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RESUMO

Paratecoma peroba (Record) Kuhim, conhecida popularmente como peroba amarela
€ uma espécie arborea, decidua, que se desenvolve em florestas estacionais da Mata
Atlantica, podendo atingir 40 m de altura. Sua madeira foi considerada um produto
comercial importante, sendo utilizada em construcfes, acabamentos e confec¢cédo de
moveis de luxo. Devido ao potencial madeireiro, a espécie foi intensamente explorada,
0 que reduziu drasticamente os numeros de populacdes naturais. Em consequéncia
dessa exploracdo e da devastacdo de seu bioma, a espécie atualmente esta
ameacada de extincdo. Nesse sentido, estudos baseados em parametros
populacionais a partir de dados moleculares do DNA podem revelar informagdes sobre
os niveis de diversidade genética, bem como os processos que a mantém. Além disso,
esses estudos podem contribuir para selecao de arvores matrizes, a fim de contribuir
para planos de manejo e medidas de conservacdo. O objetivo desse estudo foi
caracterizar a estrutura e diversidade genética de populagbes de P. peroba em
remanescentes florestais na regido sul do estado do Espirito Santo. Foram
amostradas trés populacdes de P. peroba, sendo elas: Polo de Educacdo Ambiental
da Mata Atlantica (PEAMA); Floresta Nacional de Pacotuba (FLONA de Pacotuba); e
Instituto Federal do Espirito Santo (IFES). Ao todo, obteve-se 116 individuos. Foram
utilizados 10 primers ISSR, os quais revelaram a amplificacdo de 101 locos
polimorficos. Foi encontrada alta diversidade genética, com numero de alelos
observados (Na = 1,99) e alelos efetivos (Ne = 1,49). O indice de diversidade de Nei
variou entre (H’ = 0,22) e (H’ = 0,27), e o indice de Shannon variou entre (I = 0,33) e
(I = 0,43). A populacdo do PEAMA apresentou os maiores indices de diversidade
genética, enquanto a populacdo do IFES apresentou os menores valores. A analise
de variancia molecular (Amova) revelou que a maior diversidade ocorreu dentro das
populagcbes (79,23%), o valor de @st das populagdes indicaram uma estrutura
genética moderada. O fluxo génico estimado para o conjunto das populacfes
estudadas foi alto (Nm = 7.0114), contudo, a andlise de estruturacédo genética indicou
a presenca de 3 grupos genéticos (K = 3). O marcador ISSR utilizado para avaliar
populacdes da espécie P. peroba mostrou-se adequado para mensurar a diversidade
genética, revelando que as populacdes do PEAMA e da FLONA de Pacotuba
possuem individuos com variabilidade genética para selecdo de arvores matrizes.
Dessa forma, essas populacdes podem ser utilizadas para coleta de sementes e
producdo de mudas, sendo destinadas para projetos de recuperacdo ambiental e
planos de manejo, a fim de contribuir com medidas de protecédo e conservacao da P.
peroba.

Palavras Chaves: ISSR. Variabilidade Genética. Conservacéo. Peroba.



ABSTRACT

Paratecoma peroba (Record) Kuhlm, popularly known as peroba amarela is a
deciduous forest species found in seasonal forests of the Atlantic Forest, reaching up
40 m in height. Wood was considered an extremely important commercial product,
being used in construction, finishing and for luxury furniture. Owing to the potential of
the wood, an excessive wood exploration occurred, drastically reduced the numbers
of natural populations. As a result of this exploration and the devastation of Atlantic
Forest, the species is currently at risk of extinction. In this sense, studies based on
population parameters based on molecular data obtained from DNA can reveal
information about the levels of genetic diversity, as well as the processes that maintain
it. Besides, these studies can contribute to the selection of mother trees in order to
contribute to management plans and conservation measures. The present study aimed
to characterize the structure and genetic diversity of P. peroba populations in forest
remnants in the southern region of Espirito Santo state. Three populations of P. peroba
were sampled: Polo de Educacdo Ambiental da Mata Atlantica (PEAMA); Floresta
Nacional de Pacotuba (FLONA de Pacotuba); e Instituto Federal do Espirito Santo
(IFES). In total, 116 individuals were obtained. Ten ISSR primers were used, which
revealed the amplification of 101 polymorphic loci. High genetic diversity was found,
with number of alleles observed (Na = 1.99) and effective alleles (Ne = 1.49). Nei
diversity index ranged between (H'= 0.22) and (H’ = 0.27), and Shannon index ranged
between (I = 0.33) and (I = 0.43). The population of PEAMA has the highest rates of
genetic diversity, while a population of IFES has the lowest values. An analysis of
molecular variance (Amova) revealed that the greatest diversity occurred within
populations (79.23%), the @ST value of the sources indicated a moderate genetic
structure. The estimated gene flow for the set of populations studied was high (Nm =
7,0114), however, a genetic structure analysis indicated the presence of 3 genetic
groups (K = 3). The ISSR marker used to evaluate populations of the P. peroba species
proved to be adequate to measure genetic diversity, revealing that the populations of
PEAMA and FLONA of Pacotuba have individuals with genetic variability for selection
of mother trees. Thus, these populations can be used to collect seeds and produce
seedlings, being destined for environmental recovery projects and management plans,
in order to contribute with protection and conservation measures for P. peroba.

Key Words: ISSR. Genetic variability. Conservation. Peroba.
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1. INTRODUCAO

A Mata Atlantica € considerada um dos biomas mais ricos em termos de
diversidade do mundo, o que torna o processo de estudo genético de todas as
espécies laborioso e, dessa forma, a preferéncia por apenas uma espécie como objeto
de estudo torna-se mais adequada, revelando informacdes de niveis de diversidade,

densidade populacional e caracteristicas de reproducdo (KAGEYAMA et al., 2003).

Apesar da diversidade biologica encontrada na Mata Atlantica, essas areas
naturais vém sofrendo uma reducéo consideravel de sua cobertura vegetal devido a
exploragdo intensiva, causando uma reducdo das florestas naturais e,
consequentemente, formando varios fragmentos de vegetacdo (THIAGO;
MAGALHAES; SANTOS, 2020).

Em virtude disso, torna-se urgente a conservagdo dos recursos naturais, no
qual diversos estudos voltados para a conservacdo de espécies vegetais vém sendo
desenvolvidos, a fim de preservar a diversidade existente e desenvolver o manejo
sustentavel (FREITAS et al., 2013).

Atualmente, com o auxilio de marcadores moleculares é possivel obter dados
relacionados a estrutura genética de populacfes de espécies vegetais, podendo
auxiliar no monitoramento de acées como: planos de manejo, restauracdes de areas
degradadas, corredores ecoldgicos, fluxo génico e tamanho minimo de reservas
ambientais (KAGEYAMA et al., 2003).

Os marcadores moleculares ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) vém sendo
muito utilizados em estudos de diversidade genética de populagbes, apresentando
caracteristicas favoraveis para o seu uso (RAMALHO et al.,, 2016). Dentre essas
caracteristicas, a alta reprodutividade em espécies vegetais no geral, o que torna esse
marcador ndo especifico para uma unica espécie. Ademais, apresenta uma técnica
laboratorial de baixo custo e ndo necessita do conhecimento prévio da sequéncia de
DNA (BRANDAO; VIEIRA; CARVALHO, 2011).

Os marcadores ISSR possuem carater dominante, o que pode ser considerado

um ponto negativo, por ndo diferenciar o tipo de gendtipo, apesar disso, esse
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marcador é muito utilizado em programas de melhoramento genético e em estudos de
diversidade genética (LORENZONI et al., 2014).

Neste contexto, o uso de marcadores moleculares dominantes como o ISSR
torna-se uma ferramenta de extrema importancia para os estudos de diversidade
genética de espécies vegetais, principalmente para espécies onde estudos ainda sao

escassos na literatura, como é o caso da Paratecoma peroba (Record) Kuhim.

A Paratecoma peroba € uma espécie da familia Bignoniaceae nativa da Mata
Atlantica, sendo endémica do Brasil, distribuindo-se pelos estados do Espirito Santo,
Minas Gerais e Rio de Janeiro (FLORA DO BRASIL, 2020). Durante décadas sua
madeira foi considerada de importancia econdémica, tornando-se muito comercializada
em construcdes de moéveis de luxo, acabamento de casas e construcdes comerciais
(LINS; NASCIMENTO, 2010).

Com a fragmentacdo de seu bioma, somado a intensa exploracdo de sua
madeira, a espécie atualmente se encontra em perigo (EN), conforme o Livro
Vermelho da Flora do Brasil (MARTINELLI; MORAES, 2013) e criticamente em perigo
(CR) pela lista de espécies ameacadas de extingdo no Espirito Santo (SIMONELLI,
FRAGA, 2007). Dessa forma, torna-se urgente investimentos em estudos a fim de
verificar a existéncia de subpopulacdes de P. peroba, considerando a viabilidade
populacional e sua protecdo ambiental (SIMONELLI; FRAGA, 2007).

Para o estado do Espirito Santo, a inexisténcia de estudos envolvendo P.
peroba é preocupante, tendo em vista que o estado € um dos poucos gue ainda se
tem o registro da espécie. Neste sentido, informacdes sobre a diversidade e estrutura
genética populacional sdo importantes em programas de conservagao genética.

A vista disso, o presente estudo teve como objetivo caracterizar a diversidade
genética e analisar a estrutura genética em populacbes da espécie P. peroba
ocorrentes em regides de remanescentes de Floresta Atlantica na regido sul do estado
do Espirito Santo. Espera-se que as populagbes estudadas possam ser utilizadas

como fonte de sementes para a producdo de mudas com alta variabilidade genética.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Taxonomia, distribuicdo geogréafica e caracteristicas morfolégicas da

espécie Paratecoma peroba (Record) Kuhlm.

Paratecoma peroba (Record) Kuhlm. foi descoberta e descrita por Samuel
James Record em 1924, nomeada primeiramente como Tecoma peroba Record.
(IPNI, 2020). Porém, em 1931 foi atribuida a um novo género, nomeado
cientificamente como Paratecoma, pelo cientista Kuhlmann, sendo atribuida o nome
Paratecoma diandra Kuhim. (IPNI, 2020). O nome cientifico aceito e correto é
Paratecoma peroba (Record) Kuhim. (FLORA DO BRASIL, 2020).

Paratecoma peroba pertence a familia Bignoniaceae que em territorio brasileiro
possui por volta de 417 espécies, sendo a regido sudeste o lugar com maior parte dos
individuos, apresentando 224 espécies (FLORA DO BRASIL, 2020).

Dentro do contexto de espécies arbdéreas de Bignoniaceae e pertencentes a
tribo Bignonieae, P. peroba € uma espécie considerada monotipica, ou seja, é a Unica
espécie presente dentro do género Paratecoma (LINS; NASCIMENTO, 2010). Esse

género atualmente pertence ao clado “Tabebuia alliance” (OLMSTEAD et al., 2009).

E conhecida em vérios estados brasileiros como ipé peroba, peroba amarela,
peroba manchada, peroba do campo, peroba branca, peroba tigrinha, peroba tremida,
peroba verdadeira, peroba reseca, peroba da Bahia, ipé, perobinha e ipé rajado
(GERRY, 1954; FLORA DO BRASIL, 2020).

Sendo uma espécie endémica do Brasil e nativa da Mata Atlantica, possui
ocorréncia nos estados do Rio de Janeiro, Minas Gerais e Espirito Santo (Figura 1)
(FLORA DO BRASIL, 2020). Contudo, no estado do Rio de Janeiro atualmente é
considerada uma espécie praticamente extinta (GENTRY, 1992). Com distribuicéo
descontinua, pode se apresentar em grandes agrupamentos em determinadas areas
ou ausente em outras (LORENZI, 2002).

Pode ocorrer tanto em Florestas Estacionais Semideciduais (ARCHANJO et al.,
2012; ABREU et al., 2013; SILVA et al., 2016), quanto em Florestas Umidas de terras
baixas (SILVA; NASCIMENTO, 2001; ENGEL; MARTINS, 2005), sendo classificada
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como secundéaria tardia (VILLELA et al., 2006; ABREU et al., 2014). Além disso, pode
ser registrada no interior da floresta primaria densa, como também pode tolerar as

formagOes abertas secundarias (LORENZI, 2002).

Figura 1. Distribuicdo geogréfica de Paratecoma peroba (Record) Kuhim. no Brasil
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Fonte: CNCFlora (2012).

A respeito das caracteristicas morfologicas, € uma espécie que pode atingir
dimensdes préximas de 40m de altura e 80 cm de diametro a altura do peito (DAP) ao
atingir a idade adulta. Possui um tronco simétrico com fendas longitudinais e manchas
claras, tronco longo e livre de galhos com uma coloracao pardo acinzentado. Sua copa
possui muitos galhos, sendo muito densa, permitindo pouca passagem de luz nos
substratos inferiores da floresta (Figura 2) (GENTRY, 1992; COSTA; SOUZA; SOUZA,
2011).
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Figura 2. Habito (A) e caracteristicas do caule (B) de Paratecoma peroba (Record) Kuhim.

Fonte: Acervo pessoal de Leticia Rigo Tavares

As folhas séo digitadas, com 5 foliolos oblongo-caudados (apice com 2-4 cm
de comprimento), obtusos na base, fundamente serreados, membranaceos, glabros,
com as nervuras delicadamente impressas, 7-20 x 2,5-7 cm; peciolo comum até 10
cm; peciblulos 1-4 cm (Figura 3 - A) (COIMBRA-FILHO, 1951).

As flores sdo formadas por inflorescéncia cimeiras bi-trifloras, 8-15 cm de
comprimento, apenas pubérula; pedicelos bibracteolados, 6-7 mm.Flores alvacentas
e pequenas; calice campanulado, com 5 lobos denticulados; corola 3-3,5 cm,
longamente tubulosa, com limbo curto, finamente velutina; estames 2 exsertos, cujas
anteras sdo curvas e com loculos divergentes na maturidade; estaminddios (curtos
filetes sem anteras) 3, ocultos no tubo corolino; disco conspicuo; ovario e estilete;
estigma foliaceo, bilobado (Figura 3 — B) (COIMBRA-FILHO, 1951).

O fruto possui o formato ensiforme, com uma casca muito dura, possui fendas

laterais que abrem em duas partes (Figura 3 — C), e suas sementes possuem uma
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asa foliacea e translucida (COSTA; SOUZA; SOUZA, 2011). As dimensdes do fruto
podem variar no Espirito Santo com frutos 2-2,5 vezes mais compridos (COIMBRA-
FILHO, 1951).

Figura 3. Folha (A), flor (B) e fruto (C) de Paratecoma peroba (Record) Kuhim.

Fonte: Acervo pessoal de Leticia Rigo Tavares

Segundo Lins e Nascimento (2010) a floragéo da peroba do campo ocorre entre
o periodo seco e o0 chuvoso. A peroba apresenta uma estratégia de floracao
denominada “Big Bang”, esse padrao de floragdo é comum em plantas tropicais, onde
0 objetivo é atrair polinizadores oportunistas com uma explosao de flores em uma

determinada época do ano e em curto periodo de tempo (BARBOSA, 2014).

A reproducéo de P. peroba possui um padréo de reproducéo denominado supra
anual, com transicdo do periodo seco para o chuvoso, entre setembro e novembro

(NEWSTROM et al., 1994; LINS; NASCIMENTO, 2010).
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Os frutos imaturos correspondem ao periodo quente e Umido, enquanto 0s
maduros estdo relacionados a transicdo do periodo seco para o chuvoso,
comportamento que pode ser associado a dispersdo de sementes pelo vento. Os
frutos surgem no topo da copa, quando maduros liberam sementes que séo dispersas
pelo vento (anemocoria) (COSTA; SOUZA; SOUZA, 2011).

A peroba do campo é uma arvore elegante, com madeira de boa qualidade,
sendo apropriada para méveis de luxos e acabamentos de casas (LORENZI, 2002),
dessa forma, sua madeira ja foi muito explorada, o que levou essa espécie estar
atualmente classificada como em risco de extincdo (MARTINELLI; MORAES, 2013).

Apresenta caracteristicas importantes sob os aspectos ecoldgicos, como em
estudos de recomposicao florestal e recuperacdo de areas degradadas, além de
econdbmicos, como uso de sua madeira, producdo de mudas e paisagismo. Em
estudos envolvendo compostos quimicos encontrados nas arvores de P. peroba, foi
constatado a presenca de compostos que impediam o crescimento de bactérias,
indicando um grande potencial para o desenvolvimento de novos bactericidas
(PINHEIRO, 2014).

2.2. Marcadores moleculares

Marcadores moleculares podem ser definidos como sequéncias de &cido
desoxirribonucleico (DNA) especificas encontradas no genoma e sao empregados na
diferenciacéo genética de dois ou mais individuos, podendo ser classificados em dois
tipos: bioquimicos e genéticos (BERED; BARBOSA NETO; CARVALHO, 1997).

A deteccéao do polimorfismo genético a nivel de DNA foi uma das conquistas da
Biologia Molecular, pois pode ser incluido todas as espécies vegetais em diversos
tipos de estudos envolvendo marcadores (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). Com
0 progresso das tecnologias moleculares, foi possivel manipular e analisar 0 DNA,
ademais, esse avanco foi acompanhado com o desenvolvimento de ferramentas de
bioinformatica e de estatisticas (REGITANO, 2001; GUIMARAES et al., 2009). Isso
permitiu 0o desenvolvimento de diferentes tipos de marcadores moleculares e sua

aplicacao em diferentes areas de estudo (NADEEM et al., 2018).
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Ha uma variedade de marcadores moleculares existentes, para diferentes
finalidades, onde cada um pode apresentar vantagens e desvantagens. Sua aplicacéo
pode ser feita em inUmeras areas de estudo e cada vez mais vém sendo utilizados no

melhoramento genético de plantas (AGUIAR, 2012).

Nesse sentido, a partir de novas técnicas desenvolvidas na Biologia Molecular,
0 progresso de pesquisas na area de melhoramento genético de plantas pode ser
realizado com uma maior rapidez e segurangca (BERED; BARBOSA NETO;
CARVALHO, 1997).

Os marcadores séo utilizados nos programas de melhoramento como uma
ferramenta para auxiliar diferentes finalidades, tais como: obtencdo de genotipos
superiores, mapeamento genético, analise de diversidade genética, identificacdo de
genes, isolamento e melhoramento assistido (AMABILE; VILELA; PEIXOTO, 2018).

Os marcadores moleculares baseados no DNA possuem técnicas mais simples
e mais rapidas quando comparado aos marcadores morfologicos (BERED; BARBOSA
NETO; CARVALHO, 1997).

Os marcadores podem ser divididos em trés classes: hibridizacdo, PCR
(Polymerase Chain Reaction) e sequenciamento. Também podem ser classificados
de acordo com a sua heranca alélica, como dominantes e codominantes, sendo essa

caracteristica de extrema importancia para o objetivo do estudo (ZOLET et al., 2017).

Marcadores dominantes ndo conseguem diferenciar dois alelos presentes no
mesmo organismo, ou seja, ndo discriminam os heterozigotos dos homozigotos
(HOFFMANN; BARROSO, 2006). Ja os marcadores codominantes possuem a
capacidade de distinguir os genotipos dos individuos, porém quando comparado com
marcadores multilocos, ou seja, de mdultiplas regides génicas, a quantidade de
informacao obtida em cada ensaio € bem menor, por serem marcadores de locus
unicos (FALEIRO; ANDRADE, 2011).

2.3. Marcador Molecular Inter Simple Sequence Repeat — ISSR

O marcador Inter Simple Sequence Repeat (ISSR) é uma técnica baseada em

PCR e utiliza apenas um primer com 16 - 25 bases, onde essas sequéncias se anelam
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e amplificam regides entre os SSR (GODWIN et al., 1997). E considerada uma técnica
de baixo custo, simples e rapida, na qual a visualizacdo das amplificacées pode ser
através do gel de agarose com deteccdo por brometo de etideo ou de poliacrilamida
com detecgdo por nitrato de prata (ZOLET et al., 2017). O polimorfismo pode ser
calculado através da presenca ou auséncia de bandas nos géis (CULLEY; WOLFE,
2001).

Possui vantagens quando comparado com outros marcadores baseados em
PCR, superando problemas de baixa reprodutibilidade e baixa temperatura de
anelamento do RAPD (BINNECK; NEDEL; DELLAGOSTIN, 2002; TIKUNOV et al.,
2003; GUIMARAES, et al., 2009). Em marcadores SSR (Simple Sequence Repeated),
por exemplo, ha a limitacdo de ser especifico para uma Unica espécie, nao podendo
haver a transferibilidade de primers. J4 em ISSR, néo € necessario um conhecimento
prévio das sequéncias, tornando a técnica mais simples e menos custosa (REDDY;
SARLA; SIDDIQ, 2002). Em alguns estudos foi possivel realizar a transferibilidade de
primers de microssatélites, porém apenas para espécies que sao filogeneticamente
préximas (BOMBONATO, et al., 2019).

A caracteristica de ser um marcador com padrdo dominante pode apresentar
uma desvantagem quando comparado com um marcador com padrédo codominante,
pois ndo apresentam a capacidade de distinguir homozigotos dominantes de
heterozigotos, apenas detectam a presenca ou auséncia de um alelo (ZOLET et al.,
2017).

Os marcadores ISSR possuem transferibilidade e reprodutibilidade altas dos
resultados em diferentes laboratérios, gerando alto numero de fragmentos
polimérficos. Quando comparado com os marcadores RAPD e RFLP, sdo mais
informativos, sendo muito utilizados em estudos de diversidade genética (AMMIRAJU,
et al., 2001; VIANNA, et al., 2019).

A utilizagdo de marcadores ISSR vem crescendo em &reas como O
relacionamento filogenético de espécies (HOCAOGLU-OZYIGIT et al.,, 2020),
diversidade genética (FELIX et al., 2020), construcdo de mapas de genéticos
(AMORIM, 2009) e melhoramento genético de plantas e selecdo assistida (GODWIN
et al., 1997; REDDY; SARLA,; SIDDIQ, 2002).

18



2.4. Diversidade e Estrutura Genética de Populacdes

O estudo da diversidade genética compreende o entendimento da variacao
genética de alelos das espécies, intrapopulacional e interpopulacional. Dessa forma,
informacdes sobre a ecologia e a genética de populagdes naturais sdo importantes
para o desenvolvimento de praticas conservacionistas e melhoramento genético
(KAGEYAMA et al., 2003; FAJARDO; VIEIRA; MOLINA, 2016). Quanto maior for a
variabilidade genética existente dentro de uma populacdo, maiores serdo as chances

de perpetuacéo e adaptacdo as mudancas ambientais.

A perda da variabilidade genética pode ocorrer devido a dois fatores: a reducao
populacional, que ir4 a criar um gargalo genético e a perda de alelos pela deriva
genética. A fragmentacdo pode acarretar a reducao populacional devido a amostra
pequena do conjunto genético dos individuos em remanescentes, sendo possivel que
ocorram gargalos genéticos. Se a populacdo permanecer isolada durante anos, é

provavel que ocorra a perda de alelos pela deriva genética (SANCHEZ, 2008).

A estrutura de uma populacdo € o conjunto de estudos sobre a ecologia de
populacdes e a genética populacional, que juntas complementam teorias importantes
para o entendimento das frequéncias alélicas e genotipicas de uma ou mais
populacbes. A estruturacdo genética ocorre pelos padrdes de reproducdo e de
distribuicdo espacial e geografica, bem como dispersdo de pdlen e sementes. O
manejo de florestas necessita do entendimento dos fatores que podem afetar o fluxo
génico de uma populacéo, para garantir que o processo de conservacao seja eficiente
(MARTINS, 1987).

Nos organismos vegetais, o fluxo génico pode ser regulado durante a dispersao
de sementes e podlen, assim como por fatores bibticos e abidticos (MARTINS, 1987).
A polinizagéo pelo vento promove a diferenciagdo em areas distantes, dentro e entre
as populacdes. Ja os polinizadores, como abelhas e aves, podem aumentar a
variabilidade dentro da populacdo e diminuir a divergéncia entre as populacdes
(LOVELESS; HAMRICK, 1984). Plantas que possuem o sistema sexuado podem
apresentar uma variabilidade genética maior do que plantas que apresentam

reproducdo sexuada e assexuada, ou seja, de forma clonal, dessa forma, o fluxo
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génico ira depender do tipo de reproducédo que a espécie apresenta (FISCHER et al.,
2000).

Plantas aldgamas apresentam variabilidade genética e heterozigosidade altas,
porém possuem baixa diferenciacdo entre as populacdes. Ja plantas autégamas,
possuem variabilidade genética e heterozigosidade reduzidas, com grande
divergéncia entre os individuos dentro da populagéo. Outros fatores também podem
afetar a estrutura genética, relacionados a atributos da prépria espécie, tais como:
dispersdo de sementes, sindrome de polinizacdo morfologia da flor, dorméncia, ciclo
de vida, estagio de producao, tipo de sistema sexual e reprodutivo (LOVELESS;
HAMRICK, 1984).

Além dos fatores relacionados a reproducdo, existem outros que podem ser
citados, relacionados a populacdo e a passagem. A densidade e a distribuicdo dos
individuos sdo importantes para a compreensdo de como esta estruturada uma
populacdo, uma vez que nenhuma estrutura se mantém fixa durante anos, podendo
mudar durante o tempo e o espaco (SILVA; MARTINI; ARAUJO, 2009).

A avaliacéo da estrutura de uma populagao contribui para o conhecimento do
fluxo alélico que estd ocorrendo entre e dentro da populacdo (FAJARDO; VIEIRA;
MOLINA, 2016). Ademais, compreender o resultado das modificacdes antropicas e da
heterogeneidade ambiental, permite o desenvolvimento de um manejo sustentavel e
efetivo das populacdes (NEVES; WADT; GUEDES, 2016).

2.5. A importancia da manutencdo da variabilidade e diversidade genética

vegetal

Cerca de 25% das 250.000 espécies vegetais estimadas de plantas vasculares
no mundo podem ser extintas em até 50 anos, culminando com perdas irreversiveis.
Devido a essa problematica, a preocupacdo com a conservacdo da diversidade
genética em areas naturais vem crescendo em diferentes paises (SILVA; MARTINI;
ARAUJO, 2009). Cada vez mais, areas naturais vém sendo destruidas e
fragmentadas pelas ac¢Oes antropicas, diminuindo drasticamente a variabilidade
genética em populagdes selvagens (MATOCQ); VILLABLANCA, 2001).
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Existem diversas causas que podem estar relacionadas com a extingdo de uma
espécie e, entre essas causas, pode-se citar a fragmentacdo de areas naturais, a
perda de habitats, a instabilidade demogréfica e o endocruzamento. Estudos sobre a
estrutura de populagdes se tornam uma ferramenta de extrema importancia para a
conservacgao de espécies ameacadas, pois auxiliam no entendimento da dinamica de
populacdes naturais, mostrando as consequéncias da reducdo da variabilidade
genética e diminui¢céo do fithess (MATOCQ); VILLABLANCA, 2001).

Areas naturais vém sofrendo cada vez mais destruicdo e fragmentac&o devido
as acOes antropicas, transformando diretamente 0s ecossistemas, causando impactos
nos ciclos biogeoquimicos, no clima global e nas populacdes selvagens (LANDE,
1988). A fragmentacao de habitats naturais pode causar a reducao de populacdes,
resultando em pequenas porg¢des, diminuindo o niamero de individuos, e isso pode
estar diretamente relacionado ao efeito fundador, uma vez que a reducdo da
diversidade genética diminui o potencial adaptativo e evolutivo das espécies
(BOUZAT, 2001; MAUES; OLIVEIRA, 2010).

Nesse sentido, niveis baixos de diversidade genética podem levar a populagéo
ao caminho da extingdo e com a fragmentacéo, as populagdes podem se tornar
isoladas, modificando sua reproducdo. A polinizacdo é o primeiro estagio da
reproducdo nas angiospermas, e com a ameaca da fragmentacao florestal sobre este
processo, pode acarretar em diversas modificacdes, como alteracdes dos tipos de
polinizadores, bem como mudancga no comportamento dos polinizadores (HARRIS;
JOHNSON, 2004; MAUES; OLIVEIRA, 2010).

Populacdes pequenas tendem a possuir baixa diversidade, podendo resultar
em uma reducdo do potencial evolutivo das espécies (BOUZAT, 2001). Em um efeito
a curto prazo, as frequéncias alélicas podem ser afetadas devido a diminuicdo do
namero de individuos dentro de uma populagdo, aumentando a probabilidade da
ocorréncia da deriva genética, e em um efeito a longo prazo, a populacdo pode estar
mais sujeita ao aumento da endogamia e da deriva genética (KAGEYAMA; GANDARA
1998).

O endocruzamento em pequenas populagdes pode desencadear o aumento
de alelos homozigotos (deletérios recessivos) que antes estavam mascarados em
heterozigose, aumentando a homozigose dentro da populagédo, causando a perda de
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diversidade genética. A deriva genética em populacdes pequenas tende a reduzir a
variabilidade genética, devido ao aumento da homozigose, ocorrendo a diminui¢éo do
fitness, na qual a populagéo pode se tornar menos resiliente a mudangas ambientais
(LANDE, 1988).

E valido ressaltar que nem sempre o tamanho da populacdo influencia a
variabilidade genética, sendo possivel encontrar popula¢cdes pequenas com uma
grande diversidade e apresentando uma estabilidade em relac&o aos efeitos da deriva
genética (GODT; HAMRICK; BRATTON, 1995). Contudo, a variabilidade genética

encontrada em populacdes menores tende a ser baixa (BOTREL et al., 2006).

Pode se dizer que a diversidade genética encontrada nas populac¢des ndo esta
totalmente relacionada ao tamanho da reserva, e que nem sempre uma reserva
grande indica a melhor estratégia para a conservacdo das espécies em risco de
extingdo (BROWN, 1999). Sendo assim, para obter o sucesso de uma reserva,
independentemente do tamanho, € necessario ter um manejo adequado (TANSLEY;
BROWN, 2000).

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Caracterizar a diversidade e analisar a estrutura genética em populacdes da
espécie Paratecoma peroba (Record) Kuhim, ocorrente em remanescentes de

Floresta Atlantica na regido sul do Espirito Santo.

3.2. Objetivos Especificos

e Identificar e demarcar utilizando (Sistema de Posicionamento Global — GPS)
individuos adultos e regenerantes da espécie selecionada presentes em

remanescentes de Floresta Atlantica do Espirito Santo;
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e Estimar e comparar a magnitude e a distribuicdo da variabilidade genética entre
os individuos demarcados utilizando marcadores Inter Simple Sequence
Repeat- ISSR;

e Obter informacdes que contribuam de maneira efetiva para a identificagao de
populac6es base para estudos de pré-melhoramento e a conservacgao in situ e
ex situ da espécie de estudo, presente em remanescentes de Floresta Atlantica
no Estado do Espirito Santo;

e Avaliar o potencial das populacdes estudadas para serem utilizadas como fonte

de sementes para a producdo de mudas com alta variabilidade genética.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Areade Estudo

As coletas foram autorizadas pela licenga Instituto Chico Mendes (ICMBIO).
Foram coletadas folhas saudaveis da espécie Paratecoma peroba no periodo de

agosto de 2020 a janeiro de 2021.

Foi feito um estudo prévio para a escolha das areas, onde o critério para a
selecdo era a ocorréncia da espécie em estudo. Dessa forma, foram utilizados estudos
ja realizados nas areas, bem como planilhas de coordenadas de arvores ja marcadas

disponibilizadas por servidores das areas selecionadas.

Todas as popula¢Bes estudadas estdo presentes no sul do estado do Espirito

Santo (Figura 4). As populacdes selecionadas totalizaram trés (Tabela 1).

Tabela 1. Populacbes de Paratecoma peroba (Record) Kuhim. selecionadas no sul do estado do
Espirito Santo

Populacéo Localizacéo Individuos
1 Polo de Educacional Ambiental (PEAMA), Rive, Alegre, ES 1-64
Floresta Nacional de Pacotuba (FLONA), Pacotuba,
2 65 - 96

Cachoeiro de Itapemirim, ES
3 Instituto Federal do Espirito Santo, Rive, Alegre, ES 97 - 116
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Figura 4. Mapa de localizacdo dos pontos de coletas, indicando as trés populaces de Paratecoma
peroba (Record) Kuhlm. no sul do estado do Espirito Santo
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4.2. Amostragem e Coleta do Material Vegetal

Os individuos de P. peroba foram coletados nas trés areas indicadas na Figura
5. Antes da coleta do material vegetal, os seguintes dados dendométricos foram
analisados: DAP (diametro na altura do peito), analise da posicao do fuste, vigor, tipo
de paisagem, presenca/auséncia de frutos e de flores. Todas essas informacgdes

foram registradas em campo e posteriormente organizadas em planilha do Excel.

O método utilizado para encontrar os individuos baseou-se em busca ativa e
procura visual, com o auxilio de um GPS Garmin GPSMAP 62sc portétil. Os individuos

foram georreferenciados, e marcados com fita zebrada, sem prejudicar o tronco.
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Figura 5.
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Individuos de Paratecoma peroba (Record) Kuhlm. marcados nas trés populacdes. A:
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Para coleta do material vegetal, foi utilizado um estilingue, retirando-se no
maximo cinco foliolos, de preferéncia sem danos (mecanicos), e sinais de doencas,
como fungos, por exemplo. As folhas coletadas foram armazenadas em sacos de

papel contendo silica gel, para que o processo de oxidacao fosse retardado.

O material coletado foi transportado para o laboratério de Bioquimica e Biologia
Molecular da UFES campus de Alegre, com posterior armazenamento em um freezer
-30°C em sacos de aluminio, para que fosse realizado em seguida o processo de

extracdo de DNA.

4.3. Extracdo e Quantificacdo de DNA

O DNA gendmico foi extraido utilizando o protocolo Doyle e Doyle (1990), com
modifica¢des propostas pelo Instituto Agrondomico de Campinas (IAC). Foi adicionado
aproximadamente 300 mg de tecido foliar, com auxilio de um gral e pistilo de
porcelana. O tecido foliar foi macerado na presenca de nitrogénio liquido, onde o
conteudo foi transferido para um eppendorf de 2ml, no qual foi adicionado 700ul de
tampao de extracdo (1,4 mM NaCl, 100 mM Tris-HCL, Ph 8; 20 mM EDTA;1%
polivinilpirrolidona (PVP), 2% CTAB. Durante 30 minutos os tubos permaneceram em
banho maria e a cada 10 minutos eram agitados com intuito de homogeneizar a

solucéo.

Apos o resfriamento dos eppendorfs, foi adicionado 650 ul de cloroférmio e
alcool isoamilico 24:1 (v:v) e centrifugados por 1200 rpm durante 10 minutos. Em
seguida, a fase aquosa foi transferida a novos tubos de 2 ml, onde foi adicionado 650
Ml de cloroférmio e &lcool isoamilico 24:1 (viv) e 200 ml de solugcdo tampao e
centrifugados novamente por 1200 rpm durante 10 minutos. O sobrenadante foi
retirado e colocado em um novo eppendorf de 1,5 ml, em seguida foi adicionado
cloroférmio e alcool isoamilico 24:1 (v:v) e centrifugados por 1200 rpm durante 10

minutos.

O DNA foi precipitado com 1 volume de isopropanol gelado e 230 ul de acetato
de amonio. O precipitado foi lavado 3x com etanol 70%, em seguida, apos a retirada
do etanol, o pellet foi seco na temperatura ambiente. Apds esta etapa, o pellet foi
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suspendido com 40 pl de TE com RNAse (40 pg/ml) em banho maria por 30 minutos
a 60°C.

Para avaliar a concentracéo e a pureza do DNA extraido, as amostras foram
quantificadas por espectrofotometria no NanoDrop 2000 ThermoScientific. O
parametro utilizado, foi a relacdo 260/280, que é considerada ideal quando esta dentro

do intervalo de 1,8 a 2,0, indicando que n&o ha contaminacdes (BARBOSA, 1998).

4.4. Selegcédo e amplificagdo dos primers de ISSR

Inicialmente, foi feito um teste com os 43 primers da University of British
Columbia (Tabela 1), onde de todos os iniciadores testados, 10 primers foram
selecionados. O critério de escolha, foi a presenca de grande quantidade de
fragmentos polimérficos e qualidade da amplificacao.

O termociclador utilizado foi o Applied Biosystems com 96 pocos. As reacdes
de amplificag&o via polimerase em cadeia (PCR) foram realizadas com a temperatura
inicial de 94°C durante 5 minutos, seguido por 35 ciclos, de 45 s a 94°C, em seguida
45 s a 52°C, 1m30s a 72°C, por fim sendo a ultima etapa 7m a 72°C. O volume final
das reacdes dentro das placas eram 20ul contendo o mix de PCR: Tampéao (1x), 0,25

Mm de cada Dntp, 0,2 de primer e 1 unidade de Tag DNA polimerase.

Antes de realizar as amplificacbes o DNA, foi padronizado para que todas as
amostras estivessem na mesma concentracdo. As amostras de DNA foram diluidas a
10 ng. As amplificagBes foram observadas em géis de agarose 2% com TBE 1x (10,8
g/L Tris-base; 5,5 g/L Acido Borico; 0,83 g/L EDTA e agua destilada). Os géis foram
expostos a uma voltagem de 100v durante 4 horas e, posteriormente os géis foram
corados com brometo de etidio durante 20 minutos. Apds esse processo para
visualizar as bandas, foi necessario utlizar um fotodocumentador sob luz UV
(ChemiDoc MP Imaging System — Bio Rad), sendo assim foi possivel visualizar a
presenca e auséncia das bandas nos géis de agarose, o peso molecular utilizado para

auxiliar nas visualiza¢cbes dos tamanhos dos fragmentos formados foi Ladder 100pb.
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Tabela 2. Primers ISSR produzidos pela University of British Columbia e suas respectivas sequéncias
testados em amostras de DNA de quatro individuos da espécie Paratecoma peroba (Record) Kuhim.

Primers Sequéncias (5°-3’)

UBC 802 ATA TAT ATATAT ATATG
UBC 807 AGA GAG AGA GAG AGA GT
UBC 808 AGA GAG AGA GAG AGA GC
UBC 809 AGA GAG AGA GAG AGA GG
UBC 810 GAG AGA GAG AGA GAG AT
UBC 811 GAG AGA GAG AGA GAG AC
UBC 812 GAG AGA GAG AGA GAG AA
UBC 813 CTCTCTCTCTCTCTCTT
UBC 814 CTCTCTCTC TCTCTCTA
UBC 815 CTCTCT CTC TCTCTC TG
UBC 816 CAC ACA CAC ACACACAT
UBC 818 CAC ACA CAC ACA CAC AG
UBC 822 TCTCTC TCT CTC TCT CA
UBC 824 TCTCTC TCT CTC TCT CG
UBC 825 ACA CAC ACACACACACT
UBC 827 ACA CAC ACA CAC ACA CG
UBC 829 TGT GTG TGT GTG TGT GC
UBC 833 ATATAT ATATAT ATATYG
UBC 834 AGA GAG AGA GAG AGA GYT
UBC 836 AGA GAG AGA GAG AGA GYA
UBC 840 GAG AGA GAG AGA GAG AYT
UBC 842 GAG AGA GAG AGA GAG AYG
UBC 849 GTG TGT GTG TGT GTG TYATCC A
UBC 852 TCT CTC TCT CTC TCT CRA
UBC 855 ACA CAC ACA CAC ACACYT
UBC 856 ACA CAC ACA CAC ACA CYA
UBC 861 ACC ACC ACC ACC ACC ACC
UBC 862 AGC AGC AGC AGC AGC AGC
UBC 864 ATG ATG ATG ATG ATG ATG
UBC 865 CCG CCG CCG CCG CCG CCG
UBC 866 CTC CTC CTC CTC CTC CTC
UBC 867 GGC GGC GGC GGC GGC GGC
UBC 868 GAA GAA GAA GAA GAA GAA
UBC 870 TGC TGC TGC TGC TGC TGC
UBC 874 CCCTCCCTCCCTCCCT
UBC 876 GAT AGA TAG ACAGAC A
UBC 877 TGC ATG CAT GCATGC A
UBC 878 GGATGG ATG GATGGAT
UBC 880 GGA GAG GAG AGG AGA
UBC 884 HBH AGA GAG AGA GAG AG
UBC 886 VDV CTC TCTCTC TCTCT
UBC 887 DVD TCT CTC TCT CTC TC
UBC 891 HVH TGT GTG TGT GTG TG

* A= Adenina; T = Timina; C = Citosina; G = Guanina; H=(A, TouC); R=(AouG); V=(A,Cou

G)eY=(CouT).
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4 5. Analises Estatisticas

Foi feita a andlise visual das bandas nos geéis de agarose, na qual a leitura
possibilitou a confeccdo de uma matriz binaria, onde a presenca da banda atribuia-se
o valor 1 e a auséncia o valor 0. As bandas que estavam presentes para os 116
individuos foram consideradas monomorficas, enquanto as bandas que ocupavam
locais diferentes foram consideradas polimorficas. Com os dados obtidos pela matriz
de codificagdo, foi possivel realizar uma analise descritiva envolvendo o nimero total
de bandas (NTB), numero de bandas polimérficas (NBP), porcentagem de bandas
polimorficas (PBP) por primer e a faixa de variacdo de tamanho dos locos em pares
de bases (TPB).

O conteudo de informacéao polimoérfica (PIC) sera calculado para discriminar o
poder do marcador em detectar polimorfismos entre os individuos, conforme proposto
por Roldan-Ruiz et al. (2000), tendo como indicadores a auséncia e a presenca de

bandas:
PICi = 2fi (1 - fi)
Em que: PICi = O conteudo de informacéo polimorfica do marcador i;
fi= A frequéncia dos fragmentos presentes na amostra;
1 — fi = A frequéncia dos fragmentos ausentes.

Com o auxilio do software POPGENE (YEH; BOYLE, 1999), foram calculados
o indice de Shannon (1), indice de diversidade de Nei (H’), assim como os outros
parametros de diversidade genética: numero de alelos observados (Na), nimero de
alelos efetivos (Ne) e o fluxo génico (Nm). A matriz de similaridade foi gerada de
acordo com o coeficiente de Jaccard, a partir dela foi possivel construir o dendrograma
pelo método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) pelo
software GENES.

A fim de verificar a qualidade do agrupamento, foi determinado o coeficiente de
correlacdo cofenético (CCC), utilizando o software STRUTURE 2.3 (PRITCHARD et
al., 2000). A estrutura populacional foi avaliada por abordagem bayesiana a partir de

simulagdes Monte Carlo via Cadeias de Markov e (MCMC). Com o programa GENES,
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foi possivel realizar a AMOVA para avaliar a distribuicdo da diversidade entre e dentro

das populagbes, e o valor de JST das populagdes estudadas.

5. RESULTADOS

5.1. Selec¢ao dos Primers ISSR

Dos 43 primers ISSR utilizados nos testes, apenas 10 foram selecionados por
apresentarem fragmentos visiveis, com alta intensidade e nitidos para visualizacao,
(Figura 6), gerando um total de 112 bandas, sendo 101 polimorficas, proporcionando
90,17% de polimorfismo. A quantidade de bandas por primer variou de 5 a 15 bandas
com média de 11,4. Todos os primers apresentaram alto polimorfismo variando de
77,7% a 100%, indicando diversidade genética elevada nos individuos estudados nas

populacoes.

O perfil de amplificagdo para o marcador UBC 807 com 30 amostras pode ser
observado na Tabela 2. O valor do contetudo de informacéo polimorfica (PIC) variou
entre 0,25 (UBC 812) e 0,36 (UBC 836 e UBC 868) com média total igual a 0,30.
Alguns primers apresentaram os maiores valores de PIC (UBC 811, UBC 836 e UBC
868) e em outros menores valores foram encontrados (UBC 815 e UBC 812).

Tabela 3. Andlise descritiva dos primers selecionados para Paratecoma peroba (Record) Kuhim.
numero total de bandas (NTB), nimero de bandas polimérficas (NBP), porcentagem de bandas
polimérficas (PBP) por primer, faixa de variagdo de tamanho dos locos em pares de bases (TPB) e
conteudo da informacéo de polimorfismo (PIC)

Primer NTB NBP PBP (%) TPB (méx-min.) PIC
UBC 807 14 13 92,8 980-200 0,314305
UBC 810 5 4 80 2080-400 0,337796
UBC 811 9 7 77,7 2080-400 0,362787
UBC 812 13 12 92,3 2080-310 0,266218
UBC 815 8 8 100 1600-550 0,251804
UBC 827 12 11 91,6 2080-480 0,315181
UBC 836 14 12 85,7 1200-320 0,360214
UBC 845 15 14 93,3 2080-320 0,297068
UBC 868 12 11 91,6 1080-480 0,363347
UBC 880 10 9 90 1700-300 0,283789

TOTAL 112 101 89,5 - 0,30925345
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Figura 6. Fotografia de gel de agarose 2% mostrando o perfil de fragmentos formado pelo primer UBC 807 (1-30) para a espécie Paratecoma peroba (Record)
Kuhlm. (Ladder 100pb)
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5.2 Estrutura e Diversidade Genética das Populacdes

A matriz de dissimilaridade obtida para os 116 individuos por meio da
complementaridade do coeficiente de Jaccard baseado nos marcadores ISSR,
resultou em 13.456 indices de dissimilaridade, com média de 0,31 (Tabela 3). O
coeficiente de Jaccard mede o grau de dissimilaridade entre dois conjuntos, e quando
a analise é feita avaliando o grau de semelhanca genética entre populacdes ou

individuos, € possivel encontrar dados importantes em relacao a estrutura genética.

O par 4 x 66, individuos referentes a populacéo 1 e 2, respectivamente, obteve
a maior distancia genética (d= 0,8), enquanto o par 73 x 74, individuos da populacao
2, obteve o menor valor (d= 0,14035). Os individuos que possuem menores distancias
pertencem ao mesmo agrupamento, enquanto o par de individuos que apresentam
maior distancia sdo de agrupamentos diferentes. Na Tabela 3 estdo apresentados os

30 individuos que apresentaram maiores e menores distancias.

As similaridades genéticas encontradas variaram de 0,34 a 0,24, sendo o
menor valor encontrado para a populacdo 3 e a populagcdo que apresentou menor

divergéncia foi a populagéo 2 (Tabela 3).

Tabela 4. Pares de genoétipos que possuem valores extremos em maior e menor dissimilaridade (d)
baseado na complementariedade do coeficiente de Jaccard, calculados a partir de 10 marcadores ISSR
em 116 individuos de Paratecoma peroba (Record) Kuhim. Populagdo 1= individuos de 1 a 64;
Populagdo 2= individuos de 65 a 96; Populacao 3= individuos de 97 a 116.

(Continua)
Ordem Maior disténcia Menor distancia
Individuos Populagfes d Individuos Populagbes d
1 4 x 66 1x2 0,80000 73x74 2x2 0,14035
2 69 x 110 2x3 0,79688 112 x 113 3x3 0,15152
3 69 x 107 2x3 0,78333 26 x 27 1x1 0,15789
4 4 x 65 1x2 0,77941 101 x 102 3x3 0,15789
5 4x72 1x2 0,76812 101 x 104 3x3 0,15789
6 4 x 67 1x2 0,76271 23 x24 1x1 0,16364
7 4 x 86 1x2 0,76119 101 x 114 3x3 0,17241
8 6 x 69 1x2 0,75806 111x 112 3x3 0,17391
9 69 x 108 2x3 0,75806 102 x 104 3x3 0,17460
10 15x 69 1x2 0,75758 103 x 104 3x3 0,17460
11 4 x 68 1x2 0,75472 18 x 19 1x1 0,17808
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Tabela 4. Pares de genoétipos que possuem valores extremos em maior e menor dissimilaridade (d)
baseado na complementariedade do coeficiente de Jaccard, calculados a partir de 10 marcadores ISSR
em 116 individuos de Paratecoma peroba (Record) Kuhim. Populagdo 1= individuos de 1 a 64;
Populagdo 2= individuos de 65 a 96; Populagao 3= individuos de 97 a 116.

(Concluséao)

Maior distancia

Menor distancia

Ordem
Individuos Populagbes d Individuos Populagdes d
12 14 x 69 1x2 0,75439 102 x 103 3x3 0,18750
13 69 x 93 2x3 0,75439 101 x 103 3x3 0,18966
14 4x 110 1x3 0,75342 106 x 107 3x3 0,18966
15 69 x 98 2x3 0,75000 107 x 108 3x3 0,19048
16 4x 69 1x2 0,75000 101 x 105 3x3 0,19298
17 4 x 90 1x3 0,74627 73 x76 2x2 0,19643
18 11 x 69 1x2 0,74627 112 x 114 3x3 0,19697
19 69 x 111 2x3 0,74627 74 x76 2x2 0,20000
20 2Xx69 1x2 0,74603 97 x 101 3x3 0,20000
21 7 X 69 1x2 0,74603 106 x 109 3x3 0,20690
22 4 x 107 1x3 0,74286 13 x 17 1x1 0,20968
23 18 x 69 1x2 0,74286 29 x30 1x1 0,21429
24 58 x 69 1x2 0,74242 101 x 112 3x3 0,21667
25 69 x 106 2x3 0,74074 23 x29 1x1 0,21739
26 4x34 1x1 0,73770 31x32 1x1 0,21739
27 69 x 109 2x3 0,73684 101 x 108 3x3 0,22034
28 69 x 87 2x2 0,73684 108 x 113 3x3 0,22059
29 4x70 1x2 0,73684 23 x30 1x1 0,22222
30 4 x 87 1x2 0,73529 111 x 113 3x3 0,22222

As distancias foram agrupadas pelo metodo UPGMA, plotando um dendograma

(Figura 7). Através do método Mojema (K= 3), foi possivel estimar o ponto de corte de

43,76, onde procedeu-se a divisdo de 13 grupos. Por meio do coeficiente de

correlacao cofenética (CCC) foi possivel verificar a consisténcia dos agrupamentos, o
valor obtido foi de 77% (CCC=0,77).
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Figura 7. Dendograma da dissimilaridade genética dos 116 individuos de Paratecoma peroba (Record)
Kuhlm. utilizando o método UPGMA
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No agrupamento formado com todas as populacdes, alguns individuos ficaram
agrupados fora da sua populacéo original. E possivel observar na Figura 7 a formac&o
de populagbes que compartilham informacdes genéticas, porém sem um agrupamento
nitido. A populacéo 2 apresentou um agrupamento mais nitido, com a maioria dos
individuos agrupados juntos. Todas as populacdes apresentaram individuos dispersos
em outras populacoes, diferentes das populacdes de origem. Pequenos grupos
isolados foram formados com poucos individuos, sendo os individuos 4, 69 e 91 os
mais divergentes, referentes as populacoes 1, 2 e 2, respectivamente.

Para a andlise da estrutura das populacdes, utilizou-se o software
STRUCTURE 2.3.4, e em todas as amostras a abordagem bayesiana foi aplicada a
fim de avaliar o niumero significativo de grupos genéticos provaveis. O nimero de K
definido foi igual a 3 (K=3) (Figura 8).

Figura 8. Melhor valor de delta K obtido pelo software STRUCTURE
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As populacbes 1 e 2 compartilham mais informacdes genéticas entre si. A

populacao 3 apresentou pouca similaridade com outros grupos (Figura 9).

Figura 9. Representagéo gréfica obtida pela andlise no software STRUCTURE, no qual cada grupo é
representado por uma cor.

Populagao 01 (PEAMA) Polulagéio 02 (FLONA)  Populagdo 03 (IFES)

Os parametros de diversidade para a espécie P. peroba estéo representados
na Tabela 4. Os dados foram aferidos utilizando o software POPGENE 32. As analises
foram feitas utilizando o total de individuos das populacdes e em individualidade para

cada populacdo amostrada.

Conforme os dados da Tabela 4, o niumero de alelos observados (Na) variou
entre 1,65 a 1,94. Para o numero de alelos efetivos (Ne), o valor variou de 1,39 a 1,47.
A partir de 101 locos, foi possivel obter a diversidade genética das populacdes
estudadas. Para o indice de Shannon (I), o menor valor encontrado (1=0,33) foi para
a populacdo 3 e o maior valor (I= 0,43) foi para a populagéo 1. A diversidade genética
de Nei (H’) variou de 0,2272 a 0,2791, onde a populagéo 3 apresentou 0 menor valor

(H’=0,2272), enquanto a populacdo 1 apresentou o maior valor (H’= 0,2791).

O fluxo génico estimado para o conjunto das populagbes estudadas foi alto
(Nm=7,0114).

De acordo com os resultados obtidos pela AMOVA, apresentados na Tabela 5,
a maior parte da diversidade genética observada esta dentro das populacdes
(79,23%). O valor JST estimado foi de 0,20 indicando uma estrutura genética
moderada entre as populacdes, estando proximo ao valor estimado por Nybom (2004),
(ST =0,35 + 0,25).
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Tabela 5. Estimativa da diversidade genética das populacbes estudadas de Paratecoma peroba
(Record) Kuhim.

POPULACOES N Na Ne H’ I
01- PEAMA 64 1,9406 1,4494 0,2791 0,4329
02- FLONA 32 1,8416 1,4743 0,2749 0,4136
03- IFES 20 1,6535 1,3988 0,2272 0,3361
Todas as populacdes 116 1,9901 1,4933 0,3053 0,4716

N= Numero de individuos; Na= NUumero de alelos observados; Ne= Numero de alelos efetivos; H'=

Diversidade genética de Nei; |: indice de Shannon

Tabela 6. Andlise da variancia molecular (AMOVA) para as trés populagfes de Paratecoma peroba
(Record) Kuhlm.

FV GL QM SQ %
Entre 2 129,85 259,70 20,76
Dentro 113 13,02 1472,29 79,23
Total 115 15,06 1732,0
asT 0,20

GL: Grau de liberdade; QM: Quadrado médio; SQ: Soma dos quadrados.

6. DISCUSSAO

Segundo Wolfe (2005), o numero de primers mais utilizado em estudos com o
marcador ISSR é de 3-10, neste estudo foram selecionados 10 primers, por
apresentarem alto polimorfismo e boa visualizacdo. Em trabalhos com outras
espécies, como Moringa oleifera Lam., Moringa peregrina (Forssk.) Fiori e Asimina
triloba (L.) Dunal, foram utlizados 10 primers e ambos obtiveram resultados
satisfatorios em relagdo as andlises de diversidade genética das populacdes

estudadas (POMPER et al. 2003; HASSANEIN; AL-SOGEER, 2018).

Diversos estudos de diversidade genética utilizando o marcador ISSR,
obtiveram desempenho satisfatorio, com quantidade de bandas polimérficas
adequadas para as analises. No estudo de Silva et al. (2014), foram utilizados 12
primers no estudo da diversidade e estrutura genética de jenipapo (Genipa americana
L.) onde 123 fragmentos polimorficos foram visualizados. Em Lorenzoni et al. (2014),
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foram observadas 118 bandas polimoérficas em 13 primers utilizados na avaliacdo da

diversidade genética de 16 acessos de biribazeiro (Rollinia mucosa [Jacq.] Baill).

Em ambos os estudos de Silva et al. (2014) e Lorenzoni et al. (2014), a
quantidade de primers selecionados foram eficientes para aferir a diversidade e
estrutura genética das espécies estudadas. No presente estudo, a quantidade de
bandas polimorficas se mostrou suficientes para avaliar os critérios de diversidade e
estrutura genética de P. peroba, sendo observados 101 locos para 10 primers
utilizados, onde os valores para cada primer variaram de 77,7% a 92,8% com média
de 89,5% de polimorfismo. O alto nivel de polimorfismo encontrado indica que os
primers foram satisfatérios para a estimar a relagdo genética entre os individuos das

populacdes estudadas.

O alto polimorfismo também foi encontrado em outros estudos de diversidade
genética em populacbes naturais de plantas onde o marcador molecular ISSR foi
utilizado (WOLFE et al., 1998; VIEIRA et al., 2018).

Os valores de PIC representam a capacidade de um marcador detectar a
variabilidade entre os individuos nas populacdes, valores maiores sd8o mais
adequados na deteccdo de variabilidade do que valores menores (PRECZENHAK,
2013, p. 21). Valores para o marcador ISSR que se aproximam de 0,25 a 0,50 séo

considerados mediamente informativos (DUARTE, 2015).

Neste estudo, os primers utilizados apresentaram performance mediana,
variando de 0,26 a 0,36. Marcadores que apresentam o PIC elevado séo eficientes
para estudos de variabilidade genética, indicando a existéncia de uma variabilidade
entre os individuos e contribuindo para a diferenciacdo dos gendétipos
(PRECZENHAK, 2013, p. 21). Alguns marcadores (UBC 811, UBC 836 e UBC 868)
apresentaram os maiores valores de PIC, sendo recomendados para o uso de analise

de diversidade genética para a espécie P. peroba.

O valor da estimativa do fluxo génico (Nm) determina se a deriva genética entre
os locais é suficiente para produzir variabilidade genética, se o valor for maior que 1,0
significa que o fluxo génico entre as populacdes € forte o suficiente para evitar a
diferenciacdo pela deriva genética (SLATKIN; BARTON, 1989). Um intenso fluxo

génico foi verificado entre as populagées 1 e 2 (Nm= 7.0114). O fluxo génico € um
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importante evento onde o movimento dos genes entre as populacdes limita a
divergéncia genética por homogeneizar os conjuntos génicos, evitando a especiacao
e aumentando a variabilidade genética (RAPOSO, 2007).

O valor encontrado pode corresponder a um fluxo génico historico, pois
possivelmente antes dos processos de fragmentacdes, as populacdes constituiam
uma grande populagdo. Apesar da distancia entre as populagbes amostradas, existe
um fluxo génico entre elas, ou ja existiu, sendo um resultado de um fluxo génico
recente ou antigo entre as populagdes. O menor valor de estimativa do fluxo génico
(Nm) encontrado foi entre as populacdes 2 e 3 (Nm=2.8729) e populacdes 1 e 3 (Nm=
2.9894). Sendo maior que 1,0 o valor de estimativa do fluxo génico (Nm) encontrado
é suficiente para evitar a diferenciacéo entre as populagbes amostradas.

Os valores de dissimilaridade genética podem avaliar a distancia e a
proximidade dos 116 individuos amostrados, dados que sédo de extrema importancia
para o entendimento da estrutura dentro e entre as populac¢des. De acordo com 0s
valores de dissimilaridades calculados entre as populacées, conforme o complemento
do indice de Jaccard, 0s acessos que apresentaram menor proximidade foram os 4 e
66 (8%), populacdes 1 e 2, respectivamente, jA 0s acessos com maior similaridade
foram 73 e 74 (14%), referentes a populagao 2.

Os acessos gue obtiveram os menores valores de dissimilaridade encontrados
foram dentro da populacdo 3, acessos 2 e 3 (47%), assim como 0s mais divergentes
16 e 17 (15%) pertencem ao mesmo ponto de coleta. A similaridade entre os
individuos foi pouco influenciada pela distancia, possivelmente devido ao tamanho do
fragmento, pelo pequeno numero de gendtipos fundadores e/ou pela proximidade
fisica entre os individuos. Para os individuos serem utilizados como matrizes de coleta
de sementes, o ideal € coletar sementes de arvores que sdo geneticamente mais

distantes, permitindo a producéo de progénies geneticamente variaveis.

No dendrograma, € possivel observar a formacdo de 13 grupos. No
agrupamento alguns individuos foram agrupados fora de sua populagéo original, onde
€ perceptivel a existéncia de populagdo, porém sem um agrupamento claro, com
individuos compartilhando informacdes genéticas entre as populagdes. A maioria dos

individuos da populacdo 2 permaneceram agrupados em sua populacao original,
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observando a homogeneidade, mesmo que as caracteristicas estejam sendo

compartilhadas entre todas as populacdes.

Quanto mais o valor de similaridade calculado se aproxima de 1,0, indica que
as populacdes sdo geneticamente semelhantes. A populacdo 3 apresentou 0 menor
valor entre as populacdes estudadas (0,24), enquanto a populacédo 2 apresentou o
maior valor. As populagbes 1 e 2 sdo mais similares, mesmo apresentando uma
distancia geografica consideravel. Para a selecdo de é&rvores para a coleta de
sementes € necessario que os individuos apresentem uma menor similaridade entre

eles.

Um grande agrupamento foi realizando com as populacdes 1 e 2 e outros
pequenos foram formados com todas as populacfes, individuos de populacdes
diferentes se alocaram em outras populacfes. O grafico de barras plotado pelo
software STRUCTURE com o método UPGMA, foi verificado que individuos
compartilham informacdes genéticas de outras populacbes. A populacdo 1 e 2
compartilham mais informacfes genéticas, quando comparadas com a populacéo 3.
Possivelmente, isso pode estar relacionado a um fato histérico, onde antes de ocorrer
as fragmentagbes das florestas, os individuos ocupavam uma mesma floresta

continua.

O valor do coeficiente de correlacdo cofenético (CCC) para a o resumo do
conjunto de dados analisados foi de 0,77 neste estudo. De acordo com Tomaz et al.
(2020), o valor do coeficiente de correlagdo cofenético quando esta acima de 0,7

indica que o método de agrupamento utilizado para realizar as analises foi adequado.

O estresse pode ser classificado em 5 niveis (40%, 20%, 10%, 5% e 0%)
insatisfatorio, regular, bom, excelente e perfeito (KRUSKAL, 1964). O valor de
estresse foi considerado regular (12%) para o coeficiente avaliado, sugerindo que o

meétodo utilizado para projecdo da matriz de similaridade foi adequado.

O numero de alelos observados (Na) e niumero de alelos efetivos (Ne) séo
parametros genéticos utilizados como ferramentas para a caracterizacdo da
diversidade genética encontrada entre ou dentro das populacdes e, neste estudo, 0s
resultados obtidos variaram de 1,65 a 1,94. Os valores encontrados neste estudo
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foram semelhantes aos mencionados na literatura para outras espécies arbéreas
(FERNANDES, 2008).

O valor do indice de Shannon (I) pode variar de 0 — 1, sendo o valor 1 0 maximo
de diversidade genética que uma populacédo pode atingir, quanto mais proximo de 0
menos diversidade a populacio possui (SANCHEZ, 2008). Neste estudo, o valor do
indice de Shannon (I') variou entre 0,33 (populagéo 3) a 0,43 (populacéo 1). Valores
semelhantes foram encontrados para a espécie Eremanthus erythropappus (DC.)
MacLeish, o popular cambara (H’=0,38 a 0,48) no estudo de Abjaud et al. (2006).

O valor encontrado do indice de diversidade genética de Nei para a populacdo
3 foi considerado baixo (H’=0,22). Esse valor pode estar relacionado a um possivel
plantio dos individuos presentes na area, provenientes de matrizes que nao
apresentam uma variabilidade maior. Além desse fator, o valor encontrado pode estar
relacionado a fragmentacdo da &area onde a populacdo esta inserida. Valores
semelhantes podem ser observados em Costa et al. (2015), onde uma populacéao de
mangaba (Hancornia speciosa Gomes), o valor do indice de Shannon foi igual a 0,18,

indicando baixa diversidade dentro da populacgéo.

Considerando o valor total do indice de Nei e do indice de Shannon para as
populacdes estudadas, pode se afirmar que a diversidade genética encontrada esta
adequada. Porém, a partir da comparacao dos dois parametros de diversidade de Nei,
€ possivel perceber que a populacdo 3 apresenta valores menores de diversidade
guando comparada com as populacdes do 1 e 2, possivelmente esse resultado pode
estar relacionado ao tamanho amostral utilizado neste trabalho. Para as populacdes
1 e 2, o numero de individuos amostrados foi maior que 30 individuos, ja para a

populacdo 3, o numero foi menor que 30 individuos.

Esses resultados podem ser observados em outros estudos com o marcador
dominante ISSR para espécies arbdéreas. Em Yu et al. (2011), foi encontrada alta
diversidade genética para a espécie Magnolia officinalis Rehder & Wilson, sendo
0,342 para o indice de diversidade de Nei e 0,496 para o indice de Shannon. O mesmo
foi encontrado para a espécie Stylosanthes scabra VVog., sendo 0,445 para o indice de
Shannon, com 60% de diversidade genética entre as popula¢des naturais da espécie

(COSTA et al., 2018). Da mesma forma, foi encontrado para a espécie Enterolobium
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contortisiliquum, o valor de 0,384 para o indice de Shannon e 0,280 para indice de Nei
(MOREIRA et al., 2015).

Neste estudo a diversidade genética caracterizada dentro da populacéo 3 foi
considerada baixa, quando comparada com as outras populacdes (1 e 2). A hipétese
gue mais se adequa € que a populacdo 3 estudada possui individuos plantados.
Valores semelhantes foram encontrados em Ballesta et al. (2015), onde a analise da
diversidade genética da espécie Eucalyptus cladocalyx F. Muell., foi considerada

baixa (H'=0,113 a 0,268), sendo os individuos plantados.

7. CONCLUSAO

e O (DAP) e altura total (Ht) mostraram-se parametros dendométricos adequados
para a escolha de individuos a serem coletados o material vegetal;

e O marcador ISSR utilizado se mostrou eficiente para o estudo de diversidade
genética para a espécie Paratecoma peroba,;

e Os dados encontrados para a populacdo 3 indicam que possivelmente 0s
individuos presentes no local sdo plantados, oriundos de mudas com
diversidade genética baixa e similaridade baixa entre os individuos, ndo sendo
indicados para a selecéo de arvores matrizes;

e As trés populagbes apresentaram estruturacao populacional moderada;

e As populacdes 1 e 2 sédo areas indicadas para selecdo de arvores matrizes e
posterior coleta de sementes para a producdo de mudas, sendo constatada
variabilidade genética adequada entre e dentro dessas populacoes;

e Estudos futuros envolvendo uma maior amostragem poderiam elucidar melhor

a diversidade genética da populagéo 3.
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APENDICE A. Caracterizag&o dos 116 individuos selecionados de Paratecoma peroba (Record) Kuhim.
para coleta de material vegetal e analise molecular. DAP: Diametro a altura do peito; Ht: Altura Total;

Coord: Coordenadas; Alt.: altura; C. luminosidade: Condicdo de Luminosidade.

(Continua)

Ne DAP Ht Coord. Alt. C. Vigor Flores Frutos
Individuo (cm) (m) (m) luminosidade

1 34 12,5 24K0243311 150 Interior da Saudavel Auséncia  Auséncia
7701970 floresta

2 45,25 30 24K0242849 211 Interior da Saudavel Auséncia  Auséncia
7701940 floresta

3 26 20 24K0242816 230 Interior da Saudavel Auséncia  Auséncia
7701968 floresta

4 32 30 24K0243030 169 Interior da Saudavel Auséncia  Auséncia
7701840 floresta

5 35 18 24K0242990 171 Interior da Saudavel Auséncia  Auséncia
7701828 floresta

6 47,5 20 24k0242860 205 Interior da Saudavel Auséncia  Auséncia
7701789 floresta

7 47 23 24k0242906 221 Interior da Saudavel Auséncia  Auséncia
7701785 floresta

8 30,5 25 24k0242908 227 Interior da Saudavel Auséncia  Auséncia
7701760 floresta

9 16 15 24k0242902 231 Interior da Saudavel Auséncia  Auséncia
7701755 floresta

10 49 20 24K0243081 189 Interior da Saudavel Auséncia  Auséncia
7701734 floresta

11 50 22 24K0243051 199 Interior da Saudavel Auséncia  Auséncia
7701750 floresta

12 16 14 24K0243031 196 Interior da Saudavel Auséncia  Auséncia
7701750 floresta

13 3,75 6 24K0243052 216 Interior da Saudavel Auséncia Auséncia
7701677 floresta

14 16 10 24K0243051 215 Interior da Saudavel Auséncia  Auséncia
7701676 floresta

15 5,48 3 24K0243054 215 Interior da Saudavel Auséncia Auséncia
7701680 floresta

16 15 12 24K0243047 219 Interior da Saudavel Auséncia  Auséncia
7701680 floresta

17 26 14 24K0243059 224 Interior da Saudavel Auséncia  Auséncia
7701681 floresta

18 10 6,5 24K0243066 226 Interior da Saudavel Auséncia Auséncia
7701675 floresta

19 47 28 24K0242787 225 Interior da Saudavel Auséncia  Auséncia
7701903 floresta
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APENDICE A. Caracterizag&o dos 116 individuos selecionados de Paratecoma peroba (Record) Kuhim.
para coleta de material vegetal e analise molecular. DAP: Diametro a altura do peito; Ht: Altura Total;
Coord: Coordenadas; Alt.: altura; C. luminosidade: Condi¢éo de Luminosidade.

(Continuacao)

Ne DAP Ht Coord. Alt. C. Vigor Flores Frutos
Individuo iy (m) (m)  luminosidade

20 59 32 24K0242738 238 Interior da Saudavel Auséncia Auséncia
7701934 floresta

21 63 36 24K0242706 251 Clareira Saudavel Presenca Auséncia
7701969

22 44 39 24K0242739 243 Interior da Saudavel Auséncia Auséncia
7701977 floresta

23 60 32 24K0242772 257 Interior da Saudavel Auséncia Auséncia
2701993 floresta

24 49 28 24K0242765 258 Interior da Saudavel Auséncia Auséncia
7701990 floresta

25 11 7 24K0242356 409 Borda Saudavel Auséncia Auséncia
7701815

26 10 7 24K0242355 410 Borda Saudavel Auséncia Auséncia
7701814

27 6 7 24K0242354 410 Borda Saudavel Auséncia Auséncia
7701810

28 2,5 2 24K0242366 411 Borda Saudavel Auséncia Auséncia
7701818

29 9 7 24K0242355 410 Borda Saudavel Auséncia Auséncia
7701813

30 4,5 3,5 24K0242364 410 Borda Saudavel Auséncia Auséncia
7701821

31 4 4 24K0242360 410 Borda Saudavel Auséncia Auséncia
7701813

32 7 4 24K0242362 410 Borda Saudavel Auséncia Auséncia
7701818

33 3 2 24K0242361 415 Borda Saudavel Auséncia Auséncia
7701812

34 5 4 24K0242361 414 Borda Saudavel Auséncia Auséncia
7701811

35 8 7 24K0242361 414 Borda Saudavel Auséncia Auséncia
7701813

36 3 3 24K0242361 414 Borda Saudavel Auséncia Auséncia
7701818

37 4.5 3 24K0242364 415 Borda Saudavel Auséncia Auséncia
7701814

38 5 3,5 24K0242362 411 Borda Saudavel Auséncia Auséncia
7701820

39 5 2 24K0242365 411 Borda Saudavel Auséncia Auséncia
7701820

40 2 2 24K0242367 412 Borda Saudavel Auséncia Auséncia
7701821

41 3,5 3 24K0242371 412 Borda Saudavel Auséncia Auséncia
7701823

42 7 5 24K0242369 412 Borda Saudavel Auséncia Auséncia
7701814
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(Continuacao)

Ne DAP Ht Coord. Alt. C. Vigor Flores Frutos
Individuo .y (m) (m)  luminosidade

43 2 8 24K024373 415 Borda Saudavel Auséncia Auséncia
7701817

44 2 2 24K0242371 418 Borda Saudavel Auséncia Auséncia
7701816

45 1 1,5 24K0242368 416 Borda Saudavel Auséncia Auséncia
7701815

46 3 4,5 24K0242371 416 Borda Saudavel Auséncia Auséncia
7701810

47 2,25 3 24K0242375 415 Borda Saudavel Auséncia Auséncia
7701812

48 6 8 24K0242369 415 Borda Saudavel Auséncia Auséncia
7701810

49 5 55 24K0242368 414 Borda Saudavel Auséncia Auséncia
7701809

50 2,66 3 24K0242373 414 Borda Saudavel Auséncia Auséncia
7701809

51 4 5 24K0242360 414 Borda Saudavel Auséncia Auséncia
7701812

52 4 4 24K0242356 413 Borda Saudavel Auséncia Auséncia
7701809

53 4 2,5 24K0242364 414 Borda Saudavel Auséncia Auséncia
7701810

54 3 4 24K0242365 418 Borda Saudavel Auséncia Auséncia
7701812

55 8 7 24K0242363 413 Borda Saudavel Auséncia Auséncia
7701813

56 3 3 24K0242364 415 Borda Saudavel Auséncia Auséncia
7701808

57 20 25 24K0242776 241 Borda Saudavel Auséncia Auséncia
7701850

58 26 35 24K0242684 255 Borda Saudavel Auséncia Auséncia
7701845

59 25 21 24K0242678 263 Borda Saudavel Auséncia Auséncia
7701844

60 38 54 24K0242697 258 Borda Saudavel Presenca Auséncia
7701881

61 38 55,5 24K0242747 248 Borda Saudavel Presenca Auséncia
7701819

62 8 7,5 24K0243025 226 Interior da Saudavel Auséncia Auséncia
7702122 floresta

63 4 3,5 24K0243010 232 Clareira Saudavel Auséncia Auséncia
7702121

64 30 30 24K0243012 240 Interior da Saudavel Auséncia Auséncia
7702109 floresta
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Coord: Coordenadas; Alt.: altura; C. luminosidade: Condi¢éo de Luminosidade.

(Continuacao)

Ne DAP Ht Coord. Alt. C. Vigor Flores Frutos
Individuo 1y (m) (m)  luminosidade

65 40 75 24K0263223 77 Borda Saudavel Auséncia Auséncia
7704963

66 30 39 24K0263218 92 Borda Saudavel Auséncia Auséncia
7704979

67 42 96 24K0261252 95 Borda Saudavel Presenca Auséncia
7704400

68 52,5 40 24K0261272 100 Borda Saudavel Auséncia Auséncia
7704394

69 30 40 24K0261267 95 Borda Saudavel Auséncia Auséncia
7704405

70 32 80,5 24K0261212 92 Borda Saudavel Auséncia Auséncia
7704432

71 3 4.5 24K0261211 102 Borda Saudavel Auséncia Auséncia
7704420

72 30 78 24K0261333 119 Borda Saudavel Presenca Auséncia
7704562

73 32 30 24K0261337 123 Interior da Saudavel Auséncia Auséncia
7704534 floresta

74 34 44 24K026341 116 Interior da Saudavel Auséncia Auséncia
7704531 floresta

75 34 39 24K0261343 117 Interior da Saudavel Auséncia Auséncia
7704532 floresta

76 42 73,5 24K0261341 104 Clareira Saudavel Presenca Auséncia
7704503

77 32 32 24K0261339 108 Clareira Saudavel Auséncia Auséncia
7704509

78 1,5 2 24K0261307 106 Interior da Saudavel Auséncia Auséncia
7704551 floresta

79 28 52 24K0261330 105 Clareira Saudavel Auséncia Auséncia
7704517

80 30 59 24K0261210 119 Clareira Saudavel Auséncia Auséncia
7704439

81 32 90 24K0261089 129 Clareira Saudavel Auséncia Auséncia
7704386

82 32 43 24K0260891 103 Interior da Saudavel Auséncia Auséncia
7704473 floresta

83 30 55 24K0260885 103 Interior da Saudavel Auséncia Auséncia
7704469 floresta

84 30 35 24K0260879 90 Interior da Saudavel Auséncia Auséncia
7704459 floresta

85 32 82 24K0261555 109 Borda Saudavel Auséncia Auséncia
7704702

86 34 51 24K0261467 109 Clareira Saudavel Auséncia Auséncia
7704698

87 40 88 24K0260955 91 Borda Saudavel Auséncia Auséncia
7705070
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(Continuacao)

Ne DAP Ht Coord. Alt. C. Vigor Flores Frutos
Individuo  (cm) (m) (m) luminosidade
88 38 95 24K0260643 96 Pasto Saudavel Auséncia Auséncia
7705107
89 35 99 24K0260891 81 Interior da Saudavel Auséncia Auséncia
7704432 floresta
90 25 24,5 24K0260849 95 Interior da Saudavel Auséncia Auséncia
7704370 floresta
91 40 59 24K0260816 95 Interior da Saudavel Auséncia Auséncia
7704307 floresta
92 20 28 24K0262204 89 Interior da Saudavel Auséncia Auséncia
7704424 floresta
93 32 43 24K0262191 920 Interior da Saudavel Auséncia Auséncia
7704449 floresta
95 25 35 24K0262230 101 Clareira Saudavel Auséncia Auséncia
7704425
96 20 34 24K0361916 98 Borda Saudavel Auséncia Auséncia
7703389
97 20 39 24K0244446 152 Clareira Saudavel Auséncia Auséncia
7703127
98 30 72,5 24K0244450 151 Clareira Saudavel Auséncia Auséncia
7703131
99 21 20 24K0244441 153 Clareira Saudavel Auséncia Auséncia
7703130
100 26 55 24K0244449 154 Clareira Saudavel Auséncia Auséncia
7703135
101 30 45 24K0244439 146 Clareira Saudavel Auséncia Auséncia
7703128
102 30 50 24K0244429 146 Clareira Saudavel Auséncia Auséncia
7703132
103 25 29 24K0244434 148 Clareira Saudavel Auséncia Auséncia
7703131
104 23 18 24K0244432 143 Clareira Saudavel Auséncia Auséncia
7703122
105 27 24 24K0244424 143 Clareira Saudavel Auséncia Auséncia
7703109
106 20 28 24K0244424 139 Clareira Saudavel Auséncia Auséncia
7703111
107 18 20 24K0244425 140 Borda Saudavel Auséncia Auséncia
7703180
108 26 20 24K0244426 141 Borda Saudavel Auséncia Auséncia
7703111
109 30 36 24K0244433 138 Borda Saudavel Auséncia Auséncia
7703103
110 20 24 24K0244439 143 Borda Saudavel Auséncia Auséncia
7703102
111 29 25 24K0244441 140 Borda Saudavel Auséncia Auséncia
7703092
112 18 19 24K0244441 142 Borda Saudavel Auséncia Auséncia
7703099
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APENDICE A. Caracterizag&o dos 116 individuos selecionados de Paratecoma peroba (Record) Kuhim.
para coleta de material vegetal e analise molecular. DAP: Diametro a altura do peito; Ht: Altura Total;
Coord: Coordenadas; Alt.: altura; C. luminosidade: Condi¢éo de Luminosidade.

(Concluséo)

Ne DAP Ht Coord. Alt. C. Vigor Flores Frutos
Individuo 1y (m) (m)  luminosidade
113 23 24 24K0244435 139 Borda Saudavel Auséncia Auséncia
7703101
114 22 38 24K0244422 143 Borda Saudavel Auséncia Auséncia
7703117
115 28 32 24K0244421 143 Borda Saudavel Auséncia Auséncia
7703119
116 24 35 24K0244424 145 Borda Saudavel Auséncia Auséncia
7703119
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