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SOUZA, Lais Bérgamo. Estrutura genética de populacoes de Parapiptadenia rigida
(Benth.) Brenan (Leguminosae-Mimosoideae) na regido Sul do Brasil por marcadores
AFLP. 56 f. Dissertagdo (Mestrado em Genética e Biologia Molecular) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2011.

RESUMO

Parapiptadenia rigida ¢ uma espécie arborea tropical caracteristica de florestas latifoliadas
semideciduais. Por ser uma espécie agressiva, indiferente as condigdes fisicas do solo e
produzir anualmente grande quantidade de sementes, ¢ considerada de grande importancia na
recuperacdo de areas degradadas. Sua distribui¢do ocorre ao longo da Mata Atlantica que, em
decorréncia da intensa ocupagdo humana e modificagdo do bioma, encontra-se bastante
fragmentada e desconectada. A fragmentagdo florestal provoca alteragdes na dindmica das
populagdes, o que pode levar a perda de diversidade genética. Estudos de genética de
populacdes utilizando técnicas de marcadores moleculares permitem avaliar a estrutura e a
variabilidade genética de espécies de plantas em areas fragmentadas. Visando contribuir para
estratégias de conservagdo e manejo de espécies arboreas tropicais este trabalho teve como
objetivo estudar, por meio de marcadores AFLP, a diversidade e a estrutura genética de oito
populagdes de P. rigida obtidas de fragmentos de mata nos estados do Parana e Santa
Catarina. Cinco combinagdes de primers seletivos renderam um total de 126 fragmentos,
todos polimérficos. Os valores médios para porcentagem de locos polimoérficos (Pp) e para o
indice de diversidade génica (Hs) foram de 60,45% e 0,217, respectivamente. A analise da
Coordenada Principal mostrou que a maioria das populacdes estudadas apresenta-se
estruturada. A distribui¢do da variabilidade genética foi maior dentro das populacdes
(72,20%) que entre as populagdes (22,80%) de P. rigida. O padrio de distribui¢do da
variabilidade e estrutura genética moderada na maioria das populagdes de P. rigida sugere
que a fragmentacdo da maioria das populagdes seja um evento recente que, até o momento,
nao teve sérias implicacdes evidentes na reducao da variabilidade genética.

Palavras-chave: AFLP. Diversidade genética. Espécie arborea tropical. Fragmentacao
florestal. Conservagao.



SOUZA, Lais Bérgamo. Genetic structure of populations of Parapiptadenia rigida
(Benth.) Brenan (Leguminosae-Mimosoideae) in Southern Brazil by AFLP markers. 56
f. Dissertagdo (Mestrado em Genética ¢ Biologia Molecular) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2011.

ABSTRACT

Parapiptadenia rigida is a tree species characteristic of tropical semideciduous forest. This
aggressive species is indifferent to the physical conditions of the soil and produce annually
large amounts of seeds. Distributed along the Atlantic rain forest biome, P. rigida is
considered of great importance in the recovery of degraded areas. Because of the human
occupation, this biome presents various degrees of fragmentation provoking alterations in the
dynamic of the natural populations that may lead to loss of genetic diversity. Population
genetic studies using molecular markers allow the evaluation of plant species genetic structure
and variability in fragmented areas contributing for the development of conservation
strategies and management of tropical tree species. On this study we investigated the diversity
and genetic structure of eight populations of P. rigida collected from forest fragments of the
Parana and Santa Catarina states using Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP).
Five selective primers combinations rendered a total of 126 polymorphic fragments. Mean
values for percentage of polymorphic loci (Pp) and the gene diversity index (Hs) were 60.45%
and 0.217, respectively. Principal Coordinate Analysis showed that the majority of the studied
populations were structured and the genetic variability was higher within (72.20%) than
among (22.80%) populations. The pattern of distribution of the genetic variability and the
moderate genetic structure of most populations of P. rigida suggest that fragmentation is a
recent event affecting these populations and up to this moment, no serious implications on the
reduction of their genetic variability is evident.

Keywords: AFLP. Genetic diversity. Tropical tree. Forest fragmentation. Conservation.
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1 INTRODUCAO

As florestas tropicais sdo os ecossistemas terrestres de maior diversidade
biologica do mundo e, apesar disso, vem sendo destruidas a uma taxa de cerca de 30 hectares
por minuto (DELAMONICA et al., 2001). Em decorréncia da intensa ocupagio humana e
modifica¢ao do bioma, sobre o qual se sucederam varias atividades de exploracao de riquezas
naturais, sobretudo ao longo do processo de ocupag¢do e formagdo econdmica do Brasil,
observa-se uma elevada redugdo da cobertura florestal da Mata Atlantica em relagdo a sua
extensdo inicial (RODRIGUES, 2008). A floresta, que antes cobria uma grande extensao da
parte oriental do pais, hoje estd reduzida a 7% de sua cobertura original, pois sofreu e ainda
vem sofrendo grande pressdo antropica por estar localizada na regido do pais que mais se
desenvolveu (ALMEIDA, 2006) (Figura 1). Os primeiros nucleos urbanos no Brasil foram
estabelecidos na Mata Atlantica, sendo que, posteriormente, foram formados os principais
polos industriais e relevantes metropoles brasileiras também sobre seu dominio
(RODRIGUES, 2008).

A floresta encontra-se fragmentada, onde a maioria dos fragmentos
concentra-se em areas ingremes ¢ elevadas de dificil acesso e impossibilidade de implantagao
de atividades agropecuarias (SANTOS, 2003).

A fragmentacdo de habitats ¢ uma das ameagas mais sérias a diversidade
biologica, sendo a responsavel pela crise de extingdo atual, uma vez que causa danos
irreversiveis, tais como: subdivisdo de populagdes, diminuicao do fluxo génico (causada pelo
impedimento da dispersdo de animais, polen, esporos e sementes), diminui¢ao da diversidade
bioldgica, isolamento de populagdes, reducdo da escala de recursos disponiveis, aumento e a
intensificagdo do efeito de borda no ecossistema, riscos de consanguinidade com a redugdo na
taxa de heterozigose e a erosdo genética das espécies e menor resisténcia a disturbios
(GARDNER et al., 1987; NOSS, 1987; SIMBERLOFF; COX, 1987; O’NEILL et al., 1988a;
O’NEILL et al., 1988b; TURNER, 1989; SIMBERLOFF et al., 1992; METZGER, 1999).

Diante desse contexto, o conhecimento da variabilidade genética dessas
populacdes ¢ importante para se estabelecerem estratégias de conservacdo das espécies e
ecossistemas, além de orientar programas de coleta de material para banco de germoplasma e

producdo de mudas para programas de reflorestamento (BOTREL, 2006).
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Figura 1 - Ilustracdo demonstrativa da area total original da Mata Atlantica e
seus remanescentes florestais no ano de 2007.

Mata Atlantica em 1500 - \ Mata Atlantica em 2007 -~

Fonte: INPE; SOS Mata Atlantica, 2008.

Iniimeras técnicas que fazem uso de marcadores moleculares tem sido
utilizadas para gerar conhecimentos sobre as caracteristicas genéticas de espécies animais e
vegetais dentro de uma populacao (RUAS, 2009), dentre elas destacam-se os marcadores
AFLP.

A técnica Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) ou
Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos Amplificados se baseia em amplificacdes, via
PCR, de fragmentos obtidos pela digestdio do DNA gendmico com combinacdes de enzimas
de restricdo, sendo, necessariamente, uma de corte raro e outra de corte frequente. E uma
técnica que detecta um grande nimero de locos por gel, apresentando custos reduzidos por
informagao genética (LOPES et al., 2002)

Parapiptadenia rigida (Benth.) Brenan (Leguminosae-Mimosoideae),
conhecida popularmente como gurucaia ou angico-vermelho, ¢ uma planta decidua, helitfila,
secundaria inicial, caracteristica da mata latifoliada das bacias do Parand, Uruguai e afluentes.
Trata-se de uma planta indiferente quanto as condicdes fisicas dos solos (BURKART, 1979).
A madeira ¢ utilizada na construgdo civil e naval, na fabricacao de estacas, postes, dormentes,
entre outros fins. No Brasil ¢ a espécie de mais ampla distribuicdo nos estados sulinos, sendo

mais frequente nas matas abertas e menos densas (LORENZI, 2002). Tais fatores fazem com
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que esta espécie seja de extrema importancia em programas que visem a recomposicao de

areas fragmentadas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ESPECIE ESTUDADA

Parapiptadenia rigida (Benth.) Brenan (Leguminosae-Mimosoideae),
vulgarmente conhecida como gurucaia, angico-vermelho, angico-cedro, angico-do-banhado e
outros, € caracterizada como uma espécie tolerante ao frio e indiferente as condigdes fisicas
dos solos, ocorrendo em substratos umidos e também nos mais secos, inclusive em solos
pedregosos (BURKART, 1979). Possui madeira considerada altamente valiosa pela sua
durabilidade, boa qualidade para lenha e produgdo de carvaio (EMPRESA BRASILEIRA DE
PESQUISA AGROPECUARIA - EMBRAPA, 1986).

No Brasil, a espécie ocorre desde o estado de Minas Gerais, Mato Grosso do
Sul, Sdo Paulo indo até o Rio Grande do Sul, porém ¢ mais frequente na mata latifoliada
semidecidua da bacia do Parand (LORENZI, 2002). E encontrada também naturalmente no
nordeste da Argentina (MARTINEZ-CROVETTO, 1963; GARTLAND et al., 1995), no leste
do Paraguai (LOPEZ et al., 1987) e no norte do Uruguai (LOMBARDO, 1964).

P. rigida atinge de 20 a 30 m de altura, com DAP (Diametro na Altura do
Peito) de 60 a 110 cm. Apresenta folhas bipinadas com 3 a 6 pares de pinas e foliolos de 1
cm de comprimento (LORENZI, 2002). Floresce de novembro a dezembro e tem a maturagdo
dos frutos de maio a outubro (RIZZINI, 1971), sendo a maior parte entre junho e agosto
(LORENZI, 2002). Caracteriza-se, principalmente, pelas inflorescéncias em forma de espiga
amarelo-esverdeadas (LIMA; LIMA, 1984) que sdo meliferas, sendo polinizadas
principalmente por abelhas pequenas (CAVALHEIRO; AMEIXEIRO, 1992), abelhas de
porte médio dos géneros Melipona e Trigona (KAGEYAMA, 1992) e também pelo vento
(CANDIDO, 1974) (Figura 2). Ribas (1999) confirmou a existéncia de poliades para esta
espécie, o que, segundo Kenrich e Knox (1982), confere uma vantagem seletiva na
reproducdo por proporcionar um meio eficiente na dispersdo de graos de pdlen por insetos e
também assegurar que, com um unico evento bem-sucedido de polinizagdo, sejam produzidas
varias sementes.

A espécie P. rigida ¢ alégama, monodica e produz anualmente grande
quantidade de sementes vidveis. As primeiras sementes se libertam das vagens assim que
estas amadurecem e secam, havendo espalhamento das mesmas por baixo e nas proximidades
dos bordos das copas das arvores (autocoria) (CANDIDO, 1974). Essas sementes também

podem ser dispersas pelo vento por serem aladas (Figura 3), no entanto, segundo Ribas
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(1999), nao se distanciam muito da arvore-mae. Devido a sua ocorréncia frequente junto aos
cursos de agua, sua dispersdao também se da por hidrocoria (BURKART, 1979). Encontrando
um solo umedecido as sementes germinam prontamente (CANDIDO, 1974).

Apesar de ser uma espécie monoica, Ribas (1999) afirma que a espécie
possui um mecanismo de auto-incompatibilidade, o que, segundo Arroyo (1981) ocorre na
maioria das espécies da subfamilia Mimosoideae, evitando assim a possibilidade de
ocorréncia de autofecundacao.

A presenca de varias flores em inflorescéncia seria uma estratégia para
aumentar a atracao dos polinizadores mais distantes, o que se tornaria ainda mais eficiente em
virtude da cor creme ou amarelo-esverdeada das flores dessa espécie. Associando as poliades
e a potencial auto-incompatibilidade as inflorescéncias, tem-se uma eficiente estratégia para
garantir a producdo de satisfatorio numero de sementes a partir de uma tnica polinizagao
bem-sucedida e, a0 mesmo tempo, seleciona-se contra a producdo de progénies endogamicas
(RIBAS, 1999).

P. rigida possui madeira densa (0,85g/cm3 ), bastante dura, pouco elastica,
muito resistente e de grande durabilidade sob condig¢des naturais (Figura 2), podendo ser
empregada na construgdo civil e naval, na fabricacdo de carrocerias, postes, estacas,
dormentes, como lenha para a obtencdo de carvao e inclusive na carpintaria € marcenaria.
Possui também caracteristicas ornamentais que a recomendam para o paisagismo em geral
(LORENZI, 2002).

A espécie apresenta ainda propriedades medicinais, sendo muito usada na
medicina popular para tratamento da sinusite e da tosse (FRANCO; FONTANA, 1997),
algumas infecgdes vaginais (KORBES, 1995), afec¢des bronco-pulmonares, na desobstrugio
das vias respiratdrias e como calmante da tosse e da asma (REITZ, 1950).

De sua casca, ¢ feita a extracdo de goma, resina e tanino, o qual também
pode ser obtido a partir do fruto (CANDIDO, 1974; LORENZIL, 2002).

Devido ao fato de ser uma planta agressiva e possuir grande plasticidade
ambiental, o angico-vermelho ¢ comumente recomendado para a recuperagdo de dareas
degradadas (SOUTO, 1984) e para a restauracdo florestal em dareas de preservagao

permanente (DURIGAN; NOGUEIRA, 1990).
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dulta; B - ramo com flores; C - flores; D -

4

- arvore a

Parapiptadenia rigida: A

frutos.

Figura 2 -

Fonte: Lorenzi, 2002.
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Figura 3 — Parapiptadenia rigida: A - sementes; B - tronco; C - madeira.

Fonte: Lorenzi, 2002.

Segundo Siqueira e Nogueira (1992), P. rigida se encontra na lista de
espécies que correm perigo de extingdo, sendo a sua conservacdo genética feita por
populagdes-bases ex situ no Estado de Sdo Paulo, entretanto, o Instituto de Pesquisas e

Estudos Florestais (INPE) afirma que a espécie ndo estd ameagada.

2.2 FRAGMENTACAO DE HABITATS

A fragmentacdo ¢ decorrente do desmatamento de trechos de floresta

continua que isola pedagos de floresta de diferentes tamanhos em meio a areas perturbadas
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(DELAMONICA et al., 2001), sendo uma das mais importantes e difundidas consequéncias
da atual dinamica de uso da terra pelo homem. A taxa com que o homem estd alterando as
paisagens naturais ¢ milhares de vezes maior do que a da dindmica de perturbacdo natural dos
ecossistemas (TABARELLI; GASCON, 2005), e o ritmo acelerado em que as perdas
bioldgicas estdo acontecendo tem assustado a comunidade cientifica, principalmente pelo fato
de que, ao contrario de outras catastrofes ambientais, a perda da biodiversidade ¢ irreversivel
(MITTERMEIER et al., 1998).

A fragmentagdo de habitats ¢ a ameaga mais séria a diversidade bioldgica,
sendo a responsavel pela crise de extingdo atual, acarretando prejuizos sérios como a
diminui¢do do fluxo de animais, polen e/ou sementes, a diminui¢do da diversidade bioldgica,
o isolamento de populagdes, a redugdo da escala de recursos disponiveis, o aumento e a
intensificagdo do efeito de borda no ecossistema, a perda do patrimonio genético das espécies,
entre outros (NOSS, 1987; DARIO, 1999; METZGER, 1999).

Dessa forma, a destrui¢do de habitats e a consequente fragmentacdo de
populagdes naturais podem acarretar uma limitagdo evolutiva para as espécies que o0s
compdem, devido a perda de variabilidade genética e a reducao na capacidade de adaptagdo as
mudangas ambientais (YOUNG et al., 1996). Tais alteragdes se refletem nos processos de
deriva genética, fluxo génico, selecdo e no sistema de cruzamentos (COUVET, 2002). Sendo
esses processos determinantes do grau de diversidade genética na espécie, bem como sua
distribui¢do entre individuos e populagdes, os principais efeitos genéticos da fragmentacao
florestal s3o a diminuicdo da diversidade genética nas populagdes e espécies
(DAYANANDAN et al.,, 1999; WHITE et al., 1999) devido ao aumento da endogamia
(FUCHS et al., 2003) e a mudanca na estrutura genética populacional, que acarretam fortes
prejuizos as populagdes de espécies florestais (YOUNG et al.,1996).

Entretanto, as respostas das espécies vegetais ao processo de fragmentacao
sdo altamente variaveis, dependendo de suas caracteristicas e das alteragdes ambientais
ocorridas (LOWE et al., 2005). Em algumas espécies de plantas, por exemplo, foi observado
que a fragmentac¢do ndo levou ao aumento da divergéncia entre as populagdes, nem a redugao
na variagdo genética e heterozigosidade dentro de populagdes e nos niveis de fluxo génico
entre os fragmentos (YOUNG et al., 1993; SUN, 1996; GONZALEZ-ASTORGA; NUNES-
FARFAN, 2001; WHITE et al., 2002; DICK et al., 2003). No entanto, a diversidade genética
e a estrutura podem ser alteradas se a fragmentacdo florestal modificar os padrdes de

dispersdo de polen e sementes (FORE et al., 1992).
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A depressao endogamica ¢ considerada um dos mais importantes processos
resultantes da perda de habitat (NOSS, 1987; SIMBERLOFF; COX, 1987). Simberloff et al.
(1992) definem depressdo endogadmica como sendo a ocorréncia de cruzamentos
consanguineos em taxas muito altas, e a erosdo genética como a consequente perda de
variabilidade genética.

A deriva genética ¢ uma flutuagao aleatdria das frequéncias alélicas que tem
como consequéncia a perda e/ou a fixagdo de alelos (FUTUYMA, 1997). A deriva pode
promover a perda de alelos da populacdo e, em longo prazo, gerar um aumento da endogamia
em funcdo da maior probabilidade de autofecundacdo e cruzamento entre individuos
aparentados (KAGEYAMA et al., 2003).

O grau de prejuizos causados pela fragmentagdo ird depender de uma série
de fatores, ou seja, dos atributos espaciais e ecoldgicos. Entre estes atributos, temos o efeito
de borda, que ¢ especifico para cada caso e pode acarretar uma série de disturbios ecologicos
como aumento da temperatura e diminui¢cao da umidade. Outros atributos importantes seriam
a area, a forma e a relacdo perimetro/drea do fragmento, onde estes trés fatores estariam
fortemente relacionados com o grau de perturbacdo causado pelo efeito de borda. A
conectividade entre os fragmentos, a heterogeneidade de habitats e o contexto ao qual o
fragmento estd inserido também interferem e determinam se os danos serdo amenos ou
irreversiveis (COLLINGE, 1996).

A importancia do tamanho dos fragmentos e de sua proximidade na
restauracdo e recolonizacdo de uma populagao foi analisada por Schultz e Crone (2005) para a
espécie de borboleta Icaricia icarioides fenderi Macy (Lycaenidae), natural das pradarias
norte americanas. Através de regras simples baseadas no comportamento de dispersdo e
demografia da espécie e de dois modelos complexos, o modelo de incidéncia funcional e o
modelo de dispersdo randomica, este ultimo uma simulagdo espacial de comportamento
individual de dispersdo e demografia, os autores obtiveram respostas fortemente
concordantes. De acordo com os resultados obtidos nos trés modelos, sdo os fragmentos
maiores € mais conectados que apresentam melhores condigdes para a viabilidade
populacional dessa espécie de borboleta.

A conectividade da paisagem também esta intimamente relacionada com a
existéncia dos corredores, outro elemento oriundo da fragmentacdo. Além da capacidade de
conectar fragmentos, facilitando a sobrevivéncia dos organismos durante seu fluxo entre as
manchas, eles podem apresentar as condi¢des necessarias de habitat temporario ou

permanente para algumas populagdes. Entretanto, a efetividade dos corredores para a
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restauracdo ¢ manutencdo dos atributos necessario em uma paisagem preservada ¢ polémica,
pois eles também podem apresentar o inconveniente de facilitar a propagacdo de algumas
perturbagdes, como fogo ou doencas (METZGER, 2003). Segundo Haddad (2000), desde o
surgimento da proposta dos corredores como importante elemento na conectividade da
paisagem, muitos estudos tém mostrado seus efeitos positivos no movimento das espécies,
porém, um fator importante que deve ser levado em conta ¢ a qualidade do corredor
ecoldgico, que ira depender do tamanho, da largura e do grau de cobertura que possui. Henein
e Merriam (1990) avaliaram a importancia da qualidade de corredores através de modelagem
de populagoes e revisao da literatura. Desta avaliagdo verificou-se que um corredor com alta
qualidade (bastante largo e com cobertura vegetal em fases sucessionais adiantadas) ¢ ideal
para o fluxo de espécies. Os autores também concluiram que a existéncia de um corredor de
baixa qualidade (estreito ou com cobertura vegetal perturbada) ¢ melhor que a auséncia de
conexao entre os fragmentos.

Apesar das muitas utilidades dos corredores, ndo existe respaldo cientifico
para afirmar que os corredores podem evitar a extingdo ou até mesmo preveni-la, embora
alguns trabalhos j& tenham conseguido demonstrar que em muitos casos os corredores sao
utilizados como canal de fluxo para algumas espécies (MACHTANS et al, 1996;
TISCHENDOREF et al., 1998).

2.3 A Importancia da Manutenc¢ao da Variabilidade Genética

Nas ultimas décadas, a extin¢ao das variadas formas de vida tem aumentado
consideravelmente. Acredita-se que 25% das espécies de plantas vasculares existentes serao
extintas nos proximos 50 anos (KALA, 2000). Muitos fatores estdo envolvidos com a
extingdo de espécies, como a destrui¢do de habitats e a consequente fragmentacdo de
populagdes (MATOCQ; VILLABLANCA, 2001).

A variabilidade genética ¢ de importancia fundamental para o potencial
evolutivo de uma espécie e determina suas chances de sobrevivéncia em longo prazo
(FLEISHMAN et al., 2001; JONES et al., 2001). Trata-se da “matéria-prima” que possibilita
as mudangas evolutivas de uma espécie (MAMURIS et al., 2001; PITHER et al., 2003).
Populagdes com pouca variabilidade genética podem ser incapazes de responder as mudancas
ambientais (SHARMA et al., 2000; TANSLEY; BROWN, 2000; JONES et al., 2001;
MATOCQ; VILLABLANCA, 2001; SHARMA, 2001). A perda da variabilidade genética
resulta em baixo potencial evolutivo (HOLSINGER; GOTTLIEB, 1991) e provoca a redugao
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do fitness (adaptabilidade) da espéciec (KOPPITZ, 1999; BOUZAT, 2001; MATOCQ;
VILLABLANCA, 2001). A redugao da variabilidade genética pode conduzir uma espécie a
extingdo (SHARMA et al., 2000; BOUZAT, 2001; SHARMA, 2001) sendo, portanto, uma
das principais ameacas a existéncia de uma espécie (JAGGI et al., 2000; TANSLEY;
BROWN, 2000).

Porém, a condi¢do de pequena variabilidade genética ndo necessariamente
implica em risco de extingdo, e tal condicdo pode ndo ter sido causada por agdo antropica.
Muitos endemismos, por exemplo, podem ser explicados por refugios de glaciagdes
(FUTUYMA, 1997). Muitas espécies parecem “conviver” com a baixa variabilidade genética
ou com populagdes reduzidas de distribuicdo muito restrita (COATES; ATKINS, 2001;
FLEISHMAN et al., 2001), desde que as condi¢des do ambiente se mantenham constantes.

Amos e Balmford (2001) afirmam que perdas de variabilidade genética em
populacdes florestais de até 25% ndo afetam a capacidade destas em manter o processo
evolutivo e, consequentemente, a capacidade de adaptacado as alteragdes ambientais.

Independente do padrdo de diversidade genética de cada espécie, a
manutencdo da variabilidade genética ¢ considerada essencial para a preservag¢ao do potencial
evolutivo das espécies (FLEISHMAN et al., 2001), para sua sobrevivéncia em longo prazo
(TANSLEY; BROWN, 2000), assim como para a aplicagdo de técnicas de manejo nas
florestas ¢ estabelecimento de agdes de conservagdo in situ (KAGEYAMA; GANDARA,
1993).

24 ANALISE DA VARIABILIDADE GENETICA POR MARCADORES MOLECULARES

Os marcadores permitem o estudo comparativo de genotipos, e esse termo
tem sido utilizado para designar fatores morfoldgicos, bioquimicos ou genéticos passiveis de
serem identificados (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Inicialmente, os estudos genéticos eram realizados utilizando-se marcadores
morfoldgicos (fenotipicos) de facil identificacdo no organismo e, geralmente, regidos por um
tinico gene (GUIMARAES; MOREIRA, 1999). O nanismo, a deficiéncia de clorofila, a cor
das pétalas e a morfologia foliar foram caracteres bastante utilizados como marcadores
(RICK; YODER, 1988; COE; NEUFFER; HOISINGTON, 1998). Apesar dos marcadores
morfoldgicos terem contribuido significativamente para o estabelecimento dos principios
teoricos do mapeamento genético e das analises de ligacdo gé€nica, o fato de existir um

niimero reduzido de marcadores fenotipicos disponiveis limita sua utilizagio (GUIMARAES;
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MOREIRA, 1999). Além disso, esses marcadores frequentemente sao afetados pela agdo
génica de dominancia, efeito ambiental, pleiotropia e epistasia (PATERSON et al., 1991).

O primeiro grande passo para resolver estes problemas foi o
desenvolvimento de marcadores isoenzimaticos, que sdo baseados na analise do produto da
expressdo de genes (MOSS, 1982). Eles revelaram-se como uma nova fonte de marcadores
genéticos com inimeras vantagens sobre os marcadores morfolégicos como codominancia,
insensibilidade a pleiotropia e a epistasia (PATERSON et al., 1991). Desde a sua resolugao
pelos métodos histoquimicos, as isoenzimas tem sido extremamente importantes para as
investigagdes sobre variacdo intra-especifica, genética de populagoes, evolugdo e mapeamento
genético. Em plantas, as isoenzimas tem sido utilizadas principalmente em genética de
populacdes, evolugdo e caracterizagdo de germoplasma (GOTTLIEB, 1981; TANKSLEY;
ORTON, 1983; SOLTIS; PASTEUR et al., 1988; SOLTIS, 1989; HILLIS et al.,1996).

Apesar de ser amplamente utilizada, de baixo custo e facil execucdo, a
técnica de analise de isoenzimas apresenta algumas limitagdes. Os genes que codificam as
isoenzimas representam uma pequena fracdo do genoma, limitando a andlise de
polimorfismos, pois somente as substituicdes nucleotidicas que modifiquem a mobilidade
eletroforética da enzima podem ser identificadas e muitas variagcdes alélicas ndao sdo
detectadas em funcao da redundancia do cédigo genético e de migragao similar ao longo do
gel (JASIENIUK; MAXWELL, 2001). Segundo os mesmo autores, os marcadores
isoenzimaticos sdo inadequados para resolver diferengas genéticas muito pequenas. Outras
limitacdes das isoenzimas como marcadores dizem respeito a especificidade de formas
1soenzimaticas em alguns tecidos vegetais, o que pode ser uma limitacao para analise, pois o
polimorfismo isoenzimatico ocorre em resposta a condi¢des ambientais e as diferencas na
atividade isoenzimatica estdo associadas a estadios diferentes de desenvolvimento.

No entanto, as isoenzimas ainda tem sido amplamente utilizadas em estudos
de diversidade genética pela facilidade de andlise e rapida interpretagao de dados, mas ainda
se trata de um modo indireto de se estudar os genes.

Com a descoberta da estrutura do DNA por Watson e Crick (1953) e do
codigo genético por Nirenberg e Matthaei (1961), varias descobertas subsequentes permitiram
o desenvolvimento de metodologias para se conhecer a sequéncia de bases de uma
determinada regido do DNA (SANGER, 1975), a visualizacdo de fragmentos especificos
gerados por restricdo enzimatica (SOUTHERN, 1975) e, posteriormente, a amplificacdo de
fragmentos especificos da molécula (MULLIS; FALOONA, 1987), todas através dos

chamados marcadores moleculares.
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Por marcador molecular define-se todo e qualquer fenotipo molecular
oriundo de um gene expresso, como no caso de isoenzimas, ou de um segmento especifico de
DNA expresso ou ndo. A sequéncia de nucleotideos e a fungdo de um marcador molecular
podem ou ndo ser conhecidas, sendo em geral desconhecidas. Verificando-se o seu
comportamento de acordo com as leis de Mendel, um marcador molecular ¢ definido como
marcador genético. Portanto ¢ importante enfatizar que o simples fato do marcador ser uma
sequéncia de DNA ou produto da transcri¢do e traducdo de uma sequéncia de DNA ndo
implica que se constitua em um marcador genético, como geralmente ¢ suposto (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1996). Podem ser utilizados com vérios objetivos, como na identificacao
de paternidades, construgdo de mapas genéticos, diagnostico de doengas, identificagdo de
locos responsdveis por caracteristicas quantitativas (QTLs), genética populacional e
melhoramento genético. Eles tem se mostrado uma ferramenta eficaz na quantificagdo da
diversidade genética em diferentes populagdes (SAITBEKOVA et al., 1999; BARKER et al.,
2001).

Marcadores baseados no DNA apresentam varias vantagens: encontram-se
em numero elevado, apresentam alto grau de polimorfismo, exibem neutralidade fenotipica,
geralmente s3o codominantes, raramente exibem interagdes epistaticas ou pleiotropicas e
podem ser detectados tanto em tecidos jovens como adultos (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1996).

Uma das maiores vantagens de dados moleculares estd na forma objetiva
com que podem ser analisados. Os marcadores moleculares ndo sdo susceptiveis a efeitos
ambientais, portanto sdo mais seguros para diversas andlises, incluindo as filogenéticas
(AMORIM, 2002).

Na década de 1970 surgiu o primeiro marcador que detecta o polimorfismo
genético diretamente no DNA, eliminando a influéncia do ambiente (MILACH, 1998),
denominado RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism — Polimorfismo de Restrigao
de DNA). Na técnica, o polimorfismo observado ocorre porque o DNA de individuos
geneticamente distintos difere na sequéncia de nucleotideos ao longo da fita de DNA
(GRANT; SHOEMAKER, 1998). A presenca ou auséncia de sequéncias especificas entre 4 e
8 pares de bases, reconhecidas e clivadas por enzimas de restricdo, pode variar entre
diferentes individuos, gerando polimorfismos. Diferengas nas sequéncias de DNA dos
individuos podem também ser resultado de insercdes, delecdes ou outros rearranjos (ex.:
translocagdes, inversdes) que alterem a distdncia entre sitios de restricdio (GRANT;

SHOEMAKER, 1998). As diferencas sdo detectadas pela hibridizagdo de um fragmento
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(sonda) com o DNA gendmico digerido com enzimas de restricao. A similaridade entre a
sequéncia de nucleotideos da sonda e a sequéncia complementar de nucleotideos de um
fragmento revela o polimorfismo (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1996). A grande
vantagem dos marcadores RFLPs ¢ a sua ampla distribui¢do no genoma, permitindo uma
cobertura adequada, além de ter expressdo codominante (NODARI et al., 1993). Entretanto, o
elevado custo e o tempo necessario na geragao destes marcadores restringem drasticamente
seu uso de forma frequente (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Com a descoberta da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction — Reacao
em Cadeia pela Polimerase) por Mullis e Faloona (1987), utilizando uma molécula de DNA
polimerase termoestavel (Taq Polimerase) e termocicladores programaveis com elevada
capacidade de processamento, houve uma grande automatizac¢ao na sintese enzimatica in vitro
de DNA. A partir dai surgiu uma ampla gama de marcadores moleculares com base em PCR,
sendo o RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA — DNA Polimérfico Amplificado ao
Acaso), o primeiro deles (WILLIAMS et al., 1990).

Ao contrario do PCR convencional, o RAPD utiliza apenas um primer curto
(cerca de dez nucleotideos) que, devido ao seu pequeno tamanho, pode parear em diversos
pontos do genoma. Caso duas copias desse primer se liguem as fitas opostas do DNA a uma
distancia entre 200 e cerca de 2.000 pares de nucleotideos pela reacdo de PCR, a regido
flanqueada pelos primers pode ser amplificada. Portanto, é uma técnica que ndo exige o
conhecimento prévio da sequéncia que estd sendo amplificada, ao contrario do PCR
convencional. Logo, um mesmo conjunto de primers pode ser usado para amplificar o DNA
dos mais diversos tipos de organismos (ALZATE-MARIN et al., 2005).

O polimorfismo evidenciado pelo RAPD ¢ detectado em funcdo de
mutagdes no(s) sitio(s) de ligagdo do primer, que impedem o seu pareamento ¢ a consequente
amplificacdo, ou devido a ocorréncia de delegdes ou inser¢des na regido compreendida entre
os dois sitios, que alteram o tamanho do segmento amplificado. Como, na maioria das vezes,
essas mutacdes impedem a amplificagdo do segmento de interesse, diz-se que a heranca do
RAPD ¢ dominante, pois apenas duas classes fenotipicas serdo detectadas, presenga ou
auséncia da banda de DNA (ALZATE-MARIN et al., 2005).

As principais vantagens desse marcador estdo na simplicidade e na rapidez
na obtencdo dos resultados, além da minima quantidade de DNA necessaria para a andlise
genotipica de um individuo. Sendo o RAPD um marcador com caracteristica dominante, sua
principal limitacdo esta justamente no baixo contetido informativo por loco (FERREIRA;

GRATTAPAGLIA, 1998), dificultando assim estimar as frequéncias genotipicas, taxas de
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endogamia e diversidade genotipicas, limitando a andlise da estrutura e diversidade genética
de populagdes (MOURA, 2003). Apesar de demonstrar problemas como baixa
reprodutibilidade, a técnica se popularizou, pois permite gerar informagdo sobre a estrutura
genética de populagdes nunca estudadas, uma vez que ndo € necessario o conhecimento da
sequéncia alvo (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1996). Os marcadores RAPD ja foram
bastante usados para estimar a variabilidade genética em espécies arboreas tropicais
(ABEYSINGHE et al., 2000; DEGEN et al., 2001; RAINA et al., 2001; MOSSI et al., 2009).

Os marcadores microssatélites vieram em seguida. Os SSRs (Simple
Sequence Repeat — Sequéncias Simples Repetidas) ou STRs (Short Sequence Tandem Repeat
— Sequéncias Curtas Repetidas em Tandem) sdo sequéncias moderadamente repetitivas
dispersas pelo genoma ¢ formadas por repetigdes em tandem de 1 a 6 pares de bases. Estas
sequéncias formam conjuntos de cinco até centenas de repeti¢cdes por loco, podendo variar em
tamanho e possuindo um carater altamente polimorfico (TAUZ, 1989). Eles tem sido
preferidos a outros tipos de marcadores, pois utilizam a agilidade da técnica de PCR, sao
codominantes e estdo espalhados ao acaso no genoma com uma frequéncia relativamente alta
(AKKAYA etal., 1992).

Em 1995, Vos e colaboradores desenvolveram e divulgaram outro marcador
molecular denominado AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism — Polimorfismo de
Comprimento de Fragmento Amplificado). Segundo o autor, o AFLP ¢ uma classe de
marcadores que alia a especificidade dos sitios de restrigdo do RFLP a praticidade de
amplificacdo da PCR.

Essa técnica mostra boa reprodutibilidade dos resultados. Como vantagem,
tem-se: a exploracdo de regides gendmicas arbitrarias sem conhecimento prévio da sequéncia
de DNA, a especificidade da PCR e a grande quantidade de informagdo gerada em um tnico
gel de poliacrilamida, uma vez que sdo explorados polimorfismos de restricdo e amplificagao
seletiva. Entretanto, sdo marcadores dominantes, apresentando baixo conteudo informativo
por loco e exigem um DNA de alta qualidade (OLIVEIRA, 2006).

Mais recentemente, surgiu uma nova classe de marcadores moleculares, os
SNPs (Single Nucleotide Polymorphism — Polimorfismos de Base Unica), que se caracterizam
por mutagdes pontuais.

A priori, os SNPs podem ser bi, tri ou tetra alélicos, ou seja, possuirem duas,
trés ou quatro formas diferentes, porém, os dois Ultimos tipos sdo extremamente raros: as

variagOes mais frequentes sdo substituicdes entre bases nitrogenadas de mesma caracteristica
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estrutural (A/G ou G/A e C/T ou T/C), que sao chamadas de transi¢cdes. As outras
substitui¢des sao conhecidas com transversdes (GALVES, 2006).

Ainda segundo Galves (2006), um SNP pode ser sindbnimo ou ndo: no
primeiro caso, o aminoacido codificado pelo cdédon contendo SNP ¢ o mesmo que aquele
codificado pelo codon sem SNP, no segundo caso, o cddon modificado gera um aminoacido
diferente, podendo modificar a estrutura e funcao da proteina codificada.

A partir do momento que as sequéncias de DNA de uma dada regido sdo
conhecidas, primers podem ser sintetizados para amplificar os alelos de interesse revelando
polimorfismos existentes. Esses marcadores possuem a vantagem de serem altamente
abundantes no genoma, de serem codominantes e de possuirem efeito predominantemente

neutro (OLIVEIRA, 2006).

2.4.1 Marcadores AFLP

A técnica de AFLP combina a especificidade, resolucdo e poder de
amostragem da digestdo com enzimas de restri¢do com a velocidade e praticidade de detec¢ao
dos polimorfismos via PCR (Polymerase Chain Reaction) (FERREIRA; GRATTAPAGLIA,
1996).

Os marcadores AFLP destacam-se pela sensibilidade, simplicidade, rapidez
e pela capacidade de revelar locos dispersos pelo genoma sem exigéncia de conhecimento
prévio das sequéncias-alvo ou de uso de sondas para hibridizacdo (LOPES et al., 2002),
entretanto, a principal limitagcdo dos marcadores AFLP ¢ o baixo conteudo de informagdo
genética por locus, pois, assim como os marcadores RAPD, sdo de natureza dominante
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998; ZHIVOTOVSKY, 1999; COSTA et al., 2000).
Outras desvantagens s3o necessidade de um DNA puro e integro para que ndo ocorra
nenhuma alteracao nos padrdes de banda e, comparado ao RAPD, exige uma infra-estrutura
maior e ¢ mais trabalhoso, pois requer um nimero maior de etapas até obter-se o resultado
final (VOS et al., 1995; FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1996).

A técnica de AFLP consiste essencialmente de quatro etapas. Na primeira
etapa o DNA genomico ¢ digerido com duas enzimas de restricdo simultaneamente, uma de
corte frequente, isto ¢, com sitio de restricdo de quatro pares de base, e outra de corte raro, ou
seja, com sitio de restricdo formado por seis pares de base. A segunda etapa consiste na
ligacdo de adaptadores especificos aos terminais dos fragmentos gendomicos gerados pela

clivagem. Na terceira etapa ¢ realizada uma amplificagdo pré-seletiva dos fragmentos usando
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primers complementares aos adaptadores com mais um nucleotideo seletivo adicional na
extremidade 3°, que pareia com o primeiro nucleotideo localizado logo apos o sitio original de
restricdo para uma sele¢do branda. Esta fase ¢ seguida por uma amplificag¢do seletiva usando
primers com sequéncias contendo um, dois ou trés nucleotideos a mais na extremidade 3’,
além do ja constante nos primers da reagdo de pré-amplificacdo. O procedimento de
amplificacao seletiva ¢ necessario para que o numero de fragmentos gerados nao seja muito
grande, o que impossibilitaria a andlise dos resultados. Finalmente, os fragmentos
amplificados sdo separados em eletroforese de gel de poliacrilamida para andlise.

Diversas enzimas de restricdo ¢ primers para selegdo estdo disponiveis
comercialmente, conferindo alto grau de flexibilidade, possibilitando a manipulagdo para
diferentes aplicagdes e uma busca eficiente no genoma por polimorfismos (ABRAHAO,
2008). A enzima de corte frequente mais comumente empregada ¢ a Msel, e entre as enzimas
de corte raro, as mais usuais sdo ECORI, Pstl e HindIll (FERREIRA; GRATTAPAGLIA,
1998).

Os marcadores AFLP sdo muito utilizados para estudos de deteccdo de
variedades vegetais (MANUBENS et al., 1999), diversidade genética intrapopulacional e
interpopulacional (KEIPER; MCCONCHIE, 2000), analises de parentesco (GERBER et
al., 2000), filogeografia (MUELLNER et al., 2005) e construgdo de mapas genéticos
(CHAGNE et al., 2002).
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3 JUSTIFICATIVA

As florestas tropicais sdo os ecossistemas terrestres de maior diversidade
bioldgica do mundo e, em decorréncia da intensa ocupa¢ao humana e modificagdo do bioma,
observa-se um alto grau de degradagdo ambiental, principalmente pela expansdo de campos
de cultivo e pastagens e pelo desenvolvimento urbano e industrial. A reducdo da floresta a
pequenos fragmentos pode ter modificado a estrutura genética e a dindmica das populagdes
vegetais ali existentes. O crescente interesse nesta area gerou estudos da estrutura e
variabilidade genética de popula¢des naturais ou de ambientes fragmentados, oferecendo
subsidios para se planejar o seu manejo e conservagao. Ha, contudo, um nimero reduzido de
estudos cientificos com espécies arboreas tropicais. O presente estudo com Parapiptadenia
rigida procura contribuir com informagdes relevantes a conservagdo desta espécie nativa
arborea mostrando como a variabilidade genética desta espécie tropical de sucessdao

secundaria inicial esta distribuida em diferentes populacdes da regiao Sul do Brasil.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVOS GERAIS

v’ Investigar a estrutura genética de populagdes de Parapiptadenia rigida
(Benth.) Brenan (Leguminosae-Mimosoideae) utilizando marcadores AFLP a fim de verificar
se a mesma encontra-se em perigo de extingdo e analisar se ha relagdo com a paisagem

fragmentada da regido onde a espécie se encontra.

4.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

v Quantificar a variabilidade genética intra e interpopulacional de oito
populagdes de P. rigida distribuidas nos Estados do Parana e Santa Catarina;

v' Estimar a divergéncia genética entre as populagdes em estudo
comparando com as distancias geograficas dos diferentes fragmentos amostrados;

v’ Estabelecer uma relagdo entre os dados moleculares analisados, as areas

de coleta e o impacto do historico de fragmentagdo que ocorreu na regido de estudo.



29

5 ARTIGO

Estrutura genética de populacoes de Parapiptadenia rigida (Benth.) Brenan

(Leguminosae-Mimosoideae) na regiao Sul do Brasil por marcadores AFLP
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RESUMO

Parapiptadenia rigida é uma espécie tropical, secundaria inicial, caracteristica de florestas
semideciduais. Esta espécie é considerada de grande importancia ecoldgica por seu uso na
recuperacdo de areas degradadas. Este estudo teve como objetivo investigar a variabilidade e
a estrutura genética de oito populagdes de P. rigida obtidas de fragmentos de mata nos
estados do Parana e Santa Catarina. Cinco combinagdes de primers seletivos de AFLP foram
usadas em uma amostra de 159 individuos representantes das oito populagdes, fornecendo um
total de 126 fragmentos, todos polimorficos. Os valores médios para porcentagem de locos
polimorficos (Pp) e para o indice de diversidade génica (Hs) foram de 60,45% e 0,217,
respectivamente. A andlise da Coordenada Principal mostrou que a maioria das populagdes
estudadas apresenta-se estruturada. A distribui¢do da variabilidade genética foi maior dentro
das populagdes (72,20%) que entre as populagdes (22,80%) de P. rigida. A partir do padrdo
da distribuicao da variabilidade genética e a moderada estruturagdo observada na maioria das
populagdes de P. rigida pode-se inferir que a fragmentagdo de algumas populagdes seja um
evento recente que, entretanto, ndo teve sérias implicagdes na redugdo da variabilidade
genética.

Palavras-chave: Espécie arborea tropical. Diversidade genética. Genética de populagdes.
Conservagao. AFLP.

! Departamento de Biologia Geral, Centro de Ciéncias Biologicas, Universidade Estadual de Londrina, 86051-
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ABSTRACT

Parapiptadenia rigida is a tropical plant species of initial secondary succession, characteristic
of semi-deciduous forests. This species is of great ecological importance for its use in the
recovery of degraded areas. The aims of this study were to investigate the genetic variability
and population genetic structure of eight populations of P. rigida from forest fragments of the
Parana and Santa Catarina States. Five AFLP primers combinations were used in a sample of
159 individuals representing the eight populations, rendering a total of 126 polymorphic
fragments. The averages on percentage of polymorphic loci (Pp) and gene diversity index
(Hs) were 60.45% and 0.217, respectively. The principal coordinate analysis showed that the
majority of the studied population are genetically structured. The distribution of the genetic
variability was higher within (72.20%) than between (22.80%) populations of P. rigida. The
pattern on distribution of genetic variability and the moderate genetic structure of most
populations of P. rigida suggest that fragmentation is a recent event affecting populations.
However there were still no serious implications on the reduction of genetic variation.

Keywords: Tropical tree. Genetic diversity. Population genetics. Conservation, AFLP.

INTRODUCAO

A Floresta Atlantica ¢ um dos biomas mais ricos em diversidade biologica e
mais ameagados do planeta, considerado um dos cinco mais importantes hotspots de
biodiversidade (MYERS et al., 2000). Durante séculos foi alvo de intensas perturbagdes
antropicas intensificadas nas ultimas sete décadas através da extracdo madeireira, caga ou da
substituicdo de suas florestas por areas agricolas e pelo processo de urbanizagao desordenado
(DEAN, 1996).

A paisagem atual desta regido encontra-se bastante fragmentada e
desconectada, representada em sua quase totalidade por pequenas manchas florestais, isoladas
e impactadas, circundadas por extensas matrizes antropicas como pastos, monoculturas e
areas de desenvolvimento urbano (FUNDACAO SOS MATA ATLANTICA, 2002).

A fragmentacdo de continuos florestais expde as populagdes a problemas
ecoldgicos e genéticos causados pela endogamia e perda de variagdo por deriva genética. As
redugdes na variabilidade genética das populacdes de espécies arboreas podem causar a perda
da capacidade reprodutiva, da resisténcia a doencas e da plasticidade das populagdes em se
adaptarem as mudancas ambientais tornando-as suscetiveis a extingdo (HEYWOOD;
STUART, 1994).

Logo apo6s a formagdao dos fragmentos florestais, a maioria das espécies

permanece nos fragmentos por algum tempo. Contudo, os problemas causados pelo
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desequilibrio do ecossistema atuam de modo a favorecer o predominio de poucas ou de uma
unica espécie sobre as demais. Nao obstante, pequenos fragmentos florestais ainda possuem
importante valor para a manutencdo da biodiversidade, embora sejam influenciados pelo
tamanho, pela forma e pelo grau de isolamento entre eles (TURNER; CORLETT, 1996).

Neste contexto, estudos sobre populagdes de animais e vegetais em
fragmentos florestais tornam-se cada vez mais necessarios. Perdas de biodiversidade podem
causar grandes prejuizos para o futuro da humanidade (WILSON; FRANCES, 1997).

A sobrevivéncia em longo prazo da maioria da biota vai depender da
habilidade das espécies em persistir nestes ambientes e da nossa capacidade de manejar e
conservar estas paisagens degradadas (LAURANCE; BIERREGAARD, 1997; FAHRIG,
2002, 2003).

Para que se estabelecam estratégias de conservacdo das espécies e
ecossistemas, o conhecimento da variabilidade genética dessas populagdes se faz necessario
(BOTREL, 2006).

Dentre as inimeras técnicas que fazem uso de marcadores moleculares para
gerar conhecimento sobre as caracteristicas genéticas de espécies animais e vegetais dentro de
uma populagdo, os marcadores AFLP (Amplified Fragments Length Polymorphism -
Polimorfismo de Comprimento de Fragmento Amplificado) vem se destacando pelo grande
nimero de marcadores gerados por ensaio, grande poder de deteccao de variabilidade genética
e maior repetibilidade (VOS et al., 1995). Apesar de pouco informativo por se tratar de um
marcador dominante, estudos de simulagdo mostram que o grande nimero de marcadores
AFLP compensa o baixo conteido de informagdo genética por locus (MARIETTE et al.,
2002).

Parapiptadenia rigida (Benth.) Brenan (Leguminosae-Mimosoideae),
conhecida popularmente como gurucaia ou angico-vermelho, ¢ uma planta alégama, monoica,
caracterizada como secundaria inicial (DURIGAN; NOGUEIRA, 1990; VACCARO et al.,
1999), caracteristica da mata latifoliada das bacias do Parana, Uruguai e afluentes. Trata-se de
uma planta indiferente quanto as condic¢des fisicas dos solos (BURKART, 1979), possui
madeira considerada altamente valiosa pela sua durabilidade, boa qualidade para lenha e
produgdo de carvio (EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA -
EMBRAPA, 1986). No Brasil ¢ a espécie de mais ampla distribuicdo nos estados sulinos,
sendo mais frequente nas matas abertas € menos densas (LORENZI, 2002). Tais fatores fazem
com que esta espécie seja de extrema importancia em programas que visem a recomposi¢ao

de areas fragmentadas.
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O estudo do comportamento genético de oito populag¢des de P. rigida com
ocorréncia natural em fragmentos de distintos tamanhos utilizando marcadores AFLP
objetivou quantificar a variabilidade genética intra e interpopulacional da espécie e determinar
possiveis efeitos da fragmentacdo sobre a estrutura genética da mesma visando fornecer

subsidios para adocdo de diretrizes de manejo e conservagao.

MATERIAL E METODOS

LOCAIS DE COLETAS DO MATERIAL BIOLOGICO

As coletas de material vegetal para os estudos de estrutura das populagdes
foram realizadas nos estados do Parand e Santa Catarina. A ocorréncia da espécie foi
constatada através de consultas bibliograficas (LORENZI, 2002), consultas em meio
eletronico (CENTRO DE REFERENCIA EM INFORMACAO AMBIENTAL, 2010) e visitas
aos locais.

A identificacdo detalhada das origens do material vegetal ¢ apresentada na
Tabela 1 e as localizagdes geograficas das cidades onde foram coletadas as populagdes de P.

rigida estdo ilustradas na Figura 1.

Tabela 1 - Municipios e informagdes geograficas dos locais de coleta do material vegetal de
Parapiptadenia rigida para extracdo do DNA genomico.
Area Totaldo  Altitude

Municipio/ Estado Latitude Longitude Mesorregiao

Fragmento* média
Centro-
o ’ ) ’ 2 .

Ortigueira — PR 24°09’S 50°52’'0 15000 m 750 m Oriental

Paranaense
Norte

Curidva - PR 24°01'S 50°26’0 8000 m* 780 m Pioneiro

Paranaense
Londrina — PR 26°26'S  51°140 10000 m’ glom ortecentral

Paranaense

Norte Central

Lupiondpolis - PR 22°45's  51°39'0 10000 m* 600 m
Paranaense

Norte
Cornélio Procopio—PR  23°15’S  50°44’0 9000 m? 660 m Pioneiro
Paranaense
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Sudeste

Irati — PR 25°32’S 50°39'0 13000 m? 810 m
Paranaense

Regido
Vargem —SC 27°31'S  50°53’'0 5000 m? 780 m Serrana
Catarinense

Regido
Lages — SC 28°11'S  50°43'0 15000 m? 920 m Serrana
Catarinense

* Area total aproximada do fragmento.

Figura 1 — Ilustracdo dos estados do Parana e Santa Catarina com a localiza¢do geografica
das cidades de coleta do material vegetal das popula¢des de Parapiptadenia rigida
utilizadas no estudo.

Laganda

A -Lupionopelis - PR

8 -Londrina -PR

- Cornzlio Procopic - PR
D - Ortigueira -PR

E- Curiuva-PR

F-lrati -PR

G- Vargam-5¢C

H-Lages - 5C

AMOSTRAGEM

Cerca de 30 amostras de tecidos foliares foram coletadas aleatoriamente em
cada uma das populagdes, mantendo uma distdncia minima de 10 m entre as arvores a fim de
evitar a coleta de individuos aparentados. As amostras foram coletadas de modo a abranger
toda sua area de distribuicdo no fragmento. Algumas amostras foram coletadas em gelo e
posteriormente mantidas a - 20°C até a extracdo do DNA, enquanto outras foram coletadas e

mantidas em silica.
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DESENVOLVIMENTO DE MARCADORES AFLP

Extragdo e quantificacdo do DNA gendmico total de P. rigida

A extragdo do DNA de cada individuo foi realizada segundo protocolo
CTAB (DOYLE; DOYLE, 1987). A concentragdo de DNA de cada amostra foi estimada
utilizando um fluorimetro (DyNA Quant 200, Hofer-Pharmacia) segundo as instrugdes do

fabricante e posteriormente congeladas em freezer até a utilizagdo com marcadores AFLP.

Reagdes de AFLP

Cerca de 800 a 1000 ng do DNA genomico foram digeridos com duas
enzimas de restricdo simultaneamente, 5 U de Msel e 5 U de EcoRI, em tampao de digestao
com um volume total de 20 ul. A reagdo foi incubada a 37°C por 18 horas para que a reagao
ocorresse €, em seguida, os fragmentos gerados foram ligados a adaptadores especificos,
conforme descrito por Vos et al. (1995) com algumas modificagdes. Para a ligacdo dos
adaptadores foi acrescentado ao material digerido um mix contendo tampao da T4 DNA
ligase 1X, NaCl 0,05 M , BSA 0,5 ng, DTT 5 mM, adaptadores Msel 50 mM, adaptadores
EcoRI 5 mM, T4 DNA ligase 1U e agua ultra pura para completar o volume de 10 puL. A
reagao foi incubada a 37°C por 3 h, 17°C por 30 min, 70°C por 10 min. A seguir 25 pl da
reacdo de restricdo-ligacdo foi diluida em 100 pl de 4gua ultra pura. A amplificagcdo pré-
seletiva foi realizada utilizando o kit GoTaq® Green Master Mix (Promega), primer pré-
seletivo 4,75 Mm, 3,0 uL da diluicdo da reacdo de restri¢ao-ligagdo e dgua ultra pura para
completar o volume de 10 puL. O programa da amplificagdo pré-seletiva foi realizada em 1
ciclo de 72°C por 2 min, 20 ciclos de 90°C por 1 seg, 56°C por 30 seg e 72°C por 2 min
seguido de 1 ciclo final de 60°C por 30 min. Em seguida, um volume de 5 ul da reagdo pré-
seletiva foi diluido em 45ul de dgua ultrapura. Para a amplificagdo seletiva foram testadas 24
combinagdes de primers com 2 ou 3 nucleotideos seletivos na extremidade 3’. Destas, foram
selecionadas cinco combinacdes (Tabela 2). As reacdes de amplificagdo seletiva foram
compostas dos primers seletivos Msel 5 uM e ECoRI 5 uM, GoTaq® Green Master Mix, 3 puL
da reagdo da pré-amplificagdo diluida e dgua ultra pura para completar o volume de 10 puL. O
programa para amplificagdo foi composto por 1 ciclo de 94°C por 2 min, 65°C por 30 seg e
72°C por 2 min; 8 ciclos de 94°C por 1 seg, 64°C por 30 seg e 72°C por 2 min; 23 ciclos de
94°C por 1 seg, 56°C por 30 seg e 72°C por 2 min e 1 ciclo final de 60°C por 30 min. Os
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produtos da amplificagao foram separados em gel de poliacrilaminada (29 acrilamida : 1 bis-
acrilamida) a 7% a 200 volts por um periodo de aproximadamente trés horas e dez minutos,
corados com nitrato de prata a 2%, fotografados com uma camera digital e posteriormente

analisados com a ajuda do software Canvas X.

ANALISE BIOMETRICA DOS DADOS DE AFLP

Os géis de eletroforese foram analisados visualmente e os marcadores com
tamanhos entre 100 e 700 pb obtidos foram acessados para presenca (1) ou auséncia (0), no
qual gerou-se uma matriz binaria de dados, que foi utilizada nas analises estatisticas. Para o
calculo do coeficiente de variagao foi utilizado o programa DBOOT versao 1.1 (COELHO,
2001) a fim de verificar a confiabilidade dos dados. A porcentagem de locos polimorficos
(Pp), a diversidade génica de Nei (1973) (Hs), o Indice de Shannon-Wiener (H) e o
Coeficiente de Diferenciagdo Genética (Gst) foram calculadas para as oito populagdes
utilizando o programa POPGENE versao 1.32 (YEH et al., 2000). Para verificar a variagdo da
variabilidade genética entre e dentro das populagdes, bem como o Indice de Fixagdo Alélica
(Fsr), utilizou-se a Analise de Variancia Molecular (AMOVA) conduzida no programa
Arlequin versao 3.11 (EXCOFFIER et al., 2005). Para verificar a existéncia de correlacao
entre a distancia genética e geografica foi utilizado o Coeficiente de Correlagdo Linear de
Pearson, realizado pelo programa BioEstat versio 5.0 (AYRES, 2007), onde foram
comparadas as matrizes. A andlise da Coordenada Principal foi utilizada para avaliar a
distribui¢do da distancia genética através do programa FAMD (Fingerprint Analysis with
Missing Data) (SCHLUTER, 2006).

RESULTADOS

DIVERSIDADE GENETICA

Entre as 24 combinagdes de primers seletivos de AFLP testadas, cinco
foram selecionadas com base na qualidade dos produtos de amplificacdo e na quantidade de
polimorfismo gerado e aplicadas em oito popula¢des de P. rigida para avaliar a estrutura e
diversidade genética desta espécie. De um total de 126 fragmentos produzidos, 100% foram

polimorficos (Tabela 2).
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A Figura 2 ilustra o padrao de marcadores AFLP obtido com a combinagdo

de primers ECORI-ACG/Msel-CAG em alguns dos individuos de P. rigida.

Tabela 2 - Combinagdes de primers seletivos de AFLP, ntimero de fragmentos amplificados
e porcentagem de polimorfismo obtida por combinacgdo para oito populagdes de
Parapiptadenia rigida.

Numero de fragmentos

s o
amplificados Fragmentos polimérficos (%)

Combinacges de primers

EcoRI-ACG/Msel-CAG 28 100
EcoRI-ACG/Msel-CTA 20 100
EcoRI-ACG/Msel-CAC 24 100
EcoRI-ACG/Msel-CAT 28 100
EcoRI-AGC/Msel-CAT 26 100
Média 25,2 100

Figura 2 — Padrdao de marcadores amplificados por AFLP em alguns individuos de
Parapiptadenia rigida com a combinagdo de primers ECORI-ACG/Msel-CAG.

O Coeficiente de Variagao calculado para o nimero total de marcadores foi
de 7,47%, indicando que o niimero de marcadores foi suficiente para realizacdo das analises

de diversidade e estrutura genética (Figura 3).
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Figura 3 - Coeficiente de variagao por numero de marcadores moleculares amplificados em
oito populagdes de Parapiptadenia rigida.
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A porcentagem de locos polimorficos permite estimar a frequéncia dos
alelos na populagdo e ¢ um dos parametros utilizados para estimar a diversidade genética
intrapopulacional. A porcentagem de locos polimorficos em P. rigida apresentou uma
variagdo de 48,44%, na populagdo do municipio de Curitiva — PR, a 82,81%, na populacao
coletada em Ortigueira - PR, com uma média de 60,45% entre as populagdes (Tabela 3).

Os indices de diversidade génica apontam para a diversidade contida dentro
de cada populagao. Segundo Cornuet e Luikart (1996) e Piry et al. (1999), esse parametro
pode ser influenciado pelo tamanho efetivo das populagdes, cuja reducdo poderia igualmente
reduzir o indice de diversidade génica. Para determinacdo da diversidade genética, foram
utilizados o Indice de Shannon-Wiener (H'), Indice de Diversidade Génica (Hs) (Nei, 1973) e
a Heterozigosidade Total (Ht) (Tabela 3).

A estimativa de diversidade génica em P. rigida a partir de Nei (1973) (Hs)
indicou a existéncia de elevados niveis de diversidade na espécie, variando de 0,171, na
populagdo de Vargem — SC, a 0,301, na populagio de Ortigueira — PR. Ja os Indices de
Shannon-Wiener (H”) determinaram valores de diversidade génica maiores comparados aos
de Nei (variacao de 0,257 a 0,444), contudo, as populagdes com maior e menor indices de

diversidade permaneceram as mesmas para as duas estimativas.
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Tabela 3 - Porcentagem de locos polimoérficos (Pp), diversidade génica de Nei (1973) (Hs),
Indices de Shannon-Wiener (H’) e heterozigosidade total (Hr) em oito populacdes
de Parapiptadenia rigida da regido Sul do Brasil, obtidos com base em

marcadores AFLP.

Populacdo Pp Hs H'
Ortigueira— PR 82,81 0,301 0,444
Curitiva — PR 48,44 0,176 0,261
Cornélio Procépio — PR 57,81 0,212 0,314
Londrina — PR 50,78 0,180 0,268
Lupiondpolis — PR 50,00 0,182 0,270
Irati - PR 79,69 0,287 0,423
Lages — SC 64,84 0,226 0,338
Vargem —SC 49,22 0,171 0,257
Média 60,45 0,217 0,322
Hy 0,278

Para o calculo da heterozigosidade total (Hr) nas oito populagdes amostradas foram

utilizadas as cinco combinagdes analisadas em conjunto, o que resultou em um valor de 0,278.

ESTRUTURA GENETICA

A Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) mostrou uma elevada
varia¢ao interpopulacional, com um valor de Fgr igual a 0,22799 para P. rigida, sendo a
maior parte da varidncia genética (77,20%) encontrada dentro das populagdes (Tabela 4).
Resultado semelhante foi obtido a partir do coeficiente de diferenciagdo genética (Ggr), onde

se obteve um valor de 0,2196.

Tabela 4 - Analise de variancia para dados moleculares (AMOVA) em oito populacdes de
Parapiptadenia rigida a partir de marcadores AFLP.

Grau de Soma de Componentes de  Porcentagem
Fonte de variacdo liberdade quadrados variacdo de variacdo
Entre populagdes 7 562,104 3,46054 22,80**
Dentro de populag¢des 151 1769,393 11,71783 77,20
Total 158 2331,497 15,17837
indice de fixa¢do Fer 0,22799

** P <0.01; (teste de significancia realizado através de 1023 permutagdes).

Comparando a variabilidade entre as populagdes obtida a partir das
comparagdes par-a-par de Fgsr, a menor distancia genética observada foi de 7,43% entre as
populacdes de Lages — SC e Vargem — SC, e a maior distdncia genética (32,62%) foi
verificada entre as populagdes de Vargem - SC e Lupionopolis - PR (Tabela 5).
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Tabela 5 - Valores de distancia genética do Fsr par-a-par abaixo da diagonal e distancia
geografica (Km) acima da diagonal em oito populagdes de Parapiptadenia rigida
obtidos com base em marcadores AFLP.

o C cp LO LA v LU I
Populagdes

0 ok 57 118 101 403 361 178 142
C 0.13149 ok 96 111 417 385 193 160
cP 0.21740 0.30743 oAk 58 512 476 121 252
LO 0.13244 0.19758 0.17554 kK 504 460 81 244
LA 0.15784 0.27165 0.27783 0.22862 kK 80 576 261
\Y 0.15740 0.26014 0.32275 0.27221 0.07435 oAk 526 226
LU 0.19388 0.27479 0.29822 0.25363 0.31035 0.32621 rokkx 318
I 0.12501 0.22969 0.25978 0.19122 0.23089 0.23457 0.18876  ****

Abreviacdes das populagdes: O — Ortigueira/PR; C — Curitiva/PR; CP — Cornélio Procopio/PR; LO —
Londrina/PR; LA — Lages/SC; V — Vargem/SC; LU — Lupiondpolis/PR; I — Irati/PR.

O Coeficiente de Correlagdo Linear de Pearson (r = 0,459) demonstrou uma
correlagdo positiva moderada entre as distancias genéticas do Fsr par-a-par e distancias
geograficas, sendo 21,07% das variagdes das distancias genéticas correlacionadas a variagao

da distancia geografica, ficando 78,93% sem analogia (Figura 4).

Figura 4 — Diagrama de dispersdao entre as distancias genéticas e geograficas das oito
populacdes de Parapiptadenia rigida analisadas.

Cormelagdo Linear de Pearson

500.00-

Colunas 1e 2 p =0.0140
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A analise da Coordenada Principal demonstrou que a maioria das
populagdes estudadas apresenta-se estruturada, enquanto algumas populagdes ndo apresentam

estruturacao genética clara (Figura 5).

Figura 5 - Analise da Coordenada Principal obtida a partir da matriz de distancia genética de
Nei de oito populagdes de Parapiptadenia rigida provenientes da regido Sul do
Brasil. Abreviagdes das populagdes: O — Ortigueira/PR; C — Curiava/PR; CP —
Cornélio Procopio/PR; LO — Londrina/PR; LA — Lages/SC; V — Vargem/SC; LU
— Lupionopolis/PR; I — Irati/PR.

Legenda
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DISCUSSAO

DIVERSIDADE GENETICA EM POPULACOES DE P. RIGIDA

No presente estudo, cinco combinag¢des de primers seletivos de AFLP
geraram, em 159 individuos, 126 marcadores distribuidos em oito populag¢des de P. rigida
provenientes dos Estados de Santa Catarina e Parand. O nimero médio de marcadores por
combinagdo de primers seletivos de AFLP foi de 25,2, sendo que o coeficiente de variagdo
para o numero total de marcadores AFLP analisados foi de 7,47%, mostrando uma boa
consisténcia dos dados.

Os resultados demonstraram uma alta diversidade genética
intrapopulacional, sendo as médias de diversidade génica 0,217, de locos polimorficos 60,45,
e Indice de Shannon 0,322 (Tabela 3). Estudos sobre diversidade génica em outras arvores

tropicais demonstraram tanto valores mais altos, quanto mais baixos. Feyissa et al. (2007)
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obtiveram uma média de diversidade genética (Hs) de 0,30 utilizando marcadores ISSR em
Hagenia abyssinica (Rosaceae), Nybom (2004) encontrou um valor de 0,22 em um estudo de
quatro espécies tropicais, e Torre et al. (2008) obteve um valor de 0,17 em estudos com a
espécie Cedrela odorata utilizando marcadores AFLP. Esses estudos mostram que a
diversidade génica de P. rigida nao foi seriamente afetada pelo processo de fragmentagdo que
ocorreu no habitat da mesma, porém, este estudo mostra que em algumas populagdes de P.
rigida encontrou-se valores de diversidade génica mais baixos (0,171), como na populagdo de
Vargem — SC. Essa menor diversidade génica encontrada deve-se ao fato dessa populacao
apresentar uma quantidade de individuos bem menor do que outras populagdes amostradas,
fato que fica claro ao observarmos o tamanho do fragmento na Tabela 1. Medri (2008),
estudando uma espécie tropical (Aegiphila sellowiana), encontrou uma diversidade média de
0,10 em um estudo com nove populagdes ao longo da bacia do rio Tibagi. Esses resultados
podem ser explicados pelo fato dos locais em que as populagdes de A. sellowiana foram
coletadas terem sofrido maior perturba¢ao antropica devido ao processo de expansdo da
fronteira agricola, afetando assim a diversidade génica das populagdes ali existentes, e
também devido a planta apresentar reproducdo por propagacdo vegetativa, sendo mais um
fator que contribui para a diminui¢do da variabilidade nessa espécie. P. rigida, apesar de ser
uma planta monoica, apresenta auto-incompatibilidade (RIBAS, 1999) e propagagao por
sementes dispersas pelo vento, pela agua ou por barocoria, sendo os graos de pdlen
disseminados por abelhas de pequeno a médio porte (KAGEYAMA, 1992). Assim, o nivel da
diversidade genética em P. rigida pode ser considerado razoavel quando comparamos com
outras espécies tropicais. Também verificou-se que as populagdes contidas em fragmentos
maiores, tais como as populacdes de Irati, Ortigueira e Lages, mostraram niveis de
variabilidade genética semelhantes ou até maiores que o mostrado na literatura para outras
espécies de arvores tropicais.

Torezan et al. (2005) utilizando marcadores RAPD para analisar a variacao
genética em amostras de Aspidosperma polyneuron de seis fragmentos florestais, encontraram
um valor médio do Indice de Shannon de 0,39, e Damasceno et al. (2011), em um estudo com
Aspidosperma polyneuron, obteve uma média de 0,51, sendo os valores superiores ao valor
encontrado no presente estudo (0,32).

A porcentagem de locos polimoérficos (média de 60,45%) foi menor que a
encontrada por Tambarussi et al. (2008) estudando Piptadenia gonoacantha (74,74%), porém
superior as das espécies Aspidosperma polyneuron (50%) (MALTEZ, 1997) e Genipa
americana (50%) (SEBBENN, 1997).
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Embora a espécie P. rigida tenha sofrido explorac¢do e redugdo de sua area
de distribui¢ao devido a devastacdo de seu habitat e consequente fragmentagao do mesmo, ela
ainda mantém altas taxas de polimorfismo e diversidade génica na maioria das populagdes
analisadas, sugerindo que a perturbacdo seja devido a um processo recente de fragmentagao,
nao havendo, portanto, diminuigao significativa da diversidade génica nas populagdes.

Em uma analise mais detalhada da Tabela 3 podemos verificar que as
populacdes de Irati - PR e Ortigueira — PR mostraram valores superiores de locos
polimérficos, diversidade génica e Indice de Shannon-Wiener, o que pode ser devido ao fato
dessas populagdes estarem distribuidas em uma area bem maior que as demais (Tabela 1). Ja
as populacdes de Curiuva - PR e Vargem - SC mostraram os menores valores em relagcdo aos
mesmos parametros, sendo que estas populacdes estdo distribuidas em 4areas bem mais
restritas. Segundo Young (1996) a fragmentacdo de populagdes naturais pode acarretar
limitacdes evolutivas as espécies que as compdem devido a perda da variabilidade genética.
De acordo com Couvet (2002), tais alteracdes se refletem nos processos de deriva genética,
fluxo génico e selegcdo, os quais sdo processos determinantes do grau de diversidade genética
da espécie. Estes fatos sdo claramente observados nas populagdes estudadas de P. rigida,
onde as populagdes situadas em fragmentos menores mostraram um grau de variabilidade
genética menor em relagdo aquelas que ocupam uma area bem maior, conforme observado

nas Tabelas 1 e 3.

ESTRUTURA GENETICA DAS POPULACOES DE P. RIGIDA

A Analise de Variancia Molecular (AMOVA) mostrou que 72,20% da
variabilidade genética esta distribuida dentro das populagdes e 22,80% entre as mesmas. O
valor de Fsr (0,22799) indica diferenciagdo genética moderada a alta entre as populagdes
segundo Wright (1969), o que ¢ caracteristico de uma espécie arborea aldgama (HAMRICK
et al., 1992). De acordo com Paiva (1998), estudos da variabilidade genética em populagdes
naturais de plantas em regides tropicais tem demonstrado que estas preservam grande
variabilidade dentro das populacdes. Silva et al. (2010), realizando estudos com a mesma
espécie utilizando marcadores RAPD, obteve um valor de Fsr de 0,0627 a partir de duas
populacdes localizadas em éreas proximas, e Carvalho et al. (2008) obteve um valor de Fst de
0,1039 em um estudo com duas populagdes de Luehea divaricata utilizando marcadores
RAPD. O alto valor de variabilidade dentro de populagdo em P. rigida pode ser atribuido ao

fato da mesma ser uma espécie de sucessdao secundaria inicial, fato que concorda com os
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estudos de Mariot (2000), que obteve um elevado valor de Fst (0,29) analisando quatro
populagdes de Piper cernuum, cuja espécie possui um comportamento bioldgico semelhante
ao de Parapiptadenia rigida.

Pode-se inferir que a fragmentacdo de algumas populagdes seja um evento
recente, a qual ocasionou certa estruturagdo das populagdes, mas que ainda ndo resultou em
perda de diversidade genética. A Unica excecdo ¢ a baixa diferenciacdo encontrada entre as
populacdes de Lages e Vargem, ambas localizadas em SC, as quais apresentam um valor de
Fst de 0.07435. Embora esta andlise tenha indicado uma menor divergéncia genética entre
essas populagdes, os dados da andlise da Coordenada Principal (Figura 5) revelam um
pequeno numero de individuos de Lages “presente” na populagao de Vargem e vice-versa. As
populagdes fragmentadas divergiram e diferenciaram-se. Em virtude desta fragmentagdo, ¢
provavel que essas duas populagdes tenham divergido a menos tempo das demais, podendo
indicar um sinal de, no passado, ter havido um fluxo génico entre elas.

A correlagcdo entre o Fsr par-a-par e distancias geograficas mostrou que
parte da variabilidade genética estd correlacionada com as distancias geogréficas, isto ¢, no
geral, as populagdes mais distantes apresentam uma maior diferenga genética entre si do que
as populagdes mais proximas.

A partir da analise da Coordenada Principal podemos inferir que as
populagdes de P. rigida estio moderadamente estruturadas, com excegdo das populagdes de
Irati - PR e Ortigueira - PR, que ndo apresentam qualquer estruturagdo aparente. Também
podemos inferir que populagdo de Cornélio Procépio - PR é a que apresenta melhor
estruturacdo e maior dissimilaridade em relacdo as demais, sugerindo que a fragmentagdo

dessa populagdo deve ter ocorrido ha mais tempo, comparando com as demais.

CONCLUSAO

A maioria das populagdes de P. rigida analisadas se encontra bem
conservada conforme demonstram os elevados valores de porcentagem de locos polimérficos,
diversidade genética intrapopulacional e heterozigosidade. As populagdes mais
comprometidas em sua variabilidade genética sdo as populagdes de Vargem - SC e Curitva -
PR.

O nivel de divergéncia entre as populagdes pode ser considerado alto, porém

comum em espécies arboreas de sucessdo secundaria primaria, comprovando que o processo
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de fragmentacdo que houve nas regides de coleta da espécie € recente para que haja
significativa diminuicao da diversidade dessas populacdes.

Os resultados sugerem que as populagdes bem conservadas tem alto
potencial para compor programas de conservagdo genética e, devido ao fato de apresentarem
uma alta diversidade interpopulacional, ha possibilidades de se realizar coletas de diferentes

materiais genéticos nas diferentes populagdes.
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