humano. S&o urgentes as acOes efetivas de cunho
conservacionista, na implementacédo de politicas ambientais, garantindo a utilizacédo de recursos
naturais de forma consciente e assistida, e ndo-predatoria (PRIMACK e RODRIGUES, 2001).

Espécies vegetais sdo mais suscetiveis a tais eventos de perda de diversidade genética e
bioldgica, uma vez que sdo organismos sésseis e mais integrados aos ambientes que 0s animais.
Ainda assim, os efeitos do desflorestamento em espécies de mamiferos, aves e répteis podem
ser vistos em estudos sobre a Regido Amazénica (VIEIRA et al., 2005), apontando que os danos
sdo irreparaveis para todos 0s organismos e ecossistemas envolvidos.

Aproximadamente 5.000 km do litoral brasileiro sdo ocupados por ecossistemas de

restinga e suas dunas de areia. Esse tipo de bioma, que se localiza na interface entre o ambiente
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marinho e o continental, possui particularidades e uma especial fragilidade intrinseca a
depredac0es e agdes antropicas (HOLZER et al., 2004). As restingas sdo ecossistemas afetados
naturalmente pelos processos naturais de deposicdo marinha por conta da agédo eolica e das
préprias moncdes. As zonas costeiras do estado do Rio de Janeiro, por exemplo, representam
exemplos marcantes de sequéncias sedimentares regressivas e transgressivas associadas as
variagdes do nivel do mar. Além disso, as restingas constituem um dos ambientes naturais mais
visados pela industria do turismo e das atividades de lazer, resultando em exploracéo e ocupacéo
antropica decorrente da urbanizacdo. Dean (1996) afirma que as restingas foram um dos
primeiros ambientes a sofrerem a acdo antropica através da urbanizacéo.

Ao longo dessa presente dissertacdo, serdo apresentados pontos indispensaveis para o
desenvolvimento desta pesquisa relativos ao estudo da variabilidade genética vegetal para as 2
localidades estudadas da Regido dos Lagos, mais especificamente a espécie vegetal utilizada

como modelo, Chrysobalanus icaco L., conhecida popularmente como abajeru.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1  Chrysobalanus icaco L.

Chrysobalanus icaco L. (Chrysobalanaceae) € uma espécie vegetal conhecida
popularmente como abajerd, no Rio de Janeiro. Possui ainda outros nomes populares como
ajiru, ajuru, guajiru, guajuru, bajuru, bajeru, bajirt ou ajeru dependendo da regido de ocorréncia.
Os individuos dessa espécie podem apresentar porte arbustivo, subarbusto, arvore ou liana
(SOUZA & LORENZI, 2012) e sé@o encontrados nas Regides Norte (AM, AM e PA), Nordeste
(AL, BA, CE, MA, PB, PI, RN e SE) e Sudeste (ES, RJ e SP) (Flora do Brasil, 2020), além de
outros paises latinomaericanos como a Colémbia e a Venezuela, e em alguns estados
norteamericanos, como a Flérida (VARGAS 1998; FONSECA-KRUEL & PEIXOTO, 2004).
A espécie é ainda conhecida por varias denominagcfes em outros paises, como Zicaque
(Antilhas), Icacillo (Venezuela), Caramio (Guiana), Koenatepie (Suriname) e Cocoplum,
(EUA) (FRANCIS, 2003). Na Regido dos Lagos do Rio Janeiro (Arraial do Cabo), a espécie
também é conhecida como macazinha-da-praia (FONSECA-KRUEL et al., 2006).

Chrysobalanus icaco se originou em areas tropicais das Américas e da Africa Ocidental
(PRANCE, 2014), colonizando posteriormente alguns paises asiaticos — como India e Vietna e
Ilhas do Pacifico (Figura 1). Em relacdo a sua distribuicdo nas Américas, o abajert pode ser
encontrado desde a Florida (sul dos Estados Unidos) até o sul do Brasil, principalmente em
regides costeiras e de restinga (AGUIAR, 2010). No continente africano, sua distribuicao vai
desde a Guiné até a Angola, sendo reportado também na Tanzénia, Camardes e Senegal
(VARGAS et al., 2000).

Esta espécie possui alta adaptabilidade as condi¢cdes ambientais, tolerando altas taxas de
salinidade e niveis baixos de umidade em locais sob estresse hidrico, queimadas e/ou geadas
moderadas (VARGAS, 1998). A espécie consegue se desenvolver também em areas pantanosas
e alagadas, além de regides com solos lixiviados, arenosos ou rasos (SANTANA et al., 2000).

Sua ocorréncia no estado do Rio de Janeiro se da, majoritariamente, em ambientes de
restinga aberta e semiaberta e, embora ndo esteja oficialmente ameacada de extingdo, esses
ecossistemas encontram-se severamente antropizados. Além disso, as praticas de coleta
predatoria podem levar a uma reducdo qualitativa e quantitativa das populagdes naturais e,
consequentemente, a erosao genética (MACHLINE, 2008; CARVALHO et al., 2018).
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Figura 1 — Distribuicdo geografica mundial de Chrysobalanus icaco L.

Em ambientes de restinga é possivel encontrar uma ampla gama de plantas terrestres,
que se desenvolvem sob a influéncia das mongdes oceénicas e da dindmica edlica, resultando
em mosaicos de tipos vegetais. Os ventos possuem um papel central na dinamica de
desenvolvimento de espécies costeiras, influenciando na formagéo de ondas que quebram no
litoral e causam a erosdo fisica do solo (CARVALHO et al. 2018).

1.1.1 Taxonomia e caracterizacdo botanica

A espécie pertence a classe Angiospermae; subclasse Dicotiledonea; super ordem
Rosidae; ordem Rosales; familia Chrysobalanaceae e género Chrysobalanus (Flora do Brasil,
2020). A familia Chrysobalanaceae ¢ uma familia com caracteristica pantropical, abrangendo
arbustos, subarbustos, arvores e lianas, consistindo em 18 géneros e aproximadamente 530
espécies. No Brasil hd a ocorréncia de 13 géneros e somente 2 espécies e subespécies:
Chrysobalanus icaco icaco e Chrysobalanus icaco prance (SOTHERS et al., 2016; Flora do
Brasil, 2020). As espécies da familia sdo encontradas em regides tropicais e subtropicais,
principalmente nos tropicos do “Novo Mundo”, caracterizando uma das familias lenhosas mais
representativas da Amazonia em termos de numero de espécies (FEITOSA et al., 2012;
CORREA et al., 2015;).

Estudos taxonémicos de Chrysobalanaceae costumam ser baseados em caracteristicas
morfolégicas da flor, como a presenca de estilete filiforme e ginobéasico que caracterizam a
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familia (PRANCE, 1972; LORENZI, 2008; EL OTTA et al., 2008; HEMSING e ROMERO,
2010). Entretanto, estudos sobre outras caracteristicas morfolégicas — como, por exemplo,
estruturas vegetativas — também sdo Uteis para a identificacdo e classificacdo taxonémica das
especies (CUTLER et al., 2011). De acordo com Prance e Sothers (1999), tais caracteristicas
vegetativas como estipulas e glandulas podem ser altamente eficazes na identificacdo de
espécies desta familia.

Outros trabalhos anatdmicos acerca da familia sdo escassos e muito antigos. Dentre eles,
destaca-se 0 de Bonne (1926) que analisou pela primeira vez o gineceu de flores de
crisobalandceas e Kuster (1897), que analisou diferentes estruturas vegetativas de
crisobalanaceas herborizadas. Atualmente, ja foi identificada a anatomia foliar definitiva de
vérias espécies, como: Licania cariae, Licania pittieri e Hirtella paniculata (JAUREGUI e
CARDOZO, 2000).

Quanto aos aspectos morfoanatdmicos de C. icaco, 0os ramos apresentam coloragao
acinzentada com a presenca de lenticelas esbranquicadas no caule. As folhas apresentam
coloracdo verde escura na face adaxial e verde clara na face abaxial (SOUSA, 2016). As folhas
sdo simples, alternas e semi-coriaceas, com formato orbicular e subsésseis. O peciolo possui
em média 3 milimetros e ha, em sua base, duas estipulas caducas. A lamina foliar mede de 3 a
8 centimetros de comprimento por 2 a 5 centimetros de largura (MATOS, 1999), mas estas
medidas podem variar conforme o ambiente de ocorréncia da espécie.

O habito floral das espécies que ocorrem no ambiente de restinga costuma se
caracterizar por inflorescéncias que apresentam flores bem pequenas, hermafroditas e
urceoladas, com cerca de 7 a 11 milimetros de comprimento, além de uma corola pentdmera ou
tetramera com coloracéo clara. As flores podem ser actinomorfas ou zigomorfas, assim como
heteroclamideas ou diclamideas. Sdo mondclinas (androceu e gineceu presentes
simultaneamente num mesmo verticilo reprodutor), (SA e LOCATELLI, 2012) com 4 a 5
sépalas e muitos estames. O ovario € supero, piloso, unilocular e uniovular, e o estigma possuli
cerca de 7 milimetros. O androceu € formado por aproximadamente 16 estames unidos na base,
separados, respectivamente, 4 a 4, e as anteras possuem coloragdo amarela com abertura
longitudinal (GIULIETTI et al., 2009).

Os frutos séo do tipo drupa — de caracteristica carnosa, contendo apenas uma semente
aderida ao endocarpo —, com cerca de 3cm de diametro e coloracgdo que varia do vermelho para
o0 alaranjado (quando maduros) e polpa branca e macia (FONSECA-KRUEL e PEIXOTO,
2004). Os processos de frutificacdo e floracdo podem ocorrer potencialmente o ano todo, tendo

maior intensidade nos meses de agosto a dezembro (LORENZI, 2002).
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Figura 2 — Aspectos botanicos de Chrysobalanus icaco L.

Legenda: A — folhas e fruto.
B — inflorescéncia.
Fonte: Bianka Soares de Oliveira (esg.) e John Prince Park Lake (dir.).

1.1.2 Aspectos bioldgicos e ecoldgicos

O abajert é uma espécie bastante polimorfica, que varia principalmente quanto a cor,
tamanho do fruto, forma, tamanho da folha, habito de crescimento e propagacdo. Esses
diferentes morfotipos da espécie podem crescer e se desenvolver lado a lado, sem qualquer
individualizacdo ecoldgica, ndo sendo possivel subdividir a espécie tomando por base apenas
materiais herborizados (PARACAMPO, 2017).

A espécie ainda apresenta baixa exigéncia nutricional quanto as caracteristicas edaficas
para se desenvolver, ocorrendo em regides litoraneas e zonas costeiras formadas por dunas e
restingas (FRANCIS, 2003).

Dentre 0s principais ecossistemas, as restingas com sua vegetacao tipica representavam,
até o inicio da década de 1980, 70% do litoral (ARAUJO, 1992). Nesses biomas ocorre grande
diversidade ecoldgica, dividida em comunidades chamadas edaficas por dependerem mais do
solo do que do clima (BRECHEZ e PENTEADO, 2007). Chrysobalanus icaco é uma espécie
arbustiva, possuindo altura que varia entre 1,5 a 3 metros e ocorre preferencialmente nas areas
de restinga aberta, onde exerce uma fundamental funcéo ecoldgica, promovendo a fixacao das
dunas e fornecendo abrigo e alimento & fauna local (SA e LOCATELLLI, 2012).

As populagdes de C. icaco da Regido dos Lagos do Rio de Janeiro apresentam um
padrdo de distribuicdo espacial agrupado: os supostos individuos (moitas) encontram-se cerca
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de 2 a 10 metros afastados uns dos outros, padréo este que costuma estar presente na maioria
dos individuos de espécies de restinga (ARAUJO e PEREIRA, 2009).

A distribuicdo dessas espécies permite uma reproducdo que ocorre por fecundacao
cruzada, pois existe uma proximidade geoespacial relativa entre os individuos, sendo a
polinizagdo tipicamente entomdfila e anemdfila (BROWN e COOPRIDER, 2011). A estrutura
morfolégica das flores da espécie — como, por exemplo, a presenca de uma corola encurtada -,
facilita o acesso dos insetos polinizadores as nectarinas, sendo uma das formas de polinizacéo
mais presentes em ambientes de restinga (FREITAS e LOCATELLI, 2009).

O processo de polinizacdo de C. icaco é considerado generalista, podendo ser realizado
por qualquer tipo de animal devido a floragdo semi constante e & libera¢do continua do néctar
produzido no tecido secretor. Esse néctar se encontra armazenado no disco nectarifero e
apresenta concentracdes altas de acUcares, atraindo uma gama diversa de polinizadores,
contudo, insetos ainda constituem os agentes polinizadores mais recorrentes. Estudos apontam
que as vespas, particularmente, séo as entomopolinizadoras mais importantes para 0 aumento
do fluxo génico e da eficiéncia reprodutiva da espécie. (SA e LOCATELLI, 2012).

A propagacdo natural do abajeru ocorre principalmente pela dispersdo de sementes,
embora indicios de propagacdo clonal sejam relatados na literatura (FRANCIS, 2003;
WILLIAMS, 2007; BROWN e COOPRIDER, 2011). A propagacéo vegetativa por estaquia foi
descrita ap0s o tratamento com auxinas em altas concentracdes, objetivando o enraizamento e
a producdo de mudas (VARGAS-SIMON, 1999). De acordo com Santana e colaboradores
(2000), o ambiente em que o abajert se desenvolve esta intimamente relacionado com a altura
que suas plantas alcancam. Individuos que se desenvolvem em substrato arenoso apresentam
um hébito de crescimento rasteiro com o didmetro de copa variado conforme a idade da planta.

Em outros ambientes, como manguezais e encostas de solo franco-argiloso, as condigdes
edaficas permitem um maior crescimento vertical em detrimento do horizontal. Na restinga, o
desenvolvimento ocorre horizontalmente fazendo com que a planta, em contato com o solo
arenoso, produza raizes a partir de nds caulinares que tocam o solo. Assim, as plantas espalham-
se radialmente, conforme as raizes ndo encontrem obstéaculos e impedimentos fisicos (ARAUJO
e PEREIRA, 2009).

O crescimento de plantas de Chrysobalanus icaco ocorre principalmente em areas de
restinga fechada, longe da costa, onde as plantas apresentam menor tolerancia a salinidade e
um crescimento mais rapido. A altura atingida pelos individuos que ocorrem em restingas
fechadas pode variar entre 4 a 7 metros de altura, podendo apresentar mais de um tronco por

individuo, e seu habito de crescimento esta relacionado ao local de ocorréncia devido a presséo
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seletiva exercida pelo ambiente. Algumas outras caracteristicas fenotipicas, como tamanho e
cor do fruto e da folha, também podem sofrer mudangcas em fungdo das condicGes
edafoclimaticas existentes (FRANK e BROWN, 2018). Com base nesse fendbmeno, as moitas
naturais de abajerd podem ser constituidas por individuos geneticamente distintos - originados
a partir da germinacdo de diversas sementes - e individuos geneticamente idénticos -
provenientes da propagacao clonal vegetativa (BROWN e COOPRIDER, 2011).

Quanto as respostas fisiologicas relativas a intensidade luminosa, o abajeru se desenvolve
tanto frente a luminosidade moderada quanto intensa, além de possuir alta tolerancia para
ambientes secos ou molhados, o que explica a recalcitrancia de suas sementes. Além disso, as
plantas recém-formadas sdo mais suscetiveis a estresse por frio que individuos fisiologicamente
mais velhos ou senescentes (BROWN E COOPRIDER, 2011).

1.1.3 Importancia econdmica

Em relacdo ao uso alimentar, o abajerd € consumido normalmente in natura no Brasil,
(LORENZI, 2002). Em outros paises, sua importancia para a inddstria alimenticia é mais
representativa, uma vez que grande parte de sua producdo € industrializada na forma de
conservas e doces em calda (AGUIAR et al., 2011). No México, o doce da polpa de abajeru
configura uma das iguarias mais popularmente apreciadas (VARGAS et al., 2000). Além disso,
suas sementes possuem altos teores de 6leos essenciais, sendo comestiveis também (AGUIAR
etal., 2011).

Na industria, em geral, varias crisobalanéceas sdo utilizadas na fabricagdo de barcos na
regido amazonica, e também na construcéo civil, por apresentarem madeira firme e resistente
ao intemperismo biolégico causado por microorganismos (BRITO, 2010). Em relacdo ao
potencial ornamental, o abajert é bastante explorado nos Estados Unidos — principalmente, no
sul do estado da Florida —, sendo largamente utilizado em projetos paisagisticos devido as suas
caracteristicas estéticas de comportamento arbustivo (geralmente em jardins) e de cerca viva
para a delimitacéo de espacos entre propriedades (SOUSA, 2016).

Além disso, o abajert possui diversos efeitos medicinais e, por esta razdo € alvo de
intensa utilizacdo na medicina popular. O efeito mais conhecido e visado pela medicina popular
e pela etnoboténica é a acdo hipoglicemiante obtida a partir da infusdo de suas folhas
(BARBOSA et al., 2013; FERREIRA-MACHADO et al., 2014; WHITE et al., 2016). Estudos

com camundongos apontaram que a emulsao feita com as folhas do abajerd reduziu a glicemia
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através do bloqueio da absorcéo intestinal da glicose numa taxa maior que 60% (VARGAS et
al., 2010).

A utilizacdo medicinal da espécie no Brasil também se da a partir do 6leo extraido de
suas sementes e de infusbes da casca e raiz para o preparo de solugdes e emulsées com agédo
antidiarreica e usadas no combate a outras doencgas infecciosas, além da leucorréia (SILVA e
PEIXOTO, 2009). Além disso, estudos farmacoldgicos identificaram propriedades anti-
inflamatdrias e antinociceptivas (OLIVEIRA et al., 2014), antileishmania (RIBEIRO et al.,
2014), antioxidantes (FERREIRA-MACHADO et al., 2004; PRESTA et al., 2007; BARBOSA
et al., 2013; PORT’S, et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2014), genotdxicas (FERREIRA-
MACHADO, 2004, 2014), antimicrobianas (CASTILHO e KAPLAN, 2011), anticancerigenas
(FERNANDES et al., 2003), antifungicas (PERES, 2012), antirretrovirais (GUSTAFSON et
al., 1991) e antiangiogénicas (DE PAULO et al., 2000; FERNANDES et al., 2003)

Os estudos fitoquimicos revelaram a presenca de moléculas farmacologicamente ativas
da classe dos flavonoides e dos terpenoides (CORADIN et al.; 1985; GUSTAFSON et al., 1991;
CASTILHO e KAPLAN, 2011; BARBOSA et al., 2006; VARGAS et al., 2010; PORT’S et al.,
2013; WHITE et al., 2016;). Como exemplo, miricetinas e quercitinas foram identificadas em
extratos aquosos e hidroalcodlicos como flavonoides (BARBOSA et al., 2006) e saponinas,
taninos, alcaloides e lactonas também identificadas em extratos hidroalcoolicos e aquosos
(PERES, 2012),. As pesquisas em andamento acerca dos potenciais medicinais e dos efeitos
bioldgicos de C. icaco justificam a elaboracdo de estratégias de conservacdo ex situ de

germoplasma da espécie a curto, médio e longo prazo.

1.2 Diversidade Genética: aplica¢des para o estudo da biodiversidade

A biodiversidade como definimos atualmente € resultado de anos de evolugéo biologica.
Essa enorme variedade de formas é resultado também de pressbes seletivas, processos
evolutivos e variagdes hereditarias, sendo polimdrficas dentro de espécies que posteriormente
se fixam em categorias taxondmicas. Toda a diversidade bioldgica, entdo, tem como base a
diversidade genética. Diversidade genética pode ser definida como toda e qualquer variacdo
bioldgica hereditaria gerada por mutacgdes nas sequéncias nucleotidicas durante a replicacéo do
DNA e que é acumulada durante os processos evolutivos (SANTOS et al., 2009).

Por mais de 80 anos, estudos na &rea de diversidade genética foram comandados por
bidlogos evolucionistas (WRIGHT, 1920; FISHER, 1930). Essa area de estudo permitiu aos

pesquisadores ponderarem que somente o fato de existir a presenca de variedade genética
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hereditaria, por exemplo, ndo necessariamente implica que essa variabilidade ou diversidade
seja expressa em individuos e, a posteriori, em popula¢es (HUGHES et al., 2008).

Conhecer e compreender a biodiversidade genética presente em niveis intra e
interespecificos, é de extrema importancia para 0 monitoramento e manejo da biodiversidade
existente (SANTOS et al., 2009). Dentre os variados objetivos e utilidades que os estudos de
diversidade genética podem ser aplicados, destacam-se: os estudos de genética das populagdes,
como por exemplo, sobre a variacdo existente para um determinado carater (polimorfismo);
estudos sobre 0 mecanismo de agrupamento e reagrupamento de alelos e como esses loci afetam
determinada caracteristica e estudos sobre a frequéncia de um genétipo ou gene em uma
determinada populacdo (como eles segregam no genoma, em que grau eles afetam o carater em
questdo e em que extensdo a a¢do do gene é influenciada pelo ambiente) (BROWN et al., 1978).

Ainda, em trabalhos acerca da analise da diversidade genética, normalmente costuma-
se fazer o levantamento dessa variabilidade em vérias populacGes da espécie a ser estudada,
através do uso de um conjunto particular de marcadores moleculares. Verifica-se, entdo, como
esta variabilidade se distribui entre as populacdes, permitindo fazer inferéncias quanto aos
padrdes de cruzamentos, dispersdo, fluxo génico e historico biogeografico da espécie, entre
outros aspectos (SCHNABEL et al., 1998).

E indispensavel ressaltar a importancia da variabilidade intraespecifica especialmente
de espécies nativas. A variabilidade existente é resultante da pressdo ambiental nos diversos
biomas, produzindo caracteristicas que sdo muito importantes nos trabalhos de conservacéo. O
status da variabilidade genética das plantas medicinais, por exemplo, resulta na necessidade de
se estabelecer diferentes estratégias de manejo e conservagdo: a existéncia de diferentes tipos
de metabdlitos, de desenvolvimentos fisioldgicos e adaptacdes edafocliméticas distintas podem
resultar em usos diferenciados e consequentes estratégias conservacionistas diferentes
(SCHEFFER, MING e ARAUJO, 1998).

O estudo da biodiversidade veiculada ao estudo molecular da diversidade genética
possui aplicabilidades ndo apenas puramente conservacionistas, mas financeiras e estratégicas
também. Informacgdes sobre o desenvolvimento e a variacdo genética de espécies vegetais
nativas de interesse medicinal, ornamental, comercial (e outros) sdo fundamentais, uma vez que
a domesticacdo e a incorporacdo dessas especies nos sistemas produtivos regionais, bem como
o desenvolvimento de estratégias de conservacao eficientes estdo estreitamente relacionadas ao
conhecimento da magnitude e da distribuigdo da variabilidade genética em populagdes naturais,
sejam elas endémicas ou ndo (COSTA et al., 2011).
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Na sequéncia dos estudos genéticos, fundamentais para entender a heranga e
fundamentar estudos de técnicas agrondmicas de producdo e melhoramento (no caso de
espécies economicamente importantes), o estudo da variabilidade genética intraespecifica é
fundamental para a obtencdo de dados confiaveis acerca do grau de erosao genética dessas
populacdes, visando o estabelecimento de estratégias eficazes e seguras de conservacdo (KARP
etal., 1997).

1.3 Marcadores moleculares

Pesquisas e estudos sobre a variabilidade genética populacional podem ser
desenvolvidos através das mais diversas abordagens biotecnologicas. Contudo, a maioria das
abordagens utilizadas analisam fendtipos ou apenas algumas caracteristicas expressas, e ndo
oferecem cobertura ampla de anélise do genoma (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

Com o surgimento e popularizacdo da reacdo em cadeia da polimerase (PCR -
Polymerase Chain Reaction), por volta de meados da década de 80, houve uma revolucéo nas
pesquisas cientificas no campo da genética (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1995;
NEWTON et al., 1999). Nesse cenério, o advento dos marcadores moleculares representou um
avanco inestimavel para a area. Por definicdo, marcadores moleculares sdo sequéncias
provenientes de um gene ou de um segmento especifico de DNA que correspondem a regides
expressas ou ndao do genoma (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998). Com base nos
conhecimentos e técnicas provenientes da biologia molecular, representam um avanco
significativo na area de identificacdo e mapeamento da diversidade e variabilidade genética.
Esse avanco permite a comparacdo de muitos segmentos de DNA — codificantes ou ndo — que
permitem a analise dessa variabilidade independentemente do estagio de desenvolvimento da
planta e dos fatores abioticos envolvidos (LACERDA et al., 2002).
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Figura 3 — Esquematizacdo da reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
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Fonte: ALBERTS et al., 2011. Legenda: A reagdo em cadeia da polimerase (PCR) é um método baseado em
ciclos de amplificacdo do material genético amostral, onde novas fitas de DNA sdo sintetizadas a partir da
fita molde em etapas que variam conforme a temperatura.

Técnicas de analise genética que empregam segmentos de DNA como marcadores
moleculares tém sido tradicionalmente utilizadas para a identificacdo de polimorfismos entre
espécies de plantas e dentro de suas populacdes (EL-DOMYATI et al., 2011). Diversas técnicas
de analise molecular estéo atualmente sendo utilizadas para a detec¢éo da variabilidade genética
em sequéncias de DNA. Tais técnicas permitem a obtencdo de um numero tecnicamente
ilimitado de marcadores, sendo possivel abranger todo o genoma do organismo.

Marcadores moleculares vém sendo utilizados em analises genéticas com diversos fins
como identificagdo de clones; linhagens; hibridos; de cultivares obtidas e utilizadas no setor
agrondmico e comercial; para estudos sobre fluxo génico e taxas de cruzamento; e para a analise
de parentesco filogenético e construgdo de mapas génicos (BUSO et al., 2009). Esses
marcadores baseados em segmentos especificos de DNA sdo estaveis e detectaveis em todos 0s
tecidos, independentemente da diferenciacdo ou do estadio de desenvolvimento do organismo,

e ndo sofrem influéncia do ambiente e dos efeitos pleiotropicos (multiplos efeitos resultantes
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de um Unico gene) e epistaticos (interacdes génicas) (JOSHI et al., 2004; AGARWAL et al.,
2008). Existem diversos tipos de marcadores moleculares e a sele¢cdo de um ou mais desses
requer o conhecimento de suas propriedades, caracteristicas, objetivos e aplicacdes (SEMAGN
et al., 2006).

Os principais tipos de marcadores moleculares podem ser classificados em dois grupos
basicos de acordo com os procedimentos metodoldgicos utilizados na sua identificacdo e
aplicacdo: marcadores de hibridizacdo e marcadores de amplificacdo de DNA. Em relacdo aos
primeiros, utiliza-se sondas de DNA marcadas com isotopos radioativos ou fluorescentes que
sdo complementares a regido do genoma que se pretende estudar. Nos marcadores de
amplificagdo, que se caracterizam por serem mais diversos, complexos e abrangentes, sao
utilizados oligonucleotideos sintéticos de DNA e complementares para uma dada regido do
genoma, permitindo assim uma multiplicacdo exponencial da cdpia de DNA através da PCR
(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998; MILACH, 1998; BUSO et al., 2009).

A necessidade de conhecimentos prévios sobre a sequéncia nucleotidica da espécie a ser
estudada e os altos custos para a obtencdo destes conhecimentos, assim como para a realizagdo
das analises, limitou durante alguns anos a aplicacao das novas técnicas, até entdo, baseadas em
PCR. Foi somente com o desenvolvimento de técnicas de amplificacdo de DNA utilizando
primers (iniciadores) pequenos e de sequéncias arbitrérias/aleatérias, que o uso da PCR se
difundiu, permitindo anélises genéticas de diversas espécies a um custo relativamente baixo e
simplificado (HADRYS et al., 1992).

Cada marcador apresenta vantagens e desvantagens baseadas em diversos critérios como
a quantidade de polimorfismos gerados, a complexidade metodoldgica de obtencdo, a
infraestrutura necessaria, a velocidade de obtencdo dos marcadores, a possibilidade de obtencédo
de informacgBes multialélicas (marcadores codominantes) e a reprodutibilidade, preciséo e
acuracia dos marcadores obtidos (AMABILE, VILELA e PEIXOTO, 2018).

Ainda que exista um grande numero de marcadores moleculares desenvolvidos
atualmente, o principio da analise destes marcadores € 0 mesmo: marcadores comuns a
determinadas espécies significam semelhanga genética e marcadores ndo comuns significam
diferengas. Esse raciocinio segue um principio cientifico adotado no uso de marcadores
moleculares como ferramenta auxiliar em programas de estudo e melhoramento genético.
(FALEIRO, 2011a).

As informacOes geradas por marcadores moleculares representam uma amostra

consideravel do DNA ou do genoma de cada material, indicando, possivelmente, uma porgao
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significativa das informacGes responsaveis direta e indiretamente — em funcéo das interagdes
moleculares e ambientais — pelas caracteristicas de um determinado individuo ou populag&o.
Faleiro e colaboradores (2011b) enumeram algumas das principais analises que podem
ser realizadas através do uso de marcadores moleculares, tais como 0 mapeamento da
diversidade genética e de andlises filogenéticas associadas a esses mapeamentos. Nessas
analises, diferentes etapas estdo envolvidas na metodologia cientifica, desde a extracdo das
amostras de DNA com qualidade e quantidade favoraveis, até a amplificacdo, separacdo e
deteccdo dos marcadores por meio de corantes, radioatividade ou fluorescéncia, de acordo com

0 marcador empregado.

1.3.1 Marcadores RAPD

O marcador de DNA polimoérfico amplificado aleatoriamente (do inglés, Random
Amplified Polymorphic DNA) consiste na amplificacdo do DNA gendmico através da reacdo
em cadeia da polimerase utilizando primers de sequéncia arbitraria com 10 nucleotideos.
Utiliza-se apenas um tipo de primer em cada reacdo, sendo este normalmente formado por
diferentes combinacfes das bases nitrogenadas com um conteddo combinatério de G+C
(guanina e citosina) entre 50 e 70%, aproximadamente (FRITSCH e RIESEBERG, 1996). As
bases da técnica sdo consideravelmente simples. Inicialmente, o primer se liga as sequéncias
complementares em fitas opostas ao DNA alvo, resultando na amplificacdo do segmento de

DNA entre dois primers adjacentes por acdo da enzima Taq polimerase (Figura 4).
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Figura 4 — Esquematizacdo do DNA polimorfico amplificado aleatoriamente (RAPD)
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Legenda: Esquema da reacdo de RAPD com visualizagdo de bandas polimérficas para dado locus. Verde:
primer que hibridiza em duas posi¢fes permitindo a amplificacdo do marcador/locus génico em questdo.
Vermelho: primer que hibridiza também na regido mas necessita de outro primer para amplificar. Amarelo:
Locus monomérfico. Azul: Locus polimérfico com alelos positivos compartilhados. Rosa: Locus polimérfico
com alelo positivo Gnico. MW: padréo de peso molecular

Fonte: O autor

Os sitios de ligacdo dos primers devem se encontrar separados por, no maximo, 3 a 4
mil pares de base, uma vez que a Taq polimerase ndo possui capacidade de percorrer grandes
segmentos nas condi¢cGes normalmente utilizadas durante a amplificagdo (FRITSCH &
RIESEBERG, 1996; FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998;). Devido ao fato de serem
pequenos, a possibilidade de que os primers encontrem diversas regides do genoma para se
ligarem é grande, fazendo com que fragmentos aleatérios de tamanhos diferentes resultem ao
final da reagéo (WILLIAMS et al., 1990).

Um aspecto importante a ser considerado ao se utilizar da técnica de RAPD é a
competicdo que ocorre entre os fragmentos amplificados ao longo dos diversos sitios do

genoma, fendbmeno natural inerente a técnica. Em cada um destes sitios ha um par de sequéncias
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que ndo séo perfeitamente complementares ao iniciador utilizado e séo separadas por centenas
de pares de bases. Nesses casos, todos esses sitios competirdo por substrato (no caso, ANTPS) e
enzima (a Taq polimerase) durante a reacdo da PCR. Logo, tendem a ser amplificados com
diferentes rendimentos, resultando em fragmentos de intensidades distintas quando vistos sob
aluz UV.

A quantidade de fragmentos gerados para uma analise é ilimitada, dependendo apenas
do namero de primers utilizados. A reacdo gerara um perfil formado pelo conjunto dos produtos
de amplificacdo de diversos primers diferentes. A separacdo dos produtos é obtida por
eletroforeses em gel de agarose (em concentragBes que variam, normalmente, de 0,8 a 2%) ou
em gel de poliacrilamida (BINNECK et al., 2002).

Os marcadores RAPD sdo dominantes, significando que individuos homozigotos
dominantes para um determinado loco e individuos heterozigotos ndo podem ser diferenciados
a partir do perfil de amplificagdo, uma vez que ambos serdo representados pela presenca de
fragmentos no gel. Além disso, tais marcadores também sdo indicados para estudos de estrutura
populacional por permitirem a detec¢do de polimorfismos em regiGes codificantes e ndo-
codificantes no genoma tanto nuclear quanto mitocondrial e cloroplastidico (ANBALAGAN et
al., 2012).

Os polimorfismos de marcadores RAPD sdo visualizados a partir de presencas e
auséncias de bandas em um gel de eletroforese e podem ser interpretados e convertidos em
dados diagndsticos de similaridade e dissimilaridade molecular entre individuos e entre
populacdes, além de outras aplicacdes (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

A aplicagdo e uso dos marcadores moleculares enquanto ferramentas de caracterizagao
da variabilidade inter e intraespecifica, em populagdes vegetais, cresceu incrivelmente ao longo
das décadas, conforme apontam estudos disponiveis na literatura. Em relagdo a populacdes que
sofrem pressdo antrépica direta, os marcadores moleculares mostram-se ainda mais urgentes e
importantes aliados na area da Conservacao. Sobre Chrysobalanus icaco, este conhecimento é
fundamental para se identificar as regifes prioritarias para conservacdo. N&o foram encontrados
registros de marcadores moleculares em estudos genéticos nesta espécie, portanto, o uso da
técnica de RAPD neste trabalho pode fornecer subsidios importantes para a implementacédo de

esforcos visando ao controle e sustentabilidade dos recursos geneticos vegetais da espécie.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Caracterizar a variabilidade genética intraespecifica de Chrysobalanus icaco L.

proveniente de duas populacdes da Regido dos Lagos, Rio de Janeiro, por meio do marcador

molecular de amplificacdo aleatoria de DNA polimorfico (RAPD).

2.2 Objetivos especificos

e Estabelecer um protocolo eficiente de extracdo de DNA para a espécie;

e Determinar a presenca de polimorfismos intraespecificos em duas populacbes de

Chrysobalanus icaco L. proveniente da Regido dos Lagos/RJ;

e Comparar geneticamente os individuos das duas populac@es (intrapopulacionalmente)

de Chrysobalanus icaco L., por meio de testes estatisticos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1  Material vegetal e local de coleta

O material vegetal foi coletado em dois sitios distintos, na Regido dos Lagos: Praia das
Dunas, em Cabo Frio e na Restinga de Massambaba em Arraial do Cabo. A Praia das Dunas
forma um dos complexos de praia presentes em Cabo Frio, sendo um destino comum de turistas
e viajantes. A area em questao nao se enquadra em nenhuma unidade de conservacgédo. A escolha
dos sitios de coleta se deu por conta da ocorréncia da espécie e facilidade de coleta uma vez
que havia, previamente, a licenca de coleta obtida pelo grupo do Laboratério de Marcadores
Moleculares em Plantas.

Em contrapartida, a Restinga de Massambaba é uma APA (area de prote¢do ambiental),
criada pelo Decreto Estadual n® 9.529C, de 15 de dezembro de 1986. Possui uma extensao
geogréfica de 9.134 hectares de area e abrange 0os municipios de Araruama, Arraial do Cabo e
Saquarema. Conforme consta no INEA, essa APA foi criada, a época, com o intuito de proteger
um dos ultimos fragmentos remanescentes de biomas, como os de restingas, lagoas costeiras e
brejos em bom estado de conservacdo, que servem de abrigo para diversas espécies de aves
migratorias e de especies vegetais endémicas. Além disso, também foi criada com o objetivo
de preservar sitios arqueoldgicos e manter a fixacdo e sequéncia das dunas ali existentes, que
sdo revestidas pela vegetacao protetora.

Os sitios de coleta sdo definidos pelos limites do Centro de Diversidade Vegetal de Cabo
Frio. O Centro de Diversidade Vegetal de Cabo Frio (CDVCF) encontra-se na Regido dos
Lafos, no estado do Rio de Janeiro, Brasil, compreendido pelas coordenadas 22°30°-23°00’S e
41°52°-42°42°W e possuindo cerca de 1.500 km?. Integra-se pelos municipios de Araruama,
Armacéo de Buzios, Arraial do Cabo, Cabo Frio, Iguaba, Saquarema e Sao Pedro da Aldeia. A
regido é delimitada a leste e sul pelo Oceano Atlantico, a oeste pela Serra do Mato Grosso e ao
norte peLA Lagoa de Araruama (RIBEIRO e LIMA, 2009; BOHRER et al., 2009). Possui
aproximadamente 1.500 km2, com uma composi¢éo fisiografica predominada por planicies
arenosas costeiras, depésitos aluviais, lagunas e morros baixos peninsulares (ARAUJO et al.,
2009). O clima da regido é constituido por dois tipos distintos: no extremo ocidental, apresenta
clima tropical com chuvas de verdo e secas de inverno e no extrema oriental, apresenta
variagdes de clima semiarido quente (BARBIERI, 1997). Em detrimento do clima, a cobertura
vegetal das regides (Cabo Frio e Arraial do Cabo) estd condicionada pela histéria
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paleoevolutiva das espécies ocorrentes, compondo a composi¢do de floresta ombrofila densa e
a floresta estacional semidecidual, em partes diferentes (ARAUJO et al., 2009).

Para ambos os sitios de coleta foram determinadas 20 moitas distintas de forma
aleatoria, sendo coletadas 20 folhas do mesmo ramo de cada uma das moitas. As folhas foram
acondicionadas em sacos plasticos e identificadas conforme codigos determinados pelo autor
para categorizar os individuos, organizados de 1 a 40: P1; P2; P3; P4; P5; P6; P7; P8; P9; P10;
P11; P12; P13; P14; P15; P16; P17; P18; P19; P20; P21; P22; P23; P24; P25; P26; P27; P28;
P29; P30; P31; P32; P33; P34; P35; P36; P37; P38; P39; P40.

Os 20 primeiros individuos referem-se, na ordem, a populacdo de Cabo Frio e os 20
ultimos, a de Arraial do Cabo. Além disso, as coordenadas georreferenciadas de cada moita
foram coletadas também a fim de obter uma precisdo maior da localizacdo de cada moita.

Das amostras coletadas, foi selecionada uma referente ao sitio de coleta de Cabo Frio
para ser depositada no Herbario da Universidade do Estado do Rio de Janeiro com nimero de
tombo HRJ00011715. O material coleado em Arraial do Cabo se encontra em processo de

registro no Herbario da Universidade com numero de tombo a ser fornecido.



37

Tabela 1 — Georreferenciamento dos individuos coletados neste estudo. Os individuos (P,

plantas) foram numerados sequencialmente (1-40) e codificados de acordo com a

localidade de origem: CF, Praia das Dunas, Cabo Frio/RJ; e AC, Restinga de Massambaba,

Arraial do Cabo/RJ

Individuo Latitude Longitude Data de coleta Coletor
P1 22°54°22S 42°01°58”W 03/04/2019 B.O. Soares
P2 22°54°22S 42°01°58”W 03/04/2019 B.O. Soares
P3 22°54°22”S 42°01°58"W 03/08/2018 B.O. Soares
P4 22°54°22”S 42°01°58"W 03/08/2019 B.O. Soares
P5 22°54°22”S 42°01°58"W 03/08/2019 B.O. Soares
P6 22°54°32”S 42°02°05”W 03/08/2019 B.O. Soares
P7 22°54°91”S 42°03°49"W 03/08/2018 B.O. Soares
P8 22°54°88”’S 42°03°48”W 03/08/2018 B.O. Soares
P9 22°54°90”S 42°03°53"W 03/08/2018 B.O. Soares
P10 22°54°89”S 42°03°51"W 03/08/2018 B.O. Soares
P11 22°54°28”S 42°02°06”W 27/10/2019 O autor
P12 22°54°33”S 42°02°07"W 27/10/2019 O autor
P13 22°54'33"S 42°02'08"W 27/10/2019 O autor
P14 22°54'36"S 42°02'06"W 27/10/2019 O autor
P15 22°54'37"S 42°02°07"W 27/10/2019 O autor
P16 22°54'38"S 42°02'07"W 27/10/2019 O autor
P17 22°54'44"S 42°02'08"W 27/10/2019 O autor
P18 22°54'46"S 42°02'08"W 27/10/2019 O autor
P19 22°54'48"S 42°02'09"W 27/10/2019 O autor
P20 22°54'52"S 42°02'11"W 27/10/2019 O autor
P21 22°56°49”S 42°04°11"W 24/04/2019 O autor
P22 22°56°49”S 42°04°10”"W 24/04/2019 O autor
P23 22°56°48S 42°04°09”W 24/04/2019 O autor
P24 22°56°48S 42°04°08”W 24/04/2019 O autor
P25 22°56°46’S 42°04°07"W 24/04/2019 O autor
P26 22°56°46”S 42°04°06"W 24/04/2019 O autor
P27 22°56’°31’S 42°04°21”W 24/04/2019 O autor
P28 22°55°09”S 42°02°22"W 24/04/2019 O autor
P29 22°55°10”S 42°02°28”W 24/04/2019 O autor
P30 22°55°07”S 42°02°26”W 24/04/2019 O autor
P31 22°55'12"S 42°02'34"W 24/04/2019 O autor
P32 22°57'06"S 42°02'37"W 24/04/2019 O autor
P33 22°57'03"S 42°02'31"W 24/04/2019 O autor
P34 22°57'02"S 42°02'30"W 24/04/2019 O autor
P35 22°57'47"S 42°02'35"W 27/10/2019 O autor
P36 22°57'22"S 42°03'04"W 27/10/2019 O autor
P37 22°56'47"S 42°04'25"W 27/10/2019 O autor
P38 22°56'48"S 42°0427"W 27/10/2019 O autor
P39 22°56'49"S 42°04'24"W 27/10/2019 O autor
P40 22°56'21"S 42°04'25"W 27/10/2019 O autor

Fonte: O autor.
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3.2  Extracéo e Quantificacdo de DNA

Ap0s a coleta, as folhas foram acondicionadas em sacos plasticos identificados a fim de
facilitar a triagem do material. A etapa experimental constituinte deste trabalho foi realizada no
Laboratorio de Marcadores Moleculares em Plantas (LMMP), do Ndcleo de Biotecnologia
Vegetal da UERJ. No laboratério, o material foi mantido congelado em freezer para viabilizar
a obtencdo do material genético a ser extraido e analisado. O DNA genémico foi extraido a
partir de folhas provenientes de ramos originarios dos sitios de coleta analisados. O protocolo
utilizado foi elaborado por Healey e colaboradores (2014), desenvolvido para espécies
recalcitrantes. Tal protocolo consiste de uma variagdo do protocolo desenvolvido por Doyle e
Doyle (1987).

Para a aplicacdo do protocolo de extracdo, foram utilizados 1 grama de folhas
previamente congeladas em freezer, com o0 uso de uma balanca de precisdo. Foram pesadas 4
folhas por amostra, todas do mesmo individuo, com o objetivo de otimizar o rendimento de
DNA obtido ao final do protocolo. Antes da moagem, o material utilizado para a maceracao foi
pré-resfriado em freezer (HEALEY et al., 2014).

Foi realizado o preparo da solugéo de extracdo contendo 10 mL de CTAB (brometo de
cetiltrimetilamonio) e 300 uL de B-mercaptoetanol. Esse tampdo, ap0s o preparo, é pre-
aquecido a 65° em banho-maria, enquanto acontece a moagem do material vegetal. As folhas,
depois de pesadas, foram maceradas em NL (nitrogénio liquido) com o uso de cadinhos e
pistilos. O macerado obtido foi, depois, depositado em tubos do tipo Falcon e foi adicionado
10mL da solugdo de CTAB-+B-mercaptoetanol em cada tubo, para que as amostras pudessem
ficar incubadas em banho-maria, a 65°C, durante 1 hora. Passado esse tempo, as amostras foram
homogeneizadas por inversao e em seguida centrifugadas durante 10 minutos a uma rotacao de
5.000 rpm. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante da solucéo bifasica recém-formada de cada
tubo foi transferido para outros 4 novos tubos do tipo Falcon, e adicionando-se a uma outra
solucdo contendo 1 mL de cloroférmio + &lcool isoamilico na proporcdo 24:1 (672 pL de
cloroformio + 28 pL de alcool isoamilico). Em seguida, as amostras foram centrifugadas
novamente por 10 minutos a 5.000 rpm para haver precipitacdo e formacdo de uma solucédo
bifasica, onde a fase aquosa de cada amostra foi retirada e depositada em novos tubos Falcon.

Apbs essa etapa, foi adicionado 5 uL da enzima RNAse pré-aquecida em banho-maria

a 37°C durante 15 minutos.
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Ao final do tempo de incubagéo, foi adicionado, mais uma vez, 1 mL da solucéo de
cloroférmio e alcool isoamilico em cada tubo, seguindo-se mais uma centrifugacdo e
transferéncia do sobrenadante aquoso para outros 4 novos tubos.

Na etapa seguinte, foram adicionados 500 uL de NaCl 5M e 3 mL de isopropanol. As
amostras permaneceram em freezer durante 30 minutos.

A seguir, as amostras foram centrifugadas, deixando visivel o sedimentado de DNA ao
fundo do tubo. A fase liquida foi toda descartada e as amostras de DNA foram lavadas com
3mL de etanol 70% e centrifugadas pela Gltima vez, conforme protocolo, durante 10 minutos a
5.000 rpm. Ao final da centrifugacdo, o alcool foi descartado e as amostras nos tubos foram
deixadas secando durante 15 minutos em estufa a 60°C e foram ressuspendidas em 100 pL de
tampdo TE (Tris-EDTA) cada uma e estocadas em freezer a -20°C.

Apbs a etapa completa de extracdo, as amostras de DNA foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose a 1% e coradas com loading Neobio Brilliant Green a 10 uL,
para estimar a concentracao obtida para cada individuo, em nanogramas por mililitro. Essa etapa
consistiu numa afericéo visual, por comparacéo da intensidade das bandas de cada amostra com
a intensidade luminosa das bandas geradas pelo DNA lambda, padrdo de peso molecular
comercial, em diferentes concentracdes.

Os lambdas utilizados para o preparo dos padrdes de visualizagdo das bandas foram A10
e A50, no preparo dos padrdes de 25, 50, 75, 100 e 150 nanogramas. Em relacao ao preparo das
amostras para a corrida de quantificacdo, foram elaboradas as seguintes solu¢fes baseando-se
em misturas proporcionais do lambda, agua mQ e corante, conforme quadro a seguir.

A visualizacdo dos fragmentos gerados pela corrida de eletroforese foi possivel através
de equipamento fotodocumentador com emissao de luz ultravioleta do modelo Transilluminator
L-PIX Molecular Imaging, e a estimacdo do peso do valor quantificado de cada amostra foi
feito por comparagdo dos fragmentos gerados pela corrida, levando em consideracdo a

intensidade e a espessura desses fragmentos visualizados no gel.
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3.3 Selecdo e preparacao dos oligonucleotideos iniciadores (primers)

Os oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados para as reacdes de amplificacdo
por RAPD foram selecionados apds uma triagem inicial, na qual foram analisados, 89 primers
disponiveis no estoque do Laboratério de Marcadores Moleculares em Plantas (LMMP), do
Ndcleo de Biotecnologia Vegetal da UERJ (NBV-UERJ), além de 10 iniciadores sintetizados
conforme a literatura disponivel (Quadro 1) sobre analises moleculares para a espécie em
questdo (PARACAMPO et al., 2020).

Os iniciadores foram testados em reacdes de amplificacdo utilizando a amostra P5, por
ter sido este um dos individuos que apresentou uma maior concentragéo de DNA extraido (~100
ng/ul) e com pouca ou nenhuma degradacdo. Foram entdo selecionados os 12 iniciadores
utilizados nas amplificacdes, levando em consideracdo numero, quantidade e qualidade das
bandas geradas nas amostras testadas. Dos 89 iniciadores disponiveis no estoque laboratorial
(Quadro 1), somente 2 foram selecionados conforme os resultados da triagem segundo critérios
de numero e resolucdo das amplificacBes resultantes para analise dos 40 individuos

provenientes das duas populac@es a serem analisadas.
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Quadro 1 — Oligonucleotideos iniciadores triados para as reacdes de amplificacdo nas amostras
de C. icaco e suas respectivas referéncias. Os iniciadores de 1 a 89 representam os disponiveis

no estoque do LMMP (cont.)

Iniciador | Sequéncia (5°-3”) Refs. Iniciador | Sequéncia (5°-3°) Refs.
01 CCGGCCTTAC 51 GAGAGCCAAC
02 AAAACCGGGC 52 CAGAAGCGGA
03 GTCCCAGAGC 53 GTCAGAGTCC
04 GAGCTC GTGT 54 TTCAGGGCAC
05 GCGGCTGGAG | SEMAGM, STEDJE e 55 ACGGGCCAGT K’OPONDO,
06 AGTAGACGGG BJORNSTSs, 2001 56 CAGTGCCGGT RHEENEN e
07 TACGATGACG 57 GTCCGGAGTG MUASYA, 2009
08 GCTGCGTGAC 58 ACCTCGGCAC
09 CGACCAGAGC 59 ACAGCCCCCA
10 CTGAAGCGGA 60 TGAGCGGACA
11 CTCGGGTGGG 61 AATCGGGCTG
12 AGTAGACGGG 62 GTCCACACGG
13 GCTTGTGAAC 63 CCACAGCAGT
14 TGACCGAGAC 64 ACCCCCGAAG
15 TTCCGCGGGC VIEIRA, 1997; 65 GGCACCCTTAC
16 GTAGACGAGC | SURAMNIAN etal., 66 ACCAGGTTGG
17 GTCTTTCAGG | 2000; DWIVEDIetal, 67 TGCCGTGAGA
18 GCGGTTGAGG 2001 68 ACGGAAGTGG
19 CTTTCGTGCT 69 CAAAGGGCGG
20 ATCTGGCAGC 70 CAATCGGGTC CROCHEMORE,
21 ACTCCACGTC 71 GAACGAGGGT | MOLINARIe VIEIRA,
22 CACCGCAGTT 72 AACGGGCGTC 2008
23 AGCCAGGCTG CLAIN et al., 2004 73 CTTGGCACGA
24 GGCGTAAGTC 74 TGAGGGCCGT
25 GGGTGCAGTT 75 CTGGCTCAGA
26 CCGGGGTTAA 76 TGCCAAGAGG
27 TTAACCGGGG 77 CTGAAGCGCA
28 GAGCACGGGA | STEDJE e ZIRABA, 78 GAGAGGCTCC
29 GAGCCCGTAG 2003 79 CTGGTGCTGA
30 GCAAGTCACT 80 GACAGTCCCT
31 TGCCGAGCTG 81 ND
32 GGGTAACGCC 82 ND
33 TCTGTGCTGG 83 ND
34 CCACAGCAGT ROUT et al., 2006. 84 ND
35 GATGACCGCC 85 ND SERVGEN-UERJ
36 TGGACCGGTG 86 ND
37 GAGGGACCTC OFFEI, ASANTE e 87 ND
38 ACCCCCGAAG DANQUAH, 2004 88 GGGTAACGCC
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Quadro 1 — Oligonucleotideos iniciadores triados para as reagdes de amplificagdo nas amostras

de C. icaco e suas respectivas referéncias. Os iniciadores de 1 a 89 representam os disponiveis

no estoque do LMMP (concluséo)

39 GATGACCGCC 89 GTAGACCCGT SERVGEN-UERJ
40 TTCCCCCCAG 90 GTGATCGCAG

41 ACCGCGAAGG | OFFEI, ASANTE e 91 CAATCGCCGT

42 CTTCACCCGA DANQUAH, 2004 92 GGCTGTGTGG

43 CCCGGCATAA 93 CCAGCCTCAG

44 AGGGGTCTTG 94 GTGCGAGAAC

45 ACGCCCAGGT HU et al., 2008. 95 TGCGTTCCAC | PARACAMPOetal,
46 CCACACTACC 96 GGGTCGCATC 2020

47 GTGACCGACT 97 CCACAGCCGA

48 ACACCGGAAC LAKHANPAUL, 98 AGGCGGGAAC

49 CAGCCTACCA VELAYUDHAN e 99 CTGAGGTCTC

50 GTAGCCGTCT BHAT, 2004. - - -
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3.4 Amplificagédo in vitro por RAPD-PCR

Para o preparo do mix de PCR num volume final de 25 uL, foram elaboradas solucfes
estoque de cada amostra de DNA na concentracdo de 10 ng/ul, num volume de 50 ul. O preparo
dessas solugdes levou em consideracéo o volume de solucéo trabalho utilizada, na concentragéo
final de 100 ng/uL.

Ap0s a pipetagem, os tubos foram depositados, de tampa aberta, em termociclador a
95°C durante 5 minutos para secagem do DNA através da evaporacdo da solucdo-tampéo
presente. Para o preparo do mix de PCR, levou-se em consideragéo os valores para uma unidade
de tubo do tipo eppendorf de volume 0,5 mL: 2,5 uL de tampéo buffer; 2,5 uL de dNTPs; 3 uL
de MgCly; 2,5 uL do primer utilizado (que variou a cada vinte amostras); 0,3 uL da enzima Taq
polimerase e a avolumacao, em agua milliQ, para completar o volume de 25 uL

A reacdo de RAPD foi realizada conforme ciclagem em condiges previamente
estabelecidas (GUIMARAES, 2007) em: 94°C por 2 minutos, com 45 ciclos de 94°C por 1
minuto, 35°C por 2 minutos e 72°C por 2 minutos, seguido por uma extensao final de 72°C por
5 minutos. As reacfes foram realizadas em termociclador Eppendorff Flexlid Mastercycler
Nexus Gradient.

Para a visualizagdo das bandas, foram realizadas corridas de eletroforese em gel de
agarose na concentracdo de 1,4%, em cuba horizontal de dimensGes 20cm x 25cm. A agarose
foi pesada em balanca de preciséao e diluida em tampdo TBE 1x em volume 300 mL. A corrida
de eletroforese foi realizada em cuba horizontal Loccus Biotecnologia LCH 20x25 com fonte
elétrica Kasvi K33-300m, na configuracdo de voltagem a 200V, corrente elétrica de 120mA e
duracdo de corrida de 150 minutos (2 horas e 30 minutos). As amostras foram preparadas
utilizando a concentracdo de 8 uL delas e 2 uL de NeoTaq 6x Loading Buffer.

A relacdo de amostras por corrida levou em consideracdo a quantidade de primers
selecionados. Foram realizadas 13 corridas com as 23 amostras disponiveis (ocupando 23 pocos
na cuba), com 3 uL de ladder GeneRuler 100pb Plus DNA Ladder e 2 uL de loading NeoTaq
6x Loading Buffer para cada corrida feita. O numero de corridas realizadas corresponde a
quantidade de amostras disponiveis (23) em detrimento do numero de pocos disponiveis em
cada pente de gel (foram utilizados 2 pentes de 20 pocos cada). A visualiza¢do dos fragmentos
gerados foi feita em transiluminador L-PIX Molecular Imaging, com fotodocumentador

acoplado, e os fragmentos contabilizados em rela¢do a cada primer analisado.
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3.5  Compilacgéo dos perfis de bandas

Apo6s a amplificacdo, foi realizada a compilacdo dos perfis de bandas gerados pela
corrida eletroforética e visualizados em gel de agarose. As fotos dos géis (obtidas através de
fotodocumentagdo) foram editadas em relacdo a cor, limpeza de ruidos e alinhamento no
software GNU Image Manipulation Program (GIMP), versdo 2.10.20, de edicédo e tratamento
de imagem. Posteriormente, as fotos dos geis foram submetidas ao software Gel Analyzer
versdo 19.1, para deteccdo, compilacdo e avaliacdo dos perfis de bandas.

No programa, as bandas foram detectadas a partir do contraste de picos de luminosidade
na relacdo claro (os fragmentos de bandas) com escuro (a cor de fundo do gel). Apos a definicéo
das lanes e da deteccdo das bandas, as informac6es relativas ao peso molecular geradas pelo
ladder utilizado foram inseridas para a estimativa do peso de cada banda das amostras. Além
disso, foi realizada a calibracdo do Rf, que é a mobilidade relativa, do inglés retention factor (é
a distancia migrada por uma banda, dividido pela distancia migrada pelo corante que corre no
gel) de cada lane, bem como a defini¢do da linha de base e da curva de calibracéo de cada pico.

Para a producdo da matriz binaria, apds a compilacdo dos dados por meio da presenca
ou auséncia de bandas amplificadas, foram registrados para cada primer:

)] o tamanho amostral (n);

i) o numero total de loci (marcadores) amplificados (L);

iii) a proporcdo de loci (marcadores) Unicos (a = [, /L), onde L,, € o namero de loci
unicos, i.e., que apresentam alelos amplificados em somente um dnico individuo
da amostra;

iv) a proporgéo de loci (marcadores) polimorficos (8 = L, /L), onde L,, € 0 nimero
de loci polimorficos para aquele primer;

V) 0 numero total de alelos amplificados (bandas)(4);

vi) 0 nimero médio de alelos amplificados (bandas) por loci (a = A/L);

vii)  a proporcdo de bandas informativas (y = A4;/A), onde A; é o nimero de alelos
amplificados informativos, i.e., em loci (marcadores) polimorficos somente.

(HUFF et al., 1993).
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3.6 Analise dos dados

3.6.1 Calculo dos indices de diversidade

Para avaliar a diversidade genética recuperada pelo método de RAPD, para cada primer,
foi calculada a heterozigosidade média corrigida (H*, do inglés corrected mean heterozygosity),

calculada como:

- (R

:n—l n

onde n/(n — 1) é o fator de correcdo para o tamanho da amostra n, e H; é a heterozigosidade
esperada (do inglés expected heterozygosity) do i-nésio locus génico, calculada segundo Powel

e colaboradores (1996) como:

H=1-"p}

onde p; é a frequéncia do i-nésio alelo daquele locus génico.

Como em marcadores RAPD, e outros marcadores do tipo impressao digital, somente é
possivel a deteccdo de dois alelos, um alelo amplificado (com frequéncia p) e um alelo nulo
(com frequéncia g = 1 — p). Por se tratar de um marcador dominante — onde nédo é possivel a
detecc¢do de individuos heterozigotos — em alternativa a heterozigosidade esperada, é recorrente
a utilizacdo de um indice que informe o contetdo de informacdo de polimorfismo (PIC, do
inglés polymorphism information content) como meio para estimar a diversidade de um locus
génico, a partir de um dado primer. O PIC pode ser calculado segundo De Riek e colaboradores
(2001) como:

PIC =1-p?—-(1-p)?

ou, por meio do rearranjo da formula anterior, segundo Roldan-Ruiz e colaboradores (2000),

como:

PIC = 2p(1 —p)
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onde, em ambos 0s casos, p é a frequéncia do alelo amplificado. Seja como for calculado, tanto
pela heterozigosidade esperada (H) quanto pelo conteddo de informacdo de polimorfismo
(PIC), os resultados sdo idénticos e o valores méaximos observados em ambos 0s casos para
cada loci de RAPD ¢ igual a 0,5, quando a frequéncia dos alelos amplificados e nulos forem
iguais.

Também foi calculado para cada primer seu Indice de Marcador (M1, do inglés marker

index), calculado como:
MI =L X B XPIC

onde L é o numero total de loci amplificados por um conjunto de primers e 8 é a propor¢édo de
loci polimorfico. Desta forma, quanto maior o valor MI, maior o nimero esperado de
marcadores polimorficos para um ensaio individual, neste caso, para o primer de RAPD.

Por fim, foi calculado o poder de resolucéo (R, do inglés resolution power) de cada
primer, que expressa a capacidade de um primer ou técnica de distinguir entre um grande

namero de genotipos, definido por Prevost & Wilkinson (1999) como:

Rp =zlbi

onde I, é a informatividade de uma banda, que pode ser representada em uma escala de 0-1

pela férmula:

onde f; é a frequéncia do alelo amplificado no i-nésio loci génico.
Ambos os indices PIC e I, estdo relacionados, e expressam a diversidade em um locus
génico em proporcdo a frequéncia esperada de individuos heterozigotos, como pode ser visto

na Figura 5.

Figura 5 — Relacéo entre os indices de conteido de

informacdo polimorfica (PIC) e informatividade de
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banda (Ib) O eixo das abscissas corresponde as
frequéncias alélicas expressas pelos indices.

1,00 -
Ib
PIC
0,75 -
0,50 -
0,25 -
0,00 -

0,00 0,25 0,50 0,75 1,00

3.6.2 Andlise de agrupamento

A similaridade genética entre pares de amostras foi estimada a partir do indice ou
Coeficiente de Similaridade de Jaccard (J, originalmente coefficient de communauté;
JACCARD, 1901). Aplicado ao contexto de marcadores de impressao digital de DNA, no qual
duas amostras, A e B, apresentam cada uma n loci génicos binarios, i.e., alelos nulos (0) e alelos
positivos (1), o coeficiente de Jaccard mede a sobreposicdo que A e B compartilham da sua

composic¢do genética, sendo:

_ My,
Mo+ My, + My,

J

onde M;; é o numero total de alelos positivos (1) compartilhados pelas amostras A e B, M;, €
0 numero total de alelos positivos (1) exclusivos da amostras A4, e My; € 0 nimero total de alelos
positivos (1) exclusivos da amostras B. O indice de Jaccard € igual a 0 quando ndo ha nenhum
alelo positivo compartilhado entre duas amostras (auséncia de similaridade), e é igual a 1
guando as duas amostras compartilham os mesmos alelos positivos em todos seus loci génicos

(similaridade completa)
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A distancia genética entre pares de amostras foi estimada pela distancia de Jaccard (d,),
que mede a dissimilaridade entre conjuntos de amostras, e € complementar ao coeficiente de

Jaccard, de forma que:

_ My, + My
Mo + My; + Myy

As distancias genéticas pareadas foram utilizadas em uma andlise multivariada de
agrupamento usando o método de par de grupos ndo-ponderado por meio de média aritmética
(UPGMA, Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean; SOKAL & MICHENER,
1958). Este consiste em um método simples de agrupamento hierarquico aglomerativo de baixo
para cima (bottom-up), o qual constréi uma arvore enraizada (dendrograma) que reflete a
estrutura observada na matriz de distancia genética.

O algoritmo UPGMA produz dendrogramas enraizados e requer uma suposi¢do de taxa
constante, i.e., ele assume uma arvore ultramétrica na qual as distancias da raiz a ponta de cada
ramo sdo iguais. Neste tipo de relacdo, os elementos de um grupo estdo equidistantes do né que

0s une, de forma gque os ramos que unem A e B ao no (u) tém comprimentos:

dA,B
dA,u = dB,u = T

Em cada etapa do algoritmo de UPGMA, os dois grupos (clusters) mais proximos
(menor distancia genética) sdo combinados em um grupo de nivel superior. Em outras palavras,
em cada etapa de agrupamento, a distancia genética atualizada entre o grupo unido as amostras
A e B e uma outra amostra X é dada pela média proporcional das distancias entre as amostras,

de forma que:

_dpxt+dpyx
dapx=—"—7

onde d, x € a distancia geneética entre as amostras A e X, e dp x € a distancia genética entre as

amostras B e X.
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As andlises de agrupamento foram realizadas usando o programa PAST v3.26
(HAMMER et al., 2001). Para tal, uma matriz binéria de alelos positivos (1) e alelos nulos (0)
para cada loci génico (marcador) de cada conjunto de primer, para todas as amostras, foi
inserida no programa.

A partir destes dados, foi possivel construir dendrogramas de distancia genética em um
nivel global, i.e., abrangendo todos os loci génicos de todos os primers de RAPD, e em niveis

locais, abrangendo os loci génicos amplificados por cada primer separadamente.
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4 RESULTADOS

4.1  Analise da extracdo e quantificacdo de DNA

Dos 89 iniciadores disponiveis no estoque laboratorial, somente 2 foram selecionados
conforme os resultados da triagem segundo critérios de nimero e resolucdo das amplificacGes
resultantes para analise dos 40 individuos provenientes das duas populacGes a serem analisadas.

Os ajustes aplicados ao protocolo de extracdo permitiram um rendimento satisfatorio de
DNA por amostra (Tabela 4), atendendo ao protocolo de amplificacdo por RAPD realizado. O
restante das amostras provenientes da populacdo de Arraial do Cabo (17 amostras) nao foi
extraida e analisada de forma subsequente devido a pandemia do novo coronavirus. O protocolo
de extracdo utilizado permitiu a obtencdo de um DNA limpo e de qualidade suficientes para as

andlises de amplificacéo.

Tabela 2 — Concentracdo (ng/pl) das amostras de DNA obtidas a partir do tecido foliar

Amostra Concentracdo de DNA (ng/ul)

P1 150
P2 150
P3 25
P4 200
P5 50
P6 50
P7 10
P8 150
P9 200
P10 150
P11 25
P12 50
P13 30
P14 10
P15 10
P16 10
P17 50
P18 50
P19 100
P20 100
P21 50
P22 50
P23 50

Fonte: O autor.
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4.2  Analise da amplificacéo in vitro por RAPD

A presenca e auséncia de bandas amplificadas por cada marcador pode ser observada na
Tabela 4 e nas Figuras 6 a 22.

As reacOes de amplificacdo realizadas apontaram a formagéo de bandas por todos os
primers selecionados para o estudo. Entretanto, nem todos os primers amplificaram todas as
amostras: algumas amostras ndo apresentaram produtos de amplificacdo. Do n amostral de 20
individuos provenientes da populacdo de Cabo Frio, somente 14 foram amplificados (Tabela
5).

E interessante observar que o individuo P23 foi o individuo com os menores valores de
amplificacdo em detrimento dos primers que o reconheceram (somente 3), seguido pelos
individuos P19 e P10, respectivamente (Tabela 4).

O individuo P22 foi amplificado por 11 dos 12 primers aplicados e o restante apresentou
bandas amplificadas por todos os 12 primers utilizados no estudo. O individuo P6 s6 néo foi
amplificado pelo primer OPU-02. O mesmo foi observado para o individuo P7 em relacdo ao
primer OPA-10 e o individuo P8 em relagdo ao primer OPC-05. Esses resultados apontam
principalmente o carater de arbitrariedade presente nos marcadores de RAPD (Tabela 4).

O individuo P10 apresentou amplificacdo somente por 4 primers, enquanto 0s
individuos P19 e P23 foram amplificados somente por 3 marcadores cada. Dos 17 individuos
analisados, 10 apresentaram resultado positivo de amplificacdo por todos os 12 primers
selecionados (Tabela 4).

Os individuos P11, P13, P14, P15, P16 e P17 ndo foram amplificados por nenhum
primer conforme explicitado anteriormente. Logo, ndo foram considerados para as analises
posteriores (Tabela 5).

Em relagdo a populagéo de Arraial do Cabo, trés individuos somente (P21, P22 e P23)
foram amplificados por questdes de logistica e tempo, frente ao cenario de pandemia do novo
coronavirus. Os outros 17 individuos restantes da populacéo foram coletados e triados, mas por
falta de tempo habil, ndo puderam ser extraidos, amplificados e submetidos as analises

moleculares.
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Tabela 3 — Relacédo de presenca x auséncia na amplificagcdo pelos primers selecion

Primer

Amostra | OPA-10 OPA-11 OPAZ-03 OPAZ-04 OPBA-03 OPBA-05 OPBA-07 OPBA-08 OPL-07 OPU-02 OPC-05 RAnl Positivo Negativo
P1 + + + + + + + + + + + + 12 0
p2 + + + + + + + + + + + + 12 0
P3 + + + + + + + + + + + + 12 0
P4 + + + + + + + + + + + + 12 0
P5 + + + + + + + + + + + + 12 0
P6 + + + + + + + + + - + + 11 1
pP7 - + + + + + + + + + + + 11 1
P8 + + + + + + + + + + - + 11 1
P9 + + + + + + + + + + + + 12 0
P10 + - + + + + - - - - - - 5 7
P12 + + + + + + + + + + + + 12 0
P18 + + + + + + + + + + + + 12 0
P19 - - - - - - + + + - - + 4 8
P20 + + + + + + + + + + + + 12 0
P21 + + + + + + + + + + + + 12 0
P22 + + + + + + + + + - + + 11 1
P23 + - - - - - - - + - + - 3 9

Positivo 15 14 15 15 15 15 15 15 16 12 14 15 n/n n/n

Negativo 2 3 2 2 2 2 2 2 1 5 3 2 n/n n/n
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4.3  Analise da compilacdo dos perfis de bandas

A partir da etapa de deteccdo e compilacéo dos perfis de bandas foi possivel identificar
os diferentes loci gerados por marcador, com base no padrdo de peso molecular utilizado para
as reacgdes, além do fornecimento de informacdes graficas acerca dos intervalos de pico de cada
banda detectada e das funcbes exponenciais da mobilidade relativa das bandas para gel
analisado.

As informac0es graficas geradas apresentam os valores estimados, pelo programa, para
0 peso molecular de cada banda com base no padréo de peso molecular utilizado. Cabe ressaltar
que as corridas de eletroforese foram realizadas na relacdo individuo por primer (Figuras 6 a
22).
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Figura 6 - A: gel de RAPD; A.1: deteccdo das bandas pelo padrao de peso
molecular evidenciando 14 bandas de 1000 a 50 pb; A.2: pico de deteccao
de cada banda; A.3: funcdo exponencial prevendo o tamanho de cada

banda do peso molecular (Rf). Individuo P1.
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Legenda: Géis analisados em contraste com suas respectivas deteccoes de bandas,
graficos de pico e funcdo exponencial da mobilidade relativa (Rf) para cada
marcador.



Figura 7 - B: gel de RAPD; B.1: deteccao das bandas pelo padrao de peso
molecular evidenciando 14 bandas de 1000 a 50 pb; B.2: pico de deteccao
de cada banda; B.3: funcdo exponencial prevendo o tamanho de cada

banda do peso molecular (Rf). Individuo P2.
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Legenda: Géis analisados em contraste com suas respectivas deteccfes de bandas,
graficos de pico e funcdo exponencial da mobilidade relativa (Rf) para cada
marcador.
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Figura 8 - C: gel de RAPD; C.1: deteccdo das bandas pelo padrdo de peso
molecular evidenciando 14 bandas de 1000 a 50 pb; C.2: pico de deteccdo

de cada banda; C.3: funcdo exponencial prevendo o tamanho de cada

banda do peso molecular (Rf). Individuo P3.
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Legenda: Géis analisados em contraste com suas respectivas deteccoes de bandas,
graficos de pico e funcdo exponencial da mobilidade relativa (Rf) para cada
marcador.
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Figura 9 - D: gel de RAPD; D.1: detec¢édo das bandas pelo padrdo de peso
molecular evidenciando 14 bandas de 1000 a 50 pb; D.2: pico de detecc¢do

de cada banda; D.3: funcdo exponencial prevendo o tamanho de cada

banda do peso molecular (Rf). Individuo P4.
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Legenda: Géis analisados em contraste com suas respectivas deteccdes de bandas,
graficos de pico e funcdo exponencial da mobilidade relativa (Rf) para cada
marcador.
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Figura 10 - E: gel de RAPD; E.1: detecgédo das bandas pelo padrdo de
peso molecular evidenciando 14 bandas de 1000 a 50 pb; E.2: pico de
deteccdo de cada banda; E.3: funcdo exponencial prevendo o tamanho de

cada banda do peso molecular (Rf). Individuo P5.
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Legenda: Géis analisados em contraste com suas respectivas deteccfes de bandas,
graficos de pico e funcdo exponencial da mobilidade relativa (Rf) para cada
marcador.
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Figura 11 - F: gel de RAPD; F.1: deteccdo das bandas pelo padréo de peso
molecular evidenciando 14 bandas de 1000 a 50 pb; F.2: pico de deteccao
de cada banda; F.3: funcdo exponencial prevendo o tamanho de cada

banda do peso molecular (Rf). Individuo P6.
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Legenda: Géis analisados em contraste com suas respectivas deteccfes de bandas,
graficos de pico e fungdo exponencial da mobilidade relativa (Rf) para cada
marcador.
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Figura 12 - G: gel de RAPD; G.1: deteccdo das bandas pelo padrdo de
peso molecular evidenciando 14 bandas de 1000 a 50 pb; G.2: pico de
deteccdo de cada banda; G.3: fungédo exponencial prevendo o tamanho de

cada banda do peso molecular (Rf). Individuo P7.
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Legenda: Géis analisados em contraste com suas respectivas deteccBes de bandas,
graficos de pico e fungdo exponencial da mobilidade relativa (Rf) para cada
marcador.

60



Figura 13 - H: gel de RAPD; H.1: deteccdo das bandas pelo padrdo de
peso molecular evidenciando 14 bandas de 1000 a 50 pb; H.2: pico de
deteccdo de cada banda; H.3: funcdo exponencial prevendo o tamanho de

cada banda do peso molecular (Rf). Individuo P8.
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Legenda: Géis analisados em contraste com suas respectivas deteccfes de bandas,
graficos de pico e funcdo exponencial da mobilidade relativa (Rf) para cada
marcador.
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Figura 14 - I: gel de RAPD; 1.1: deteccdo das bandas pelo padréo de peso
molecular evidenciando 14 bandas de 1000 a 50 pb; 1.2: pico de deteccao
de cada banda; 1.3: funcdo exponencial prevendo o tamanho de cada

banda do peso molecular (Rf). Individuo P9.
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Legenda: Géis analisados em contraste com suas respectivas deteccfes de bandas,
graficos de pico e funcdo exponencial da mobilidade relativa (Rf) para cada
marcador.
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Figura 15 - J: gel de RAPD:; J.1: deteccédo das bandas pelo padréo de peso
molecular evidenciando 14 bandas de 1000 a 50 pb; J.2: pico de deteccéo
de cada banda; J.3: funcdo exponencial prevendo o tamanho de cada

banda do peso molecular (Rf). Individuo P10.
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Legenda: Géis analisados em contraste com suas respectivas deteccfes de bandas,
graficos de pico e funcdo exponencial da mobilidade relativa (Rf) para cada
marcador.
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Figura 16 - K: gel de RAPD; K.1: deteccdo das bandas pelo padréo de
peso molecular evidenciando 14 bandas de 1000 a 50 pb; K.2: pico de
deteccdo de cada banda; K.3: fungdo exponencial prevendo o tamanho de

cada banda do peso molecular (Rf). Individuo P12.
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Legenda: Géis analisados em contraste com suas respectivas deteccfes de bandas,
graficos de pico e funcdo exponencial da mobilidade relativa (Rf) para cada
marcador.
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Figura 17 - L: gel de RAPD; L.1: deteccdo das bandas pelo padrdo de
peso molecular evidenciando 14 bandas de 1000 a 50 pb; L.2: pico de
deteccdo de cada banda; L.3: funcdo exponencial prevendo o tamanho de
cada banda do peso molecular (Rf). Individuo P18.
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Legenda: Géis analisados em contraste com suas respectivas deteccfes de bandas,

graficos de pico e funcdo exponencial da mobilidade relativa (Rf) para cada
marcador.
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Figura 18 - M: gel de RAPD; M.1: deteccdo das bandas pelo padrédo de
peso molecular evidenciando 14 bandas de 1000 a 50 pb; M.2: pico de
deteccdo de cada banda; M.3: fungéo exponencial prevendo o tamanho de

cada banda do peso molecular (Rf). Individuo P19.
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Legenda: Géis analisados em contraste com suas respectivas deteccoes de bandas,
graficos de pico e funcdo exponencial da mobilidade relativa (Rf) para cada
marcador.
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Figura 19 - N: gel de RAPD; N.1: deteccdo das bandas pelo padréo de
peso molecular evidenciando 14 bandas de 1000 a 50 pb; N.2: pico de

deteccdo de cada banda; N.3: funcdo exponencial prevendo o tamanho de

cada banda do peso molecular (Rf). Individuo P20.
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Legenda: Géis analisados em contraste com suas respectivas deteccfes de bandas,

graficos de pico e funcdo exponencial da mobilidade relativa (Rf) para cada

marcador.
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Figura 20 - O: gel de RAPD; O.1: deteccéo das bandas pelo padrdo de
peso molecular evidenciando 14 bandas de 1000 a 50 pb; O.2: pico de
deteccdo de cada banda; O.3: funcdo exponencial prevendo o tamanho de

cada banda do peso molecular (Rf). Individuo P21.
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Legenda: Géis analisados em contraste com suas respectivas deteccfes de bandas,
graficos de pico e funcdo exponencial da mobilidade relativa (Rf) para cada
marcador.
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Figura 21 - P: gel de RAPD; P.1: deteccao das bandas pelo padrdo de peso
molecular evidenciando 14 bandas de 1000 a 50 pb; P.2: pico de deteccao
de cada banda; P.3: funcdo exponencial prevendo o tamanho de cada

banda do peso molecular (Rf). Individuo P22.
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Legenda: Géis analisados em contraste com suas respectivas deteccfes de bandas,
graficos de pico e funcdo exponencial da mobilidade relativa (Rf) para cada
marcador.
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Figura 22 - Q: gel de RAPD; Q.1: deteccdo das bandas pelo padrao de
peso molecular evidenciando 14 bandas de 1000 a 50 pb; Q.2: pico de
deteccdo de cada banda; Q.3: funcdo exponencial prevendo o tamanho de

cada banda do peso molecular (Rf). Individuo P23.
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Legenda: Géis analisados em contraste com suas respectivas deteccfes de bandas,
graficos de pico e fungdo exponencial da mobilidade relativa (Rf) para cada
marcador.
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4.4 Avaliacdo dos indices de diversidade genética

Os indices de diversidade (Tabela 5) expostos apresentaram alguns valores
significativos no que diz respeito a presente andlise. Dos 12 primers analisados, todos
apontaram a presenca de polimorfismos de DNA e apresentaram também presenca de
amplificacdo nas amostras em questdo. Em relagdo ao tamanho amostral (indice n), o primer
OPU-02 foi o0 que apresentou o menor valor (presenca de amplificagdo em 12 do total de 17
individuos), enquanto os marcadores OPA-10, OPAZ-03, OPAZ-04, OPBA-03, OPBA-05,
OPBA-07, OPBA-08, OPL-07 e RANn-1 amplificaram 0 maior nimero de amostras. Nenhum
dos 12 primers analisados apresentou resultado de amplificacdo para as 17 amostras deste
estudo. Em relacdo ao numero total de loci (marcadores) amplificados (indice L), o primer
OPL-07 foi o que gerou o maior nimero (LopL-o7 = 21), enquanto OPBA-05 e OPBA-08
geraram 0s menores (Lopsa-0s:0pBA-08 = 8 para ambos). Foram gerados um total de 132 loci a
partir dos 12 primers analisados.

Quanto a proporcéo de loci (marcadores) unicos (indice @), indice que representa 0s
alelos amplificados em somente um unico individuo, os primers OPBA-05 e OPBA-07 foram
0s que apresentaram os maiores indices (aopsa-os; opea-07 = 0,125), enquanto OPL-07 apresentou
0 menor (aopL-07 = 0,047), conforme o esperado. J& em relagdo a proporcéo de loci (marcadores)
polimorficos (indice B), os primers OPA-11, OPBA-05, OPBA-08, OPL-07, OPU-02 e OPC-
05 apresentaram as maiores frequéncias (B = 1 para todos), enquanto OPAZ-04 foi o marcador
com a menor frequéncia (Boraz0s = 0,777). Foi gerado um total de 866 alelos amplificados
(indice A). OPL-07 foi o marcador que mais gerou bandas (AorL-07 = 111), representando 12,5%
do total de alelos positivos observados. J& OPU-02 foi 0 marcador com o menor nimero de
bandas geradas (Aoru-02 = 43), representando 4,8% do total.

Quanto ao nimero médio de alelos amplificados (bandas) por loci (indice a), o primer
OPAZ-04 apresentou 0 maior valor (aoraz0s4 = 9,8), enquanto OPU-02 apresentou 0 menor
(aopu-02 = 3,9). E interessante observar que mesmo que o primer OPL-07 tenha sido o marcador
gue mais gerou loci, esse valor ndo refletiu no namero de alelos amplificados por cada loco.

A proporcédo de bandas informativas (indice y), representada pela informacao genética
relacionada a alelos amplificados por loci (marcadores) polimorficos somente, teve o primer
OPL-07 como representante de maior valor (yopL-07 = 0,990). J& OPBA-07 foi o primer que
apresentou a menor proporc¢do de bandas informativas (yorsa-07 = 0,764).

Quanto a heterozigosidade média estimada (indice H*), OPU-02 foi o primer mais

expressivo (H*opu-02 = 0,384), enquanto OPAZ-04 mostrou o menor valor relativo (H*opaz-04
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= 0,213). Para os valores de informacdo polimérfica (PIC), o primer RAn-1 foi o que
apresentou o maior valor, indicando o maior nivel de polimorfismo encontrado
comparativamente aos outros primers (PICran-1 = 0,3556). Os valores do PIC podem variar de
0 a 1 e quanto maior for (mais préximo de 1), maior é a frequéncia de reproducéo do alelo para
0 dado marcador. Em contrapartida, OPAZ-04 foi o marcador que apresentou 0S menores
valores de informacéo polimorfica (PICopaz-0s = 0,1995).

Em relacdo ao MI (indice de marcador), o primer OPL-07 foi o que apresentou 0s
maiores indices (MlopL-07 = 5,972), a0 passo que OPAZ-04 foi apontado com o0 menor (Mlopaz-
04 = 1,086). Ja para os valores de Rp (poder de resolugdo) de cada marcador, o primer OPL-07
apresentou o maior valor (RporL-07 = 8,667), enquanto OPBA-05 e OPBA-07 apresentaram 0s
menores valores respectivamente (Rporsa-os; orea-07 = 2,133). As informagdes relativas ao
status dos marcadores, o numero de bandas geradas por cada loci, o status da cada banda, o
calculo estimado da frequéncia de alelos amplificados (p), da frequéncia de alelos nulos e o
quadrado destes (p? e ¢?), além dos valores referentes a informatividade das bandas para cada

loci gerado, podem ser visualizadas no Apéndice C.

Tabela 4 — indices estatisticos de diversidade genética estimados para cada primer (cont.)

Primer n L o B A a v H* PIC Ml Rp

OPA-10 15 10 0,100 0,900 64 6,4 0,765 0,310 0,290 2,347 3,867
OPA-11 14 9 0,111 1,000 62 6,8 0,774 0,283 0,263 2,367 3,143
OPAZ-03 15 11 0,090 0909 102 92 0852 0,29 0,276 2,513 4,933

OPAZ-04 15 9 0,111 0,777 89 98 0988 0,213 0,200 1,086 2,533
OPBA-03 15 12 0,083 0,916 67 55 0,776 0,285 0,267 2,689 4,267
OPBA-05 15 8 0,125 1,000 49 6,1 0979 0,245 0,229 1,831 2,133
OPBA-07 15 8 0,125 0,875 68 85 0,764 0,226 0,211 1,293 2,133
OPBA-08 15 12 0,083 1,000 88 7,3 0988 0,306 0,286 3,431 4,533
OPL-07 15 21 0,047 1,000 111 52 0,990 0,324 0,284 5,972 8,667
OPU-02 12 11 0,090 1,000 43 39 0976 0,384 0,352 3,875 5,833
OPC-05 14 10 0,100 1,000 51 51 0,980 0,317 0,295 2,949 4,143

RAN-1 15 11 0 0,909 72 6,5 0,791 0,380 0,356 3,233 6,000

Legenda: n: tamanho amostral; #L: nimero total de loci (marcadores) amplificados; o: propor¢do de loci Unicos;
B: proporcéo de loci (marcadores) polimérficos; A: nimero total de alelos amplificados; a: média de bandas por
loci; y: proporcéo de bandas/alelos informativas(os); H*: heterozigosidade média; PIC: contetido de informagdo

polimorfica; MI: indice de marcador; Rp: poder de resolugdo do marcador. Ver item 3.6 para mais detalhes.
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4.5  Analise de agrupamento

As matrizes com os valores do coeficiente de similaridade e da distancia Jaccard podem
ser vistas nos Apéndices D e E. Em relacdo a distancia, foi possivel observar que a maior
distancia genética estimada se encontra entre os individuos P7 e P1. Em contrapartida, o menor
valor de distancia foi apontado entre os individuos P1 e P4.

A anélise de agrupamento feita a partir da distancia Jaccard, para fins de analise da
distancia genética global, € mostrada na Figura 23. O agrupamento hierarquico gerou 13
clusters baseados na dissimilaridade genética entre os individuos. Nesta, é possivel observar
que individuos coletados de moitas localizadas geograficamente mais afastadas umas das
outras, apresentaram um alto valor de similaridade genética (como, por exemplo, os individuos
P9 e P18, cujas moitas se encontravam afastadas uma da outra.

O mesmo foi observado para os individuos P12 e P20, conforme aponta o dendrograma.
Além disso, pode-se observar 0s agrupamentos entre os pares de individuos P1 e P2, P3e P4 e
P6 e P8, dada a alta similaridade genética entre os mesmos. Além disso, foi observado também
altos valores de similaridade entre os individuos P1 e P2 (s;= 0,6707), P3 e P5 (s;= 0,6623),
P2 e P4 (s;=0,6341), P1 e P3 (s;= 0,6368), P3 e P6 (s;=0,6250), P2 e P3 (s;= 0,6234), P9 e
P18 (sy=0,6232), P6 e P8 (s1= 0,6190), P9 e P18 (s;=0,6232), P4 e P5 (s;=0,6118), P6 e P8
(s;=0,6190), P5 e P6 (s;= 0,6133), P9 e P20 (s; = 0,6087) e entre P1 e P6 (s; = 0,6026)
(Apéndice D).

Da populacdo de Cabo Frio, os individuos P5 e P7 foram os Unicos a ndo serem
agrupados na hierarquia de duplas. Os individuos P7 e P22 foram apontados como 0s
geneticamente mais distantes das outras amostras analisadas, com um alto suporte de Boostrap.

De modo contrario, as amostras P3 e P4 foram apontadas como as mais proximas
geneticamente, muito embora a distancia genética entre elas tenha sido relativamente elevada
(d; = 0,2949), em contraste com o maior valor de distancia genética observado entre 0s
individuos P7 e P8 (d; = 0,6951). A distancia genética também foi observada com alto valor
entre os individuos P2 e P7 (d;= 0,6067), P7 e P12 (d;= 0,6203), P7 e P18 (d;=0,6279) e entre
P7 e P6 (0,6220).

As andlises de agrupamento usando distancias geneticas locais, i.e., com base no loci
génicos observados em cada primer de RAPD individualmente, podem ser vistas no Apéndice
D.



Figura 23 — Dendrograma hierarquico da distadncia genética global entre as

amostras de Chrysobalanus icaco L. A andlise de agrupamento foi conduzida

atraves do meétodo UPGMA usando a distancia Jaccard pareada obtida a partir da

matriz binaria de alelos amplificados e nulos de todos os loci amplificados por
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DISCUSSAO

Neste trabalho, a extracdo de DNA de C. icaco revelou-se uma etapa complicada, na
medida em que a presenca de impurezas e substancias fendlicas, que surgem de forma inerente
ao processo de extracdo, impediu a amplificacdo na primeira etapa do trabalho. Apds tentativas
de extracdo de DNA baseadas em outros protocolos com uso de CTAB e MATAB (DOYLE &
DOYLE, 1990; LANZA et al., 1997), foi necessaria realizacdo de ajustes no protocolo
escolhido (HEALEY et al., 2014) para a obtencdo de DNA de qualidade e amplificavel pela
técnica de RAPD. E importante ressaltar que o desenvolvimento e a aplicacio de marcadores
moleculares dependem da disponibilidade de DNA com alta pureza e concentracao suficiente
(MARSAL et al., 2013), principalmente em estudos de diversidade genética. A etapa de
extracdo de DNA pode apresentar entraves por conta de muitos fatores relacionados nédo so a
automatizacdo dos protocolos, mas também a aspectos genéticos e fisiologicos da espécie
vegetal. C. icaco € uma espécie lenhosa e, como tal, armazena grandes quantidades de
compostos fenolicos e polissacarideos no tecido foliar, dificultando a extracdo de DNA
gendmico pelos métodos usados tradicionalmente (KRIZMAN et al. 2006; TIBBITS et al.
2006). Diversos critérios sdo importantes na hora de se escolher a metodologia de analise da
diversidade genética intra ou interpopulacional, como, por exemplo, a interacdo entre 0s
gendtipos e 0 meio ambiente no qual estdo inseridos (CHESNOKOQV e ARTEMYEVA, 2015).

O RAPD se mostrou um marcador adequado e eficiente para a proposta de avaliacdo da
variabilidade intrapopulacional pois, além da facilidade de automatizacdo e rapidez de
processamento, requer quantidades minimas de material genético e possibilita a deteccéo de
alteracdes pontuais na molécula de DNA, amplificando tanto regifes repetitivas, como genes,
sendo, por essa razao, considerado altamente polimorfico e especialmente adequado a analise
de individuos com baixa divergéncia genética (WILLIANS et al., 1993). Além disso, € uma
técnica de baixo custo relativo (SANTQOS, 1998; CONTI et al., 2002).

Entretanto, RAPDs sd&o marcadores dominantes, e o fato do polimorfismo ser de
natureza binaria, ndo detectando o heterozigoto, ndo permite a analise de parentesco entre
organismos diploides pelo calculo das frequéncias alélicas. Esse fato, que denota uma limitagéo
do RAPD para anélises filogenéticas, por outro lado, € uma caracteristica muito adequada a
aquisicdo de dados e automatizacdo dentro da sistemética bindria dos ambientes computacionais
(FERREIRA E GRATTAPAGLIA, 1998). Dados de RAPD requerem tratamento estatistico
apropriado, como matrizes binarias, a partir das quais sdo calculados os coeficientes de

similaridade (BUSO et al., 2009). Neste contexto a técnica de RAPD &, ainda hoje, uma das



76

mais adequadas para caracterizagdo de bancos de germoplasma e para a analise da diversidade
genética em populag¢Bes naturais (DILIPAN et al., 2016; SHIFDAR et al., 2018; ALMEIDA
NETO et al., 2019). Além disso, a reprodutibilidade presente na técnica de RAPD é um pré-
requisito determinante para a utilizacdo de dados estimativos sobre identificacdo da
variabilidade genética (VIRK et al., 1995).

N&o foram encontrados, na literatura disponivel, trabalhos sobre a diversidade genética
recuperada por marcadores RAPD para espécies de Chrysobalanus, tampouco em outros
géneros da familia Chrysobalanacea. Neste trabalho foram usados 12 primers, dos quais 5
detectaram o nivel de polimorfismo visualizado entre os individuos.

Muitos pesquisadores tém wusado essa técnica para estudos de diversidade
intrapopulacional em diferentes familias e espécies (IQBAL et al., 1997; JUN et al., 1997;
DWIVEDI etal., 2001; RAM et al., 2008; CUl et al., 2017; BAJPE et al., 2018;). Assim, Barros
e colaboradores (2005) analisaram a variabilidade genética de Stylosanthes macrocephala
usando 161 primers e verificaram alta variabilidade entre os acessos, com valores de distancia
genética variando entre 0,02 e 0,42. Pessanha e colaboradores (2011) avaliaram a diversidade
genética em acessos de Psidum spp. com 28 primers e observaram alta taxa de diversidade com
a presenca de mais de 95% de polimorfismo. Os marcadores RAPD também foram
corroborados por Gomes Filho e colaboradores (2010), afirmando que OPA-03, OPA-05, OPA-
10, OPA-12 e OPC-19 sdo os marcadores mais indicados para estudos de diversidade genética
em goiabeiras, por apresentarem maiores taxas de polimorfismos.

Em relacdo aos mecanismos de reproducdo e dispersdo, Kamada e colaboradores (2009)
analisaram a diversidade genética de 4 populagdes naturais de Pfaffia glomerata (Spreng.), em
localidades distintas, com 67 primers de RAPD e observaram que trés das populagdes
apresentaram baixos indices de diversidade por possuirem o mesmo modo reprodutivo. De
forma contraria, ao contrastar este resultado com os resultados desta presente pesquisa, €
interessante observar que as moitas de C. icaco amostradas (bem prdximas entre si) nao
apresentaram niveis baixos de polimorfismo intrapopulacional, em decorréncia, provavelmente,
do seu modo reprodutivo (dispersdo das sementes por polinizacgao).

Gois e colaboradores (2014), ao avaliarem a variabilidade genética em populacbes
naturais de Ziziphus joazeiro por meio de 20 primers de RAPD, identificaram polimorfismo
numa taxa de 58 a 66%, com similaridade genética de 44 a 54% e concluiram que essa
similaridade genética ndo estava correlacionada com a distancia geografica. De similar modo,

em paralelo com os resultados do presente trabalho, é possivel hipotetizar que a distancia
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geogréfica entre as moitas de C. icaco também ndo representou um entrave para que houvesse
o nivel de diversidade genética encontrado.

Gajera e colaboradores (2010) avaliaram a diversidade genética presente em Ricinus
communis L. usando 200 primers de RAPD e observaram taxas de 80% de polimorfismo. Os
primers utilizados pelos autores neste e nos trabalhos citados anteriormente corroboram a ampla
utilizacdo do RAPD para o levantamento e a anélise da diversidade genética em populacdes,
acessos e genotipos.

Uma questdo importante a ser discutida nessa linha é a reproducéo e propagacao desta
espécie em ambientes de restinga, como as amostras usadas neste trabalho. Os resultados
mostraram que a estratégia de coletar as folhas de um nico ramo por moita avaliada, permitiu
selecionar os individuos oriundos de sementes, em detrimento dos individuos clonais, que sdo
comuns na composicao das moitas (WILLIAMS, 2007; ARAUJO e PEREIRA, 2009; BROWN
e COOPRIDER, 2011). Por tal motivo, ndo foi observado nenhum trago de clonalidade entre
os individuos analisados. Ainda assim, informac6es sobre a origem dessas moitas presentes na
restinga da Regido dos Lagos, sdo escassas. As moitas observadas apresentam um aspecto denso
e numeroso de ramos e folhas, ndo sendo possivel afirmar se uma moita equivale a apenas um
individuo ou se uma moita pode ser constituida por individuos diferentes. Vale ressaltar que,
durante a amostragem, ndo foi observado um numero alto de moitas de C. icaco, mas sim, um
namero reduzido em comparagao com outras espécies vegetais presentes na area.

Os resultados obtidos apds as analises genéticas de dissimilaridade entre as amostras
indicaram a presenca de variabilidade intraespecifica para os individuos analisados, inclusive
entre individuos provenientes das duas populacdes. A partir da analise de agrupamento, foi
possivel observar que os valores obtidos de distancia genética entre as amostras agrupadas
podem refletir o comportamento dispersivo adotado pela espécie. E sabido pela literatura que
espécies de C. icaco ocorrentes de restinga apresentam mecanismos para evitar autofecundacéo,
0 que pode, possivelmente, explicar também o nivel de diversidade genética observado (SA e
LOCATELLLI, 2012).

Os individuos presentes numa mesma moita estdo relacionados por um certo nivel de
parentesco genético (podendo ter sido gerados através de sementes de uma Unica planta),
possivelmente fazendo com que os valores de heterozigosidade média observada tenham sido
baixos. Ainda assim, através dos resultados obtidos pelos indices de diversidade genética
observada, é possivel afirmar que esses individuos ndo estdo nem préximos de serem clones,
mesmo com baixos valores de heterozigosidade média observada e alta similaridade de Jaccard.

Uma hipotese para explicar a presenca da alta variabilidade genética poderia ser algum fator de
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resisténcia presente nas plantas da &rea, como por exemplo, resisténcia a eventos de varia¢do
ambiental.

Infelizmente, a impossibilidade de continuar o trabalho durante a quarentena imposta
pela pandemia de Coronavirus, hd mais de oito meses, impediu que as analises relativas ao
restante das 17 amostras provenientes da populacdo de Arraial do Cabo fossem realizadas, o
que enriqueceria os valores de diversidade genética em populacfes de C. icaco da Regido dos
Lagos do Rio de Janeiro. Em relacéo a regido de Cabo Frio, a variabilidade observada em
individuos presentes nas diferentes moitas indica que ndo ha limitacGes para o que se conservar,
em relacdo as areas amostradas. Algumas estratégias conservacionistas, como a conservagao in
vitro, representada pela cultura de tecidos vegetais ou pela criopreservacao, podem ser vidveis
para auxiliar a recuperacao e conservacao da variabilidade genética relacionada ao potencial
medicinal de C. icaco, através da selecdo de gendtipos com elevada producdo de metabdlitos
(THAKUR et al., 2016).

Por outro lado, a conservagéo in situ seria a melhor aliada na conservagéo ndo somente
da diversidade da espécie, mas também do meio no qual ela se insere. Embora algumas areas
da Regido dos Lagos ja constituam areas de preservacdo, as estratégias de conservacdo de
restingas ainda precisam ser elaboradas em niveis microssistémicos (a nivel de espécie) e
macrossistémicos (a nivel de habitats, populacdes e comunidades) para garantir o sucesso desta

estratégia.
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CONCLUSOES

» Foi estabelecido um protocolo eficiente de extracdo de DNA para o estudo da

variabilidade intraespecifica nas popula¢@es de Chrysobalanus icaco L. estudadas;

» A técnica de RAPD foi adequada a avaliacdo da variabilidade genética intraespecifica

de Chrysobalanus icaco L.

» A variabilidade genética nas amostras das populacdes analisadas foi elevada, apesar da
heterozigosidade média ter sido relativamente baixa, se comparada com outros trabalhos

da literatura;

» A presenca de polimorfismos intraespecificos nas populacdes estudadas, foi compativel

com o mecanismo de propagacdo cruzada;

» A metodologia de coleta possibilitou que todos amostras de individuos analisados
fossem oriundos a partir de sementes, ja que ndo foram detectados clones, através das

analises moleculares;

» A andlise do grau de semelhancas e diferencas genéticas intrapopulacionais mostrou a
dissimilaridade entre as amostras, indicando a presenca de uma alta variabilidade
intraespecifica em relacdo aos individuos selecionados na populacdo da regido

amostrada.

PERSPECTIVAS FUTURAS

Espera-se que seja possivel a continuidade dos estudos sobre a diversidade populacional
de individuos de Chrysobalanus icaco, a partir da analise de marcadores moleculares. Ainda,
espera-se utilizar do barcoding como ferramenta de analise e estudo molecular e abranger os
sitios e coleta para além do estado do Rio de Janeiro, aumentando assim o escopo da diversidade

obtida e esperada.
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APENDICE A - Matriz binaria de presenca x auséncia de loci referentes aos primers
analisados por amostra (concluséo)

RAnN-1_0592-880 10 0 0 0 0 0 O - 0 0 0 1 1
RAN-1_0529-478 1 1 1 1 0 1 - 0 0 0
RAnN-1_0439-375 11 0 0 0 0 0 1 0 - 0 1 1 0 1
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Marcador (loci) Status do Bandas/lo Status da p (p)2 q ()2 Hn Ib
Me}rcador ci Banda

OPA-10_2527 Unico 1 Polimorfico 0,07 0,0044 0,93 0,8711 0,1244  0,1333
OPA-10_1338-1295 Compartilhado 5 Polimérfico 0,33 0,1111 0,67 0,4444 0,4444 0,6667
OPA-10_1120-1065 Compartilhado 4 Polimorfico 0,27 0,0711 0,73 0,5378 0,3911  0,5333
OPA-10_0956-905 Compartilhado 12 Polimorfico 0,80 0,6400 0,20 0,0400 0,3200  0,4000
OPA-10_0800-751 Compartilhado 15 Monomérfico 1,00 1,0000 0,00 0,0000 0,0000  0,0000
OPA-10_0684-643 Compartilhado 13 Polimérfico 0,87 0,7511 0,13 0,0178 0,2311 0,2667
OPA-10_0569-563 Compartilhado 2 Polimorfico 0,13 0,0178 0,87 0,7511 0,2311  0,2667
OPA-10_0529-502 Compartilhado 3 Polimorfico 0,20 0,0400 0,80 0,6400 0,3200  0,4000
OPA-10_0449-416 Compartilhado 4 Polimérfico 0,27 0,0711 0,73 0,5378 0,3911  0,5333
OPA-10_0335-926 Compartilhado 5 Polimérfico 0,33 0,1111 0,67 0,4444 0,4444 0,6667
OPA-11_2168 Unico 1 Polimérfico 0,07 0,0051 0,93 0,8622 0,1327  0,1429
OPA-11 1953-1921 Compartilhado 5 Polimérfico 0,36 0,1276 0,64 0,4133 0,4592 0,7143
OPA-11_1879-1620 Compartilhado 2 Polimérfico 0,14 0,0204 0,86 0,7347 0,2449 0,2857
OPA-11 1491-1469 Compartilhado 2 Polimoérfico 0,14 0,0204 0,86 0,7347 0,2449 0,2857
OPA-11_1340-1260 Compartilhado 4 Polimérfico 0,29 0,0816 0,71 0,5102 0,4082  0,5714
OPA-11 1143-1044 Compartilhado 11 Polimoérfico 0,79 0,6173 0,21 0,0459 0,3367 0,4286
OPA-11_0932-848 Compartilhado 10 Polimérfico 0,71 0,5102 0,29 0,0816 0,4082 0,5714
OPA-11 0733-532 Compartilhado 14 Monomorfico 1,00 1,0000 0,00 0,0000 0,0000  0,0000
OPA-11_0475-339 Compartilhado 13 Polimérfico 0,93 0,8622 0,07 0,0051 0,1327  0,1429
OPAZ-03_3247 Unico Polimorfico 0,07 0,0044 0,93 0,8711 0,1244  0,1333
OPAZ-03_2201-2018 Compartilhado 7 Polimérfico 0,47 0,2178 0,53 0,2844  0,4978  0,9333
OPAZ-03_1888-1697 Compartilhado 12 Polimorfico 0,80 0,6400 0,20 0,0400 0,3200  0,4000
OPAZ-03_1573-1521 Compartilhado 2 Polimérfico 0,13 0,0178 0,87 0,7511 0,2311 0,2667
OPAZ-03_1353-1258 Compartilhado 14 Polimorfico 0,93 0,8711 0,07 0,0044  0,1244  0,1333
OPAZ-03_1073-986 Compartilhado 14 Polimérfico 0,93 0,8711 0,07 0,0044  0,1244  0,1333
OPAZ-03_0881-819 Compartilhado Polimorfico 0,53 0,2844 0,47 0,2178 0,4978  0,9333
OPAZ-03_0736-725 Compartilhado Polimérfico 0,47 0,2178 0,53 0,2844  0,4978  0,9333
OPAZ-03_0621-515 Compartilhado 15 Monomérfico 1,00 1,0000 0,00 0,0000 0,0000  0,0000
OPAZ-03_0454-301 Compartilhado 14 Polimérfico 0,93 0,8711 0,07 0,0044  0,1244  0,1333
OPAZ-03_0314-262 Compartilhado 8 Polimorfico 0,53 0,2844 0,47 0,2178 0,4978  0,9333
OPAZ-04_3582 Unico 1 Polimérfico 0,07 0,0044 0,93 0,8711 0,1244  0,1333
OPAZ-04_3482-3271 Compartilhado 2 Polimorfico 0,13 0,0178 0,87 0,7511 0,2311  0,2667
OPAZ-04_2371-1981 Compartilhado 9 Polimérfico 0,60 0,3600 0,40 0,1600 0,4800  0,8000
OPAZ-04_1825-1636 Compartilhado 6 Polimorfico 0,40 0,1600 0,60 0,3600 0,4800  0,8000
OPAZ-04_1482-1317 Compartilhado 14 Polimérfico 0,93 0,8711 0,07 0,0044 0,1244 0,1333
OPAZ-04_1101-995 Compartilhado 13 Polimorfico 0,87 0,7511 0,13 0,0178 0,2311  0,2667
OPAZ-04_0923-694 Compartilhado 15 Polimorfico 1,00 1,0000 0,00 0,0000 0,0000  0,0000
OPAZ-04_0615-492 Compartilhado 15 Polimorfico 1,00 1,0000 0,00 0,0000 0,0000  0,0000
OPAZ-04_0385-334 Compartilhado 14 Polimérfico 0,93 0,8711 0,07 0,0044 0,1244 0,1333
OPBA-03_2287 Unico Polimorfico 0,07 0,0044 0,93 0,8711 0,1244  0,1333
OPBA-03_2090-2093 Compartilhado Polimorfico 0,20 0,0400 0,80 0,6400 0,3200  0,4000
OPBA-03_2039-1940 Compartilhado 4 Polimorfico 0,27 0,0711 0,73 0,5378 0,3911  0,5333
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Marcador (loci) Status do Bandas/I Status da p (p)2 q ()2 Hn Ib
Marcador oci Banda

OPBA-03_1742-1719 Compartilhado 2 Polimorfico 0,13 0,0178 0,87 0,7511 0,2311  0,2667
OPBA-03_1545-1487 Compartilhado 4 Polimérfico 0,27 0,0711 0,73 0,5378 0,3911 0,5333
OPBA-03_1445-1084 Compartilhado 15 Monomérfico 1,00 1,0000 0,00 0,0000 0,0000  0,0000
OPBA-03_0958-956 Compartilhado 2 Polimérfico 0,13 0,0178 0,87 0,7511 0,2311 0,2667
OPBA-03_0910-761 Compartilhado 13 Polimorfico 0,87 0,7511 0,13 0,0178 0,2311  0,2667
OPBA-03_0752-711 Compartilhado 2 Polimérfico 0,13 0,0178 0,87 0,7511 0,2311 0,2667
OPBA-03_0672-450 Compartilhado 8 Polimorfico 0,53 0,2844 0,47 0,2178 0,4978  0,9333
OPBA-03_0385-340 Compartilhado 12 Polimorfico 0,80 0,6400 0,20 0,0400 0,3200  0,4000
OPBA-03_0340-278 Compartilhado 2 Polimérfico 0,13 0,0178 0,87 0,7511 0,2311 0,2667
OPBA-05_2377 Unico 1 Polimorfico 0,07 0,0044 0,93 0,8711 0,1244  0,1333
OPBA-05_1846-1625 Compartilhado 2 Polimérfico 0,13 0,0178 0,87 0,7511 0,2311  0,2667
OPBA-05_1582-1449 Compartilhado 13 Polimérfico 0,87 0,7511 0,13 0,0178 0,2311 0,2667
OPBA-05_1189-984 Compartilhado 13 Polimérfico 0,87 0,7511 0,13 0,0178 0,2311  0,2667
OPBA-05_0910-796 Compartilhado 3 Polimorfico 0,20 0,0400 0,80 0,6400 0,3200  0,4000
OPBA-05_0697-544 Compartilhado 13 Polimérfico 0,87 0,7511 0,13 0,0178 0,2311  0,2667
OPBA-05_0389-364 Compartilhado 2 Polimérfico 0,13 0,0178 0,87 0,7511 0,2311 0,2667
OPBA-05_0313-122 Compartilhado 2 Polimérfico 0,13 0,0178 0,87 0,7511 0,2311  0,2667
OPBA-07_5230 Unico 1 Polimorfico 0,07 0,0044 0,93 0,8711 0,1244  0,1333
OPBA-07_2785-2713 Compartilhado 3 Polimérfico 0,20 0,0400 0,80 0,6400 0,3200  0,4000
OPBA-07_2593-2418 Compartilhado 5 Polimorfico 0,33 0,1111 0,67 0,4444  0,4444  0,6667
OPBA-07_2258-2018 Compartilhado 3 Polimérfico 0,20 0,0400 0,80 0,6400 0,3200  0,4000
OPBA-07_1800-1545 Compartilhado 13 Polimorfico 0,87 0,7511 0,13 0,0178 0,2311  0,2667
OPBA-07_1302-1123 Compartilhado 14 Polimérfico 0,93 0,8711 0,07 0,0044  0,1244  0,1333
OPBA-07_0919-541 Compartilhado 15 Monomoérfico 1,00 1,0000 0,00 0,0000 0,0000  0,0000
OPBA-07_0492-271 Compartilhado 14 Polimérfico 0,93 0,8711 0,07 0,0044  0,1244  0,1333
OPBA-08_2993 Unico 1 Polimorfico 0,07 0,0044 0,93 0,8711 0,1244  0,1333
OPBA-08_2824-2683 Compartilhado Polimérfico 0,53 0,2844 0,47 0,2178 0,4978  0,9333
OPBA-08_2497-1913 Compartilhado Polimorfico 0,20 0,0400 0,80 0,6400 0,3200  0,4000
OPBA-08_1667-1478 Compartilhado 13 Polimérfico 0,87 0,7511 0,13 0,0178 0,2311  0,2667
OPBA-08_1421-1373 Compartilhado 4 Polimorfico 0,27 0,0711 0,73 0,5378 0,3911  0,5333
OPBA-08_1311-1202 Compartilhado 12 Polimérfico 0,80 0,6400 0,20 0,0400 0,3200  0,4000
OPBA-08_1164-1116 Compartilhado 3 Polimorfico 0,20 0,0400 0,80 0,6400 0,3200  0,4000
OPBA-08_1036-839 Compartilhado 13 Polimérfico 0,87 0,7511 0,13 0,0178 0,2311 0,2667
OPBA-08_0805-779 Compartilhado 3 Polimorfico 0,20 0,0400 0,80 0,6400 0,3200  0,4000
OPBA-08_0715-484 Compartilhado 14 Polimérfico 0,93 0,8711 0,07 0,0044 0,1244 0,1333
OPBA-08_0429-387 Compartilhado 2 Polimorfico 0,13 0,0178 0,87 0,7511 0,2311  0,2667
OPBA-08_0323-224 Compartilhado 12 Polimérfico 0,80 0,6400 0,20 0,0400 0,3200  0,4000
OPL-07_3333 Unico 1 Polimorfico 0,07 0,0044 0,93 0,8711 0,1244  0,1333
OPL-07_3274-3189 Compartilhado 2 Polimérfico 0,13 0,0178 0,87 0,7511 0,2311 0,2667
OPL-07_3166-3145 Compartilhado 3 Polimorfico 0,20 0,0400 0,80 0,6400 0,3200  0,4000
OPL-07_3076-3016 Compartilhado 4 Polimérfico 0,27 0,0711 0,73 0,5378 0,3911 0,5333
OPL-07_2898-2855 Compartilhado 2 Polimorfico 0,13 0,0178 0,87 0,7511 0,2311  0,2667
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OPL-07_2791-2719
OPL-07_2768-2659
OPL-07_2621-2596
OPL-07_2457-2246
OPL-07_2237-2074
OPL-07_2037-2003
OPL-07_1948-1947
OPL-07_1774-1698
OPL-07_1469-1460
OPL-07_1416-1216
OPL-07_1187-1127
OPL-07_1093-978
OPL-07_0932-864
OPL-07_0829-527
OPL-07_0471-326
OPL-07_0247-235
OPU-02_2207
OPU-02_1979-1885
OPU-02_1851-1760
OPU-02_1637-1630
OPU-02_1574-1520
OPU-02_1465-1283
OPU-02_1277-1227
OPU-02_1158-1014
OPU-02_0917-860
OPU-02_0653-530
OPU-02_0486-344
OPC-5_3199
OPC-5_2573-2563
OPC-5_2416-2360
OPC-5_1752-1571
OPC-5_1449-1383
OPC-5_1340-1313
OPC-5_1265-1180
OPC-5_1127-968
OPC-5_0897-605
OPC-5_0581-345
Ran-1_2016-1965
Ran-1_1910-1882
Ran-1_1573-1416
Ran-1_1343-1252
Ran-1_1209-1084
Ran-1_1047-976

Status do
Marcador
Compartilhado

Compartilhado
Compartilhado
Compartilhado
Compartilhado
Compartilhado
Compartilhado
Compartilhado
Compartilhado
Compartilhado
Compartilhado
Compartilhado
Compartilhado
Compartilhado
Compartilhado
Compartilhado
Unico
Compartilhado
Compartilhado
Compartilhado
Compartilhado
Compartilhado
Compartilhado
Compartilhado
Compartilhado
Compartilhado
Compartilhado
Unico
Compartilhado
Compartilhado
Compartilhado
Compartilhado
Compartilhado
Compartilhado
Compartilhado
Compartilhado
Compartilhado
Compartilhado
Compartilhado
Compartilhado
Compartilhado
Compartilhado
Compartilhado

Bandas/I
oci
2

3
2
3
10

[
w b~

B w vk o NN N WD w o o B A

N

Status da
Banda
Polimérfico

Polimérfico
Polimérfico
Polimérfico
Polimérfico
Polimérfico
Polimérfico
Polimérfico
Polimérfico
Polimérfico
Polimérfico
Polimérfico
Polimérfico
Polimérfico
Polimérfico
Polimérfico
Polimérfico
Polimérfico
Polimérfico
Polimérfico
Polimérfico
Polimérfico
Polimérfico
Polimérfico
Polimérfico
Polimérfico
Polimérfico
Polimérfico
Polimérfico
Polimérfico
Polimérfico
Polimérfico
Polimérfico
Polimérfico
Polimérfico
Polimérfico
Polimérfico
Polimérfico
Polimérfico
Polimérfico
Polimérfico
Polimérfico

Polimérfico

p

0,13
0,20
0,13
0,20
0,67
0,20
0,13
0,20
0,20
0,93
0,40
0,60
0,53
0,93
0,87
0,27
0,08
0,50
0,50
0,17
0,25
0,17
0,25
0,58
0,17
0,17
0,75
0,07
0,14
0,21
0,86
0,14
0,29
0,36
0,50
0,93
0,14
0,20
0,13
0,27
0,53
0,87
0,40

()2

0,0178
0,0400
0,0178
0,0400
0,4444
0,0400
0,0178
0,0400
0,0400
0,8711
0,1600
0,3600
0,2844
0,8711
0,7511
0,0711
0,0069
0,2500
0,2500
0,0278
0,0625
0,0278
0,0625
0,3403
0,0278
0,0278
0,5625
0,0051
0,0204
0,0459
0,7347
0,0204
0,0816
0,1276
0,2500
0,8622
0,0204
0,0400
0,0178
0,0711
0,2844
0,7511
0,1600

q

0,87
0,80
0,87
0,80
0,33
0,80
0,87
0,80
0,80
0,07
0,60
0,40
0,47
0,07
0,13
0,73
0,92
0,50
0,50
0,83
0,75
0,83
0,75
0,42
0,83
0,83
0,25
0,93
0,86
0,79
0,14
0,86
0,71
0,64
0,50
0,07
0,86
0,80
0,87
0,73
0,47
0,13
0,60

(@2

0,7511
0,6400
0,7511
0,6400
0,1111
0,6400
0,7511
0,6400
0,6400
0,0044
0,3600
0,1600
0,2178
0,0044
0,0178
0,5378
0,8403
0,2500
0,2500
0,6944
0,5625
0,6944
0,5625
0,1736
0,6944
0,6944
0,0625
0,8622
0,7347
0,6173
0,0204
0,7347
0,5102
0,4133
0,2500
0,0051
0,7347
0,6400
0,7511
0,5378
0,2178
0,0178
0,3600

Hn

0,2311
0,3200
0,2311
0,3200
0,4444
0,3200
0,2311
0,3200
0,3200
0,1244
0,4800
0,4800
0,4978
0,1244
0,2311
0,3911
0,1528
0,5000
0,5000
02778
0,3750
02778
0,3750
0,4861
02778
02778
0,3750
0,1327
0,2449
0,3367
0,2449
0,2449
0,4082
0,4592
0,5000
0,1327
0,2449
0,3200
0,2311
0,3911
0,4978
0,2311
0,4800

98

b

0,2667
0,4000
0,2667
0,4000
0,6667
0,4000
0,2667
0,4000
0,4000
0,1333
0,8000
0,8000
0,9333
0,1333
0,2667
0,5333
0,1667
1,0000
1,0000
0,3333
0,5000
0,3333
0,5000
0,8333
0,3333
0,3333
0,5000
0,1429
0,2857
0,4286
0,2857
0,2857
0,5714
0,7143
1,0000
0,1429
0,2857
0,4000
0,2667
0,5333
0,9333
0,2667
0,8000



APENDICE B — Célculo estatistico relacionado aos loci gerados por primer (conclusio)

Marcador (loci)

Ran-1_0944-735
Ran-1_0697-648
Ran-1_0592-880
Ran-1_0529-478
Ran-1_0439-375

Status do
Marcador
Compartilhado

Compartilhado
Compartilhado
Compartilhado
Compartilhado

Bandas/I
oci
15

6

3
6
6

Status da
Banda

Monomadrfico

Polimérfico
Polimérfico
Polimérfico
Polimérfico

p

1,00
0,40
0,20
0,40
0,40

()2

1,0000
0,1600
0,0400
0,1600
0,1600

q

0,00
0,60
0,80
0,60
0,60

(@2

0,0000
0,3600
0,6400
0,3600
0,3600

Hn

0,0000
0,4800
0,3200
0,4800
0,4800

99

b

0,0000
0,8000
0,4000
0,8000
0,8000

Legenda: p: frequéncia do alelo positivo; p2: frequéncia do alelo positivo ao quadrado; q: frequéncia do alelo
nulo; g2: frequéncia do alelo nulo ao quadrado; Hn: taxa de heterozigose 1b: taxa de informag&o do amplicon.
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APENDICE C - indice de similaridade de Jaccard (J) e distancia genética (J°) estimados a

partir da analise hierarquica de agrupamento.

Q)
P01 P02 P03 P04 P05 P06 P07 P08 P09 P12 P18 P20 P21 P22
P01 | 1,0000
P02 | 0,6707  1,0000
PO3 | 0,6386 0,6234 1,0000
P04 | 0,6860 0,6341 0,7051 1,0000
PO5 | 05730 05926 0,6623 0,6118 1,0000
P06 | 0,6026 05753 0,6250 0,5974 0,6133 1,0000
P07 | 0,3500 0,3933 0,4253 0,4348 0,4643 0,3780 1,0000
P08 | 05867 05278 05556 0,5325 0,5616 0,6190 0,3049  1,0000
P09 | 05732 05733 0,5600 05750 0,5921 0,5352 0,4024 0,5294 1,0000
P12 | 055316 05714 055571 05325 04868 05846 03797 0,5000 0,6190 1,0000
P18 | 05233 0,5000 0,5256 0,5422 05185 0,5000 03721 04857 0,6232 0,5072 1,0000
P20 | 05663 05455 05733 05301 04878 05942 03605 0,5217 0,6087 0,6613 0,5479 1,0000
P21 | 05000 04762 05185 0,5000 0,4767 0,5405 0,3596 0,5278 0,5065 0,5000 0,5733 0,5811 1,0000
P22 | 04250 04247 04521 04359 04103 04306 02593 04219 0,4848 04839 0,4925 04559 0,4110 1,0000
(47
P01 P02 P03 P04 P05 P06 P07 P08 P09 P12 P18 P20 P21 P22
P01 | 0,0000
P02 | 0,3293 0,0000
P03 | 0,3614 0,3766  0,0000
P04 | 0,3140 0,3659 0,2949  0,0000
P05 | 0,4270 0,4074 0,3377 0,3882  0,0000
P06 | 0,3974 04247 03750 0,4026 0,3867 0,0000
pPO7 | 0,6500 0,6067 05747 05652 0,5357 0,6220 0,0000
P08 | 04133 04722 04444 04675 04384 03810 0,6951 0,0000
P09 | 0,4268 04267 0,4400 0,4250 0,4079 0,4648 05976 0,4706 0,0000
P12 | 04684 04286 04429 04675 05132 04154 0,6203 0,5000 0,3810 0,0000
P18 | 04767 05000 04744 04578 04815 05000 06279 0,5143 0,3768 0,4928 0,0000
P20 | 04337 04545 04267 04699 05122 04058 06395 04783 0,3913 0,3387 0,4521 0,0000
P21 | 05000 05238 04815 05000 05233 04595 0,6404 04722 0,4935 0,5000 0,4267 0,4189 0,0000
P22 | 05750 05753 05479 05641 055897 05694 0,7407 05781 05152 0,5161 0,5075 0,5441 0,5890 0,0000
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APENDICE D - Analises de cluster UPGMA realizadas a partir do coeficiente de Jaccard
para cada primer individualmente (primers 1-6)
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Legenda: a: OPA-10; b: OPA-11; c: OPAZ-03; d: OPAZ-04; e: OPBA-03; f: OPBA-05
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APENDICE E — Analises de cluster UPGMA realizadas a partir do coeficiente de Jaccard

para cada primer individualmente (primers 7-12)
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Legenda g: OPBA-07; h: OPBA-08; i: OPL-07; j: OPU-02; k: OPC-5; I: Ran-1



