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‘RESUMO
A Araucaria aizg1:sti}‘olia, comumente denominada de pinheiro brasileiro, ¢ a espécie
predominante da Floresta Ombféﬁla Mista, sendo a Gnica espécie do seu género com
ocorréncia natural no Brasil. Originalmente, a regido coberta com o pinheiro brasileiro
alcan¢ava cerca de 20 milhdes de hectares no Sul e Sudeste. Destes, 31% em Santa
Catarina (SC), dos quais restam alguns relictos remanescentes com uma area de
aproximadamente 3% da area original, devido a exploragdo desenfreada da madéira, 0 que
levou a espécie a uma condigdo vulneravel. Com o objeti\}o de conhecer a variabilidade
genética presente em diferentes populagdes naturais que ocorrem em SC utilizou-se a
técnica dé PCR-RFLP para acessar os polimorfismos em regides néo codificadoras de DNA
de cloroplastos, com o uso de iniciadores especificos, digestdo dos produtos amplificados
com enzimas de restri¢do e separagdo em géis de agarose e poliacrilamida. O uso de seis
pares de iniciadorés e trés endonucleases, possibilitou a identificagdo e caracterizagdo de 12
haplotipos: diferéntes entre as 141 plantas coletadas em oito populagdes de ocorréncia -
natural no Estado de Santa Catarina e Parana. A diversidade total, hr, foi de 0,612 ¢ a
diferenciagdo entre os haplotipos das populagdes, Gsr, foi de 0,28. Apenas duas populagdes
apresentaram os mesmos haplotipos (Ra'ncho' Alegre e Amola Faca) e as outras se
: distinguirani umas das outras por apresentarem haplétipos especificos, que foram em
namero de oito. A Analise de Variancia Molecular (AMOVA) confirmou que a méior parte
da variagdo esta distribuida dentro dés pdpulacées (dsc = 0,153), porém, uma signiﬁcvativa
-diferencia¢do entre as populagdes existe (¢psr = 0,113). Contudo, a mesma analise fevelou
que ngenhuma estrutura regional da diversidade, exemplo: basebada em proximidade'

geografica, foi demonstrada quando as populagdes foram agrupadas em seis grupos

regionais.

Palavras chaves : Polimorfismos / regides nio codificadoras / DNA de cloroplasto / A.

angustifolia



Araucaria angﬁstifolia, commonly calied pinheiro brasileiro or araucaria, is an dominant
species in the Mixed Evergreen Forest, being the single species from the Araucaria genus
of natural occurrence in the South of Brazil. Originally, this species covered over 20
million hectares, mostly in the three very south states. From that, 31% were located in
Sﬁnta Catarina (SC), from which, it remains no more than 3% due to the uncontrolled
extraction across years. This fact led the species to a vulnerable status. With thg objective
of to characterize the genetic variation currently expressed by different 'populations,
naturally occurring in SC and Parana, it was used the PCR-RFLP téchnique in order to
access the existing polymorphism in the non coding chloroplast regions, by using of
-specific primers, followed by restriction digestion with endonucleases of the PCR products
and the resolution through agarose and polyacrilamide gel electrophoresis. The six pair of
-primers and four endonucleases provided the identiﬁcation and characterization of 12
different haplotypes among the 141 adult plants tested, sampled in eight populations. Thé
total diversity, hr was 0.612 and the differentiation among haplotypes between populations,
measured by Gst was 0.28. Only two populations shared the same set of haplofypes and all
_others were bdistinguished from each others by their specific set of haplotybés. While the
haplotype 12 was the only shared by all populations, a total of eight haplotypes out of 12
were specific td a particular population. The Analysis of Molecular Variance (AMOVA)
reinforced that the majority of the genetic variation was distributed within populations (dsc
=0.153). However, a significant differentiation between population (¢sy = 0.113) do exist.
The AMOVA revealed the absence of a significative specific genétié-stmcture (ex:
structure baSed on geographic proximity) when populations were grouped in six different

groups.

Key Words: polymorphisms /non-coding regions / chloroplast



INTRODUCAO

Araucaria angustifolia

A Araucaria angustifolia, comumente denominada de pinheiro brasileiro, ou
simplesmente araucéria, ¢ a espécie predorﬁinante da Floresta Ombroéfila Mista do Planalto
Meridional Brasileiro, dominio da Mata Atléntica. Também conhecida pelos norhes comuns
de pinheiro-do-Parani, pinheifo brasileir(;, araucaria ou simplesmente pinheiro, sendo a
Unica espécie de seu género de ocorréncia natural no Brasil (CARVALHO, 1994;
MATTOS, 1994).. | |

No Brasil sua area original era de cerca del 200.000 krvn2 (SEITZ,_' 1986), de formato
irregular, ocorrendo principalmente nos Estados do Parana (40% de sua superficie), Santa
Catarina (31%) e Rio Grande do Sul (25%) e como manchas esparsas no sul de S#o Paulo
(3.%), internando-se até o sul de Minas Gerais ¢ Rio de Janeiro (1%) (CARVALHO, 1994;
MATTOS, 1994). | -

As arvores de araucéria apresentam-sé com 10 a 35 metros de altura ¢ 50 a 120
centimetros de | didmetro, troncos ' retos, quase cilindricos e raramente ramificados
(CARVALHO, 1994). Casca grossa e res_inbsa, ramificagdo racemosa em verticilos quase
horizontais que se ramificam em abundantes ramos secundérios constituindd as grimpas é
se adensam para o apice do caule, formando cbpa tipica em forma de candc_:labro, "umbrela"
ou corimbo nas arvores adultas (REITZ et al., 1978). As florestas de 4. angustifolia
fornecem madeira de alta qualidade para construgdes em geral, fabricaqﬁd de moveis,
laminados, polpa e outros usos (SHIMIZU e OLiVEIRA, 1981; CARVALHO, 1994). Sua
madeira contém 58,3 % de celulose e 28,5 % de lignina, produzindo assim papel de alta

- qualidade. A resina exsudada principalmente da casca, serve pafa a fabricagio de vernizes,
terebentina, acetona e outros produtos quimicos. E, finalmente, o pinhdo é muito apreciado
na alimentagio humana, de animais dorr{éstico_:c, e da fauna silvestre. J

A ‘Devido as suas excelentes qualidades, a exploragdo da madeira que se intensificou
a partir de 1934, além da expansdo das areas agricofas, fez com que as reservas de A.
angustifolia fossem quase extintas. Em Santa Cat'arinla,vatualmenté, restam alguns relictos
remanescentes com uma area de aproximadamente 3% da éarea original (GUERRA et al.,
1999). |



As redugdes nas popula¢des naturais resultam na perda da diversidade genética, seja
pela> deriva genética e ou pelo aumento da homozigose nos locos génicos através do
acasalamento entre parentes (endogamta), induzida por causas naturais e ou por causas

relacionadas a0 mau uso dos ecossistemas naturais. Isto causa nas populagdes uma
| diminuigio da capacidade de resposta adaptativa as pressdes da selegdo natural e também
uma depressdo, mesmo em espécies com processos de reprodugio auto-fecundantes de
ocorréncia natural podendo levar as espécies-a extingdo (TRAVIS et al., 1996).

O tamanho diminuto da maioria dos fragmentds bem como o decréscimo
acentuado de fluxo géhico gerado pela fragmentagdo, se constituem em fatores
perturbadores da estrutura genética e evolugfo da espécie. Tais fatos aliado a exploragéo
sdo numa ameaga a sua sobrevivéncia, estando a mesma classificada na categoria de
vulneravel de acordo com os critérios da Conservation International (IUCN) (GUERRA et
al,, 1999). ’

Desta forma, o maior desafio para a biologia conservacionista € a co'nservaqﬁo daé
esp‘éciesv através da manuteng@o dos niveis naturais de diversidade genética (TRAVIS et al.,
1996). Uma melhor compreensﬁo dos processos genéticos envolvidos nas popula¢des das
diversas espec1es ¢ realmente um passo critico e importante para a conserva(;ao € uso
sustentavel dos ecossistemas naturals (SZMIDT e WANG, 1994). |

o reﬂorestamento com A. angustifolia f01 realizado primeiramente por um nimero.
reduzido de empresas particulares, assim como pelo Governo Federal. Cerca de 90.000 ha
foram plantados até 1979, declinando drasticamente até uma taxa inferior a 300 ha por ano,
no inicio da década de 80. Isso aconteceu porque a araucaria ¢ exigente em solos férteis e
" tem crescimento lento, produzindo sementes apenas apos 15 - 20 anos de idade, e mesmo
depois de adulta seu ciclo de desenvolvimento é lento cdmparativamente a outras espécies
arbodreas perenes (SHIMIZU e OLIVEIRA, 1981). Este pensamento que predominou até os.
anos 80, é atualmente questionado, uma vez que, reflorestamentos no Parana e ‘na
Argentina, tem demonstrado crescimentos acima da expectativa em algumas areas (Roberto
Pedrobom, co‘municég:ﬁo pessoal). Na verdade pouco se conhece sobre a performance desta
espécie em diferentes condigGes ambientais, uma vez que poucos estudos foram feitos.

Devido a produgio limitada de sementes, valor econdmico e social inegaveis da 4.

angustifolia, é de grande importancia a utilizag3o de técnicas aplicadas de caracterizagio da



diversidade genética dentro da espécie para uso em projetos de consefvag:ﬁo. Estudos
empregando técnicas moleculares nas populagdes de espécies naturais podem auxiliar na
obtengdo de informagdes valiosas a respeito da organizagdo da variabilidade genética
existente, bem como dos fatores que afetam a natureza e a magnitude desta diversidade
para que, desta forma, os projetos de conservagdo e uso sustentavel dos ecossistemas

florestais tenham éxito (SZMIDT, 1991; POWELL et al., 1995).

Marcadores Moleculares

Diferentes tipos de marcadores moleculares tém sido desenvolvidos e aplicados para
" descrever e medir a variabilidade genética éxistcnte em varias espécies de plantas. |
Em muitas espécies os niveis de diversidade genética sdo reduzidos e o
desenvolvimento de técnicas que possibilitem a quantiﬁcég:ﬁo dos mesmos é muito
importante, tanto para os fins de conservagdo de espécies como em projetos de
melhoramento. |
Recentemente, com o advento da Reag:ﬁb da Polimerase em Cadeia (PCR) (SAIKI et al.,
1988), novos tipos de marcadores moleculares no nivel do DNA tém sido desenvolvidos -
(POWELL, 1995). Os marcadores molecularés baseados na reagdo de PCR apresentam a
vantagem de ,requererém baixas quantidédes de DNA que ndo necessita ser altamente
purificado, sdo técnicas simples e relativamente répid_vas. Pela rapidez e conveniéncia os
marcadores moleculares baseadoé em'bl')CR permitem a analise de grande quantidade de
individuos quandd comparada com outras técnicas e muitas das metodologias utilizadas ja
estdo com protocolos amplamente testados e desenvolvidos para muitas espécies.
Marcadores moleculares no nivel do DNA de organelas, como os cioroplastos eas
mitocondrias, tém sido utilizados em estudos da diversidade genética em um graﬁde
nimero de espécies, tais como a andlise de restrigdo € mais recentemente, com a técnica de
PCR-RFLP. Esta técnica consiste da digestdo dos produtos. da PCR por enzimas de
restri¢do de corte freqﬁenté, originando perﬁs eletroforéticos varidveis para individuos de
populagdes diferentes quando os genomas citoplasméticos apresentam polimorfismos
(PALMER, 1985, 1987; WANG e SZMIDT, 1993; KORMUTAK et al., 1993; BYRNE e
MORAN, 1994; SZMIDT et al., 1996; KRUPKIN et .al., 1996; GUO et al.,, 1996;
"CLAYTON, 1996; LEVY et al., 1996; PARDUCCI e SZMIDT, 1999).



Genoma de Cloroplastos em Coniferas

O genoma de cloroplastos, principalmente, em relagéo a outros genomas eucariontes
apresenta um modelo evolutivo Unico e conservativo, o que o torna uma ferramenta util
para pfopostas ﬁlogenéticas; levando-se em consideragdo as variagdes intraespecificas,
estudos de fluxo génico (PALMER,_ 1985, 1987; HARRIS e 1NGRAM, 1991;
McCAULEY, 1994; LATTA et al., 1998;) e estudos de diferenciagdo populacional dentro
de espécies (PALMER, 1987; HARRIS e INGRAM, 1991; TABERLET et al.," 1991;
SZMIDT ¢ WANG, 1993; PETIT et al., 1993; KORMUTAK et al., 1993; WANG e
SZMIDT, 1993; TSUMURA et él., 1994; BERGQVIST et al., 1995; VICARIO et al,,
1995; ZUNK et al., 1996; KRUPKIN, et al., 1996; SZMIDT et al., 1996; OROZCO-
CASTILHO et al., 1996; PARDUCCI e SZMIDT, 1999).

- Estes genomas sdo moléculas circulares e ‘apresentam pouca i_/ariagzﬁo de tamanho
(120 - 217Kb) e muita desta vdriaqz’io estd associada com uma grande duplicagdo invertida
que ¢ caracteristica de todos DNAs de cloroplastos, com excegdo de um grupo de
leguminosas (PALMER, 1985 ¢ 1987). v |

SZMIDT (1991) e WAGNER et al. (1989) - sugeriram que o genoma dos
cldroplastos em coniferés apresenta céracteristicas tinicas quando comparado ao de outras
plantas, pois ndo hé a ocorréncia de estruturas repetidas invertidas, é herdado paternalmente
em varias espécies (NEALE et ai., 1989; DONG e WAGNER_, 1994, OWENS, 1990,
1991), carrega uma duplicagdo do gene' psbA, o arranjo geral dos genes ¢ diferente do
encontrado em outras espécies € que uma ampla extensio taxondmica das coniferas nio
apresenta um dos elementos repétidOs ipvertidbs (LIDHOLM et al., 1988; RAUBESON e
JANSEN, 1992; HIPKINS et al., 1994). '

Mudangas na complexidade de regi(‘)es existentes no genoma sdo originadas por
mutagdes de tamanho extremamente curtas, que representam adi¢Ges ou dele¢es de novas
seqiiéncias (PALMER, 1985 e 1987; CLEGG, 1993, 1994). Cinco géheros diferentes de
coniferas foram analisados por hibridiza¢do molecular utilizando a técnica descrita por
Southern (1975) e todas as espécies dentro dos cinco géneros analisados mostraram que os-

genes 16S e 23S ndo sdo duplicados. Esta conclusio surgiu quando os fragmentos obtidos



de uma regido isolada de DNA de cloroplasto contendo o gene 16S, foram ;clonados e
seqiienciados (LIDHOLM et al., 1988; RAUBESON e JANSEN, 1992).

A taxa de substituigio de nucleotideos é baixa e sua taxa de evolugdo estrutural é
semelhante a0 DNA mitocondrial de animais e difere drasticamente da taxa de rearranjos
de DNA mitocondrial de plantas (WOLFE, 1987; CLEGG, 1993, 1994). Assim, sua baixa
taxa de rearraﬁjos internos permite uma comparagdo dos genomas de cloroplastos por
métodos simples como RFLP sem uso de southern blot (PALMER, 1987) e também por
PCR-RFLP (WANG e SZMIDT, 1994, DEMESURE et al.,, 1994; McCAULEY, 1994;
DUMOLIN-LAPEGUE et al., 1995; VICARIO et al, .1995; ZIEGENHANGEN et al.,
1995; DEMESURE et al., 1996; ZIEGENHANGEN et al., 1996; DUMOLIN-LAPEGUE et
al., 1997; BUCCI et al., 1998; LATTA et al., 1998; PARDUCCI elSZMIDT, 1999).

Na técnica de PCR-RFLP, a reaic;ﬁo de ampliﬁcac;ﬁo utiliza iniciadores especificos
para regides conservadas do DNA de cloroplastos que sdo flanqueadoras de regides
variaveis, gerando produtos que posteriormente sdo clivados por enzimas de restrigdo que
podem gerar diferehc;as nos perfis de restrigdo, geralmente, com enzimas de restrigdo de
corte-freqiiente (TABERLET- et al., 1991). Tais difereng:as reveladas por esta técnica sio
do t1po inser¢des e ou delegdes e ganhos ou perdas de sitios de restrigdes, devido a
mutag:oes de ponto.

Uma hipétese aceita até bem pouco tempo admitia que, devido a baixa taxa total de
alteragbes no DNA dos cloroplastos, principalmente no nivel de seqiiéncias de
nucleotideos, fazia deste genoma uma ferramenta valiosa para estudos em nivel de espécie
e acima, mas pouco valioso em relagdo ao nivel populacional. Contudo, recentemente,
WANG e SZMIDT (1994j encontraram niveis de polimorfismo nos genomas de
cloroplastos nas populagdes de Picea densata mais elevados do qué o nivel de
pohmorﬁsmo isoenzimatico, poss1b111tando a diferenciagdo das mesmas. Contudo, os
mesmos autores nio encontraram nenhuma diferenciagio e pollmorﬁsmos em populac;oes
de P. tabulaeformzs P. yunnanensis e P."massoniana. |

. Outros exemplos, seriam os resultados obtidos com populagdes de Eucalyptus
“nitens, por BYRNE ¢ MORAN (1994), -'onde. os autores sugeriram uma alta taxa de
diferenciagdo entre popula¢6es e regides, provavelmente, devido a disjungdo das

populagdes, efeitos de deriva genética e efeitos de isolamento. PARDUCCI ¢ SZMIDT



(1999) analisando, através das técnicas de PCR-RFLP, algumas espécies do género Abies
(da familia das Pinaceas) encontraram variagGes intra e interspecificas em dez diferentes
regides do gehoma,’ codificadoras e ndo codificadoras, em todas as espécies testadas.
HOOGLANDER e colaboradores (1993) também encontraram variagdes de sitios de
restriio, que originaram pequenas friutag:ﬁes de peso intraspecificas no genoma de
cloroplastos de espécies de Plantago spp., que discriminaram subespécies de P. major (ssp.
major ¢ ssp. pleiosperma). Os autores utilizaram estas variagdes para sugerirem que na
Dinamarca ocorreu uma introgressédo de genes, via cloroplastos, da subéspécie pleiosperma
para a subespécie major e encontraram variagdes entre e déntro de . populagdes de P.
lanceolata e P. media.

Devido a sua herénc;é paternal; ¢ wtil na determinagdo de efeitos reciprocos,
linhagens patriarcais ¢ sistemas de cruzamento sexual, especialmente nas coniferas
(SZMIDT, 1991; ZIEGENHANGEN et al., 1995). Além do seu uso em estudos de fluxo
génico (McCAULEY, 1994; LATTA etal., 1998).

Recentemente, grande atenqﬁb tém sido dada para as variag3es intraespecificas do
- DNA dos cloroplastos, tanto em angiospermas, berh COmo em gimnospermas, no caso
coniferas (ALI et al., 1991; WAGNER et al., 1992; DONG et al., 1993; HONG et al., 1993; -
TSUMURA et al, 1994; BOSCHERINI et al, 1994; VICARIO et al, 1995;
ZIEGENHAGEN et al., 1995; CATO e RICHARDSON, 1996; LATTA e MITTON, 1997,
ECHT et al., 1998; BUCCI et al., 1998; VENDRAMIN et al., '19.98, 1999; PARDUCCI e
- SZMIDT, 1999;). Estes polimorfismos intraespecificos podem se.tornar uma ferramenta
metodolégiczil util para investigaéée‘s genéficas e eéolégicas nas espécies florestais.
(WAGNER, 1992; ZIEGENHAGEN et al., 1995), pois estes polimorfismos podem auxiliar
no estudo do fluxo génico parental (heranga uniparental) entre as populagdes
(McCAULEY, 1994; LATTA et al., 1998), em t6picos evolutivos relacionados com a
histéria da espécie, tais como migragdes glaciais e -pés-glaciais (PETIT et al.,, 1993;
ZIEGENHAGEN et al., 1995; VENDRAMIN, 1998, 1999).

Anadlise da diversidade genética

A andlise da diversidade genética de populagdes naturais com base em variagdes

nos genomas de organelas, como cloroplastos e mitocondrias, requer a estimativa de indices



especificos, uma vez que os genomas organelares ndo tém cromossomos homologos (neste
caso seriam hapléides) e ndo sofrem recombina¢io. Uma das metodologias que vem sendo
empregada na analise da diversidadé de populagdes subdivididas, no conceito de Nei,
baseia-se na estimativa de indices de diversidade hr, hs € Gst, a parfir de variagdes que
ocorrem em 'cloroplastos (PONS e PETIT, 1995). Para a estimativa de tais indices, os
autores desenvolveram o programa HAPLODIV. | |

Além destes, éom haplétiplos de cloroplastos é possivel estimar tanto o indice

padrdo de diversidade genética como o.indice molecular. O indice padrio de diversidade,
| que neste caso & equivalente a heterozigosidade esperada (H; NEI, 1987) para dados
diploides, € definida como a probabilidade de dois haplétipos casualmente escolhidos
serem diferentes dentro da amostragem (SCHNEIDEFR et al., 1997). O indice molecular, -
denominado de nimero médio de diferengas entre pares de haplotipos dentro da amostra
(m), tem como base o nimero de mutagdes ocorridas desde a divergéncia dos haplétipos e a.

freqii€ncia dos mesmés na popula¢do (TAJIMA, 1993). |

Uma segunda - abordagem, desenhada para estudar a estrutura genética de
populagdes, bastante utilizada em coniferas, ¢ a Andlise Molecular da Varidncia
(AMOVA: EXCOFFIER et al., 1992). Este método analitico tem o formato de uma analise
de varidncia que possibilita estimar o grau da subdivisdo genética intraespecifica.

Ségundo os autores, a AMOVA, que é uma extensdo dos trabalhos de Cockerham e
outros, e utiliza-se do fato de que uma soma dos quadrados convencional pode ser escrita
éomo a soma dos quadrados das diferengas entre todos os pares de observagdes. Este
modelo emprega os componentes de diversidade dentro de populagdes, entre populagdes
dentro de grupos, e entre grupos, de modo hierarquizado, diretamente da matriz dos
quadrados das distincias entre os pares de hapldtipos. Esta andlise estima a correlagdo
alélica entre demes, lavando em conta o numero de mutagdes entre os hapl()tiplos
moleculares. O método de analise permite que diferentes suposi¢des possam ser impostas
ao processo de diferenciagdo entre os haplétipos, de maneira que possém ser traduzidas em
diferentes matrizes de distancia, as quais. ndo requerem nenhuma mudanga nas estruturas
das andlises subsequentes. Quando todas as distincias entre os haplétipos sdo

presumivelmente iguais, a AMOVA ¢ equivalente a uma anélise de varidncia multi-alélica



(multivariada). Alternativamente, pode-se utilizar a média do nimero dos diferentes sitios
de restrigdo como uma medida de distdncia entre os haplétipos.

A estrutura da andlise é semelhante as estatisticas F de WRIGHT (1965), mas
permite o uso para analise de genomas hapldides, o que possibilifa 0 seu emprego para
analise de um arranjo de medidas de correlagdes haplotipicas, chamadas de estatisticas ¢
(EXCOFFIER et al., 1992), onde ¢st € a correlagio dos haplétipos casuais dentro das
populagdes, relativos aos pares casuais dos pares de haplétipos retirados de dentro da
espécie como um todo. ¢cr € a correlagdo dos haplétipos casuais dentro de um grupo de’
populagdes em relagdo aos pares casuais de haplétipos retirados de uma espécie e dscéa
correlagdo da diversidade vmolecular dos haplétipos casuais dentro 'daé popula¢des em
relagfio aos pares casuais de pares de haplétipos retirados de uma regio..

AS limitagées impostas pelas pre‘ssuposic;f‘)esv das estatisticas ¢ sdo as mesmas que
aquelas para as estatisticas F, uma vez que tais 'pressuposic;c")es (amostragem casual para
criar as subdivisdes a cada nivel, deriva e auséncia de fluxo génico) dificilmente sdo

satisfeitas nas populagdes naturais.

JUSTIFICATIVA

‘A Floresta Ombroﬁla Mista (Floresta de Araucarlas ou Floresta de Coniferas
: Sazonal Subtropical) € um dos blomas mais importantes do Sul do Brasil. Com o
crescimento populacional, demanda por terras para a agricultura, além da extensiva
{extrac;ﬁo da madeira de araucaria, a floresta foi extensivamente derrubada e atualmente,
restam apenas 1 % da éarea original, 0 que a remete para a categorla de vulneravel
(GUERRA et al., 1999). '

Durante o processo de explorégﬁo, a floresta que era continua foi fragmentada e as
popula¢Ges remanescentes estdo iéoladas em ilhas, processo que provavelmente levou a
eroséio genética da espécie. Por esta causa, o conhecimento da diversidade genética e sua
distribui¢do dentro das populagbes, podera ser util na defini¢do de estratégias de

conservagdo da espécie e do bioma.



Contudo, esta espécie apresenta potencial econdmico que ainda nfo foi
adequadamente explorado. Trata-se da produgdo de madeira, pinhdo e sua fungfio
ecoldgica. No primeiro caso, poucos estudos foram feitos. Num deles,. a produgdo de
madeira foi igual a de pinus (Roberto Pedrobom, comunicagfio pessoal). No caso da
produgdo de pinhdes, ainda nédo € conhecido nem a quantidade; nem a rentabilidade da
'atividade, embora, milhares de familias no sul do Brasil, se dedicam a esta atividade. Por
{iltimo, esta espécie desempenha uma fungio ecoldgica, que ainda ndo foi profundamente

estudada.
OBJETIVOS

Objetivos Gerais do Projeto:

Caracterizar a variabilidade gehética em regides ndo codificadoras dos genomas de
cloroplyasto de A. angustifolia em populagdes naturais do Estado de Santa Catarina, |
utilizando a reagdo de PCR Seguida por RFLP. Com este estudo, espera-se conhecer melhor
a diversidade destaﬂespécie, 0 que podera ser util na'deﬁnigﬁo de estratégias de conservagio
e melhoramento genético no futuro, que visam o aproveitamento do potencial desta espécie

acima mencionado. : e

Objetivos Especificos do Projeto:

1) Verificar a utilidade dos marcadores moleculares - no nivel organelar para
utilizég:ﬁo em estudos da caracterizagdo genética das populagdes naturais de A. angustifolia;
2) Verificar a existéncia de clorop'lastos nos megagametéﬁtos e embrides nos
pinhdes de A. angustifolia. |
3) Estimar indices de diversidade entre e dentro de populagdes naturais de A.

angustifolia.

MATERIAL E METODOS



AMOSTRAS v
Os tecidos foliares de individuos adultos de oito populagdes naturais (n = 12-20) de
A. angustifolid no Estado de Santa Catarina foram coletédos nas areas denominadas: Parque
Municipal de Lages (PML / n = 12), Floresta Nacional de Trés Barras (FTB / n = 20),
Fazenda Rancho Alegre - Lages (FRA / n = 16), EPAGRI - Cagador (ECA / n = 18),
Fazenda Guamirim Gateado (FGG / n =.'1 8), R_éserva do Caraguaté - Antonio Carlos (RAC
/n=18), Fazénda Amola Faca - Lages (FAF / n = 19) e de individuos da Serra de Curitiba
(CUR/n=20)ecada individuo foi identificado com as iniciais das localidades onde foram
cbletados vadicion_adas de um ntimero que representa a ordem de coleta dos individuos nas
populagdes dentro das localidades.
As amostras foram transportadas ao Laboratério de Fisiologia do Desenvolvimento
e Genética Vegetal (LFDGV)-CCA/UFSC, das quais foi extraido o DNA total, de écordo
com FERREIRA e GRA’ITAPAGLIA (1995), onde 300 mg dos tecidos foliares foram
macerados, em tubos eppendorff, em presenga de nitrogénio liquido, sendo em seguida,
misturados por vortex-a 700 pl de tampdo de extragdo (2% dé CTAB, 1,4 M de NaCl, 20
mM de EDTA, 100 mM de Tris pH 8, 0,2% de 2 B-mecaptoetanol e 1% de
Polivinilpirrolidona). Os' tubos contendo a mistura do material celular e solucdo de extra¢50
foi déixada em banho-maria 65°C, para lise celular e extragdo do DNA, em torno de 2
- horas e durante este processo a mistura foi agitada a cada 15 minutos.
| ~ Em seguida os tubos foram retirados do banho-maria e deixados esfriar até
temperatura ambiente € entdo, foram adicionadds a cada tubo 600 pl da solugdo
cloroférmio - alcool isoamilico 24:1). Os tubos foram agitados durante 5 minutos e
centrifugados, em seguida, por 5 mihutos a 13000 rpm. |
Quatrocentos microlitros (400 pl) da fase aquosa (fase superior) de cada um dos
tubos foi recuperada e colocada em um novo tubo e a esta foram adicionados 2/3 de seu
volume de 4lcool isopropilico gelado (-20°C), a solu¢@o foi misturada lentamente por
inversdo para precipitagdo do DNA e os tubos foram colocados em um freezer (-20°C) por
1 _horé para acelerar a precipifa¢5o dos 4cidos nucléicos. -
Os tubos foram retirados do freezer e centrifugados por 5 minutos a 6000 rpm paia v

formar um precipitado ("pellet"), apds a centrifugagdo o alcool isopropilico foi totalmente



retirado e o precipitado lavado com alcool etilico .70% por 3 minutos. O processo de
lavagem com alcool etilico foi repetido e o precipitado foi déi_xado para secar a temperatura
ambiente na bancada do laboratéﬁo. |

O precipitado foi dissolvido em 400 pl de 4dgua bidestilada autoclavada e apds a
dissolugdo completa do precipitado foram adicionados, a0 mesmo tubo, 400 pl de uma
solug¢do de fenol/cloroférmio (24:1). Em séguida, a solugéo foi centrifugada a 13000 rpm e
350 pl dé fase aquosa (fase superior) foi recuperada e transferida a um novo tubo. A esta V
foram adicionados 2/3 do volume de 4lcool isopropilico gelado, a mistura foi agitada
lentamente por inversdo e colocédé por 1 hora no freezer (-20°C).

Os tubos foram retirados do freezer e centrifugados por 5 minutos a 6000 rpm para
precipitar 0 DNA. Em seguida, o élcool isopropilicos foi descartado e o precipitado foi
lavado duas vezes com dlcool etilico 70%.Ap6s a lavagem com 4lcool etilico, o precipitado
 foi deixado na bancada para chér e ép(’)S seco, foi dissolvido em 200 pl de solugfo de
tampdo TE pH 7.8. | |

'ODNA foi em seguida submetido a uma corrida em gel de agarose 0,8% por 1 hora
”para verificar sua qualidade e para ser quantificado erﬁ comparagdes com diferentes
concentragdes de DNA de fago Lambda conhecidas, geralmente 20, 50, 100 e 250 ng..

‘A quantidade de DNA total obtidé das extragbes dos tecidos foli'ares_ de A.
angustifolid foi sempre em torno de 400 a 600 ng. |

Além dos tecidos foliares, foram extraidos DNAé de megégametéﬁtos e embriées
de pinhas coletadas na regido de Lajes, utilizadas em estudos anteriores em nosso
laboratorio € o método de extra¢do foi o mesmo utilizado nos tecidos foliares. Sendo que as
concentragdes de DNA obtidas foram de 500ng nos tecidos do megagametéfitos e 300 a
600 ng nos tecidos embrionarios. ‘ '

~ Apds a quantificagdo os DNAs foram diluidos em dgua bidestilada até uma
concentragdo de 5 ng por pl e utilizados irhédia’tamente ou guardados em freezer (-20°C)
até uso posterior. | _

| O DNA de uma arvore de Pinus taeda foi extraido e utilizado como controle
positivos nas rea¢des de PCR, quando o par de iniciadorés AF (TABERLET et al.; 1991)

foi utilizado.
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REACOES PCR-RFLP DO GENOMA DE CLOROPLASTOS
Os iniciadores para a Reagéo da Polimerase em Cadeia (PCR) foram desenhados
segundo, TABERLET et al. (1991), DEMSURE et al. (1994) ¢ DUMOLIN-LAPEGUE

(1996) com base nas sequéncias do genoma de cloroplastos do Tabaco, Marcanthia

polimorpha e do arroz, apés alinhamento das seqiiéncias. Os iniciadores foram desenhados
. preferencialmente dentro de regides conservadas dos genes dos RNAs transportadores que
flanqueiam regides ndo codiﬁcadorés, na regifio Copia Unica Grande (Large Single Copy,
LSC), que € caracterizada por uma alta taxa de substituicdes (DEMESURE et al., 1994,
1995). | | | -
As condigdes de reagdo da Reagdo da Polimerase em Cadeia forarﬁ: 1 ciclo de 3
minutos a 94°C para a desnaturagdo do 'DNA,' em seguida 30 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1
minuto com as temperaturas de anelamento variando com os 17 iniciadores utilizados
(Tabela 2), 2 a 4 minutos a 72°C, também dependénte do tamanho do fragmento a ser
amplificado e 10 minutos a 72°C para a finalizagdo das reagdes. As reagdes foram feitas em
um termociclador (MJ, CT, USA), em um vollume' final de reagdo de 50 pl (tampdo 2x
[acompanha enzima], 2 uM de cada iniciador, 4gua bidestilada, 0,5 U Taq polimerase, 5 -
mM de dNTPs e 2 mM de MgCl, e 50 ng de DNA total. _ |
Dez‘micro_litros do produto das reagdes da PCR foram digeridos. por 1 hora e 30
minutos ou por uma noite inteira em estufa, cujas temperaturas variaram de 37 a 62°C,
dependehdo da enzimas de restri¢do utilizada, em um volume final de reag¢do de digestdo de
15 pl, contendo 0,3 pl (5U) de enzimas de restrig:ﬁb, 1,5 pl de tampdo da enzima e agua
bidestilada autoclavada completando o volume final. No presente trabalho foram utilizadas
~ oito enzimas de restrigio em testes prelir'ninareé, a saber: Hinfl, Hindlll, Rsal, Haelll, Tagql,
BamHI, Knpl e EcoR1. Apos a digestédo, a reagdo foi resolvida em um gel ‘d'ev pdliacrilamida
a 8%[agua 26,25 ml, 7,5 ml de acrilamida 40%, 3,75 ml TBE 10x, 180 ul de persulfato de
amodnia 10% e 30 pl de TEMED] em um aparato' vertical de eitroforesg '(BIORAD). As
condig:c“)és das reag¢des de PCR, digestdo ¢ eletroforese dos produtos da PCR foram de 50 V
por 30 minutos, seguidos de 2 a 3 horas a 200 V (DEMESURE et al., 1994).
A coloragdo por nitrato de prata foi feita de acordo com BASSAM et al. (1991),
onde apds a eletroforese, o gel foi colocado por 20 minutos em uma solugio fixadora

contendo 4cido acético a 0,5% e etanol a 10%. Apés fixagdo, o gel foi submetido a uma
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impregnagio com nitrato de prata (0,2 g em 200 ml) por 10 minutos, em seguida o mesmo
~ foi lavado' em agua por 20 segundos e entdo, houve a revelagdo com uma solugio contendo
NaOH (3g/100 ml) e formaldeido (0,6 ml/100 ml). Para interromper o processo de
coloragdo foi utilizada uma solugéo de parada da revelagdo, que ¢ a solugfo fixadora (acido
acético a 0,5% e etanol a 10%), por no minimo 5 minutos. Em seguida, o gel foi

fotografado ou escaneado em um escaner tipo TCE S 510.

ANALISE DOS DADOS

As combinagdes dos polimorfismos encontrados nas diferentes regides ndo
- codificadoras dos cloroplastos e digeridas pbr enzimas de restrigdo foram consideradas
comb diferentes haplotipos. As freqiiéncias dos hapl(’)tipbs em cada populagdo foi estimada
por pi = Xi/n, onde x; € .n |

Os indices de diversidade genética propostos por PONS e PETIT (1995), hs, hr e
Gsr, fofam computados com o programa HAPLODIV (PONS e PETIT, 1995) com os -
indices sendo calculados como: | '

hs = 1 - Zi(pi* + Vi),

sendo V; = Epki2 - piz, _ ,

6nde Pki € freqﬁéncia db haplétipo, pi sua espcran(,:é e V; a variancia;

hr=1-Tple

Gst = ZiVi/hr. |

Equivalente a heterozigosidade esperada emv dipléides, o indice padrﬁo da
diversidade genética H (NEI, 1987) foi estimada, juntarhente com sua variancia V(H), com
auxilio do programa Arlequim, versdo 1.1. (SCHNEIDER etal., 1997) corﬁo: |

H=(@n)- 1I(1-Z5pd), |
onde n € o namero de copias dos genes na amostra (individuos nos dados hapléides), kéo
nimero de haplétipos e p; € a freqiiéncia do haplétipo ith na amostra (SCHNEIDER et al.,
1997). | |

O indice molecular, que representa o niimero médio de diferengas entre todos os

pares de haplétipos na amostra (n; TAJIMA, 1993), foi calculado como:
= Yit* Tj<iPibj i
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onde dij ¢ uma estimativa do nimero de mutagdes tendo ocorrido desde a
divergéncié dos hapl6tipos i e j, k € o niimero de haplétipos € p; ou pj, € a freqiiéncia dos
haplétiposiouj . |

A Anilise de Varidncia Molecular (AMOVA) (EXCOFFIER et al.,, 1992), foi
realizada com auxilio do programa Arlequim, versio 1.1 (SCHNEIDER, 1997) conforme
modelo inserido na Tabela 1. '

Neste caso, os individuos foram arranjados em populagdes e as populagdes
arranjadas dentro de grupos definidos a priori em critérios ndo genéticos, empregando-se o
modelo linear (EXCOFFIER etbal., 1992):

Piig =P + ag + big + Cjig, | ,

onde pjig indexa o cromossomo jth , aqui equivalente ao 1nd1v1duo Jjth (= .Nig)
na populagéo ith (i = 1, ...I;) no grupo gth (g = 1,... G), e p € a esperanga desconhecida de
Pjig- @ média sobre todo o estudo. Os efeitos sdo a para o grupo, b para a populagdo ¢ ¢ para
os individuos dentro das populagdes. Os efeitos sdo assumidos ser aditivos, casuais, ndo

2, 6% € czc_ como componentes de varidncia associados (o

correlacionados e tém o
quadrado dos desvios esperados).
Para cada escolha de parti¢do hierarquica para N individuos dentro dos estratos,

escreve-se; SSD(rorar) = SSD(eNTRE EsTRATOS) SSD(DENTRO DOS ESTRATOS), _de31gnada como
VAMOVA. Pode-se entdo subdividir a soma total dos quadrados dos desvios, SSD(TOTAL), em
componentes para a variagdo dentro das pbpula;:c“)es, na variagdo entre as populagdes dentro
de grupos regionais e na variagio entre os grupos (Tabela 1). Os graus de liberdades
representam a média do tamanho das arhostras para os niveis de hierérquicos particulares,
v permltlndo um numero de amostras desigual. Os componentes de varidncia para cada mvel
hierarquico sdo extraidos pela equagso das médias dos quadrados das suas esperangas.

A estimativa das estatisticas ¢ foi feita com base nas equagdes definidas por
EXCOFFIER et al. (1992): |

e=(1-¢s1) &%,
o’ = (¢st - dcr) o’ €
0% = dc10’,

onde 6% = 6%+ % +0%.
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dst € a correlag@o dos haplétipos casuais dentro das populagdes, relativos aos pares
casuais dos pares de haplétipos retirados de dentro da espécie como um todo. ¢ct € a
‘correlagdo dos hapl6tipos casuais dentro de um grupo de populagdes em relagdo aos pares
casuais de haplétipos retirados de uma espécie e ¢scl ¢ a correlagdo da diversidade
molecular dos haplétipos casuais dentro das populagdes em relagdio aos pares casuais dé
‘pares de haplétipos retirados de uma regido.

Estas estatisticas ¢, podem ser reescritas, segundo EXCOFFIER et al. (1992) como:

dst=(c%+ o’ v)/ &7, |

dcr= o/’ e

dsc=0"v/ (0’ v +0%).

Muita discussdo tem surgidb sobre os métodos utilizados para testar a significAncia
dos componentes de varidncia. O método requerido para as menores suposi¢des € andlise da
distribui¢do nula para cada um dos componentes de varidncia. Sobre a hipotese nula, as
amostras sdo consideradas como retiradas da pdpula’c;ﬁo global, com a variagdo devida a
amostragem casual para 'a construgio das populagdes. Para se obter a distfibuig:ﬁo nula,
cada individuo é alocado de uma populagdo escolhida casualmente, enquanfo o tamanho
esperado das amostras constantes em cada valor. Esta quantidade de permutag¢do casual das
linhas e das colunas correspondentes da matriz de distancia dos quadrados. Os
componentes de varidncia sdo estimados de um grande niimero de matrizes permutadas
(1000). O teste de permutagio ¢ utilizado no programa Arlequim f)ara testaf a distribhigﬁo

‘nula e  a significincia de ¢sf e o’ Dois outros esqliemas de permutagdo sdo uteis, o
: primeiro assume que as regides sdo realmente reais, mas as populagdes dentro delas ndo
sdo, permutando-se individuos dentro de grupos regionais sem considerér a populagdo, um
procedimento usado para obter a distribui¢do nula para ¢gc € c%. O segundo assume que as
populagdes s3o reais € os grupos regionais ndo, permutando-se todas as populagdes dentro
dos grupos, com o tamanho dos grupos variando em cada corrida permutacional.

~ Para a andlise de varidncia molecular (AMOVA) as populagdes foram agrupadas
por localizag@do gebgréﬁca em 6 grupos, grupo 1 populagdo Serra de Curitiba, grupo 2
popula¢do Floresta Nacional de Trés Barfas, grupo 3 ﬁopulacﬁes Fazenda Amola Faca,

Parque Municipal de Lages ¢ Fazenda Rancho Alegre, grupo 4 populagio EPAGRI
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Cagador; grupo 5 Fazenda Guamirim Gateados e grupo 6 populag@o Reserva do Caraguata,
Antdnio Carlos. o

Tabela 1 - Analise da Variincia Molecular hierarquizada (AMOVA) segundo EXCOFFIER
et al. (1992).

Causas da variagdo o GL Quadrados Médios Quadrados Médios
_ Esperados
Entre regides (ER) G-1 QMgr o°c+ n'o’ptn"c’,
Entre populagdes dentro de ZGg -1lg-G QMeppG o’ +n'c?,
| regides (EP/DG) .
Entre individuos dentro de N-3¥% -l QMpe ok
- populagdes (DP) '
Total N-1
. RESULTADOS
AMPLIFICACOES

Nas reagdes de amplificagdo das regides ndo codlﬁcadoras dos cloroplastos de 4.
angusttfolza foram testados dezessete pares de 1mcxadores e somente seis pares originaram
produtos que foram utilizados nos estudos da diversidade genética nas oito- populagdes
amostradas. - _

~ Outro resultado relevante foi obtido com o par de iniciador AF, regido entre os
genes trnT e trnF (TABERLET et al., 1991), que amplificou com sucesso uma regido de-
1500 pb em todas as espécies de coniferas utilizadas em outros estudos (ZIEGENHAGEN
et al., 1995 ¢ 1996; PARDUCCI e ZSMIDT, 1999), mas foi incapaz de apresentar produtos
ap6s amplificagdo por PCR com o DNA de A. angustifolia.

Foraxﬁ amplificados com os seis pares de iniciadores um total de 12 Kb o que
representa apenas 10,2 % do tamanho fotal do genoma de cloroplastos das coniferas,

assumindo-se que este tenha em média 120 Kb (WAKASUGI et al., 1994)..
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-~ As seqiiéncia dos iniciadores utilizados, suas temperaturas de anelamento, o
tamanho dos produtos da reagdo da PCR esperados, com base nas seqiiéncias das espécies
que foram desenhados, ¢ o tamanho do produto obtido em 4 angustifolia sio mostrados na
Tabela 2 e Figura 1. |

Os produtos das reagdes de PCR com os seis iniciadores obtidos com DNA de 4
angustifolia mostraram-se. monomérficos em géis de agarose 1%, para todos os individuos
que apresentaram produtos apds amplificagdo como mostradd na Figura 2.

Os resultados da amplificagdo dos megagametofitos e embrides com o par de
iniciadores CS mostrou a existéncia de genorhas de cloroplastos em ambos tecidos (Figura
3). L _
| Algims dos produtos obtidos com os DNAs de A dngusti/‘"olia nas reagdes de PCR

sdo ligeiramente diferentes em relagéo aos tamanhos esperados dos produtos das espécies
 de onde os iniciadores fofam originados (Tabela 2) e de outros eétudos que utilizaram estes
iniciadores anteriormente (ZIEGENHAGEN et al., 1995, 1996; PARDUCCI e ZSMIDT,
1999; MARCHELLI et al., 1998). Isto sugere ‘a existéncia de algumas diferengas de
- tamanho nas seqiiéncias das 'regiées amplificadas em todas as espécies estudadas. Além
deste fato, os produtos resultantes da reagdo de PCR em A. angustifolia mostraram-se como

bandas
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Figura 1 - Mapa genético do cloroplasto de Tabaco. Sdo destacadas as regides onde sdo

ancorados alguns dos iniciadores das regides néo codificadoras utilizados neste estudo
(SUGIURA, 1992).
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Figura 2 - Resultados das amplificagdes dos DNAs extraidos dos tecidos foliares
de Araucéria angustifolia com o par de iniciadores DT.

Linha 1 = Padrdo de peso molecular Lambda Hind 111 / Hae 111 (1350pb).
Linha 2 a 4 = Individuos da populagio RAC.

Linha 5 a 12 = Individuos da populagdo FTB.

Linha 13 = Individuo da popula¢do PML.

Linhas 14 a 20 = Individuos da populagdo FGG.

Linha 21 a 26 = Individuos da populagdo FRA.

Linha 27 a 33 = Individuos da populagdo CUR.

Linha 34 a 39 = Individuos da populagdo FAF.

Linha 40 = Padrdo de peso molecular Lambda Hind I11 / Hae III (1350pb).
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Figura 3 - Resultado das amplificagdes dos DNAs de embrides e megagametdfitos de
Araucaria angustifolia com o par de iniciadores CS.

Linhas 1 a 10 = Amplificado do DNA extraido dos embrides de Araucaria angustifolia.
Linha 11: Marcador molecular Lambda Hind II1/ Hae III. Est4 indicado

um fragmento de 1530 pb do marcador molecular.

- Linhas 12 a 20 = Amplificado do DNA extraido dos megagametofitos de Araucaria

angustifolia.
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Unicas, ou seja, ndo foram encontrados mais de uma banda nos géis de agarose 1% corados
com brometo de etidio e fotografados em UV. Anteriormente, MARCHELLI et al. (1998),
utilizando os mesmos dezesseis pares de iniciadoreé usados neste trabalhd, com excegdo do
par AF, detectaram para a espécie Nothofagus nervosa, em gel de agarose apds a
amplificagdo, dois ffagmentos para produtos do par de iniciadores QR, e trés fragméntos

para o produtos dos pares de iniciadores K2R e fMA.
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Anilise PCR-RFLP

Apbs reagdo de amplificagio por PCR, os produtosv de 3 individuos de 4 popula(;c”)és
foram submetidos a digéstﬁo por 8 enzimas de restrigdo, Hinfl, Hindlll, Rsal, Haelll, Tagq],
BamHI, Knpl e EcoRl. Este ensaio preliminar foi feito para selecionar as enzimas que
cortassem e que originassem fragmentos polimoérficos entre os individuos e entre as
populagdes, em fungio de perfil de corte. Os resultados deste teste preliminar estdo
sumarizados na Tabela 3, onde sdo mostrados os nimeros de fragmentos gerados pelas
enzimas que cortaram os seis produtos gerados pela PCR com os seis iniciadores € que
foram selecionadas para serem utilizadas para a anélise dos demais individuos amostrados.
Também na Tabéla 3, sdo mostrados os sitios de corte das enzimas de restri¢do, o
" numero de fragmentos polimérficos e a temperatura de digestdo. As enzimas ndo geraram
fragmentos polimérficos nos 3 individuos das 4 populagdes testadas inicialmente. As
enzimas Hindlll, BamHI, Knpl e EcoRI nio cortaram os produtos da PCR e por isto ndo
foram utilizadas nas anélises segumtes
Foram entdo, selecionadas trés enznmas de restrigdo que cortaram 0s produtos da
PCR cujo perfil p0551b1htasse a obtengdo do maior numero de fragmentos possiveis, po1s
desta forma a probablhdade de encontrar fragmentos polimérficos poderia ser facilitada,
uma vez que, grande parte do polimorfismo encontrado na maioria dos estudos com
genoma de cloroplastos, ¢ gerado por pequenas ihsergées e ou delegbes (DEMESURE et
| al., 1994, 1995; El MOUSADIKI e PETIT, 1996). Além disto, também foi levado em

consideragio na hora da selegéo, a disponibilidade das enzimas de restrigdo no laboratorio.
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Tabela 3 —Temperatura de digestdo, nimero de fragmentos obtidos com a digestdo dos
produtos das regides ndo codificadoras de cloroplastos em A. angustifolia, digeridos com
trés enzimas de restri¢do.

Iniciadores Produto Enzimas de restri¢do” Temperatura de N° de
(sigla) ' Digestdo (C°)  Fragmentos
psbC / trnS 1,65 Kb Hinfl -~ 5’G/ANTC3’ 37 ' 4
(€S Haelll 5°GG/CC3’ 37 3
Rsal 5’GT/AC3’ 37 5
trS / trnfM 1,2Kb Hinfl  5’G/ANTCY¥ Y 5
“(StM) Rsal 5’GT/AC3’ 37 3
Tag1 S’T/ICGA ' 65 3
psaA / trnS 3,7Kb Hinfl  5’G/ANTC3’ _ 37 7
(AS) Taql S’T/ICGA 65 8
_ , ' ' Rsal 5’GT/ACY 37 5
tmK, /tmK; 2,5Kb Hinfl  5'G/ANTC3’ 37 11
(KiK>y) Rsal 5’GT/AC3’ 37 5
; , . Taql S’T/ICGA ' 65 7
trnQ / trnR 2,2 Kb Hirfl  5°G/ANTC3’ 37 8
(QR) - Taql S’T/ICGA _ - 65 6
' . Rsal 5’GT/ACY’ 37 2
trnD / trnT 1,4Kb . Hinfl 5 G/ANTC3’ 37 3
(DT) : Rsal  S’GT/AC3 - 37 3
: - Tagl  S’T/CGA : 65 6

? Foram incluidas somente as enzimas que cortaram os produtos amplificados.
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~ A Tabela 4 mostra os resultados obtidos com os individuos das oito populagdes,
apresentando produtos amplificados, 'qixe foram digeridos com as enzimas de restrigio
selecionadas no teste preliminar. Nesta tabela estio inseridos o nimero de individuos
utilizados, o nimero de individuos apresentando fragmenfos polimorficos, o tamanho dos
fragmentos polimérficos e a combinagdo enzimas de restrigdo produto da PCR que originou
os fragmentos polimérficos. Muitos individuos foram tomados ao acaso e as reagdes de
digestdo fbrani repetidas duas vezes para verificar é} reproducibilidade dos resultados

obtidos. Quando repetidas as reagdes revelaram resultados idénticos aos da primeira reagéo.
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Tabela 4 — Combinagdes produtos da PCR e enzimas de restriqﬁo,ve o tamanho dos
fragmentos polimoérficos obtidos apds digestdo.

Populagio N ~ Produto/ Tamanho do(s) Fragmento(s)
Enzima Polimérfico(s) (pb)
Curitiba (CUR) 20 ~ CS/Hinfl 11
'CS/Rsal 47
todas nenhum
Cagador (ECA) 18 ASHinfl 430/750/840
ASRsal , 219/387681/889/1006
todas : nenhum
Trés Barras (FTB) 20 CS/Hinfl : 111
| €S/Rsal 47
todas : nenhum
Rancho Alegre (FRA) 16 CS/Hinfl ’ 111
CS/Rsal 47
todas nenhum
Amola Faca (FAF) 19 CS/Hinfl EERTH
| CS/Rsal ' a7
‘QRTaql 198/216/237/344/504/558
QR/Rsal . 272/356/700/1220
SfM/Hinfl © 150/190/250/300/548
todas ' nenhum
Lages (PML) 2 ‘to‘_das . ’ nenhum
Guamirim Gateados 18 CS/Haelll 1305/152/77/53
| (FGG) | ' SfM/Taql 227/314/260/480
' ‘ ' todas - : nenhum
Antonio Carlos - 18 CS/Hinfl o 111
(RAC) | CS/Rsal - '
SfM/Hinfl ' 140/178/267/625
SfM/Taql : 244/288/332/505
K1K2/Hinfl _ 214

27



Os tamanhos dos fragmentos gerados ap6s digestdo quando somados ndo excederam
o tamanho do fragmento amplificado ndo digerido. Em alguns casos, a soma dos mesmos
ficou abaixo do tamanho do fragmento digerido, pois como alguns fragmentos gerados por
digestdo foram muito pequenos, possivelmente foram perdidos, se difundiram no gel
durante a eletroforese, ou ainda migraram na mesma regido do gel, o que tornou dificil sua -
visualizagdo. Contudo, ocorreram excegdes, a seguir mencionadas, nas quais o somatdrio
dos fragmentos digeridos foi superior ao produto amplificado: (‘i) combinagdo do produto
da PCR gerado com o primer SfM com a enzimas de restri¢do Taq I (Figura 4B, linha 2)
gerou no individuo polimérfico da populagdo Guamirim Gateados (FGG 6) um perfil que
superou em mais ou menos em 100 pares de bases o tamanho do fragmento amplificado por
este iniciador; (ii) 0. mesmo ocorreu com um individuo que apresentou polimorfismo na.
populagdo Amola Faca, com 200 pares de bases amaise (1ii) também com um individuo da
populagdio FAF31 cuja soma dos fragmentos, quando o produto do iniciador QR foi
digerido pela enzima Rsal, superou em 300 pares de bases o produto da PCR ndo digerido
(Figura S5A).

Alguns individuos nas populagdes Guamirim Gateados é Parque Municipal de
Lages apresentaram perfis que foram bolimérﬁcos para a combinagéo produto dQ iniciador-
enzima, mas seus perfis quando somados 0s fragmentos, superavam em muitos pares de
bases o tan.lanhovdo fragmento nfo cortado e tinham perfis muito diferentes dos observados
nos outros individuos para a mesma combinagao. Nestes casos, os mesmos foram excluidos

das analises.

POLIMORFISMOS

Ao todo foram analisados 94 fragmentos originados das combina¢des dos seis
iniciadores com as enzimas de restrigio selecionadas e destes 48 (51%) fragmentos
'apresentara'm polimorfismos. Talvez pelo fato de que, muito dos individuos polimorficos
mostraram varios ou sendo todos os fragmentos resultantes da digestdes alterados em seus
tamanhos, tal como o individuo FAF31 com a combinagdo do produto QR e as enzimas
Rsal (Flgura 5A linha 2) e Tagql (Figura SB linha 2), e o produto SfM com a enzima Hinfl
para os individuos FAF 31 e 21 (figura 5C, linhas 4 € 3, respectlvamente)
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Figura 4 - Perfil dos fragmentos gerados pela digestdo dos produtos da PCR pelas
endonucleases em A. angustifolia apés eletroforese em gel de poliacrilamida a 12%.

A= Produto AS digerido pela enzima Hinfl.
Linha 1: Perfil de um individuo néo polimérfico.
Linha 2: Perfil de um individuo polimoérfico = ECA 28.
Linha 3: Padrdo de peso molecular 1 Kb (azul).

B = Produto SfM digerido pela enzima 7aql.
Linha 1: Perfil de um individuo ndo polimorfico.
Linha 2: Perfil de um individuo polimoérfico = FGG 6.
Linha 3: Padréo de peso molecular 1 Kb (azul).

C=Produto SfMdigerido pela enzima 7agql.
Linha 1: Perfil deum individuo néo polimorfico.
Linha 2: Perfil de um individuo polimérfico = FAF 31.
Linha 3: Padréo de peso molecular 1 Kb (azul).
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Figura 5 - Perfil dos fragmentos gerados pela digestido dos produtos da PCR pelas
endonucleases em A. angustifolia, apos eletroforese em gel de poliacrilamida a 12%.

A= Produto QR digerido pela enzima Rsal.
Linha 1: perfil de um individuo nédo polimérfico.
Linha 2: perfil de um individuo polimérfico = FAF31.
Linha 3: padrao de peso molecular 1Kb.

B = Produto QR digerido pela enzima Tagql.
Linha 1: perfil de um individuo ndo polimérfico.
Linha 2: perfil de um individuo polimoérfico = FAF31.
Linha 3: padrao de peso molecular 1Kb (azul).

C = Produto SfM digerido pela enzima Hinfl.
Linha 1: perfil deum individuo polimérfico=RAC34.
Linha 2: perfil de um individuo nédo polimorfico.
Linha 3: perfil de um individuo polimoérfico=FAF21.
Linha 4: perfil de um individuo polimérfico = FAF31.
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O individuo FAF31 da populagdo Amola Faca mostrou-se polimérfico para 3
diferentes regides ndo codificadoras amplificadas submetidas a digestdo com enzimas de
restrigdo. As combinagdes das regides e as enzimas de restrigdo utilizadas na digestdo
foram, regido CS/Hinfl (Figura 6A, linha 2), SfM/Hinfl (Figura 5C, linha 4), QR/Rsal
(Figura 5A, linha 2) e QR/Tagql (Figura 5B, linha 2).

Muitos individuos mostraram polimorfismos para a mesma regido amplificada ap6s
digestdo com diferentes enzimas de restrig¢do, tais como o individuo ECA 28 da populag¢éo
de Cagador — EPAGRI, quando o produto AS foi digerido com as enzimas de restrigdo
Hinfl (Figura 4A, linha 2) e Rsal (Figura 7 A, linha 1), os individuos FRA 1,9-1,6,9, 17 ¢
16 da populagdo Rancho Alegre para a regido CS quando digerido pelas enzimas Hinfl (
Figura 6A, linha 2) e Rsal (Figura 6B, linha 2) e os individuos RAC 7 ¢ RAC2 da
populagdo Anténio Carlos polimoérficos para a mesma combinagdo produto/enzimas de
restri¢@o dos individuos da populagdo Rancho Alegre.

Alguns polimorfismos podem ser sugeridos como originados de insergdes e ou
delegdes, como no caso do individuo RAC3 da populagdo Antonio Carlos com a
combinagdo do produto K1K2 com a enzimas de restrigdo Hinfl (Figura 6C, linha 2), que
mostrou um fragmento de 214 pares de bases a mais do que os outros individuos utilizados
neste estudo.

Os individuos RAC34 (Antonio Carlos) e FAF21 (Amola Faca) também mostraram
polimorfismos possivelmente originados de insergdo e ou dele¢do (Figura 5C, linhas 1 e 3,
respectivamente). Os polimorfismos encontrados no individuo ECA 28 também, parecem
ser originados de inser¢des e ou delegdes (Figura 7A, linha 1). Para confirmar se estes
polimorfismos realmente sdo originados por insergdes e ou delegdes outras enzimas de
restrigdo devem ser utilizadas, ou ainda a técnica de seqiienciamento.

Outros polimorfismos mostraram-se mais complexos para se sugerir apenas
insergdes ou delegdes, uma vez que, os perfis eletroforéticos dos individuos polimérficos

mostraram-se bastante diferenciados dos demais individuos ndo polimoérficos. Neste caso,
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300 pb

Figura 6 - Perfil dos fragmentos gerados pela digestdo dos produtos da PCR pelas
endonucleases em A. angustifolia, apos eletroforese em gel de poliacrilamida a 12%.
Na figura sdo mostrados apenas os fragmentos que mostraram polimorfismo.

A = Produto CS digerido pela enzima Hinfl.
Linha 1: Perfil de um individuo néo polimoérfico.
Linha 2: Perfil de um individuo polimérfico = RAC 7.
Linha 3: Padréao de peso molecular 100 pb.

B = Produto CS digerido pela enzima Rsal.
Linha 1: Perfil de um individuo ndo polimorfico.
Linha 2: Perfil de um individuo polimérfico = FRA 13.
Linha 3: Padréao de peso molecular 100 pb.

C = Produto K1K2 digerido pela enzima Hinfl
Linha 1; Perfil de individuo ndo polimoérfico.
Linha 2: Perfil de individuo polimérfico = RAC 3.
Linha 3: Padrao de peso molecular 100 pb.
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Figura 7 - Perfil dos fragmentos gerados pela digestdo dos produtos da PCR pelas
endonucleases em A. angustifolia, apés eletroforese em gel de poliacrilamida a 12%.

A = Produto AS digerido com a enzima Rsa 1.
Linha 1: Perfil de um individuo polimérfico = ECA 28.
Linha 2: Perfil de um individuo ndo polimérfico.
Linha 3: Padrdo de peso molecular 1 Kb ladder (azul).

B = Produto CS digerido com a enzima Hae III.
Linha 1: perfil de um individuo polimoérfico = FGG 12.
Linha 2: perfil de um individuo nio polimérfico.
Linha 3: Padrdo de peso molecular 100 pb (azul).

33



pode-se sugerir a hipétese de que foram as mutagdes que originaram novos sitios de
réstriqﬁo dentro das seqiiéncias dos produtos amplificados por PCR.

Ao todo foram identificados 12 haplétipos diferentes (Lista Anexa), quando
computados os dados obtidos das digestdes dos seis produtos da PCR combinados com a
digestdo pelas enzimas de restrigdo. Alguns dos haplétipos foram especificos a
determinadas'populag:(")es e outros compartilhados por algumas das populag¢des (Tabela 5).
Os haplétipos 1, 2, 3, 7, 8, 9, 10 e 11 foram especificos para as populagdes Cagador (hl),
Amola Faca (h2 e h8), Antonio Carlos (h3, h7 e h9) e Guamirim Guateados (h10 e hll).

Outros haplétipos foram encontrados em mais de uma populagio. Assim, os
haplétipos 5 e 6 foram compartilhados pelas populagdes Curitiba, Amola Faca, Trés Barras,
Antdnio Carlos e Rancho Alegre.

O h12 foi comum a todas as populagdes, pois o haplétipo 12 caracterizou-se pelo
monomorfismo entre os fragmentos gerados pelas combina¢des dos produtos da PCR e
digestdo com as enzimas de restrig:ﬁo para todos os individuos dentro das oito populagdes
de A. angustifolia testadas. |

| Os dados da Tabela 5 mostram que a populagdo Antdnio Carlos apresentou o maior
namero de.hapléti_pos (7) em relagiio as outras populagdes, dos quais trés (h3, h7 e h9) sdo
_especiﬁcds desta populagdo. Para as demais populagSes, o numero de haplétipos por
populagdo variou de 1 a 5, sendo que nos individuos coletados no Parque Municipal de
Lages foi encontrado apenas um haplétipo (h12),.que foi o unico compartilhado por todas
as populagdes e o mais freqiiente em cinco das oito populagdes estudadas. A populagio
Guamiri.m'Gateados também, apresentou uma freqiiéncia elevada“deste haplétipo (89%),
mas diferencia-se da populagdo Lages por épresentar dois haplotipos exclusivos (h10 e
hl1).

Existe uma associagio inversa entre freqiiéncia e nimero de hapldtipos numa
mesma populagdo (Tabela 5). Em geral, naquelas populagdes em se detg’ctou um baixo
nimero de haplétipos, a freqiiéncia dos mesmos foi mais elevada do que nas demais
populagdes. Enquanto a freqiiéncia do h12 foi 100% na populagio Lages, que apresentou o
menor numero de hapl6tipos, o haplétipo mais freqiiente (h5) na populagdo Antdnio- Carlos

atingiu 39%.
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Tabela 5 — Numero de individuos avaliados (N), freqiiéncia absoluta de haplotlpos por
populagdo e nimero total de dlferentes haplétipos por populagdo (nh).

Populagdes
Haplétippo FAF RAC ECA CUR FGG PML FRA FTB Total

N 19 18 18 20 18 12 16 20 141
hl 0 0 I 0 0 0 0 0 I
h2 1.0 0 0 0 0 0 0 1
h3 0 1 0 0 0o 0 0 0 1

" ha 0 2 0 0 0 0 4 0 6
hs 6 7 0 12 0 0 6 2 33
he 1 4 0 L0 0 3 3 12
% 0 1 o o o0 o0 0 0 1
h8 1 0 0 0 0 0 0 0 1
h9 0 1 0 0 0 0 0 0 1
h10 0 o 0 0 1 0 0 0 1
hil 0 0 0 0 t 0 0 0 1
h12 10 2 17 . 7 16 12 3 15 8
NF 5 7 2 3 3 ] 4 3 2

* Numero de diferentes haplotipos por pbpulaqﬁo.

DIVERSIDADE GENETICA

As freqiiéncias totais dos haplotipos foram computadas com auxilio do programa
HAPLODIV (PONS e PETIT, 1995) e estdo inseridas na Tabela 6. As freqiiéncias relativas
dos haplétipos dentro das popula¢des, incluidas na mesma tabela, foram calculadas
- utilizando-se o programa Arlequin 1.1 (SCHNEIDER et al., 1997). |

A andlise dos dados, revelou que o hapldtipo de maior freqii€ncia, o h12, apresentou
uma freqiiéncia relativa de 0,595. Com base nos individuos amostrados, pode-se concluir

que este haplétipo esta fixo na populagdo Parque Municipal de Lages e é predominante nas
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populagdes. de Cagador, Guamirim Gateados e Trés barras. (Tabela 6). A freqiiéncia
relativa do segundo haplétipo mais freqliente (hS) aIcanc;ou o valor de 0,222., sendo
compartilhado por 62,5% das populagdes estudadas. Todbs os outros haplétipos foram
encontrados com freqii€ncias baixas nas populagdes, pois foram populagdo especificos,
com excegdo do haplétipo hd4, compartilhado pelas populagdes Anténio Carlos e Rancho

Alegre.

Tabela 6 — Freqiiéncias relativas e total de 12 haplotipos baseado em regides nio
codificadoras de cloroplastos de Araucaria angustifolia.

o : Populagdes ‘

‘Haplétipp ~ FAF RAC ECA CUR FGG PML FRA FIB  Total*
AT 0 0 0055 0 0 0 0 00070
h2 0,053 0 0 0 0 0  0,0065
h3 0 0056 0 0 00,0070
h4 0 0,111 0 0250 0  0,0450

'hS 0,316 0,389
h6 0,053 0222

0

0

0

0

0 0,375 0,100 0,2220 .
0 0,188 0,150 0,0830
0

0

0

0

©c O o ©o o o o ©
L L
o o
S S
S S
©C © o © o o ©

h7 0 0,056 0 0 00,0070
h8 0,053 0 0 0 00,0065
ho 0 0,056 00 0 0 00070
hio = 0 0 0 0,056 0 00,0070
hil 0 0 0 0 005 0 0 0. 0,0070
h12 0,530 0,111 0945 0350 0,888 1,000 0,187 0,750 0,5950
N 9 18 18 20 18 12 16 20 1,0000

* Freqiiéncias computadas pelo programa HAPLODIV (PONS e PETIT et al., 1995).

* Todas as outras freqiiéncias foram obtidas com o programa Arlequins 1.1 (SCHNEIDER et al.,
1997). -

A populagdo com menor diversidade genética foi a populagdo Parque Municipal
| Lages, pois apresentou um unico haplétipo (h12), que se constitui também no haplétipo

mais comum em outras quatro populagdes.
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As estimativas dos pardmetros hr, hs € 0 Ggt € suas variincias foram feitas com o
programa HAPLODIV (PONS e PETIT et al., 1995) e os resultados estdo mostrados na
~ Tabela 7. |

A analise destes resultados indicam também uma diferenciagdo entre as populag¢des
estudadas. A diversidade genética medida pelo hr, alcangou o valor de 0,612, enquanto que
a média de diverSidadé dentro das populagdes, hs, foi de 0,441 (Tabela 7). A proporgio
desta variagdo entre as populagdes, medida pelo Gsy, foi de 0,28. Os resultados
evidenciadosA pelo presente trabalho sdo semelhante aqueles encontrados com’
microssatélites de cloroplastos nas espécies Pinus brutia e P. halepensis, para os quais os
valores de Gst foram 0,289 e 0,308, respectivamente (BUCCI et al., 1998). Contudo esta
comparagdo deve ser tomada cbm cautela, pois os valores nio sio necessariamente
estritamente comparaveis, uma vez que os marcadores utilizados s@o diferentes e podem .
detectar diferentes tipos de eventos causadores de variagdo. , |

Para outras espécies de Pinus, os marcadores RFLPs revelaram valores bem mais
elevados de Ggr, tais como 0,842 e 0,682 para as espécies Pinus muricata e P. attenuata,
respectivamente (HONG et al., 1993). | '

AULER (2000), utilizando 15 locos alozimicos em nove populagdes de A.
angustifolia, detectou de 1,3 a 1,9 alelos por loco. A _pércentagem média de locos
polimérficos nabespécie‘ foi de 73,3% e 26,6% nas ner populagdes estudadas. A rhesma
autora estimou o valor de heterozigosidade como sendo 0,072‘ e um valor pafa F de 0,044.
‘Resultados estes Que se.contrastam com os dados obtidos com a técnica de PCR-RFLP de

regides ndo codificadoras de cloroplastos utilizadas neste estudo.
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Tabela 7 — Valores médios de hr, hs, Gst € suas varidncias computadas pelo programa
HAPLODIV (PONS ¢ PETIT, 1995) com base nas freqii€ncias de 12 haplétipos observados
em oito populagdes de A. angustifolia.

Parametros Valor
hr(Pons) 0,612
hs (Pons) ' _ 10,441
Gq (Pons) | 0,280
Var hg v ' - 0,012
Var ht’ : : 0,012
Var Gy, | 0,004

Os indices padrées de diversidade genética e molecular para cada populagdo foram
 calculados com auxilio do programa Arlequin 1.1 (SCHNEIDER et al.,, 1997) e os
resultados sdo mostrados na Tabela 8. '

A analise dos resultados mostrou que a populagdo Antdnio Carlos exibiu a maior
diversidade genética, com a média de diversidade de 0,81, enquanto que a populagdo Lages
exibiu a menor média de diversidade, qué neste casb foi zero. A mesma analise revelou que
os indices de diversidade foram em ordem crescente de valor para as populagdes Rancho
Alegre, Amola Faca, Curitiba, Trés Barras, Guamirim Gateados ¢ Cac;addr (Tabela 8).

O nimero médio de dlferencas entre pares de haplétipos quando uma populagio €&
comparada com as demais, que se constitui num indice molecular de diversidade, variou de
0 a 3,52 (Tabela 8). As populagdes Fazenda Amola Faca (n=3,52), Reserva Ant6nio Carlos
(n=2,24) ¢ EPAGRI Cagador (r=2,22) foram aquelas que apresentaram o maior indice
molecular. De outro lado as populagio Parque Municipal de Lages (n=0), Floresta de Trés
Barras (1=0,42) e Serra de Curitiba (n=0,60), apresentaram o menor nimero de diferencas

entre pares.

38



Tabela 8 — Indices moleculares de diversidade genética molecular em oito populagdes
naturais de 4. angustifolia.

: Pc;pulagﬁo ™N)
Parametros  Curitiba Cagador Amola Trés  Anténio Guamirim Parque Rancho
(20) (18) Faca Barras  Carlos  Gateados Municipal Alegre

(19) (20) (18) (18) Lages (12) (16)
Ntmero de 3 2 5 3 7 3 1 4
haplétipos : '
Diversidade 0,54 0,11 0,65 0.42 0,81 0,21 0 0,77
Genética (H)*. +/-0,07 +/-0,09 +/-0,08 +/-0,12 +/-0,07 +/-0,12 +/-0 +/- 0,06
Média de 0,60 2,22 3,52 0,46 . 2,24 1,33 0 1,02
ntmero de +/-0,5 +-1,3 +/-1,9 +/-0,42 +/-1,3 +/-0,01 +/-0 +/-0,72
diferencas : SRS

entre pares b

*Desvio Padrdo do processo de amostragem
®Método de Distancia: Diferenga entre Pares
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Para a Anélise de Varidncia Molecular (AMOVA) as populagdes foram agrupadas
por localizagdo geografica em seis diferentes grupos: grupo 1 - populaggo Curitiba; grupo 2
- populagéo Trés Barras; grupo 3 - populagdes Amola Faca, Lages e Rancho Alegre; grupo
4 - populagdo Cagador; grupo 5 - popdlac;ﬁo Guamirim Gateados e grupo 6 - populagio
Antonio Carlos. | _ |

As estatisticas dst, dcr € dsc, (EXCOFFIER et al., 1992), derivados das estatisticas
F de Wright, que significam a medida de correlag@o de hapldtipos dentro das populagées, a
.medida de correlagdo dos haplétipos entre populagdes dentro de grupos € a medida de
correlagio de diversidade molecular de haplétipos dentro das populag3es entre regides,
respectivamente, cujos valores sdo mostrados na Tabela 9.

" Os resultados dos célculos dos indices de fixagdo mostraram uma fraca estrutura
genética ao nivel regional, pois o valor de ¢cr estimado foi de -0,48, enquanto que os
indices relativos a diversidade intrapopulacional ($sc) e interpopulacional (¢st) foram,
respectivamente, 0,153 € 0,113, o que sugere que a variagido maior esta ocorrendo dentro de
popdlacf‘)es (Tabela9)."

As mesmas inferéncias podem ser tomadas utilizando-se a porcentagem de variagdo -
molecular, onde a maior fonte de _variac;ﬁo. ocorreu dentro das populagdes, a
infrap(_)ptilacional, (88,11 7%), sendo que a varia¢do interpopulacional alcangou o valor de
16,5%.
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Tabela 9 - Resultados da andlise de varidncia (AMOVA) com base no Método de

Distancia: Diferenca entre Pares calculado pelo Programa Arlequin 1.1 (SCHNEIDER et
al., 1997).

Fonte de variagdo GL ~Somade Componentes da Percentual

i quadrados Variancia de variagdo
Entre 5 11,815 -0,040 Va -4,78
grupos .
Entre 2 5732 . 0,140 Vb 16,5
Populagges ' .
dentro de grupos
Dentro de 133 . 100,600 - ~ 0,750 Vc 88,17
" populagdes :

Total 140 118,147 0,850

“Indices de Fixagéo

dcr: -0,048

dst: 0,113

d)sc : 0,153

Vc and dst: P(valor ao acaso< valor observado) = 0

Vb and dsc : P (valor ao acaso > valor observado) = 0,055

Vaand ¢cr : P (valor ao acaso > valor observado) = 0,75
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DISCUSSAQO |

O sucesso parcial obtido com a amplificag@o de regides de DNA de cloroplasto em
araﬁcéria com o uso de iniciadores (6 amplificagdes de 17 tentativas) desenhados a partir da
seqiiéncia do genoma de cloroplastos de tabaco, ilustram dois aspectos evolutivos
relevantes: de um lado reforcam a sugestdo de um certo grau de universalidade destes
iniciadores.proposta anteriormente (TABERLET et al., 1991; DEMESURE et al., 1994,
1995 ¢ DUMOLIN-LAPEGUE et al.,, 1997), mas por outro lado sugerem a existéncia de
algumas caracteristicas impares no DNA de cloroplastos das coniferas (HIPKINS et al.,
1994).

Embora, a seqiiéncia completa de seis genomas de c'loroplast(’) esteja disponivel péra
plantas e qué estas representem praticamente, a diversidade total das mesmas (algas -
" Euglena; bridfitas - Marchantia; coniferas - Pinus; dicotileddnias - tabaco;
 monocotileddnias - arroz € uma dicotiledénia parasita - Epifagus) e que quando comparadas
entre si demonstrem uma conservagio do contetido genético e da organizago estrutural
(CLEGG et al., 1994; DEMESURE et al., 1995), outros estudos (HIPKINS et al., 1994;
LINDHOLM, 88; RAUBESON e JANSEN, 1992) tem demonstrado que o genoma de
cloroplasto de coniferas apresenta algumas caracteristicas impares, tais como, a perda de
‘uma das inversdo repetida, que estas duas regides invertidas repetidas sdo caracteristicas
marcantes nos cloroplastos das plantas verdes, com exce¢do das leguminosas. Esta perda de -
uma das regides invertidas teria reduzido o tamanho do genoma das coniferas de 150 Kb
das plantas em geral, para 120 Kb (WAKASUGI et al., 1994). |

O genoma de cloroplasto das 'conifefas apresenta seqiiéncias repetitivas dispersas
que tornam possiveis rearranjos éstrutprais. Por exemplo, em Pseudotsuga menziesii e
Pinus radiata sdo encontradas seis familias com vérias centenas de bases, além de que estes
genomas também apresentam outras pequenas seqiiéncias repetidas (HIPKINS et al., 1994).
Ainda que haja uma conservagio estrutural entre os genon;as dos cloroplastos das plantas,
os processos mutacionais e evolutivos sdo bem variados nas diferentes espécies estudadas
até o presente (CLEGG et al., 1994; PALMER, 1990), fatos que poderiam explicar os
»result'ados obtidos neste estudo com os dezessete pares de iniciadores para regides ndo
codificadoras em cloroplastos, onde apenas seis destes pares de iniciadores apresentaram

produtos que puderam ser utilizados para os estudos em A. angustifolia. Este pequeno
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nimero de pares de iniciadores que geraram produtos em araucéria pode ser explicado pelo
fato de que, as seqii€ncias destes parés de iniciadores sdo baseadas na seqiiéncias de
genomas de cloroplastos de angiospermas. Embora, os iniciadores tenhain sido desenhados
ap6s alinbamento entre seqiiéncias de genomas de cloroplastos disponiveis nos bancos
génicos (tabaco, arroz e Marchantia), incluindo o tnico cloroplasto de glmnosperma
seqiienciado (Pinus thunbergii). Os resultados aqui obtidos sugerem que os iniciadores que
falharam em ampllﬁcar em DNA de cloroplasto de A. angustifolia apresentam diferengas
em relagdo a organizagdo do genoma organelar da espécie em relag8o aos representantes de
outras familias. Mesmo o par de iniciador AF utilizado para amplificar uma regidio de 1,5
kb em varias espécies de coniferas (PARDUCCI ¢ ZSMIDT, 1999; ZIEGENHAGEN et al‘.,b
1995) falhou em gerar algum produto em A. angi:stifolfa, 0 que pode sugerir uma
estrutﬁracﬁo diferenciada dentro das coniferas, ou ainda, simplesmente eilguma mutagio que
nao perrnita o anelamento dos iniciadores nos seus sﬁtios, impedindo_ assim, a amplificagdo
por PCR.

'Em relagdo as diferengas de tamanho em alguns-dos produtos amplificados em A.
angustifolia (Tabela 2) comparativamente'aos estudos de DEMESURE e colaboradores
(1995), os resultados do presente trabalho revelaram o fato de que a evolucao ou as
alteragdes nestas regides, na sua maioria, s3o devido a delegoes e ou adi¢des de pares de
bases dentro destas regides intergénicas que s30 menos susceptiveis as pressdes seletivas.
Fato este que também foi verificado em outros estudos (MARCHELLI et al., 1998),
indicando que estas regides sdo fontes de diversidade intra e interespecificas. Desta forma,
as seqiiéncias destas regides podem ser utilizadas tanto em estudos popl_llacionais e em
estudos filogenéticos.

Os resultados da amplificagdo | simulte‘mea ‘a partir de DNA extraido de
megagametoﬁtos e de embrides com o par de iniciadores CS mostrou a existéncia de
genomas de cloroplastos em ambos tecidos (Figura 3). Resultados similares foram obtidos
anteriormente em duas especnes de Picea (ZIEGENHAGEN, 1996) € em algumas espécies
de Pinus (WANG et al,, 1996). Estes resultados sugerem que, se assumir-se uma heranga
paterna dos cloroplastos em A. angustifolia, como ocorre na maioria das coniferas, deve

existir um ou mais mecanismos de exclusdo das organelas maternas durante a formagdo do
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embrido, como sugerido em outros estudos (ZIEGENHAGEN, 1996; OWENS et al., 1990,
1991; SEARS, 1980). |
Os dados aqui gerados ndo sdo suficientes nem para confirmar a transmisséo
patemal,' predominante nas coniferas, nem para rejeitar esta hipotese. De um lado, houve a
amplificagdo de DNA de megagametofitos, tecido hapléide, com iniciadores especificos de
regides de cloroplastos. Por outro lado, observou-se uma grande variagdo de haplétipos
_dentro das populagGes, o que contrasta com outros estudos com'mérca_ldores ao nivel
organelar de heranga paterntal via pélen e com dispersdo por vento (caso das coniferas),
onde nestes casos esperar-se-ia pouca variagdo entre populagdes (BIRKY et al., 1978;
PARDUCCI e ZSMIDT, 1999; WAGNER et al., 1992; DONG et al., 1993; HONG et al.,
1993; TSUMURA et al., 1994). Para tal, as amostras utilizadas neste estudo devem
representar populagdes ainda estruturadas antes do periodo de grande exploragdo, ou ainda,
havendo a possibilidade de uma heranga maternal (via sementes) desta organela,
restringindo o fluxo génico devido a uma ‘menor disperssdo aumentando assim, as
diferenc;as genéticas entre as populagdes. Outro fator que poderia estar influindo nos
resultados seria a ambstragem, pois 0 nimero de populagdes estudadas ¢ reduzido. A
confirmag@o da heranga dos genomas dos cloroplastos podera ser obtida futuramente com o
uso de populagdes com pedigree e técnicas moleculares permitindo esclarecer quais dos
fatores seriam responsdveis pelos resultados obtidos neste estudo. |
© Trés plantas, sendo duas da pbpulag:ﬁo Guamirim Gatéados; e um da populagido
Parqﬁe Munipai de Lages, mostraram-se muito diferenciadas das demais populagdes em
relagdo aos seus'perﬁs nos géis de poliacfilamida quando o produto do par de iniciadores
SfM foi digerido com a enzimé Hinﬂ, sendo desta forma excluidos das analises. Estes casos
poderiam sugerir duas hipéteses, a primeira seria de que na reagdo de PCR estes iniciadores .
pode'riam ter gerado produtos inespecificos, ‘dificultando a sua utilizagdo ha' analise da
diversidade, embora nenhum produto inespecifico de PCR tenha sido evidenciado no gel de
agarose 1% corado com brometo de etidio e visualizado em UV. Um artefato poderié ter
»ocorrido pelo fato de que ha uma menor sensibilidade da coloragdo com o brometo de
etidio (usadov para produtos da PCR), quando Vcomparada com a colora¢do com nitrato de
prata utilizada nas eletroforeses das PCR-RFLPs em poliacrilamida. Outra hipétese seria a

“existéncia de heteroplasmia, ou seja, que o individuo poderia apresentar cépias de
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diferentes genomas de cloroplastos, gerando assim, uma maior quantidade de fragmentos
ap6s a amplifica¢do por PCR e digestdio com enzimas de restrigdo. Alguns estudos (LEE et
al.; 1988; JOHNSON e PALMER, 1989) tém sugerido a AexisténAcia de heteroplasmia.
Contudo, os dados aqui gerados ndo podem corroborar nem rejeitar esta hipotese sem
estudos adicionais. ' | v

Os resultados de PCR-RFLP em A. angustifolia, sugeriram que muitos dos
polimorfismos encontrados neste estudo podem ser originédos de inserc¢des e ou deléc;des, a
exemplo de outros estudos que verificaram a grande maioria das alteragdes dentro destas
regides eram do tipo insergdes e ou delegdes (DEMESURE et al., 1994, 1995; El
MOUSADIKI e PETIT, 1996). Um exémplo ilustrativo destes eventos foi proporcionado
pela planta RAC3 da populag@o Antonio Carlos. A digestdo do produto K1K2 da PCR pela
enzimas de restri¢io Hinfl (Figura 6C) produziu um fragmento de 214 pares de bases a
mais do que os outros individuos utilizados neste estudo que apresentaram 11 fragmentos.
Este fragmento pode ter sido originado do fragmento de 228 pares de bases por uma
delegdo de 14 pares de bases, ou ainda péla adigdo de 14 pares de bases a um fragmento de
200 pares de bases, ambos comuns a todos os individuos das 8 populagdes estudadas.

Outro fragmento passivel do mesmo tipo de mutagdo de insergo e ou deleg:ao éo -
vfragmento de 260 pares de bases do individuo RAC34 (Figura 5C, linha 1), pois na planta
com o perﬁl mais comﬁm (Figura 5B, linha 2) este mesmo fragmento apresenta 267 pares
de bases. Os individuos RAC 34 (Antdnio Carlos) e FAF 21 (Amola Faca) também
mostraram polimorfismos que podem ter se originado via inser¢o e ou delegdo (Figura 5C,
lmhas 1 e 3, respectivamente) em um fragmento de 190 pares de bases em relagdo ao perfil
mais comum que apresenta 178 pares de base (Figura 5C, linha 2). O mesmo pode ser
sugerido para o pohmorﬁsmo do mesmo fragmento (195 pb) para o individuo FAF 31
(Figura 5C, linha 4). Outro fragmento passivel do mesmo tipo de mutagdo de inser¢io e ou
delegdo é o fragmento de 267 pareé de bases do individuo RAC 34 (Figura 5C, linha 1),
pois no individuo com o perfil mais comum (Figura 5C, linha 2) este mesmo fragmento
apresenta 260 pares de bases. Novos estudos utilizando outras enzimas poderdo auxiliar a
esclarecer a natureza das variagdes.

Alguns ‘polimorfismos mostraram-se mais complexos para se sugerir apenas

insergdes ou dele¢des, uma vez que, os perfis eletroforéticos dos individuos polimérficos
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mostraram-se bastante diferenciados dos individuos no polimérﬁcos. Nestes casos, €
possivel que as mutagdes originaram novos sitios de restri¢do em diferentes regides dentro
das seqii€ncias amplificadas por PCR. A planta RAC 28 da populagﬁo de Antonio Carlos
(Figura 4A, linha 2) ilustra este tipo de variago.

A técnica PCR-RFLP ‘foi bastante eficiente na identificagio de variantes em
araucaria, pois cinco dos seis pares de iniciadores utilizados neste trabalho mostraram
polimorfismos, a exce¢do do iniciador DT, que mostrou-se monomorfico para todos os
individuos, quando seu produto foi digerido por trés enzimas de restricdo. Os sitios de
anelamentos destes iniciadores estio todos localizados na regido grande copia simples
(‘Large Single Copy’ - LSC) do genoma do cloroplasto (Figura 1 ).> Muitas destas regides
ndo codificadoras foram sugeridas como regides apresentando pequenas repeti¢des de pares
de bases associadas a evolugdes estruturais, tais como inser¢des, delegbes e até outros
rearranjos € que sdo sugeridas como regides de “hotspot” mutacionais (HIPCKINS et
al.,1994; PARDUCCI ¢ SZMIDT, 1999). Além de que, CLEGG et al. (1994), DEMESURE
et al. (1995), sugeriram que nesta regido do genoma (LSC) dos ciorop_lastos ocorre ‘uma
taxa elevada de substituigées quando comparada a outras regides deste genoma organelar.
Esta hipétese tem sustentagdio em parte pelos resultados obtidos no presente trabalho, pois
foram identificados 12 haplétipos em 141 plantas oriundos de oito populagdes, com apenas
trés enzifnas de restricio e seis produtos de PCR. Além disso, algumas plantas
apresentaram polimorfismos em mais de uma das regies amplificadas, como ocorreu com
a planta FAF31 da populagio Amola Faca, que exibiu pOlirﬁorﬁsmo em 3 diferentes regides
nio codificadoras amplificadas submetidas a digestdo com enzimas de restrigdo. Neste caso
especifico, as combinagdes das regides e as enzimas de restrigdo utilizadas na digestdo
foram, regido CS/Hinfl (Figura 6A), SfM/Hinfl (Figura 5C,), QR/Rsal (Figura 3A) e
QR/Taql (Figura 5C). ' '

Foram encontrados e caracterizados neste trabalho doze diferentes haplétipos, onde
muitos mostraram-se populagdo especificos e outros foram compartilhados entre as
populagdes. A média de haplétipos por populagdo foi de 3,5, sendo que o numero de
haplétipos por populagio varioude 1 a 7. A populagio Lages foi a que apresentou o menor

" nimero de haplétipos, um, e a populagdo Antdnio Carlos a populagdo que apresentou o
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maior numero, sete (Tabela 5). A populagdo Antdnio Carlos apresentou também, o maior
indice de diversidade genética intrapopulacional, 0,81 (Tabela 8) (NEI, 1987).

Estes resultados tomados em conjunto sdo relevantes, uma vez que, a populagdo
Antonio Carlos € a populagdo mais isolada, localizada préximo a costa do Atlantico no
Estado de Santa Catarina, a 50 km de Floriandpolis. Esta reserva de araucdrias esta a uma
altitude de 600 m em relagdo ao nivel do mar, enquanto todas as outras populagGes
utilizadas neste trabalho localizam-se em altitudes mais elevadas. Todavia, este isolamento
restringe drasticamente o fluxo génico com as demais populag¢des. Contudo, o fato de que
esta populagdo esta localizada na regido de transigdo entre a Floresta Ombroéfila Densa e a
Flofesta Ombrofila Mista, possibilitaria o acimulo de diferentes haplétipos, uma vez que o
fluxo génico permitiria a troca de haplétipos de diferentes populagdes além de que em
zonas de fransiqﬁo a possibilidade de surgimento de variantes é maior (WANG et al., 1994),
comparativamente a popﬁlaqées fora das regides de transigdo. Alternativamente, as
mutagdes surgidas foram mantidas na populagdo, que desta forma se diferenciou ao nivel
do DNA de cloroplasto das demais populagdes.

Um conjunto de indicadores ‘sugere que a populagdo mais divergente foi a
populagdo Antdénio Carlos. Esta populagé’io apresentou trés hapldtipos especificos e uma -
baixa freqiiéncia do hapldtipo mais comum, o hl2. Além disso, foram detectados 7
haplétipos nesta populagio. Contudo, as analises isoeﬁzimas (AULER, 2000) indicaram um
valor de heterozigosidade de 0,077, valor inferior aos encontrados nas populag¢Ges de
 araucdrias utilizados neste estudo. _

Uma vez que o genoma hapléide dos cloroplastos apresenta, na maioria das
~ coniferas, transmissio uniparental, as novas mutéq:ées sdo mantidas através de clones,
menor pressdo seletiva em regi(“)es ndo codificadoras, além de ndo ocorrer recombinag3o,
assim, marcadores moleculares nestes genomas podem ser sugeridos como indicadores
sensiveis dos processos evolutivos que organizam a variabilidade genética dentro das
populagdes (ECHT et al., 1.998). Este fatd pdde ser sugerido como hipétese para explicar a
diferenga encontrada entre os marcadores organelares utilizados neste estudo e os
marcadores isoenzimaticos utilizados por. AULER (2000), praticamente nas mesmas
populagdes de A. angustifolia. No trabalho referido o uso de 15 locos alozimicos

evidenciou a existéncia de 1,6 alelos por loco, em média e que a percentagem média de
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locos polimérficos na espécie foi de 73,3% (26,6% nas nove populagdes estudadas). A
andlise isoenzimatica revelou ainda que a heterozigosidade atingiu 0,072 € que a maior
_parte da variag@o genética esta dentro de populag:(")es, pois a divergéncia entre populagdes
(Fy) foi de apenas 0,044 (AULER, 2000). Como discutido anteriormente, os resultados ndo
sdo0 muito similares levando-se em consideragdo que nas Araucariaceae a heranga do
genoma de cloroplasto seja paternal (OWENS et al., 1990) e a disperssﬁb do podlen pelo
vento, pois alguns estudos (HAMRICK e GODT, 1990; DONG ¢ WAGNER, 1994;
BUCCI et al., 1998) demonstraram que nestas condigdes a divergéncia entre as populagdes
seria limitada pela possibilidade de um fluxo génico, exceto é claro nas espécives que
apresentem separagdo geografica impedindoa o fluxo génico (BOSCHERINI et al., 1994;
ECHT et al., 1998). Mas, levando-se em consideragdo a existéncia de genomas de
cloroplastos amplificados nos megagemetdfitos ndo se pode excluir que possa existir a
heranga materna destas organelas na espécie aqui estudada, uma vez que algumas espécies

de coniferas apresentam este tipo de heranga dos genomas dos cloroplastos, o que poderia

explicar a diversidade genética encontrada com o PCR-RFLP de regides ndo codificadoras

dos cloroplastos. Neste caso, a existéncia de uma alta divergéncia poderia ser esperada,
porque a dispersio das sementes seria mais lim’itada“‘(PON'S e PETIT, 1995; EL
MOUSADIKI e PETIT, 1996; DUMOLIN-LAPEGUE et al., _‘1997). Outra possibilidade
para explicar os diferentes resultados podéria ser devido a acdo da deriva genética que
fixaria haplotipos difefehtes nas popﬁlag:c“)es estudadas e ou ainda, a possibilidade de um
niimero limitado de populagdes estudadas e a efeitos de amostragem, gerando dados que
superestimassem a diversidade encontrada neste estudo (PONS e PETIT, 1995).

A segunda populat;ao com 'maior indice de diversidade foi a populag:ao Rancho
Alegre, com H=0,77 e apresentando quatro haplotlpos dlferentes seguida da populagdo

Amola Faca, com H=0,65 e cinco haplétipos (Tabelas 5 e 8). A diferenca de média na

diversidade entre estas duas populagBes se deve ao fato de que este valor é computado

levando-se em conta o nimero de individuos na amostra, a 'freqﬁéncia dos alelos € o
numero dos haplétipos na populagdo. Assim, mesmo tendo menor niimero de haplétipos a
populagdo Rancho Alegre apresentou 16 plantas e quatro haplétipos com freqiiéncias ndo

muito discrepantes entre si (Tabela 6).
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No caso de programas de conservagdo estas trés populagdes AntOonio Carlos,
Rancho Alegre ¢ Amola Faca poderiam merecer particular ateng@o, embora as populagdes
com haplétipos especificos, como Cagador € Guamirim Gateados, ndo possam ser excluidas
das estratégias de conservagao. . |

A populagio apresentando a menor variabilidade genética foi a populagdo Lages,
com zero de média de diversidade, pois na mesma s6 foi detectado um ‘haplétipo, sendo
este 0 inico hapldtipo compartilhado por todas as oito populagdes deste estudo (h12). Um
pouco de precaugio € necessario neste caso, pois deve-se levar em consideragdo que desta
populagdo foram avaliados somente 12 individuos, embora a populagdo Rancho Alegre,
com apenas dezesseis individuos, exibiu a segunda maior média de diversidade (H=0,77).

Os niveis de diversidade encontrados nas popula¢des de A. angustifolia rhostrados
na Tabela 7 revelaram uma diversidade total elevada (hr = 0,612), bem como uma variagéo
intrapopulacional (hs) de 0,441, indicando a existéncia de uma quantidade razoavel de
variagdo ocorrendo’ dentro das populagdes. A propor¢do de diferenciagdo entre as
populagdes, medido pelo Gsr, foi de 28%. Juntos estes resultados revelaram a existéncia de
‘um nivel elevado de polimorfismo dentro e entre as populagdes de A. angustifolia no nivel |
do DNA de cloroplastos. ‘ |

Apenas duas populagdes, Curitiba e Trés Barras, compartilharam 0s mesmos
~haplétipos (hS, hé6 e h12), embora apresentaram divérgénciAas Quanto as freqiiéncias relativa

e absoluta. Esta constatagfio ¢ também relevante, pois ambas as populacﬁeé podem ser
agrupadas na mesma regido geografica, pois Trés Barras dista 180 km da populagdo de
Curitiba. Na verdade, ambas poderiam fazer parte de uma populagdo maior, agora
separadas pelo processo exploratério, mas que ainda poderia permitir o fluxo génico entre
estas duas’ populaq:(")es. Contudo, ndo existem estudos sobre a distincia minima de.
d.eslocamento de polen e semente em araucaria. Alérﬁ disso, as popula¢des Lages, Rancho
Alégre e Amola Faca que estdo localizadas préximas uma das outras aproximadamente, 40
quilémetros, apresentaram-se diferenciadas quanto a diversidade genética, pois as duas
ltimas exibiram indices elevados de diversidade intrapopulacional (0,77 e 0,65,
respectivamente), enquanto nenhuma variagéo foi detectada nos cloroplastos de plantas da
populagdo Lages. Esteé resultados embora parecam contrastar com a hipotese de que as

populagdes geograficamente préximas deveriam apresentar um fluxo génico maior, ¢
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portanto uma menor diferenciago, ndo podem ser utilizados péra rejeita-la, uma vez que
houve o efeito da fragmentagdo nesta area e muito pouco se conhece sobre fluxo génico da
espécie. Deve-se ainda levar em considera¢do o tamanho das amostras e o nimero de
populagdes utilizadas no presente trabalho bem como erros de amostragem.

Levando-se em consideragio a média de . diversidadé para marcadores
isoenzimaitcos, Gst = 6,8% para coniferas, polinizadas pelo vento (HAMRICK e GODT,
1990), o indice calculado neste estudo o supéra em quatro vezes (28%). Na verdade, as
comparagdes entre diferentes marcadores entre espécies diferentes € ou mesmos em
comparagdes intraespecificas, sio em geral bastantes restritas, pois elas dependem do
tamanho efetivo da populagdo (N¢) (genomas hapléides tem metade do N dos genomas
nucleares), taxas de mutago, recombinagdo e outros fatores que afetam os sistemas
genéticos nuclear e organelar (VENDRAMIN et al., 1998).

Os valores de Gst encontrados neste trabalho aproximam-se dos encontrados em.
outros estudos com marcadores no nivel do DNA de cloroplastos, como os de BUCCI et al.
(1998) que, utilizando microssatélites de cloroplastos, encontraram Gsr em tomol de 29%
para populagdes de P. brutia ¢ 22% péra P. halepensis, com base em 81 diferentes
haplétipos encontrado em uma média de 10 populacdes por espécie. VENDRAMIN et al.
(1998) caracterizaram em P. pinaster, 34 haplotipos e estimaram o Gst em 23%, analisando |
em média 24 individuos de 10 populagdes. Os marcadores microssatélites de cloroplastos:
sdo altainente polimérficos (V.ENDRAMIN et al., 1998, 1999, BUCCI et al., 1998; ECHT
é:t' al, 1998; POWELL et al., 1995, 1996) e revelam uma grande proporgdo de
polimorﬁsmos. Contudo, o presente estudo com PCR-RFLP nas regides ndo codificadoras
de cloroplastos em A. angustifolia mostrou niveis de polimorfismos semelhantes aos dos
microssatélites. | ' |

Os resultados dos estudos acima referidos, incluindo este com A. angustifolia ndo
ddo suporte a hipétese da existéncia -de urria fraca subdivisdo das populagdes em
conseqiiéncia do alto fluxo génico éntre as mesmas (DONG e WAGNER, 1994), pois os
genomas organelares transmitidos paternalmente, apresentariam dispersﬁd por pdlen e
sementes, além de poderem ser transmitidos a longas distancias pelo vento, caso da maioria
das coniferas e como tal, seria esperado valores baixos para Gst. HONG et al. (1993)

também encontraram valores altos de Gst = 0,842 em P. muricata quando analisaram os
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DNAs de cloroplastos com RFLP. Contudo, DONG ¢ WAGNER (1994), sugeriram que no
caso do P. muricata, onde as populagdes eram isoladas reprodutiva e geograficamente, o
que impossibilitaria o fluxo génico e levaria entdo, a uma diferenciagdo das populagdes,
explicando a diversidade genética da espécie. Os mesmos fatores explicariam a
diferenciagcdo encontrada com o P. resinosa, uma espécie’ com baixissimos niveis de
diversidade nuclear, tanto no nivel isoenzimaticos, bem como ao nivel de RAPD, mas que
apresentou 12% de variag@o interpopulacional, quando anélisado com microssatélites ao
nivel do genoma de cloroplastos. Os autores sugeriram ainda, que colonizagdes periddicas,
efeitos de gargalo e extingdes sdo respoqsévcis por tal diferenciagido (ECHT et al., 1998).

_ | Os valores médios de diferengas eﬁtre pares de haplétipos (Tabela 8) revelaram que
algumas populagdes apresentam mais diversidade genética do que outras. Assim, as
populagdes Fazenda Amola Faca, Reserva Antdnio Carlos e EPAGRI-Cagador, se
destacaram por apresentarem indices elevados de diferengas entre os haplétipos, ao
~ contrario da populagdo de Parque Municipal de Lages cujo indice foi zero. Desta forma,
estes resultados suportam o que foi revelado pof outros indices, de que existe difefenciag:ﬁo
entre as populagdes.

No caso da 4. angustifolia, onde nio sio conhecidas as taxas de.mutag:ﬁo e fluxo
génico e considerando-se que' antes da devastagdo a floresta era continua, 0 que
possibilitava o fluxo génico intenso, o que tornaria as popula¢6es mais homogéneas, e se
ainda considerarmos que a heranc;a dos genomas de cloroplaéto seja paterna, os resultados
aqui apresentados (ex: G5T= 28%) sdo contrarios ao que poderia se esperar, segundo os
estudos de BIRKY (1978), HAMRICK e GODT (1991), McCAULEY (1994) e PONS e
PETIT ( 199 5). O isolamento das populagdes provocado pela devastagédo e co'mevrc_ializag:ﬁo‘
das madeiras de araucéria, ainda ndo teria sido suficiente para que o acimulo de variagdo
pudesse provocar uma maior diferenciagdo entre populagdes, principalmente devido ao
.longo ciclo da espécie. De outro lado, os efeitos da redugio do tamanho das populagdes,
também provocada pela exploragdo madeireira, ainda merece ser melhor estudado.

Os valores da diversidade entre populagdes encontrados neste trabalho poderia ser
devido entio : (i) a existéncia prévia de variagdo genética ainda ndo quantificada
anteriormente ao isolamento das populagdes, (ii) ao isolamento reprodutivo e geografico

entre populagdes, (iii) agdo da deriva genética, (iv) modelo de herémc;a do genoma dos
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cloroplastos, (v) ao surgimento de novas mutages que originariam novos haplétipos
(levando entdo, ao surgimento de haplétipos especificos) tendo em vista as regides
gendmicas estudadas (ndo codificadoras), o que levaria a uma diferenciagio entre as
populagdes e (vi) erros de amostragem. Tais possibilidades foram discutidas por outros
autores. DONG ¢ WAGNER (1994) enfatizaram que quando populag¢des sdo isoladas e ndo
ocorre fluxo génico, 0s mecanismos mutacionais podem influenciar a composi¢go genética
dentro e entre populagdes. BIRKY (1989) mostrou que a subdivisdo das populagdes em
equilibrio € inversamente relacionada com a taxa de mutagio. Como as taxas de mutagdes
de ponto sdo consideravelmente baixas em relagdo as mutag¢des de tamanho, ambas, no caso
de auséncia de fluxo génico, levando-se em consideragdo o tamanho efetivo da populagio
(McCAULEY, 1994), poderiam explicar parcialmente os niveis de diversidade encontradas
neste estudo com regides néo codificadoras de cloroplasto A. angustifolia.

Mhito embora, ndo se possa comparar dados com marcadores moleculares com
caracteristicas diférentes, tais como os microssatélites de cloroplasto ¢ os baseados em
regides ndo codificadoras dos genomas de cloroplasto, devido a natureza da variagio que
detectam e diferentes pressdes de selecdo que estas regides estdo submetidas, € as diferentes
propriedades dos genomas tais como taxa de mutagdo, recombinéc;ﬁo entre outros, também
ndo se pode comparar de forma estrita espéciés distintas entre si, pois cada uma delas pode
representar uma histéria evOlutiva diferente. Porém, € possivel fazer algumas comparag¢des
e generalizagdes, que podem auxiliar na elucidagdo de alguns parimetros evolutivos e
populacionais.

' Neste trabalho com 'regiéés ndo codificadoras de cloroplasto em A. angustifolia,
* foram -encontrados niveis de divergéncia muito maiores do que os encontrados em outros
estudos com microssatélites de DNA de cloroplastos em cvoniferas, tais como os estudos de
VENDRAMIN et al. (199‘9), que caracterizou em Abies alba 90 haplétipos € obteve um
valor para Gsr de 13,3% e ECHT et al. (1998), com 23 haplétipos caracterizados, € um -
valor estimado de Gst de 12% em P. resinosa. Porém, contrariamente ads trabalhos
mencionados, o que ¢ intrigante, outros estudos ndo encontraram polimorfismos em
cloroplastos. Assim, BOSCHERINI et al. (1-994), utilizando regides ndo codificadoras ndo
encontraram polimorfismo algﬁm em P. leucodermis, embora o autor tenha utilizédo‘um

sistema de gel de agarose comum (1,5%). No trabalho do citado autor foram analisados 80
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individuos de sete populagdes, utilizados dois pares de iniciadores diferentes dos utilizados
nos estudos com A. angustifolia e onze enzimas de restrigdo (nimero maior do que usado
no presente trabalho). VICARIO et al. (1995), utilizando seis pares de regides ndo
codificadoras (TABERLET et al., 1991) e 15 enzimas de restricdo, também, ndo tiveram .
sucesso em encontrar polimorfismos nas regiées estudadas, mesmo quando utilizaram um
sistema de gel de agarose 3% (Nu Sieve), que apresenta uma capacidade de separa¢do mais
sensivel a pequenas insergdes e ou delegdes do que a agarose comum.

A utilizag@o de um sistema de gel (de agarose) pouco sensivel a pequenas insergdes
e ou delegdes, bem como a coloragfo dos géis por brometo de etidio pode ter dificultado a
identificagdo de polimorfismos nos trabalhos acima mencionados. Mesmo que houvessem
individuos variantes, estes dificilmente poderiam ser detectados por pelos motivos
expostos. Assim, a escolha-das metodologias € de fundamental importincia para o alcance
dos objetivos. _

A Anilise de Varidncia Molecular (AMOVA) foi feita com o programa Arlecjuin
1.1 (SCHNEIDER et al., 1997) e a divergéncia genética entre regides, entre populagdes
dentro de regides e entre populagdes foi inferida pelos estimadores ¢ct, dsc € OsT,
resbectivamente. A AMOVA dos dados obtidos com o PCR-RFLP em A. angustifolia,
quando as populagdes foram agrupadas em 6 grupos referentes a uma possivel localizagéo
geografica, mostraram (Tabela 9) que ndo ha uma distribui¢do geografica da diversidade
genética das populagdes, pois a varidncia encontrada foi de -0,040 e a percentagem de
varia¢cdo de -4,78%, o qué indida que nfo ha uma estrutura genética no nivel regional
definida. Um segundo tipo de agrupamento das populagdes, agora em relagdo a vegetagdo
associada a floresta de araucéria, também foi analisada e novamente nenhuma estrutura foi
'as.sbciada com este agrupamento; | | |

Os valores dos indices de fixagio ou estatisticas ¢ (EXCOFFIER et al., 1992),
analogos as estatisticas F de Wright, confirmaram os resultados obtidos com o Gsr,
demonstrando que a maior parte da variagdo ocorreu entre as populagﬁeé, ¢sc = 0,153, mas
uma grande parte da divergéncia ocorre entre populagdes, ¢st foi de 0,113. Este tltimo
valor representa o grau de correlagdo da diversidade molecular dos haplétipos dentro das

populagdes em relagdo a um par de haplétipos da espécie como um todo.
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Os resultados negativos da varidncia entre grupos (-0,040) e a percentagem de
variagdo (-4,78%) entre as populag¢des € explicado por SCHNEIDER et al. (1997), como
sendo devido ao fato de que os componentes de varidncia s3o em realidade covariincias .e
seus indices de fixagdo associados podem ser compreendidos como coeficientes de
correlagdo. Comumente, pequenos valores negativos para os componentes da varidncia na
auséncia de uma estrutura genética bem caracteristica podem ocorrer. Assim, poder-se-ia
por chance, obter valores pbsitivos ou r;egativos muito pequenos para os componentes de -
varidncia. Na grande maioria das vezes, estes indicam a auséncia de estrutura genética, mas
mesmo assim, apresentam um significado biolégico, pois em organismos com fecundagfio
cruzada, tal como é a 4. angustifolia, genes de diferentes populagdes podem estar mais

relacionados do que genes da mesma populagio ( SCHNEIDER et al., 1997).
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CONCLUSOES

Os resultados verificados neste estudo sdo os primeiroé. no nivel molecular e os
primeiros utilizando regides néo codificadoras de cloroplastos de 4. aﬁgustifolia.

A investigagdo sobre a distribui¢fio da diversidade genética ao nivel regiohal com
base nos haplétipos originados da aplicagdo da técﬁica PCR-RFLP em produtos
‘amplificados de regides ndo cddiﬁcadoras do cloroplasto em 4. angustifolia revelou que a
maior parte da variagdo detectada esta distribuida dentro de populagdes. Contudo, existe
uma significativa divergéncia entre as populagGes estudadas. |

Os diversos indices e abordagehs utilizadas neste trabalho apresentaram resultados
altamente convergentes. Assim, a diversidade genética medida por hr e pelo Gsr, medida
equivalentes a heterozigosidade e a proporgdo da variagdo entre populvag(")es,
respectivamente, em genomas dipldides, foi corroborada pela Analise Molecular da
Variéncia. V _

Os valores da diversidade entre populages encontrados neste trabalho poderia ser
devido entdo (i) a existéncia prévia de variagdo genética ainda ndo -quantificada
anteriormente ao isolamento em ilhas das populagdes, (i) ao isolamento reprodutivo e
geografico entre populagdes, (iii) agdo da deriva genética, (iv)' modelo de heran¢a do
genoma dos'(':lor'o'plastos, (v) ao surgimento de novas mutagdes que originariam novos
haplétipos (levando entdo, ao surgimento de haplétipos especificos) tendo em vista as
regides gendmicas estudadas (ndo codificadoras), o que levaria a 'uma diferéﬁciaqﬁo entre
as populagdes e (vi) efeitos de amostragem e tamanho populacibnal

As populagdes Antonio Carlos, Rancho Alegre e Amola Faca, apresentaram altos
indices de diversidade enquanto as popﬁlac;ées Guamirim Gateados e Cagador exibiram
hapl'(')tipo's especificos indicé.ndo que estas populagdes devem ser contempladas nas
estratégias de conservagdo germoplasma para a espécie, bem como fonte de variabilidade
genética para melhoramento ou estudos de genética e evolugdo.

Por se tratar de uma espécie de alta importancia ecoldgica, econdmica e social, e
porque este € 0 primeiro grupo de dados relacionados a variabilidade genética no nivel
molecular, novos estudos complementares sdo necessdrios. Nio se conhece ainda o efeito

da fragmentagdo no nivel de variabilidade genética, os efeitos do fluxo génico, bem como o
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conhecimento dos mecanismos evolutivos que produzem e mantém a diversidade genética

nesta espécie, além do modo de heranga dos genomas de cloroplastos na espécie.
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ANEXO

Lista de hapldtipos obtidos com a digestdo dos produtos da PCR com as enzimas de
restricdo. Na lista sdo mostrados apenas as regides que se mostraram polimoérficas, sendo
que as outras combinagdes foram monomdrficas e ndo sdo mostradas na constituigio dos

haploétipos.

Haplétipo

h1= AS/ Hinfl /| Rsal, mais todas as outras combinagGes r_ndnomérﬁcas das digestdes dos
produtos da PCR e pelas enzimas de restri¢o.
h2= CS / Hinfl
QR /Taql / Rsal

SfM / Hinfl, mais todas as outras combinagdes monomérficas das digestées dos produtos -
da PCR e pelas enzimas de restrigo. -
h3=CS/Hinfl |
K1K2 / Rsal, mais todas as outras combina¢des monomorficas das digestdes dos produtos
da PCR e pelas enzimas de restri¢do. |
hd= CS / Hinfl / Rsal, mais todas as outras combina¢des monomorficas das digestdes dos
“produtos da PCR e pelas enzimas de restrig3o. |

h5= CS / Hinfl, mais todas as outras combinagdes monomérficas das digestdes dos

produtos da PCR e pelas enzimas de restrigdo. |

h6= CS / Rsal, mais todas as outras combinégées monomorficas das digestdes dos produtos
~da PCR e pelas enzimas de restrigdo. .

h7=CS / Rsal

StM / hinfl, mais todas as outras combina¢des monomérficas das digestdes dos produtos da

PCR e pelas enzimas de restrigdo. | |

h8= SfM / Hinfl, mais todas as outras combinagdes monomorficas das digestdes dos

produtos da PCR e pelas enzimas de restrigdo. )

h9= SfM / Tagl, mais todas as outras combinagdes monomdrficas das digestdes dos

produtos da PCR e pelas enzimas de restrigdo.
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h10= SfM / Tag], mais todas as outras combinagdes monomorficas das digestdes dos
produtos da PCR e pelas enzimas de restri¢do. ’

h11= CS / Haelll mais todas as outras combinagdes monomérficas das digestdes dos
produtos da PCR e pelas enzimas de restrig&o.

h12= combinagdo monomorfica de todas as digestdes dos produtos da PCR pela enzimas de

restrigdo. -
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