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DALL’OGLIO AREDES DE MIRANDA, Bruna Francyelle. Diversidade genética em
populacdes de Parapiptadenia rigida (Benth.) Brenan (Fabaceae - Mimosoideae)
por marcadores microssatélites. 2014. 58 f. Dissertacdo do Mestrado em Agro-
nomia de curso da Pés-Graduagdo em Agronomia - Universidade Estadual de Lon-
drina, Parana, 2014.

RESUMO

A familia Fabaceae-Mimosoideae apresenta, aproximadamente, 40 géneros incluin-
do Parapiptadenia rigida (Benth.) Brenan, a qual ocorre com maior frequéncia nos
trés estados do sul do Brasil. P. rigida € uma arvore de sucessao secundaria preco-
ce, caracteristica da floresta tropical, a qual é de grande importéncia ecologica na
recuperacgao de areas degradadas. Foram utilizados oito pares de locos de microsa-
télites para estudar a variabilidade e estrutura genética de 14 populagdes de P. rigi-
da e obteve-se um total de 137 alelos com os valores médios de heterozigosidade
esperada e observada de 0,32 e 0,53, respectivamente. Todas as populacdes estu-
dadas mostraram déficits de heterozigotos. A maior parte da diversidade genética foi
encontrada dentro de populagdes, enquanto o nivel de diferenciacdo genética foi
moderado (12,91%) entre as populagdes. Niveis diferentes de fluxo génico entre as
populagdes foi verificado. Valores de Fis positivos e significativos foram calculados
para todas as populagdes e o teste de Wilcoxon para excesso de heterozigosidade
mostrou que um recente gargalo genético ocorreu em 12 das 14 populagdes estuda-
das. O dendrograma construido pelo método UPGMA mostrou a formagao de dois
grupos. A presenga de varios pares de locos em desequilibrio de ligagdo confirma o
fato de que estas populagdes perderam variabilidade genética por deriva genética.
O teste de correlagdo de Pearson nao foi significativo para a relagado entre distancia
genética e distancia geografica. Os resultados mostraram que € necessario a apli-
cacao de estratégias de manejo para a conservacgéo destas populagdes de P. rigida
pois, a viabilidade das proximas geragdes esta severamente comprometida.

Palavras-chave: Mimosoideae. Espécie arbérea tropical. Conservagao. Marcadores
moleculares.



DALL'OGLIO AREDES DE MIRANDA, Bruna Francyelle. Genetic diversity in
populations of Parapiptadenia rigida (Benth.) Brenan (Fabaceae - Mimosoideae)
with microsatellites markers. 2014. 58 p. Dissertation of Masters dregree —
Universidade Estadual de Londrina, Parana, 2014.

ABSTRACT

Fabaceae-Mimosoideae Family has approximately 40 genera including
Parapiptadenia rigida (Benth.) Brenan and these species occur with greater
frequency in the three Southern States from Brazil. P.rigida is a tropical early
secondary succession tree chacteristic of the Tropical Rainforest that is of great
ecological importance in the recovery of degraded areas. We used eight pairs of
microsatellite loci to study the genetic variability and population genetic structure in
fourteen populations and obtained a total of 137 alleles with an average observed
and expected heterozygosity of 0.32 and 0.53, respectively. All the populations
studied showed heterozygosity deficits. Most of the genetic diversity was found within
populations; while the level of genetic differention was moderate (12.91%) between
populations. Different levels of gene flow among the populations were detected.
Positive and significant values of Fis were found for all the populations and the
Wilcoxon test for excess of heterozygosity indicate that a recent bottleneck occurred
in twelve of fourteen populations studied. The dendrogram constructed by the
UPGMA method revealed the formation of two groups. The presence of several pairs
of loci in linkage disequilibrium confirms that these populations experienced a loss of
genetic diversity caused by genetic drift. Pearson correlation test was not significant
for genetic and geographic distances. The results showed that it is necessary to
develop management strategies for the conservation of these populations of P. rigida
as the viability of the next generations are severely compromised.

Keywords: Mimosoideae. Tropical tree species. Conservation. Molecular markers.
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1 INTRODUCAO

A devastagédo das florestas brasileiras atreladas a competicdo hu-
mana e seu crescimento desordenado € uma das principais causas da reducéo dos
habitats naturais e também, da divisdo dos remanescentes em fragmentos menores
(ARAUJO, 2005). Com consequente influéncia nas condicdes atmosféricas que, por
sua vez, contribui para a mudanga do clima global.

O solo das florestas tropicais semideciduais € o mais adequado para
a agricultura e para a pecuaria do que, o solo das florestas tropicais umidas (PRI-
MACK; RODRIGUES, 2001). Isto é apenas um dos motivos e ndo menos devasta-
dor, indicando que o processo de desmatamento tem relagcédo direta com a economia
do pais. Conforme Begon et al. (2007), a agdo do homem com a geracéo de energia
para a realizagao do trabalho da o poder de transformar paisagens terrestres e a-
quaticas.

A familia botanica Fabaceae inclui a subfamilia Mimosoideae que
constiui cerca de 80 géneros distribuidos em diversas regides mundiais com grande
representatividade em regides de florestas tropicais e subtropicais. Dentro desses
géneros encontra-se a espécie Parapiptadenia rigida, conhecida popularmente como
gurucaia, angico-vermelho, angico, angico-da-mata, angico-verdadeiro, monjoleiro
entre outros nomes de acordo com a localidade. Essa espécie € componente impor-
tante das Florestas Estacional Decidual, em Floresta Semidecidual, em Floresta
Tropical/Subtropical Perenifélia e Floresta Subtropicais, em Floresta Ombroéfila Mista
ou Floresta com Araucaria. (HIGUCHI et al., 2012; SCHEER; BLUM, 2011; SAUE-
RESSIG, 2012).

E uma planta secundaria, decidua, perenifélia, heliéfita, sistema se-
xual hermafrodita no qual podem ser encontradas como arvores, arvoreta que pos-
suem de 4 a 20 m de altura e 40 a 70 cm de DAP. Sua madeira tem alta densidade
de massa especifica, resistente ao cupim tornando-a excelente para o uso comerci-
al. No entanto sua aplicabilidade abrange desde a utilizagdo em construgao, carvao,
resina, arborizagao urbana, medicina, produtos apicolas, combustiveis, fibras, orna-
mentais e produtos bioquimicos. Essa espécie € também crucial para fins de prote-
¢ao ambiental, pois é referéncia ao que tange a reflorestamento de areas degradas

e plantacdes de mata ciliares.
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O estudo de espécies arbdreas tropicais € de suma importancia,
principalmente, aquelas inclusas na lista de sucessao ecolégica, como Parapiptade-
nia rigida (Benth.) Brenan (Mimosoideae). E, de acordo com Seoane et al. (2005),
existe uma escassez de trabalhos que comparem populagcdées em locais com diferen-
tes intensidades de perturbacao antropica.

Como forma de recuperar as areas degradadas, podemos conservar
ambientes estaveis, como as unidades de conservacgao. Para tanto, € necessario em
primeiro lugar, o conhecimento da estrutura genética populacional, para posterior-
mente, o desenvolvimento de acdes conservacionistas. Desde 1970, foram criadas
mais areas protegidas do que as previamente existentes devido ao reconhecimento
da rapida destruicdo de espécies e de muitos ecossistemas tropicais e da importan-
cia na protecdo das unidades de conservacado para manter a biodiversidade rema-
nescente (BENSUSAN, 2006).

A genética da conservagao permite a avaliagdo da variabilidade ge-
nética intra e interespecifica buscando uma melhor compreensao da dinamica de
populacdes das espécies. E também, importante por proporcionar esclarecimentos
da causa do potencial evolutivo de longo prazo (BEGON et al., 2007) e interferir de
maneira positiva no monitoramento de projetos de reintrodugdo e manejo de popula-
¢bes naturais (SANTOS et al., 2004). A exposi¢cao de espécies arbodreas, a condi-
¢bes extremas de exploragéo e manejo inadequados pode leva-las a perda da diver-
sidade genética, aumento da endogamia e consequentemente, a depressao endo-
gamica. A consequéncia da perda de diversidade genética para uma espécie signifi-
ca a reduc¢ao no numero de locos heterozigotos e perda de alelos nas populagdes e
consequente reducao na capacidade adaptativa (GAINO et al., 2010).

O conhecimento da estrutura genética é fundamental para a com-
preensao da genética das populagdes de arvores e outras plantas. A diversidade ou
a variabilidade genética devida a diferengas nos alelos pode ocorrer: a) de espécies
dentro de ecossistemas, b) de populagbes dentro de espécies e c) de individuos
dentro de populacdes da espécie. A caracterizagcdo desses diferentes niveis de di-
versidade é imprescindivel para o planejamento da conservagao genética (KAGE-
YAMA, 1987).

De modo geral, as espécies arboreas da floresta tropical apresentam
alta proporcao de locos polimérficos e maior nivel de diversidade genética dentro de

populagdes que entre populacbes e o sistema de cruzamento é misto (BERG;
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HAMRICK, 1997), com predominancia de alogamia (WARD et al., 2005). Entretanto,
as florestas tropicais possuem uma grande diversidade de espécies arboreas com
diferentes sistemas reprodutivos, associados as complexas interagdes com agentes
polinizadores e dispersores de sementes (GROSS, 2005; MACHADO; LOPES, 2004,
OLIVEIRA; GIBBS, 2000).

O conhecimento do sistema reprodutivo € de grande importancia pa-
ra os programas de melhoramento e conservagédo dos recursos genéticos da espé-
cie, pois permite delinear estratégias que otimizem a amostragem da variabilidade
genética e também indica os modelos genético-estatisticos apropriados para a esti-
mativa dos parametros genéticos (SOUZA et al., 2003; FREITAS et al., 2006).

Analises da variabilidade e da diversidade genética permitem chegar
a conclusdes sobre a estrutura das populagdes, interagdes gendtipo/ambiente, pro-
cessos evolutivos e relagdes taxonémicas (CAVALLI, 2003). Neste sentido, para o
estudo da diversidade genética desta espécie, os marcadores moleculares sdo uma
excelente ferramenta, pois contribuem para direcionar o enriquecimento da base ge-
nética (FALEIRO, 2007). Dentre os tipos de marcadores moleculares, os microssate-
lites s&o os mais utilizados em estudos de populacdes de espécies arboreas. Isso se
deve ao fato de serem marcadores codominantes, multi-alélicos e possuirem um
elevado grau de polimorfismo (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).



13

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A FRAGMENTACAO DAS FLORESTAS E AS SUAS CONSEQUENCIAS GENETICAS

A fragmentacéo das florestas € uma situagao alarmante e atual, re-
sultante do processo econdmico de paises desenvolvidos e subdesenvolvidos. No
Brasil, a fragmentacao das florestas esteve presente em todas as etapas da ocupa-
cao territorial (VIANA et al., 1992).

Nos Estados sulinos, assim como no restante do pais, o processo de
fragmentacgao teve inicio com a ocupacao e o desenvolvimento das atividades agri-
colas. Desde sua ocupacgao até os dias de hoje, a atividade agricola é predominante
nos Estados sulinos que sdo um dos principais produtores de graos. Consequente-
mente, as areas de remanescentes florestais tornaram-se extremamente restritas,
estrangulando a diversidade da flora e da fauna. O histérico da cobertura vegetal do
estado do Parana demonstrava-se tao drasticamente reduzido que restavam apenas
cerca de 2% da cobertura original ha mais de 10 anos (ANJOS, 1998; MEDRI et al.,
2002).

A extensiva ocupacado e exploracdo de florestas tropicais reduz a
ocorréncia de varias espécies arbdreas tropicais. A sustentabilidade das florestas
aliada a conservagao da biodiversidade e diversidade genética contrapbéem-se com
interesses econémicos (CIAMPI et al., 2007).0 tipo de comunidade encontrada em
determinado local, ndo depende apenas do clima, mas também, das propriedades
fisicas e quimicas do solo, da topografia, da altitude, da composigdo da mata original
e das fung¢des de todas estas espécies de uma comunidade (MONTAGNINI; JOR-
DAN, 2005). A fragmentacao afeta as populagdes de plantas e os fragmentos tor-
nam-se as populagdes de origem das futuras geragdes das espécies arboreas que
ali vivem (HAMILTON, 1999). A forma mais correta de conservar estes recursos ge-
néticos seria pela preservagao in situ, ou seja, no meio em que se encontra em es-
tado de equilibrio no seu ecossistema e que, mantenha as condi¢cdes para sua evo-
lugao (CARVALHO, 2009).

Conforme Gongalves et al. (2010), os estudos de fenologia reprodu-
tiva associados a informagdes demogréficas, de estabelecimento das plantulas e da
estrutura genética dos regenerantes da espécie no local sdo abordagens importan-

tes para o futuro.
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Como as arvores sao geralmente organismos de vida longa e muito
dos individuos remanescentes nos fragmentos sao oriundos de tempos pré-
fragmentacgao, espera-se levantar poucos efeitos da fragmentagao nas arvores adul-
tas dependendo da espécie. E também, o modo de reproducéo e o sistema de cru-
zamento caracteristicos da espécie de interesse determinam como a variabilidade
genética se organiza no espacgo e no tempo, sendo essas informagdes necessarias
para o estudo, o monitoramento e a manutengéo da variabilidade genética em pro-
gramas de conservagao (RIBAS, 1999).

Entretanto, a longevidade de arvores, combinada com sementes via-
veis e imigragcao de pdlen, pode aumentar a resisténcia aos efeitos negativos da
fragmentacao florestal (HAMRICK, 2004; JUMP; PENUELAS, 2006). Assim, os ele-
mentos fundamentais para avaliar os impactos da fragmentagao florestal sobre a
diversidade genética das populagdes remanescentes sao o nivel de fluxo de genes,
via polen e semente, entre as populagdes (HAMILTON, 1999; HAMRICK, 2004) e a
caracterizagao da distribuicdo genética espacial dentro de vizinhangas reprodutivas
(SEBBENN, 2002).

Os impactos da fragmentagao das populagdes sobre a diversidade
genética, diferenciagao, endogamia e risco de extingdo dependem do nivel de fluxo
génico entre os fragmentos. Sendo assim, é possivel formar corredores ecoldgicos,
através da recuperacao de areas que sejam estratégicas para o fluxo génico entre
os fragmentos florestais, considerando os topos de morros e areas de vegetacgao
ciliar, ja que estes representam as zonas intersticiais mais propicias ao restabeleci-
mento do fluxo génico entre populagdes (SILVA et al., 2004). O fluxo génico € o me-
canismo evolutivo responsavel por manter a coesédo genética de uma espécie (DICK
et al., 2003). Em populagbes naturais, o fluxo génico intenso, efetivamente, contra-
pde os efeitos detrimentais da deriva genética ou selecao natural e pode ser a ori-
gem de novos alelos nas populagdées (BURCZYK et al., 2004).

Este por sua vez, € dependente de algumas condigbées como:
numeros de fragmentos populacionais; distribuicdo geografica das populagoes;
distancia entre os fragmentos; habilidade de dispersdo das espécies; ambiente da
matriz entre os fragmentos e seu impacto sobre a dispersdo; tempo desde a
fragmentacao; taxas de extingdo e recolonizagdo nos fragmentos (FRANKHAM et
al., 2008; SEBBENN, et al., 2010). A consequéncia da perda de variabilidade para

uma espécie significa a redugdo no numero de locos heterozigotos das populacdes e
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principalmente, auséncia de adaptacdo. A depressdao endogamica, em condigcdes
adversas, promove a redu¢ao da sobrevivéncia de individuos inaptos e a geragao de
individuos de baixa fecundidade (AMOS; BALMFORD, 2001).

Na estratégia de conservagao de uma espécie com risco de extingéo
€ importante dispor de informagdes sobre a estrutura genética populacional dos re-
manescentes protegidos, especialmente quanto a diversidade genética, pois atual-
mente, as poucas reservas existentes sdo areas limitadas e com pequeno numero
de individuos (OLIVEIRA et al., 2006). A estrutura genética de populagdes de espé-
cies arbdreas impde algumas restrigdes as estratégias de manejo e conservagao. Se
as arvores tropicais usualmente ocorrerem em populagdes pequenas e endogami-
cas, como pressuposto pela hipétese de Fedorov (1966), tem-se que uma espécie
pode ser preservada a partir de poucos individuos de cada populagdo (MORAES et
al., 1999).

Jump e Pefuelas (2006) estudaram um fragmento e concluiram que
as areas florestais fragmentadas oferecem a oportunidade de avaliar os efeitos da
fragmentacdo do habitat e para testar as previsdes tedricas, demonstraram que es-
pécies estdo em risco significativo de fragmentacao do habitat, sendo estas, implica-
¢bes importantes para a gestdo da floresta remanescente natural e seminatural em
todo o mundo.

Portanto, é urgente que as orientagbes baseadas em pesquisas de
varios ambitos sejam consideradas a fim de acelerar o processo de entendimento
sobre as espécies que estdo em risco de extingdo e aquelas que necessitam de pre-

vengéao contra este risco.

2.2 ESTUDO DA VARIABILIDADE GENETICA EM ESPECIES ARBOREAS

Para a conservagao de P. rigida sdo utilizadas as seguintes estraté-
gias: a conservagao in situ que busca a protegdo do ecossistema, permitindo a evo-
lugcdo continua das espécies e manutencao da diversidade inter e intra-especifica de
populacdes e de individuos e genes e; a conservagao ex situ que prioriza 0 germo-
plasma e faz a sua preservagao, disponibilizando-o para a pesquisa e recuperacao
de areas degradadas (FAO, 1984). O conhecimento da quantidade e distribuigao da

variabilidade genética nas populagdes naturais torna-se, portanto, um pré-requisito
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fundamental para o estabelecimento de estratégias eficazes de conservacao genéti-
ca (ASINS; CARBONELL, 1987).

A variabilidade genética possui um papel fundamental para a evolu-
¢ao da espécie e é estimada pelo polimorfismo de sequéncia de DNA. Uma vez que
a selegao natural ocorra, os individuos mais adaptados terdo sucesso reprodutivo.
Portanto, quanto maior a variabilidade existente na populagcéo, maior sera a probabi-
lidade de perpetuagao da espécie (CIAMPI et al., 2007). Desta forma, ela pode ocor-
rer em niveis distintos: das espécies nos ecossistemas; populagcdes dentro de espé-
cies, e os individuos dentro de populagdes de uma espécie. A estrutura genética de
uma espécie pode ser definida como a distribuicdo da variabilidade genética dentro
e entre suas populagdes, como resultado direto da combinagao entre mutagao, mi-
gracéo, selecao e deriva genética (SILVA et al., 2012).

Em espécies florestais a fragmentagao de habitats pode causar per-
da de variabilidade genética por duas vias: redu¢cado do tamanho populacional e deri-
va. A redugao do tamanho populacional cria gargalos genéticos, pois os individuos
que ficam contém apenas uma pequena amostra do “pool” génico original, e como
consequéncia, a pequena populacdo remanescente, caso permaneca isolada por
muitas geracgdes, tera continua perda de alelos devido a deriva genética aleatoria
(SOUZA et al., 1997; BALERONI, 2003). Nesse sentido, a variabilidade genética é
elevada importancia para o potencial evolutivo de uma espécie, e determina suas
chances de sobrevivéncia em longo prazo (FLEISHMAN et al., 2001; JONES et al.,
2001).

Um dos principais focos da biologia de conservagéo € a diversidade
genética, pois esta é o fator potencial adaptativo e evolutivo de uma espécie. E co-
nhecer a composi¢cao genética de uma espécie e a estruturagdo em suas populagao
se torna crucial, para investigar se a estruturacdo encontrada é uma caracteristica
natural da espécie em estudo ou, é consequéncia de barreiras fisicas causadas pelo
homem, como por exemplo, a fragmentagao do habitat (FRANKHAM et al., 2008).

O uso de tais ferramentas nos fornece uma visao muito mais profun-
da com base em varios resultados abordando caracteristicas da populagdo e sua
genética no que tange aos ciclos das arvores as quais tém um impacto profundo so-
bre a dindmica e sobrevivéncia das florestas (MORGANTE et al., 1996). Morin et al.
(2004), relataram o SNPs (Single nucleotide polymorphism) como um marcador para

muitas aplicagbes em ecologia de populagdes, evolugao e genética da conservagao,
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por causa do potencial para maior eficiéncia de genotipagem, a qualidade dos da-
dos, a cobertura do genoma e simplicidade de analise. Damasceno et al. (2011), es-
tudaram um fragmento florestal utilizando os marcadores AFLP e puderam concluir
que a variabilidade genética encontrada dentro desta regido pode ser usado como
fonte de diversidade genética para projetos futuros em relagdo a recuperacéo de
areas degradadas.

Para estudar o impacto causado pela fragmentagdo, marcadores
moleculares séo utilizados ha mais de 20 anos, principalmente para estudos de vari-
abilidade. Com os avangos das ferramentas tecnoldgicas na biologia molecular, ha
uma tendéncia muito forte na atualidade da sua utilizagdo em estudos da conserva-
¢ao dos recursos genéticos.

Esta tendéncia tem demonstrado que os marcadores moleculares
apresentam plasticidade de acordo com a espécie e o objetivo em estudo. Marcado-
res co-dominantes sdo necessarios para a geragao de estimativas padrao de diver-
sidade genética, fluxo génico e diferenciagcdo da populagdo. Devido a heterogenei-
dade dos determinantes evolutivas da variagdo genética, marcadores genéticos es-
pecificos sdo necessarios para estudar seus efeitos. Dependendo da natureza dos
determinantes evolutivos, marcadores individuais podem ou nao responder a elas.
Por exemplo, na auséncia de sele¢ao, variagdo genética sera afetada pela mutagéo,
fluxo génico e deriva. Estes processos irdo afetar todos os locos, independentemen-
te de sua funcao (WANG; SZMIDT, 2001).

Arvores adultas e regenerantes de P. rigida ocorrem agrupadas,
provavelmente, devido a dispersao de sementes proximas as arvores matrizes, le-
vando ao aparecimento de estrutura genética espacial intrapopulacional (GAINO et
al., 2010). Como a selegao natural € um fato, acredita-se que os niveis de endoga-
mia medidos em termos de indice de fixacdo sejam maiores na fase de plantulas e,
menores ou ausentes na fase adulta, devido a eliminacdo de genotipos endogami-
COS.

E por esta razdo, essa espécie arbodrea torna-se alvo de investiga-
¢ao e preocupacao cientifica para conhecer a base da diversidade genética das po-
pulagdes naturais afim de conservagao dos recursos genéticos e prevencéo de ex-

tincdo dessa espécie.
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2.3 ANALISE DA VARIABILIDADE GENETICA POR MARCADORES MICROSSATELITES

Os marcadores moleculares sédo ferramentas eficientes para estimar
a variabilidade genética em espécies arbdreas e os mais indicados para estudar sua
estrutura genética sdo os marcadores microssatélites. Estes definem-se como se-
quéncias simples repetidas ou ainda, repeticbes em tandem de unidades mono-, di-,
tri- ou tetranucleotideos fornecendo individualmente, marcadores especificos para
um local altamente polimdrficos. Mesmo se um microssatélite ndo é especifico para
um local, as regides adjacentes sdo. O polimorfismo no comprimento do microssaté-
lite amplificado pode ser revelado com sequenciadores automaticos (WANG; SZ-
MIDT, 2001; VIENNE et al., 2003; KRUTOVSKY et al., 2012).

Algumas propriedades de tais marcadores que os tornam mais ade-
quados do que os marcadores fenotipicos sao: tanto as regides codantes como néo
codantes de caracteres sao analisadas; o numero de marcadores analisados pode
ser da ordem das centenas, enquanto para as variaveis fenotipicas, normalmente, é
da ordem das dezenas; obtencdo de dados em qualquer fase do desenvolvimento
da espécie vegetal; e, principalmente, sem interféncia das influéncias ambientais
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1995).

Os genomas eucariotos sdo compostos por sequéncias simples re-
petidas, as quais consistem em um a seis nucleotideos repetidos em tandem e estas
sequéncias de DNA que flanqueiam os microssatélites sdo, geralmente, conserva-
das entre os individuos de uma mesma espécie, permitindo selegao de primers es-
pecificos que amplificam, via PCR, fragmentos contendo o DNA repetitivo em todos
os gendtipos (CAIXETA; BOREM, 2006). Krutovsky et al. (2012) define os microssa-
télites como codominantes, com elevado polimorfismo, a neutralidade seletiva, con-
sideravel numero de locos, e viabilidade para analises de alto rendimento, torna-los
um dos melhores, se ndo a melhor, ferramenta para estudos de diversidade genéti-
ca, estrutura genética e fluxo génico.

Powell et al. (1996) trata os microssatélites como eficazes para infe-
rir a relagdo genética dentro de uma determinada janela de valores de semelhanca
genética e um numero relativamente pequeno de locos parece ser suficiente para
obter estimativas de alta resolucido de parentesco.

Nos ultimos anos, os microssatélites tém sido utilizados para uma

variedade de aplicagdes como exames das relagdes genéticas entre os individuos,
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mapeamento de genes uteis, construgdo de mapas de ligacao, selegdes assistidas
por marcadores e retrocruzamentos e também genética de populagdes e estudos
filogenéticos (KALIA et al., 2011). Em contraste com as medidas indiretas de fluxo
génico inferidas a partir de diferenciagdo entre as populagbes, as medidas
instantaneas sao independentes em modelos evolutivos e referem-se a migragao
ocorrendo entre as duas ultimas geragcées. Com o aumento do desenvolvimento dos
microssatélites, impressdes digitais genéticas pode ser atribuidas a cada gendtipo
de uma dada populag¢édo natural (KREMER; MARIETTE, 2003).

Silva et al. (2012) enfatizaram a necessidade do desenvolvimento de
marcadores microssatélites (SSR) para o estudo de espécies tropicais de arvores
com o objetivo de colaborar no conhecimento do genoma das espécies, ajudar na
investigacdo da determinagdo genética e evolugdo de algumas adaptagdes impor-
tantes, bem como para avaliar os efeitos da fragmentacédo de habitats sobre a diver-
sidade genética das matas ciliares.

Locos de microssatélites sdo os mais utilizados atualmente, para ve-
rificar como a devastacédo florestal afeta a variabilidade genética de arbéreas. Esta
preferéncia deve-se as muitas caracteristicas dos SSRs tais como, a pequena quan-
tidade de DNA necessaria por amostra, a facilidade de detecg¢ao por PCR, a facilida-
de de analise, a heranca codominante, o multi-alelismo, assim como a alta informati-
vidade e abundancia no genoma (POWELL et al., 1996; GUPTA; VARSHNEY,
2000).

A importancia dos microssatélites para estudos genéticos tem sido
demonstrada desde o inicio de 1994 (SAGHAI MAROOF et al., 1994; BECKER,;
HEUN, 1995; LIU et al., 1996; STRUSS; PLIESKE, 1998). Posteriormente, mapas
enriquecidos em microssatélites passaram a ser construidos para muitas espécies
(RAMSAY et al., 2004; LI et al., 2003). Na maioria dos estudos os marcadores SSRs
foram obtidos com a técnica de selegdo de pequenos insertos de bibliotecas gené-
micas enriquecidas com motifs de microssatélites. Em espécies de interesse econo-
mico, o uso de SSRs é facilitado devido a disponibilidade de grande volume de in-
formagdes de sequéncias nucleotidicas depositadas em banco de dados bioldgicos
e ao desenvolvimento de varias ferramentas de bioinformatica, que torna possivel
identificar e desenvolver SSRs (PILLEN et al., 2000; THIEL et al., 2003; RAMSAY et
al., 2004; VARSHNEY et al., 2006).
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24 ISOLAMENTO DAS REGIOES CONTENDO MICROSSATELITES

Em virtude da tecnologia poderosa desenvolvida em biologia mole-
cular, é possivel isolar qualquer fragmento de DNA no genoma de um organismo. O
procedimento de isolamento (clonagem) envolve a inser¢do do fragmento de DNA
num vetor capaz de replicagdo num microrganismo, que permite a producao de
grandes quantidades de fragmento de DNA para analise fisica ou biologica. O uso
de cada vetor € normalmente limitada a uma tarefa especifica: a construgéo de bibli-
otecas genémicas (ZABAROVSKI, 2006).

Com os avancgos da bioinformatica, a construgdo de uma biblioteca
gendmica de microssatélites também esta atrelada a mineragdo de dados de se-
guéncia nucleotidicas, tornando assim uma estratégia relativamente facil e de redu-
¢ao de custos para todos os organismos com dados de DNA suficientes depositados
em plataformas de sequencias biolégicas (TONG et al., 2009). A partir de dados mo-
leculares é possivel suprir areas da biologia, agronomia, conservagao e outras areas
que envolvam organismos.

Ha varios métodos para isolar primers que amplifiquem SSR: por
meio de buscas em bancos dados publicos, tentativa de transferibilidade de primers
entre espécies correlacionadas ou pela construgdo de uma biblioteca gendmica en-
riquecida para regides microssatélites. O isolamento de microssatélites pode ser por
métodos tradicionais de construcdo de bibliotecas ou por enriquecimento das mes-
mas para as regides repetidas. Os métodos tradicionais consistem de: digestao de
DNA, clonagem e sequenciamento (CIAMPI et al., 2007).

Techen et al. (2010) demonstrou em seus estudos, resultados de bi-
bliotecas enriquecidas com microssatélites para quatro organismos, um nematoide,
um fungo, uma planta cultivada e uma arvore e demonstrou que o protocolo funcio-
nou eficazmente através de filos e considerou o protocolo uma ferramenta eficaz
para a geragao de marcadores moleculares a partir de uma variedade de espécies.

Nunome et al. (2006) relatam que, no protocolo tradicional o DNA
gendmico é digerido com uma enzima de restricdo que gera extremidades coesivas,
e os fragmentos desejados sao recuperados e desfosforilados para bloquear a liga-
¢ao de fragmentos de DNA gendmico para o outro. Porém, desenvolveram um pro-
tocolo melhorado para a construcédo de bibliotecas enriquecidas com microssatélites

que digere DNA gendmico com uma enzima de restricdo produtoras de extremida-



21

des cegas diferentes e os fragmentos amplificados podem ser clonados em vetores,
sem purificagdo. Desta forma, permite o enriquecimento eficiente e clonagem de se-
guéncias microssatélites, resultando em uma biblioteca com um baixo nivel de re-
dundéncia.

A construgcao de uma biblioteca para microssatélites pode ser reali-
zada por meio de varios protocolos de enriquecimento podendo-se aplicar mais de
um protocolo na mesma biblioteca. Os principais listados por CIAMPI et al. (2007)
sdo: Digestdo do DNA com o objetivo de selecionar a enzimas que proporciona
uma maior digestao na regidao de 300 a 800 pb (com esses tamanhos de fragmentos
se torna possivel a ligagdo com o plasmideo e o sequenciamento do fragmentos
completo). Seguindo o protocolo de Billotte et al. (1999), os fragmentos de DNA sé&o
ligados a adaptadores com o sitio especifico para as reagdes de PCR futuras e para
a ligacdo com o plasmideo; Construcéo da biblioteca gendmica enriquecida com
estreptavidina consiste de bio-oligos (biotina+oligos (TC)13) acoplados as contas
magnéticas, na qual os oligos irdo se hibridizar com os fragmentos de DNA que con-
tém repetigdes dinucleotidicas AG/TC. Os fragmentos enriquecidos sdo amplificados
por PCR (primers complementares aos adaptadores); Selecdo dos clones com mi-
crossatélites onde os fragmentos séo ligados ao plasmideo, como por exemplo o
plasmideo pGEM-T (Promega) e transformados em células competentes E.coli e;
Sequenciamento gerados dos Produtos de PCR, pela amplificacdo do inserto
plasmideo positivo e submetidos a eletroforese em um equipamento de sequencia-
mento genético. As sequéncias com microssatelites de 20pb sdo selecionados crite-
riosamente, onde € identificado o adaptador e levado a uma plataforma online para
desenho dos primers como o programa Primer 3 output.

Costa et al. (2012), desenvolveram nove primers microssatélites pa-
ra caracterizar a espécie P. rigida e estudar sua estrutura genética. Esta seria uma
das etapas em qualquer estudo de microssatélites e envolve a precisdo na coleta,
extragdo e quantificagcdo do DNA, construgcdo de uma biblioteca genémica para de-
senvolver e otimizar um conjunto util de pares de primers de microssatélites e ampli-

ficagao destes.
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2.5 AESPECIE PARAPIPTADENIA RIGIDA — ANGICO

A Familia Fabaceae compreende uma das maiores familias dentre
as dicotiledéneas (JOLY, 1993) e considerada umas das familias mais representati-
vas nas formacgbes das florestas. Estas podem ser plantas de habito muito variado
vivendo em diferentes latitudes e altitudes.

O sistema de classificacdo taxonémica da espécie em estudo Para-
piptadenia rigida (Benth.) Brenan corresponde a seguinte organizagc&o hieraquica:
Divisdo Magnoliophyta (Angiospermae), Classe Magnoliopsida (Dicotiledonae), Or-
dem Fabales, Familia Fabaceae-Mimosoideae, Género Parapiptadenia, Espécie Pa-
rapiptadenia rigida (Benth.) Brenan (CARVALHO, 2002) (Figura 1).

Figura 1 — Parapiptadenia rigida. A - Plantula. B - Individuo jovem. C - Individuo a-
dulto. D — Tronco tipo arvore

Fonte: A - MACIEL et al. (2012); B e D — FERRERA (2012) C - LORENZI (2000)
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Apresenta-se com variados nomes populares dependentes da sua
localizac&o, no Brasil € chamada de gurucaia (CHAGAS E SILVA et al., 1995), angi-
co-vermelho (KIPPER et al., 2010; FERRERA, 2012), angico na Bahia, no Parana,
no Rio Grande do Sul, em Santa Catarina e em Sao Paulo, angico-da-mata, angico-
verdadeiro (LORENZI, 2000), monjoleiro (SAUERESSIG, 2012), angelim-amarelo,
na Bahia e em Santa Catarina; angico-branco, em Minas Gerais e em Sao Paulo.
Em outros paises € conhecida como anchico, no Uruguai, anchico colorado e curu-
pay-ra, na Argentina, kari kara na Bolivia, kurupay'ra, no Paraguai (CARVALHO,
2002).

A subfamilia Mimosoideae possui aproximadamente, 80 géneros que
sao na sua maioria tropical e subtropical na distribuicdo e principais componentes de
regides aridas e semi-aridas de todo o mundo (LUCKOW et al., 2003). Segundo Lo-
renzi e Souza (2008), a subfamilia possui folhas geralmente bipinadas, flores acti-
nomorfas, diclamideas, corola com prefloragdo valvar, frequentemente gamopétala-
da, estames em numero igual ou duplo ao das pétalas e sementes com pleurogra-
ma.

Abundantes das regides tropicais a Parapiptadenia é considerada
uma segregacao dos géneros de Piptadenia de Bentham (JOBSON; LUCKOW, 2007
apud LIMA; LIMA, 1984) e as espécies com sementes aladas foram reconhecidos
como pertencentes ao género Parapiptadenia Brenan (JOBSON; LUCKOW, 2007
apud BRENAN, 1963). O significado etimoldgico decorre de Parapiptadenia, do gre-
go para (semelhante) ao género Piptadenia Benth, por ser semelhante ou proximo a
este género; rigida, do latim rigidus (rijo,duro), provavel alusdo a dureza do lenho
(BURKART, 1979). P. rigida é bem distinta das demais espécies brasileiras e carac-
teriza-se, principalmente, pelas flores amarelo-esverdeadas e pelos foliolos linear-
falcados com nervura principal submarginal (LIMA; LIMA, 1984). As espécies de Pa-
rapiptadenia sdo muito afins das de Piptadenia, mas diferenciam-se pelas sementes
aladas. (LIMA, 1985).

Sua distribuicdo geografica no Brasil (Figura 2) é larga e ocorre em
Floresta Estacional Decidual (HIGUCHI et al., 2012), em Floresta Semidecidual (S-
CHEER; BLUM, 2011), em Floresta Tropical/Subtropical Perenifélia e Floresta Sub-
tropicais (INPE, 2008), em Floresta Ombroéfila Mista ou Floresta com Araucaria
(SAUERESSIG, 2012). Sua ocorréncia natural incide desde nordeste da Argentina,
no leste do Paraguai, no norte do Uruguai (MARTINEZ-CROVETTO, 1963; GAR-
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TLAND et al., 1995; LOPEZ et al., 1987; LOMBARDO, 1964). E no Brasil ocorre nos
estados Espirito Santo (LOPES et al., 2000), Mato Grosso do Sul (SOUZA et al.,
1997), Minas Gerais (CARVALHO et al., 1999), Parana (CEZARE et al., 1998; FO-
WLER; CARPANEZZI, 1998; SOARES-SILVA et al., 1998), Rio de Janeiro (PIiFIA-
RODRIGUES et al.,1997), Rio Grande do Sul (COSTA et al., 2000), Santa Catarina
(NEGRELLE; SILVA, 1992), Sao Paulo (CAMARGO; CAVASSAN, 1999).

Figura 2 — Locais de ocorréncia natural de Parapiptadenia rigida no Brasil

Fonte: CARVALHO (2002)

Planta decidua, helidfita, indiferente a condigdes fisicas do solo, a-
presenta maior frequéncia nas matas menos abertas e menos densas e principal-
mente, nas associagdes secundarias mais evoluidas (LORENZI, 2000) ou seja, uma
planta secundaria inicial (VACARRO et al., 1999; BORGHI et al., 2004; KIPPER et
al., 2010; COELHO et al., 2011).

Arvoreta a arvore comumente semidecidual, mas existem exempla-
res perenifélios. Geralmente com 4 a 20 m de altura e 40 a 70 cm de DAP, podendo
atingir até 35 m de altura e 140 cm de DAP, na idade adulta (CARVALHO, 2002). A
emergéncia ocorre com 5 dias e sua germinagao € do tipo epigea com raiz pivotante
(LOPES et al., 2012). Planta com sistema sexual hermafrodita (CARVALHO, 2002)
produz anualmente grande quantidade de sementes viaveis e sua dispersao pode
ser anemocoria, autocoria, principalmente barocoria, por gravidade e também hidro-

coria, devido a sua ocorréncia frequente junto aos cursos de agua (BURKART, 1979;
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COELHO et al., 2011) e seu principal vetor de polinizagao sdo as abelhas (CAVA-
LHEIRO; AMEXEIRO, 1992).

Fenologicamente (Figura 3) ocorre a queda foliar da espécie de maio
a novembro (caducifdlia) e o brotamento de julho a novembro, as emissdes dos bo-
tdes florais em novembro a dezembro e em maio; a antese de novembro a fevereiro
e em maio e; a frutificagdo imatura de dezembro a junho e a madura de margo a a-
gosto (FERRERA, 2012).

Figura 3 — Parapiptadenia rigida. A - Folhas. B - Flores. C — Flores em detalhe. D —
Frutos verdes. E — Frutos secos. F — Sementes

N // .,

Fonte: A aD - FERRERA (2012); E e F - LORENZI (2000)

Em relagdo aos solos encontrados, a espécie cresce tanto em solos
umidos como em secos, sendo mais abundante nos bem drenados, adapta-se bem
a solos rasos, principalmente os derivados de basalto, sendo, por isso, freqliente
nas encostas dos vales (EMBRAPA, 1988).

Schroder et al. (2013) define P. rigida com caracteristicas de rapido
crescimento e madeira de alta densidade de massa especifica aparente de 0,75 a
1,00 g/cm® a 15% de umidade e massa especifica basica: 0,54 a 0,69 g/cm3, com
madeira de alta durabilidade, em condi¢ées favoraveis ao apodrecimento. E conside-
rada madeira imune ou muito resistente ao cupim (JANKOWSKI et al., 1990; SILVA
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et al., 1982). IPEF (2013) define a utilizacdo da espécie em construgao, carvao, resi-
na, arborizagdo urbana, medicina, melifera e paisagismo. E ainda, UBESSI-
MACARINI et al. (2011) relata a utilizacdo da espécie em produtos apicolas, com-
bustiveis, ecoldgicos, fibras, medicinais, ornamentais e produtos bioquimicos, apro-
veitando todas partes da planta.

A espécie também apresenta principalmente aplicabilidade e impor-
tancia nos aspectos ambientais, pois se torna ideal para a restauracao florestal e
para o sequestro de carbono. Ela é recomendada para reposicdo de mata ciliar em
locais com auséncia de inundacao ou com inundacgdes periddicas de rapida duracao
(FERREIRA, 1983; SALVADOR, 1987; DURIGAN; NOGUEIRA, 1990), e ainda na
recuperacao de areas degradadas (SOUTO, 1984). Nos plantios, apresenta boa de-

posicao de folhedo, que dificulta o aparecimento de vegetacéo invasora.
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3 JUSTIFICATIVA

A fragmentagdo dos habitats naturais tem sido considerada um pro-
blema a nivel global. Esta amplitude pode ser relacionada com a grande importancia
em estudar estes ambientes degradados ao que tange a fauna e a flora. A atividade
humana tem participado ativamente, de formas diretas e indiretas, seja por necessi-
tar dos recursos naturais, seja por praticar o desmatamento para ampliar a pecuaria,
a agricultura ou as zonas civis.

A crescente demanda da exploragao dos recursos naturais e a ca-
deia de processo que a cerca (economia e politica) demanda em acelerar os estu-
dos e pesquisas cientificas, a fim de manter o desenvolvimento econémico sustenta-
vel e a preservagao dessas espécies ameacgadas por este circulo vicioso. Estudos
nesta area demandam pessoas capacitadas em ter conhecimento de diversas areas
a fim de proporcionar resultados que denotem o passado ao presente e, ao futuro, o
qual poderemos néo ter as florestas que hoje ja ndo sdo mais intactas.

O estudo com a espécie Parapiptadenia rigida apresenta sua rele-
vancia para aprofundar o conhecimento sobre a espécie a nivel molecular. As tecno-
logias empregadas no campo das ciéncias incluem os marcadores moleculares os
quais sao ferramentas essenciais nas pesquisas com espécies arboreas. Os micros-
satélites sendo os mais informativos, propdem a compreenséo da estrutura genética
da espécie podendo inferir dados de fluxo génico, deriva genética e distancias inter e
intra-populagdes. Tais inferéncias sao valiosas ao colaborar para o acervo da con-

servacao genética.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVOS GERAIS

Estimar a diversidade genética de populag¢des de Parapiptadenia ri-
gida (Benth.) Brenan (Fabaceae-Mimosoideae) utilizando marcadores microssatéli-
tes a fim de relacionar se a mesma encontra-se em perigo de extingdo e analisar se

ha relagdo com o habitat fragmentado da regido onde a espécie se encontra.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Quantificar a variabilidade genética inter e intrapopulacional de
quatorze populagdes de P. rigida distribuidas nos Estados do Rio
Grande do Sul, Santa Catarina, Parana e Sao Paulo;

2. Associar os resultados aos padrdes reprodutivos e demograficos
com a diversidade genética intra e interpopulagdes;

3.Estimar a divergéncia genética entre as populacbée em estudo
comparando com as distancias geograficas dos diferentes frag-
mentos amostrados;

4. Estabelecer uma relagao entre os dados moleculares analisados,
as areas de coleta e o impacto do histérico de fragmentagao que

ocorreu na regiao de estudo.
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S ARTIGO: DIVERSIDADE GENETICA EM POPULACOES DE PARAPIPTA-
DENIA RIGIDA (BENTH.) BRENAN (FABACEAE - MIMOSOIDEAE) POR
MARCADORES MICROSSATELITES.

RESUMO: A familia Fabaceae-Mimosoideae apresenta, aproximadamente, 40 géneros
incluindo Parapiptadenia rigida (Benth.) Brenan, a qual ocorre com maior frequéncia
nos trés estados do sul do Brasil. P. rigida € uma arvore de sucessao secundaria preco-
ce, caracteristica da floresta tropical, a qual € de grande importancia ecolégica na recu-
peracao de areas degradadas. Foram utilizados oito pares de locos de microsatélites
para estudar a variabilidade e estrutura genética de 14 populag¢des de P. rigida e obteve-
se um total de 137 alelos com os valores médios de heterozigosidade esperada e ob-
servada de 0,32 e 0,53, respectivamente. Todas as populagdes estudadas mostraram
déficits de heterozigotos. A maior parte da diversidade genética foi encontrada dentro de
populagdes, enquanto o nivel de diferenciagao genética foi moderado (12,91%) entre as
populacgdes. Niveis diferentes de fluxo génico entre as populagdes foi verificado. Valo-
res de Fis positivos e significativos foram calculados para todas as populagdes e o teste
de Wilcoxon para excesso de heterozigosidade mostrou que um recente gargalo genéti-
co ocorreu em 12 das 14 populagdes estudadas. O dendrograma construido pelo méto-
do UPGMA mostrou a formagéo de dois grupos. A presencga de varios pares de locos
em desequilibrio de ligagdo confirma o fato de que estas populagdes perderam variabi-
lidade genética por deriva genética. O teste de correlagdo de Pearson nao foi significati-
vo para a relacao entre distancia genética e distancia geografica. Os resultados mostra-
ram que é necessario a aplicagao de estratégias de manejo para a conservagao destas
populagdes de P. rigida pois, a viabilidade das préximas geracdes esta severamente
comprometida.

Palavras-chave: Mimosoideae. Espécie arbdrea tropical. Conservagdo. Marcadores
moleculares.

ABSTRACT: Fabaceae-Mimosoideae Family has approximately 40 genera including
Parapiptadenia rigida (Benth.) Brenan which occurs with great frequency in the three
Southern States from Brazil. P. rigida is a tree of early secondary sucession chacteristic
of the Tropical Rainforest that is of great ecological importance in the recovery of
degraded areas. We used eight pairs of microsatellite loci to study the genetic variability
and population genetic structure in fourteen populations and obtained a total of 137
alleles with an average observed and expected heterozygosity of 0.32 and 0.53,
respectively. All the populations studied showed heterozygosity deficits. Most of the
genetic diversity was found within populations; while the level of genetic differention was
moderate (12.91%) between populations. Different levels of gene flow among the
populations were detected. Positive and significant values of Fis were found for all the
populations and the Wilcoxon test for excess of heterozygosity indicate that a recent
bottleneck occurred in twelve of fourteen populations studied. The dendrogram
constructed by the UPGMA method revealed the formation of two groups. The presence
of several pairs of loci in linkage disequilibrium confirms that these populations
experienced a loss of genetic diversity caused by genetic drift. Pearson correlation test
was not significant for genetic and geographic distances. The results showed that it is
necessary to develop management strategies for the conservation of these populations
of P. rigida as the viability of the next generations are severely compromised.

Keywords: Mimosoideae. Tropical tree species. Conservation. Molecular markers.
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5.1  INTRODUCAO

A devastagédo das florestas brasileiras atreladas a competicdo hu-
mana e seu crescimento desordenado € uma das principais causas da reducéo dos
habitats naturais e também, da divisdo dos remanescentes em fragmentos menores
(ARAUJO, 2005). Isto, consequentemente, modifica e desequilibra a biodiversidade
a qual constitui uma propriedade dos ecossistemas com a caracteristica basica de
manutencgdo da natureza em seu longo processo evolutivo.

A genética da conservagao permite a avaliagdo da variabilidade ge-
nética intra e interespecifica buscando uma melhor compreensao da dinamica de
populacdes das espécies. E também, importante por proporcionar esclarecimentos
da causa do potencial evolutivo a longo prazo (BEGON et al., 2007) e interferir de
maneira positiva no monitoramento de projetos de reintrodugdo e manejo de popula-
¢des naturais (SANTOS et al., 2004).

O estudo de espécies tropicais é de suma importancia, principalmen-
te, aquelas inclusas na lista de sucessao ecoldgica, como Parapiptadenia rigida
(Benth.) Brenan (Mimosoideae). A Familia Fabaceae compreende uma das maiores
familias dentre as dicotiledéneas (JOLY, 1993) e a subfamilia Mimosoideae possui
aproximadamente, 80 géneros que sao na sua maioria tropical e subtropical na dis-
tribuicdo e principais componentes de regides aridas e semi-aridas de todo o mundo
(LUCKOW et al., 2003). Pertencendo a esta subfamilia, a espécie P. rigida apresen-
ta-se com variados nomes populares como gurucaia (CHAGAS E SILVA et al.,
1995), angico-vermelho (KIPPER et al., 2010; FERRERA, 2012), angico (LORENZI,
2000) ou ainda, monjoleiro (SAUERESSIG, 2012).

Sua distribuicdo geografica no Brasil € ampla, se estendendo do
Nordeste ao Sul, é caracteristica das Florestas Estacional Decidual (HIGUCHI et al.,
2012) e Semidecidual (SCHEER; BLUM, 2011), mas ocorre também na Floresta
Ombroéfila Densa e Ombroéfila Mista (SAUERESSIG, 2012) com menor frequéncia. E
uma planta secundaria inicial (VACARRO et al., 1999; BORGHlI et al., 2004; KIPPER
et al.,, 2010; COELHO et al.,, 2011), mondica com sistema sexual hermafrodita
(CARVALHO, 2002), albgama e possivelmente apresente um sistema de auto-
incompatibilidade (RIBAS, 1999), devido ao seu comportamento pioneiro e de su-
cessao secundaria inicial, com crescimento rapido sendo utilizada em sistemas de

restauracao florestal e sequestro de carbono. Arvores adultas e regenerantes de P.



31

rigida ocorrem agrupadas, provavelmente devido a dispersao de sementes proximas
as arvores matrizes, levando ao aparecimento de estrutura genética espacial intra-
populacional.

Neste sentido, para o estudo da diversidade genética desta espécie,
os marcadores moleculares sdo uma excelente ferramenta, pois contribuem para
direcionar o conhecimento da base genética (FALEIRO, 2007). Dentre os tipos de
marcadores moleculares, os microssatélites sdo os mais utilizados em estudos de
populacdes de espécies arbdéreas, para verificar como a devastacgao florestal afeta a
variabilidade genética.

Essa espécie arborea torna-se alvo de investigagdo e preocupagao
cientifica para conhecer a base da diversidade genética de suas populagdes natu-
rais. Neste contexto, este trabalho tem como objetivo investigar a diversidade gené-
tica da P. rigida sob a hip6tese de que esta espécie sofreu e esta sofrendo os efeitos
da fragmentagcao com a consequente perda de sua variabilidade genética nestes
fragmentos e associar os resultados aos padrdes reprodutivos e demograficos com a
diversidade genética contribuindo com a conservacéo dos recursos genéticos desta

espécie arbodrea tropical.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Amostragem

Realizou-se a amostragem de 14 populagdes de P. rigida (Tabela 1)
entre 2010 e 2012 sendo nove no Parana, duas em Santa Catarina, duas no Rio
Grande do Sul e uma em Sao Paulo (Figura 4). Foram amostrados, aproximadamen-
te, 30 individuos aleatoriamente em cada populagdo, mantendo uma distancia mini-
ma de 10m entre as arvores a fim de evitar a coleta de individuos aparentados e de
modo a abranger toda sua area de distribuicdo no fragmento. Algumas amostras fo-
ram coletadas em gelo e posteriormente mantidas a -20°C até a extracdo do DNA,
enquanto outras foram mantidas em silica. A populagdes de Alvilandia, Cornélio
Procopio e Londrina foram coletadas nas reservas florestais da Estagdo Ecoldgica
de Caetetus, Parque Estadual Mata Sdo Francisco e Parque Estadual Mata dos

Godoy, respectivamente, onde estes fragmentos sao preservados.
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Tabela 1 —Locais de coleta das amostras de Parapiptadenia rigida na regido sul e
sudeste-brasileira e numero (n) de individuos

Sialas Cidade/Estado Area Total Altitude Formagé&o
9 Coordenada do Fragmento  média Florestal
TOMAZINA Floresta
TOM Parana 754.000m? 494 Estacionaria
-23.773591°S -49.938178°W Semidecidua
FREDERICO WESTPHALEN Floresta
WES Rio Grande do Sul 365.000m? 532 Estacionaria
-27.343946°S -53.383690°W Decidua
PALMITAL Floresta
PMT Parana 310.550m? 915 Estacionaria
-24.876823°S -52.162961°W Semidecidua
IRAI Floresta
BIV Rio Grande do Sul 110.000m? 221 Estacionaria
-27.185187°S -53.249438°W Decidua
LUPIONOPOLIS Floresta
LUP Parana 83.800m” 425 Estacionaria
-22.760173°S -51.664464°W Semidecidua
LONDRINA Floresta
MGY Parana 15.150.000m? 551 Estacionaria
-23.443281°S -51.243259°W Semidecidua
SANTA CECILIA DO PAVAO Floresta
STA Parana 414.000m? 665 Estacionaria
-23.488199°S -50.816302°W Semidecidua
CORNELIO PROCOPIO Floresta
CPR Parana 380.000m? 665 Estacionaria
-23.250000°S -50.733333°W Semidecidua
ORTIGUEIRA (Entrada) Floresta
EOR Parana 145.000m? 821 Estacionaria
-24.204534°S -50.942049°W Semidecidua
CURIUVA Floresta
CRV Parana 35.140.000m? 831 Estacionaria
-24.016667°S -50.433333°W Semidecidua
ORTIGUEIRA (Banhadao) Floresta
BNH Parana 240.000m? 821 Estacionaria
-24.150000°S -50.866667°W Semidecidua
Floresta
VARGEM Estacionaria
. 2 Decidua/
CNV Santa Catarina 1.500.300m 937 Floresta
-27.497352°S -50.881842°W Ombrdfila
Mista
LAGES Floresta
LAV Santa Catarina 3.720.000m? 885 Ombréfila
-28.183333°S -50.716667°W Mista
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ALVILANDIA Floresta
CTT S&o Paulo 23.510.000m? 670 Estacionéria
-22.380492°S -49.674468°W Semidecidua

Figura 4 — Mapa das areas de coleta nos estados de Rio Grande do Sul, Santa Ca-
tarina, Parana e Sao Paulo, Brasil

= CPR
MGY = = STA
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5.2.2 Extracdo de DNA

A extragcdo do DNA foi realizada de acordo com o protocolo Doyle e
Doyle (1987), as amostras foram maceradas utilizando o macerador Retsch MM400
(Haan, Germany); adicionando-se posteriormente, 1.000ul de CTAB 2% e levados
ao banho-maria pré-aquecido a 65°C onde ficaram incubadas por 30 minutos, agi-
tando-se a cada 10min.

Os microtubos foram retirados e resfriados a temperatura ambiente

acrescentando-se 450ul de cloroférmio alcool isoamilico (24:1) e agitados até homo-
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geinizar; centrifugados a 14.000 rpm por 5 minutos; recuperando o sobrenadante e
transferindo para outro microtubo (3 aliquotas de 180ul); acrescentando 400ul de
isopropanol gelado (—20°C) e; centrifugando a 7.500 rpm por 10 minutos para formar
o pellet.

Descartou-se o maximo de sobrenadante e lavou-se duas vezes o
pellet com 500ul de etanol 70% e com 1.000ul de etanol absoluto. Retirou-se 0 ma-
ximo possivel deste e quando o pellet secou, acrescentou-se 50ul de tampéao TE
0.01'mM contendo 5ul/MI de RNAse. As amostras foram incubadas na estufa por 30

min a 37°C e conservou-se em freezer a — 20°C por 24 horas para eletroforese.

5.2.3 Amplificacdo de Microssatélites

A anadlise dos locos de microssatélites foi realizada no laboratério
multiusuario (LAMM-UEL/Pr). As reacdes de amplificacdo utilizaram 8 primers de-
senvolvidos por COSTA et al. (2012): Prig21, Prig26, Prig 28, Prig29, Prig33, Prig
38, Prig62, Prig87 (Tabela 2). As reagdes de PCR foram compostas de 1ul de DNA
gendmico (50ng); 4,5ul Go Taqg Green Master Mix 1X, 0,16pl a 5pmol do primer dire-
to com a cauda para o M13, 0,32ul a 5pmol de cada primer reverso e M13 marcado
com fluoréforos FAM, HEX e MED e agua ultra pura para completar volume final da
reacao de 10ul. As reagdes de amplificacdao (MJ Research PTC-200) foram progra-
madas para as seguintes condi¢des: uma denaturagao inicial de 4 min a 94°C segui-
dos de 11 ciclos de 30 seg a 94°C, 30 seg a 65-53°C (1°C/ciclo) e 30 seg a 72°C
mais 30 ciclos de 30 seg a 94°C, 30 seg a 55°C e 30 seg a 72°C seguidos de 8 ci-
clos de 30 seg a 94°C, 45 seg a 53°C e 45 seg a 72°C e uma extensao final de 60°C
apoés 40 min e 10°C hold.

Apos amplificagdo, os produtos foram submetidos a eletroforese ca-
pilar no sequenciador 3500xL (Life Technologies, California, USA) e analisados para

estimativa do tamanho dos alelos.
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Tabela 2 —Sequéncia de pares de primers desenvolvidos para Parapiptadenia rigida
com as respectivas, tamanho de pares de bases (pb), temperaturas de
anelamento (Ta)

Locus/Nr acesso . . ) Tamanho
- Sequéncia {5'-3") Motifs do alelo{pb)
Prig 21/1Q042252 F: GGTGGGGATCGGATTATTIT (AC)4n 179 56
R: CTATTGATGCGCATGTGAGT

Prig 26/1Q042253 F: GGCAGAGCTGTCAGGATCA (AG),z 218 &0
R: GACCTCTTCCACCCTTITCC

Prig 28/10Q042254 F: CATTGAACCTATTCCCCTGA (TAT)5...(GA), 168 54
R: GGEGACAAATAACATETCTGACG

Drig 29/10Q042255 F: ACCCCCGGTATTTCCATAAC (CA) 4 BT) s 200 58
R: GGAGGGGTCATGTCTTTGAA

Prig 33/1Q042256 F: TTTGCTTTTGCCATTGAAGA (AC). 206 56
R: TTGGETGGGCTTAGGCAAATA

Prig 38/1Q042257 F: TGGTCCTTCTTCTGCAGGTT (TG):...|CT) AT 194 55
R: CTAGCTTCATGGGECTTTTGE (GT)-GA[{GT),

Prig 62/10042259 F: GTTCAAAGCTITTGCGTGGET iTG)s 244 57
R: CAGGGAAGACAAACCTGGAL

Prig 87/10Q042260 F: CCTGCTTCCCTTTACGACAC (AC). 192 59

R: TGTGATGAGCTAGGGECATTG
Fonte: COSTA etal. (2012)

5.2.4 Analise Estatistica

O tamanho dos alelos foram determinados utilizando-se o marcador
de peso molecular GeneScan™ — 600 LIZ® Size Standard (Life Technologies, Cali-
fornia, USA), pelo programa GeneMarker v.1.6 (Life Technologies, California, USA)
posteriormente os dados foram organizados em matrizes e submetidos a programas
computacionais. Os dados foram analisados quanto a presenga de alelos nulos,
bandas sttuter e alelos drop-out que afetam a leitura dos microssatélites, através do
programa Micro-Checker 2.2.3. (VAN OOSTERHOUT et al., 2004).

A diversidade genética de cada populagao foi caracterizada pelo
numero de alelos por locos (A), numero de alelos efetivos (Ag), heterozigosidade
observada (H,) e heterozigosidade esperada (He) no programa PopGene v. 1.31. Os
niveis de endogamia (Fs; Wright, 1951) com corregédo de Bonferroni (95%, a=0,05),
baseados em 2.240 randomizacbes foram geradas pelo programa FSTAT versao
2.9.3.2 (GOUDET, 2011). O teste exato para desvio do Equilibrio de Hardy-
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Weinberg (GUO; THOMPSON, 1992) e desequilibrio de ligacdo foram obtidos pelo
software Genepop 4.2.1 (RAYMOND; ROUSSET, 1995).

A variabilidade genética entre populagdes, entre individuos dentro de
populacgdes, dentro de individuos bem como o indice de fixagao alélica (Fst) foram
estimados utilizando a analise de variancia molecular (AMOVA) pelo programa AR-
LEQUIN v.3.11 (EXCOFFIER et al., 2005), com o qual foi também calculado o Fst
par a par.

Para verificar se as populagdes estudadas passaram por um efeito
de Gargalo Genético recente foi utilizado o programa BOTTLENECK (CORNUET;
LUIKART, 1996; PIRY; LUIKART; CORNUET, 1999), a partir de trés modelos evolu-
tivos para locos de microssatélites, sendo eles Infinite Allele Model (IAM), Two Pha-
se Model (TPM) e Stepwise Mutation Model (SMM). As probabilidades baseadas no
excesso/deficiéncia de heterozigosidade foram derivadas do teste de Wilcoxon (Wil-
coxon sign-rang test) (LUIKART et al., 1998). O teste de Wilcoxon fornece um poder
relativamente alto para analises que utilizam poucos locos.

Distancia genética de Nei (1978) foi usada para construir o dendro-
grama utilizando o método UPGMA (unweighted pair-group method with arithmetic
averages) (SOKAL; MICHENER, 1958) com software TFPGA 1.3 (MILLER, 1997).

Ja ocorréncia de migragcdo entre as populagbes foi estimada pelo
método Bayesiano para a porcentagem de migrantes, pelo programa BAYESASS,
versao 1.3 (WILSON; RANNALA, 2003). Para verificar uma possivel correlagéo entre
distancia geografica e genética, foi realizado o teste de correlagao de Pearson, com
base nos valores de FST entre pares de populagbes e as distancias geograficas,
pelo software Bioestat 5.0 (AYRES et al., 2007).

5.3 RESULTADOS

Neste estudo, somente o DNA das plantas que mostraram um bom
nivel de amplificagdo para todos os locos foram considerados, com o objetivo de e-
liminar desvios causados por alelos nulos. O teste para alelos nulos mostrou uma
presenca desprezivel dos mesmos nas populag¢des estudadas (Tabela 3).

Para os oito locos de microssatélites estudados nas 14 populagdes
de P. rigida (Tabela 3), um total de 137 alelos foram identificados em 420 indivi-
duos. O numero de alelos variou de 4,38 (PMT) a 7,88 (STA) com média de 6,05. O
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nuamero de alelos efetivos variou de 1,99 (TOM) a 4,32 (STA) com média de 3,01 por
locos. As médias de heterozigozidade observada (Ho = 0,33) foram mais baixas do
que a média de heterozigozidade esperada (He = 0,52), mostrando uma deficiéncia
em heterozigotos. O teste de correlagéo linear de Pearson ndo mostrou relagao en-
tre a taxa de heterozigosidade e o tamanho do fragmento (r =-0,0789, P=0,7886).
Os valores do coeficiente de endogamia (Fis) para as 14 populagdes estudadas
mostraram valores positivos e significativos. O teste exato para Equilibrio de Hardy-
Weinberg mostrou que todas as populagdes estudadas desviaram significativamente

do equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabela 3).

Tabela 3 —Medidas da diversidade para oito locos de microssatélites para 14 popu-
lagdes de Parapiptadenia rigida

A Ae H,

xa

Populacgao N (SD) (SD) (SD) H. (SD) Fis Null

TOM 29° 4,50 1,99 (0,54) 0,18 0,46 060 0,16
(2,14) 0,22)  (0,21)

WES 28" 4,63 2,28 (0,96) 0,27 0,49 046* 0,11
(1,85) (0,19)  (0,24)

PMT 30" 4,38 2,33 (1,64) 0,25 0,39 0,36* 0,20
(2,56) 027)  (0,33)

BIV 28" 6,00 3,12(1,99) 0,28 0,57 0,50 0,24
(3,02) (0,24)  (0,28)

LUP 29" 4,88 2,29(0,78) 0,18 0,51 0,65* 0,18
(2,17) (0,16)  (0,24)

MGY 33" 7,13 3,41 (2,43) 0,33 0,56 041* 0,16
(3,60) (0,19)  (0,30)

STA 29" 7,88 4,32 (3,01) 0,39 0,64 0,40+ 0,16
(3,72) (0,19)  (0,29)

CPR 31 6,88 3,75 (2,40) 0,33 0,59 0,44* 0,09
(3,18) 0,19)  (0,32)

EOR 31 6,38 3,31(2,11) 0,39 0,55 0,28 0,09
(3,74) 027)  (0,34)

CRV 32" 7,63 3,54 (2,68) 0,45 0,58 022 0,12
(4,27) (0,24) (0,30

BNH 30" 7,25 3,32 (2,01) 0,41 0,57 027 0,08
(3,73) (0,28)  (0,33)

CNV 28" 5,00 2,06 (1,16) 0,31 0,41 025 0,11
(1,77) (0,20)  (0,24)

LAV 29" 513 2,79 (1,76) 0,38 0,53 028* 0,15
(2,30) (0,24)  (0,26)

30" 7,00 3,59 (2,15) 0,42 0,63 0,34* 0,15
cTT (2,93) (0,26)  (0,23)

Médialoco - 6,05 3,01 0,33 053 - ;
(2,93) (1,83)  (0,22)  (0,28)

* Significancia de Fis a 5 % de probabilidade por populagédo em todos os locos

* Significancia a 5 % de probabilidade pelo teste exato de Fisher para equilibrio de Hardy—Weinberg
?Nomes das populagdes especificados na Tabela 1

N numero de individuos por populagédo, A nimero de alelos por locos, Ae numero de alelos efetivos
por locos, Ho heterozigozidade observada, He heterozigozidade esperada, Fis coeficiente de endo-
gamia segundo Wright 1951, Null frequéncias médias do alelo nulo, SD desvio padrao para A, Ae, Ho
e He.
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O teste de desequilibrio de ligagcdo mostrou que 9 das 14 popula-
¢des estudadas mostraram pares de locos em desequilibrio de ligagao. As popula-
¢des de Alvilandia, Cornélio Procépio, Frederico Westphalen e Santa Cecilia do Pa-
vao mostraram trés pares de locos em desequilibrio de ligagdo enquanto as popula-
¢des de Curiuva e Ortigueira (Banhadao) mostraram dois pares de locos em dese-
quilibrio de ligacao. As populagdes de Ortigueira (Entrada), Palmital e Vargem mos-
traram somente um par de locos em desequilibrio de ligagdo enquanto as popula-
¢bes de Irai, Lages, Londrina, Lupiondpolis e Tomazina ndo apresentaram locos em

desequilibrio de ligagao.

Tabela 4 —Presenga do desequilibrio de ligacdo de 8 locos de microssatélites em 14
populagdes de Parapiptadenia rigida

Locos Fopulacdes
WES PMT STA CPR ECOR CRV BMH CMV  CTT
Loco 21/ Loco 26 +
Loco 21/ Loco 29 +
Loco 21/ Loco 33 +
Loco 21/ Loco 38 +
Loco 21/ Loco 62 + +
Loco 21/ Loco 87 +
Loco 26 / Loco 29 + +
Loco 26/ Loco 33 +
Loco 26 / Loco 38 +
Loco 26/ Loco 62 +
Loco 29/ Loco 38 +
Loco 29/ Loco 62 +
Loco 29/ Loco 87 +
Loco 38/ Loco 62
Loco 38/ Loco 87 + +
Loco 62 / Loco 87 +

P > 0.05 (significativo usando o teste exato de Fisher)

A andlise de variancia molecular (AMOVA) mostrou que 17,12% da
variagdo genética é encontrada dentro das populagdes, 69,97% € encontrado dentro
de individuos e apenas 12,91% é encontrado entre as populagdes (indice de dife-

renciacao genética, Fst = 12,9%) (Tabela 5).
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Tabela 5 —Analise de variancia molecular (AMOVA) em 14 populagbes de Parapip-
tadenia rigida utilizando oito locos microssatélites

o G.L. Soma dos Componentes de Porcentagem de

Fonte de variacao N o
Quadrados variancia variancia

Entre populagbes 13 77,40 0,08 12,91**
Entre individuos 403 286,41 0,11 17,12**
dentro de popula-
coes
Dentro de indivi- 417 199,00 0,47 69,97**
duos
Total 833 562,81 0,68
Fst: 0.129

**P < 0,01 (significancia dada pelo teste com 1.023 permutacgbes)

Niveis baixos a elevados de diferenciagdo genética (Fst par a par)
foram observados entre as populagées, com as menores diferengas observadas en-
tre as popualgdes de Lupiondpolis e Tomazina, Lages e Vargem. E as maiores dis-
tdncias genéticas entre as populagdes de Ortigueira (Entrada) e Irai, Vargem e Orti-
gueira (Entrada) (Tabela 6). O teste de correlagdo de Pearson mostrou nao existir
relacdo entre o Fst par a par e entre as distancias geograficas das populagoes (r =
0,1256; p = 0,2355).

Tabela 6 —Distancia geografica em km, acima da diagonal, e valores de Fst par a
par das populagdes de Parapiptadenia rigida abaixo da diagonal.

TOM WES PMT BIV LUP MGY STA CPR EOR CRV BNH CNV LAV CTT
TOM ** 525 255 504 210 138 95 100 113 58 104 423 495 156
WES 0,02 ** 299 22 537 483 500 527 425 473 435 248 279 665
PMT 0,12 0,07 * 276 240 184 206 232 144 200 154 315 394 375
BIV 013 011 005 ** 515 461 477 505 404 450 412 238 274 643
Lup 001 003 0,0 0,07 * 88 119 110 177 188 175 530 608 209
MGy 002 0,01 011 0,94 004 * 44 56 90 105 88 450 528 200
STA 007 015 0,4 010 0,08 0,16 ** 28 80 70 74 445 520 170
CPR 006 0,11 0,09 0,05 0,04 0,290 0,02 * 108 90 101 471 546 145
EOR 021 022 030 035 023 016 028 024 ** 56 10 365 441 240
CrRv 012 0,6 0,19 0,22 0,245 0,12 0,17 0,94 005 ** 46 388 462 197
BNH 006 0,12 0,14 0,115 0,08 0,0 0,06 005 0,41 0,05 ** 371 447 230
CNV 0,17 0,11 0,02 0,04 0,14 0,296 0,16 0,12 036 025 0,18 ** 77 580
LAV 0,12 0,0 0,04 0,04 0,10 0,13 0,09 0,07 031 020 0,91 0,01 * 651
crttT o007 0,08 0,210 0,14 005 009 0,0 0,08 0,96 0,13 0,07 0,16 0,13 *

Valores significativos P<0,01 dada por 1.023 permutagbes
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O teste de Wilcoxon (Tabela 7) mostrou que a maioria das popula-
¢bes sofreram uma reducao recente no tamanho efetivo, com exce¢ao das popula-
¢des de Cornélio Procopio e Palmital. A populagdo de Vargem mostrou efeito de
deriva genética recente pelos modelos IAM, SMM e TPM e as populagdes de Toma-
zina e Londrina mostraram efeitos significativos pelos modelos SMM e TPM. As no-
ve populagoes restantes de Frederico Westphalen, Irai, Lupiondpolis, Santa Cecilia
do Pavéo, Curiuva, Ortigueira (Entrada), Ortigueira (Banhad&o), Lages e Alvilandia

mostraram efeito de deriva genética somente pelo modelo SMM.

Tabela 7 —Teste de Wilcoxon para desequilibrio de mutagado-deriva, exces-
so/deficiéncia de heterozigosidade, utilizando Bottleneck (LUIKART et al.,
1998), para oito locos de microssatélites em 14 populagdes de Parapip-
tadenia rigida

Population?  LLA.M.2 T.P.M.P S.M.M.C

TOM 0,375 0,016* 0,008*
WES 0,844 0,250 0,012*
PMT 0,469 0,109 0,078
BIV 0,297 0,109 0,017*
LUP 0,688 0,078 0,016*
MGY 0,742 0,039* 0,008*
STA 0,945 0,461 0,027*
CPR 1,000 0,461 0,195
EOR 0,688 0,375 0,023*
CRV 0,688 0,078 0,023*
BNH 0,469 0,109 0,039*
CNV 0,055* 0,021* 0,004*
LAV 0,641 0,641 0,027*
CTT 0,742 0,641 0,055*

a-Infinite Allele Model; b- Two Phase Model; ¢c- Step Mutation Model
4 Os nomes das cidade estdo especificados na Tabela 1.

O dendrograma construido pelo método de UPGMA segundo a dis-
tancia genética de Nei (1978) entre as populagdes mostrou a formacgao de diferentes

grupos (Figura 5), com as populacdes de Irai, Lages e Vargem isoladas das demais.
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Figura 5 — Dendrograma dos agrupamentos das 14 populagcbes de Parapiptadenia
rigida, considerando a distancia genética de Nei (1978). Numero de rami-
ficagdes representam bootstrap baseado em 1.000 replicagdes
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Na analise Bayesiana encontramos fluxo génico para todas as popu-
lagdes (Tabela 8). As populagdes de P. rigida apresentaram baixa taxa de migracgao,
com meédia de 0,013 e taxa média de n&o-migrantes de 0,833. Na Tabela 8, pode-
mMos ver que as maiores taxas de migracéo séo observadas nas populagdes de Lon-
drina (32,4%), Tomazina e Palmital (32,3%) e a menor, foi verificada na populagéo
de Cornélio Procépio (1,1%). E inversamente a isto, as populagdes que contribuiram
com o menor numero de migrantes foram Irai (2,3%), Tomazina, Palmital e Londrina
(2,4%). As maiores contribuicées foram verificadas para a populagéo de Santa Ceci-
lia do Pavao (55,6%) contribuindo com menos ndo-migrantes do que as demais po-

pulacdes.
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Tabela 8 —Médias das distribuicdes de proporcédo de individuos nao-migrantes e
migrantes para 14 popula¢des de Parapiptadenia rigida, com intervalo de
confianga de 95%, baseado no método de atribuicdo bayesiana de Wil-
son e Rannala (2003)

~ A N&o mi- .
Populagbes grantes Migrantes
TOM 0677 0,004 (WES, CNV, CTT); 0,003 (PMT, BIV, LUP, MGY, LAV); 0,270
’ (STA); 0,005 (CPR, EOR, BNH); 0,01 (CRV)
0,001 (TOM, PMT, BIV, LUP, MGY, STA, CPR, EOR, CRV, BNH, CNV,
WES 0,985 LAV, CTT)
PMT 0677 0,285 (WES); 0,003 (TOM, BIV, LUP, MGY, STA, CPR, EOR, CRV,
! BNH, CNV, LAV, CTT);
BIV 0678 0,004 (TOM, PMT, LUP, MGY, STA, EOR, CRV, BNH, CTT); 0,005
' (WES); 0,013 (CPR); 0,181 (CNV); 0,084 (LAV)
LUP 0678 0,003 (TOM, CNV); 0,005 (WES, EOR); 0,003 (PMT, BIV, MGY); 0,268
' (STA); 0,009 (CPR); 0,004 (CRV, BNH, CTT), 0,006 (LAV)
MGY 0,676 0,003 (TOM, PMT, BIV, LUP, STA, CPR, EOR); 0,005 (WES, CNV);
0,271 (CRV); 0,01 (BNH, CTT), 0,024 (LAV)
STA 0679 0,003 (TOM, WES, PMT, BIV, MGY, EOR, CRV, CNV); 0,004 (LUP,
’ BNH, LAV, CTT); 0,281 (CPR)
0,001 (TOM, WES, PMT, BIV, LUP, MGY, STA, EOR, CRV, BNH, CNV,
CPR 0,989 LAV. CTT)
EOR 0983 0,002 (BNH); 0,001 (TOM, WES, PMT, BIV, LUP, MGY, STA, CPR,
’ EOR, CRV, CNV, LAV, CTT)
CRV 0 984 0,002 (BNH, EOR); 0,001 (TOM, WES, PMT, BIV, LUP, MGY, STA,
’ CPR, CRV, CNV, LAV, CTT)
BNH 0983 0,002 (CPR, EOR, CTT); 0,001 (TOM, WES, PMT, BIV, LUP, MGY,
’ STA, CRV, CNV, LAV)
CNV 0985 0,002 (LAV); 0,001 (TOM, WES, PMT, BIV, LUP, MGY, STA, CPR,
’ EOR, CRV, BNH, CTT)
0,001 (TOM, WES, PMT, BIV, LUP, MGY, STA, CPR, EOR, CRV, BNH,
LAV 0,987 CNV. CTT)
CTT 0,951 0,001 (TOM, WES, PMT, BIV, LUP, MGY, STA, CPR, EOR, CRV, B-

NH, CNV, LAV)
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54 DiscussAo

5.4.1 Diversidade Genética

A heterozigosidade média observada (Ho = 0,33) encontrada nas
populagdes de P. rigida € menor do que a heterozigosidade média esperada (He =
0,52) a qual mostra uma deficiéncia de heterozigotos em todas as populagdes com
valores de Fis positivos e significativos, indicando a preseng¢a de um processo inten-
so de endocruzamento nestas populagdes (Tabela 3). Conson et al. (2013), anali-
sando a variabilidade genética de nove populagcdes de Luehea divaricata, arvores
secundaria inicial a tardia, verificou pelo método de Wang (2007) um Fis significativo
em todas as populacdes estudadas. Estes autores concluiram que a fragmentagéo
do bioma da Floresta Atlantica resultante do recorrente ciclo de corte e queima da
floresta pode ser considerado um dos fatores principais responsaveis pela diminui-
¢ao da heterozigosidade de L. divaricata. Estas conclusdes podem ser extendidas
para as populagdes de P. rigida, onde os efeitos do desmatamento que originam a
fragmentacao podem ter reduzido os niveis de heterozigosidade nestas populagdes.
O aumento na taxa de endocruzamento (Fis) € o principal fator deletério resultante
direto da fragmentac&o do habitat de acordo com Ward et al. (2005), sendo que os
efeitos do endocruzamento s&o observados imediatamente apds a devastagao. Es-
tas observacgdes sdo consistentes com os resultados encontrados em P. rigida nes-
te estudo e em L. divaricata por Conson et al. (2013).

O teste de Wilcoxon (Tabela 7) mostrou que no processo de frag-
mentagado que ocorreu no ultimo século na regido sul e sudeste do Brasil ndo ocasi-
onou uma drastica redugdo do tamanho efetivo de P. rigida encontrada nos frag-
mentos localizados em Palmital e Cornélio Procopio pois, nos trés modelos testados
para detectar efeito recente de deriva genética (IAM, TPM e SMM), os mesmos fo-
ram n&o significativos. Em todas as outras popula¢dées conforme mostra a Tabela 7
ocorreu um efeito de gargalo genético, sendo em algumas populag¢des mais drastico
(Tomazina, Londrina e Vargem) do que nas outras (Frederico Westphalen, Irai,
Lupionépolis, Santa Cecilia do Pavéo, Ortigueira (Entrada), Curiuva, Ortigueira
(Banhadao), Lages e Alvinlandia). A aplicacdo do teste de Wilcoxon nas nove
populagdes de Luehea divaricata (CONSON et al., 2013) mostraram um efeito maior

de gargalo genético que as populagdes de P. rigida. Isto pode ser explicado pelo fato
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das populacdes de L. divaricata terem sofrido um maior efeito de reducédo do seu
tamanho efetivo do que as populagdes de P. rigida pois, as arvores de L. divaricata
foram seletivamente extraidas dos fragmentos fato que ndo ocorreu com frequéncia
em P. rigida. Este evento pode também ser verificado pelo teste de desequilibrio de
ligacao (Tabela 4), que de acordo com Futuyma (2005) é resultado direto dos altos
niveis de Fis, os quais sao responsaveis pela manuntencado do desequilibrio de liga-
¢ao nas populagdes. Embora, tenha sido encontrado valores significativos de Fis
calculados segundo Wright (1951) em todas as populagdes estudadas e ocorréncia
de deriva genética recente na maioria das populagdes, as mesmas ainda mostram
um numero razoavel de alelos por locos (A), numero de alelos efetivos por locos (A-
e) e heterozigosidade observada (Tabela 3), isto €, estas populagdes ainda mantém
niveis altos de diversidade genética pois, os efeitos de endocruzamento (Fis) € ob-
servado imediatamente apds a devastacao da floresta porém, a queda na diversida-
de genética sera vagarosa através das sucessivas geragdes (WARD et al., 2005;
AGUILAR et al.,, 2008; KRAMER et al., 2008). Estes resultados foram também
observados por Souza et al. (2013), em estudo de AFLP em P. rigida com sete po-
pulagdes também analisadas neste trabalho (Lupionépolis, Londrina, Cornélio Pro-
copio, Ortigueira, Curitva, Vargem e Lages), mostrando altas taxas de polimorfismo
e diversidade génica na maioria das populagdes analisadas, sugerindo que a pertur-

bacéo seja devido a um processo recente de fragmentagéo.

5.4.2 Estrutura Genética

Mesmo tendo sido verificado em todas as populagdes de P. rigida
valores significativos de Fis, a analise da variancia molecular (AMOVA, Tabela 5)
mostrou que 69,97% da variabilidade genética é encontrada dentro de individuos,
17,12% dentro das populagdes, e apenas 12,91% entre as populagcdes. O valor de
Fst = 12,9% indica uma diferenciacédo genética moderada entre as populagdes, fato
caracteristico de espécies arboreas de reprodugdo alégama (HAMRICK; GODT,
1989). Isto é confirmado pelo fato de P. rigida ter a suas sementes dispersadas pe-
lo vento, agua ou barocoria e os pélens serem dispersos por abelhas de pequeno e
médio porte (KAGEYAMA, 1987). Além disso, segundo Ribas (1999) esta espécie é
hermafrodita com auto-incompatibilidade, fato que favorece a manutencao de sua

alta variabilidade dentro de individuos.
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A Correlagao de Pearson para distancia genética e geografica mos-
trouum r =0,12; p = 0,23, ou seja, ndo existe uma associagao entre distancia gene-
tica e geografica para as populagbes estudadas. As populagbées com maiores dis-
tdncias geogréficas (Frederico Westphalen e Alvilandia), localizadas cerca de 665
km de distdncia uma da outra mostraram uma distancia genética de somente 0,08 e
as populagdes de Tomazina e Frederico Westphalen com distancias de 525 km en-
tre si, mostraram uma distancia genética menor ainda de somente 0,02 (Tabela 6).
Ja as populagdes de Ortigueira (Entrada), Ortigueira (Banhadao), Frederico West-
phalen e Irai mostraram uma distancia genética de 0,11 sendo as distancias geogra-
ficas de 10 km e 22 km, respectivamente. As populagcdes de Santa Cecilia do Pavao
e Cornélio Procopio com distancia geografica de 28 km mostraram uma distancia
genética de somente 0,02. O mesmo padrdo observamos quando analisamos as
porcentagens de migrantes e ndo-migrantes. As populagdes de Ortigueira (Entrada)
e Ortigueira (Banhadao) com distancias geograficas de somente 10 km mostraram
porcentagens de ndo-migrantes de 0.983 (Tabela 8) isto é, embora sejam popula-
¢bes proximas estdo isoladas genéticamente uma das outras. Resultado semelhan-
te foi observado entre as poulagdes de Ortigueira (Banhadao) e Curiuva situadas a
46 km uma da outra pois, as mesmas apresentam 0,983 de n&do- migrantes. De a-
cordo com Ward et al. (2005) a fragmentagao de habitat aumenta o isolamento entre
os fragmentos reduzindo o fluxo génico. Esta redugdo pode ser responsavel pela
diminui¢gdo de migrantes em cada populagdo e combinada com a agao da deriva ge-
nética pode ser responsavel pelo aumento de diferenciacdo genética entre os frag-
mentos perturbados. Varios destes fragmentos, principalmente os localizados no
Estado do Parang, estdo cercados por fazendas agropastoris. Fato este que impede
a ocorréncia de fluxo génico entre os mesmos.

Os dados da distancia genética de Nei (1978) usados para construir
o dendrograma gerado pelo método UPGMA separou as populagdes em dois grupos
(Figura 5), sendo um dos grupos compostos pelas populag¢des de Irai, Lages e Var-
gem e o outro grupo composto pelas outras onze populagdes. A separagdo em dois
grupos concorda com os resultados obtidos por Souza et al. (2013) aplicando a téc-
nica de AFLP em populagdes de P. rigida. Também neste estudo Souza et al. (2013)
mostraram uma forte associagcédo entre as populagbes de Lages e Vargem. Obser-
vando ainda a Figura 5, podemos destacar a grande similaridade entre as popula-

¢des de Tomazina e Lupiondpolis, embora estes fragmentos estejam separados por
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210 km. Para nos fornecer uma melhor compreensao do grau de isolamento entre as
populagdes, a analise Bayesiana mostrou que varias populagdes apresentaram uma
taxa de migrantes em torno de 30% (Tabela 8) enquanto em outras populagdes a
taxa de migrantes foi extremamente baixa. Estes dados confirmam que nem todas
as populagdes foram drasticamente isoladas o que de acordo com Ward et al.
(2005), pode ser devido a presenga de poucos individuos que sobreviveram entre os
fragmentos, os quais serviriam como pontes para o fluxo génico entre os fragmen-
tos. P. rigida tem as suas sementes dispersas pelo vento o que pode fazer que as
mesmas alcancem longas distancias (HORN et al., 2001) sendo que este tipo de
dispersdo de sementes pode ser favorecido pela fragmentacdo (GHAZOUL, 2005) e
nos Estados de Santa Catarina e Parana ainda ocorre a presenga de varios frag-
mentos menores localizados entre os fragmentos maiores que foram amostrados
para este trabalho.

Os resultados deste trabalho permite-nos concluir que varios dos
fragmentos ainda apresentam niveis altos de variabilidade genética mas em futuro
proximo devido a pressdo do endocruzamento (Fis) e deriva genética, mesmo nos
fragmentos maiores se nao for feito com urgéncia o seu manejo da variabilidade ge-
nética, a viabilidade destas populagdes sera severamente comprometida. Mesmo as
populacdes de Cornélio Procépio e Pamital onde n&o foi verificado efeito de deriva
genética, mostrou-se um efeito severo de endocruzamento. Ainda na populacéo de
Cornélio Procépio verificou-se uma taxa baixa de nao-migrantes o que pode levar

nas futura gracdes a uma perda severa de sua variabilidade genética.



47

REFERENCIAS

AGUILAR, R.; QUESADA, M.; ASHWORTH, L.; HERRERIA-DIEGO, Y. LOBO, J.
Genetic consequences of habitat fragmentation in plant populations: susceptible
signal in plant traits and methodological approaches. Mol Ecol, n. 17, p. 5177-5188,
2008.

AMOS, W.; BALMFORD, A. When does conservation genetics matter. Heredity, v.
87, p. 257-265, 2011.

ANJOS, L. Consequéncias bioldgicas da fragmentagc&o no norte do Parana. Instituto
de Pesquisas e Estudos Florestais, Londrina, v. 12, n. 32, p. 87-94,1998.

AYRES, M.; AYRES, J.R.M.; AYRES, D.L.; SANTOS, A.S. Bioestat: 2,0 — aplica-
cOes estatisticas nas areas das ciéncias biologica e médicas. Sociedade Civil,
Mamiraua, Belém, 2007.

ARAUJO, G. Gestédo ambiental de area degradadas — Rio de Janeiro: Bertrand
Brasil, 2005. 320p.

ASINS, M. J.; CARBONELL, E. A. Concepts involved in measuring genetic variability
ans its importance in conservation of plant genetic resources. Evolution Trends
Plants, v.1, p. 51-61, 1987.

BALERONI, C. R. S. Comportamento de populagdes de Myracrodruon urundeu-
va Fr.All. procedentes de areas com pertubagéo antropica. llha Solteira, 2003,
123 f. Dissertagcao (Mestrado em Sistema de Produgao) - Faculdade de Engenharia
de llha Solteira, Universidade Estadual Paulista, llha Solteira, 2003.

BECKER, J.; HEUN, M. Barley microsatellites: allele variation and mapping. Plant
Mol Biol. v. 27, p. 835-845, 1995.

BEGON, M.; TOWNSEND, C. R.; HARPER, J. L. Ecologia: de individuos a ecos-
sistemas. 4 ed. Porto Alegre: ARTMED, 2007. 752p.

BENSUSAN, N. Conservacgao da biodiversidade em areas protegidas. Rio de
Janeiro: Editora FGV, 2006. 176p.

BERG, E. E.; HAMRICK, J. L. Quantification of genetic diversity at allozyme loci.
Canadian Journal Forest Research, Ottawa, v. 27, n. 3, p. 415-424, Mar. 1997.

BILLOTTE, N.; LAGODA, P. J. R.; RISTERUCCI, A.M.; BAURENS, F. C.
Microsatellite-enriched libraries: applied methodology for the development of SSR
markers in tropical crops. Fruits, v. 54, p. 277-288, 1999.

BORGHI, W. A.; MARTINS, S. S.; DEL QUIQUI, E. M.; NANNI, M. R. Caracterizagao
e avaliacdo da mata ciliar a montante da Hidrelétrica de Rosana, na Estagéo Ecolo-
gica do Caiua, Diamante do Norte, PR. Cadernos da Biodiversidade, Curitiba, v. 4,
p. 9-18, 2004.



48

BURCZYK, J.; LEWANDOWSKI, A.; CHALUPKA, W. Local pollen dispersal and
distant gene flow in Norway spruce (Picea abies (L.) Karst.). Forest Ecology and
Management, Amsterdam, v. 197, n. 1, p. 39-48, 2004.

BURKART, A. Leguminosas mimosoideas. Itajai: Herbario Barbosa Rodrigues,
1979. 299p.

CAIXETA, E. T.; BOREM, A. Marcadores moleculares. Vicosa: Universidade Fede-
ral de Vigosa, 2006. 374p.

CAMARGO, P. F. A.; CAVASSAN, O. Levantamento fitossociologico de um rema-
nescente de Floresta Estacionai Semidecidual Submontana, no Municipio de Agu-
dos, SP. In: CONGRESSO NACIONAL DE BOTANICA, 50., 1999, Blumenau. Pro-
grama e resumos. Blumenau: Sociedade Botanica do Brasil/Universidade Regional
de Blumenau, 1999. p.231.

CARVALHO, P. E. R. Angico-Gurucaia Taxonomia. Embrapa Florestas. Circular
Técnica, 58. ISSN: 1517-5278. 2002

CARVALHO, S. Parametros genéticos populacionais como indicadores de sus-
tentabilidade em populagdes naturais de pimenta rosa — Schinus terebinthifolius
Raddi. (Anarcadiaceae), no baixo S&o Francisco-SE/AL. 2009. 47 f. Dissertagao
(Mestrado em Agrossistemas) - Universidade Federal de Sergipe, Alagoas, 2009.

CARVALHO, D. A.; OLIVEIRA-FILHO, A. T.; VILELA, E. A. Floristica e fitossociologia
da vegetacao arboreoarbustiva de floresta riparia decidua do baixo Paranaiba (San-
ta Vitéria, Minas Gerais). Revista Arvore, Vigosa, v.23, n.3, p.311-320, 1999.

CAVALHEIRO, K. O.; AMEIXEIRO, C. A. C. Biologia floral de espécies arbéreas.
Série Técnica IPEF, Piracicaba, v.8,n.25, p.11-13. 1992.

CEZARE, C. H. G.; GANDARA, F. B.; BERNARDI, A. C.; KAGEYAMA, P. Y. Distribu-
icdo diamétrica dos adultos e da regeneracao de trés espécies arbéreas em um
fragmento florestal, no Municipio de Arapoti, PRo In: CONGRESSO NACIONAL DE
BOTANICA, 49., 1998, Salvador. Resumos. Salvador: Universidade Federal da Ba-
hia / Instituto de Biologia, 1998. p.328.

CHAGAS E SILVA, F.; FONSECA, E. P.; SOARES-SILVA, L. H.; MULLER, C.; BI-
ANCHINI, E. Composicao floristica e fitossociologia do componente arbéreo das fl-
roestas ciliares da bacia do rio Tibagi. 3. Fazenda Bom Sucesso, Municipio de Sa-
popema, PR. Acta Botanica Brasileira. Sao Paulo. v. 9. 1995.

COELHO, G. C.; RIGO, M. S.; LABARDONI, J. B.; OLIVEIRA, R.; BENVENUTI-
FERREIRA, G. Understory structure in two successional stages of a Semi-deciduous
Seasonal Forest remnant of Southern Brazil. Biota Neotropica. v. 11. p. 63-74.
2011.

CONSON, A. R. O.; RUAS, E. A,; VIEIRA, B. G.; RODRIGUES, L. A.; COSTA, B. F;
BIANCHINI, E.; PRIOLI, J. A.; et al. Genetic structure of the Atlantic Rainforest tree
species Luehea divaricata (Malvaceae). Genetica, v. 141, p. 205-215, 2013.



49

CORNUET, J.M.; LUIKART, G. Despription and power analysis of two tests for
detecting recent population bottlenecks from allele frequency data. Genetics 144:
2001-2014. 1996.

COSTA, C.S;; FREITAS, W.K; SILVA, A.T. Levantamento fitossociologico das espé-
cies arbdreas encontradas em trecho florestado em Rendotiba - Niter6i — RJ (Rema-
nescente de Mata Atlantica). In: CONGRESSO E EXPOSICAO INTERNACIONAL
SOBRE FLORESTAS, 6., 2000, Porto Seguro. Resumos Técnicos. Ri<1de Janeiro:
Instituto Ambiental Biosfera, 2000. p.321-324.

COSTA, B. F.; RODRIGUES, L. A.; RUAS, E. A.; SOUZA, L. B.; RUAS, C. F.; VIEI-
RA, B. G.; CONSON, A. R. O.; RUAS, P. M. Characterization of nine microsatellite
loci for the tree species Parapiptadenia rigida (Fabaceae-Mimosoideae) and their
transferability. Genetics and Molecular Research, 11 (3): 2338-2342, 2012.

DAMASCENQO, J.O.; RUAS, E. A.; RODRIGUES, L.A.; RUAS, C.F.; BIANCHINI, E.;
PIMENTA, J.A.; RUAS, P.M. Jun. 2011. Genetic differentiation in Aspidosperma
polyneuron (Apocynaceae) over a short geographic distance as assessed by
AFLP markers. Disponivel em: < http://www.funpecrp.com.br/gmr/year2011/vol10-
2/pdf/gmr1126.pdf>. Acesso em: 12 jun. 2013.

DICK, C. W.; ETCHELECU, G.; AUSTERLITZ, F. Pollen dispersal of Neotropical
trees (Dinizia excelsa: Fabaceae) by native insects and Africa honeybees in pristine
and fragmented Amazonian rainforest. Molecular Ecology, Oxford, v. 12, p. 753-
764, 2003.

DOYLE, J. J.; DOYLE, J. L. A rapid DNA isolation for small quantities 161 of leaf
tissue. Phytochem Bull, n. 19, p. 11-15, 1987.

DURIGAN, G.; NOGUEIRA, J.C.B. Recomposic¢ao de matas ciliares. Sdo Paulo:
Instituto Florestal, 1990. 14p.

EMBRAPA. Centro Nacional de Pesquisa de Florestas (Curitiba.Pfi). Zoneamento
ecoldgico para plantios florestais no Estado de Santa Catarina. Curitiba: EMBRAPA-
CNPF, 1988. 113p.

EXCOFFIER, L.; LAVAL, G.; SCHNEIDER, S. Arlequin vers. 3.1: An integrated
software package for population genetics data analysis. Evolution Bioinformatics
Online 1: 47-50. 2005.

FALEIRO, F. G. Marcadores genético-moleculares aplicados a programas de
conservacao e uso de recursos genéticos. Planaltina, DF: Embrapa Cerrados,
2007. 102p.

FAO, 1984. A Guide toin situ conservation of genetic resources of tropical woody
species. Based on the work of L. Roche & Durojeanni. Rome (FORGEN/MISC/84/2).

FEDOROV, A. A. The structure of the tropical rain forest and speciation in the humid
tropics. Journal of Ecolology, n. 54, p. 1-11, 1966.

FERRERA, T. S. Fenologia de espécies arboreas nativas no Jardim Botanico da
Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria-RS. 2012. 104 f. Dissertagao



50

(Mestrado em Agrobiologia) - Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria,
2012.

FERREIRA, L.A.B. Arborizagao dos cursos d'agua. Trigo e Soja, Porto Alegre, n.68,
p.16-21, 1983.

FERREIRA, M. E.; GRATTAPAGLIA, D. Introducé&o ao uso de marcadores RAPD
e RFLP em anédlise genética. Brasilia: Embrapa-Cenargen, 1995. 220p.

FERREIRA, M. E.; GRATTAPAGLIA, D.. Introduc&o ao uso de marcadores mole-
culares em anédlise genética. 3 ed. Brasilia: EMBRAPA-CENARGEN, 1998.

FLEISHMAN, E.; LAUNER, A. E; SWITKY, K. R. Rules and exceptions in
conservation genetics: genetic assessment of the endangered plant Cordylanthus
palmatus and its implications for management planning. Biological Conservation, v.
98, p. 45-53, 2001.

FOWLER, J. A. P.; CARPANEZZI, A. A. Conservacao de sementes de angico-
gurucaia (Parapiptadenia rigida (Bentharn) Brenan). Boletim de Pesquisa Flores-
tal, Colombo, n.36, p.5-10, 1998.

FRANKHAM, R.; BALLOU, J. D.; BRISCOE, D. A.; FRANCISCO, R.; FARIAS, I. P.
Fundamentos de Genética da Conservacéao. Ribeirdo Preto, SP: SBG, 2008.

FREITAS, M. L. M.; AUKAR, A. P. A.; SEBBENN, A. M.; MORAES, M. L. T.; LEMOS,
E. G. M. Variagdo genetica em progénies de Myracrodruon Urundeuva F.F. & M.F.
Allemao em trés sistemas de cultivo. Revista Arvore,Vigosa, v. 30, n.3, p. 319-329,
2006.

FUTUYMA, D. J. Evolution. Sinauer Associates. Sunderland ,2005 .

GAINO, A. P. S. C.; SILVA, A. M.; MORAES, M. A_; ALVES, P. F.; MORAES, M. L. T.
M.; FREITAS, M. L. M. F.; SEBBENN, A. M. Understanding the effects of isolation on
seed and pollen flow, spatial genetic structure and effective population size of the
dioecious tropical tree Myracrodruon urundeuva Freire Allem&o. Conservation
Genetics, v. 11, p. 1631-1643, 2010.

GARTLAND, H. M.; BOHREN, A. V. Arboles de Misiones: Bastardiopsis densiflora
(Hook et Arn) Hassl. Yvyrareta: Eldorado, v. 5, n. 5, p. 25-28, 1995.

GHAZQOUL, J. Pollen and seed dispersal among dispersed plants. Biol Rev, n. 80, p.
413-443, 2005

GONCALVES, A. C; REIS, C. A. F.; VIEIRA, F. A.; CARVALHO, D. Estrutura genéti-
ca espacial em populagdes naturais de Dimorphandra mollis (Fabaceae) na regiao
norte de Minas Gerais, Brasil. Revista Brasileira de Botanica, v.33, n.2, p.325-332,
abr.-jun. 2010.

GOUDET, J. FSTAT: a program to estimate and test diversities and fixation
indices (version 2.9.3.2). Lausanne: University of Lausanne, Department of Ecology
& Evolution. Disponivel em: http://www.unil.ch/izea/softwares/fstat.ntml. Acesso:
15/03/2011.



51

GROSS, C. L. A comparison of the sexual systems in the trees from the Australian
tropics with other tropical biomes-more monoecy but why? American Journal of
Botany, Columbus, v. 92, n. 6, p. 907-919, June 2005.

GUO, S. W.; THOMPSON, E. A. Performing the exact test of Hardy—\Weinberg
proportion for multiple alleles. Biometrics, n. 48, p.361-372, 1992.

GUPTA, P. K.; VARSHNEY, R. K. The development and use of microsatellite
markers for genetic analysis and plant breeding with emphasis on bread wheat.
Euphytica, n. 113, p. 163-165, 2000.

HAMILTON, M. B. Tropical tree gene flow and seed dispersal. Nature, London, v.
401, n. 6749, p. 129-130, 19909.

HAMRICK, J. L. Response of forest trees to global environmental changes. Forest
Ecology and Management, Amsderdam, v. 197, p. 323-335, 2004.

HAMRICK, J.L.; GODT, M. J. W. Allozyme diversity in plant species. In: BROWN,
A.H.D.; CLEGG, M. T.; KAHLER, A. L. WEIR, B. S. Plant population genetics,
breeding and genetic, 1989.

HIGUCHI, P.; SILVA, A. C.; FERREIRA, T. S.; SOUZA, S.T.; GOMES, J.P.; SILVA,
K.M.; SANTOS, K.F. Floristic composition and phytogeography of the tree
Component of Araucaria Forest fragments in southern Brazil. S&do Paulo, Brazilian
Journal of Botany, v. 35, 2012.

HORN, H. S.; NATHAN, R. KAPLAN, S. R. Long-distance dispersal of tree seeds by
wind. Ecol Resour, n. 16, p. 877-885, 2001.

INPE, INSTITUTO NACIONAL DE PESQUISAS ESPACIAIS. SOS Mata Atlantica.
2008. Disponivel em: <http://www.inpe.br/>. Acesso em: 23 dez. 2013.

INSTITUTO DE PESQUISAS E ESTUDOS FLORESTAIS. Disponivel em: <
http://www.ipef.br/identificacao/nativas/detalhes.asp?codigo=13>. Acesso em: 01
jan. 2014.

JANKOWSKY, I. P.; CHIMELDO, J. P.; CAVANCANTE, A. A.; GALINA, I. C. M.; NA-
GAMURA, J.C.S. Madeiras brasileiras. Caxias do Sul: Spectrum, 1990. 172p.

JOBSON, R. W.; LUCKOW, M. Phylogenetic Study of the Genus Piptadenia
(Mimosoideae: Leguminosae) using Plastid trnL-F and trnK/matK Sequence Data.
Systematic Botany. Washington, v. 32, p. 569-575, 2007.

JOLY, Aylton Brand&o. Botanica: introdugdo a taxonomia vegetal. 11 ed - Sdo
Paulo: Editora Nacional, 1993. 777p.

JONES, B.; GLIDDON, C.; GOOD, J.E.G. The conservation of variation in
geographically peripheral populations: Lloydia serotina (Liliaceae) in Britain.
Biological Conservation, v.101, p.147-156, 2001.



52

JUMP, A. S.; PENUELAS, J. Genetic effects of chronic habitat fragmentation in a
wind-pollinated tree. Proceedings of the National Academy of Sciences,
Washington, v. 103, p. 8096-8100, 2006.

KAGEYAMA, P. Y. Conservagao “in situ” de recursos genéticos de plantas. IPEF,
Piracicaba, n. 35, p. 7-37, abr. 1987.

KALIA, R. K.; RAI, M. K.; KALIA, S.; SINGH, R.; DHAWAN, A. K. Microsatellite
markers: an overview of the recent progress in plants. Euphytica, Netherlands, v.
177, n. 3, p. 309-334, fev. 2011.

KIPPER, J.; CHAMBO, E.D.; STEFANELLO, S.; GARCIA, R.C. Levantamento floris-
tico de um componente arbéreo de Mata Ciliar do Rio Parana, Marechal Candido
Rondon. Scientia Agraria Paranaensis. Cascavel, v. 9, p. 82-92, 2010.

KRAMER, A. T.; ISON, J. L.; ASHLEY, M. V.; HOWE, H. F.The paradox of forest
fragmentation genetics. Conserv Biol, n. 22, p. 878-885, 2008.

LI, J. Z.; SUAKSTE, T. G.; RODER, M. S.; GANAL, M. W. Development and genetic
mapping of 127 new microsatellite markers in barley. Theor Appl Genet, n. 107, p.
1021-1027, 2003.

LIMA, M. P. M.; LIMA, H. C. de. Parapiptadenia Brenan (Leguminosae - Mimosoide-
ae): estudo taxondmico das espécies brasileiras. Rio de Janeiro, Rodriguésia, v. 36,
n. 60, p. 23-30, 1984.

LIMA, R. B. Rhamnaceae de Pernambuco; aspectos taxonémicos. 1985. 206 f.
Dissertacao (Mestrado em Boténica) - Curso de Mestrado em Botanica, Universida-
de Federal Rural de Pernambuco, Recife, 1985.

LIU, Z. W.; BIYASHEV, R. M.; SAGHAI MAROOF, M. A. Development of simple
sequence repeat DNA markers and their integration into a barley linkage map. Theor
Appl Genet, n. 93, p. 869-876, 1996.

LOMBARDO, A. Flora arborea y arborescente del Uruguai. Montevideo: Concejo
Departamental de Montevideo,1964. 151 p.

LOPES, A.; ROSA-OSMAN, S. M.; PIEDADE, M. T. F. Caracterizagao morfologica
das plantulas de cinco espécies da floresta estacional semidecidual, Brasil. Floresta,
Curitiba, v. 42, n. 1, jan-abr. 2012.

LOPES, G. de O.; LOPES, A. de O.; SCARIOT, A.; SALOMAO, A.N. Resposta de
sementes de Euterpe edulis Mart. (palmae) a diferentes condi¢gdes de armazena-
mento em baixas temperaturas. In: CONGRESSO NACIONAL DE BOTANICA, 51.,
2.000, Brasilia. Resumos. Brasilia:Sociedade Botanica do Brasil, 2000.

LOPEZ, J.A;; LITTLE JUNIOR, E.L.: RITZ, G.F.;ROMBOLD, J.S.; HAHN, W.J. Arbo-
les comunes dei Paraguay: fiande yvyra mata kuera. Washington: Cuerpo de Paz,
1987. 425p.



53

LORENZI, H. Arvores brasileiras: manual de identificac&o e cultivo de plantas
arboreas nativas do Brasil, vol. 1 — 3 ed — Nova Odessa, SP: Instituto Plantarum,
2000. 352p.

LORENZI, H.; SOUZA, V. C. Botanica Sistematica: guia ilustrado para identifica-
cao das familias faner6gamas nativas e exoticas no Brasil, baseado em APG II.
2 ed — Nova Odessa, SP: Instituto Plantarum, 2008. 704p.

LUCKOW, M.; MILLER, J. T.; MURPHY, D. J. M.; LIVSHULTZ, T. LUCKOW, M. A
Phylogenetic analysis of the Mimosoideae (Leguminosae) based on chloroplast DNA
sequence Data. Advances in Legume Systematics. Oxford. Part 10, Higher Level
Systematics, p. 197-220, 2003.

LUIKART, G.; ALLENDORF, F.W.; CORNUET, J.M.; WILLIAM, B.S. Distortion of
allele frequency distributions provides a test for recent population bottleneck.
Journal of Heredity, n. 89, p. 238-247, 1998.

LUIKART, G.; CORNUET, J.M. Empirical Evalution of a Test for Identifying Recently
Bottleneck Populations from Allele Frequency Data. Conservation Biology, n. 12, p.
228-237, 1998.

MACHADOQO, I. C.; LOPES, A. V. Floral Traits and Pollination Systems in the
Caatinga, a Brazilian Tropical Dry Forest. Annals of Botany, London, v. 94, n.3, p.
365-376, Sept. 2004.

MACIEL, C. G., MUNIZ, M. F. B. SANTOS, A. F. LAZAROTTO, M.Detecc¢ao, trans-
missao e patogenicidade de fungos em sementes de Parapiptadenia rigida (angico-
vermelho). Summa Phytopathologica, N. 38, V. 4, P. 323-328, 2012.

MARQUES, E. K. Métodos de diagndstico genético-molecular em plantas. In: CA-
VALLI, Suzana S. Diagndéstico Genético-Molecular. Canoas: Ed. ULBRA, 2003.
372p.

MARTINEZ-CROVETTO, R. Esquema fito geografico de La provincia de Misiones
(Republica Argentina). Bonplandia: Corrientes, v.1, n.3, p.171-223, 1963.

MEDRI, M. E.; BIANCHINI, E.; SHIBATTA, O.; PIMENTA, J. A. A Bacia do Rio Ti-
bagi. Londrina: Ed. UEL, 2002. 595 p.

MILLER, M. Tools for population genetic analyses (TFPGA) 1.3: a Windows
program for the analysis of allozyme and molecular population genetic data.
Department of Fisheries and Wildlife, 1997. Disponivel em:
http://bioweb.usu.edu/mpmbio/index.htm. Acesso em: 19 jan. 2014.

MONTAGNINI, F.; JORDAN, C. F. Classification at the community level. In:
Tropical Forest Ecology: the basis for conservation and management. Nether-
lands: Hardcover, 2005. p. 83.

MORAES, P. L. R.; MONTEIRO, R.; VENCOVSKY. Conservagao genética de popu-
lagdes de Cryptocarya moschata Nees (Lauraceae) na Mata Atlantica do estado de
Sao Paulo. Rev. bras. Bot., v.22, 1999.



54

MORGANTE, M.; PFEIFFER, A.; COSTACURTA, A.; OLIVIERI, A. M. Molecular tolls
for population and ecological genetics in Coniferous trees. Phyton, v. 36, n. 3, p.
129-138, 1996.

MORIN, P.; LUIKART, G.; WAYNE, R. SNPs in ecology, evolution and
conservation. Abr. 2004. Disponivel em:
<http://www.d.umn.edu/~jetterso/Ecological%20Genetics/documents/Morinetal.2004
SNPs.pdf> Acesso em: 29 jul. 2013.

NASS, L. L.. Estimativa da Diversidade Genética em Arboreas Nativas Tropicais Uti-
lizando Microssatélites. In: CIAMPI, Ana Yamaguishi; VINSON, Christina Cleo; GAI-
OTTO, Fernanda Amato. Recursos genéticos vegetais. Brasilia, DF: Embrapa Re-
cursos Genéticos e Biotecnologia, 2007. p. 423-433.

NEI, M. Estimation of average heterozygosity and genetic distance from a small
number of individuals. Genetics, n. 89, p. 583-590, 1978.

NEGRELLE, R.R.B.; SILVA, F.C. da. Fitossociologia de um trecho de floresta com
Araucaria angustifolia (Bert.) 0.Ktze. no Municipio de Cagador-SC. Boletim de Pes-
quisa Forestal, Colombo, n.24/25, p.37-54, 1992.

NUNOME, T.; NEGORO, S.; MIYATAKE, K.; YAMAGUCHI, H.; FUKUOKA, H. A
Protocol for the Construction of Microsatellite Enriched Genomic Library. Plant Mo-
lecular Biology Reporter, Canada, v. 24, set/dez. 2006. Disponivel em:
<http://download.springer.com/static/pdf/97/art%253A10.1007%252FBF02913457 .pd
f?auth66=1390316782_b1805b7e3c307a81169ac3aefc14abfa&ext=.pdf>. Acesso
em: 19 jan. 2014.

OLIVEIRA, C.A.M.de.; SILVA, E.F.da.; MOLICA, S.G.; FERREIRA, R.L.C.; LIRA,
D.A.S.de.; BARROS, J.A.B. Junior de. Diversidade e estrutura genética em popula-
¢bes de Caesalpinia echinata (Lam.) na Estagao Ecoldgica do Tapacura, PE.
SCIENTIA FORESTALIS, Piracicaba, n. 70, p. 77-83, 2006.

OLIVEIRA, P. E.; GIBBS, P. E. Reproductive biology of woody plants in a cerrado
community of Central Brazil. Flora, Jena, v. 195, n. 4, p. 311-329, Dec. 2000.

PiFIA-RODRIGUES, F.C.M.; LOPES, L.; BLOOMFIELD, V.K. Anélise do desenvol-
vimento de espécies arbéreas da mata atlantica em sistema de plantio adensado
para a revegetacao de areas degradadas em encosta, no entorno do Parque Esta-
dual do Desengano (RJ). In: SIMPOSIO NACIONAL DE RECUPERACAO DE A-
REAS DEGRADADAS,3.,1997, Ouro Preto. Do substrato ao solo: trabalhos vo-
luntarios. Vigosa: Universidade Federal de Vigosa, 1997. p.283-291

PILLEN, K.; BINDER, A.; KREUZKAM, B.; RAMSAY, L. WAUGH, R.; FORSTER,
J.; LEON, J. Mapping new EMBL-derived barley microsatellites and their use in
differentiating German barley cultivars. Theor Appl Genet, n 101, p. 652-660, 2000.

PIRY, S.; LUIKART, G.; CORNUET, J.M. Bootleneck: a program for detecting recent
effective population size reductions from allele frequency data. Journal of Heredity
n. 90, p. 502-503, 1999.



55

POWELL, W.; MACHRAY, G. C.; PROVAN, J. Polymorphism revealed by simple
sequence repeats. Trends Plant Sci, n. 1, p. 215-222, 1996.

PRIMACK, R. B; RODRIGUES, E. Biologia da Conservacéao. Londrina, PR: E.
Rodrigues, 2001. 328.

RAMSAY, L.; RUSSELL, J.; MACAULAY, M.; BOOTH, A.; THOMAS, W.T. B,;
WAUGH, R. Variation shown by molecular markers in barley: genomic and genetic
constraints. Aspects Appl Biol, n. 72, p. 147-154, 2004.

RAYMOND, M., ROUSSET, F. Genepop (Version 1.2): population genetics software
for exact tests and ecumenicism. J Hered, n. 86, v. 3, p. 248-249, 1995.

RIBAS, L. A. Variabilidade isoenziméatica e sistema de cruzamento de Parapip-
tadeniarigida em um pomar de sementes. 1999. 102 f. Tese (Doutorado em Cien-
cia Florestal), Universidade Federal de Vicosa, Vicosa, 1999.

SAGHAI MAROOF, M. A.; BIYASHEV, R. M.; YANG, G. P.; ZHANG, Q.; ALLARD, R.
W. Extraordinarily polymorphic microsatellite DNA in barley: Species diversity,
chromosomal locations, and population dynamics. Proc Natl Acad Sci, USA, n. 91,
p. 5466-5470, 1994.

SALVADOR, J.L.G. Consideracdes sobre as matas ciliares e a implantacao de reflo-
restamentos mistos nas margens de rios e reservatérios. Sdo Paulo: CESP, 1987.
29p.

SANTOS, F. R.; LACERDA, D. R.; REDONDO, R. A. F. Tecnologias genémicas na
conservacgao da biodiversidade. Bioscience Journal, Uberlandia, especial, p. 79-92.
2004.

SAUERESSIG, D. Levantamento dendrologico na Floresta Ombroéfila Mista e
implementacéo de um sistema de identificacao “online”. 2012. 131 f. Disserta-
¢ao (Mestrado em Engenharia Florestal) - Universidade Federal do Parana, Curitiba,
2012.

SCHEER, M. B.; BLUM, C. T. Arboreal Diversity of the Atlantic Forest of
Southern Brazil: From the Beach Ridges to the Parana River. Dez. 2011. Dispo-
nivel em: < http://www.intechopen.com/download/get/type/pdfs/id/24412>. Acesso
em: 31 dez. 2013.

SCHRODER, T.; FLEIG, F. D.; SPADETTO, V. Liana community ecology and
interaction with Parapiptadenia rigida (Bentham) Brenan in a fragment of secondary
forest. Forest Ecology and Management, Amsterdam, v. 307, p.84-89, 2013.

SEBBENN, A.M. Numero de arvores matrizes e conceitos genéticos na coleta de
sementes para reflorestamentos com espécies nativas. Revista do Instituto
Florestal, Sdo Paulo, v.14, n.2, p.115-132, 2002.

SEBBENN, A. M.; CARVALHO, A. C. M.; FREITAS, M. L. M.; MORAES, S. M. B;
GAINO, A. P. S. C,; SILVA, J. M.; JOLIVET, C.; MORAES, M. L. T. Low level of
realized seed and pollen gene flow and strong spatial genetic structure in a small,



56

isolated and fragmented population of the tropical tree Copaifera langsdorffii Desf.
Heredity, London, v. 106, p.1-12, 2010.

SEOANE, C. E. S.; KAGEYAMA, P. Y.; RIBEIRO, A.; MATIAS, R.; REIS, M. S.; BA-
WA, K.; SEBBEM, A. M. Efeitos da fragmentacgéao florestal sobre a imigragédo de se-
mentes e a estrutura genética temporal de populag¢des de Euterpe edulis Mart. Rev.
Inst. Flor, Sdo Paulo, v. 17, n. 1, p. 25-43, jun 2005.

SCHNELL, R. J.; PRIYADASHAN, P. M. Genomics of tress crops. In: KRUTOVSKY,
K. V.; BURCZYK, J.; CHYBICKI, I.; FINKELDEY , R.; PYHAJARVI, T.; ROBLEDO-
ARNUNCIO, J. J. Gene Flow, Spatial Structure, Local Adaptation, and Assisted
Migration in Trees. London: Springer Science+Business Media, 2012. p. 71-113.

SILVA, A. F.; LEITAO FILHO, H. F. Composicao floristica e estrutura de um trecho
da Mata Atlantica no Municipio de Ubatuba (S&o Paulo, Brasil). Revista Brasileira
de Botanica, Brasilia, v.5, n.1 12, p.43-51, 1982.

SILVA, D. C. G. S.; CARVALHO, M. C. C. G.; MEDRI, C.; MEDRI, M. E.,; RUAS, C.
F.; RUAS, E. A.; RUAS, P. M. Genetic Structure and Diversity of Brazilian Tree
Species from Forest Fragments and Riparian Woods. Mar. 2012. Disponivel em:
< http://www.intechopen.com/books/genetic-diversity-in-plants/genetic-structure-and-
diversity-of-brazilian-treespecies-from-forest-fragments-and-riparian-woods>. Acesso
em: 03 mar. 2013.

SILVA, N. R. S.; MARTINS, S. V.; MEIRA NETO, J. A. A.; SOUZA, L. S. Composicao
floristica e estrutura de uma flroesta estacional semidecidual montana em Vigosa,
MG. Rev. Arvore, Vigosa, v. 28, n. 3, p. 397-405, jun 2004.

SOARES-SILVA, L.H.; KITA, K.K.; SILVA, F. das C e. Fitossociologia de um trecho
de floresta de galeria no Parque Estadual Mata dos Godoy, Londrina, PR, Brasil.
Boletim do Herbario Ezechias Paulo Heringer, Brasilia, v.3, pA6-62, 1998.

SOKAL, R. R.; MICHENER, C. D. A statistical method for evaluation systematic
relationships. Univ Kans Sci Bull, n. 38, v. 22, p. 1409-1438, 1958.

SOUTO, J. J. P. DESERTO, uma ameaca? Estudos dos nucleos de desertificagcao
na fronteira sudoéste do Rio Grande do Sul. Porto Alegre: Secretaria da Agricultura -
Departamento de Recursos Naturais Renovaveis, 1984.169p.

SOUZA, L. B.; RUAS, E. A.,; RODRIGUES, L. A.; RUAS, C. F.; RUAS, P. M. AFLP
marker analysis revealing genetic structure of the tree Parapiptadenia rigida (Benth.)
Brenan (Leguminosae-Mimosoideae) in the southern Brazilian Tropical Rainforest.
Genet Mol Biol. v. 36, n. 4, p. 533-539, 2013.

SOUZA, L. M. F. |.; KAGEYAMA, P. Y.; SEBBENN, A. M. Sistema de reprodug¢ao em
populagao natural de Chorisia speciosa A. St. Hil. (Bombaceae). Revista Brasileira
de Botanica, v. 26, n. 1, p. 113-121, 2003.

SOUZA, M. H.; MAGLIANO, M. M.; CAMARGOS, J. A. A. Madeiras tropicais brasilei-
ras. Brasilia: IBAMA, Laboratorio de Produtos Florestais, 1997. 152p.



57

STRUSS, P.; PLIESKE, J. The use of microsatellite markers for detection of genetic
diversity in barley populations. Theor Appl Genet, n. p7, p. 308-315, 1998.

TECHEN, N.; ARIAS, R. S.; GLYNN, N. C.; PAN, Z.; KHAN, I. A.; SCHEFFLER, B. E.
Optimized construction of microsatellite-enriched libraries. Molecular Ecology Re-
sources, USA, v. 10, 2010 Disponivel em:
<http://digitalcommons.unl.edu/cgi/viewcontent.cgi?article=1902&context=usdaarsfac
pub>. Acesso em: 19 jan. 2014.

THIEL, T.; MICHALEK, W.; VARSHNEY, R. K.; GRANER, A. Exploiting EST
databases for the development of cDNA derived microsatellite markers in barley
(Hordeum vulgare L.).Theor Appl Genet, n. 106, p. 411-422, 2003.

TONG, J.; WANG, D.; CHENG, L. Development of Microsatellite Markers by Data
Mining from DNA Sequences. Data Mining and Knowledge Discovery in Real Life
Applications, Vienna, Austria, fev. 2009. Disponivel em:
<http://www.intechopen.com/books/data_mining_and_knowledge discovery_in_real_
li-

fe_applications/development_of microsatellite_markers_by data_mining_from_dna_
sequences>. Acesso em: 19 jan. 2014.

UBESSI-MACARINI, C.; NEGRELLE, R. R. B.; SOUZA, M. C. Produtos florestais
nao-madeiraveis e respectivo potencial de exploragao sustentavel, associados a re-
manescente florestal ripario do alto rio Parana, Brasil. Acta Scientiarum. Biological
Sciences, Maring4, v. 33, n. 4, p. 451-462, 2011.

VACARRO, S.; LONGHI, S. J.; BRENA, D. A. Aspectos da composigao floristica e
categorias sucessionais do estrato arbéreo de trés subseres de uma Floresta Esta-
cional Decidual, no municipio de Santa Tereza (RS). Ciéncia Florestal, Santa Maria,
v.9,n. 1, 1999.

VAN-OOSTERHOUT, C.; HUTCHINSON, W.F.; WILLS, D.P.M.; SHIPLEY, P.
MICRO-CHECKER: software for identifying and correcting genotyping errors in
microsatellite data. Molecular Ecology Notes, n. 4, p. 535-538, 2004

VARSHNEY, R. K.; GROSSE, |.; HAHNEL, U.; SIEFKEN, R.; PRASAD, M.; STEIN,
N.; LANGRIDGE, P.; ALTSCHMIED, L.; GRANER, A. Genetic mapping and BAC
assignment of EST-derived SSR markers proves non-uniform distribution of genes in
the barley genome. Theor Appl Genet, n. 113, p. 239-250, 2006.

VIANA, V. M.; TABANEZ, A. A. J.; MARTINEZ, J. L. A. Restauragao e manejo de
fragmentos florestais. In: CONGRESSO NACIONAL SOBRE ESSENCIAS NATIVAS,
2., 1992, Sao Paulo. Anais... Sao Paulo: Instituto Florestal de Sdo Paulo, 1992. p.
400-407.

VIENNE, D. Molecular marker in plants genetics and biotechnology. In: VIENNE, D.;
SANTONI, S.; FALQUE, M. Principal sources of molecular markers. Enfielf:
Science Publishers, 2003. p. 3-41.

VIENNE, D. Molecular marker in plants genetics and biotechnology. In: KREMER, A.;
MARIETTE, S. Molecular marker in populations genetics. Enfielf: Science
Publishers, 2003. p. 125-149.



58

WANG, J. Triadic IBD coefficients and applications to estimating pairwise
relatedness. Genet Resources, n. 89, p. 135-153, 2007.

WANG, X. R.; SZMIDT, A. E. Molecular markers in population genetic of forest trees.
London, Scandinavian Journal of Forest Research, n. 16, p. 199-220, 2001.

WARD, M.; DICK, C. W.; GRIBEL, R.; LEMES, M.; CARON, H., LOWE, A. J. To self,
or not to selfy... A review of outcrossing and pollen-mediated gene flow in neotropical
trees. Heredity, London, v. 95, n. 4, p. 246-254, Oct. 2005.

WILSON, G.A.; RANNALA, B. Bayesian inference of recent migration rates using
multilocus genotypes. Genetics, n. 163, p.1177-1191, 2003.

WRIGHT, S. The genetical structure of populations. Ann Eugen, n. 15, p. 323-354,
1951.

ZABAROSKI. E. Genomic DNA Libraries, Construction and Applications.
Encyclopedia of Molecular Cell Biology and Molecular Medicine, Stockholm,
Sweden, set. 2006. Disponivel em: <http://onlinelibrary.wiley.com>. Acesso em: 19
jan. 2014.



