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Apresentacao

A erva-mate, /lex paraguariensis, € uma espécie didica, climax
com ampla area de distribuicao natural. A despeito de sua
importancia econdmica e ecoldgica sdao escassos os estudos

de conservacao e genética da espécie. O objetivo geral do
trabalho foi estudar a diversidade genética, a estrutura genética
espacial e o fluxo génico por dispersao de pélen e sementes

em duas populacdes naturais de /. paraguariensis na area do
entorno do Parque Nacional do Iguacu, com uso de marcadores
microssatélites. Foram encontrados baixos niveis de diversidade
genética nos oito locos analisados, com divergéncia genética
maior entre do que dentro das populacdes. A densidade
populacional é baixa em ambas as populacdes (0,27 a 0,29
arvores ha'), tem distribuicdo espacial agregada, embora néo
sendo observada evidéncia de estrutura genética espacial. A
média da distancia da dispersao de pdlen foi de 393 m e a
dispersao de sementes atingiu distancia préoxima a 2.000 m. Os
resultados obtidos, sugerem que a base genética das populacoes
estudadas nao é ampla, o que pode dispor estas a um estado
critico de conservacao, devido a erosao genética provocada pela
destruicdo de seus ambientes naturais.

Sergio Gaiad
Chefe de Pesquisa e Desenvolvimento
Embrapa Florestas
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1. Introducao

A transformacao de ambientes naturais em areas de uso
antrépico tem convertido ecossistemas continuos em

pequenas manchas na paisagem, separadas e isoladas. Este
processo é conhecido por fragmentacéao florestal e apresenta
efeitos negativos na abundéncia e estrutura das espécies.

A fragmentacao florestal é a perda e subdivisdao de habitats
continuos em fragmentos menores e isolados devido a acao
antrépica (FAHRIG, 2003). Afeta negativamente ambientes
naturais, pois promove alteracées na qualidade do habitat devido
ao aumento das areas de borda e ao isolamento dos fragmentos
remanescentes (EWERS et al., 2007). Por vezes, os efeitos
negativos da fragmentacao sao capazes de promover a extincao
de populacdes locais em areas fragmentadas.

No Brasil, a conversdao do Bioma Mata Atlantica em areas
agricolas e urbanas reduziu drasticamente a extensao original



10

Diversidade genética, estrutura genética espacial e fluxo génico em populacdes de erva-mate
(llex paraguariensis A. St. Hil.) na &rea de entorno do Parque Nacional do Iguacu

do Bioma. Atualmente, as areas remanescentes encontram-se
severamente fragmentadas, com tamanho reduzido, dispersas e
isoladas pela matriz antrépica (RODRIGUES et al., 2009).

No Estado do Parand, a area de extensao original do Bioma
Mata Atlantica abrangia quase a totalidade do Estado, restando
atualmente pouco mais de 10% da floresta original (ATLAS...,
2011). As areas remanescentes estao distribuidas de forma
irregular pelo Estado, sendo que, em sua maioria, os fragmentos
estao concentrados na regido litordnea e no oeste, neste dltimo,
principalmente na regidao do Parque Nacional do Iguacu.

O estudo do fluxo génico de espécies arbéreas é de grande
relevancia devido a grande interacao destas com polinizadores
e dispersores de sementes. Pressdes antrépicas como o
desmatamento e a fragmentacado sdo as principais ameacas a
populacdes naturais de muitas espécies. Por serem, em sua
maioria, de cruzamento, sdo sensiveis ao efeito da endogamia
(KAGEYAMA et al., 1998; YOUNG; BOYLE, 2000). Estudos
demonstram que a reducao do habitat natural, a subdivisdo e o
isolamento das populacdes provocam consequéncias negativas
no sucesso reprodutivo, impedindo por vezes, o fluxo génico

e a migracao de sementes (HALL et al., 1996; SEOANE et

al., 2005a, 2005b; SEBBENN et al., 2011). O fluxo génico

é essencial para a manutencao da variabilidade genética das
populacdes naturais da floresta tropical e o seu monitoramento
pode subsidiar estratégias de conservacao.

O estudo do fluxo génico via dispersao de sementes através

do teste de parentesco consiste numa estratégia refinada e
eficiente para avaliar a conservacao genética de espécies, além
de fornecer informacdes sobre distancia e o padrao de dispersao
de pdélen e sementes. Com isso, é possivel predizer o status de
conservacao genética em longo prazo.
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llex paraguariensis, popularmente conhecida por erva-mate, é de
ciclo de vida longo, caracteristica da Floresta Ombraéfila Mista,
de grande interacdo com a fauna para polinizacao e dispersao
de sementes. E amplamente consumida no pais na forma de
chimarrao, ché, tereré e como planta medicinal. O cultivo e

a exploracdo de ervais nativos é uma importante atividade
econdmica, principalmente de pequenas propriedade dos estados
do sul do Brasil (CARVALHO, 2003). Desta forma, a erva-

mate é um dos principais produtos florestais nado madeireiros

do pais (ALMEIDA et al., 2009). Apesar de sua importancia
econdmica e ecoldgica, sao escassos os estudos de conservacao
e genética da espécie. E uma espécie diploide (2n=40), com
meiose regular, sem indicacao de bivalentes heteromérficos
(GREIZERSTEIN et al., 2004). Apresenta flores diclinas, com um
dos sexos abortivos. E uma espécie climax tolerante a sombra.
Em estado natural, a erva-mate é uma espécie umbréfila, de
crescimento lento a moderado, tipica de floresta madura, que
pode atingir a densidade de centenas de individuos por hectare
(CARPANEZZI, 1995). Sua éarea de distribuicao natural de acordo
com Oliveira e Rotta (1983) abrange as latitudes 21° a 30° S,

e longitudes de 48°30" a 56°10'W, e altitudes entre 500 m e
1.000 m. A espécie também pode ocorrer de forma mais esparsa
em regides abaixo ou acima deste limite. E uma espécie de
cruzamento obrigatério, entomofilica, sem especificidade de
polinizadores, sendo polinizada principalmente por insetos das
ordens dos Dipteros, Himendpteros, Coledpteros e Hemipteros
(FERREIRA et al., 1983), com polinizacao pelo vento inexistente
ou muito reduzida. Seu periodo de floracdo ocorre de setembro
a outubro, no Rio Grande do Sul; de setembro a novembro no
Parana; de setembro até novembro, em Santa Catarina; e em
novembro, no Estado de Sao Paulo (CARVALHO, 2003).

No contexto de subsidiar estratégias de conservacao biolédgica, o
objetivo deste trabalho foi caracterizar a diversidade genética, a
estrutura genética espacial e o fluxo génico das duas populacoes
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naturais de /. paraguariensis, na area do entorno do Parque
Nacional do Iguacu, com oito locos microssatélites. Também
se objetivou comparar a diversidade genética entre individuos
adultos e regenerantes nos dois fragmentos, caracterizar a
estrutura populacional e a regeneracao nos dois fragmentos,
mensurar a estrutura genética espacial, estabelecer a taxa de
migracao de pdélen e sementes, e estimar distancias médias

de fluxo génico via pdélen e sementes nos dois fragmentos.

As hip6teses do presente estudo sao: i) As arvores adultas
apresentarao maior diversidade genética que as plantulas nas
duas populacoes; ii) Existe estrutura genética espacial nos
individuos adultos e nas plantulas nas duas populacdées; iii) O
fluxo de pélen serd mais restrito que o fluxo de sementes €; iv)
O fluxo génico por sementes de areas externas a estudada sera
maior que o fluxo de pdlen.

2. Material e métodos

2.1. Area de estudo e caracterizacdo da vegetacio

O Parque Nacional do Iguacu (PARNA Iguacu) é o segundo
parque nacional brasileiro, criado em 10 de janeiro de 1939 pela
Lei n® 1.035. Atualmente, sua area total abrange 185.262,2

ha apenas no territério brasileiro. Em 1986 recebeu o titulo de
Patrimonio Natural da Humanidade, concedido pela UNESCO.
Com uma das mais espetaculares cataratas do mundo, o
PARNA Iguacu abriga a maior e mais importante area de floresta
Estacional Semidecidua do Pais (ICMBIO, 2012). O clima na regiao
proximo ao Parque Nacional do Iguacu, segundo a classificacao
de Koeppen, é do tipo Cfa, subtropical timido ou mesotérmico
com verdao quente, temperaturas médias entre 15 °C a 25 °C, e
indice pluviométrico entre 1.500 mm a 2.000 mm anuais, tendo
os meses de outubro a janeiro como os mais chuvosos. Nas
areas mais altas, acima de 600 m, ocorrem remanescentes de
Floresta Ombréfila Mista. As maiores arvores da regidao podem
atingir até 35 m de altura, sendo comum encontrar, nas partes
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bem conservadas, troncos com mais de um metro de didmetro
(ZILLER, 1998). Os fragmentos estudados estao localizados

na area de entorno do PARNA Iguacu, nos Municipios de Santa
Terezinha de Itaipu e Sdo Miguel do Iguacu. A Reserva Particular
do Patrimonio Natural (RPPN) Santa Maria encontra-se em linha
reta a uma distancia aproximada de 3,7 km do Parque Nacional do
Iguacu. O fragmento Fazenda dos Paulistas estd a uma distancia
aproximada de 3,9 km do parque. Os fragmentos estdo separados
entre si por uma distancia aproximada de 18,1 km.

A Reserva Particular do Patrimdnio Natural (RPPN) Santa Maria é
uma unidade de conservacao localizada na Fazenda Santa Maria.
Apresenta uma area de aproximadamente 320 ha. O fragmento
esta localizado nas latitudes 25° 29’ 08" a 25° 30" 15" S e
longitudes 54° 21’ 26" a 564° 22’ 26"" O, a uma elevacdao média
de 296 m, com minima de 283 m e maxima de 338 m.

A outra area de estudo localiza-se na Fazenda dos Paulistas. O
fragmento apresenta uma area de aproximadamente 320 ha, de
tamanho muito similar a RPPN Santa Maria, e esta localizado nas
latitudes 25° 24’ 19.5"" a 25° 26" 04.1" 'S e longitudes 54° 10’
33.6"" ab4° 11" 33.2"" O, a uma elevacao média de 259 m, com
minima de 226 m e méaxima de 309.

Durante as primeiras visitas de campo para o planejamento do
experimento, foi observada a baixa densidade populacional da /.
paraguariensis na regidao do estudo. Devido a esta caracteristica
da distribuicao espacial, foi possivel a realizacao do censo na
area total dos dois fragmentos, onde todos os individuos de /.
paraguariensis observados foram georreferenciados e tiveram
amostras foliares coletadas para extracao de DNA. Também foi
medida a circunferéncia a altura do peito (CAP) dos individuos
com altura acima de 1,30 m e nas plantulas foi medida a altura
com uso de fita métrica. Os individuos foram marcados com
plaquetas metalicas, devidamente numeradas.

13
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3.3 Anadlises de laboratério

A extracao do DNA gendmico foi realizada de acordo com o
procedimento adaptado de Doyle e Doyle (1987). Apds as
extracdes, as amostras foram armazenadas a -20 °C.

Devido a dificuldades na amplificacdao, provavelmente devido

a compostos secundarios da /. paraguariensis, ap0s a extracao
as amostras foram submetidas a um processo de purificacao de
DNA. Dentre os varios protocolos testados, o que apresentou
melhor resultado foi a purificacdo com acetato de amdnio
(OLIVEIRA et al., 2007).

A quantificacdo do DNA foi realizada por meio da anélise
comparativa com amostras de concentracao conhecida (A).

O DNA das amostras e o A foram submetidos a eletroforese
durante 30 min, em gel de agarose a 1%, corado com brometo
de etidio e visualizado sob luz ultravioleta. Posteriormente, as
amostras foram diluidas a 2,5 ng uL' em agua Miliq.

A amplificacao das amostras foi conduzida por um mix com a
seguinte composicao: 7,5 ng de DNA gendémico, 250 yM de
dNTP, 0,5 uLM de MgCl,, tampé&o para PCR 1X(10mM de Tris-
HCI, 50mM de KCI, 1,5mM de MgCl,, pH 8,3), 2,5 ug mL" de
BSA, 0,2 uM de cada iniciador e 1U de Taqg DNA polimerase. A
amplificagao foi realizada em termociclador do tipo MJ Research
PTC-100, utilizando-se o seguinte protocolo: 94 °C por 5 min; 30
ciclos de 94 °C por 1 min, temperatura de hibridacao especifica
de cada par de iniciadores por 1 min, 72 °C por 1 min e
terminando com 72 °C por 7 min.

Os individuos foram genotipados com uso de oito marcadores
microssatélites nucleares, desenvolvidos para a espécie por
Pereira et al. (2013). Apés a amplificacao, os fragmentos de
DNA foram separados em gel desnaturante de poliacrilamida a
5%, em corrida de uma 1h30 min em tampao TBE 1X, em cuba
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vertical, pré-aquecida por no minimo 40 min. Posteriormente,
foram revelados com coloracao de nitrato de prata, seguindo o
protocolo de Creste et al. (2001). Os géis foram interpretados
depois de secarem por cerca de 24 h, escaneados e
posteriormente descartados. O tamanho dos alelos foi estimado
através da comparacao com marcador de peso molecular
padrao aplicado no gel com tamanho de 10-pb ladder. Foram
considerados alelos distintos os fragmentos que diferiram por
pelo menos dois nucleotideos.

4. Analise dos dados

4.1 Analise da diversidade genética e indice de fixacao

A diversidade genética de adultos e plantulas de cada populacao,
e do total amostrado, foi estimada a partir do nimero de alelos
(A), da heterozigosidade observada (H,) e esperada (H ) em
equilibrio de Hardy-Weinberg para cada loco e para média de
todos os locos. O nivel de endogamia entre adultos e plantulas
foi estimada utilizando o indice de fixacao (F).

A significancia estatistica dos valores de F foi calculada usando
permutacdes de alelos entre individuos e uma correcao de
Bonferroni sequencial para comparacdes multiplas (95%, o= 0,05).
As andlises foram executadas utilizando o programa FSTAT,
versao 2.9.3.2 (GOUDET, 2002). Adicionalmente, realizou-se
um teste de desequilibrio de ligacao entre pares de locos. A
distribuicao da diversidade genética entre e dentro de pares de
amostras foi realizada utilizando-se a estatistica F, com base
no método de Weir e Cockerham (1984). Ambos os testes de
desequilibrio de ligacao e diferenciacao entre populacdes foram
também realizados utilizando-se o programa FSTAT.

4.2 Analise da estrutura genética espacial intrapopulacional
A estrutura genética espacial (EGE) intrapopulacional foi
estimada utilizando o coeficiente de coancestria média ( 9., )
proposto por Loiselle et al. (1995), entre pares de arvores
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adultas/jovens e pares de plantulas, com o programa SPAGEDI
versdo 1.3 (HARDY; VEKEMANS, 2002). Para visualizar a

EGE, os valores 0, foram calculados sobre um conjunto de oito
classes de distancia. Para testar se os valores médios diferiram
significativamente de zero, um intervalo de confianca a 95% foi
calculado para cada valor observado em cada classe de distancia,
através de 10.000 permutacdes. O intervalo de confianca foi
utilizado para construir o correlograma no gréafico, conjuntamente
com os valores observados.

4.3 Analise de parentesco

A estimativa do fluxo génico contemporaneo de pélen e sementes
foi realizada através da andlise de parentesco, utilizando o programa
Cervus 3.0 (MARSHALL et al., 1998; KALINOWSKI et al., 2007).
Para tanto, foram comparados os gendtipos das plantulas e adultos
realizando-se o teste de exclusao de paternidade e maternidade.

A andlise de parentesco foi realizada por atribuicao de maxima
verossimilhanca (MEAGHER, 1986), com base nos gendtipos
multilocus das 58 arvores adultas e 50 plantulas da Fazenda dos
Paulistas, e das 34 arvores adultas e 10 plantulas da RPPN Santa
Maria. Os pares de pais e maes provaveis foram determinados pela
estatistica A (MARSHALL et al, 1998), utilizando por referéncias as
frequéncias alélicas da populacado adulta (MEAGHER; THOMPSON,
1987). A simulacao gera valores criticos, de modo que a
significancia dos valores de A encontrados nos testes de parentesco
possa ser determinada. Para simulacdo foram utilizadas 10.000
repeticoes com taxa de erro de genotipagem de 0,01 e intervalo

de confianca restrito a 95%, para determinar um provavel parental
(MARSHALL et al.,1998). Considerou-se um provavel parental ou
um par de provaveis parentais os valores de A maiores que o valor
critico calculado por meio de simulacbées, em comparacao com 0s
individuos selecionados ao acaso. As plantulas que apresentaram
ambos os parentais dentro das duas populacdes foram utilizadas
para determinar as distancias média, mediana, minima e maxima da
dispersao de pdlen.
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Por nao ter sido possivel identificar o sexo das arvores durante
as etapas de coleta no campo nas duas populacdes, foram
realizadas duas estimativas para determinar a suposta arvore
doadora de sementes e a suposta arvore doadora de pdlen, a
partir da posicao espacial das plantulas. A primeira estimativa
considerou o parental mais espacialmente préximo a plantula
como arvore doadora de sementes e o parental localizado mais
distante como arvore doadora de pdlen. A segunda estimativa
considerou o parental mais espacialmente distante a plantula
como arvore doadora de sementes e o parental localizado mais
perto como arvore doadora de pdélen. As duas estimativas
foram realizadas para as plantulas que apresentaram ambos

os parentais dentro das duas populacdes. Se apenas um unico

genitor foi identificado nas populacdes, assumiu-se que 0 mesmo

seria o parental maternal.
5. Resultados

5.1. Distribuicdo espacial da /. paraguariensis

A distribuicao espacial da /. paraguariensis na RPPN Santa Maria

foi agregada, com localizacdo em solos predominantemente
encharcados nas margens de rios e nascentes do fragmento.
Foram encontrados 85 individuos adultos e/ou jovens, com
didametro a 1,30 m do solo (DAP) médio de 6,24 cm (0,95

- 41,22 cm). A populacao apresentou majoritariamente
individuos com DAP abaixo de 10 cm (Figura 1). A densidade
dos individuos adultos e/ou jovens da RPPN Santa Maria foi
relativamente muito baixa, com 0,27 individuos por hectare.
Foram encontradas 70 plantulas, que em sua maioria, estavam
localizadas préximas as arvores adultas e/ou jovens, e
apresentaram altura média de 82,8 cm, com minima de 7 cm e
maxima de 130 cm (Figura 2).
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Figura 1. Distribuicdo do DAP (cm) dos individuos adultos da RPPN Santa Maria e da
Fazenda dos Paulistas.
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Figura 2. Distribuicdo da altura das plantulas (cm) da RPPN Santa Maria e Fazenda dos

Paulistas.
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Os individuos encontrados na Fazenda dos Paulistas, de

forma semelhante a RPPN Santa Maria, também apresentaram
distribuicao espacial agregada. Entretanto, na Fazenda dos
Paulistas, a /. paraguariensis foi encontrada predominantemente
em locais com solo constantemente encharcado, semelhantes a
varzeas ou banhados, com uma menor parte as margens de rios.
Foram encontrados ao todo 91 individuos adultos e/ou jovens
com DAP médio de 5,96 cm, com minimo de 1,11 cm e maximo
de 48,22 cm. Semelhante a RPPN Santa Maria, a populacao
apresentou majoritariamente individuos com DAP inferior a

10 cm. A densidade dos individuos adultos e/ou jovens da
Fazenda dos Paulistas foi relativamente muito baixa, com 0,29
individuos por hectare. As plantulas apresentaram distribuicdo
agregada e geralmente préoximas as arvores adultas e/ou jovens.
Foram encontradas ao todo 50 plantulas, com altura média de
97,6 cm, com minima de 15 cm e maxima de 130 cm.



20 Diversidade genética, estrutura genética espacial e fluxo génico em populacdes de erva-mate
(llex paraguariensis A. St. Hil.) na &rea de entorno do Parque Nacional do Iguacu

5.1. Diversidade genética e indice de fixacao

A andlise contemplou somente as amostras coletadas que
apresentaram resultados satisfatérios na genotipagem. Sendo
assim, foi possivel genotipar dentre as amostras coletadas pelo
censo 34 adultos/jovens e 10 plantulas da RPPN Santa Maria,
representando respectivamente 40% e 14,29% das amostras
coletadas. Na Fazenda dos Paulistas, foi possivel genotipar 58
adultos/jovens e 50 plantulas, que representam respectivamente
63,74% e 100% das amostras coletadas.

Na amostra total de 152 individuos o namero total de alelos
foi 34, com média de 4,25, variando de 3 a 7 alelos por loco
(Tabela 1). A heterozigosidade observada variou de 0,143 a
0,800, com média de 0,401. A heterozigosidade esperada
oscilou entre 0,154 a 0,754, com média de 0,424.

O indice de fixacao foi positivo na média dos locos, com valor de
0,054 e variando de -0,202 a 0,295. Porém nao foi observado
desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) (Tabela 1). Os 8
locos nao apresentaram desequilibro de ligacao, portanto, foram
ideais para andlise de parentesco.

Tabela 1. indices de diversidade genética.
Loco A H P H F

o Pair e

Ipg_07 7 0,800 0,754 -0,061 0,650
Ipg 19 4 0,418 0,593 0,295 0,823
Ipg 23 3 0,638 0,531 -0,202 0,861
Ipg 37 3 0,143 0,154 0,074 0,988
Ipg 43 3 0,412 0,439 0,062 0,905
Ipg_49 4 0,307 0,369 0,167 0,931
Ipg 50 5 0,309 0,307 -0,008 0,952
Ipg 52 5 0,178 0,242 0,265 0,971
Média 4,25 0,401 0,424 0,054 -

Total 34 0,999

A=numero de alelos; H =heterozigosidade observada; H,=heterozigosidade esperada;
F =indice de fixacdo; P, =probabilidade de exclus&o do primeiro parental.
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5.2. Diversidade genética dentro das populacdes

A diversidade genética encontrada na RPPN Santa Maria foi
baixa entre adultos e plantulas, sendo menor para a ultima (2,75
e 1,43), o que também refletiu na heterozigosidade observada
(0,412 e 0,268) e esperada (0,425 a 0,258). O provavel motivo
foi o nimero restrito de individuos analisados com genotipagem
em todos os locos. A situacdo foi particularmente critica para as
plantulas da RPPN Santa Maria. O indice de fixacao foi positivo
para adultos e plantulas da RPPN Santa Maria (0,151 e 0,376),
porém nao foi observado desvio de EHW (Tabela 2).

A diversidade genética encontrada na Fazenda dos Paulistas

foi ligeiramente superior para as plantulas em comparacao aos
individuos adultos (3,37 e 3,25), o que também refletiu na
heterozigosidade observada (0,474 e 0,420) e esperada (0,420
e 0,384). O indice de fixacao foi negativo para os adultos da
Fazenda dos Paulistas (-0,027) e positivo para as plantulas
(0,013), porém nao foi observado desvio de EHW (Tabela 3).

Tabela 2. Diversidade genética e indices de fixacdo de arvores adultas/jovens e
plantulas da RPPN Santa Maria.

Adultos Santa Maria (N= 34) Plantulas Santa Maria (N= 10)

Ipg 50 0,320 0,346 0,075 nc 0,000 nc
Ipg 52 nc 0 nc 2 0,333 0,333 0,000
Média 2,76 0,412 0,425 0,151 1,43 0,268 0,258 0,376

Desvio 1,03 0,172 0,257 0,253 0,53 0,058 0,254 0,294

Loco A H, H, F A H, H, F
Ipg 07 3 0,666 0,833 0,200 nc nc nc nc
Ipg 19 3 0,222 0,563 0,605 1 nc nc nc
Ipg_23 3 0,334 0,317 -0,053 1 nc nc nc
Ipg 37 2 0,250 0,227 -0,100 1 nc 0] nc
Ipg_43 2 0,571 0,505 -0,130 2 0,250 0,583 0,571
Ipg_49 4 0,620 0,605 0,140 2 0,222 0,375 0,407

4 1
1

A =numero de alelos; H =heterozigosidade observada; H,=heterozigosidade esperada;
F =indice de fixacdo; nc =né&o calculado.
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Tabela 3. Diversidade genética e indices de fixacdo de arvores adultas/jovens e
plantulas da Fazenda dos Paulistas.

Adultos Fazenda dos Paulistas Plantulas Fazenda dos Paulistas

(N= 58) (N= 50)

Loco A H, H, F A H, H, F
lpg 07 7 0,812 0,727 -0,117 5 0,807 0,738 -0,094
Ipg_19 3 0,333 0,502 0,336 4 0,625 0,692 0,097
Ipg.23 3 0,593 0461 -0,286 3 0,792 0,634 -0,249
Ipg_37 3 0,263 0,279 0,057 1 nc 0,000  nc
Ipg_43 2 0417 0,394 -0058 3 0,355 0,422 0,158
Ipg_49 3 0,334 0,294 -0,136 3 0,158 0,236 0,330
Ipg 50 3 0,306 0,320 0,043 4 0,348 0,307 -0,133
lpg. 52 2 0,091 0,091 0000 4 0,231 0,332 0,304

Média 3,26 0,394 0,384 -0,027 3,37 0,474 0,420 0,013
Desvio 1,68 0,220 0,188 0,182 1,19 0,266 0,254 0,224

A =numero de alelos; H =heterozigosidade observada; H,=heterozigosidade esperada;
F =indice de fixacdo; nc =n&o calculado.

5.3 Distribuicdo da diversidade genética

Comparativamente, a distribuicdo da diversidade genética foi
maior entre do que dentro das populacoes. A variacao foi de
7,67 % entre os adultos das duas populacdes, 8,09% entre

os adultos da Fazenda dos Paulistas e as plantulas da RPPN
Santa Maria, 8,98% entre os adultos da RPPN Santa Maria e as
plantulas da Fazenda dos Paulistas. Dentro das amostras, adultos
e plantulas da RPPN Santa Maria apresentaram variacao de
2,51%. Na Fazenda dos Paulistas a variacao foi de 1,87% entre
adultos e plantulas (Tabela 4).
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Tabela 4. Diferenciacdo genética entre populacdes utilizando a estatistica Fg,
com base no método de Weir e Cockerham (1984).

PLSM ADFP PLFP
ADSM 0,0251 0,0767 0,0898
PLSM - 0,0809 0,0668
ADFP - -- 0,0187

PLFP - - -

ADSM (adultos RPPN Santa Maria), PLSM (plantulas RPPN Santa Maria), ADFP (adultos
Fazenda dos Paulistas), PFLP (plantulas Fazenda dos Paulistas).

5.4. Estrutura genética espacial intrapopulacional

A anadlise da estrutura genética espacial foi realizada para os
adultos das duas populacdes somente para as plantulas da
Fazenda dos Paulistas, devido a baixa genotipagem das mesmas
na RPPN Santa Maria. Os valores nao foram significativamente
maiores do que o limite superior do intervalo de confianca de
95%. Portanto, nao foi observado estrutura genética espacial
entre os adultos das duas populacdes e entre as plantulas da
Fazenda dos Paulistas (Figura 3). Os resultados obtidos sugerem
nao existir EGE para a /. paraguariensis nas duas populacoes.
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Figura 3. Correlogramas do coeficiente de coancestria (¢,,) para classes de distancia
entre arvores adultas da /. paraguariensis na RPPN Santa Maria (a), arvores adultas
da Fazenda dos Paulistas, e plantulas da fazenda dos Paulistas (c). Linhas pontilhadas
significam o limite do intervalo de confianca de 95%.
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5.5 Parentesco e fluxo génico

Todas as plantulas analisadas pelo teste de parentesco e fluxo
génico apresentaram os parentais no préprio fragmento de
ocorréncia, ou seja, nao foi possivel detectar migracao por pélen
e por sementes no presente trabalho. O teste de parentesco foi
realizado para 28 plantulas, utilizando no minimo 4 e no maximo
8 locos, com probabilidade de exclusdao do primeiro parental entre
0,650 a 0,988 (Tabela 1). Do total das plantulas analisadas, 2
sdo pertencentes a RPPN Santa Maria e 26 plantulas pertencentes
a Fazenda dos Paulistas. A média e mediana da distancia de
dispersao de podlen foi respectivamente 393 e 96 m, com minima
de 2 m e maxima de 1.589 m (Tabela 5). A andlise da distribuicao
espacial do fluxo de pélen estimou em 60,7% da dispersao em
distancias inferiores a 140 m, 85,7% da dispersao em distancias
até 834 m, e apenas 14,3% da dispersao de pélen em distancias
superiores a 1.000 m (Figura 4).

A estimativa de dispersdao de sementes minima apresentou média
e mediana de dispersao de 421 e 82 m, com minimade 1 me
maxima de 1.932 m. Pela estimativa de dispersdo maxima, a
média e mediana de dispersao de sementes foi 740 m e 481 m,
com minima de 4 m e maxima de 1.949 m (Tabela 5).

Tabela 5. Distancias de dispersao de pélen de sementes maxima e de sementes
minima.

Pélen Sementes min. Sementes max.
Média (m) 392 421 740
Desvio (m) 523 666 718
Min. (m) 2 1 4
Max. (m) 1.589 1932 1.949

Mediana (m) 96 82 481
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Figura 4. Frequéncia da distancia de dispersao de poélen.

Pela estimativa de dispersdao de sementes minima, aproximadamente
64,3% da dispersao de sementes ocorreu em distancias
inferiores a 100 m, 71,43% da dispersao foi realizada em
distancias inferiores a 160 m, e apenas 14,29% da dispersao de
sementes ocorreu em distancias superiores a 1.000 m (Figura
5). Pela estimativa de dispersdao de sementes maxima, apenas
35,71% da dispersao de sementes foi realizado em distancias
inferiores a 100 m, 75% da dispersao foi realizado em distancias
até 1.320 m, com 32,14% do total da dispersdao de sementes
em distancias superiores a 1.000 m (Figura 6).

Os dados da anélise de parentesco realizado para as plantulas
das duas populacdes, com os respectivos LOD score estao
assinalados na Tabela 6. Os resultados com LOD score positivo
implicam em maior probabilidade dos candidatos serem os
respectivos parentais, em comparacao com os individuos
selecionados ao acaso.
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Tabela 6. Andlise de parentesco das duas populacgdes.

Pair LOD

Pair LOD Trio LOD

Plantulas Parental score Parental score score Trio Delta
P39SM 53SM 1,4900 82SM -0,0133  2,1500 0,0064
P71SM 53SM 2,5400 68SM 1,8700 4,4200 0,0053
PO2FP 2FP 2,0300 89FP 0,5440 3,8300 0,4580
PO4 FP 72FP 3,6300 89FP -0,1360  4,9900 0,0936
PO7FP 9FP 0,7750 71FP 1,2300 3,0600 0,1340
PO9FP 10FP 1,0300 11FP 1,0300 2,0700 0,1410
P10FP 64FP 3,0700 77FP 2,0200 5,7000 1,8200
P11FP 77FP 1,3300 82FP 0,7600 3,9100 0,6560
P12FP 26FP 0,7870 64FP 0,4740 1,9400 0,0027
P14FP 71FP 2,1500 72FP 1,3900 4,8700 1,3200
P15FP 10FP 0,8430 11FP 0,8430 1,6900 0,1410
P16FP 49FP 1,1500 85FP 0,8910 2,0400 0,8700
P18FP 10FP 0,1040 26FP 1,5900 2,2700 0,0000
P20FP 21FP 2,1200 71FP 1,1400 4,3700 0,0115
P26FP 48FP 2,9800 77FP 1,0100 6,0300 0,0631
P28FP 10FP 0,8910 11FP 0,8910 1,7800 0,0019
P30FP 71FP 0,56320 72FP 4,0600 6,4900 1,8500
P33FP 26FP 0,4700 50FP 0,6870 1,4700 0,0031
P34FP 39FP 1,2300 61FP 0,4970 2,1500 0,0060
P35FP 50FP 1,8000 55FP 1,5500 3,3500 0,0844
P37FP 10FP 0,8480 82FP 0,7600 2,8400 0,1850
P41FP 26FP 2,1800 39FP 0,3720 3,4500 0,3430
P42FP 10FP 0,6490 58FP 1,4600 2,6900 0,0000
PA5FP 26FP 1,2100 50FP 1,4200 2,9500 0,3420
P47FP 10FP 0,2120 82FP 1,0300 1,9200 0,0000
P4A8FP 12FP 1,2800 75FP 1,2800 2,1400 0,0021

SM (RPPN Santa Maria), FP (Fazenda dos Paulistas).
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6. Discussao

6.1. Diversidade genética

. paraguariensis é uma espécie com ampla area de distribuicao
natural, dioica, de ciclo de vida longo e de interacdo com a
fauna para polinizacédo e dispersdao de sementes. Contudo, a
diversidade genética encontrada para os oito locos das duas
populacdes naturais foi relativamente baixa, apresentando média
de 4,25 alelos por loco (Tabela 1). Baixos niveis de diversidade
genética foram encontrados em outros estudos com marcadores
isoenzimatico (WENDT, 2005) e RAPD para /. paraguariensis
(CANSIAN, 2003). Todavia, é necessério considerar que

o presente trabalho foi desenvolvido em éarea limitrofe da
distribuicao natural de /. paraguariensis.

Este padrao de diversidade genética observado para /.
paraguariensis difere de trabalhos com outra espécie do género
llex, a I. leucoclada, onde foram encontrados niveis elevados de
diversidade genética (TORIMARU; TOMARU, 2005; TORIMARU,
et al., 2007). Por ser o Unico estudo populacional com
marcadores microssatélites para /. paraguariensis e também por
ter sido desenvolvido em area limitrofe da distribuicdo natural,
estes resultados podem nao representar o padrao de diversidade
genética da espécie. Entretanto, resultados semelhantes, de
populacdes pequenas e com baixa densidade, foram encontrados
por Silva et al. (2008) em estudo com a espécie arbdrea tropical
Bagassa guianensis; tais resultados possivelmente indicam uma
tendéncia a baixa diversidade genética em populacdes com estas
caracteristicas.

Entre as populacées, a diversidade genética encontrada para as
plantulas da Fazenda dos Paulistas foi ligeiramente superior a dos
individuos adultos, o que também refletiu na heterozigosidade
esperada e observada (Tabela 4). Estes resultados diferem de
outros estudos, onde foi encontrada uma tendéncia de menor
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diversidade genética para as plantulas em comparacao com as
arvores adultas (RATHMACHER et al., 2010; RESENDE et al.,
2011; SEBBENN et al., 2011).

Na RPPN Santa Maria a diversidade genética foi baixa entre
adultos e plantulas sendo menor para a ultima, o que também
refletiu na heterozigosidade esperada e observada (Tabela

2). Entretanto, estes resultados podem ser devido a baixa
amostragem por problemas na genotipagem dos individuos desta
populacado, que apresentaram para este aspecto, situacao mais
critica que na Fazenda dos Paulistas.

O indice de fixacao foi positivo na média para todos os locos,
porém nao foi observado desvio do EHW (Tabela 1). Em
outro trabalho com marcadores isoenziméaticos foi observada
diferenca no indice de fixacao entre adultos e plantulas para
. paraguariensis, o que poderia indicar selecao favoravel ao
heterozigoto (WENDT, 2005).

Com baixa divergéncia, a distribuicdo da diversidade genética foi
proporcional a distancia das amostras, apresentando variacao
entre 1,87% a 8,98%. A variacao foi menor entre adultos e
plantulas da mesma populacdao e aumentou entre as plantulas e
adultos de populacoes distintas. A divergéncia genética foi maior
entre os adultos de uma populacao e plantulas de outra, com
divergéncia entre 8,09% a 8,98% (Tabela 4). Estes resultados
diferem de outros estudos com uso de marcadores RAPD para /.
paraguariensis, onde a divergéncia genética encontrada foi maior
dentro do que entre populacoes (GAUER; CAVALLI-MOLINA,
2000; WENDT, 2005; WENDT et al., 2007; WINGE et al.,
1995). Em estudos com marcadores isoenziméaticos também

foi encontrado maior divergéncia genética entre populacoes
geograficamente mais distantes, entretanto, com a principal
divergéncia genética devido a variabilidade intrapopulacional
(WENDT, 2005; WINGE et al., 1995).
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Em um estudo comparativo entre vdrias espécies do género

llex da América do Sul, Gottlieb et al. (2005) encontraram as
médias mais baixas de distancia genética entre populacdes para
I. paraguariensis, o que representou a auséncia de evidéncias de
um padrao geografico para a espécie (GOTTLIEB et al., 2005).
Para Gauer e Cavalli-Molina (2000), o grande potencial de
dispersao de sementes pode estar relacionado as baixas taxas de
divergéncia genética entre populacoes de /. paraguariensis.

O isolamento das duas populacées devido a fragmentacao, pode
estar influenciando na diferenca dos resultados obtidos. Os dois
fragmentos pertencem a area de entorno do PARNA Iguacu.
Contudo, o fluxo génico oriundo de outras populactes naturais
de /. paraguariensis pode ser muito baixo nas duas areas, o que
poderia explicar a maior divergéncia genética entre do que dentro
das populacdes. Algum fluxo génico poderia justificar a diferenca
na diversidade genética entre plantulas e adultos na Fazenda

dos Paulistas, o que explicaria a maior diversidade genética das
plantulas pela imigracao de sementes. Entretanto, pela andlise
de parentesco, nao foi possivel detectar migracao de pdélen e de
sementes na Fazenda dos Paulistas.

6.2. Estrutura genética espacial

Para compreender o padrdo espacial da diversidade genética das
duas populacdes de /. paraguariensis é necessario considerar
as caracteristicas ecoldgicas da espécie e do local ocorréncia.
A |. paraguariensis apresenta alta plasticidade de ambientes,

e sua area de ocorréncia natural abrange variadas formacoes
ecolégicas, o que inclui desde a Floresta Ombréfila Densa até o
Cerrado. Entretanto, sua area de ocorréncia tipica é a Floresta
Ombréfila Mista Montana, onde chega a atingir densidade
superior a centenas de individuos por hectare (CARPANEZZI,
1995). Neste trabalho, a espécie apresentou distribuicdao
agregada, com populacoes pequenas e com baixa densidade
populacional, apresentando entre 0,27 a 0,29 éarvores por
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hectare, distribuidas preferencialmente em locais com umidade
no solo. Este padrao de distribuicao, em agregados de individuos,
pode estar relacionado a fatores como fertilidade ou umidade

do solo e condicGes microcliméaticas especificas. Desta forma, a
distribuicao da espécie sugere existir condicoes diferenciais para
a germinacao e/ou estabelecimento das plantulas de acordo com
caracteristicas edéaficas.

A distribuicao espacial em agregados de individuos é uma
caracteristica comum para a maior parte das espécies
arbéreas tropicais (CONDIT et al., 2000). Contudo, néo é
possivel extrapolar os resultados da distribuicdo espacial deste
trabalho para a espécie. Os resultados obtidos aproximam-se
da estimativa de densidade populacional da /. paraguariensis
descrita por Oliveira e Rotta (1983) para a regiao do estudo.
Devido as caracteristicas de temperatura, altitude e da
localizacao geografica, era esperado encontrar baixa densidade
populacional da /. paraguariensis em areas limitrofes de sua
distribuicao natural.

Apesar de /. paraguariensis apresentar distribuicao espacial

em agregados de individuos, os indices de coancestria foram
baixos e seus valores nao ultrapassaram o limite do intervalo de
confianca (Figura 3). Portanto, nao foi observada EGE entre os
adultos das duas populacdes e entre as plantulas da Fazenda
dos Paulistas. A auséncia de EGE pode estar relacionada ao
grande potencial de dispersdao de sementes da espécie, apesar de
que varios estudos de indices de coancestria para plantulas em
outras espécies arbdreas tropicais cujas sementes também sao
dispersas por aves nao sugerem tal relacao (MORAN; CLARK,
2012; ZHOU; CHEN, 2010).

6.3. Fluxo génico de pdlen e sementes

. paraguariensis € uma espécie polinizada por uma grande
variedade de insetos (FERREIRA et al., 1983), o que a caracteriza
como uma espécie de polinizacdao generalista. A média da
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distancia de dispersao de pdélen encontrado por este trabalho

foi de 393 m, com metade da distribuicao espacial ocorrendo

em distancias inferiores a 100 m e aproximadamente 14% em
distancia superiores a 1.000 m (Figura 4). Os dados obtidos
diferem das estimativas de fluxo de pélen de outros estudos
realizados com a /. paraguariensis. Wendt et al. (2009), utilizando
marcadores isoenzimaticos, estimaram a distancia média de
fluxo de pdélen para um pomar de sementes de /. paraguariensis
em 15,9 m. Cansian et al. (2010), utilizando marcadores RAPD,
encontraram 83% do fluxo de pélen em distancias inferiores

a 20 m em estudos com progénies de /. paraguariensis. Uma
possivel explicacdo para esta diferenca é a amostragem realizada
nestes trabalhos, além da diferenca ambiental de cada local. Os
trabalhos foram conduzidos em plantios de /. paraguariensis,

com os individuos da espécie em alta densidade, e isso pode ter
facilitado o deslocamento dos polinizadores em curta distancia.
Diferentemente, este estudo foi conduzido em populacoes
naturais, com baixa densidade populacional. Estas caracteristicas
podem levar polinizadores a aumentarem a distancia de dispersao
de pélen para valores superiores a 500 m (DICK et al., 2008).
Vérios trabalhos com espécies arbdreas tropicais, polinizadas por
pequenos insetos, encontram distancias superiores a 1.000 m
para dispersao de pélen (DICK et al., 2008; MANOEL et al., 2012;
ROSAS et al., 2011).

Pela andlise de parentesco nao foi possivel detectar fluxo
génico de pélen oriundo de outras populacdes naturais de /.
paraguariensis. Os dois locais de estudo encontram-se isolados
por uma matriz antrépica composta principalmente por areas
agricolas e pastagem intensiva. Os resultados sugerem que os
polinizadores da /. paraguariensis, podem apresentar dificuldade
em deslocar-se de outras populacdes naturais paras os dois
fragmentos. Nao era esperado encontrar fluxo de pélen entre
as duas populacoes, devido a distancia que as separam ser alta
para uma espécie polinizada por pequenos insetos. Entretanto,
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pela proximidade das areas com o PARNA Iguacu era esperado
encontrar alguma migracao de polen de origem externa, apesar
da andlise de parentesco contemplar apenas parte das amostras
das plantulas coletadas. Possiveis efeitos negativos no fluxo

de pdlen em areas fragmentadas foram descritos em outros
estudos com espécies arbdreas tropicais polinizadas por animais
(LLORENS et al., 2012; MANOEL et al., 2012; ROSAS et al.,
2011; SEOANE et al., 2005a; 2005b; SEBBENN et al., 2011).

Para estimar a distancia de dispersdao de sementes e por
desconhecer o sexo dos possiveis parentais, foram realizadas
duas estimativas para a determinacao da suposta arvore doadora
de sementes. A primeira estimativa considerou a planta doadora
de sementes, o candidato parental localizado mais préximo da
posicao espacial da plantula. A segunda estimativa considerou o
candidato parental localizado mais distante, em relacao a posicao
espacial da plantula, como a arvore doadora de sementes. Com
isso, a média da dispersdao de sementes pela estimativa minima
foi de 421 m e pela estimativa de dispersdao maxima foi de 740
m. As duas estimativas apresentaram resultados semelhantes
para as distancias de dispersdao minima e maxima de sementes
(Tabela 6), contudo foram divergentes em relacao a frequéncia
da distribuicao espacial (Figuras 5 e 6).

Pela estimativa restrita, aproximadamente 64 % da dispersao de
sementes ocorreu em distancias inferiores a 100 m e apenas
14% da dispersdao em distancias superiores a 1.000 m (Figura
5). Pela estimativa de dispersdo de sementes maxima, 36% da
dispersao ocorreu em distancias inferiores a 100 m e 32% em
distancias acima de 1.000 m (Figura 6).

As duas abordagens mostraram ser muito divergentes em relacao
a frequéncia da distribuicdo espacial. Com isso, ao assumir
alguma delas inevitavelmente serd subestimado ou superestimado
o padrao da dispersao de sementes. Em espécies monoicas e
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hermafroditas ndo é possivel determinar o sexo dos parentais em
estudos com banco de plantulas estabelecidas, sendo necessario
optar por alguma das duas estimativas, apesar do erro associado.
Este método de andlise vem sendo utilizado na situacdo onde nao
é possivel distinguir com precisao o sexo dos parentais (DOW;
ASHLEY, 1998; NAKANISHI et al., 2006; SEBBENN et al., 2011).
Em espécies dioicas como a /. paraguariensis é possivel diferenciar
o sexo pela morfologia da flor ou pela presenca de sementes

nas plantas femininas. Porém, ndo foram observados sinais de
plantas com flores e frutos nas duas populacdes durante a etapa
de coleta, que contemplou o periodo de marco a setembro de
2011. Embora este periodo contemple o intervalo de florescimento
e frutificacdo da /. paraguariensis descritos na literatura para o
Estado do Parand (CARVALHO, 2003).

Devido a auséncia de EGE nas duas populacoes, é provavel que
a segunda estimativa consiga relacionar, de forma abrangente,
os aspectos relacionados ao padrao de dispersdao de sementes
com o padrao da distribuicdo espacial das plantulas e adultos
nas duas areas. A dispersao de pdlen foi mais restrita que a
dispersao de sementes, em comparacao com a estimativa de
dispersao de sementes minima (Tabela 5, Figuras 4 e 5). Em
vista disso, é possivel observar que o fluxo de pélen é mais
restrito que o fluxo de sementes, principalmente considerando a
estimativa de dispersdao maxima, cuja diferenca é mais evidente
em relacao a dispersao de poélen (Tabela 5, Figura 6).

Apesar da grande interacao de /. paraguariensis com a avifauna
para dispersdao de sementes, nao foi possivel detectar migracao.
As plantulas analisadas pelo teste de parentesco apresentaram
0s parentais na proépria drea de estudo. Entretanto, é necessario
cautela com os resultados, pois apenas parte das plantulas
coletadas foram analisadas pelo teste de parentesco (Tabela 6).
Estudos com espécies arbdreas tropicais sugerem disturbios na
migracao de sementes de populacdes em areas fragmentadas,
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com efeitos negativos pela reducao das taxas de migracéao
(SEOANE et al., 2005b), ou auséncia de migracdo de sementes
(SEBBENN et al., 2011).

As baixas taxas de divergéncia genética entre populacdes
naturais de /. paraguariensis observadas em outros trabalhos
(CANSIAN, 2003; GAUER; CAVALLI-MOLINA, 2000; WENDT,
2005; WENDT, et al., 2007) podem estar relacionados com o
grande potencial de dispersdao de sementes da espécie. Todavia,
os resultados obtidos por este trabalho sugerem existir reducao
da migracao de pdlen e de sementes para as duas populacoes
de /. paraguariensis, devido a fragmentacao. Paisagens
fragmentadas prejudicam a movimentacao de polinizadores e
dispersores, devido a barreira gerada pela matriz antropogénica
(GHAZOUL, 2005). Com menores niveis de fluxo génico em
paisagens fragmentadas, espécies de plantas elevam as taxas de
autofecundacao e endogamia (COLLEVATTI et al., 2010), o que
promove o aumento da divergéncia genética entre populacdes.

6.4. Implicacdes para conservacao

O fluxo génico por sementes aumenta a diversidade genética
dentro das populacdes naturais e reduz a divergéncia genética
entre populacoes (HAMRICK; TRAPNELL, 2011). A maior
divergéncia genética dentro do que entre populacdes, descritas
em outros trabalhos com /. paraguariensis (CANSIAN, 2003;
GAUER; CAVALLI-MOLINA, 2000; WENDT, 2005; WENDT et
al., 2007, WINGE et al., 1995) podem indicar que é intensa a
migracdo de sementes entre populacdes naturais da espécie.

Na comparacao entre as duas populacdes foi encontrada
diferenciacao genética, que talvez indique certa restricao no fluxo
génico de outras populacdes naturais de /. paraguariensis. Os
dois fragmentos pertencem a area de entorno do PARNA Iguacu,
uma das principais unidades de conservacao do pais e um dos
principais remanescentes florestais do Bioma Mata Atlantica.

A distancia que separa as areas do Parque é relativamente
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pequena, inferior a 4 km, contudo os resultados sugerem que a
fragmentacao pode estar atuando como uma barreira a dispersao
de pélen e de sementes para /. paraguariensis, apesar da grande
interacao da espécie com a fauna.

Todavia, novos estudos de genética de populacdes sao
recomendados com a /. paraguariensis, especialmente com
marcadores microssatélites, para melhorar a compreensao do
padrao da diversidade genética da espécie. Apesar de sua ampla
area de distribuicao natural, os baixos niveis observados de
diversidade genética e de heterozigotos obtidos por este trabalho
sugerem que a base genética da espécie ndao é ampla. Em outros
estudos com marcadores isoenzimaticos (WENDT, 2005) e
RAPD (CANSIAN, 2003) para /. paraguariensis também foram
observaram baixos niveis de diversidade genética.

A despeito da importancia cultural e econémica do cultivo

da /. paraguariensis no pais, pode ser preocupante o estado

de conservacao da espécie, por ser uma espécie tipica do
sub-bosque da Floresta Ombroéfila Mista, formacéao florestal
severamente ameacada do Bioma Mata Atlantica, e pouco
protegida em unidades de conservacao. Essa situacao pode
levar a espécie /. paraguariensis a um estado critico de
conservacao, devido ao alto potencial de erosdo genética em
que as populacoes naturais da espécie podem estar expostas. A
perda de diversidade genética de /. paraguariensis representada
por suas populacdes naturais, além de suas consequéncias
ecoldgicas e genéticas, pode comprometer programas de
melhoramento da espécie em médio e longo prazo, com graves
implicacbes econdmicas para a atividade ervateira no Brasil.

A perda da diversidade genética pode contribuir para o risco
de extincdo da /. paraguariensis em populacdes naturais. Desta
forma, é necessaria a criacao de programas de conservacao in
situ, especialmente nas areas de ocorréncia natural da espécie
que nao estao inseridas em unidades de conservacao.
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7. Conclusoes

® /. paraguariensis apresentou baixa densidade populacional nas
duas areas de estudo;

® Os baixos niveis observados de diversidade genética e de
heterozigotos nas duas populacdes indicam que é estreita a base
genética da espécie na regiao;

e A divergéncia genética foi maior entre do que dentro das
populacoes;

* Nao foi observada estrutura genética espacial;

* A fragmentacao pode atuar como barreira para a migracao de
pélen e de sementes de /. paraguariensis;

e A dispersao do pdlen foi mais restrita que a dispersao de
sementes;

® Deve-se aperfeicoar o protocolo de extracao de DNA da /.
paraguariensis para reduzir a presenca de compostos secundarios
que prejudiquem a PCR;

e Para melhorar a compreensao do padrao da diversidade
genética da /. paraguariensis é necessario executar outros
estudos em populacdes naturais com marcadores microssatélites.
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