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RESUMO

A Mata Atlantica é conhecida como um dos biomas brasileiros mais importantes
devido a seu nivel de endemismo. Entretanto, este bioma tem sofrido um intenso
processo de fragmentacdo do qual so lhe resta cerca de 8,5% em remanescentes
florestais acima de 100 ha. Campomanesia xanthocarpa O. Berg. (Myrtaceae) é
comumente encontrada neste bioma e € frequentemente utilizada em programas de
recuperacdo de &reas degradadas e de ambientes riparios. Devido a sua
importancia, foram desenvolvidos dez pares de locos microssatélites, por meio de
biblioteca enriquecida, para avaliar a diversidade e estrutura genética de sete
populacdes amostradas ao longo de sua area de distribuicdo no estado do Parana e
também comparou-se a diversidade genética entre individuos adultos e jovens em
populacdes de trés fragmentos. Foram analisados um total de 76 alelos em 172
individuos adultos e 25 alelos em 74 individuos jovens. A heterozigosidade
observada (Ho) global foi significativamente menor do que a heterozigosidade média
esperada (He) global, que pode indicar desvio nas propor¢cdes do equilibrio de
Hardy-Weinberg para toda area amostrada. A He ndo se apresentou
estatisticamente diferente entre adultos e jovens, portanto, a diversidade genética &
considerada igual e moderada para todas as populagdes. A maior parte da variacado
genética foi encontrada dentro das populagcdes e o indice de diferenciacdo genética
(FsT) foi alto entre as mesmas. Foram detectados baixos niveis de migrantes entre
as populacdes. A correlacéo entre distancias geograficas e distancias genéticas foi
positiva, porém nao significativa. Valores positivos e significativos de coeficiente de
endogamia (Fis) foram encontrados para a maioria das populacdes, provavelmente
devido a fragmentacdo do habitat. Apenas a populacdo de lIrati apresentou trés
pares de locos em desequilibrio de ligacdo, apos a correcao de Bonferroni. Nao foi
verificado efeito de gargalo recente nas sete populagbes amostradas. A analise
bayesiana de agrupamento genético, a Neighbor-Net e PCoA indicaram a formacao
de trés grupos genéticos para as populagbes adultas, sendo um cluster formado
pelas populacdes Estacdo Ecoldgica do Caiua e Mata Séao Francisco, o segundo
cluster composto pelas populagdes de Mata dos Godoy, Ortigueira e Ventania e o
terceiro cluster formado por Parque Nacional do Iguacu e Irati. Para os jovens houve
também a formacédo de trés grupos genéticos, onde cada populacdo jovem agrupou-
se com sua respectiva populacdo adulta. Mesmo nao havendo diferencas
significativas entre os parametros de diversidade genética das populagfes adultas e
jovens, elas apresentaram niveis elevados de endogamia, o que pode levar a
diminuicdo da diversidade genética futuramente. As populagbes encontram-se
estruturadas, indicando fluxo génico restrito e isolamento geografico entre elas.
Dessa forma, os resultados mostraram que as populacao de C. xanthocarpa, mesmo
se apresentando estaveis, necessitam de programas de conservacdo e manejo, pois
futuramente pode haver um declinio na variabilidade genética das mesmas.

Palavras-chave: Variabilidade genética; Fragmentacdo de habitats; Arborea nativa;
Genética de populacdes; SSR.
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ABSTRACT

The Brazilian Atlantic Forest is known as one of the most important Brazilian biomes
due to its level of endemism. However, this biome has undergone an intense
fragmentation process, which about only 8.5% remains in forest remnants above 100
ha. Campomanesia xanthocarpa O. Berg. (Myrtaceae), is commonly found in this
biome and is often used in recovery programs for degraded areas and riparian
environments. Due to its importance, ten pairs of microsatellite loci were used to
evaluate the diversity and genetic structure of seven populations sampled throughout
their distribution range, also, genetic diversity of adult and young individuals were
compared in populations of three fragments. A total of 76 alleles were analyzed in
172 adult individuals and 25 alleles in 74 young individuals. The global observed
heterozygosity (Ho) was significantly lower than the expected global heterozygosity
(He), which may indicate deviation from Hardy-Weinberg equilibrium for the entire
sampled area. He did not present statistically differences between adults and young
individuals, therefore, genetic diversity is considered equal and moderate for all
populations. Most of the genetic variation was found within the populations and the
genetic differentiation index (Fst) was high among the populations. Low levels of
migrants were detected among populations. The correlation between geographical
distances and genetic distances was positive, but not significant. Positive and
significant values of inbreeding coefficient (Fis) were found for most populations,
probably due to habitat fragmentation. Only the population of Irati presented three
pairs of loci in linkage disequilibrium after the Bonferroni correction. No recent
bottleneck effect was observed in the seven sampled populations. The Bayesian
genetic cluster analysis, Neighbor-Net and PCoA, indicated the formation of three
genetic groups for the adult populations, a cluster formed by the Estacdo Ecologica
do Caiua and Mata Séo Francisco populations, the second cluster composed of Mata
dos Godoy, Ortigueira and Ventania populations and the third cluster formed by
Parque Nacional do Iguacu and lIrati. For young individuals there were also the
formation of three genetic groups, where each juvenile population grouped with its
respective adult population. Although there were no statistically significant differences
between the genetic diversity parameters of the adult and young populations, they
presented high levels of inbreeding, which may lead to a decrease in genetic diversity
in the future. The populations are structured, indicating restricted gene flow and
geographic isolation between them. The results showed that the populations of C.
xanthocarpa, even though presenting some stablity, require conservation and
management programs, because in the future there may be a decline in their genetic
variability.

Key words: Genetic variability; Habitat fragmentation; Native tree; Population
genetics; SSR.
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1 INTRODUCAO

A imensa diversidade encontrada nas florestas tropicais, que abriga mais de
60% de todas as espécies conhecidas no mundo (BRADSHAW et al., 2009) tem sido
foco de diversos estudos de estrutura de populacdes (MORI et al., 2012; CONSON
et al., 2013; CHAVES et al., 2017). Dentre os principais biomas, a Mata Atlantica
apresenta-se em destaque, uma vez que este € caracterizada por elevados niveis de
diversidade (MYERS et al., 2000), sendo um dos biomas mais explorados ho mundo.
No entanto, sua area diminuida vém sendo drasticamente reduzida nos ultimos 100
anos a fragmentos relictuais.

A fragmentacao florestal reduz areas de vegetacdo continua em paisagens
compostas por agricultura e fragmentos florestais de diversos formatos e tamanhos.
O isolamento destes fragmentos pode afetar processos genéticos como fluxo génico,
selecdo e sistema de reproducdo (YOUNG; BOYLE, 2000). Em curto prazo, a
fragmentacao pode levar a uma reducao do tamanho populacional devido a perda de
individuos, resultando na perda imediata de alelos (RODRIGUES, 2014). Além disso,
a fragmentacdo florestal possui outras consequéncias como 0 aumento da
endogamia, processo que quando ocorre em popula¢gdes aldgamas pode resultar no
acumulo de alelos deletérios recessivos e, consequentemente, menor fecundidade,
levando possivelmente a extingdo de populacdes (REED, 2005).

Por conta da intensa fragmentacao de habitats houve um interesse maior em
avaliar as consequéncias genéticas decorrentes da mesma em populacdes de
espécies arboreas tropicais (MIRANDA, 2014; GOES, 2014; CHAVES, 2017;
MASSUCATO, 2018). O estudo da estrutura de populagcbes proporciona, acima de
tudo, visbes a respeito da conservacdo, da variabilidade genética de populacdes
naturais e restauracdo de paisagens fragmentadas (CONSON et al., 2013). Avaliar
os efeitos que a fragmentacdo do habitat exerce sobre a diversidade e estrutura
genética das espécies animais e vegetais é fundamental para que medidas efetivas
de conservacao sejam tomadas (FRANKHAM et al., 2008).

Campomanesia xanthocarpa O. Berg. € uma espécie arborea frutifera
pertencente a familia Myrtaceae, comumente chamada de gabiroba, guabirobeira,
guavirova, guabiroba-miuda e guabirobeira-do-mato. Encontra-se distribuida desde
Minas Gerais até o Rio Grande do Sul, em quase todas as formacdes florestais

(LORENZI, 2002). E uma espécie decidua, mesodfita até helidfita e seletiva higrofita,



14

sendo abundante nas partes Umidas das florestas de altitude em capdes e em
florestas de galeria, chegando por vezes, a ser uma das espécies dominantes nas
submatas mais abertas (REITZ, 1977). Tem grande capacidade de se adaptar a
diferentes condi¢cdes ambientais, sendo importante para recuperacdo de areas
degradadas (PIMENTA, 1998), inclusive, comporta-se muito bem em areas
alagaveis, reforcando também sua importancia na recuperacdo de ambientes
riparios. A madeira é usada na producao de instrumentos musicais, agricolas, como
cabo de ferramnetas, carvéo, cerca e tabuado (ALICE et al., 1995). Enquanto os
frutos tém grande potencial econémico, apresentam polpa abundante e suculenta,
sendo comestiveis e saborosos (SANT'ANNA, 2012).

Diversas técnicas de marcadores moleculares tém sido utilizadas em estudos
de genética de populacdes de espécies arbdreas naturais. Dentre essas diferentes
técnicas, os marcadores microssatélites tem apresentado grande importancia devido
ao grande conteudo informativo por loco. Sendo utilizado em diversos estudos de
diversidade e estrutura genética de arboreas tropicais, tais como: Handroanthus
heptaphyllus (MORI et al., 2012), Copaifera langsdorffii (CARVALHO et al., 2010),
Myracrodruon urundeuva (VIEGAS et al., 2011), Eugenia uniflora L. (AGUIAR et al.,
2013), Luehea divaricata (CONSON et al., 2013), Parapiptadenia rigida (SOUZA et
al., 2013), Chrysophyllum gonocarpum (RODRIGUES, 2014), Aspidosperma
polyneuron (CHAVES et al., 2017; MASSUCATO, 2018).

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivos Gerais

Aplicar marcadores moleculares microssatélites para estudar a diversidade e

estrutura genética de populacdes naturais da espécie arbérea C. xanthocarpa em

fragmentos florestais no estado do Parana.
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1.2.2 Objetivos Especificos

1. Desenvolvimento de uma biblioteca enriquecida de microssatélites para C.
xanthocarpa, construcéo e validacao dos primers desenvolvidos;

2. Verificar a variabilidade genética em 7 populacdes adultas e 3 popula¢cdes jovens
de C. xanthocarpa que ocorrem no estado do Parang;

3. Verificar se as populacdes estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg e caso néo
estejam explicar que fatores levaram a este desequilibrio;

4. Verificar se as populacdes estdo em desequilibrio de ligacdo e caso nao estejam
se ha relacdo com a deriva genética;

5. Verificar se, no passado recente, ocorreu alteragdes no tamanho efetivo das
populacoes;

6. Verificar se ocorreu fluxo génico uni ou bidirecional entre as populacgdes;

7. Verificar se existe diferencas dos parametros genéticos entre as populacdes
adultas e jovens;

8. Verificar se as popula¢gbes estudadas precisardo no futuro de manejo genético

para recuperar ou manter a sua variabilidade genética.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DESCRICAO DA ESPECIE

Campomanesia xanthocarpa Berg. € uma Myrtaceae frutifera lenhosa e uma
das 3.600 espécies distribuidas em mais de 100 géneros que compdem esta familia
botanica (BARROSO, 1991). Conhecida popularmente como gabiroba, guabirobeira,
guavirova, guabiroba-midda e guabirobeira-do-mato. Apresenta as seguintes
sindnimas boténicas: C. crenata, C. dusenii, C. littoralis, C. malifolia e C. rhombea.
Nativa do Brasil, esta espécie encontra-se distribuida desde Minas Gerais até o Rio
Grande do Sul, em quase todas as formacdes florestais (LORENZI, 2002), sendo
também encontrada no Uruguai, Argentina e Paraguai (BIAVATTI et al., 2004).
Planta decidua, mesofita até helidfita e seletiva higrofita, € abundante nas partes
umidas das florestas de altitude (semidecidua e de pinhais), em capdes e em matas
de galeria, chegando por vezes, a ser uma das espécies dominantes nas submatas

mais abertas (REITZ, 1977), comum na floresta estacional semidecidual da bacia do
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Parana e rara na floresta ombrdéfila da encosta atlantica (LORENZI, 1992). Na
sucessao ecoldgica, que é o fenbmeno que envolve gradativas variacbes na
composicao especifica e na estrutura da comunidade floristica (HORN, 1974), C.
xanthocarpa é considerada espécie secundaria tardia (DIAS et al., 1998), ou seja,
possui um ciclo de vida médio a longo.

A espécie pode se apresentar como arbusto, arvoreta ou arvore de 10 a 20 m
de altura e até 60 cm de diametro (Figura 1- A; B); os ramos jovens séo glabros. As
folhas s@o verdes e opostas, simples, membranaceas, ovalado-oblongas, medindo
de 4-10 cm de comprimento por 3-4,5 cm de largura (VALLILO et al., 2008). Suas
flores sdo bissexuais, esbranquicadas com pedunculos unifloros ou reunidos sobre
pequenos ramos laterais, medindo de 1,0 a 3,5 cm (Figura 1 - C), as flores ainda séo
indicadas como meliferas muito apreciada pelas abelhas. C. xanthocarpa floresce
durante os meses de setembro a novembro e os frutos amadurecem de outubro a
dezembro (PIMENTA, 1998). Os frutos sdo de formato redondo e de cor verde
guando jovens e amarelos e adocicados quando maduros. A dispersédo é zoocoérica
atraindo, principalmente, as aves, dentre as quais 0s sabias, sairas e sanhacos
(VALLILO et al., 2008).

Segundo Santos (2015), C. xanthocarpa apresenta autoincompatibilidade
homomorfica gametofitica, que € um sistema onde o grdo de pdélen germina e a
reacdo de incompatibilidade ocorre entre o tubo polinico e o estilete (BITTENCOURT
Jr, 2003). A autoincompatibilidade € um dos mais importantes fendmenos
observados em angiospermas e sua ocorréncia evita a autofecundacéo e possibilita
manter uma alta diversidade intraespecifica (BARRETT,1988).

Os frutos de C. xanthocarpa (Figura 1 — D) tém grande potencial econémico,
apresentam polpa abundante e suculenta, sendo comestiveis e saborosos. Os
mesmos podem ser consumidos in natura ou utilizados na producdo de sucos,
sorvetes e licores, além da producéo de doces caseiros, 0 que indica a presenca de
substancias pécticas em teores significativos (SANT'ANNA, 2012). Os frutos de
gabiroba apresentam ainda propriedades nutricionais devido seu alto teor de
vitamina C, sais minerais e compostos fendlicos, o que permite considera-los como
alimento funcional (LORENZI, 2002). Ainda, o cha das folhas de C. xanthocarpa é
bastante citado, sendo a infusdo dessas folhas utilizada no tratamento de diversas
doencas, incluindo inflamatérias, renais e digestivas (ALICE, 1995).

Estudos realizados nas folhas dessa espécie indicaram a presenca de
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flavonoides, taninos, saponinas e 6leo essencial (MARKMAN, 2002). O teor de 6leo
encontrado foi de 0,11%, sendo o linalol (29%) e globulol (20%) identificados como
0s principais componentes do 6leo. A madeira de C. xanthocarpa é usada na
producdo de instrumentos musicais, agricolas, carvao, cerca e tabuado (ALICE,
1995). A lenha é apreciada para sapecagem e torrefacdo da erva mate, pois
desprende um aroma agradavel durante a combustdo (CORREA, 1974). A espécie

também € indicada para o paisagismo, pois apresenta copa piramidal densa
bastante decorativa (CRAVO, 1994).

Figura 1 - Campomanesia xanthocarpa; A) Individuo adulto; B) tronco; C) flores e folhas e D) frutos.
Fonte: A) Viveiro Feltrin (2015); B) e C) Arvores do Bioma Cerrado (2016); D) Gées, B. D.

Devido a sua plasticidade fenotipica, C. xanthocarpa tem grande capacidade

de se adaptar a diferentes condi¢cdes ambientais, 0 que € um importante indicativo
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da potencialidade desta espécie para ser utilizada em programas de recuperacao de
areas degradadas (PIMENTA, 1998). Além disso, comportando-se, inclusive, muito
bem em areas alagaveis, reforcando também sua importancia na recuperacao de

ambientes riparios.

2.2 EFEITOS DA FRAGMENTACAO NA DIVERSIDADE GENETICA DE POPULACOES DE PLANTAS

O processo de fragmentacéo refere-se a mudancas na configuracdo de um
habitat devido a subdivisdbes em fragmento menores e o consequente isolamento
destes (FAHRIG, 2003). Devido aos poucos remanescentes de florestas tropicais
intactas no mundo, surge a necessidade de preservar as unidades de paisagens,
outrora continuas, que sofreram algum tipo de ruptura no habitat (RANTA et al.,
1998). Diversos autores citam a importancia de conexao entre os fragmentos,
mesmo 0S pequenos, para assegurar 0 estabelecimento de corredores de
vegetacao, para permitirem a fauna se movimentar de um fragmento para outro, e
também uma maneira de se tentar minimizar problemas como o efeito de borda
(MORELLATO; HADDAD, 2000), que deixam 0s remanescentes expostos a
alteracOes biodticas, abioticas e ecoldgicas (PRIMACK; RODRIGUES, 2001).

A perda de habitats e a fragmentacéo reduzem a conectividade da paisagem,
limitando a dispersdo de sementes, polinizacdo, colonizagdo e levando as
populacdes a um isolamento geografico, colocando em risco a manutencdo da
variacdo genética e persisténcia das populacdes (PUTTKER et al., 2011). Além
disso, a fragmentacdo pode levar a ruptura das interacdes ecologicas, visto que as
populacées possuem relagbes entre individuos da propria espécie como entre
individuos de outras espécies, por exemplo, plantas e seus polinizadores. Desta
forma, a fragmentacdo também pode influenciar na producéo de sementes, pois esta
afeta a densidade e o tamanho populacional de animais e suas atividades, como é o
caso dos polinizadores e dispersores de sementes (MENGES, 1991). Em virtude do
isolamento entre as plantas, mesmo na presenca de seus polinizadores, a distancia
na dispersao do podlen tende a aumentar limitando o fluxo génico entre os individuos,
podendo ocasionar futuros gargalos genéticos (HANSON et al., 2008). Segundo
Gonzales e Hamrick (2005), estudos realizados em populacdes fragmentadas de
espécies de arvores mostraram que a fragmentacdo provoca diminuicdo ou

interrupcdo do fluxo génico pela diminuicdo das taxas de visita de insetos
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polinizadores e animais dispersores de sementes, o que, em ultimo caso, reduz a
diversidade genética e altera a estrutura genética populacional.

A diminuicdo da diversidade genética tem implicagdes quanto a persisténcia
de espécies e populacbes. A perda de alelos leva a reducdo na capacidade das
espécies de responder a adversidades ambientais em geracdes futuras e pode
ocorrer reducdo na adaptabilidade das espécies (YOUNG et al., 1996). Desta forma,
guanto maior a variabilidade genética presente na populacdo, maiores serdo as
chances da espécie perdurar naguele ambiente (RODRIGUES, 2014).

A fragmentacédo induz a uma reducao imediata no numero de alelos, devido a
um restringimento populacional (CASCANTE et al.,, 2002). O pequeno tamanho
efetivo das populagdes nos fragmentos torna as futuras geracbes cada vez mais
frageis, devido ao aumento da endogamia, a perda de alelos pelo efeito da deriva
genética (SHIMIZU et al., 2000) e ao aumento da diferenciacdo genética entre as
populacdes (ELLSTRAND; ELAM, 1993). A endogamia ainda tem por consequéncia
a depressdo endogamica, que € uma reducdo do desempenho reprodutivo da
espécie devido ao cruzamento de individuos aparentados (SEBBENN et al., 2000).

Aspectos como o tamanho dos fragmentos e a distancia entre eles séo
fatores importantes nas analises de estrutura populacional, pois a distancia entre os
remanescentes florestais e a densidade da matriz estdo relacionados com a
possibilidade de colonizacdo de espécies e, consequentemente, a troca de genes
entre as populacbes (ONIPCHENKO; PAVLOV, 2009; HANSKI et al., 2013).
Embora nos fragmentos menores as popula¢des sejam mais afetadas por conta da
diminuicdo da diversidade genética, Ranta et al. (1998) observaram que estes
fragmentos pequenos tém sua importancia na manutengdo da diversidade das
espécies, pois quando proximos uns dos outros, funcionariam como unidades que
constituem pontos de ligacdo, ou stepping stones, que sdo pequenos fragmentos
dispersos pela matriz que podem, para algumas espécies, facilitar o fluxo entre

esses fragmentos.
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2.3 DIVERSIDADE E ESTRUTURA GENETICA DE POPULACOES

A diversidade biolégica do planeta tem sido reduzida rapidamente como
consequéncia das acdes antrOpicas. Sua conservacao torna-se cada vez mais
necessaria, fundamentada pelo valor econdmico que 0s recursos biolégicos
representam, pela importancia dos servicos ambientais prestados, pelos valores
estéticos e pelas destacaveis razdes éticas (FRANKHAM et al., 2008).

A variabilidade genética constitui o material basico para a evolucdo das
espécies (SOLE-CAVA; CUNHA, 2012). A existéncia de diversidade genética dentro
de populacdes é uma condi¢cdo fundamental para que a evolucéo siga naturalmente.
Segundo Frankham et al. (2008), a selecdo natural atua sobre a variabilidade
genética dentro das populagbes em relacdo a adaptacdo ao ambiente, permitindo
variabilidade entre populacfes e por fim, variabilidade entre as espécies.

Esta variabilidade genética pode ocorrer em trés niveis distintos: 1) de
espécies dentro de ecossistemas; 2) de populacdes dentro de espécies; e 3) de
individuos dentro de populacdes de espécies (SILVA et al., 2012). Diversos
processos naturais podem reduzir ou aumentar a diversidade genética dentro de
populacdes naturais. Processos que podem inserir variabilidade genética
continuamente nas populagdes sado basicamente dois: mutagdo e migracao, e esta
pode ser perdida por deriva genética, cruzamentos endogamicos e selecao natural
(COLE, 2003). A perda da variabilidade genética pode aumentar a suscetibilidade a
diversos fatores bioticos e abibticos, perda de alelos por incompatibilidade, fixacao
de alelos deletérios e declinio na aptiddo ecolégica das espécies (AGUIAR et al.,
2013).

O aumento dos niveis de diversidade genética a partir da ocorréncia de
mutacBes ocorre a longo prazo, cerca de centenas a milhares de geracdes, com
taxas de mutacdo que ocorrem em valores muito baixos (ALLENDORF; LUIKART,
2007). A migracédo ou fluxo génico, o movimento de alelos entre as populagdes,
pode ter efeitos muito grandes sobre as frequéncias alélicas e € muito mais efetiva
em restaurar a diversidade genética do que a mutacdo, pois permite a
homogeneizacdo das frequéncias alélicas em contraste aos efeitos da deriva
genética. Existem diversos exemplos na natureza onde taxas de migracao tao baixas
como um migrante por geracdo € o suficiente para prevenir as populacbes de
divergirem geneticamente (FRANKHAM et al., 2008).
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Dentre os processos que podem diminuir a diversidade genética esta a deriva
genética, que se caracteriza por flutuacées aleatdrias na frequéncia alélica de uma
populacdo ao longo do tempo (HARTL; CLARK, 2007). Este processo pode ser
detectado a partir da queda na propor¢cdo de locos polimoérficos e no niumero de
alelos por locos (FUTUYMA, 2018). Sebbenn e Ettori (2001) observaram que a
reducdo das populacbes naturais tem levado a uma perda de genes adaptados a
ambientes especificos em espécies arbéreas e que a reducdo continua no tamanho
das populagdes as submete a perdas de variabilidade genética por deriva genética.

A endogamia é outro processo que reduz a diversidade genética,
principalmente em populacbes de tamanho efetivo pequeno, devido a uma maior
probabilidade de autofecundacdo e cruzamento entre individuos aparentados. Com
o tempo, todos os individuos tornam-se relacionados de tal maneira que
acasalamentos entre individuos néo relacionados s&o impossiveis (FRANKHAM et
al., 2008). A endogamia € de profunda importancia na biologia da conservacéo, uma
vez que ela leva a reducdo na heterozigosidade, na reproducao, devido ao aumento
da frequéncia de homozigotos para alelos recessivos deletérios. A perda do vigor
reprodutivo como consequéncia da endogamia é referida como depresséo
endogamica (FRAKHAM et al., 2008).

O conhecimento da variabilidade genética é uma forma de auxiliar nas
estratégias de manejo e de conservacdo genética. Varios autores tém utilizado a
técnica de marcadores moleculares para acessar a variabilidade genética em
populacdes naturais (FERREIRA, 2013; RODRIGUES, 2014; GODOY et al., 2017).
Os parametros mais utilizados para estimar a diversidade genética em populacdes
naturais e as alteragBes decorrentes de ac¢des antrdpicas, sdo: numero médio de
alelos por loco (A), heterozigosidade esperada ou diversidade génica (He),
heterozigosidade observada (Ho) e indice de fixacéo (f) (BERG; HAMRICK, 1997).

A distribuicdo da diversidade genética entre e dentro de popula¢des naturais,
descrita como estrutura genética, é resultado direto da combinacdo entre mutacao,
migracao, selecdo e deriva genética (BRADBURD et al., 2013). A estrutura genética
de populacdes pode ser avaliada por meio de diversas metodologias, entre elas:
coeficiente de ancestralidade de Cockerham (WEIR, 1996); as estimativas de
diversidade genética de Nei (NEI, 1973; 1978), que fornece a distribuicdo da
variabilidade genética entre e dentro de populagdes (GONZALES; HAMRICK, 2005);
estatisticas F de Wright (WRIGHT, 1965), que identifica niveis médios dos indices de
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fixacdo alélica de uma populacdo subdividida (Fir), o acasalamento ndo casual
dentro de populagbes (Fis), a divergéncia genética entre populagdes (Fst) e o fluxo
génico (Nm) (PEREZ, 2008).

2.4 MARCADORES MOLECULARES NOS ESTUDOS DE DIVERSIDADE GENETICA

Com a introducéo de técnicas de genética molecular, no inicio da década de
80, os estudos de identificacdo, caracterizacdo e mapeamento genético passaram a
ser realizados com maior seguranca, rapidez e eficiéncia. O advento dos
marcadores moleculares possibilitou a discriminacdo genotipica de forma habil, pois
permite o estudo da variacdo genética em nivel de DNA (SOUZA, 2015).

A primeira técnica descrita para obtencdo de marcadores genéticos de DNA
baseia-se na acdo de enzimas de restricdo apds o reconhecimento de uma
sequéncia de DNA, no qual o marcador RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) é fundamentado. Os marcadores RFLP tornaram-se uma ferramenta
atil e importante, porém, possui algumas desvantagens praticas, como, grau de
dificuldade e o alto custo da técnica quando aplicada a um grande numero de
individuos, tornando preferivel a utilizacdo de marcadores baseados em PCR
(HAKEEM et al., 2013).

O surgimento da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction), na década de
80, permitiu a sintese enzimatica de milhdes de copias de um segmento especifico
de DNA, ocasionando uma revolucdo nas técnicas de biologia molecular. O uso da
PCR em analises genéticas permite uma melhor compreensao de processos de
especiacdo, padrbes de biogeografia em nivel da espécie, bem como a estrutura
genética de populacdes, mapas geneticos, identificacdo de cultivares, paternidade
de hibridos, entre outros. Os marcadores de DNA mais utilizados em estudos
genéticos de plantas sdo o RAPD (Random Fragment Polymorphic), o RFLP
(Restriction Fragment Lenght Polymorphism), o AFLP (Amplified Fragment Lenght
Polymorphism), o SSR (Simple Sequence Repeat) ou microssatélites (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998) e ainda, os SNP (Single Nucleotide Polymorphism).

Dentro dos estudos de genética de conservagdo, os marcadores AFLP séo
muito utilizados. Estudos comparativos mostram que o AFLP é a técnica mais
eficiente para estimar a diversidade genética e por esse motivo € amplamente

utilizada no estudo da diversidade genética em diferentes espécies de plantas. As



23

principais vantagens da técnica de AFLP incluem o grande nimero de polimorfismos
por reacdo, sem a necessidade de conhecimento prévio do genoma, e o baixo custo
para execucdo (HAKEEM et al.,, 2009). A técnica AFLP tem como base a
amplificagéo seletiva por PCR de fragmentos de restricdo derivados de uma digestao
total do DNA gendmico; promove uma moderna e muito poderosa técnica de DNA
fingerprinting para DNA de qualquer origem ou complexidade. Porém, apesar da
vantagem de deteccdo de alta taxa de polimorfismo, os marcadores gerados por
AFLP sdo dominantes, e nao identificam variantes alélicas em um loco especifico,
ndo sendo possivel uma distincdo dos gendétipos heterozigotos (CAIXETA et al.,
2013).

Os SNPs sao o tipo mais frequente de variacdo encontrada no DNA. Séo
polimorfismos de Unica base onde ocorre uma pequena mudanca ou variagdo
genética na sequéncia de DNA, um Unico nucleotideo substituindo um dos outros
trés nucleotideos (GIUSTI et al., 2016), podendo ser polimorfismos bi-, tri- ou tetra-
alélicos. Estas variacfes genéticas sdo codominantes e de facil detec¢cdo quando
comparados, por exemplo, aos microssatélites (SANTORO, 2010). Sua grande
vantagem reside na abundancia de polimorfismos entre alelos de um determinado
gene e ampla distribuicdo, podendo estar presentes em, praticamente, todos 0s
locos génicos. Devido a alta frequéncia de ocorréncia nos genomas, 0s SNPs séo
uma rica fonte de variabilidade que podem ser utilizados para saturar mapas
genéticos, sao potencialmente Uteis para a associacdo de mapeamento de
caracteristicas de interesse agronémico (GIUSTI et al., 2016), e também muito
utilizados para estudos de conservacao genética em arbdreas, como rastreabilidade
da origem de madeira (CHAVES et al., 2017). Apesar de funcionarem, as
metodologias utilizadas para a deteccdo dos SNPs sdo relativamente custosas

guando comparadas a outros marcadores moleculares.

Um ponto importante a ser considerado € a adequacéo do tipo de marcador
molecular ao objetivo da pesquisa, uma vez que cada marcador é baseado em
diferentes principios, o que os fazem diferir quanto a consisténcia e tempo para
obtencdo de resultados; nivel de polimorfismos; custo e facilidade de
implementacéo; e reprodutibilidade (FERRAO et al., 2013).
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2.4.1 Marcadores Microssatélites

Os microssatélites ou sequéncia simples repetida (Simple Sequence Repeat -
SSR) sao repeticbes em tandem de 1 a 6 nucleotideos, encontrados em todos 0s
procariotos e eucariotos estudados (ZANE et al, 2002). Sao marcadores
codominantes, multialélicos, altamente informativos, baseados em PCR,
reprodutiveis, com ampla cobertura do genoma (FERREIRA; GRATTAPAGLIA,
1998). Os microssatélites foram encontrados no genoma de eucariotos no final da
década de 80 e logo os pesquisadores perceberam os altos niveis de polimorfismo
deste marcador, comprovando que se tratava de uma nova ferramenta molecular
bastante eficiente, com pelo menos o dobro de informacdes, as quais sdo obtidas
duas ou mais vezes mais rapidamente do que outros marcadores. (ZANE et al.,
2002).

Os marcadores microssatélites tornaram-se extremamente difundidos na
biologia, sendo atualmente utilizados em um grande numero de estudos para
investigar a estrutura genética de populacdes, respondendo a perguntas especificas
nas areas da biologia evolutiva e da conservagdo (BALLOUX; LUGON-MOULIN,
2002). Isto se da devido a trés caracteristicas presentes nos microssatélites: (1) a
neutralidade, pois representam o genoma inteiro; (2) a abundancia com ampla
distribuicdo pelo genoma; e (3) o alto polimorfismo encontrado mesmo em
populagcdes que passaram por eventos como gargalos ou em populagbes que
possuem baixo polimorfismo detectado por outros marcadores (MAUDET et al.,
2002).

Devido a alta variabilidade dos microssatélites e a possibilidade de se obter
marcadores mendelianos multialélicos, eles sdo especialmente Uteis para inferir
eventos demogréaficos recentes, inclusive deteccdo de impactos induzidos pelas
comunidades humanas nas populacbes (PEARSE; CRANDALL, 2004). Os
microssatélites vém sendo muito utilizados para responder varias perguntas
relacionadas a genética de populacdes, como andlises de fluxo génico, paternidade
e estruturacdo populacional, que resultam em dados sobre a distribuicdo da
variabilidade genética entre e dentro de popula¢des naturais, que sdo essenciais
para a adocao de medidas de conservacao tanto ex situ quanto in situ (OLIVEIRA et
al., 2006).
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Os microssatélites sdo ainda automatizaveis em sistemas multiplex, o que
possibilita avaliar um grande nimero de individuos para um grande namero de locos
em curto prazo (AZEVEDO et al., 2007). Por conta de todas essas caracteristicas
vantajosas, os marcadores microssatélites tém sido amplamente utilizados em
estudos de diversidade genética de populacdes naturais (RAPOSO et al., 2007;
CONSON et al., 2013; VIEIRA et al., 2016; CHAVES et al., 2017)



26

3 ARTIGO Al

GOES, Bruna Delgado

Characterization of microsatellite loci for Campomanesia
xanthocarpa (Myrtaceae) and cross amplification in related

species

AArtigo aceito para publicacéo na revista Acta Scientiarum Biological Sciences



27

Desenvolvimento e caracterizacdo de locos microssatélites para
Campomanesia xanthocarpa (Myrtaceae) e transferabilidade para espécies

relacionadas

Bruna Delgado Gées?!, Eduardo Augusto Ruas?3, Lucas Milanez Benicio®, Daniele

Cassiano?, Felipe Pinheiro de Souza*, Paulo Mauricio Ruas??®

3.1 RESumMO

Campomanesia xanthocarpa é uma arvore nativa que ocorre em quase todas as
formacOes florestais brasileiras, e seus frutos e sua madeira possuem alto valor
comercial. Foram isolados e caracterizados locos de microssatélites para estimar
parametros de diversidade genética para essa espécie e outras relacionadas. Vinte
e oito locos de microssatélites foram identificados a partir de uma biblioteca
gendmica enriquecida, sendo que dez locos foram amplificados e mostraram-se
polimoérficos em quatro populagbes naturais apos analise em 96 individuos. O
namero de alelos por loco variou de Dois a oito, e as heterozigosidades observadas
e esperadas variaram de 0,042 a 1,000 e de 0,294 a 0,855, respectivamente. Esses
marcadores foram testados e validados em duas espécies relacionadas (C.
eugenioides e C. guazumifolia). Os marcadores microssatélites serdo utilizados em
posteriores estudos de genética de populacbes para C. xanthocarpa, a fim de

compreender a variabilidade genética e determinar a conservacao da espécie.
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3.2 ABSTRACT

Campomanesia xanthocarpa is a native tree, of common occurrence in almost all
Brazilian Forest formations, which has its fruits and timber with high commercial
value. Using an enriched genomic library we isolated and characterized microsatellite
loci for C. xanthocarpa (Myrtaceae), in order to estimate genetic diversity parameters
for this and related species. Twenty-eight microsatellite loci were identified and ten of
them successfully amplified and showed polymorphism in a sample of 96 individuals,
from four natural populations. The number of alleles per locus ranged from two to
eight, and the observed and expected heterozygosities varied from 0.042 to 1.000
and from 0.294 to 0.855, respectively. These markers were tested and validated in
two related species (C. eugenioides and C. guazumifolia). The microsatellite markers
will be used in further studies of population genetics of C. xanthocarpa, in order to
understand the genetic variability and to define the strategies needed for the

conservation of the species.

Keywords: Gabiroba; Genetic diversity; Molecular marker; Native tree; Simple

sequence repeat (SSR).

3.3 INTRODUCTION

Campomanesia xanthocarpa O. Berg (Myrtaceae) is a tree species commonly
known as Gabirobeira or just Gabiroba, which can reach from 10 to 20 m high with an
elongated and dense top (Lorenzi, 2002). This species occurs naturally in Brazil in
almost all forest formation and it can also be found in Uruguay, Argentina and
Paraguay (Biavatti et al., 2004).

C. xanthocarpa produces a large amount of seeds that are widely
disseminated by the avifauna. The species has an important role in environmental
preservation, mainly for the restoration of riparian vegetation and for the recovery of
degraded areas. The fruits of C. xanthocarpa have great economic value, either as
consumed “fresh” or in the preparation of candies, sorbets and homemade liqueurs
(Lorenzi, 2002). Its wood is used in the production of musical instruments,

agriculture, firewood, coal, fence and plank. The species presents medicinal value in
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the fight against dysentery, fever, scurvy, and urinary tract diseases (Alice et al.,
1995; Cravo, 1994).

Due to the selective logging, C. xanthocarpa is undergoing severe loss of
genetic variability that can lead to the extinction of many natural populations, thus, it
is necessary to know the genetic structure of the species in order to maintain their
genetic variability (Chaves et al., 2014).

The simple sequence repeat (SSR) marker is a powerful technique for
characterizing allelic diversity and it is frequently used in population studies due to
their high level of polymorphism and codominant inheritance (Ellegren, 2004; Deng et
al., 2015). The purpose of our study was to develop and characterize microsatellite
loci for C. xanthocarpa for further application in population genetic studies and to
boost strategies for conserving the genetic resources of this species and to assess
cross-amplification in two related species.

3.4 MATERIAL AND METHODS

Genomic DNA from C. xanthocarpa and related species was extracted using
the Doyle and Doyle (1987) protocol, with some modification in which CTAB (Cationic
hexadecyl trimethyl ammonium bromide) was replaced by MATAB (Mixed
Alkyltrimethylammonium Bromide). A microsatellite-enriched library was developed
for C. xanthocarpa using the hybridization capture method (Billotte et al., 1999), with
biotin-labeled (CT)s, (GT)s and (AGA)s probes in the enrichment step. Genomic DNA
(5ug) from C. xanthocarpa was digested with Rsal (Promega, Madison, USA) and
blunt-ended fragments were linked to adapters Rsa-21 and Rsa-25 (Edwards et al.,
1996). Fragments containing repeats were selected by hybridization with the
biotinylated oligonucleotides and recovered by streptavidin-coated magnetic beads
(Invitrogen-Dynal, Lillestram, Norway). Microsatellite-rich fragments were amplified
by PCR with the Rsa 21 adapter, cloned into the pGEM-T Easy vector Il (Promega,
Madison, WI, USA) and transformed into Escherichia coli XL1Blue MRF
supercompetent cells (Agilent Technologies, Stratagene Products Division, La Jolla,
CA, USA). Plasmids from 192 individual colonies were isolated, and the inserts were
sequenced using the sequencing kit BigDye terminator version 3.1 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) and the automated sequencer 3500xL Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Sequence fragments were
screened for microsatellites using the Gramene program markers database (Ware et
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al., 2002). Fragments containing microsatellite with dinucleotides or trinucleotides
repeated more than four times and surrounded by a flanking region suitable for
primer design were chosen for further study. Although the (CT)s, (GT)s and (AGA)s
probes were used for pre-cloning enrichment, other repeat motifs were also found in
the cloned products (Table 1). Primer pairs complementary to sequences flanking the
repeat elements were designed using the PRIMER3 version 0.4.0 (Rozen and
Skaletsky, 2000). A total of 28 primer pairs were synthesized and tested for

amplification, 10 primers showed clear and consistent amplification patterns.

Table 1 - Characteristics of 10 microsatellite loci developed in Campomanesia xanthocarpa.

Size Ta GenBank
Locus Primer sequences (5'-3’) Repeat motif range (°C) PIC accession
(bp) no.
CXAN1l F: TCATCACAATCGGTTCATCG (GC)3(GA)2(GT)2(CT)2  121-330 52°C 0.851 MH230138
R:GGTTCAGTGTCACACCAAGTG
CXAN2 F: CTCGGTTAGATGCGATGGAT (CAT)s 114-130 63°C  0.679 MH230139
R: GCTTCTTCATGGGACAATGG
CXAN5 F:GGGAGGAGAACTGGAGAAGG (AAG)3 257-279 61,3°C 0.492 MH230140
R: CAAGCTTCGATCAATTC
CXAN6 F: AAAGCATTGGAGGATGATGC (CA)TGTTGC(CA): 127-147 63°C 0.697 MH230141
R: TGTTGCAGTTTCCAGTTTGC
CXAN10 F:GTTGGGTTTGCTAGGGACAA (GA)4A(GA) 124-139 53,8°C 0.537 MH230142
R: TGAAAACAATTCCTCGCACA
CXAN13 F: TTCACGCGTCCTTCACATAG (AAAT)4 121-139 63°C 0.716 MH230143
R:GAAAGCCATATCCTCCTCCAC
CXAN16 F: CCAATGACGTCCAACTCAGA (CAC)sn(TC)s 154-173 58,6°C 0.493 MH230144
R: CGATTGGGACAAGAAAGGTG
CXAN18 F: TTGGCAGTGAGTTGCATAGG TG)3GAT(TA)3 121-160 52°C  0.693 MH230145
R: ATCCACATCTTCCGATGACC
CXAN27 F: GAAAGGGCACTTGCTTATGG (CCA)3 124-133 53,8°C 0.531 MH230146
R: GTCAGATTTGGCCGATGGT
CXAN28 F: TGCGATGTTGTCCTTTAGGG (TC)a 129-156 53,8°C 0.695 MH230147

R: GGTTTGCTAGGGACAACCAA

Note: Ta = annealing temperature (°C); PIC = polymorphic information content;

PCR amplification and the efficiency of each primer pair were tested in a
sample of 96 individuals from four populations of C. xanthocarpa (24 individuals per
population). Three collection sites were from Parana state, including Fazenda
Doralice (23°16°00.0"S and 51°03’00.0"W; Voucher FUEL 17164), Parque Estadual
Mata Sao Francisco (23°27'00.0"S and 51°15'00.0"W; Voucher FUEL 55710) and
RPPN Fazenda Duas Barras (23°0'2”S and 52°54'50"W; Voucher UPCB 18338); and
the last one was from S&o Paulo state, Horto Florestal de Palmital (22°48°00.0”S and
50°16°00.0” W; Voucher FUEL 55282). Cross-amplification was tested in other two
species of Campomanesia; C. eugenioides (24° 1'12.23"S and 50°53'48.77"W,
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Voucher FUEL 42813) and C. guazumifolia (23°19'43.37"S and 51°12'10.86"W;
Voucher FUEL 55400) using 10 plants from each species.

PCR reactions were performed using a 10 yL volumes containing 4.5 pL
GoTaqg Green Master Mix (2x buffer, pH 8,5, 1600 yM dNTP e MgCIl 3mM; Promega,
Madison, WI, USA), 0.08 pyL of M13-tailed (5-TGTAAAACGACGGCCAGT-3)
forward primer (5pM), 0.32 uL of reverse primers (5pM) and 0.32 pL of 5uM solution
of M13-labelled (6-FAM, HEX, NED or PET) primers, 2 uL (10 ng) of genomic DNA
and 2.78 pL of nuclease free water. Primer amplification was performed on a
PTC200 (MJ Research, California, USA) under the cycling conditions: denaturation at
95°C for 3 min; 35 cycles of 94°C for 40 s, specific annealing temperature (Table 1)
for 40 s, 72°C for 40 s, 7 cycles at 94°C for 30 s, 53°C 45 s, 72°C for 45 s and final
extension at 60°C for 40 min. PCR products were purified using ExoProStar 1 step
purification kit (GE Healthcare Life Science, NY. USA) and run in the ABI 3500-xl
Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Genetic analysis of
the fragments was carried out using the GeneMarker® v.2.3 software (Soft Genetics,
State College, PA, USA) with manual correction to reduce the chance of increasing
the occurrence of null alleles. For characterization of the polymorphic loci, it was
applied the standard population genetic statistics, such as number of alleles (K),
observed (Ho) and expected (He) heterozygosities, polymorphic information content
(PIC), calculated by Cervus v. 2.0 software (Marshall et al., 1998). The exact test for
linkage disequilibrium (Lewontin, 1964) (P<0.05) was assessed using the software
Arlequim version 3.5 (Excoffier and Lischer, 2010) and the presence of null alleles

was tested using the software Micro-Checker (Van Oosterhout et al., 2004).

3.5 RESULTS AND DISCUSSION

The sequences of the 10 microsatellite loci were submitted to Genbank and
registered under the accession numbers cited in Table 1. The genotyping of 96
individuals of C. xanthocarpa identified a total of 61 alleles, with the sizes of the
fragments varying from 114 (Cxan2) to 330 bp (Cxanl) (Table 1). The polymorphic
information content varied from 0.492 (Cxan5) to 0.851 (Cxanl) (Table 1). According
to Botstein et al. (1980), the level of polymorphism at a specific loci can be
considered high when the PIC >0.5 (Table 1), therefore, most of the analyzed loci

had high polymorphic information content. The number of alleles per locus ranged
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from two to eight (Table 2), and the mean of alleles per locus across all populations
was 3.95. Means of observed (Ho) and expected (He) heterozygosities were,
respectively, 0.274 and 0.528 (Fazenda Doralice), 0.262 and 0.528 (Parque Estadual
Mata S&o Francisco), 0.236 and 0.613 (Horto Florestal de Palmital), 0.329 and 0.590
(RPPN Fazenda Duas Barras) (Table 2).

Table 2 - Genetic parameters of the 10 microsatellites loci developed in Campomanesia xanthocarpa.

Fazenda Parque Estadual  Horto Florestal RPPN Fazenda

Doralice Mata Sao de Palmital Duas Barras

(n=22) Francisco (n=24) (n=26) (n=24)

Locus A Ho He A Ho He A Ho He A Ho He
Cxanl 5 0.909 0.796 6 0.958 0.796 5 0.923 0.756 5 1.000 0.708
Cxan2 3 0.000 0.385 3 0.000 0.465 6 0.000 0.627 5 0.000 0.582
Cxan5 3 0.333 0.446 3 0.304 0517 2 0.250 0481 3 0.773 0.591
Cxan6 3 0.227 0475 3 0.250 0.503 7 0.346 0.855 7 0.708 0.790
Cxanl0 2 0.000 0.474 3 0.000 0.543 5 0.000 0.670 4 0.000 0.684
Cxanl3 3 0.045 0551 4 0.042 0.653 6 0.000 0.673 4 0.000 0.635
Cxanl6 2 0.333 0.303 3 0.238 0.556 2 0.150 0.450 4 0.063 0.542
Cxanl8 5 0.762 0.639 4 0.792 0.733 4 0.577 0.577 3 0.750 0.550
Cxan27 2 0.000 0512 2 0.000 0.454 3 0.000 0.486 3 0.000 0.294
Cxan28 8 0.136 0.701 5 0.042 0.648 5 0.115 0.556 3 0.000 0.528

Note: A = number of alleles sampled; Ho = observed heterozygosity; He = expected heterozygosity; n
= number of individuals sampled.

Pairwise comparisons for multiple tests among the polymorphic loci showed
significant linkage disequilibrium between loci (Table 3), while 8 loci showed
significant evidence for the presence of null alleles (Cxan2, Cxan5, Cxan6, Cxanl0,
Cxanl3, Cxanl6, Cxan27, Cxan28) according to Bonferroni correction (P < 0.05),
which can indicate homozygosis excess.

The 10 loci were tested for cross-amplification using annealing temperature
gradients in two species of the genus Campomanesia: C. guazumifolia and C.
eugenioides (Table 4). The primers Cxan 2, Cxanl3 and Cxan27 showed
inconsistent amplification for all species tested, while primers Cxanl, Cxan5, Cxan6
and Cxan18 amplified for all species. Loci Cxan10 and Cxanl6 showed amplification

only for C. guazumifolia and Cxan28 only for C. eugenioides.
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Table 3 - Significant linkage disequilibrium between 39 pairs of combinations pairs for ten
microsatellite loci of Campomanesia xanthocarpa. (P < 0.05).

Locus Cxanl Cxan2 Cxan5 Cxan6é Cxanl0 Cxanl3 Cxanlé Cxanl8 Cxan27 Cxan28

Cxanl

Cxan2 +

Cxan5 + +

Cxan6 + + +

Cxanl0 + + - +

Cxanl13 + + - + +

Cxanl6 + + + - + +

Cxanl8 + + - + - + +

Cxan27 + + - + + + + +

Cxan28 + + + + + + + + +

The patterns of genetic polymorphism observed in C. xanthocarpa for 10
microsatellite loci suggest that these markers can be used as valuable sources of
information for the actual level of genetic conservation of C. xanthocarpa in their
distribution area. A similar study was carried out by Ruas et al. (2009) and the
microsatellite loci developed by those authors were employed by Conson et al.
(2013), to verify if the forest fragmentation that began last century, in South and
Southeast Brazil affected the genetic variability of the tree species Luehea divaricata.
Chaves et al. (2017) used microsatellite loci, developed by Ramos et al. (2011), to
demonstrate the apomictic and sexual reproduction, polen and seed dispersion of the
tree species Aspidosperma polyneuron.

We also tested the developed markers for cross-species amplification, with a
success in the transferability rate of five and six loci for C. eugenioides and C.
guazumifolia, respectively (Table 4). The transferability of polymorphic microsatellite
markers in plants is likely to be successful, mainly within genera (success rate close
to 60% in eudicots and close to 40% in the monocots). Between genera, transfer
rates are approximately 10% for eudicots, and researchers of monocots, such as
orchids or grasses, are very unlikely to get away without isolating novel markers from
the genomes of new target genera. An exception is the large adaptive radiations with
low levels of DNA sequence divergence such as Bromeliaceae, where polymorphic
markers are readily transferred between species of the same subfamily and beyond
(Barbara et al., 2007).
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Table 4 - Cross-amplification of 10 microsatellite loci tested in two species of Campomanesia.

Locus C. eugenioides (Cambess.) D. C. guazumifolia (Cambess)
Legrand O.Berg
Cxanl + +
Cxan2 - -
Cxan5 + +
Cxan6 + +
Cxanl0 - +
Cxanl3 - -
Cxanl6 - +
Cxanl8 + +
Cxan27 - -
Cxan28 + -

Comparing our results employing the 10 microsatellite loci developed and
validated for C. xanthocarpa with similar work cited in literature we observed the high
potential of these markers, to estimate parameters of genetic diversity and population
structure in further studies for this species, as well, for other related species tested
for cross-amplification. Also, the produced data will be valuable in conservation and

management programs aiming the recovering of degraded areas.

3.6 CONCLUSIONS

In this study, we developed 28 microsatellite markers for the tree species C.
xanthocarpa, 10 of which were polymorphic. Tested for cross-amplification, five and
six loci successfully amplified in the related species C. eugenioides and C.
guazumifolia, respectively. The development of novel microsatellite markers will be
an important tool to understand the consequences of selective logging that have
affected the genetic diversity of C. xanthocarpa and other related species present in

the same area.
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4.1 RESuMO

Neste estudo foram utilizados oito pares de locos microssatélites para avaliar a
diversidade e estrutura genética de populacdes adultas e jovens de Campomanesia
xanthocarpa O. Berg. (Myrtaceae) no Estado do Parana. Foram analisados um total
de 76 alelos em 172 individuos adultos e 25 alelos em 74 individuos jovens. A
heterozigosidade observada (Ho) global foi significativamente menor do que a
heterozigosidade média esperada (He) global, que pode indicar desvio nas
propor¢cdes do equilibrio de Hardy-Weinberg para toda area amostrada. A He ndo se
apresentou estatisticamente diferente entre adultos e jovens. A maior parte da
variacdo genética foi encontrada dentro das populacdes e o indice de diferenciacéo
genética (Fsr) foi alto. Foi detectado baixos niveis de migrantes entre as populacdes.
Correlacdo entre distancias geogréficas e distancias genéticas foi positiva, porém
nao significativa. Valores positivos e significativos do coeficiente de endogamia (Fis)
foram encontrados para a maioria das populacdes, provavelmente devido a
fragmentacao do habitat. N&o foi verificado efeito de gargalo recente nas populacdes
amostradas. As populacées encontram-se estruturadas, com fluxo génico restrito e
isolamento geogréafico. Os resultados mostraram que as populacées de C.
xanthocarpa, mesmo se apresentando estaveis, necessitam de programas de
conservacdo e manejo, pois, futuramente, pode haver um declinio em sua
variabilidade genética.

Palavras-chave: Arbdreas nativas; Fragmentacdo de habitats; Genética de
populacdes; SSR; Variabilidade genética.
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4.2 ABSTRACT

In this study we used eight pairs of microsatellite loci to evaluate the diversity and
genetic structure of adult and young populations of Campomanesia xanthocarpa O.
Berg. (Myrtaceae) in the State of Parana. A total of 76 alleles were analyzed in 172
adult individuals and 25 alleles in 74 young individuals. The global observed
heterozygosity (Ho) was significantly lower than the expected global heterozygosity
(He), which may indicate deviation from Hardy-Weinberg equilibrium for the entire
sampled area. He did not present statistically differences between adults and young
individuals. Most genetic variation was found within populations and Fst index was
high. Low levels of migrants were detected among populations. Correlation between
geographical distances and genetic distances was positive, but not significant.
Positive and significant values of Fis were found for most populations, probably due
to habitat fragmentation. No recent bottleneck effect was observed in the sampled
populations. The populations are structured, with restricted gene flow and geographic
isolation. The results showed that the populations of C. xanthocarpa, even though
performing some stablity, require conservation and management programs, because

in the future there may be a decline in their genetic variability.

Keywords: Genetic variability; Habitats fragmentation; Native trees; Population
genetics; SSR.

4.3 INTRODUCAO

As florestas tém um importante papel ambiental, social e econémico, pela
oferta de uma variedade de bens e servicos e por proporcionar abrigo a fauna,
conservagao da biodiversidade, de recursos hidricos, do solo e estabilidade do
clima. A area florestal do Brasil corresponde a 60,7 % de florestas naturais e 0,8 %
de plantadas (SBF/SNIF 2016). No entanto, a exploracdo dessas areas florestais,
anteriormente continuas, reduz o tamanho populacional e aumenta o isolamento
desses fragmentos, no qual pode alterar a estrutura demografica, sistemas de
acasalamento, diversidade genética e viabilidade a longo prazo das espécies de
arvores nas florestas (Ghazoul 2005). Corte seletivo aliado a fragmentacdo de

florestas pode reduzir a densidade de arvores, mudar o padrdo de cruzamento, 0
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gue aumenta a probabilidade de endogamia (Jennings et al. 2001), interrompendo o
fluxo de genes e aumentando o efeito de deriva, podendo diminuir a diversidade
genética por meio de gargalos genéticos e levar as populacdes a um maior
isolamento e diferenciacdo populacional (Frankham 2008). A longo prazo, a perda
de diversidade genética tende a reduzir a capacidade das populacbes de
responderem as mudancas das pressoes seletivas (Futuyma 2018).

Considerando que espécies arbOreas sdo perenes e possuem geralmente
longa vida, a detec¢éo de efeitos da reducéo populacional se torna dificil e, portanto,
estudos em adultos e progénies podem ajudar a esclarecer os efeitos ecoldgicos e
genéticos nas populacdes (Viegas et al. 2011). Diversos trabalhos tém reportado os
efeitos da fragmentacédo na diversidade e estrutura genética de populacfes arboreas
(Finger et al. 2012), muitos deles em espécies do bioma Mata Atlantica (Chaves et
al. 2017).

Campomanesia xanthocarpa é uma espécie arborea, podendo atingir de 10 a
20 metros de altura, dotada de uma copa alongada e densa. Nativa do Brasil, esta
espécie encontra-se distribuida desde Minas Gerais até o Rio Grande do Sul, em
quase todas as formacdes florestais (Lorenzi 2002). Os frutos sdo de formato
redondo e de cor verde quando jovens e amarelos e adocicados quando maduros,
tendo grande potencial econémico, seja como alimento in natura ou na preparacao
de doces, sorvetes e licores caseiros (Alice 1995). Sua madeira € usada na
producdo de instrumentos musicais e agricolas, lenha, carvao, cerca e tabuado.
Apresenta valor medicinal no combate a disenteria, febre, escorbuto, e doencas das
vias urinérias. A espécie é de grande importancia na preservacdo ambiental, na
recomposi¢cdo de mata ciliar, sendo 6tima para a recuperacdo de areas degradadas
(Cravo 1994).

Dentre as técnicas de biologia molecular mais utilizadas nas pesquisas
cientificas, a PCR (Polymerase Chain Reaction), se consolidou por permitir acesso
direto a diversidade genética de populacbes naturais, tanto dentro quanto entre
populacdes, por meio de marcadores moleculares como os microssatélites ou SSR
(Simple Sequence Repeat), os quais sdo distribuidos por todo o genoma dos
eucariotos, sendo bastante utilizados devido ao seu alto conteddo informativo
(Conson et al. 2013).
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Os objetivos deste trabalho foram: (i) investigar, por meio de marcadores
microssatélites, o impacto do desflorestamento e fragmentacdo em trés populacdes
jovens e sete populacdes adultas de C. xanthocarpa no Estado do Parana; (ii)
estimar a diversidade genética e a estruturacao nessas populacdes; (iii) verificar se
elas se encontram em equilibrio de Hardy-Weinberg, (iv) averiguar se
experimentaram algum efeito de gargalo genético recente; e (v) comparar 0S

parametros genéticos analisados entre as populacfes adultas e jovens.

4.4 MATERIAL E METODOS

4.4.1 Coleta Do Material E Extragdo De DNA

Amostras de folhas de 246 individuos de Campomanesia xanthocarpa foram
coletadas em sete fragmentos do bioma Mata Atlantica (Tabela 1). Em cada
fragmento, foram coletados cerca de 30 individuos adultos e individuos jovens em
trés dos sete fragmentos. No total, foram amostrados sete fragmentos do estado do
Parand (Tabela 1, Figura 1), dos quais cinco se encontravam em unidades de
conservacao (Estacdo Ecologica do Caiua, Parque Nacional do Iguacu, Mata Sao
Francisco, Mata dos Godoy e Floresta Nacional de Irati) e os outros (Ortigueira e
Ventania) em areas ndo protegidas, cercados de fazendas agropastoris. Foram
considerados individuos adultos aqueles que ja iniciaram a fase reprodutiva e os
individuos jovens, aqueles que nao tinham iniciado esta fase. Durante a coleta,
manteve-se uma distancia minima de 10 m entre os individuos para obtencdo de
uma maior representatividade genética de cada populacdo. As amostras foram
coletadas e acondicionadas em gelo para posterior extracdo do DNA (Tabela 1).

O DNA total de cada amostra foi extraido segundo o protocolo descrito por
Doyle e Doyle (1987) com modificacdes, onde o CTAB foi substituido por MATAB
(Mixed Alyltrimethylammonium Bromide, Sigma) no tampdo de extracdo. A
integridade do DNA foi visualizada em gel de agarose 1%. As amostras de DNA
foram quantificadas no Nanodrop (Thermo Fisher Scientific,USA) para a verificacéo

da concentracéo e pureza das mesmas.
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Tabela 1 - Localizagdo, tamanho, altitude e formacéo florestal dos sete fragmentos de Mata Atlantica no estado do Parana, sul do Brasil, onde foram coletados
individuos de Campomanesia xanthocarpa.

Cédigo Cidade — Estado Area do Altitude N. de individuos Formac&o Florestal
(Coordenada geografica) fragmento (m)
(hectares)
Diamante do Norte — PR, Estacéo Floresta Estacional Semidecidual -
EEC Ecoldgica do Caiua Aluvial
(22°36'23.20"S, 52°52'24.22"0) 1449 219 29
Floresta Estacional Semidecidual -
Cornélio Procépio — PR, Parque Montana
SFR Estadual Mata Sao Francisco 832 505 28
(23°08'18.56"S, 50°34'6.20"0)
Floresta Estacional Semidecidual -
Londrina — PR, Parque Estadual Montana
MGO Mata dos Godoy (23° 26'46.46"S, 675 641 30
51°15'42.83"0)
Floresta Ombrdfila Mista - Montana
Ortigueira — PR, Distrito de "
ORT Briolandia (24°3'20.45"S, 10 903 19A+28J
50°53'48.65"0)
Estepe Gramineo-Lenhosa - Campo
VEN Ventania — PR, Sitio Invernadinha . Natural
(24°16'42.98"S, 50°16'28.27"0) 12 946 2IA+23)
Floresta Estacional Semidecidual -
Céu Azul — PR, Parque Nacional . Montana
PNI do lguacu (25°10'21.98"S, 185 262,5 665 13A+237]
53°51'20.50"0)
Floresta Ombrdfila Mista -
IRA Irati — PR, Floresta Nacional de 3802,4 844 26 Montana/Aluvial

Irati (25°21'26.96"S,
50°33'42.62"0)

* A e J — Individuos adultos e jovens.
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Figura 1 - Localizacdo das sete populacdes de Campomanesia xanthocarpa em fragmentos de Mata
Atlantica no estado do Parana. Agrupamentos genéticos estimados a partir do software Structure ao
lado das populagbes.*Abreviacdes dos nomes dos fragmentos estéo detalhados na Tabela 1.

4.4.2 Amplificacdo Dos Locos De Microssatélites Em Sete Populagbes De

Campomanesia xanthocarpa

Dos 10 pares de primers descritos para amplificacdo de locos de
microssatélites para Campomanesia xanthocarpa (Goées et al. 2019) oito foram
utilizados para esta andlise, pois apresentaram amplificacdo satisfatéria, sendo,

portanto, selecionados para continuar as reacdes de PCR. A amplificacdo dos locos
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foi conduzida conforme estratégia proposta por Schuelke (2000). Para tanto, foi
adicionado na extremidade 5 do primer direto uma cauda constituida de 18
nucleotideos com a sequéncia M13 (5- TGTAAAACGACGGCCAGT-3’). A mesma
sequéncia (M13) foi sintetizada e marcada, para ser usada como sonda, com cada
das quatro fluorescéncias, 6-Fam, Hex, Ned e Pet.

As reacdes de amplificagdo foram ajustadas para um volume final de 10uL
contendo 4,5 puL de GoTaq Green Master Mix (tampao 1x, pH 8,5, 1600 uM dNTP e
MgCl 3 mM; Promega), 0,08 pL de primer foward (5 pM), 0,32 uL de primer reverse
(5 pM), e 0,32 uL de primer M13 (5 pM), marcado com fluoréforo (6-Fam, Hex, Ned,
Pet) (5 pM), 2 uL de DNA (10 ng) e 2,78 uL de agua livre de nucleases. As
condicdes de temperatura no termociclador foram conduzidas conforme descrito por
Goes et al. (2019). Os produtos amplificados dos locos de microssatélite com cada
um dos quatro fluoréforos (6-Fam, Hex, Ned, Pet) foram misturados e entdo diluidos
5 x com agua ultrapura. As amostras foram preparadas com um volume total de 10
uL, sendo 1 yL da amostra, 0,2 uL do padrdo de peso molecular GeneScan ™ 600
LIZ® Size Standard (Applied Biosystems, USA) e 8,8 pL de formamida HI-DI
(Applied Biosystems, USA).

As amostras foram submetidas a eletroforese capilar com polimero POP-7 ™
(Applied Biosystems, USA) em sequenciador automatico ABI 3500 XL Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, USA). Os eletroferogramas gerados para os dados de
microssatélites foram analisados pelo software GeneMarker versdao 2.6.3
(SoftGenetics, State College, PA, EUA).

4.4.3 Analise Estatistica

4.4.3.1 Diversidade e estrutura genética de populacdes

Para verificar o poder de discriminagdo dos locos de microssatélites
utilizados, uma curva de acumulagéo genotipica com 1.000 iteracdes foi realizada e
plotada no ambiente R v.3.4.1 (R Core Team 2018) com o pacote “poppr’ (Kamvar et
al. 2014; Kamvar et al. 2015).

Os numeros de alelos (A), heterozigosidade observada (Ho),
heterozigosidade esperada (He) (diversidade genética; Nei 1987) e coeficiente de

endogamia (Fis) para cada populacdo foram estimados utilizando o pacote hierfstat
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(Goudet & Jombart 2015) no ambiente R v.3.4.1 (R Core Team 2018). A existéncia
de diferenca significativa nos indices de Ho e He entre as populacdes (adultos e
jovens) foi verificado pelo teste de Wilcoxon, uma vez que, apos o teste de
normalidade de Shapiro-Wilk, as diferencas entre Ho e He global das populactes
nao apresentaram uma distribuicdo normal. J& para testar se houve diferenca entre
os indices de He das populacbes (adultos e jovens), uma ANOVA de medidas
repetidas foi realizada, visto que a distribuicdo dos valores médios de He por locus
apresentaram distribuicdo normal.

A partir das estimativas de frequéncias alélicas realizadas por meio do pacote
hierfstat, foi inferido o niamero de alelos raros (Ar) nas populagdes, considerando
“raros” alelos com frequéncia <0,05. A riqueza alélica (Ra) e a riqueza alélica privada
(Rap) foram calculadas pelo software HP-Rare v 1.0 (Kalinowsky 2005), assumindo
um nivel de significancia de 0,05. O HP-Rare utiliza a rarefacdo de alelos para
compensar as diferencas no tamanho amostral, uma vez que, amostras maiores
tendem a exibir nimeros mais altos de alelos. O niamero efetivo de alelos (Ae) em
cada loco de microssatélites e populagcéo foi calculado usando a versdo 1.31 do
programa POPGENE (Yeh et al. 1999). O pacote Pegas v 0.8.1 (Paradis 2010), do R
v.3.4.1 (R Core Team 2018), foi usado para realizar o teste de equilibrio de Hardy-
Weinberg, por loco em todas as populagdes, sendo a significancia do teste verificada
pelo método de Monte Carlo baseado com 10.000 permutacdes. Para verificar o
desequilibrio de ligacéo entre todos os locos e populacdes, foi utilizado o teste-G,
implementado no software GENEPOP v. 4.0 (Rousset 2008) pelo método de “log
likelihood”, sendo utilizados os parametros padréo da cadeia de Markov (1.000 step
dememorization, 100 batches, e 1,000 interations per batch). A fim de evitar o viés
de multiplos testes de desequilibrio de ligacdo, o nivel de significancia foi corrigido
pelo procedimento sequencial de Bonferroni (Rice 1989).

Uma andlise de variancia molecular (AMOVA) (Excoffier et al. 1992) foi
realizada para estimar a particdo de variancia genética dentro e entre as populacdes
de Campomanesia xanthocarpa no software Arlequin 3.5.1.3 (Excoffier et al. 2005).
Com base na AMOVA, a diferenciacdo genética populacional também foi estimada
usando indices Fst global e par a par, (Weir & Cockerham 1984), no mesmo
software. Uma vez que a presenca de alelos nulos pode influenciar a estimativa do
Fst através da superestimacdo, o meéetodo ENA (Excluding Null Alleles)

implementado no software FreeNA (Chapuis & Estoup 2007), foi usado para estimar
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a frequéncia de alelos nulos e valores de Fst a partir de dados corrigidos e néo
corrigidos para o viés positivo induzido pela presenca de alelos nulos na estimativa
de Fst. O ParallelStructure 2.3.4 (Pritchard et al. 2000; Besnier & Glover 2013)
disponivel no portal CIPRES v.3.3 (Miller et al. 2010) foi usado para determinar o
namero de agrupamentos genéticos (K) nas populacdes e atribuir individuos a esses
grupos. Foram realizadas 20 corridas independentes para valores de K entre um e
10, seguindo o modelo de mistura e sem “prior” de localizacdo das populagdes.
Cada corrida teve um burn-in de 250.000 iteragdes na Cadeia de Markov e Monte
Carlo (MCMC), seguido por 1.000.000 iteracdes. O numero de clusters foi
determinado de acordo com o método de Evanno utilizando a ferramenta Structure
Harvester (Earl & vanHoldt 2012). Para visualizar as relacGes entre as populacdes
de C. xanthocarpa, uma Neighbor-Net (Bryant & Moulton 2004) foi construida a partir
da distancia de Prevosti (Prevosti et al. 1975), a qual foi escolhida por sua
capacidade de lidar com dados perdidos, onde tais sdo considerados equivalentes
em uma dada comparacédo (Hansen et al. 2016; Kamvar et al. 2015). A matriz de
distancia par a par entre individuos foi calculada no pacote “poppr” (Kamvar et al.
2014; Kamvar et al. 2015) implementado no R v.3.4.1 (R Core Team 2018), e a
Neighbor-Net foi construida no software SplitsTree v.4.14.2 (Huson & Bryant 2006).
A Analise de Coordenadas Principais foi realizada a partir da distancia de Prevosti
usando a fung¢éo “cmdscale” no R v.3.4.1 (R Core Team 2018). A correlagéo entre a
diferenciagéo genética e distancia geografica foi avaliada usando o teste de Mantel
implementado por Legendre e Legendre (2012). A matriz de Fst par a par foi
construida no Arlequin 3.5.1.3. (Excoffier et al. 2005), enquanto a matriz de distancia
geografica foi obtida a partir de coordenadas geograficas. O coeficiente de
correlacdo de Mantel (r) foi calculado pelo método Pearson, usando o pacote
VEGAN (Oksanen et al. 2016) implementado em R environment v.3.4.1 (R Core

Team 2018), e a significAncia foi avaliada por meio de 10.000 permutacdes.

4.4.3.2 Analise demografica e fluxo génico

A histéria demografica das populacdes de C. xanthocarpa, baseada em locos
de microssatélites, foi avaliada utilizando o programa BOTTLENECK v.1.2.02. (Piry
et al. 1999). Para isso, foi utilizado o teste estatistico Wilcoxon. Esse teste é mais

apropriado e robusto para conjuntos de dados com menos de 20 locos (Piry et al.
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1999), e examina se as popula¢gdes exibem um maior nivel de heterozigosidade do
que o previsto em uma populacdo em equilibrio de mutacdo-deriva. Foram
realizadas 1.000 simulacdes com 95% de mutacBes em passo uUnico e 5% de
mutacdes em multiplos passos e uma variancia de 12, conforme recomendado por
Piry et al. (1999). Apesar do modelo mutacional Two-Phase Mutational Model (TPM)
ser mais apropriado para dados de microssatélites, o Modelo Infinite Alleles Model
(IAM) e Stepwise Mutation Model (SMM) também foram testados. Os valores de P
do teste de Wilcoxon foram usados como evidéncia para os gargalos e foram
avaliados quanto a significancia no nivel 0,05.

A fim de avaliar o fluxo génico contemporaneo (nas ultimas geracdes) e a
direcdo da migracdo entre as populactes, foi utilizada uma abordagem Bayesiana
implementada no software BayesAss v3 (BA3) (Wilson; Rannala 2003). Para a
primeira corrida foram utilizadas configuracdes padrao e, em corridas subsequentes
ajustamos os valores dos parametros de mistura MCMC das taxas de migracao,
frequéncias alélicas e coeficientes de endogamia para obter as taxas de aceitacéo
recomendadas para mudancgas propostas entre as cadeias no final da corrida (entre
40 e 60 % do comprimento total da cadeia) (Wilson; Rannala 2003). Quando a
corrida alcancou as mudancas propostas aceitaveis, foi realizado trés repeticdes
com 30.000.000 iteragcbes na MCMC com 3.000.000 de interacdes descartadas
como burn-in. A convergéncia das corridas foi verificada no software Tracer v.1.6
(Rambaut et al. 2014).

Para a comparacdo entre individuos jovens e adultos foram realizadas as
mesmas analises, com exce¢do de taxas de migrantes, Fst par a par e teste de

Mantel.

4.5 RESULTADOS

4.5.1 Diversidade e Estrutura Genética

A curva de acumulacdo genotipica apresentou um platd, o que indica que o
namero de locos de microssatélites aplicados neste estudo foi suficiente para
discriminar 100 % dos genotipos multilocus Unicos presentes na amostragem (Figura
2). Para os oito locos de microssatélites utilizados em C. xanthocarpa, foi observado

um total de 76 alelos em 172 individuos adultos analisados em sete fragmentos
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amostrados, e para os jovens um total de 25 alelos em 74 individuos. Por sua vez, o
namero de alelos efetivos (Ae) variou de 1,81 para a populacdo EEC a 3,51 para a
populacdo de MGO, com média igual a 2,56. Para os individuos jovens a média de
alelos efetivos (Ae) foi 2,12 alelos, variando de 2,01 (ORT) a 2,34 para a populacao
de plantas de VEN (Tabela 2).

O numero de alelos raros (Ar) para as populacdes adultas variou de 19
(MGO) a 2 (ORT), com uma média de 12,28. Para os jovens, o numero de alelos
raros variou de 6 (VEN) a 13 (ORT) e uma média de 8,67 (Tabela 2). A média da
riqueza alélica (Ra) para os adultos foi de 3,13 alelos, a qual variou de 2,50 para PNI
a 3,55 para ORT, enquanto que para os jovens a meédia foi de 2,96 alelos, variando
de 2,77 para PNI a 3,16 alelos para VEN. A riqueza alélica privada (Rap) variou de
0,71 (SFR) a 0,27 (PNI) para as populagbes adultas, enquanto que, para as
populacdes jovens variou de 0,37 (VEN) a 0,29 (ORT) (Tabela 2).

A heterozigosidade média observada (Ho) global foi significativamente menor
do que a heterozigosidade esperada (He) global, considerando todos os individuos
analisados, jovens e adultos (Wicoxon T test, V = 1930, P = 0,001). O valor médio de
heterozigosidade observada (Ho) foi menor do que a heterozigosidade média
esperada (He) tanto para populacdes adultas quanto jovens (adultos: Ho = 0,37 e He
= 0,47; jovens Ho = 0,37 e He = 0,45) (Tabela 2). Com excecédo das populagdes
adulta de VEN e SFR, todas as outras populacdes apresentaram He menor que Ho,
entretanto, somente ORT apresentou uma diferenca estatisticamente significativa,
de acordo com o teste de Wilcoxon (Wilcoxon T test, v = 33, P = 0,039) indicando
heterozigosidade observada menor do que a esperada. Quando comparada entre
todas as populacdes (jovens e adultos), o He n&o se apresentou estatisticamente
diferente (ANOVA de medidas repetidas F=1,058, df = 9, P = 0,406), sendo,
portanto, a diversidade genética considerada moderada e igual para todas as

populacoes.
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Figura 2 - Curva de acumulacdo genotipica para oito locos de microssatélites aplicados a sete
populagBes de individuos adultos e trés populagbes de individuos jovens de Campomanesia
xanthocarpa amostradas em fragmentos de Mata Atlantica no estado do Parana. Em azul, a formagéo
de um platd na curva mostra a eficiéncia dos marcadores utilizados em discriminar os genotipos
multilocus Unicos da amostragem.
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Tabela 2 - Parametros intrapopulacionais de diversidade genética de Campomanesia xanthocarpa.

Populacdes n A Ra Ar Ae Rap He Ho Fis

Adultos
EEC 29 38 2,78 18 1,81 0,57 041 0,26 0,361
SFR 28 36 291 15 2,37 0,71 0,44 0,46 -0,04
MGO 30 45 350 19 351 0,65 0,46 0,32 0,307
ORT 19 33 3,55 2 3,056 0,81 0,52 0,34 0,35t
VEN 27 39 347 14 2,71 0,58 0,58 0,60 -0,04
PNI 13 23 2,50 3 1,99 0,27 0,39 0,28 0,297
IRA 26 38 321 15 248 0,48 0,50 0,32 0,377
Média 36 3,13 12,28 2,56 0,58 0,47 0,37

Jovens
ORT_J 28 34 295 13 201 0,29* 044 0,39 0,13t
VEN_J 23 32 3,16 6 234 0,37 051 047 0,09
PNI_J 19 29 2,77 7 2,02 046* 041 026 0,387
Média 31,67 29 867 212 0,38 0,45 0,37

n = nimero de individuos por populacdo; A = nimero de alelos por populacdo; Ra = riqueza alélica; Ar
= alelos raros (frequéncia menor que 5 %); Ae = alelos efetivos; Rap = riqueza alélica privada; He =
heterozigosidade esperada; Ho = heterozigosidade observada; Fis = coeficiente de endogamia;

Tsignificativo a 0,05 apds correcao sequencial de Bonferroni. *Comparagéo realizada entre adultos e
jovens. *Os nomes dos municipios correspondentes as siglas estédo especificados na Tabela 1.

Apoés correcdo sequencial de Bonferroni, sete das 10 populacbes (sete
adultas e trés jovens) apresentaram coeficiente de endogamia (Fis) positivo e
significatico, com excecao de SFR (adulto) e VEN (adultos e jovens) (Tabela 2).

A estimativa da presenca de alelos nulos, calculada pelo software FreeNa,
indicou que o loco Cxan27 é a que apresentou maior frequéncia de alelos nulos
para todas as populagdes, com média de 0,303 para as popula¢cfes adultas e 0,263
para as populacdes jovens. O loco com menor frequéncia de alelos nulos para as
populacdes adultas foi Cxanl (0,006) e para as populacdes jovens foi Cxanl2
(0,025). De forma geral, as populacdes com maior presenca de alelos nulos foram
IRA e EEC, com 0,125 e 0,130, respectivamente (Tabela 3).
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Tabela 3 - Frequéncia de alelos nulos estimada pelo software FreeNA para todos os locos e
populacbes de Campomanesia xanthocarpa adultas e jovens em fragmentos de Mata Atlantica no
estado do Parana.

Cxanl Cxan2 Cxanb5 Cxan6 Cxanl2 Cxanl6 Cxanl8 Cxan27 Média

Adultos

EEC 0,000 0,001 0,273 0,374 0,133 0,000 0,249 0,274 0,125
SFR 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,334 0,041
MGO 0,000 0,000 0,024 0,001 0,123 0,011 0,091 0,384 0,079
ORT 0,000 0,000 0,145 0,099 0,000 0,143 0,206 0,303 0,099
VEN 0,044 0,059 0,076 0,000 0,000 0,000 0,000 0,321 0,062
PNI 0,000 0,000 0,129 0,000 0,000 0,062 0,001 0,314 0,063
IRA 0,000 0,155 0,124 0,188 0,000 0,029 0,251 0,292 0,130
Meédia 0,006 0,030 0,096 0,095 0,037 0,035 0,085 0,303

Jovens

ORT_J 0,000 0,000 0,060 0,094 0,000 0,000 0,072 0,237 0,058
VEN_J 0,136 0,039 0,003 0,000 0,000 0,000 0,043 0,274 0,062
PNI_J 0,000 0,054 0,209 0,000 0,075 0,132 0,000 0,277 0,093
Meédia 0,045 0,031 0,091 0,031 0,025 0,044 0,038 0,263

#0s nomes dos municipios correspondentes as siglas estdo especificados na Tabela 1.

O teste exato para o equilibrio de Hardy-Weinberg mostrou que algumas
populagBes exibiram locos em desvio significativo do equilibrio (Figura 3). A
populacdo Estacdo Ecologica do Caiua adulta apresentou 6 locos em desvio, assim
como a populacéo de Ventania adulta e Irati adulta exibiu 5 locos em desvio (Figura
3). Em relagdo aos jovens, Ortigueira e Ventania apresentaram quatro locos em
desvio e Parque Nacional do Iguacu somente trés locos em desvio significativo do
equilibrio de Hardy-Weinberg (Figura 3).

O teste do equilibrio de ligacdo evidenciou que alguns locos estavam
associados em desequilibrio de ligagdo. A populagdo de Irati apresentou seis pares
de locos em desequilibrio de ligacdo e a populacdo Estacdo Ecoldgica do Caiud e
apresentou cinco pares de locos em desequilibrio de ligacdo. A populacdo Mata dos
Godoy adulta mostrou somente um par de locos em desequilibrio, enquanto que o
restante das populagcbes adultas ndo apresentou pares de locos associados em
desequilibrio de ligacdo. Em relacdo aos individuos jovens, a populacdo de
Ortigueira apresentou trés pares de locos em desequilibrio, seguido por Ventania

com dois locos em desequilibrio e, por fim, Parque Nacional do Iguacu com apenas
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um loco associado em desequilibrio de ligacdo (Tabela 4). Ap6s a correcao
sequencial de Bonferroni, somente a populacdo de Irati apresentou trés pares de
locos em desequilibrio de ligagéo (Tabela 4).
Cxan27
Cxan18

Cxan16

Cxan1i2

Loci

Cxan6

Cxan5

Cxan2

Cxan1

T T T T T T
EEC SFR MGO ORT VEN PNI IRA ORT_J VEN_J PNI_J

Populagoes

Equilibrio de Hardy e Weinberg Desvio do Equilibrio de Hardy e Weinberg
(P> 0,05) (P < 0,05)

Figura 3 - Representagdo grafica para o teste do equilibrio de Hardy-Weinberg para todos os locos
de SSR amplificados nas sete popula¢des de individuos adultos e trés populagbes de individuos
jovens de Campomanesia xanthocarpa em fragmentos de Mata Atlantica no estado do Parana. *Os
nomes dos municipios correspondentes as siglas estédo especificados na Tabela 1.
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Tabela 4 - Presenca de desequilibrio de ligacdo para oito locos de microssatélites (Cxan) em
populacBes de Campomanesia xanthocarpa em fragmentos de Mata Atlantica no estado do Parana.

EEC SFR MGO ORT VEN PNI IRA ORT_J VEN_J PNI_J

Locos associados
em DL*

Cxanl/ Cxan2

Cxanl/ Cxan5

Cxanl/ Cxan6

Cxanl/ Cxanl2 + +
Cxanl/ Cxanl6 +
Cxanl/ Cxanl8

Cxanl/ Cxan27

Cxan2/ Cxan5

Cxan2/ Cxan6

Cxan2/ Cxanl2

Cxan2/ Cxanl6

Cxan2/ Cxanl18

Cxan2/ Cxan27

Cxan5/ Cxan6

Cxanb5/ Cxanl12 +

Cxan5/ Cxanl6 + + +

Adultos Jovens

Cxan5/ Cxan18 + + +
Cxan5/ Cxan27

Cxan6/ Cxanl12 + +
Cxan6/ Cxanl6

Cxan6/ Cxanl8 +

Cxan6/ Cxan27 +

Cxanl2/Cxanl6 +
Cxanl2/ Cxanl8 +
Cxanl12/ Cxan27 +
Cxanl6/ Cxanl8 +
Cxanl6/ Cxan27

Cxanl18/ Cxan27

“+” sdo significativos a um alfa de 0,05. "+” pares de locos em desequilibiro de ligagdo apos correcao
sequencial de Bonferroni (nivel indicativo de ajuste nominal para P-valor = 0,001). # Os nomes dos
municipios correspondentes as siglas estéo especificados na Tabela 1.
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A analise da variancia molecular (AMOVA) para os adultos mostrou que 73,23
% da variacdo encontra-se dentro de populacdes e 26,77 % entre populacbes, com
um Fst de 0,27. Para os individuos jovens a maior parte da variacdo também se
mostrou dentro de populagdes, com um Fst de 0,01 (Tabela 5). Considerando a
correcdo para a excluséao de alelos nulos, o Fst global estimado para adultos foi de
0,26, desta forma, ndo houve diferenca significativa entre o Fst global estimado com

e sem correcao, tanto para adultos quanto para jovens (Tabela 5).

Tabela 5 - Andlise de variancia molecular (AMOVA) de populacdes de Campomanesia xanthocarpa.
Variacdo genética entre e dentro de populacbes e entre e dentro de populacfes adultas e seus
respectivos jovens.

Fontedavariacdo g.l. SQ CV PV (%) Fst FstENA IC
Adultos

Entre populacdes 6 41,18 0,13 26,77 0,27 0,26 0,152 - 0,371
Dentro das
populacdes

337 123,04 0,36 73,23

Adultos X Jovens

Entre populacdes 1 106 000 094 0,00 0,00 (-0,003)-0,005

Dentro das 256 122,60 0,48 99,06
populacdes

g.l. = graus de liberdade; SQ = soma dos quadrados; CV = componentes da variacdo; PV (%) =
percentual de variacéo; Fst = indice de fixacdo; FsTENA = indice de fixagao corrigido para a presenca
de alelos nulos. IC = intervalo de confianca para o FstfENA baseado em 10.000 replicatas de
bootstrap.* P < 0,01 (teste de significaAncia com 10.100 permutacdes).

Por meio dos dados de Fst par a par foi observado que as populacdes
apresentaram nivel de diferenciacdo genética de moderado a alto, sendo a menor
diferenca observada entre as populacdes de Ortigueira e Mata dos Godoy e a maior
diferenciagcdo genética entre as populacdes de Estacdo Ecologica do Caiua e
Parque Nacional do Iguacu (Tabela 6).

O teste de Mantel, aplicado para testar correlacdo entre as distancias
geograficas e os valores de diferenciacdo genética (Fst par a par), apresentou
correlacdo positiva, porém nao significativa estatisticamente (r = 0,46; P = 0,05)
(Figura 4).
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Tabela 6 - Distancias entre populacées de Campomanesia xanthocarpa baseadas em oito locos de
microssatélites. Valores de diferenciacdo genética (Fst) entre pares acima da diagonal e distancias
geograficas (Km) abaixo da diagonal.

Populacdes EEC SFR MGO ORT VEN PNI IRA

EEC 0,10* 0,45* 0,40* 0,40* 0,58* 0,20*
SFR 190 0,40* 0,32* 0,31* 0,47* 0,18*
MGO 149 74,2 0,02 0,11* 0,04 0,11*
ORT 219 105 74,4 0,13* 0,15* 0,03
VEN 282 127 132 68 0,24* 0,12*
PNI 331 401 314 313 368 0,22*
IRA 348 250 223 157 143 306

* P < 0,01 (teste de significAncia com 10.100 permutacdes). “Os nomes dos municipios
correspondentes as siglas estao especificados na Tabela 1.
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Figura 4 - Correlag&o entre a distancia genética (Fst) e distancia geografica (Km) de sete populacdes
de Campomanesia xanthocarpa (r =0,46; P = 0,05). Andlise realizada pelo teste de Mantel por meio
do método “Pearson” no R. #Os nomes dos municipios correspondentes as siglas estdo especificados
na Tabela 1.
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A estimativa bayesiana de fluxo génico indicou que na maioria das
populacdes, quase toda diversidade genética resulta de individuos ndo migrantes.
As populacgdes que contribuiram com a maior taxa de migrantes foi IRA para PNI
(23,3%) e MGO para ORT (21,9%) (Tabela 7).

Tabela 7 - Estimativas das taxas médias de fluxo génico contemporaneo entre as sete populagées de
Campomanesia xanthocarpa. A proporcao de ndo migrantes se encontra na diagonal, em negrito.

Origem do fluxo génico

Destino do

fluxo génico EEC SFR MGO  ORT VEN PNI IRA

EEC 0,917 0,009 0,009 0,009 0,009 0,000 0,037
SFR 0,011 0941 0,010 0,009 0,010 0,010 0,010
MGO 0,009 0,009 0,906 0,009 0,047 0,009 0,010
ORT 0,014 0,029 0,219 0681 0017 0015 0,026
VEM 0,010 0,010 0,020 0,010 0929 0,010 0,011
PNI 0,017 0,017 0,017 0017 0017 0683 0,233
IRA 0,084 0022 0,020 0,011 0,010 0,010 0,843

#0s nomes dos municipios correspondentes as siglas estdo especificados na Tabela 1.

A andlise realizada pelo Bottleneck ndo forneceu indicativos para possiveis
reducdes recentes no tamanho populacional efetivo das populagbes em nenhum dos
modelos (IAM, TPM e SSM) (Tabela 8).
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Tabela 8 - P-valores do teste de Wilcoxon para eventos de gargalo genético realizado a partir de oito
locos de microssatélites em sete populacdes de Campomanesia xanthocarpa.

IAM? TPMP SMMe
Adultos
EEC 0,973 0,996 0,996
SFR 0,629 0,973 0,986
MGO 0,406 0,973 0,973
ORT 0,125 0,578 0,680
VEN 0,191 0,578 0,629
PNI 0,234 0,813 0,813
IRA 0,527 0,973 0,980
Jovens
ORT_J 0,844 0,994 0,994
VEN_J 0,473 0,844 0,963
PNI_J 0,656 0,945 0,945

2 = modelo evolutivo Infinite Allele Model; ® = modelo evolutivo Two-Phase Mutational Model; ¢ =
modelo evolutivo Stepwise Mutation Model. Valores ndo significativos (a = 0,05). # Os nomes dos
municipios correspondentes as siglas estdo especificados na Tabela 1.

Na andlise de agrupamentos bayesianos realizada para os dados de
microssatélite em individuos adultos e jovens, o K mais provavel foi K=2, porém, o
segundo melhor valor de delta K foi K=3 (Figura 5).

Nos dois casos a representacao grafica que melhor explica a estruturacdo dos
grupos, tanto para as populacdes de adultos (Figura 6) quanto para as populagdes
jovens (Figura 7) € K=3. Para os adultos foi formado um cluster composto pelas
populacdes de EEC e SFR; um segundo cluster de MGO, ORT e VEN, de forma que
Ventania é a populacdo mais homogénea dentro deste grupo, pois tanto em MGO
como em ORT h& uma representacdo genética de amostras do terceiro cluster. Por
fim, o terceiro agrupamento € composto pelas populacdes de PNI e IRA. Neste
agrupamento, PNI também se mostrou um grupo bem homogéneo, enquanto que
IRA exibiu representantes do primeiro e do terceiro cluster (Figura 6). Para a
comparacao entre as populagdes com exemplares adultos e jovens, formou-se trés
grupos bem definidos: um primeiro cluster com a populacdo de ORT adulto e jovem,
com alguns representantes do segundo e terceiro cluster; o segundo cluster com

VEN adultos e jovens, também exibiu alguns exemplares do primeiro e terceiro
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cluster; o ultimo grupo genético foi formado por PNI adultos e jovens, com o0s
individuos adultos novamente homogéneos e 0s jovens apresentando
representantes do primeiro e segundo cluster (Figura 7).

A Neighbor-Net construida no software SplitsTree a partir da distancia de
Prevosti exibiu uma estruturacdo genética clara para as populagcdes amostradas,
tanto para os individuos adultos (Figura 8), quanto para adultos e seus respectivos

jovens (Figura 9). Os dados da Neighbor-Net corroboram os dados apresentados
pelo Structure.
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Figura 5 - Valores de Delta K (AK) estimados pelo Structure Harvester para as andlises de
agrupamento Bayesiano (Structure) de populagbes de Campomanesia xanthocarpa em fragmentos
de Mata Atlantica no estado do Parand. A) Delta K para sete populacdes de individuos adultos. B)
Delta K para trés populac6es de individuos adultos e jovens.
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Figura 6 - Andlise de agrupamento Bayesiano para individuos adultos de sete populacdes de
Campomanesia xanthocarpa a partir de marcadores SSR. A) Bar plot de K = 2, designado pelo
método de Evanno (AK = 2583.466875) como numero 6timo de K agrupamentos. B) Bar plot de K =
3, designado pelo método de Evanno (AK = 419.558145) como segundo melhor numero de K
agrupamentos. *Os nomes dos municipios correspondentes as siglas estdo especificados na Tabela
1.
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Figura 7 - Andlise de agrupamento Bayesiano para individuos adultos (_A) e jovens (_J) de trés
populagbes de Campomanesia xanthocarpa a partir de marcadores SSR. A) Bar plot de K = 2,
designado pelo método de Evanno (AK = 437.438713) como numero 6timo de K agrupamentos. B)
Bar plot de K = 3, designado pelo método de Evanno (AK = 337.564769) como segundo melhor
nimero de K agrupamentos. #Os nomes dos municipios correspondentes as siglas estdo
especificados na Tabela 1.
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Figura 8 - Neighbor-Net baseada em oito locos de SSR e inferida pelo software SplitsTree mostrando
as relacdes filogenéticas entre sete populagdes de individuos adultos de Campomanesia
xanthocarpa, a partir da distancia de Prevosti. Cores de fundo codificadas de acordo como os trés
grupos genéticos designados pelo software Structure. # Os nomes dos municipios correspondentes as
siglas estédo especificados na Tabela 1.
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Figura 9 - Neighbor-Net baseada em oito locos de SSR e inferida pelo software SplitsTree mostrando
as relacdes filogenéticas entre trés populagbes de individuos adultos (_A) e jovens (_J) de
Campomanesia xanthocarpa, a partir da distdncia de Prevosti. Cores de fundo codificadas de acordo
como o0s trés grupos genéticos designados pelo software Structure. *Os nomes dos municipios
correspondentes as siglas estao especificados na Tabela 1.

A Andlise da Coordenada Principal (PCoA) inferida a partir da distancia de
Prevosti, indicou a formacdo de trés grupos com a mesma conformagao
apresentados pelos dados da Neighbor-Net e do Structure, para os individuos

adultos (Figura 10) e para os adultos e seus respectivos jovens (Figura 11).
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Figura 10 - Andlise de Coordenadas Principais (PCoA), inferida a partir da distancia de Prevosti, para
sete populagdes de individuos adultos de Campomanesia xanthocarpa. # Os nomes dos municipios
correspondentes as siglas estao especificados na Tabela 1.
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Figura 11 - Andlise de Coordenadas Principais (PCoA), inferida a partir da distancia de Prevosti, para
trés populagfes de individuos adultos (_A) e jovens (_J) de Campomanesia xanthocarpa. # Os nomes
dos municipios correspondentes as siglas estdo especificados na Tabela 1.
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4.6 DiscUssAO

4.6.1 Diversidade Genética Em Campomanesia xanthocarpa

Devido a natureza co-dominante dos marcadores microssatélites, o que 0s
torna amplamente utilizados em genotipagem de plantas, por serem multialélicos,
altamente informativos, ocorrerem com frequéncia relativamente alta e apresentarem
boa cobertura do genoma, além de serem reprodutiveis e passiveis de serem
transferidos entre espécies, os SSR sdo excelentes marcadores para se estimar a
diversidade e estrutura genética de populacdes (Ahmad et al. 2018; Powell et al.
1996). Neste trabalho, apresentamos pela primeira vez dados sobre a diversidade e
estrutura genética de populacbes naturais de C. xanthocarpa. A curva de
acumulacéo genotipica (Figura 2) mostrou a capacidade dos marcadores SSR aqui
utilizados em discriminar com sucesso todas as amostras incluidas no estudo,
indicando que o numero de marcadores aplicados foi adequado para capturar a
diversidade e a estrutura genética das populacdes analisadas.

Os niveis de diversidade genética das populacdes sdo fundamentais na
sustentacao adaptativo/evolutivo de uma espécie (Frankham et al. 2008). O estudo
dos oito locos de microssatélite nas sete populagbes adultas de C. xanthocarpa
apresentou niveis moderados de diversidade genética. A média de alelos por
populacao foi superior ao encontrado em outros estudos (A = 36) (Tabela 2), porém,
a média de alelos efetivos (Ae) por populacao foi inferior ao encontrado em outras
espécies nativas como Copaifera langsdorffii (Ae = 8,97; Carvalho et al. 2010) e
Chrysophyllum gonocarpum (Ae= 3,64; Rodrigues 2014). A diferenca no numero de
alelos efetivos (Ae) e no numero médio de alelos (A), segundo Carvalho et al.
(2010), é devido a presenca de alelos raros (frequéncia < 0,05).

Os alelos raros estdo presentes em todas populacbes, sendo em maior
namero na populacdo de MGO e em menor numero nas populacdes de ORT e PNI
(Tabela 2). A presenca de alelos raros e exclusivos nas populaces analisadas pode
ser resultado direto do processo de fragmentacéo florestal. De acordo com Gandara
e Kageyama (1998), as oscilagbes nas frequéncias alélicas sdo frequentemente
observadas em populacdes pequenas, devido ao efeito da deriva genética, o que

pode ocasionar a perda e fixacdo de alelos. Segundo Maksylewicz e Baransk (2013)
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a identificacdo e quantificacao de alelos raros e privados nas populacdes é de suma
importancia para estratégias de conservacao.

As medidas de riqueza alélica, como um componente da diversidade
genética, também fornecem subsidios para a escolha de quais populacdes devem
ser priorizadas nos programas de manejo e conservacao (Melo et al. 2015). Neste
estudo, a populacdo que apresentou maiores indices de alelos raros (Ar =19) foi
MGO, enquanto que ORT adulta apresentou os maiores indices de riqueza alélica
(Ra = 3,55) e riqueza alélica privada (Rap = 0,81) (Tabela 2). De acordo com
Montagna et al. (2012) alelos exclusivos podem indicar populacdes e &areas
prioritarias para conservacédo, tendo em vista a maximizacéo da diversidade genética
sob protecdo, assim, ainda que MGO se encontre em um area de conservacgao, a
populacdo de ORT nao se encontra, e portanto, essa deveria ser priorizada em
futuros estabelecimentos de areas de conservacdo no Estado do Parana, devido a
sua maior rigueza alélica e riqgueza alélica privada.

A média da heterozigosidade observada para os individuos adultos (Ho =
0,37) foi levemente menor que a heterozigosidade esperada (He = 0,47) (Tabela 2).
Entretanto, apenas ORT apresentou diferenca estatisticamente significativa, de
acordo com o teste de Wilcoxon (Wilcoxon T test, v = 33, p = 0,039). Em outras
espécies da familia Myrtaceae foram encontrados resultados semelhantes para a
andlise de diversidade, Eugenia dysenterica (He = 0,44, Zucchi et al. 2003),
Eucalyptus nitens (He = 0,58, Byrne et al. 2000), Campomanesia phaea (He= 0,57,
Moreira 2017), porém, quando comparado com outras espécies arboreas nativas,
Metrodorea nigra (He = 0,77, Moraes-Filho 2014) e Cariniana estrellensis (He = 0,61,
Guidugli 2016), a diversidade genética foi inferior. Considerando a importancia do
fluxo génico em diminuir as diferencas entre as populacbes e aumentar a
diversidade genética dentro das populacdes (Allendorf et al. 2012), os resultados
aqui apresentados sugerem uma possivel relacdo entre as limitag6es no fluxo génico
e a diversidade genética moderada. Populacdes que se encontram isoladas ou que
apresentam baixos niveis de fluxo génico sdo mais suscetiveis aos efeitos da deriva
genética e da endogamia, fatores que geralmente resultam na diminuicdo da
diversidade genética (Frankham et al. 2008; Hartl & Clark 2007). Também, as
mudancas populacionais associadas a degradacao do habitat levam a uma erosao

da diversidade genética e aumento da divergéncia genética entre as populacoes,
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devido ao aumento da deriva e taxa de endocruzamento (Lowe et al. 2005), fato que
esta na iminéncia de acontecer nas populacdes de C. xanthocarpa.

O teste de significancia para diferenca entre as heterozigosidades observada
e esperada globais nas populacdes indicou que ha uma diferenca estatistica
significativa entre Ho e He, ou seja, pode indicar desvio nas proporc¢des do equilibrio
de Hardy-Weinberg para toda area amostrada. As populacfes de EEC, VEN adulta e
IRA foram as que apresentaram maior nimero de locos em desvio do equilibrio de
Hardy-Weinberg (EHW) (Figura 3), entretanto, dessas trés, apenas EEC e IRA
apresentaram Fis (coeficiente de endogamia) positivo e significativo estatisticamente,
evidenciando um excesso de homozigotos, que provavelmente esta indicando um
processo de endogamia (Carvalho et al. 2010; Conson et al. 2013). Em relacéo a
populacdo de VEN adulta, apesar de ter seis dos oito locos em desvio do EHW, nao
apresentou Fis significativo, o0 que pode ser devido a forma como estes testes sao
realizados, uma vez que, o calculo do Fis leva em conta o Ho e He médio das
populacdes, enquanto que o teste do EHW é realizado loco por loco. Como a
populacdo de VEN adulta apresentou trés locos com excesso de homozigotos, trés
locos com déficit de homozigotos e dois locos em EHW, as propor¢cdes entre 0s
locos com excesso de heterozigotos e excesso de homozigotos equilibraram o
coeficiente de endogamia, ndo o diferindo de O.

Os parametros de diversidade genética nos individuos jovens tiveram médias
relativamente menores quando comparados com suas respectivas populacdes
adultas (Tabela 2), porém, nado diferiram de forma significativa em relacdo aos
individuos adultos (ANOVA de medidas repetidas F = 1,058, df =9, P = 0,406). Com
excecao da populagdo VEN jovem, assim como sua respectiva populacao adulta, as
outras duas populacdos jovens também apresentaram Fis positivo e significativo,
indicando um provavel processo de endogamia nessas populacdes jovens. Lowe et
al. (2005) revisaram diversos estudos de arboreas tropicais e para a maioria nao
encontraram efeito sobre a diversidade genética logo apds a fragmentagcdo, mas
observaram que endogamia, processo reprodutivo e aptiddo foram impactados na
geracdo de progénies, fato que também é observado no presente estudo, onde,
ainda que a diversidade genética seja moderada, as populagbes apresentam
excesso de homozigotos.

Segundo Lowe et al. (2005), quando ocorre mudancas na densidade

populacional e na dispersao, devido, por exemplo, a perda de insetos polinizadores,
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as quais podem estar ligadas as consequéncias ecologicas da degradacdo do
ambiente, o aumento da endogamia é um dos principais resultados potencialmente
prejudiciais da fragmentacao florestal. O aumento da endogamia redistribui a
variacdo alélica individual reduzindo a proporcao de heterozigosidade. A baixa
heterozigosidade observada em algumas espécies tropicais pode ser resultado do
sistema de reproducdo com aumento da endogamia biparetal, autofecundacao,
estrutura genética espacial (Colevatti et al. 2001) ou reducdo do tamanho
populacional efetivo (Rodrigues 2014). Campomanesia xanthocarpa apresenta
autoincompatibilidade homomorfica gametofitica, desta forma, exclui a possibilidade
de que o excesso de homozigoto nessas populacdes seja devido a autofecundacao.
A reducao de insetos polinizadores conjuntamente com a fragmentacdo dos habitats
podem ser a causa da endogamia observada nas populagdes, visto que, todas as
populacdes foram coletadas em areas cercadas por fazendas agropastoris e, com
excecdo da populacdo PNI, todas se encontravam em fragmentos de mata
reduzidos,a umentando o isolamento entre as populacbes. Campomanesia
xanthocarpa é polinizada por abelhas (Santos 2015), que, de acordo com Monquero
e Oliveira (2018) vém declinando com a acao antrépica, devido a introducdo de
espécies exoticas no monocultivo, a0 desmatamento e ao uSO excessivo ou
incorreto de defensivos agricolas. Isso, somado ao isolamento geografico das
populacdes, causado pela fragmentacdo, compromete a atividade dos polinizadores
reduzindo a densidade de recursos alimentares disponiveis e aumentando a
distancia entre esses recursos, 0 que tende a aumentar a taxa de cruzamento entre
individuos aparentados (Serrote et al. 2016).

Lowe et al. (2005) demonstraram que o aumento nas taxas de endogamia é
um dos principais fatores deletérios sendo resultado direto da degradacéo do habitat
e os efeitos do processo de endogamia sdo observados imediatamente apds
devastacgéo. Tais resultados sdo consistentes com 0s nossos, pois a fragmentacao
do bioma Mata Atlantica, derivada de ciclos recorrentes de corte seletivo e queima
pode ser considerada o principal fator responsavel pelo execesso de homozigotos
observados nas populacdes de C xanthocarpa.

Os alelos nulos foram observados em todos os locos de microssatélite para C.
xanthocarpa (Tabela 3), poréem em uma baixa frequéncia, como encontrado por
outros autores (Chapuis & Estoup 2007; Dakin & Avise 2004), a ndo ser pelo loco

Cxan 27, que apresentou valores altos. Alelos nulos ocorrem principalmente devido
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a uma mutacao nos sitios de anelamento dos iniciadores (primers) que impedem a
amplificacdo de um dos alelos (Dewoody et al. 2006) e, portanto, ndo sao
detectados quando os individuos sdo genotipados. A consequéncia é a deteccao
errbnea de quantidade maior de gendtipos homozigéticos em populacfes avaliadas
por locos microssatélites (Martins et al. 2008) e podem causar desvios no equilibrio
de Hardy-Weinberg (EHW), levando a conclusbes erradas sobe a diversidade
genética das populacdes. Entretanto, a frequéncia dos alelos nulos nas populacées
de C. xanthocarpa foi baixa e ndo houve diferencas significativas entre os valores de
Fst global com correcdo para alelos nulos e o valor estimado sem correcgéo,
indicando que presenca de alelos nulos ndo é um fator significativo que afeta o nivel
de diferenciacdo genética entre as populacbes (Tabela 5). Visto isso, € mais
provavel que a taxa de homozigotos encontrados na maioria das populacdes de C.
xanthocarpa seja resultado de cortes seletivos recorrentes e cruzamentos
endogamicos e nao pela presenca de alelos nulos.

O teste para o efeito de gargalo genético ndo indicou que as populaces
adultas e jovens tenham experimentado esse processo em nenhum dos modelos
(IAM, TPM e SSM) (Tabela 8). Mesmo a populacdo de IRA adulta, a Unica a
apresentar locos em desequilibrio de ligacdo apés correcdo de Bonferroni (Tabela
4), ndo obteve indicativo de gargalo recente. O teste realizado pelo Bottleneck é
mais sensivel a deteccdo de gargalos que ocorreram ao longo das ultimas 2 a 4
geracdes de Ne (tamanho efetivo) e, para a maioria dos parametros, tem mais poder
para detectar gargalos mais recentes (Lin et al. 2012). A fragmenta¢éo no estado do
Parana comecou por volta de 1910 e se intensificou na década de 1950 (Medeiros et
al. 2005). C. xanthocarpa sendo uma espécie secundaria tardia, possui um ciclo de
vida médio a longo, em torno de 60 a 80 anos, 0 que possibilitaria a deteccado do
efeito de gargalo genético pelo software. Desta forma, € provavel que o processo de
fragmentacdo no estado do Parana ainda néo tenha afetado de forma significativa o
tamanho efetivo populacional. A identificacdo de populacdes submetidas a gargalos
recentes € importante porque as mesmas podem néo ter tido o tempo necessario de
se adaptarem aos problemas frequentemente causados pelo tamanho populacional
reduzido e, consequentemente, podem ter um alto risco de extincdo (Lee et al.
2002). Quanto antes se detectar um gargalo, maior a probabilidade de que efeitos

deletérios do mesmo possam ser evitados ou minimizados através de procedimentos
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mitigadores de manejo, tais quais o enriquecimento de habitat ou introducdo de
imigrantes (Luikart et al. 1998).

O efeito de deriva em C. xanthocarpa foi bem menos intenso quando
comparado com Luehea divaricata (Conson et al. 2013) e Parapiptadenia rigida
(Miranda et al. 2014), provavelmente devido ao menor interesse econdmico na

madeira de C. xanthocarpa quando comparadas com essas espécies.

4.6.2 Estrutura Genética De Populagcdes Em Campomanesia xanthocarpa

A andlise da variancia molecular (AMOVA) para os individuos adultos mostrou
que a maior parte da variabilidade genética esta distribuida dentro das populacées
adultas e jovens (Tabela 5). O valor de Fsr para os adultos indica uma alta
diferenciacdo genética entre as populacbes (Tabela 5), como descrito por Hartl e
Clark (2007). Este padrdo de distribuicdo esta de acordo com o esperado em
espécies aldgamas ou de sistema misto, e observado para outras espécies arblreas
predominantemente aldgamas, com eficiente mecanismo de dispersdo de sementes
(Kageyama et al. 2003). Segundo Carvalho (2006), C. xanthocarpa tém suas flores
muito apreciadas por abelhas (Apis mellifera), tornando-as polinizadoras da espécie.
Além disso, C. xanthocarpa possui autoincompatibilidade, fato que favorece a
manutencado de sua alta variabilidade dentro das populagbes (Santos 2015). O alto
nivel de diferenciacdo genética entre populacdes normalmente é decorrente de fluxo
génico limitado, devido a fragmentagdo de habitats e o declinio de polinizadores, o
que pode ocasionar o isolamento reprodutivo das mesmas. Também, a presenca de
alelos exclusivos em algumas populacdes € indicativa de fluxo génico restrito, o que
pode levar a um aumento da divergéncia genética entre as mesmas (Seoane et al.
2000).

A analise bayesiana de agrupamento genético (Figura 6; Figura 7), indicou um
melhor valor de delta K para K=2, porém, o segundo melhor delta K (K=3) parece
representar melhor os dados, pois foi mais congruente com as analises de
agrupamento da Neighbor-Net (Figura 8; Figura 9) e PCoA (Figura 10; Figura 11).
Enquanto K=2, para os adultos, separa as popula¢gdes mais ao norte da amostragem
(EEC e SFR) do restante, o0 K=3 separa as populacdes em um grupo mais ao norte,
um mais ao sul e um terceiro intermediario. Apesar dos agrupamentos nos adultos

nao poderem ser explicados pelos parametros de diversidade genética, é possivel
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observar na figura do mapa das populacdes amostradas (Figura 1) uma tendéncia a
distribuicdo longitudinal dos agrupamentos genéticos. Portanto, € provavel que
algum fator ecoldgico seja responsavel pela disposicdo das diferentes constituicdes
genotipicas observadas nessas populacdes. Desta maneira, no cluster mais ao norte
(22°36'23.20"S — 23°08'18.56"S), agruparam-se as populacbes EEC e SFR, no
segundo cluster, com uma composicdo mais intermediaria no sentido norte-sul
(23°09746,46’ — 24°16742,98’) agruparam-se as populacdes MGO, ORT e VEN e no
terceiro cluster mais ao sul (25°10721,98’- 25°21726,96') se encontram as
populacées PNI e IRA. Nesta andlise de agrupamento foi possivel observar que as
populacdes de SFR, VEN e PNI encontram-se mais homogéneas em relacdo as
demais, enquanto que, as populacbes de EEC, MGO, ORT e IRA apresentaram
individuos migrantes de outras populagdes. A ocorréncia de individuos migrantes
nessas populacdes poderia ser explicada pela taxa de fluxo génico entre as
mesmas. Porém, de acordo com a andlise realizada pelo software BayesAss, as
taxas de migracdo nas ultimas quatro geracfes podem ser consideradas baixas
(Tabela 7). Portanto, é possivel que o compartiihamento genético entre essas
populacdes seja devido a retencdo de polimorfismo ancestral, uma vez que, em um
passado recente, a Mata Atlantica no estado do Parana era uma floresta continua
(Fonseca 1985; Ribeiro et al. 2009), a qual, provavelmente, essas populacdes se
encontravam conectadas 0 que propiciava o fluxo génico entre as mesmas.

A andlise de agrupamento bayesiano entre jovens e adultos, assim como
apenas entre os adultos, teve como melhor delta K um numero de K=2
agrupamentos, mantendo jovens e adultos de PNI em um cluster distinto de ORT
jovens e adultos e VEN jovens e adultos. Entretanto, quando consideramos o
segundo melhor delta K (K=3) € possivel observar trés clusters distintos, um para
cada populacdo de adultos e seus respectivos jovens. Isso ressalta que as
frequéncias alélicas entre jovens e adultos ainda néo foram afetadas pelo processo
de fragmentacéo do habitat nas regibes amostradas, e portanto, possuem a mesma
constituicdo genotipica.

Apesar da alta estruturacdo observada na AMOVA e analises de
agrupamento, o teste de Mantel ndo mostrou correlagdo significativa
estatisticamente entre as distancias genéticas e distancias geogréficas (r = 0,46; P
= 0,05; Figura 4), ainda que, popula¢cdes com grandes distancias geograficas (PNI e

SFR) tenham apresentado alta diferenciacdo genética entre elas e populacdes mais
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proximas geograficamente tenham apresentando menor distancia genética (ORT e
MGO). A falta de suporte estatistico (P-valor) para o teste de Mantel pode ser devido
principalmente a populacdo de IRA, a qual, mesmo apresentando grandes distancias
geograficas em relacdo as outras populacbes, apresentou valores moderados a
baixos de diferenciacdo genética em relacdo a elas (Tabela 6). Essa dissonancia
entre distancia geografica e a distancia genética para a populacdo de IRA
provavelmente direciona o teste de Mantel que, ainda que nédo tenha sido
significativo estatisticamente, mostra em sua reta uma clara tendéncia ao isolamento
reprodutivo populacional (Figura 4). Segundo Ward et al. (2005) a fragmentacao de
habitats aumenta o isolamento entre os fragmentos e reduz o fluxo génico,
aumentando a diferenciacdo genética entre os remanescentes perturbados. Todos
os fragmentos amostrados estdo cercados por fazendas agropastoris, 0 que,
provavelmente contribui para o isolamento populacional, por restringir o acesso dos
polinizadores as populacdes e por consequéncia, o fluxo génico.

Segundo Young et al. (1996) as mudancas populacionais associadas com a
degradacdo do habitat levam a diminuicdo da diversidade genética com uma alta
divergéncia interpopulacional, devido a redugédo do fluxo génico. Essas mudancgas
afetam a viabilidade das popula¢cdes a curto e em longo prazo. A curto prazo pode
ocorrer, nessas populagdes, o aumento a suscetibilidade a doencas e pragas e
fixacdo de alelos deletérios (Isagi et al. 2007). A longo prazo, a perda da diversidade
genética deve reduzir a capacidade das populacdes a responderem as mudancas
das pressdes seletivas (Futuyma 2018).

O entendimento da existéncia de estruturagdo genética das populagdes,
auxilia no estabelecimento de medidas que auxiliam na conservacdo genética da
espécie (Tarazi 2009). Algumas medidas poderiam ser tomadas para manter a
variabilidade das populagcbes e garantir um maior fluxo génico entre as mesmas.
Uma solugcdo a curto prazo seria o transplante de mudas. A longo prazo, os
corredores ecologicos seriam uma medida que permitiria a dispersdo dos
polinizadores entre fragmentos e, consequentemente, aumentaria o fluxo génico

entre espécies (Torezan et al. 2005).

4.7 CONCLUSAO

A espécie C. xanthocarpa apresentou niveis moderados de diversidade
genética, tanto para as populacdes adultas quanto para os jovens, ndo havendo
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diferenca significativa estatisticamente entre elas. Foi encontrada uma maior
variacdo genética dentro de populacdes do que entre populacdes, condizente com a
distribuicdo da variagdo genética encontrada em espécies alogamas. O processo de
endogamia pode estar atuando na maioria das populacdes adultas e jovens,
podendo comprometer futuramente a diversidade genética da espécie. A alta
diferenciacdo genética entre as populacdes, a estruturacdo entre as mesmas e a
baixa taxa de migrantes indica fluxo génico restrito devido ao isolamento geografico
entre elas, resultado direto da fragmentacdo nas areas de ocorréncia de C.
xanthocarpa. Por enquanto as populagcdes encontram-se estaveis, porém,
futuramente, elas tendem a experenciar um declinio na variabilidade genética, o que
pode interferir no valor adaptativo das populacdes. Visto isso, estratégias de
conservacdo e manejo devem ser adotadas para que a variabilidade genética das

populacdes nao seja comprometida.

5 CONCLUSOES GERAIS

A metodologia empregada para isolar os locos microssatélites em C.
xanthocarpa, utilizando bibliotecas enriquecidas, se mostrou eficiente, permitindo
desenvolver 10 pares de primers com boa aplicabilidade em estudos populacionais
da espécie.

As analises populacionais para C. xanthocarpa evidenciou niveis moderados
de diversidade genética, tanto para as populacdes adultas quanto para os jovens.
Entretanto, o processo de endogamia pode estar atuando nas populacdes, podendo
comprometer no futuro a diversidade genética da espécie. A alta diferenciacdo
genética entre as populacdes indica fluxo génico restrito, devido a fragmentacéo nas
areas de ocorréncia de C. xanthocarpa. Atualmente as populacdes encontram-se
estaveis, porém, futuramente, elas tendem a experenciar um declinio na
variabilidade genética. Visto isso, estratégias de conservagdo e manejo devem ser

adotadas para que a variabilidade genética das popula¢des ndo seja comprometida.
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