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Resumo

Cenostigma tocantinum Ducke é uma espécie arbodrea, arbustiva, nativa do Brasil. Sua madeira é utilizada
na construgao civil e a arvore em projetos de arborizagdo. Este estudo objetivou avaliar a diversidade ge-
nética entre e dentro de populagdes de C. tocantinum usadas em projetos de arborizagdo urbana, por meio
de marcadores AFLP. Foram amostradas 90 plantas em trés populacdes de cidades do estado do Amazo-
nas: Manaus, Parintins e Presidente Figueiredo. Os marcadores AFLP foram eficientes na diferenciagéo
genética das populagbes, revelando 186 locos, 132 (71%) polimérficos, a partir de quatro combinagdes de
oligonucleotideos. O teste de Mantel indicou que a distancia geografica esta correlacionada com a diver-
géncia genética entre as populagdes (r: 0,5034; P=0,001), o que pode ter sido influenciado pelo fluxo géni-
co observado. O dendrograma e a analise bayesiana de agrupamento permitiram a identificagdo de maior
similaridade genética entre as populagdes de Manaus e Parintins. Contudo, a maior parte da diversidade
genética ocorre dentro das populagdes. As variagdes inter e intrapopulacionais foram de 36,6% e 63,4%,
respectivamente. Para espécies arbdreas, como C. tocantinum, usadas em projetos de arborizagdo urba-
na, a introdugéo de plantas em novos projetos, oriundas de amostragem adequada em outras populagoées,
auxilia na conservagéo genética da espécie.
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Abstract

C. tocantinum (Caesalpinoideae) is an arboreal and shrubby species, native to Brazil and its wood is used
in building and the trees are used in afforestation projects. This study aimed to evaluate genetic diversity
among and within C. tocantinum populations used in afforestation projects by AFLP markers. Ninety plants
were sampled in three populations in cities of the state of Amazonas: Manaus, Parintins and Presidente
Figueiredo. The AFLP markers were efficient for the genetic differentiation of populations, revealing
186 loci, 132 (71%) being polymorphic, from four combinations of primers. The mantel test indicated
that geographical distance is correlated with the genetic differentiation among populations (r: 0.5034, P
= 0.001), which may have been influenced by gene flow. The clustering and Bayesian cluster analysis
permitted the identification of genetic similarity between the populations of Manaus and Parintins. However,
most genetic diversity occurs within populations. The inter- and intra-population variations were 36.6% and
63.4%, respectively. For an arboreal species, such as C. tocantinum, used in urban afforestation projects,
the introduction of plants into news projects coming from appropriate sampling in other populations assists
in the genetic conservation of the species.
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INTRODUCAO

Cenostigma tocantinum Ducke é uma espécie nativa da Amazonia utilizada na arborizagao urba-
na devido a beleza de sua floracao e de aspectos favoraveis como tronco reto, crescimento rapido,
copa frondosa, que proporciona sombreamento eficiente e sem a liberacao de grande quantidade
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de folhas, bem como sistema radicular pouco agressivo (GARCIA et al., 2008). A espécie também
apresenta baixa suscetibilidade ao ataque de pragas e doencas, o que a tem tornado atrativa para o
plantio na arborizagao urbana, pois o processo de fragmentacao florestal isola e reduz o tamanho
das populagoes florestais tornando-as significativamente mais vulneraveis a eventos ambientais,
demograficos e ou genéticos (BATISTA et al., 2012).

E importante conhecer a diversidade genética de populacdes de C. tocantinum presentes em areas
urbanas, pois muitas vezes estas se tornam matrizes alvo de coleta de sementes para uso em outros
projetos de arborizacao e para o plantio realizado pelos préprios moradores locais. A coleta realiza-
da em poucos genétipos ou em gendtipos aparentados pode facilitar a redugiao da base genética das
populagdes e ao favorecer a maior diversidade de gen6tipos em plantios € evitada a vulnerabilidade
genética a doencas, a pragas e a condi¢oes edafo-climaticas adversas (LINS et al., 2003).

A caracterizagdo da diversidade genética pode ser realizada por meio de marcadores molecu-
lares, sendo fundamentais na analise das diferencgas nos perfis genéticos e na identificacao de ale-
los especificos nas populagoes em estudo. Atualmente existe uma grande variedade de marcadores
moleculares disponiveis na literatura, que permitem detectar polimorfismo em espécies florestais
e, portanto, permitem analisar a variabilidade genética entre e dentro de populagdes. Entre esses
marcadores, destaca-se o Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos Amplificados (AFLP) que
nao requer uso de sondas ou bibliotecas gendmicas e pode ser usado para qualquer espécie que nao
possua informagoes genéticas prévias (BONIN et al., 2007; VUYLSTEKE et al., 2007), a exemplo de
C. tocantinum.

Embora os aspectos florais, de frutos e de sementes em C. tocantinum venham recebendo interes-
se da comunidade cientifica (SILVA, 2007; WARWICK; LEWIS, 2009), ainda n3o se tem informagoes
relevantes na literatura sobre a diversidade genética em populagoes naturais da espécie. No Brasil, e
em especial na regiao norte, ha uma caréncia sobre estudos de diversidade genética em espécies na-
tivas e exodticas, sobretudo em ambientes urbanos. Diante da grande diversidade de espécies arbére-
as nativas presente na regiao e a crescente exploragao predatoria nas florestas tropicais, é importante
que fatores que afetem a estrutura genética dessas populagoes sejam identificados e que estratégias
de conservacio sejam estabelecidas a fim de conservar um maior nimero de plantas e animais.

Conhecer a diversidade genética de populagdes de uma espécie é um passo importante para
recomendag¢ido quanto a constituicao de lotes de sementes para os plantios, para a conservagao e o
melhoramento genético. Deste modo, o presente trabalho objetivou avaliar a diversidade genética
entre e dentro de populacoes de C. tocantinum presentes em municipios do Estado do Amazonas,
com auxilio de marcadores moleculares AFLP.

MATERIAL E METODOS

Foram estudadas populacoes de C. tocantinum utilizadas em arborizacao urbana em trés cidades
do Estado do Amazonas: Manaus (3° 6’ S e 60° 1° W), Parintins (2° 37" S e 56° 44" W) e Presidente
Figueiredo (2° 2" S e 60° 1" W). As arvores da espécie quando usadas na arboriza¢ao urbana ori-
ginam-se do plantio de mudas provenientes de sementes. Cada populacao foi constituida de uma
amostra de 30 plantas, totalizando 90 plantas no estudo, sendo todas devidamente identificadas e
suas posicoes geograficas registradas com sistema de posicionamento global — GPS.

Foram amostradas arvores localizadas em ruas e pracgas de area urbana. Folhas jovens e sadias
foram colhidas de cada planta, acondicionadas em sacos plasticos, devidamente identificados, con-
tendo silica gel e armazenadas a temperatura de -20 °C para posterior extracaio do DNA e andlise
com marcadores AFLP no Laboratério de Melhoramento Genético Vegetal (LAB-MGV) da Faculda-
de de Ciéncias Agrarias da UFAM. Em testes preliminares, a extragio do DNA foi feita em folhas
submetidas a diferentes tempos de armazenamento a fim de verificar a influéncia deste fator na
qualidade dos pellets obtidos.

O DNA genomico foi extraido de acordo com o protocolo CTAB descrito por Ferreira e Gratta-
paglia (1998) com algumas modificacoes. Estas incluiram a retirada da proteinase K ao tampao de
extragao; a extracao com CIA foi feita apenas uma vez; e foi retirada a etapa de limpeza com NaCl
para a extragao com folhas frescas. Para cada amostra, macerou-se aproximadamente 60 mg de teci-
do foliar fresco sem a nervura principal.
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A andlise de marcadores AFLP foi realizada segundo os procedimentos propostos por Vos et al.
(1995), com modificagdes de Lopes et al. (2003). Para as reacoes de digestao do DNA, foi utilizada
a combinacdo de enzimas de restri¢ao EcoRI/Msel. Foi utilizado 200 ng de DNA gendémico, 5,0 pL
do tampao One Phor All-OPA 10X (Pharmacia), 0,5 pL de solu¢ao Albumina de Soro Bovino-BSA
(10 pg pL*), 1,0 pL da enzima Msel (5 U pL') e 0,4 pL da enzima EcoRI (12 U pL'), ambas forne-
cidas pelo New England Biolabs, em volume final de 50 pL. O material foi incubado em termoci-
clador ESCO® PCR Thermal Ciclers por trés horas a 37 °C para as rea¢des de restricao e, em seguida,
por 15 minutos a 70 °C para inativacao das endonucleases.

Foram preparados adaptadores especificos de EcoRI e Msel que possuem terminais complemen-
tares as extremidades resultantes da digestao pelas enzimas de restricao. O adaptador EcoRI foi
preparado utilizando 5,6 pL de adaptador EcoRI forward, 4,8 pL de adaptador EcoRI reverse, 6 pL de
tampao OPA (Amersham®) e dgua ultrapura esterilizada para o volume final de 120 pL. O adaptador
Msel foi preparado utilizando 64 pL de adaptador Msel forward, 56 pL de adaptador Msel reverse,
7 pL de tampao OPA (Amersham®) e dgua ultrapura esterilizada para o volume final de 140 pL.
Ambos os adaptadores foram incubados no termociclador ESCO® PCR Thermal Ciclers em tempe-
raturas subsecutivas de 65, 37 e 25 °C, com duragao de dez minutos cada. Para a reagao de ligagao
dos adaptadores foi utilizado 1,0 pL de adaptador EcoRI, 1,0 pL de adaptador Msel, 1,0 pL de tam-
pao para a enzima T4 DNA Ligase (10X), 0,33 pL da enzima T4 DNA Ligase (3 U/pL) (Promega®) e
agua ultrapura esterilizada completando o volume para 10 pL. Este mix foi adicionado a 50 pL do
DNA digerido com as enzimas de restricao. As amostras foram incubadas em termociclador a 23
°C por 3 horas e estocadas a -20 °C. Foram utilizados 0,6 nL de MgCl, (25 mM), 0,4 pL de dNTPs
(10 mM), 0,5 pL de cada oligonucleotideo contendo um nucleotideo seletivo adicionado a extre-
midade 3": oligo EcoRI (25 ng/pL) + A e oligo Msel (25 ng/pL) + C, 1,0 pL de tampao da enzima
Taq DNA polimerase (10X) (Fermentas®), 0,3 pL de Tag DNA polimerase (5 U/pL) (Fermentas®), 2,5
1L de DNA digerido e ligado, e agua ultrapura para completar o volume para 10 pL. As amostras
foram incubadas em termociclador a 94 °C por dois minutos, seguidos de 26 ciclos de 94, 56 e 72
°C, com duracao de um minuto para cada temperatura, e uma extensao final de 72 °C por cinco
minutos. Terminada a reacao de PCR foram acrescentados 40 pL de dgua ultrapura a cada amostra,
as quais foram armazenadas a -20 °C. As sequéncias dos oligonucleotideos usados na reacao de
pré-amplificacdo foram E+AGT/M+CAT, E+AGT/M+CAC, E+AGT/M+CCA, E+AGT/M+CTC, E+AGC/
M+CAT, E+AGC/M+CAC, E+AGC/M+CCA, E+AGC/M+CTC. Para as reagoes de amplificacao seletiva
foram utilizados 1,2 pL de MgClL, (25 mM), 0,4 pL de dNTPs (10 mM), 1,0 pL do oligo EcoRI (25
ng/pL) + ANN, 1,2 pL do oligo Msel (25 ng/pL) + CNN (Em que N é o nucleotideo arbitrario usado
na amplificagio seletiva), 2,0 pL de tampao da enzima Taq DNA polimerase (10X) (Fermentas®),
0,2 de Tag DNA polimerase (5 U/pL) (Fermentas®), 1,5 pL de DNA das amostras pré-amplificadas,
e agua ultrapura para completar o volume de 20 pL. As amostras foram incubadas em termocicla-
dor a temperatura 94 °C por dois minutos, seguida de 12 ciclos de 94, 65 e 72 °C com duragao de
30, 30 e 60 segundos, respectivamente, mais 23 ciclos de 94, 56 e 72 °C com duragio de 30, 30 e
60 segundos, respectivamente, e uma extensao final de 72 °C por dois minutos. As amostras foram
estocadas a -20°C. Posteriormente, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de poliacri-
lamida 6% (acrilamida/bis-acrilamida (19:1 v/v)). As amostras foram adidos 8 pL de loading buffer
(formamida 98%, EDTA 10 mM pH 8,0, azul de bromofenol 0,002% (p/v) e xilenocianol 0,002%
(p/v)) as quais foram incubadas no termociclador por cinco minutos a temperatura de 95 °C para
desnaturacao. Em seguida, foram aplicados 20 pL da amostra desnaturada no gel para eletroforese
sob poténcia constante de 80 W durante trés horas. Para a revelagao do gel, usou-se o método de
coloragao com nitrato de prata segundo o protocolo proposto por Creste et al. (2001).

A partir da leitura cuidadosa dos géis de poliacrilamida, foi construida uma matriz binaria em
que zero e um indicaram auséncia e presenca de fragmentos, respectivamente. Os dados obtidos
foram usados na construcao de uma matriz de distancias genéticas com base na distancia genéti-
ca corrigida de Nei (NEI, 1978). Para visualizagdo da diferenciagao genética entre as populagoes
de C. tocantinum, foram construidos dendrogramas por andlise de agrupamentos do tipo UPGMA
(Unweighted Pair Group Method using Arithmetical Averages) com o auxilio do software estatisti-
co R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2013). A adequacgao da analise de agrupamento aos dados
originais foi avaliada pelo coeficiente de correlagao cofenética proposto por Sokal e Rohlf (1962).
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Posteriormente, foi aplicada andlise de escalonamento multidimensional ndao métrico (NMDS), em
que a maior dispersao das unidades foi identificada como havendo maior dissimilaridade genética.
Para a obtencao das anilises foi utilizado o pacote vegan (OKSANEN et al., 2013) do software R. O
procedimento partiu de uma organizagao inicial que, interativamente, reorganizou os individuos
de maneira a diminuir o stress (STandard REsiduals Sum of Squares). O stress (S) é uma fungao
que informa a magnitude da perda de informac¢ao na matriz de similaridade com a utilizacao do
procedimento, sendo esta uma medida do quanto as posi¢oes dos individuos em uma configuragao
n-dimensional desviam-se das reais distancias (similaridades) ap6s o escalonamento. O stress foi
interpretado pelo valor de R? = 1-§.

Pelo pressuposto de que as populac¢oes estio em equilibrio de Hardy-Weinberg, o programa Pop-
geneversao 1.32 (YEH etal., 1999) foi usado para o calculo da variacao genética em cada populagao.
As estimativas de diversidade intrapopulacional incluiram a heterozigosidade esperada, H, (NEI,
1978) e o indice de diversidade genética de Shannon e Weaver, I (SHANNON; WEAVER, 1949).
Em analise adicional, foi estimado o valor de fluxo génico entre as populagoes. Para investigar a
correlacao entre a distancia geografica e a diversidade genética das populagoes foi utilizado o teste
de Mantel (MANTEL, 1967), a partir do software estatistico R com 999 permutagdes. A abordagem
bayesiana implementada no software Structure v.2.4 (PRITCHARD et al., 2000, FALUSH et al., 2003)
foi utilizada para revelar a estrutura das populacoes. O niimero de interagoes utilizadas no burn-in
e MCMC (Markov Chain Monte Carlo) foram de 100.000 e 200.000, respectivamente. Nas analises,
foi considerado o modelo de mistura com frequéncias correlacionadas com a incorporacao a priori
das informagodes sobre locais de amostragem. Foram testados valores de agrupamento (K) variando
de 1 a 5 com cinco repeti¢oes idénticas para cada valor de K testado. O valor mais provavel de K foi
determinado pelo critério DK descrito por Evanno et al. (2005) a partir do programa Structure Har-
vester (EARL;, VONHOLDT, 2011). A visualizagao grafica da estrutura populacional se deu através
do software Distruct (ROSENBERG, 2003), usando a repeticao que proporcionasse o maior valor
do logaritmo da fungao de verossimilhanca. A distribuicao da variagdo genética entre e dentro das
populagdes foi quantificada pela andlise da varidncia molecular (AMOVA), realizada pelo programa
GenALEX v.6.5 (PEAKALL; SMOUSE, 2012).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras de folhas de C. tocantinum geraram DNA com quantidade e qualidade satisfatérias
para analises dos marcadores AFLP. As folhas armazenadas em sacos pldsticos contendo silica gel a
-20 °C por pelo menos 20 dias apresentaram qualidade de DNA semelhante a extracao em folhas
frescas. Contudo, a experiéncia mostra que a utilizacao de tecido foliar fresco e jovem é o mais in-
dicado (SYSTMA et al., 1993).

Entre as oito combinagdes de oligonucleotideos utilizadas, quatro foram selecionadas para a
analise de todas as amostras por apresentar maior nimero de locos polimoérficos e melhor qualida-
de de amplificacao das bandas (E+AGT/M+CAT, E+AGT/M+CTC, E+AGT/M+CAC, E+AGT/M+CCA).
As combinagdes de oligonucleotideos analisadas nas trés populacoes totalizaram 186 locos, sendo
132 (71%) polimorficos. Houve uma variagdo de 29 a 37 locos polimérficos por combinagao de
oligonucleotideo (Tabela 1). O percentual de locos polimérficos encontrados neste trabalho é com-
paravel a outros trabalhos com espécies arbéreas, tanto usando marcadores AFLP (MAGALHAES et
al., 2013) como em marcadores RAPD (AGUIAR et al., 2013).

Tabela 1. Combinagdes de oligonucleotideos e quantidade de locos polimorficos.
Table 1. Combinations of primers and number of polymorphic loci.

Combinagdes de oligonucleotideos Locos Polimérficos  Locos Monomérficos Locos Totais
E-agt/M-cac 31 12 43
E-agt/M-cat 29 9 38
E-agt/M-cca 37 16 53
E-agt/M-ctc 35 17 52
Total 132 54 186
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Os valores da heterozigosidade esperada (H,) e o indice de diversidade genética de Shannon
e Weaver (I) apresentaram baixa variacao nas trés populagoes (Tabela 2). A populagao Presidente
Figueiredo apresentou os maiores valores de H_ (0,284) e I (0,431), sugerindo maior diversidade
genética intrapopulacional. Estes resultados foram similares ao detectados por Torezan et al. (2005)
em Aspidosperma polyneuron, (H = 0,28 e I= 0,41, respectivamente) e inferiores aos observados por Es-
topa et al. (2006) em populagoes naturais de Eremanthus erythropappus (H, variando de 0,29 a 0,32 e
Ide 0,45 a 0,50). No nivel de espécie, os dois indices apresentaram valores médios de 0,336 e 0,510,
respectivamente. Contudo, ressalta-se que a comparacao destes valores com outros estudos deve
ser interpretada com cautela, pois abordagens diferentes podem ter sido utilizadas para calcula-los.

Tabela 2. Diversidade genética dentro de populagGes de Cenostigma tocantinum e em nivel de espécie.
Table 2. Genetic diversity within populations of Cenostigma tocantinum and in the species.

Populagao n H, |

Manaus 30 0,240 (£0,013) 0,383 (£0,017)
Parintins 30 0,264 (+0,014) 0,413 (£0,018)
Presidente Figueiredo 30 0,284 (£0,016) 0,431 (£0,020)
Espécie 90 0,336 (£0,012) 0,510 (£0,015)

n = tamanho da amostra; H_ = heterozigosidade esperada; | = indice de diversidade genética de Shannon e Weaver (1949). () Desvio padrao.

A estimativa da distancia genética corrigida de Nei produziu dois grupos, o primeiro formado
exclusivamente pela populagao de Presidente Figueiredo e o segundo pelas populagoes de Manaus
e Parintins (Figura 1). A menor e maior distancia genética foi entre as populacdes de Manaus e Pa-
rintins (0,142) e Manaus e Presidente Figueiredo (0,182), respectivamente (Tabela 3). Isso indica
que as duas primeiras populagdes sdo mais similares entre si e sugere maior fluxo génico entre estas.
A estimativa do niimero de imigrantes por geracao ou fluxo génico histérico médio entre todas as
populagdes foi consideravel (Nm= 1,78), variando entre pares de populagoes de 2,06 a 2,68. Va-
lores de Nm> 1 sugerem haver movimento de genes entre populagoes suficientes para prevenir a
diferenciagio entre elas devido a deriva genética (SLATKIN; BARTON, 1989). Em concordéncia, a
estatistica de Mantel foi significativamente maior do que zero (r= 0,503, P= 0,001), o que mostra
que a distancia geogréfica estd correlacionada com a diferenciacio genética entre as populagdes.
Logo, populacoes localizadas espacialmente préximas sao geneticamente mais similares entre si do
que as localizadas a maiores distancias. Isso pode ser atribuido ao maior fluxo génico entre popu-
lagdes proximas, uma vez que a proximidade geografica implica na maior probabilidade de fluxo
génico (BOSSART; PROWELL, 1998).

Se considerarmos que as populagdes amostradas retém grande parte da variabilidade da po-
pulacdo original, a diversidade genética observada entre as populacdes possivelmente seja rema-
nescente do periodo onde as populagdes nao se apresentavam tao fragmentadas. Anteriormente a
antropizagao da regiao, mesmo que as populagdes nao formassem um continuo na natureza, elas
provavelmente estariam menos distanciadas e com um maior niimero de individuos, mantendo um
constante fluxo génico entre elas.

—{P. Figueiredo

0.165

0.1565

| |
Manaus Parintins

Figura 1. Analise de agrupamento (UPGMA) a partir da disténcia genética corrigida de Nei (1978), para trés popu-
lagcdes de Cenostigma tocantinum. Coeficiente de correlagdo cofenética: r = 0,555.

Figure 1. Cluster analysis (UPGMA) from the corrected genetic distance as in Nei (1978), for three populations of
Cenostigma tocantinum. Cophenetic correlation coefficient: r = 0.555

0.145
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Tabela 3. Estimativas de fluxo génico (diagonal superior) e distancia genética corrigida de Nei (1978) (diagonal
inferior) entre as populagdes de Cenostigma tocantinum.

Table 3. Estimates of gene flow (upper diagonal) and genetic distance corrected of Nei (1978) (lower diagonal)
between populations of Cenostigma tocantinum.

Populagao Manaus Parintins Presidente Figueiredo
Manaus - 2,44 2,06
Parintins 0,142 - 2,68
Presidente Figueiredo 0,182 0,145 -

A representacao da relacdo de similaridade entre os acessos a partir de dois eixos foi realizada
pelo procedimento NMDS (Figura 2). As distancias representadas tiveram ajustamento satisfatério
em comparacao as distancias genéticas originais (R?= 0,974). E possivel observar que alguns acessos
de Manaus e, principalmente de Presidente Figueiredo, estdo mais distanciados geneticamente do
resto da populacao de origem geografica, podendo ser entendidos como um novo grupo ou resul-
tado de intercambio de material genético entre as localidades. Deste modo, estes acessos estariam
posicionados em distancia intermedidria entre as populagdes parentais.
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Figura 2. Andlise de escalonamento multidimensional ndo-métrico das distancias genéticas entre individuos de
Cenostigma tocantinum.

Figure 2. Analysis of non-metric multidimensional scaling of genetic distances between individuals of
Cenostigma tocantinum.

Para determinar os padroes genéticos de diferenciacao e subestruturacio populacional foi feita
a andlise Bayesiana pelo software Structure e, de acordo com o método DK descrito por Evanno et
al. (2005) e conhecimento prévio da origem geografica das populagdes, o0 nimero mais provavel
de agrupamentos foi K= 3. A visualizacao grafica da estrutura populacional permitiu a separagao
das trés populagoes em trés grupos distintos de acordo com a origem geografica (Figura 3). Contu-
do, alguns acessos, principalmente na populagao de Presidente Figueiredo, apresentaram mistura
de material genético dos demais grupos, o que corroboram com os resultados da andlise NMDS e
indicaria que estes individuos podem ter origem compartilhada, sendo resultado de um intercam-
bio de genes entre as populagoes analisadas. A partir da andlise de K= 2 é possivel observar que a
populacao de Presidente Figueiredo é mais divergente das demais, concordando com as andlises
anteriores. O Structure separa os individuos mais discrepantes em populagdes mais distantes e em
seguida, a0 aumentar o niimero de grupos testados, identifica as populagdes mais similares. Assim,
através de um alinhamento crescente dos resultados da andlise grafica de acordo com o K testado,
conseguimos ter uma melhor nogao da relagao entre as populagoes (VIANA et al., 2013).
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Figura 3. Estrutura populacional empregando o software Structure a partir de 90 individuos de Cenostigma tocanti-
num amostrados das populagdes de Manaus, Parintins e Presidente Figueiredo para diferentes valores de
agrupamentos (K).

Figure 3. Population structure using the software Structure, from 90 individuals of Cenostigma tocantinum sampled
of populations of Manaus, Parintins and Presidente Figueiredo for different values of clusters (K).

A estimativa da diferenciacao genética (¥ ) entre populacdes mostrou que 63,4% da variabili-
dade genética esta distribuida dentro e 36,6% entre as populagdes (Tabela 4). Os resultados encon-
trados estao de acordo aos apresentados na literatura para popula¢oes naturais de espécies arbéreas
tropicais que mostram que, em geral, a maior parte da diversidade genética encontra-se dentro das
populacoes (GOMES et al., 2011; ROSSI et al, 2014). No entanto, deve-se considerar que as popu-
lacoes estudadas ndo sdo naturais, sdo populacdes plantadas para a arborizagdo urbana. Foram ob-
tidas informacoes junto aos moradores sobre a origem das mudas das plantas utilizadas na arbori-
zagdo. Constatou-se que as sementes sao provenientes de locais proximos a cidade, principalmente
de arvores de populagoes naturais presentes em floresta proxima a regiao e de outros projetos de
arborizag¢ao do préprio municipio. A introducao de plantas da proximidade via plantios de mudas
para a arborizacao é o principal fator responsével pela estruturacao das populacoes estudadas, pois
as plantas sao representativas de cada area de estudo e representa uma amostragem da diversidade
genética das plantas presentes em cada regido.

Tabela 4. Distribuigdo da variagdo genética entre e dentro de populagées de Cenostigma tocantinum.
Table 4. Distribution of genetic variation among and within populations of Cenostigma tocantinum.

Fonte de Variagao Grau de Liberdade Componente de Varidncia % da Variagao
Entre populagbes: @, 2 11,3042* 36,6
Dentro de populagbes 87 19,5644** 63,4

** P <0,0l.

Para a conservacao, deve-se levar em considera¢ao o padrao de variabilidade genética encontrado
em C. tocantinum, sendo necessaria uma amostragem representativa do conjunto de genes conti-
dos em cada populagao, com a amostragem de individuos em todas as populagdes, uma vez que a
maior diversidade é intrapopulacional. A conservagao genética deve priorizar a conservagao parti-
cipativa in situ nas areas de ocorréncia das populagoes, visto que tal estratégia vai conservar outras
espécies de plantas e animais.

CONCLUSOES

Os marcadores moleculares do tipo AFLP revelaram alto contetido de informacgao genética em C.
tocantinum e podem ser utilizados para analises genéticas, visando obter informagdes para a susten-
tabilidade genética e o manejo florestal da espécie.

A introducao de plantas em novos projetos, oriundas de amostragem adequada em outras popu-
lagoes, auxilia na conservagao genética da espécie.

A distribuicao da diversidade genética nas populacoes estudadas de C. tocantinum é maior dentro
do que entre as populagdes, sendo necessaria a conservacao de varios individuos por populacao, a
fim de se preservar a alta diversidade genética encontrada.
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