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RESUMO

Foram coletadas amostras de tecido vegetativo de brotos de 120 arvores de
Araucaria angustifolia (Bert.) O. Ktze., representando a populacao natural de
araucaria do Parque Nacional do Iguacu, localizado no municipio de Céu Azul,
PR. Essas amostras foram analisadas quanto as frequiéncias genotipicas e alélicas
de isoenzimas. As enzimas HEX e IDH mostraram-se monomaorficas, enquanto
que as demais (ACP, F-EST, ME, 6PGD, PGI, PGM e SKDH) apresentaram
variados graus de polimorfismo. A heterozigosidade média esperada, estimada
em 0,248, foi maior que a média em varios géneros de coniferas. Esse valor
nao se diferenciou significativamente da heterozigosidade observada (0,240),
mostrando que a referida populacdo encontra-se em equilibrio de Hardy-
Weinberg. Esse equilibrio vem sendo mantido na referida populacéo,
possivelmente, devido a auséncia de disturbios que afetem a sua estrutura
genética. O numero médio de alelos por loco foi de 2,3 e 80% dos locos
observados apresentaram polimorfismo. As frequiéncias alélicas apresentaram-
se em equilibrio nos locos ACP1, PGM1 e SKDH2, enquanto que, nos demais,
os desequilibrios foram decorrentes de excessos ou de deficiéncias de
heterozigotos, em relacéo as freqiiéncias esperadas.
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GENETIC VARIABILITY IN A REMNANT POPULATION OF
ARAUCARIA IN THE IGUACU NATIONAL PARK, BRAZIL

ABSTRACT

Bud tissue samples of 120 adult araucaria (Araucaria angustifolia (Bert.) O.
Ktze.) trees, representing a natural population of the species in the Iguacu
National Park were analyzed with regard to isozyme polymorphism. HEX and
IDH loci were monomorphic, while the others (ACP, F-EST, ME, 6PGD, PGl,
PGM, and SKDH) showed varied degrees of polymorphism. The expected
heterozygosity was estimated as 0.248, which is higher than the average in
several conifers. This value was not significantly different from the observed
heterozygosity (0.240) in the population. This suggests that Hardy-Weinberg
equilibrium is being maintained, possibly by the absence of human disturbances
which could disrupt the genetic structure in the population. The average number
of alleles per locus was 2.3 and 80% of the loci were declared polymorphic.
Allele frequencies were in equilibrium in ACP1, PGM1, and SKDH2 loci while,
in others, the disequilibrium was due to either excess or deficiency of
heterozygotes.

KEY-WORDS: genetic diversity; electrophoresis; isoenzymes.

1. INTRODUGAO

A araucaria (Araucaria angustifolia (Bert.) O. Ktze) € uma espécie
conifera, arbdrea, nativa da Regido Sul e Sudeste do Brasil, que ja constituiu o
principal item da economia florestal do pais (De-Hoogh, 1981). Ela € componente
da Floresta Ombroéfila Mista ou Floresta de Araucaria, que se estende pelo
Planalto Meridional, formando povoamentos puros ou mistos com espécies
folhosas e, por vezes, separados por extensdes variadas de campos naturais
que, segundo Klein (1960), sédo remanescentes da vegetacéo predominante
antes da expansdao dessa floresta. Sua distribuicao natural era continua nas
porcdes mais elevadas do Planalto Meridional Brasileiro, nos Estados do Parana,
Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Além disso, ela ocorre, descontinuamente,
no Estado de S&o Paulo, nas serras de Paranapiacaba, Cantareira e Campos do
Jorddo; em Minas Gerais, nas regifes de Pocos de Caldas e na Serra da
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Mantiqueira; e, no Rio de Janeiro, no macico de Itatiaia e na Serra da Bocaina
(Reitz & Klein, 1966; Gubert Filho, 1989).

Grande parte dos povoamentos naturais de araucaria ja foi devastada
para a exploracdo da madeira, bem como para a expansdo da agropecuaria e
de reflorestamentos com espécies exéticas de rapido crescimento (Gubert Filho,
1989). Além disso, as populacBes remanescentes encontram-se, normalmente,
degradadas, devido a remocao das arvores de melhor qualidade para a extracéo
da madeira. Assim, a maioria dos remanescentes encontra-se em forma de
fragmentos de populacdes de variados tamanhos, quase sempre em formacdes
mistas, com espécies folhosas, com densos sub-bosques que dificultam a
regeneracao natural da araucaria.

A reducéo no tamanho das populacdes propicia 0 aumento da endogamia,
gue tem efeitos deletérios sobre a sobrevivéncia e vigor das espécies florestais
arbéreas (Eldridge & Griffin, 1983; Park & Fowler, 1982). A excessiva
fragmentacao das populagfes submete-as a um acentuado efeito de borda e a
reducdo no seu tamanho efetivo, comprometendo a sustentabilidade tanto das
populacdes da espécie em questéo, quanto dos demais organismos, plantas ou
animais associados (Viana et al., 1992). No caso da araucaria, grande parte do
remanescente pode estar se tornando inviavel e sujeita ao desaparecimento,
devido ao rompimento da dindmica da sua regeneracdo, amadurecimento e
reproducdo. Ademais, mesmo que esse ciclo se complete, o pequeno tamanho
efetivo das populagdes nos fragmentos torna as futuras gera¢gdes cada vez
mais débeis devido ao aumento da endogamia e perda de alelos pelo efeito da
deriva genética.

Portanto, na presente situacdo, se ndo forem tomadas medidas imediatas
de conservacgédo desse germoplasma, corre-se o risco de se perder esse recurso
genético florestal. A forma mais segura de se conservar esse material € através
do estabelecimento de novas populaces, sob regimes de manejo, em sistemas
de producéo florestal ou, sob forma de bancos ativos de germoplasma, em
locais protegidos, para servirem de reserva de material genético para futuras
plantacdes ou regeneracdes naturais.

Para se estabelecer bancos de germoplasma, com semente coletada
das populac8es naturais, é necessario, primeiramente, determinar a natureza,
a magnitude e a distribuicdo da variabilidade genética entre e dentro dos
fragmentos remanescentes. Tais informacdes sdo essenciais para que se possa
identificar os fragmentos que, por pertencerem a populacdes ja estabelecidas
nos bancos, ndo requerem coletas adicionais, bem como aqueles que, por
conterem caracteristicas genéticas distintas, necessitam ser amostrados e
estabelecidos em locais isolados. Neste caso, € fundamental que a escolha dos
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fragmentos esteja embasada na informacao sobre o padréo de variabilidade
genética, garantindo, assim, uma eficiente coleta de amostras, no sentido de
se conservar a maxima variabilidade, no menor nimero de bancos possiveis.

A existéncia de variabilidades entre populacdes de araucéria, de
diferentes procedéncias geograficas é conhecida (Baldanzi & Araujo, 1971;
Fahler & Di Lucca, 1980; Gurgel Filho, 1980; Reitz & Klein, 1966; Shimizu &
Higa, 1980; Monteiro & Speltz, 1980; Kageyama & Jacob, 1980; Shimizu,
1999). Esses estudos, no entanto, foram feitos com as caracteristicas
morfométricas que sdo, normalmente, controladas por muitos genes e altamente
influenciadas pelos fatores ambientais, além de requererem varios anos de
crescimento no campo para a sua avaliacdo. Uma alternativa mais rapida, que
permite a analise de um maior nimero de variadveis e com menor influéncia
pelos fatores ambientais, para estudos da variabilidade genética das populacdes,
€ através da andlise do polimorfismo isoenzimético. O fenétipo isoenzimatico é
determinado, normalmente, em enzimas contidas em extrato de sementes ou
de partes vegetativas da planta.

A maior parte da informacao sobre a estrutura genética de populacoes
em espécies florestais provém de espécies de clima temperado e sub-tropical,
principalmente dos géneros Pinus e Eucalyptus, por serem intensivamente
cultivados em varios paises (Moran & Bell, 1983). Existem varios estudos sobre
estrutura genética em populagées de coniferas (Conkle, 1971; Bergmann, 1973;
Feret & Bergmann, 1976); o nimero de espécies estudadas e o de enzimas
analisadas tém aumentado significativamente (Mitton, 1983).

As coniferas, em geral, apresentam alta variacdo genética dentro de
espécies (Mitton, 1983; Hamrick et al., 1979). Populacdes de plantas de ciclo
longo, como estas, tendem a apresentar alta variacdo genética, ampla
distribuicdo geogréfica, ser polinizadas pelo vento, ser mais comuns em estagios
sucessionais avancgados e ter alta fecundidade (Mitton, 1983).

O grau de variabilidade genética e o padrédo de sua distribui¢édo entre e
dentro de popula¢des sdo influenciados pelo tipo de habitat e pela localizagéo
geografica. Hamrick et al. (1979) observaram diferentes padrdes de variacao
entre populacSes de 22 espécies de coniferas, quanto ao polimorfismo
isoenzimatico. Picea mariana, Pinus taeda e Pseudotsuga menziesii
apresentaram alta variagdo genética (Hamrick et al., 1981), enquanto que
Pinus resinosa (Fowler & Morris,1977) e Thuja plicata (Copes, 1981) néo
apresentaram variagdo genética nas proteinas solUveis. Esta Ultima tem
distribuicao geografica moderada mas, geralmente, ocorre em populagdes com
baixa densidade (Mitton, 1983).
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Muitas espécies de coniferas ocorrem em grandes populagdes, com
distribuicdo continua, enquanto que outras ocorrem em populacdes restritas e
isoladas. Especialmente neste Ultimo caso, assim como nos pequenos fragmentos
remanescentes, a deriva genética pode ocasionar erosao da variabilidade
genética. Portanto, nos fragmentos de populagdes, como nos remanescentes
de araucaria, espera-se que a variabilidade genética seja menor dentro do que
entre eles. No entanto, nas espécies coniferas, em geral, a maioria da variagao
genética é encontrada dentro de populagfes (Mitton, 1983), enquanto que,
entre populacdes, parece nao haver muita variacdo genética. O nivel
relativamente baixo de diferenciacéo genética nas caracteristicas enzimaticas
entre populagdes pode ser, em parte, atribuido ao sistema de reproducéo cruzada
e a dispersao de pdlen e sementes pelo vento (Hamrick, 1983), ja que estas
caracteristicas aumentam o potencial de intercambio e fluxo de genes entre
populacdes. No caso da Araucaria angustifolia, existem algumas
particularidades, como o fato de ser uma espécie didica, da semente nao ser
dispersa pelo vento, e as grandes distancias entre os fragmentos, que podem
torna-la distinta das demais espécies, quanto ao padréo de variagdo genética.
Assim, estudos basicos da estrutura genética das popula¢des sdo necessarios
para otimizar a aplicacé@o de recursos na conservacao de seu germoplasma.

Este estudo teve como objetivo caracterizar, através de analise
isoenzimatica, a variabilidade genética dentro de uma populacao natural de
araucdéria, situada em uma area protegida por lei, no Parque Nacional do Iguacu,
no Estado do Parand. Por ser o primeiro estudo dessa natureza, envolvendo
Araucaria angustifolia, com uma amostragem intensa, fornecera informacdes
importantes sobre a natureza da variacdo genética nos fragmentos
remanescentes das populacfes desta espécie.

2. MATERIAL E METODOS

A populacédo de araucéria em estudo localiza-se no municipio de Céu
Azul, dentro do Parque Nacional do Iguacu, no sudoeste do Estado do Parana.
Essa populacao foi escolhida pelo fato de formar um povoamento natural bem
definido, por apresentar maior extensao em relacédo aos demais fragmentos
existentes na regido, por estar protegida por lei e constituir fonte de semente
para estabelecimento de povoamentos com fins produtivos ou de conservacéo
em outros ambientes. Dentro desse povoamento, foram escolhidas trés areas
de amostragem, onde o povoamento se apresentava com maior densidade. Em
cada uma dessas areas, foi demarcado um ponto aleatério, a partir do qual
foram tracados transectos paralelos de 100 m de comprimento, em direcéao
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aleatdria, separados entre si por uma distancia de 20 m. Ao longo de cada
transecto, foram demarcados pontos amostrais a cada 20 m, marcando-se a
arvore mais proxima a cada um desses pontos para amostragem. Foram
marcadas, no total, 120 arvores para representar a populacgao.

De cada arvore marcada, foram coletados ramos terminais contendo
brotos vegetativos. As por¢cdes terminais desses ramos foram embaladas em
sacos plasticos que, apds identificacdo, foram acondicionados em caixas
térmicas, contendo gelo e serragem para resfriamento, sem contato direto
com as amostras.

As enzimas foram extraidas com um tampao de extragdo, adaptado de
Pitel & Cheliak (1984) (Tabela 1), ap6s a trituracao do tecido parenquimatoso
do broto apical, banhado em nitrogénio liquido.

A mistura de tecido triturado com o tampao de extracdo foi submetida
a centrifugacéo resfriada (2°C) por um minuto a 10.000 rpm para separar 0s
detritos. As amostras de enzima foram, entéo, embebidas, individualmente,
em papel absorvente e colocadas na linha de origem de migracao, nos géis de
amido, para a separacao das isoenzimas por eletroforese.

Foram usados os sistemas gel/eletrodo de morfolina-citrato com pH 7,0
e histidina com pH 8, descritos, também, como sistemas 7 e 24,
respectivamente, por Alfenas et al. (1998) (Tabela 2). As bandas de atividade
enzimatica nos géis foram reveladas com tamp®es especificos para cada enzima,
conforme as descri¢cBes no Anexo 1. Em cada enzima, os locos que apresentaram
atividade foram numerados em ordem crescente, inversamente a suas
velocidades de migragao (loco mais rapido = 1). Analogamente, os alelos dentro
de cada loco foram numerados em ordem crescente, inversamente a suas
velocidades de migracgéo (alelo mais rapido no loco = 1).
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Tabela 1. Componentes do tampéo de extracdo de enzimas dos brotos de

araucaria.

COMPONENTES QUANTIDADES
PVP-40 1,69
Sacarose 3,423 ¢g
EDTA 2,9mg
DTT 3,1 mg
Acido ascorbico 22,7 mg
Soro de albumina bovina 20 mg
NAD 54,8 mg
Cisteina 21,1 mg
Tween 8 0,2ml
Tergitol 0,2mi
Polietileno glicol 400 mg
Mercaptoetanol™ 0,06 ml
Tampao fosfato pH 6,8 20ml

* Adicionado no momento do uso

Tabela 2. Componentes dos sistemas gel/eletrodo e condicdes de separacéo

das isoenzimas de araucaria.

TAMPAO DO ELETRODO

TAMPAO DO GEL

COND. DE CORRIDA

SISTEMA 7 (morfolina-citrato pH 7,0)*

Ac. Citrico anidro 8,41 g

N-(3-aminopropil morfolina)
para titulacédo até pH 7,0

Ac. citrico anidro 8,41 g

Agua deionizada q.s.p
1000 ml

N-(3-aminopropil morfolina)
para titular até pH 7,0
Diluir para 1:20

70 mA constante por 4 h

SISTEMA 24 (histidina pH 8,0)*

Citrato trissédico 105,82 g

Agua deionizada g.s.p.
1000 ml

Ac. citrico para titular até
pH 8,0

Histidina 9,58 g

Agua deionizada q.s.p.
1000 mi
NaOH para titular até
pH 8,0
Diluir para 1:9

70 mA constante
por 4 h 30 min

*Alfenas et al. (1998).

Os parametros genéticos populacionais foram determinados, usando-se
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0 programa BIOSYS-1 (Swofford & Selander, 1989). As medidas de variabilidade
genética, na caracterizacdo da populacdo em estudo, foram estimadas
englobando todos os locos, simultaneamente (estimativas multilocos). Os
seguintes parametros foram estimados: 1) heterozigosidade média observada -
freqiiéncia média, por loco, de individuos heterozigotos entre os componentes
da amostra; 2) heterozigosidade média esperada - freqiéncia média de
heterozigotos, por loco, esperada em uma populacdo em equilibrio de Hardy-
Weinberg; 3) niimero médio de alelos por loco; 4) porcentagem de locos
polimorficos - foram considerados polimdrficos os locos nos quais foram
observados mais de um alelo.

Foram avaliadas, também, as freqiiéncias genotipicas dentro de cada
loco e estimados seus desvios em relacdo a esperada, em uma populacdo em
equilibrio de Hardy-Weinberg. A significancia desses desvios foi verificada com
o teste de X2, com correcdo para amostras pequenas, conforme o procedimento
de Levene (1949), citado por Swofford & Selander (1989). Nos casos em que
sdo detectados mais de dois alelos por loco e as freqiiéncias esperadas de
alguns genétipos sao baixas, os resultados do teste X2 sdo imprecisos. Assim,
como forma de contornar esse problema, foi feito o agrupamento dos genétipos
em trés classes (AA = homozigotos para o alelo mais frequente; AB =
heterozigoto para o alelo mais freqliente e um dos demais; BB = todos os
demais genotipos), para o teste de X2 com um grau de liberdade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As enzimas que apresentaram atividade e resolucéo para se fazer leituras
confiaveis dos gendtipos isoenzimaticos foram as constantes da Tabela 3.

Tabela 3. Enzimas analisadas na populagéo de araucaria do Parque Nacional do

Iguacu.

Enzima Sigla Cadigo (EC)
Fosfatase acida ACP 3.1.3.2
Esterase fluorescente FEST 3.1.1.1
Hexoquinase HEX 2.7.11
Desidrogenase isocitrica IDH 1.1.1.42
Enzima malica ME 1.1.1.40
6-Fosfogluconato desidrogenase 6PGD 1.1.1.44
Fosfoglucose isomerase PGI 5.3.1.9
Fosfoglucomutase PGM 2.75.1
Xiquimato desidrogenase SKD 1.1.1.25
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Somente para FEST foi possivel fazer leitura em dois locos. As enzimas
IDH e HEX revelaram-se monomarficas (Tabela 4). A variabilidade em ME foi
baixa, com ocorréncia do alelo menos freqiiente, de migragdo mais rapida do
que o restante, em homozigose com 3,3% de freqiiéncia, ndo sendo observado
nenhum individuo heterozigoto.

Considerando todos os locos analisados em conjunto, a heterozigosidade
observada foi de 0,240 que nao diferiu substancialmente da esperada (0,248)
em uma populacdo em equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabela 5). Essa
heterozigosidade foi maior do que as estimativas médias encontradas nos géneros
Abies (0,130), Picea (0,218), Pinus (0,136) e Pseudotsuga (0,163) (Hamrick
etal., 1992). A heterozigosidade esperada em Pinus halepensis foi estimada
em 0,179 (Loukas et al., 1983), 0,127 em P. ponderosa (O~ Malley et al.,
1979) e 0,146 em P. rigida (Guries & Ledig, 1982). Esses fatos indicam que a
populacéo de Araucaria angustifolia em questado tem alta diversidade genética,
tendo mantido uma estrutura genética populacional equilibrada, possivelmente
em decorréncia da auséncia de disturbios que afetassem a sua estrutura
genética. Essa integridade populacional foi possivel devido a sua localizagcéo
dentro de um parque nacional, onde ndo séo permitidas intervencdes.

Tabela 4. Frequiéncias alélicas e medidas de variabilidade genética da populacao
natural de araucéria do Parque Nacional do Iguacu.

Locos e tamanho de amostras
ACP1 FEST1 FEST2 ME2 PGI2 PGM1 SKD2  6PGD2 IDH1 HEX

Alelos
1 0,008 0,344 0,487 0,033 0,101 0,950 0,158 0,133 1,000 1,000
2 0,929 0,656 0,508 0,967 0,861 0,050 0,842 0,354 0,000 0,000
3 0,063 0,000 0,004 0,000 0,038 0,000 0,000 0,346 0,000 0,000
4 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,267 0,000 0,000
N 120 109 118 120 119 120 120 120 120 120
HO 0,125 0,670 0,661 0,000 0,185 0,100 0,283 0,375 0,000 0,000
HE 0,133 0,453 0,506 0,065 0,248 0,095 0,268 0,712 0,000 0,000

HO
HE

heterozigosidade observada;
heterozigosidade esperada em equilibrio de Hardy-Weinberg (Nei, 1978).

Observacdes feitas até entdo indicavam um baixo grau de polimorfismo
na espécie, com base nos caracteres morfologicos que, segundo Golfari (1971),
€ decorrente do fato da Araucaria ser um género antigo, cujos registros fosseis
datam do periodo Médio Jurassico (160 milh&es a 180 milhdes de anos atras)
(Ntima, 1968). No entanto, a andlise isoenzimatica mostrou o alto nivel de
polimorfismo, a despeito da antiguidade do género. Portanto, essas analises
poderdo ser usadas para a caracterizagéo genética de populacOes desta espécie,
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sem necessidade de tecnologias mais elaboradas.

A alta diversidade genética detectada na amostra dessa populagédo
enquadrou-se na expectativa de Hamrick et al. (1992), visto que a espécie
apresenta caracteristicas como o fato de ser espécie gimnosperma com longa
expectativa de vida, ampla distribuic&o natural e de reproducéo cruzada, cujas
sementes sdo, normalmente, dispersas por animais.

O nimero médio de alelos por loco foi estimado em 2,3 e, entre os locos
analisados, 80% apresentaram polimorfismo (Tabela 5). Apesar da ocorréncia
de enzimas monomdrficas como IDH e HEX, bem como loco com baixo
polimorfismo, como ME, esse percentual ainda é relativamente elevado porque,
para declarar um loco polimoérfico, foi adotado o critério de que bastava haver
mais de um alelo.

Tabela 5. Medidas de variabilidade genética determinadas para a populagéo
natural de araucéria, do Parque Nacional do Iguagu, em amostras
com tamanho médio de 118,6 (E.P. 1,1) individuos por loco.

MEDIDAS DE VARIABILIDADE GENETICA MEDIA ERRO PADRAO
Heterozigosidade por loco observada 0,240 0,081
Heterozigosidade por loco esperada 0,248 0,076
Numero de alelos por loco 2,30 0,30
Porcentagem de locos polimorficos 80,00 -

Na analise por loco, evidenciou-se que somente ACP1, PGM1 e SKD2
encontram-se em equilibrio de Hardy-Weinberg (ANEXO 2). Os demais
apresentaram desequilibrio nas freqiiéncias genotipicas, devido tanto ao
excesso, nos casos de FEST-1 e FEST-2, quanto a deficiéncia de heterozigotos,
como nos casos de PGI-2, 6PGD-2 e ME-2, em relacéo as freqliéncias esperadas
em equilibrio. No entanto, nédo esté esclarecida a causa exata desses desvios,
uma vez que nao se tem conhecimento quanto a relacado das freqliéncias desses
genaotipos com qualquer caracteristica fenotipica de relevancia, na capacidade
adaptativa da espécie. Outra possibilidade é o desvio decorrente da deriva
genética que pode ter resultado, aleatoriamente, do processo de amostragem
gamética durante a fecundacéao.

As estatisticas F (Tabela 6) mostraram variados graus de fixacao alélica.
Dentre os locos estudados, em média, ACP-1, FEST-1, FEST-2, PGI-2, PGM-1,
e SKD-2 apresentaram ampla variabilidade, com baixos indices de fixacao.
Dentro de cada loco, as seguintes situacdes foram verificadas:
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Tabela 6. Estatistica F para alelos individuais e médias por loco(F )

Locos e tamanho de amostras

1 1,000 -0,511 -0,466 1,000 0,366 -0,045 0,275 0,230
2 0,037 -0,511 -0,474 1,000 0,326 -0,045 0,275 0,421
3 -0,056 -0,004 -0,039 0,603
4 0,850

Média 0,043 -0,511 -0,468 1,000 0,321 -0,045 0,275 0,540 0,063
N 120 109 118 120 119 120 120 120

1) ACP-1: a variabilidade se restringiu, praticamente aos alelos 2 e 3,
enquanto que o alelo 1 mostrou-se fixo;

2) FEST-1: ampla variabilidade foi verificada nos locos 1 e 2;
3) FEST-2: foram observados trés alelos, todos com ampla variabilidade;

4) ME-2: tanto o alelo 1 quanto o 2 apresentaram-se somente nas formas
homozigotas: a auséncia de heterozigotos neste loco, na presente amostragem,
requer mais estudos sobre esta enzima, uma vez que, nas condi¢cdes normais,
as formas heterozigotas deveriam estar presentes em maior frequéncia;

5) PGI-2: todos os alelos apresentaram variabilidade, especialmente o
alelo 3;

6) PGM-1: os dois alelos presentes no loco apresentaram ampla
variabilidade;

7) SKD-2: os dois alelos que se manifestaram apresentaram-se igualmente
variaveis, sem indicios de fixacéo alélica;

8) 6PGD-2: dos quatro alelos detectados, o 1 e o 2 foram 0s mais
variaveis, enquanto que o 3 e, especialmente o0 4, tenderam mais a fixagao na
populagéo em estudo.

Apesar dos diferentes estados de fixacéo dos alelos, observados dentro
de cadaloco, a populacdo, como um todo, mostrou ampla variabilidade genética,
com o indice de fixagdo médio geral, referente aos alelos de todos os locos,
préximo a zero.
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4. CONCLUSOES

1. Os remanescentes de araucéria do Parque Nacional do Iguacgu
representam uma populagao em seu estado natural, sem distdrbios que tenham
acarretado rompimento de sua estrutura genética. As fregiiéncias dos genotipos
isoenzimaticos contidos nela encontram-se em equilibrio (equilibrio de Hardy-
Weinberg).

2. Avariabilidade genética da populacdo de araucaria do Parque Nacional
do Iguacu é ampla, apresentando polimorfismo em 80% dos locos
isoenzimaticos, com média de 2,3 alelos por loco.
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ANEXO 1

Componentes dos tampdes de revelacao das atividades enzimaticas em

fatias de gel
ACP EC 3.1.3.2 Quantidades
Tampao acetato de sédio 0,2M pH5,0 25 ml
MgCl, (10%) 0,3 ml
Fosfato de ac. a-naftil 12,5 mg
Sal GBC de Fast garnet 12,5 mg
IDH EC 1.1.1.42 Quantidades
Tris HCI 1M pH 8,0 2,5 ml
MgCl, (10%) 0,2 ml
Agua 22,5 ml
NADP 30mg
Ac. isocitrico trissodico 5,0 mg
MTT (5 mg/ml) 1,0 mi
PMS (3 mg/ml) 1,5 mi

ME EC 1.1.1.40 Quantidades
Citrato de morfolina pH 6,1 12,5 mi
Ac. DL-mélico 0,5M pH 7,0 2,5 ml
MgCl, (10%) 0,5 ml
NADP 5,0 mg
MTT (5 mg/ml) 1,0 mi
PMS (3 mg/ml) 2,5 ml
PGI EC 5.3.1.9 Quantidades
Tris HClI 1M pH 8,0 2,5 ml
MgCl, (10%) 0,25 ml
Agua 22,5 ml
NADP 3,5 mg
MTT (5 mg/ml) 1,0 mi
PMS (3 mg/ml) 1,0 mi
G-6-PDH 3,1 ml
F-6-P (5,48 mg/ml) 1,75 ml
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HEX EC 2.7.1.1 Quantidades
Tris HClI 1M pH 8,0 2,5 ml
MgCl, (10%) 0,3 ml
Agua 22,5 ml
NADP 6,6 mg
ATP 6,6 mg
Glucose 23,0 mg
NBT 5,0 mg
PMS (3 mg/ml) 1,0 mg
G-6-PDH (10 unid./ml) 2,5 ml
6-PGDH EC 1.1.1.44 Quantidades
Tris HClI 1M pH 8,0 2,5 ml
MgCl, (10%) 0,2 ml
Agua 22,5 ml
CNADP 3.0mg
Ac. 6-fosfogluconico trissodico 6,0 mg
MTT (5 mg/ml) 3,75 mg
PMS (3 mg/ml) 1,5 mg
PGM EC 2.7.5.1 Quantidades
Tris HCI 1M pH 8,0 2,5 ml
l\'/IgCI2 (10%) 0,5 ml
Agua 17,0 mil
NADP 4,0 mg
NBT 5,0 mg
PMS (3 mg/ml) 2,25 mg
G-1-P 25,0 mg
G-1,6-DP (0,05%) 0,75 ml
G-6-PDH (10 unid./ml) 4,2 ml
FEST EC 3.1.1.1 Quantidades
Tampéo acetato de sodio 0,07M pH 5,0 10,0 ml
4-metil umbeliferil butirato 1,0 mg
Acetona 3,0 ml

" Observagéo sob luz UV
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SKDH EC 1.1.1.25 Quantidades

Tris HClI 1M pH 8,0 2,5 ml
Agua 22,5 ml
NADP somg
Ac. xiquimico 25,0 mg
NBT 5,0 mg
PMS (3 mg/ml) 1,5 mg
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ANEXO 2
Teste de X2 para desvios das fregliéncias genotipicas, em cada loco, em
relacdo ao equilibrio de Hardy-Weinberg (corrigido para amostras pequenas).

FREQUENCIAS
Locos GENOTIPOS OBSERVADA ESPERADA xz GL P
ACP1 1 1 0,004
12 0 1,866
13 0 0,126
22 104 103,569
23 15 13,996
33 0 0,439
AA 104 103,569
AB 15 15,862
BB 1 0,569 0,375 1 0,540
FEST1 1 1 12,788
12 73 49,424
22 35 46,788 25,082 1 0,000
FEST2 1 19 27,894
12 77 58,723
13 0 0,489
22 21 30,383
23 1 0,511
33 0 0,000
AA 21 30,383
AB 78 59,234
BB 19 28,383 11,945 1 0,001
ME2 1 4 0,117
12 0 7,766
22 116 112,117 136,589 1 0,000
PGI2 11 5 1,165
12 13 20,759
13 1 0,911
22 92 88,228
23 8 7,785
33 0 0,152
AA 92 88,228
AB 21 28,544
.. .B 8 2,228 8,542 1 0,003
PGM1 1 108 108,276
12 12 11,448
.22 0 0z 0,304 1 0,582
SKD2 1 2 2,941
12 34 32,117
o208 848 0422 1 0,516
6-PGDH2 1 5 2,075
12 6 11,381
13 15 11,113
14 1 5,356
22 28 14,937
23 14 29,519
24 9 14,226
33 27 14,238
34 0 13,891
a4 15 3,264
AA 28 14,937
AB 29 55,126
BB 63 49,937 27,222 1 0,000

AA= homozigoto para o alelo mais freqliente;
AB= heterozigoto para o alelo mais frequente e um dos demais;
BB= todos os demais genétipos.
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