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INTRODUCAO

As formagoes florestais do Rio Grande do Sul sdo consider-
adas de alta diversidade, porém, sao constituidas por varias
espécies que se encontram vulnerdveis a extingdo. Dentre
elas tem - se Ocotea odorifera (Vellozo) Rhower que se en-
contra na Lista Oficial Brasileira de extingao'. Além disso,
é uma espécie de alto valor comercial, pela qualidade de
sua madeira e, principalmente, pela presenca de principios
ativos como o safrol?. A velocidade com que este importante
recurso natural foi e vem sendo dilapidada, faz com que in-
formacgoes sobre a ecologia e o crescimento de esséncias na-
tivas sejam de fundamental importancia para o refloresta-
mento e 0 manejo racional, evitando - se os erros cometidos
no passado.

A reducéo de dreas ocupadas por vegetacdo nativa tem lev-
ado as taxas alarmantes de perda de biodiversidade e ao
empobrecimento dos recursos genéticos®. Para Kawaguici,
et al., 7 sdo raros os casos de espécies estudadas do ponto
de vista genético, sendo estes indispensaveis & exploracao
racional, a recuperagdo e principalmente, & conservagao dos
recursos da floresta tropical. Estes estudos sdo importantes
para que nao ocorra a perda de sua diversidade genética
natural.

Uma das principais ferramentas desses estudos consiste no
estudo da estrutura genética das espécies, que sdo funda-
mentais para o estabelecimento de critérios adequados de
amostragem das populagoes para serem utilizados na re-
composigao dessas matas, objetivando a manutencao de sua
diversidade®.

Informagoes de ecologia e genética em populagdes naturais
de espécies arbéreas tropicais sdo incipientes na literatura,
em fungdo da alta diversidade e complexidade de espécies,
trazendo dificuldades na amostragem e nas metodologias
apropriadas para seu estudo. Esse conhecimento é essen-
cial para o entendimento da estrutura genética das pop-
ulagbes e, portanto, para o delineamento de estratégias de
conservagao, melhoramento e manejo sustentado (definigao
de tamanho de reservas, manejo adequado das espécies, re-

cuperagdo de areas degradadas, coleta de sementes para
plantios com espécies nativas)®.

Assim, neste trabalho estudou - se a diversidade e estrutura
genética de diferentes populagbes dentro de uma Unidade
de Conservagao em diferentes estdgios de desenvolvimento,
e em um fragmento com diferentes condices edéficas e
climéticas comparando - as entre e dentro das populagoes.O
trabalho teve como “espécie modelo”, um taxon da familia
Lauraceae que vem sendo apontada como uma das mais
ameacadas de risco de extincao, e que se encontra pre-
sente na uma Unidade de Conservagao municipal localizada
no Municipio de Marcelino Ramos / RS, verificando como
o processo de fragmentacdo pode ter influenciado na sua
variabilidade genética.Espera - se que esse estudo pode ser
também de grande importancia no estabelecimento de es-
tratégias de conservagdo dessas comunidades, assim como
inferir corretamente sobre os métodos de manejo a serem
aplicados para a conservagao da mata.

OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho é estudar a diversidade e es-
trutura genética de populagdes, em uma espécie arborea
nativa da Famfilia das Laurdceas (Ocotea odorifera) uti-
lizando - se marcadores moleculares, de modo a fornecer
informagoes importantes para programas de conservagao e
melhoramento genético da espécie.

MATERIAL E METODOS

Foram coletados um total de 112 individuos aleatoriamente
da planta a ser estudada, conforme a disponibilidade de
individuos no local selecionado. As amostras foram com-
postas de 28 individuos adultos identificados como Al, 28
individuos jovens dentro de uma mesma area preservada
(A2) e 28 individuos jovens em uma 4rea mais perturbada
que se encontra em regeneragao (B), dentro da Unidade de
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Conservacao do Parque Natural Municipal Teixeira Soares
de Marcelino Ramos/RS. Coletou - se ainda, 28 individuos
jovens em um fragmento florestal de uma propriedade par-
ticular no municipio de Dom Pedro de Alcantara /RS, dis-
tante 450Km da UC e préximo ao litoral (T), para possivel
comparagao de resultados em diferentes locais de coleta.As
amostras coletadas foram folhas jovens, acondicionadas e
conservadas em nitrogénio liquido e encaminhadas ao lab-
oratério de Biotecnologia da URI, sendo que, a coleta, o
transporte e o armazenamento foram feitos de modo a man-
ter ao maximo a integridade e a turgescéncia dos tecidos.
O material coletado foi conservado em freezer - 80°C até o
processamento da extragéo4.

O isolamento de DNA total de cada planta foi baseado no
método descrito por Doyle & Doyle®. O processo bésico
consiste em: maceragao de quantidades iguais de folhas em
nitrogénio liquido; adigdo de tampao de extragao a base de
CTAB; desproteinizacao com cloroférmio - dlcool isoamilico
(24:1); precipitagao com isopropanol e lavagem com etanol;
tratamento com RNAse; ressuspensdo em TE (trisma -
EDTA); quantificacao em espectrofotémetro UV a 260 nm
e confirmagao da integridade em gel de agarose 0,8%.

Na reagao de amplificagdo de RAPD foi utilizada a seguinte
reagao: Tampao de reacao (50 mM Tris - HCI pH 9,0; 50
mM KCl; 0,5% Triton - X 100), dNTPs (200mM de cada),
0,2 mM de primer, 3mM de MgCl2, 80ng de DNA e 1,5
U de Taq DNA polimerase.Foram utilizados varios kits de
primers da Operon Technologies, entre eles os kits OPH,
OPW, OPB, OPA e OPY, com 20 primers cada um, visando
identificar os que apresentam os melhores resultados nas
plantas em estudo, avaliando - se a quantidade de bandas
produzidas, a intensidade destas e o polimorfismo gerado
pelas mesmas. O trabalho foi desenvolvido utilizando - se
os primers selecionados. A amplificacéo foi realizada em ter-
mociclador MJ Research INC. O processo de amplificagdo
seguiu a seguinte sequéncia: 3 min a 922C, 40 ciclos de 1
min a 92°C, 1 min a 35°C e 2 min a 72°C. Apés, 3 min a
722C e resfriamento a 4°C até a retirada das amostras. A
separacao eletroforética foi realizada em gel de agarose 1,4%
em tampao TBE (trisma, dcido bérico e EDTA) em cuba de
eletroforese horizontal. A corrida foi efetuada com voltagem
constante de 90 Volts. Como marcador de peso molecular
foi utilizado DNA de fago Lambda clivado com as enzimas
de restricdo HindIII e EcoRI. A visualizagdo dos fragmen-
tos foi realizada com brometo de etidio e a observagao feita
sob luz ultravioleta. Os géis foram fotografados com sis-
tema de aquisicdo de imagens GEL - pro. Os dendogramas
de similaridade foram construidos pelo algoritmo UPGMA
(Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Aver-
ages), utilizando - se o coeficiente de Jaccard para cdlculo
de similaridade, com auxilio do programa MVSP.

RESULTADOS

Foram testados 20 primers, destes foram selecionados 8 que
sdo: OPA 2, OPA 9, OPA 12, OPA 17, OPA 19, OPA 20,
OPW 4 e OPB 1 onde, os mesmos geraram um total de 75
bandas. O indice de similaridade entre todos os individuos
amostrados variou entre 0,58 e 0,94. Entretanto, considerou

- se a formacdo de agrupamentos, individuos com similari-
dade superior a 0,75.

A anilise de agrupamentos UPGMA, com coeficiente de
Jaccard, apresentou formagao de 3 grupos com tendéncia
de separacdo das diferentes populagoes. A populagdo de-
nominada Al formou um agrupamento com 58% do total
dos individuos. J4 a populagao A2 apresentou 75% do to-
tal de individuos num mesmo agrupamento. Este agrupa-
mento de A2 apresentou ainda um subgrupo com 100% de
individuos A2, mostrando uma alta similaridade entre os
mesmos. Observou - se ainda que os agrupamentos Al e
A2 encontram - se préximos entre si, o que ji era esper-
ado porque os individuos sao da mesma populagao (Al sdo
os adultos e os A2 jovens). J& os individuos T, que sdo
distantes geograficamente, formaram um outro grupo mais
distinto com 66% dos individuos dentro do mesmo agrupa-
mento. Essa mesma tendéncia é confirmada na anélise de
PCO (Anaélise de Coordenadas Principais) com formagao
dos mesmos agrupamentos.

Entretanto, alguns individuos das diferentes populagoes
amostradas, nao formaram nenhum agrupamento, indi-
cando haver individuos com alta variabilidade genética em
todas as populagoes amostradas.

Quanto ao indice de diversidade de Shannon (logio) obser-
vou - se que os individuos adultos Al apresentaram uma
menor diversidade (1,721), mas, com {ndice bem préximo
dos individuos jovens A2 e B coletados na mesma Unidade
de Conservacao (1,734 e 1,744, respectivamente). J4 os in-
dividuos jovens (T) coletados em uma outra drea mais dis-
tante foram os que apresentaram maior diversidade (1,751).

CONCLUSAO

Foi possivel separar as populagoes em trés diferentes grupos,
observando - se uma tendéncia de relagao entre distancia ge-
ografica e genética. Os resultados indicam uma menor di-
versidade de Ocotea odorifera nas populacoes da Unidade de
Conservacado de Marcelino Ramos - RS, a qual se encontra
em uma Floresta Ombroéfila Mista, que apesar de apresen-
tar ocorréncias desta espécie, nao é a regiao preferencial de
sua ocorréncia, uma vez que a mesma tem preferéncia por
climas mais quentes (regides litoraneas).

Ainda assim, os indices obtidos permitem concluir que a
Ocotea odorifera apresenta uma diversidade genética con-
siderdvel, possibilitando sua regeneracao natural in situ
mantendo suas caracteristicas originais.
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