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Diversidade Genética em
Populacdes Naturais de
Vassourao-Branco
(Piptocarpha angustifolia)
por Marcador RAPD

Jodo Antonio Pereira Fowler’
Chirlei Glienke?

Resumo

Os projetos com espécies nativas dependem da disponibilidade de sementes
e mudas nas quantidades requeridas e com a qualidade apropriada. O
mercado, contudo, ndo oferece sementes de inimeras espécies, e para a
maioria inexistem estudos visando conhecer a distribuicao espacial dos
gendtipos nas populagdes naturais, informacao indispensavel para formacao
de lotes de sementes com qualidade genética, entre as quais o vassourao-
branco (Piptocarpha angustifolia DuUsen ex Malme). O vassourao-branco é
comum nas clareiras, capoeirdes e no estrato secundario da Floresta com
Araucéria. Além das aptidoes madeireiras e para recuperacdo ambiental,
apresenta potencial para compor sistemas silvipastoris. O objetivo deste
trabalho foi quantificar a diversidade genética intra e inter-populacional. As
arvores amostradas de vassourdo-branco, das quais foram coletadas folhas
para extracao do DNA gendmico, estao localizadas em fragmentos
florestais em Curitiba e Sdo José dos Pinhais, PR, e Rio Negrinho, SC. Para
extracao do DNA gendmico, foram utilizadas duas folhas com tecido jovem,
pesando aproximadamente dois gramas, que foram maceradas em
almofariz apés adicao de nitrogénio liquido. A extracdo do DNA genémico
das folhas do vassourao-branco foi eficiente com qualidade e nas

1 Engenheiro Agrénomo, Doutor, Pesquisador da Embrapa Florestas. fowler@cnpf.embrapa.br
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quantidades requeridas para execucao da metodologia da PCR-RAPD. As
diversidades genéticas entre as populacées de Rio Negrinho, e Curitiba e
entre Sdo José dos Pinhais, e Rio Negrinho, foi moderada, contudo, entre
Curitiba e Sao José dos Pinhais foi grande. A correlacao entre a distancia
geogréafica e dissimilaridade genética entre as populagoes foi baixa. Nao
houve correlacao entre a disténcia fisica e a similaridade genética entre as
arvores amostrdas nas trés populacoes. A maior parte da diversidade
genética encontra-se dentro das populacdes.

Termos de indexacdo: Variabilidade genética, espécie nativa, marcador
molecular.



Genetic Diversity on
Natural Populations of
Piptocarpha angustifolia by
RAPD Marker

Jodo Antonio Pereira Fowler
Chirlei Glienke

Abstract

Projects of forestation and reforestation with native species depend on the
availability of seeds and seedlings in large quantities and of good quality.
But in most cases there are no seeds readily available or studies that show
the spacial distribution of genotype in natua populations of Piptocarpha
angustifolia Dusén ex Malme, what would greatly improve genetic quality
of seed lots. The Pjptocarpha angustifolia is a specie of secondary stratum
Araucaria forest, with high potential of use in environmental restauration
programs, wood production and agroforestry systems. The objectives of
this work were quantify the genetic diversity intra and inter populations.
The trees of Piptocarpha angustifolia sampled, of which were collected
leaves for extraction of DNA, are located in forest fragments in Curitiba
and Sao José dos Pinhais, PR and Rio Negrinho, SC. For extraction of DNA
were used two leaves weighing about two grams, which were macerated
in mortar after addition of liquid nitrogen.The extraction of genomic DNA
from the leaves of Piptocarpha angustifolia was efficient with quantity and
quality for implementation of PCR-RAPD metodology. The genetic
dissimilarity between the populations of Rio Negrinho, SC and Curitiba, PR
and between Sao José dos Pinhais, PR and Rio Negrinho, SC was moderate.
The genetic dissimilarity between Curitiba and Sao José dos Pinhais, PR
was high. The correlation between the geographical distance and genetic



dissimilarity between populations was low. Therewas no correlation from
physical distance and genetic similarity between the trees sampled in three
populatons. The most genetic variability was found within populations of
Piptocarpha angustifolia.

Index terms: Genetic variability, Brazilian native species, molecular marker.
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Introducéao

O vassourdo-branco é uma espécie perenifdlia, secundaria inicial, que
ocorre preferencialmente na Floresta Ombréfila Mista, com registros de
ocorréncia na Floresta Ombréfila Densa e em associacdo com a Floresta
Estacional Semidecidual. A espécie é heli6fila e apresenta boa regeneracao,
tronco quase reto, fuste cilindrico a irregular, podendo atingir 30 m de
altura e 60 cm de didametro a altura do peito na idade adulta (CARVALHO,
2003). O vassourdo-branco é tolerante a solos de baixa fertilidade e possui
sistema radicular que atinge mais de 2 m de profundidade, o que o
credencia para recuperacao de terrenos erodidos, além de apresentar
potencial para suplementacao alimentar dos animais como forragem, pois
suas folhas contém de 12 % a 15 % de proteina bruta e 4 % de tanino
(SEITZ, 1976). A madeira é utilizada para a fabricacao de compensados
industriais, preferencialmente como miolo, substrato para colagem de
chapas finas de espécies decorativas e partes internas de méveis (LELLES,
1977). O vassourao-branco pode compor sistemas silvipastoris, para a
protecao contra os excessos climaticos sobre os animais, além de propiciar
receita extra pela retirada da madeira do sistema (SILVA, 1998).

Os projetos de florestamento ou reflorestamento com esta espécie
dependem da disponibilidade de sementes e mudas nas quantidades
requeridas e com a diversidade genética apropriada. O mercado nao
oferece sementes ou mudas de vassourao-branco e inexistem estudos sobre
a estrutura genética das populacdes naturais da espécie, informacao
indispensavel para o planejamento das coletas e formacao de lotes de
sementes com diversidade genética adequada.

A andlise dos polimorfismos do DNA é um maneira eficiente para conhecer
a distribuicao da diversidade genética dentro e entre populacdes de plantas.
O baixo custo e relativa facilidade de execucao tornaram os marcadores
RAPD uma ferramenta intensamente utilizada, especialmente nas espécies
arboreas, pelo longo tempo da experimentacao convencional. Além das
dificuldades para uso de marcadores microssatélites, os marcadores RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA) sao muito aplicados para
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investigacao da diversidade genética em populacdes naturais e
caracterizacao de colecdes de germoplasma (REIS; GRATTAPAGLIA,
2003).

A técnica de RAPD demonstrou ser indicada para estudos de espécies
desconhecidas geneticamente, por utilizar primers pequenos e de seqiiéncia
arbitraria, por requerer pequena quantidade de DNA para as anélises e
apresentar grande potencial para detectar polimorfismo genético,
permitindo a obtencao rapida de resultados, além de apresentar custo
baixo, tornando-se ferramenta acessivel a muitos laboratérios (LACERDA
et al., 2002).

Os estudos de diferenciacdo genética entre populacoes e espécies de
Taraxarum pelo uso do RAPD foi eficiente, a despeito dos problemas de
comparacao das bandas devido ao fendmeno de diferencas de amplificacao.
A anélise RAPD, nao obstante, foi utilizada com sucesso na determinacao
de parentesco genético entre espécies de plantas apomiticas (REISCH,
2004).

O marcador RAPD foi utilizado com sucesso para caracterizacido da
diversidade genética entre cultivares de Olea europaea L. subsp. europaea,
pelo uso combinado com o marcador microssatélite, o que possibilitou
ampla cobertura dos polimorfismos do genoma desta espécie, uma vez que
os marcadores RAPD amplificam locos associados a caracteristicas de
interesse, enquanto que os marcadores microssatélite amplificam regides
hipervariaveis nao codificadas do genoma (GEMAS et al., 2004).

A andlise RAPD, embora apresente limitacdes tedricas e praticas em sua
aplicacao, ainda é amplamente utilizada em laboratérios de genética
molecular por ser tecnicamente simples e revelar um grande nimero de
marcadores genéticos moleculares. As limitacdes sdo minimizadas pela
aplicacao cuidadosa da técnica, pelo alto nimero de polimorfismos
detectados e pela adocao de técnicas de andlise dos resultados apropriadas
(MUCHUGI et al., 2006).
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A técnica molecular RAPD provou ser uma ferramenta valiosa na
caracterizacao e avaliacdo da diversidade genética dentro e entre
populacdes de varias espécies, com as vantagens da simplicidade de uso,
baixo custo e pequena quantidade de material vegetal para sua execucao
(ZOGHLAMI et al., 2007).

A estrutura populacional refere-se a densidade e a distribuicdo dos
individuos em cada faixa etéria. Os sistemas de cruzamento e a variacao
genética sao partes da estrutura populacional. As populacdes apresentam
comportamento dindmico em decorréncia dos nascimentos e mortes dos
individuos, sendo estes processos influenciados pelas interacdes entre os
individuos e seus ambientes. A distribuicdo de uma populacao é sua
abrangéncia geogréfica, sendo determinantes habitat adequado, clima,
topografia e tipo de solo, competidores, patdgenos e barreiras. Os padrdes
de distribuicao dos individuos numa populacdo podem ser agrupados, no
qual os individuos formam pequenos ndcleos; homogénea quando estdo
uniformemente espacados e; randémica, em que estado distribuidos sem
qualquer dependéncia de proximidade com os demais (RICKLEFS, 2003).

As populacdes de algumas espécies arbdreas apresentam estruturas
familiares, formando sub-populacdes em forma de manchas onde as
freqUéncias alélicas tendem a homogeneidade e o parentesco interno
apresenta-se acima do esperado pelas suposicoes de cruzamentos
aleatdrios, decorrente da distribuicdo das sementes préximas a arvore-
matriz. Os estudos com vérias espécies florestais relatam que a maioria
delas apresentam mancha com raio de até 100 m, geralmente de 20 m a
50 m. O tamanho das manchas decorre da forma de dispersao das
sementes (SEBBENN, 2002).

A diversidade genética entre populacoes de espécies florestais dos
diferentes grupos sucessionais concentra-se principalmente dentro das
populacdes. A distribuicdo da diversidade genética interpopulacional foi
observada em varias espécies arbéreas, especialmente nas aldégamas que
possuem mecanismos eficientes de dispersao de pdlen e de sementes. O
fluxo génico entre populacdes e entre individuos reduz as diferencas entre

11
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populacdes por deriva genética e selecao, diminuindo a diversidade
interpopulacional. Nas espécies arboreas de ciclo de vida longo, e isoladas
em fragmentos, o fluxo génico reflete os acontecimentos passados quando
eram unidas, sendo que apds a fragmentacao ocorre 0 aumento progressivo
da diferenca genética por deriva entre estas populacoes (KAGEYAMA et
al., 2003).

Os estudos de diversidade genética em populacdes de plantas sao
prioritarios pelas informacdes geradas sobre a capacidade de sobrevivéncia
da espécie e de suas populacdes, diante das constantes alteracoes
ambientais (PRATHEPHA; BAIMAI, 1999).

As populacdes com pequena diversidade genética estdao em maior risco de
extingdo do que aquelas com maior diversidade genética (O’BRIEN;
EVERMANN, 1988).

Os objetivos deste trabalho foram quantificar a diversidade genética intra e
inter populacional de vassourao-branco em fragmentos florestais naturais
de Curitiba e Sao José dos Pinhais, PR, e Rio Negrinho, SC.

Material e Métodos

As arvores onde foram coletadas as folhas de vassourao-branco para
extracao do DNA gendmico estao localizadas em fragmentos florestais em
Curitiba e Sao José dos Pinhais, PR, e Rio Negrinho, SC. A identificacao
detalhada das origens do material vegetal é apresentada na Tabela 1.

Tabela 1. Municipios e locais de coleta das folhas de vassourdo-branco para
extracdo do DNA gendmico.

Municipio/Estado Local N©° de arvores Latitude Longitude  Altitude (m)
Curitiba, PR Parque Bariguf 30 25°25'64"” S 49°18'68"' O 934
Séo José dos Pinhais, PR BR-376 30 25° 32°05"'S 49°12'23"" O 906

Rio Negrinho, SC BR-281 30 26°15°16"" S 49°31°06"' O 790




Diversidade Genética em Populacbes Naturais de Vassourdo-Branco (Pjptocarpha angustifolia) por 13
Marcador RAPD

A coleta das folhas foi feita com o auxilio de podao nas arvores amostradas
mais baixas e de estilingue com linha de nylon e corda nas mais altas. Apds
a coleta, as folhas foram transportadas até o Laboratério de Genética
Molecular da Embrapa Florestas em Colombo, PR, onde permaneceram
armazenadas em freezer a -80 °C até a extracdo do DNA gendmico.

Extracao do DNA e condicdes de amplificacao

O método utilizado para extracao do DNA genémico das folhas de
vassourao-branco foi uma modificacao do protocolo desenvolvido por
Cheung et al. (1993). A técnica preconiza o uso de concentracao de sal
muito alta no tampao de extracao, o que elimina vérios inibidores da PCR,
tornando a ruptura do tecido e a extracao do DNA um processo simples,
répido e de baixo custo.

Para extracao do DNA gendémico, foram utilizadas duas folhas com tecido
jovem, pesando aproximadamente dois gramas, que foram maceradas em
almofariz apés adicao de nitrogénio liquido. O macerado foi transferido para
o tubo de microcentrifuga de 2,0 mL, adicionados 900 ul de tampao de
extracdo (100 mM Tris-HCI pH 8,0; 35 mM EDTA; 1 M NaCl, 1 %
polivinilpirrolidona-PVP) e 40 uL de SDS (dodecy/ sulfate sodium salt) 10 %,
colocado em banho-maria a 60 °C por 30 min. Adicionou-se 900 L da
mistura cloroférmio: alcool isoamilico (24:1) e centrifugou-se por 8 minutos
a 3.200 G. Coletou-se 800 uL do sobrenadante e colocou-se em outro tubo
de microcentrifuga de 2,0 mL, adicionou-se 520 uL de acetato de aménio
7,5 M, homogeneizou-se manualmente por inversao do tubo e centrifugou-
se por 7 min. Transferiu-se 1 mL do sobrenadante para outro tubo de
microcentrifuga de 2,0 mL e adicionou-se 700 uL de isopropanol e
homogeneizou-se manualmente por inversao do tubo. Apéds a
homogenizacao, o contetido do tubo de micro centrifuga foi centrifugado
por 12 min, descartado o sobrenadante, deixando ao fundo o pellet de DNA
extraido. Adicionou-se ao pellet 1 mL de etanol 70 %, centrifugou-se por

5 min e descartou-se o sobrenadante. O pellet de DNA foi secado por 30
min a 37 °C e foi adicionado 50 uL de dgua ultra pura autoclavada para
ressuspendé-lo.
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A quantificacdo do DNA das amostras de vassourao-branco foi estimada
através da comparacao visual da intensidade de fluorescéncia das bandas
com as do DNA do fago é de concentracdo conhecidas, 5, 10 e 20 ng.ulL™"
por meio de eletroforese em gel de agarose 0,8 % (P/v), em corrida de 90
min a 100 V. A visualizagdo também permitiu verificar a integridade do
DNA extraido. Os géis foram corados com brometo de etideo (0,05 %)
diluido em tampao TBE 1X. Apds as quantificacoes, cada amostra de DNA
do vassourao-branco foi diluida para 1 ng.uL™" para as reacoes de RAPD.

As reacdes de amplificacao foram feitas em termociclador modelo
Mastercycler Gradient 5331, marca Eppendorff, num volume de reacao de
25 uL contendo: 1 ng DNA molde, 0,5 uM de primer (Operon
Technologies), 0,8 uM de dNTP, 2,5 uL de tampéo 10X, 1,5 mM de MgCl,,
2,5 unidades de TagDNApolimerase e dgua ultrapura. As condicoes de
amplificacao foram: desnaturacao inicial a 92 °C por 4 min; 40 ciclos de
Tmina92° , 1Tmine30s a 40°C,e2mina72 °C. A extensao final
foide 5 mina 72 °C. Os primers utilizados para amplificacdo dos
polimorfismos do vassourao-branco estao listados na Tabela 2.
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Tabela 2. Relacédo dos primers utilizados na amplificacdo do DNA gendémico do
vassourdo-branco.

Primer S:’cti?jén;i'a CG % Locos obtidos N° Polimorfismo %
OPC-02 GTGAGGCGTC 70 10 100,0
OPB-04 GGACTGGAGT 60 10 90,0
OPC-05 GATGACCGCC 70 7 100,0
OPX-11 GGAGCCTCAG 70 8 87.5
OPX-05 CCTTTCCCTC 60 11 100,0
OPB-01 GTTTCGCTCC 60 10 100,0
OPF-03 CCTGATCACC 60 10 90,0
OPC-06 GAACGGACTC 60 10 90,0
OPC-04 CCGCATCTAC 60 8 75,0
OPA-05 AGGGGTCTTG 60 10 100,0
OPC-15 GACGGATCAG 60 11 100,0
OPB-10 CTGCTGGGAC 70 11 100,0

Total 116 94,8

Os produtos de amplificacao, repetidos duas vezes para cada arvore-matriz
foram submetidos a eletroforese com corrida (3V/cm) em géis de agarose
1,5 % (P/v) em tampao TBE 1X. O DNA Ladder 1Kb (Invitrogen) foi usado
como marcador de peso molecular. A triagem dos primers foi feita
utilizando-se um individuo de cada populacao, selecionando-se 12 que
apresentaram maior nimero e mais intensas bandas no gel para as anélises
genéticas.
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Analise dos dados

A foto documentacao dos géis foi realizada pelo software DigiDoc-it
acoplado a camera Olympus digital modelo C-3040200M, 3.3 megapixels
no Laboratério do Departamento de Genética da Universidade Federal do
Parana (UFPR).

A anélise dos dados foi feita com base nos polimorfismos gerados pelas
bandas mais evidentes do marcador RAPD pela anélise das fotos dos géis.
Os dados foram interpretados como bindrios, gerando-se uma matriz, em
planilha eletrénica, com a genotipagem dos individuos quanto a presenca (1)
e auséncia (0) de bandas. Os individuos foram agrupados com base no
coeficiente de similaridade de Jaccard entre as arvores-amostradas de
cada populacao pelo método UPGMA, permitindo a construcao de
dendrogramas. As matrizes e dendrogramas foram elaborados com o uso
do software NTSYS 2.0 (ROHLF, 2000). A consisténcia dos agrupamentos
entre individuos de cada populacao foi testada pela execucao de 10.000
Boodstrapp por meio do software BOOD (COELHO, 2001). A anélise de
variancia molecular (AMOVA) dos dados binérios foi efetuada pela
decomposicao dos componentes principais entre e dentro das populacdes,
conforme Excoffier et al. (1992), pelo software Arlequim (SCHNEIDER et
al., 2000). Os caélculos da dissimilaridade genética foram elaborados
conforme Nei e Li (1979). A correlacdo entre as matrizes de dissimilaridade
genética e distancia geogréfica foi calculada pelo coeficiente de Pearson (r)
entre as populacoes.

Resultados e Discussao

As anadlises de variancia molecular (AMOVA) dos dados binarios de 116
locos foram efetuadas pela decomposicdo de seus componentes entre e
dentro das trés populacdes, assim, 87,62 % da variabilidade genética
encontram-se dentro das populacoes estudadas e 12,38 % entre as
populacdes (Tabela 3). A diferenciacdo genética entre as trés populacdes
(F,= 0,12379) é moderada conforme Wright (1951).



Diversidade Genética em Populacbes Naturais de Vassourdo-Branco (Pjptocarpha angustifolia) por
Marcador RAPD

Tabela 3. Anélise de variancia molecular entre as trés populacdes de
vassourao-branco.

Fonte de Variacdao G. L. S. Q. Variacdo % Dst
Interpopulacdes 2 17451,556 12,38 0,1238
Intrapopulacdes 87 144914,933 87,62 0,8762

Total 89 162366,489 FST: 0,12379 p=0,001

A AMOVA foi também efetuada comparando as populacdes duas a duas,
para verificacao dos indices de variabilidade genética nesta condicao
(Tabela 4), tendo-se constatado que entre a populacao de Rio Negrinho, SC,
e de Curitiba, PR, os indices variaram pouco, tanto intra como inter
populagdes, comparativamente a analise conjunta das trés, indicando
diferenca moderada (F_ = 0,12981) segundo Wright (1951).

Tabela 4. Andlise de variancia molecular entre as populacdes de vassourao-
branco de Curitiba, PR, e Rio Negrinho, SC.

Fonte de Variacdo G. L. S. Q. Variacdo % (0N
Interpopulacdes 1 9295,467 12,98 0,1298
Intrapopulacdes 58 98468,533 87,02 0, 8702

Total 59 107764,000 FST:0,12981 p=0,001

A AMOVA entre as populacdes de vassourao-branco de Sao José dos
Pinhais, PR, e Rio Negrinho, SC, revelou que a diversidade genética intra e
inter populagoes foi 92,43 % e 7,57 %, respectivamente (Tabela 5),
apresentou valores pouco diferentes daqueles observados nas analises
entre as trés populacdes conjuntas e entre as de Curitiba, PR, e Rio
Negrinho, SC. O F_ = 0, 0757 indica que a diferenca entre as duas
populacdes também é moderada, entretanto, mais préximas
geneticamente, uma vez que F_ d” 0,05 revela pouca diferenca genética
entre populacdes (WRIGHT, 1951).
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Tabela 5. Anélise de varidancia molecular entre as populacdes de vassourio-
branco de Sdo José dos Pinhais, PR, e Rio Negrinho, SC.

Fonte de Variacdo G. L. S. Q. Variacdo % D5t
Interpopulacdes 1 47,200 7,57 0,0757
Intrapopulacdes 58 791,800 92,43 0,9243

Total 59 839,000 FST:0,07571 p=0,001

O procedimento adotado de desmembramento da AMOVA foi eficiente
para demonstrar que as populacées de vassourao-branco de Rio Negrinho,
SC, e Sao José dos Pinhais, PR, separadas geograficamente por 78,43 km
sdo bastante semelhantes geneticamente. A AMOVA entre as populacoes
de Curitiba e Sdo José dos Pinhais, PR, revelou variabilidade genética intra
e inter populacional de 15,84 % e 84,16 %, respectivamente (Tabela 6). O
valor de F_ = 0,1584 indica diferenca genética alta entre duas populagdes
segundo Wright (1951), embora estejam préximas geograficamente

(28,1 km) (Tabela 6). O valor de Fst, segundo Jenczewski et al. (1999), é
superestimado ao se utilizarem marcadores RAPD para estimar as
freqiiéncias alélicas.

Tabela 6. Anélise de variancia molecular (AMOVA) entre as populacdes de
vassourdo-branco de Curitiba e Sao José dos Pinhais, PR.

Fonte de Variacao G. L. S. Q. Variacdo % Dst
Interpopulacdes 1 11406,667 15,84 0,1584
Intrapopulacdes 58 99512,533 84,16 0,8416

Total 59 110919,200 FST:0,15844 p=0,001

Os resultados obtidos nas AMOVAS entre as trés populacoes foram
confirmados pelo BOOD-P, demonstrando que o maior indice de
dissimilaridade genética, conforme Jaccard foi entre as populacdes de
vassourao-branco de Curitiba e Sao José dos Pinhais, PR, e o menor foi
entre Sdo José dos Pinhais, PR, e Rio Negrinho, SC (Tabela 7).
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Tabela 7. Matriz de dissimilaridade genética por bootstrap entre as trés popula-
coes de vassourado-branco.

Populacdes Coeficiente de Dissimilaridade
Curitiba x Sdo José dos Pinhais 0, 877299
Curitiba x Rio Negrinho 0, 830947
Sao José dos Pinhais X Rio Negrinho 0, 824449

A Fig. 1 mostra a baixa correlacao (r = 0,2185) entre distancia
geogréafica e dissimilaridade genética entre as populacdes. Os resultados
sdo respaldados por Schmidt (2000) ao afirmar que nas espécies existe
uma ampla variacdo em termos de adaptacao
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Fig. 1. Correlacdo entre distancia geogréfica e a dissimilaridade genética entre as

trés populacdes de vassourdo-branco.
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Na andlise da distribuicao bidimencional conjunta das trés populacdes,
pode-se perceber que a populacao de Curitiba, PR, apresenta maior
dissimilaridade genética em relacédo as populacdes de Sdo José dos Pinhais,
PR, e Rio Negrinho, SC. Por outro lado, as populacdes de Sao José dos
Pinhais, PR, e Rio Negrinho, SC, apresentam menor dissimilaridade
genética.

A constatacao acima mencionada é evidenciada pelo agrupamento dos
individuos da populacao de Curitiba, PR, na extrema direita, enquanto que
os individuos de outras populacdes estdao misturados no meio e na
extremidade esquerda (Fig. 2).
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Fig. 2. Analise de componentes principais das arvores amostradas de vassourao-

branco, baseda na similaridade genética nas trés populacoes.
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A populacao de Curitiba, PR, provavelmente foi isolada a mais tempo, por
isso apresenta dissimilaridade genética maior, quando comparada com Sao
José dos Pinhais, PR, e Rio Negrinho, SC. As trés populacées constituiam
provavelmente uma metapopulacao, subdivididas pela acdo antrépica.

O trabalho de Neigel (1997) indica que o fluxo génico atua na
homogenizacao das freqiéncias alélicas entre as populacoes pequenas,
mesmo que separadas geograficamente, elas comportam-se como uma
grande populacado panmitica. As afirmacdes desse autor explicam a
proximidade genética entre as populacdes de Rio Negrinho, SC, e Sdo José
dos Pinhais, PR, provavelmente sub-divididas pela acao antrépica
decorrente da urbanizacao da sede desses municipios, causando a
segmentacao destas populacdes, tornando-as sub-populacdes em processo
de diferenciacao genética.

As diferencas genéticas entre as populacdes estudadas também encontram
respaldo nos estudos de Sork et al., (1999), que preconiza o modelo de
metapopulacao, definida como o conjunto de sub-populagcdes conectadas
interagindo através do fluxo génico e controladas por novas colonizacoes e
extincoes.

A diversidade genética inter populacional em espécies florestais é bastante
variadvel, demonstrando que o sistema reprodutivo, a dispersao do pdlen e
das sementes, além do estagio sucessional, sdao fatores determinantes da
estrutura genética populacional. As diferentes taxas de diversidade
genética interpopulacional foram observadas em vérias espécies, entre as
quais Myracrodruon urundeuva, 8,00 % (REIS, 1999) e Esenbeckia
leiocarpa, 10,06 % (CASTELLEN, 2000).

Os resultados das AMOVAS, caracterizando os niveis de diversidade
genética intra e inter populacional, indicam que nao houve reducao da
diversidade genética a despeito da acao antrépica, provavelmente pelo
desconhecimento da potencialidades de uso da espécie, evitando com isso a
eliminacao de arvores de maior porte ou fuste reto, ou qualquer outra
caracteristica fenotipica de interesse comercial, assim, ndo ocorreu a
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reducao da base genética destas populacdes a despeito da divisao.
Entretanto, a reducdo do nimero de individuos de uma populacao causa o
aumento nas taxas de endogamia e conseqlientemente a reducao da
diversidade (SUN; WONG, 2001).

Os niveis de diversidade nas populacées estudadas esta dentro dos padrdes
para espécies com o mesmo sistema reprodutivo e pertencente ao mesmo
grupo sucessional, de acordo com Kageyama et al. (2003), podendo inferir-
se que nao apresentam endogamia e conseqlientemente reducao da
diversidade.

Por outro lado, Amos e Balmford (2001) afirmam que as perdas da
diversidade genética em populacoes florestais de até 25 % sao toleraveis e
nao afetam sua capacidade de adaptacdo a mudancas ambientais.

A populacao de Rio Negrinho, SC, apresentou uma distribuicdo espacial
com agrupamentos de individuos com diversos graus de parentesco. O
coeficiente de correlacao entre o dendrograma e os agrupamentos do
Boodstrap foi (r=0,74927). Os indices de dissimilaridade entre as arvores
amostradas no dendrograma foram feitos baseados no coeficiente de
similaridade de Jaccard convertido para dissimilaridade pela anélise de
Boodstrapp, comparando todas as arvores amostradas nesta populacao. A
andlise revelou que os individuos desta populacao apresentam uma
distribuicao agrupada com coeficiente de dissimilaridade entre elas variando
de 0,38 % a 79,10 %. Esses agrupamentos demonstram claramente uma
distribuicdo agregada das arvores nesta populacao de vassourao-branco.

A existéncia destes agrupamentos decorre das caracteristicas
demogréficas da espécie, como a forma de dispersao, em que grandes
quantidades de sementes sao depositadas nas vizinhancas das arvores-
amostradas, aumentando a possibilidade de cruzamentos entre estas e seus
filhos préximos. Os agrupamentos sao formados por arvores com grau de
parentesco variado, constituindo demes panmiticos (Fig. 3).
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Fig. 3. Dendrograma de similaridades genéticas entre as &arvores amostradas de
vassourdo-branco em Rio Negrinho, SC.

A distribuicao espacial das arvores apresenta uma caracteristica comum:
arvores fisicamente préoximas e geneticamente dissimilares e arvores
fisicamente distantes e geneticamente similares, ou seja, caracterizada por
individuos com variados niveis de parentesco, independentemente da
distancia fisica.

O coeficiente de correlacao (r= - 0,18865) entre as matrizes de
similaridade genética e distancias fisicas das arvores amostradas confirma
a inexisténcia de qualquer relacao entre estes duas varidveis na populagao
de vassourao-branco de Rio Negrinho, SC.

Os resultados obtidos também estdo de acordo com as constatacdes de
Hamrick e Godt (1989), de que a diversidade genética em espécies
arbdéreas concentra-se principalmente dentro das populacdes.
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Assim, quantificar a diversidade genética entre os individuos nas
populacdes representa a base para os trabalhos de conservacao genética,
producao de sementes e utilizacdo comercial das espécies nativas
florestais.

O dendrograma da populacao de vassourao-branco de Sdo José dos Pinhais,
PR, (Fig. 4) demonstra a distribuicdo agregada de individuos, semelhante a
populacao de Rio Negrinho, SC. Analisando-se a Fig. 4, percebe-se que
existem agrupamentos de arvores mais préximas geneticamente,
entretanto, sem nenhuma relacao sequiiencial numérica, ou proximidade
fisica, a exemplo do que ocorre na populacao de Rio Negrinho, SC.
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Fig. 4. Dendrograma de similaridades genéticas entre as &arvores amostradas de
vassourdo-branco em S&o José dos Pinhais, PR.
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O coeficiente de correlacao (r= -0,19480) entre as matrizes de
similaridade genética e distancias fisicas das arvores amostradas confirma
a inexisténcia de qualquer relacao entre essas duas variaveis, na populacao
de vassourao-branco de Sao José dos Pinhais, PR.

O mesmo comportamento foi observado em Cariniana legalis, espécie com
0 mesmo sistema reprodutivo e pertencente ao mesmo estdgio sucessional,
conforme Sebbenn et al. (2001), confirmando as relacGes existentes entre
as caracteristicas das espécies de cada grupo sucessional sugeridas por
Kageyama et al. (2003).

A distribuicao espacial observada foi conseqiiéncia do sistema reprodutivo
e da dispersao de pdlen e sementes da espécie, com grandes quantidades
de sementes depositadas nas vizinhancas das arvores-amostradas,
estabelecendo condicdes para cruzamentos entre individuos aparentados.

Os trabalhos de Bawa et al. (1985) indicaram que muitas espécies com
flores bissexuais, como é o caso do vassourao-branco, apresentam
incompatibilidade de auto-fecundacao, no entanto, em outras, a auto
incompatibilidade é fraca ou inexistente.

A distribuicao agregada dos individuos com diversos graus de parentesco
nas trés populacoes estudadas de vassourao-branco permitiu inferir que o
mecanismo de incompatibilidade a auto-fecundacao na espécie é fraco ou
inexiste.

A distribuicao espacial dos genétipos na populacao de vassourao-branco de
Sao José dos Pinhais, PR, demonstrou claramente que nao existe padrao
entre a distancia fisica e dissimilaridade genética.

O dendrograma da populacéo de vassourao-branco de Curitiba, PR, (Fig. 5)
demonstra uma distribuicdo agregada dos individuos, semelhante as
populacdes de Rio Negrinho, SC, e Sao José dos Pinhais, PR.
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Fig. 5. Dendrograma de similaridades genéticas entre as 4arvores amostradas de

vassourdo-branco

O coeficiente de correlacdo entre o dendrograma e os agrupamentos do
Boodstrap foi (r=0,83152). Os indices de dissimilaridade entre arvores
amostradas no dendrograma foram feitos baseados no coeficiente de
similaridade de Jaccard convertido para dissimilaridade pela analise de
Boodstrapp, comparando todas as arvores amostradas nesta populacao. A
andlise revelou que os individuos desta populacao também apresentam uma
distribuicdo agrupada com variados graus de parentesco, com coeficiente
de dissimilaridade variando entre 0,34 % e 96,20 %.

Nas trés populagdes, ocorrem individuos geneticamente distintos dos
demais e que devem ser selecionados para coleta de sementes, pois sao
importantes para formacao de lotes de sementes com maior diversidade
genética.

A populacao de Curitiba, PR, apresentou uma caracteristica que a
diferencia das demais, maior estruturacao evidenciada pelo agrupamento



Diversidade Genética em Populacbes Naturais de Vassourdo-Branco (Pjptocarpha angustifolia) por
Marcador RAPD

dos individuos na extrema direita, enquanto que os individuos de outras
populacdes menos estruturadas estao misturados no meio e na extremidade
esquerda (Fig. 6).
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Fig. 6. Andlise de componentes principais tridimencional das &rvores amostradas

de vassourdo-branco, baseda na similaridade genética nas trés populagoes.

O coeficiente de correlacao (r= -0,22921) entre as matrizes de
similaridade genética e distancias fisicas das arvores amostradas confirmou
a inexisténcia de qualquer relacao entre estes duas varidveis na populacao
de vassourao-branco de Curitiba, PR, a exemplo do que ocorreu com as
populacées de Sdo José dos Pinhais, PR, e Rio Negrinho, SC.

A caracteristica comum nas trés populacdes foi no nimero de arvores que
compuseram os agrupamentos, confirmando que nas populacdes naturais
de vassourao-branco, cujos principais polinizadores sédo as abelhas e
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pequenos insetos com dispersao anemocoérica, as distancias de polinizacao
e disperséo sao pequenas, portanto, propicias a criacao de grupos de
individuos aparentados.

Os individuos de algumas espécies arbéreas apresentam uma distribuicao
espacial em forma de manchas onde o parentesco apresenta-se acima do
esperado, decorrente da distribuicao das sementes préoxima a arvore matriz
(SEBBENN, 2002).

Conclusoes

As diversidades genéticas entre as populacdes de Rio Negrinho, SC, e
Curitiba, PR, e entre Sao José dos Pinhais, PR, e Rio Negrinho, SC, foi
moderada, contudo, entre Curitiba, PR, e Sdo José dos Pinhais, PR, foi alta;

A correlacao entre a distancia geografica e dissimilaridade genética entre
as populacées foi baixa;

Nao houve correlacao entre a distancia fisica e similaridade genética entre
as arvores amostradas nas trés populacoes;

A maior diversidade genética de vassourao-branco esta dentro das
populacdes estudadas.
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