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polyneuron Muel. Arg. (Apocynaceae) em fragmento florestal do baixo rio
Tibagi por marcadores AFLP. 2010. 59 f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia)
— Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2010.

RESUMO

O intenso processo de fragmentacdo das florestas tropicais € um dos problemas
ambientais mais marcantes do século XXI, sendo responsavel ndo apenas pela
degradacdo ambiental, como também, por alteracbes climaticas e perda da
biodiversidade. Este processo tem sido foco de muitos estudos que visam,
primariamente, identificar o efeito da devastacdo sobre o pool génico de espécies e
populacdes de areas degradadas. A bacia do rio Tibagi, localizada na por¢ao
centro-leste do Parana e com uma &rea aproximada de 24.711km?, detém cerca de
13% da superficie do Estado do Parana. Por compreender tipos climaticos distintos,
a vegetacdo da bacia do rio Tibagi € altamente heterogénea. Entretanto, devido ao
processo de colonizacdo dos ultimos 50 anos, a flora da regido tem sido fortemente
impactada e a cobertura florestal nativa remanescente corresponde, atualmente, a
apenas 3,8% da vegetacdo original. Nestes fragmentos varias populacbes de
espécies arbdreas se encontram mais ou menos isoladas. As técnicas de obtencao
de marcadores moleculares tém sido amplamente utilizadas para os estudos de
areas impactadas pela acdo humana. Este trabalho teve por objetivo o estudo de
duas amostras da espécie arbdérea Aspidosperma polyneuron, originaria da porcao
de declive (DJ) e plana (PJ) em um fragmento da Fazenda Doralice, localizada no
municipio de Ibipora, no Estado do Parand, Brasil, por marcadores AFLP. Sete pares
de primers seletivos foram utilizados gerando 200 marcadores, dos quais, 99% e
88,5% foram polimorficos para as amostras das regides DJ e PJ, respectivamente. O
coeficiente de variacéo foi inferior a 1%, mostrando um 6timo nivel de confiabilidade
em nossos resultados. Valores para diversidade génica (Hs) para a amostra DJ foi
de 0,3719 e de 0,3072 para a amostra PJ, observando-se uma diversidade maior na
regido de declive. Os valores de Fst foram 0,26485 com uma distancia genética de
0,1479 entre populacdes. A analise de agrupamento PCoA mostrou a formacéo de
trés distintos grupos, sendo o primeiro constituido de individuos da amostra DJ, o
segundo constituidos de individuos da amostra PJ e DJ, e o ultimo com individuos
pertencente a PJ. Esses resultados foram confirmados pela analise Bayesiana que
demonstrou a existéncia de trés agrupamentos (K=3) com probabilidade de 95,3%.
Os niveis de conservacdo genética foram considerados satisfatorios e representam
informacdes valiosas para estas amostras de A. polyneuron. Este conhecimento é
importante ndo sO para estudos mais amplos de populacdes de A. polyneuron em
areas degradadas, mas também, para avaliar os niveis de degradagdo genética em
outras areas, como também, utilizar estas amostras como fonte de variabilidade
genética para recuperacdo de areas degradadas.

Palavras-Chave: Genética da conservacdo. Peroba. Marcador molecular.
Variabilidade genética.
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ABSTRACT

The XXI century is characterized by intense fragmentation of tropical forests around
the word which is responsible for environmental degradation, climate changes and
loss of biodiversity. Such process is the focus of many studies that intend, primarily,
to identify the effect of devastation in the gene pool of species that occupy degraded
areas. The Tibagi River basin, situated in the east-center portion of the Parana State
with an approximate area of 24.711Km?, comprising around 13% of the area of the
State. Extending through different climate zones, the vegetation of the Tibagi River
basin is highly heterogeneous. However, due to the colonization process that
occurred in the last 50 years, the flora of the region has being highly impacted and
the native forest cover corresponds, nowadays, to only 3.8% of it's original area.
Within these fragments many populations of tree species are more or less isolated.
Molecular markers techniques have been widely used in studies of anthropogenic
impacted areas. In the present study AFLP molecular markers were used to
investigate the genetic structure of two native samples of A. polyneuron Muell. Arg.
from an accentuated slope area (AS) and a flat area (FA) situated in the Doralice
Farm, Ibipord County, Parana State, Brazil. The distance between the slope and the
flat areas was of 200 meters. Seven pairs of selective primers generated 200 AFLP
markers of which 99% and 88.5% were polymorphic for the AS and FA areas,
respectively. The coefficient of variation for the number of amplified markers was
below 1%, revealing a good level of trustworthiness in our results. The genetic
diversity (Hs) was 0.3719 for the AS sample and 0.3072 for the FA area, showing a
higher genetic diversity for the sample of slope area. The value of Fst was 0.26485
with a genetic distance of 0.1479 between the samples. PCoA clustering analysis
revealing the formation of three distinct clusters. The first cluster was formed by
individuals from AS samples, the second group contains both individuals from AS
and FA samples, and the third cluster contains only individuals from FA area.
Bayesian analysis for K number of clusters further supported the results from PCOoA,
indicating that in 95.3% of the times individuals were assigned to the three clusters.
These results can be used as a parameter to evaluate the genetic impact of
disturbed habitat for this and other tree species in semideciduous forest fragments
and to provide a source of genetic variation for recovering degraded areas.

Key words: Conservation genetics. Peroba. Molecular markers. Genetic variability.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é considerado como o pais detentor da maior diversidade
genética vegetal do planeta, contando com mais de 55.000 espécies catalogadas, de
um total estimado entre 350.000 a 550.000 espécies de plantas (DIAS, 1996). Esta
biodiversidade esta seriamente ameacada, pois o ritmo de extincdo de plantas
encontra-se em um nivel 50 a 100 vezes maior que as médias observadas no século
passado (TILMAN et al., 1997).

Toda essa diversidade, no Brasil, se encontra em varios biomas,
dentre eles podemos destacar no Estado do Paranid a Mata Atlantica. Este bioma
abrange uma grande diversidade de formacfes vegetais como a Floresta Ombrofila
Densa, a Floresta Ombrofila Mista, a Floresta Estacional Semidecidual, além de
mangues, restingas e formacdes campestres (CAMARA, 2003; TABARELLI et al.,
2005). A Mata Atlantica € considerada um dos biomas tropicais mais ricos em
biodiversidade, com alto numero de endemismo (PEIXOTO, 1992; BARBEDO et al.,
2002).

O Estado do Parana apresenta uma area de 200.000km? e possuia
inicialmente 85% de sua area coberta por formacfes florestais (MAACK, 1968).
Devido ao intenso processo de devastacao, a area de cobertura vegetal encontra-se
em, aproximadamente, de 2% a 4% da original. Desta pequena porcentagem,
apenas 0,1% se encontram dentro das 26 unidades de conservacdo do Estado
(SEMA, 1995).

A bacia do rio Tibagi detém cerca de 13% da superficie do Estado
do Parana, sendo uma das maiores bacias hidrograficas do estado, localizada na
porcdo centro-leste com uma &rea de 25.000km?, possui diferentes zonas climaticas
ao longo de sua érea, sendo dividida em baixo, médio e alto Tibagi (MEDRI et al.,
2002). No baixo Tibagi a floresta é estacional semidecidual, no médio Tibagi
observa-se uma floresta de transicao e no alto Tibagi a vegetacdo é campestre com
ilhas de floresta ombréfila densa e floresta ombroéfila mista (TOREZAN, 2002).
Entretanto, devido ao processo de colonizagdo intensificado nos ultimos 50 anos, a
flora da regido tem sido fortemente afetada. A cobertura florestal nativa foi reduzida

a 3,8% da area original, restando poucos remanescentes preservados nos quais,
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varias populacfes de espécies arbdéreas se encontram mais ou menos isoladas
(SOARES; MEDRI, 2002).

Segundo Bittencourt (2007), o atual estagio de degradacéo florestal
no Estado do Parana resulta de um processo histérico de ocupacédo da terra, ja que
durante anos houve incentivo para expansao da fronteira agricola. Aliado a este
fator, ocorre a falta de conhecimento em relacdo ao tamanho que uma comunidade
deve apresentar, para se manter viavel em uma populacdo presente em um
fragmento. A presenca de fragmentos florestais nativos pode significar a melhoria na
diversidade paisagistica da area, como também, pode aumentar a conexao
funcional, como por exemplo, manutencao do fluxo génico entre remanescentes.

A elaboracdo de uma boa estratégia de manejo e conservagao
envolve diversos parametros e varia muito de acordo com o tipo de ambiente a ser
recuperado. Dentre estes parametros destacamos a melhor compreensdo da
diversidade genética nas populacdes naturais, bem como dos efeitos provocados
pela fragmentacao na estrutura das populacdes (KOBIYAMA et al., 2003).

Eventos evolucionarios envolvidos na determinacdo da estrutura
genética de populacBes resultam do balanco entre deriva genética, mutacao,
selecdo natural, fluxo génico e endogamia (WRIGHT, 1943; HAMRICK et al., 1991,
1992). Em plantas, as alteracdes nas frequéncias alélicas que determinam as suas
caracteristicas estdo correlacionadas com o ciclo de vida (SALES et al., 2001),
sistema reprodutivo, sindrome da dispersao de pdlen e sementes (DAWSON et al.,
1995), distribuicdo geografica (HAMRICK, 1983) e com a habilidade de colonizar
novos ambientes (SUN; WONG 2001). Neste contexto, a fragmentacdo dos
ecossistemas, que surge em decorréncia de processos que envolvem a expansao
das fronteiras agricolas e o desenvolvimento humano, traz uma série de prejuizos
(VIANA, 1990), tais como o isolamento de populacdes e alteracdes nos padrbes de
fluxo génico (YOUNG et al., 1996; NASON et al., 1998). Este processo € hoje tido
como o grande pivo da crise global da biodiversidade (OLIVEIRA, 2000).

O surgimento das técnicas de biologia molecular envolvendo a PCR
(reacdo da polimerase em cadeia) permitiram um acesso direto a variabilidade
genética contida no genoma de diferentes tipos de organismos, possibilitando o
estudo direto da diversidade genética tanto dentro quanto entre populacbes de
espécies vegetais (FERREIRA et al., 1996).
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Dentre essas técnicas, o0 polimorfismo de comprimento de
fragmentos amplificados (AFLP) primeiramente descrita por Vos et al. (1995),
explora a simplicidade e geracdo de grande numero de marcadores que abragem
todo o genoma sem qualquer sequenciamento prévio do mesmo. Deste modo a
técnica de AFLP permite com relativa facilidade a obtencdo de marcadores, os quais
sdo importantes na conservacdo e manejo de espécies em perigo de extingdo. Uma
das principais vantagens desta técnica € que a sua repetibilidade é relativamente
elevada. Porém, os marcadores gerados por AFLP sdo dominantes e nao € possivel
uma distingcdo entre homozigotos e heterozigotos (GAUDEUL et al., 2000).

Pelo fato desta técnica ter sido utilizada com sucesso no estudo de
varias espécies arboreas, tais como Araucaria angustifolia (Bert.) O. Ktze. (SOUZA,
2006), Spondias tuberosa Arruda (SANTOS et al., 2008), Myracrodruon urundeuva
Fr. All (FREITAS et al.,, 2005), resolveu-se aplicar a mesma em Aspidosperma
polyneuron Muell. Arg.. Esta espécie arbdérea é conhecida popularmente como
peroba ou peroba-rosa e pertence a familia Apocynaceae, com altura aproximada de
20 a 30m, tronco de 60 a 90cm de diametro e folhas glabas. Sua area de distribuicao
no Brasil abrange desde a Bahia até o Parana e Mato Grosso do Sul, Minas Gerais,
Goias, Mato Grosso e Rondénia, presente principalmente em florestas estacionais
semideciduais. Apresenta importancia econOmica pela sua madeira pesada,
compacta e utlizada na construgdo civii (CARVALHO, 1994; LORENZI, 2002).
Ocorre em solos profundos e férteis, situados nos espigdes e nas encostas. Floresce
durante os meses de outubro a novembro, sendo a maturacéo dos frutos nos meses
de agosto a setembro (LORENZI, 2002).

A mata da Fazenda Doralice, situada no municipio de Ibipora, ao
norte do Estado do Parand é um fragmento de floresta estacional semidecidual
nativo, que sofreu acdo antropogénica pelo corte seletivo de arvores adultas da
espécie estudada. Portanto o objetivo do trabalho é verificar o nivel da diversidade
genética entre duas subpopulacdes de Aspidosperma polyneuron que ocorrem em

areas diferentes do fragmento, analisado por marcadores AFLP.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 FRAGMENTACAO

A conservacéo da biodiversidade representa um grande desafio em
funcéo do elevado nivel de perturbac6es antropicas dos ecossistemas naturais. Uma
das principais consequéncias dessas perturbacbes € a fragmentacdo destes
ecossistemas (VIANA et al., 1992; VIANA, 1995; DEAN, 1996; VIANA; PINHEIRO,
1998; FUNDA(;AO SOS MATA ATLANTICA, 2002; MURCIA, 2002; AGUILAR;
GALETTO, 2004). A fragmentacao pode ser entendida como o grau de ruptura de
uma unidade de paisagem, inicialmente continua (COLLINGE, 1996; BOTEQUILHA,;
AHERN, 2002; SERRANO et al., 2002; METZGER, 2003).

O interesse no estudo das consequéncias da fragmentacéo florestal
sobre a conservagéo da biodiversidade tem aumentado significativamente (HARRIS,
1984; FORMAN; GODRON, 1986; LOVEJOY et al., 1986; VIANA, 1990; SHAFER;
PEARL, 1990; GRADWOHL; GREENBERG, 1991; VIANA et al., 1992; SCHELLAS;
GREENBERG, 1997; LAURANCE; BIERREGARD, 1997). A justificativa para este
crescente interesse é a constatacdo de que a maior parte da biodiversidade se
encontra hoje localizada em pequenos fragmentos florestais, pouco estudados e
historicamente marginalizados pelas iniciativas conservacionistas (GRADWOHL,;
GREENBERG, 1991).

Os fatores que afetam a dinamica de fragmentos florestais, e que
contribuem com a perda desta biodiversidade s&o: tamanho, forma, grau de
isolamento, tipo de vizinhanca e histérico de perturbacdes (VIANA et al., 1992). A
relacdo entre a area dos fragmentos e seus atributos ecoldgicos, especialmente a
diversidade de espécies, € um elemento central da teoria de biogeografia de ilhas
(MACARTHUR; WILSON, 1967). Gimenes e Anjos (2003) apontam resumidamente
gue esta teoria analisou os fatores determinantes da riqueza de espécies em ilhas e
enfatizou que muitos dos principios observados em arquipélagos aplicam-se a ilhas
no continente. llhas seriam pequenos fragmentos florestais, jA que a similaridade
entre estes remanescentes circundados por um ambiente modificado por acao

antropica é consideravel. Esta similaridade estimulou pesquisas posteriores
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aplicando alguns dos principios da biogeografia de ilhas para explicar a riqueza de
espécies em fragmentos florestais. A distribuicdo das classes de tamanho dos
fragmentos na paisagem é um elemento importante para o desenvolvimento de
estratégias para a conservacao da biodiversidade (VIANA et al., 1992).

Uma das principais consequéncias da fragmentacdo € a dramatica
alteracdo das condicbes abidticas, principalmente em ecossistemas florestais
(GEHLHAUSEN et al., 2000). Os fragmentos também tém uma turbuléncia maior
causada pelos ventos, o qual, combinado com elevadas temperaturas, acelera as
taxas de perda de agua por evaporacao (DIDHAM; LAWTON, 1999) e reduz a
umidade relativa (BRUNA et al.,, 2002). Também atua na reducdo da abundancia
local de espécies e um aumento do isolamento entre populac¢des, junto com as
mudancas ambientais, afetando deste modo, muitos processos ecoldgicos das
populacdes e comunidades (RATHCKE; JULES 1993).

A fragmentacéo florestal pode alterar as relacbes entre plantas e
animais, se a alteracdo causada pelas consequéncias da fragmentagéao prejudicar
um agente mutualista de uma interacdo, isso pode levar a um risco de extingao de
espécies no fragmento florestal (AGUILAR; GALETTO, 2004). Rodriguez-Cabal et al.
(2007) estudaram a interrupcdo do mutualismo planta-dispersor causada pela
fragmentacao e observaram influencias negativas na populacéao vegetal estudada. O
rompimento de um mutualismo de dispersao pode ter profundas consequéncias para
0 recrutamento de plantulas, para a demografia vegetal e para a persisténcia da
populacdo, com um potencial efeito cascata para o resto da comunidade. Os animais
polinizadores podem ser influenciados pelas alteragbes no habitat, diretamente pelas
mudancas na estrutura reprodutiva da populacao ou distribuicdo das plantas, como
por exemplo, grandes distancias entre os fragmentos, ou indiretamente pela variacao
populacional de polinizadores, ou pelas mudancas nos padrdes de comportamento
ou voo (AGUILAR; GALETTO, 2004).

As evidéncias cientificas sobre esses processos tém se avolumado.
(SCHELLAS; GREENBERG, 1997; LAURANCE; BIERREGARD, 1997). Atualmente
€ observado que quanto menor o fragmento, maior a influéncia dos fatores externos
sobre ele (TRINDADE et al.,, 2004). Em fragmentos pequenos, a intensidade dos
efeitos de borda é destacadamente mais evidente, como, por exemplo, aumento da
taxa de mortalidade de arvores e alteracdes microclimaticas severas. Por possuirem

menor area, os fragmentos pequenos também abrigam populacfes pequenas e
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muitas vezes inviaveis para a manutencdo da espécie (IFC, 2009; RANTA et al.,
1998).

A importancia da preservacdo dos remanescentes de floresta que
resistiram ao processo de fragmentacédo tem sido reconhecida na literatura. Mesmo
qguando pequenas, essas areas podem, além de manter um numero significativo de
espécies vegetais e animais caracteristicas da regido, servir como fonte de
propagulos para a recomposi¢cédo de areas adjacentes, beneficiarem o movimento de
animais migratérios e proteger recursos hidricos (KATTAN; ALVAREZ-LOPES, 1996;
TURNER; CORLETT, 1996). Alguns trabalhos tém demonstrado, no entanto, que
esses fragmentos florestais podem sofrer um processo crescente de degradacéo ao
longo do tempo, apontando, assim, para a necessidade de alguma forma de manejo,
como corte de lianas ou plantio de mudas (TABANEZ et al., 1997ab; VIANA et al.,
1997; TABARELLI et al., 1999).

O isolamento dos fragmentos pode atuar como fator limitante para
outros organismos, como a chegada de dispersores e polinizadores, distribuicdo
desses dispersores e a estrutura espacial dos individuos e que pode influenciar na
viabilidade de suas populacées (NASON; HAMRICK 1997; CASCANTE et al., 2002;
FUCHS et al., 2003; CORDEIRO; HOWE, 2001, 2003). Além disso, o isolamento
pode aumentar a taxa de predacao de sementes e plantulas (CHACOFF et al., 2004;
CURRAN; LEIGHTON, 2000), aumentando o risco de extincdo local de espécies
representadas por poucos individuos (NOSS; CSUTI, 1997, WRIGHT,; HUBBELL,
1983).

Nos ultimos 100 anos, com a expansao das fronteiras agricolas
(QUEIROGA; RODRIGUES, 2001; FEARNSIDE, 2005), com o grande
desenvolvimento industrial e o crescimento da populacdo e dos nucleos urbanos
geraram fortes impactos sobre essas florestas, especialmente sobre aquelas
localizadas nas regifes sudeste (LEITAO-FILHO, 1995).

Um elemento chave na manutencdo dessas florestas € a
preservacdao das espécies arbdreas, as quais determinam, em grande parte, a
arquitetura e as condicdes climéaticas da mata e podem influenciar a persisténcia de
inUmeras outras espécies animais e vegetais (PRIMACK et al., 1985; ALVAREZ-
BUYLLA et al., 1996; LAURENCE et al., 1998). Embora trabalhos sobre a dinamica
de comunidades arbéreas em florestas tropicais sejam relativamente abundantes
(HARTSHORN, 1980; LANG; KNIGHT, 1983; LIEBERMAN et al., 1985ab;
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LIEBERMAN; LIEBERMAN 1987; FOSTER, 1990; GENTRY; TERBORGH, 1990;
HARTSHORN, 1990; HUBBELL; FOSTER, 1990; LIEBERMAN et al., 1990;
RANKIN-DE-MERONA et al., 1990; OLIVEIRA, 1997; GOMES, 1998), atualmente
observa-se muitos trabalhos em areas fragmentadas, importantes para o estudo da
conservacao (SOUZA, 2006; SANTOS, 2008; FREITAS et al., 2005; DEBINSKI;
HOLT , 2000).

Segundo Viana e Pinheiro (1998), um dos problemas sérios para a
restauracdo da biodiversidade é o emprego de um pequeno numero de espécies nos
projetos de recuperacdo ambiental. A restauracdo da biodiversidade é
especialmente importante em areas destinadas prioritariamente a protecao
ambiental onde se deseja restaurar a forma do ecossistema ou ao manejo integrado
de pragas em areas de reflorestamento, agricultura ou pecuéaria. Estudos de
monitoramento por satélite indicam que em varias areas agricolas proximas a
centros urbanos, os fragmentos florestais nativos sdo escassos, dificultando as
possibilidades de implantacdo de projetos de unido de fragmentos para a formagao
de corredores ecoldgicos, pois as mudancas ja sao consideradas irreversiveis
(HORIKOSHI et al., 2006).

Em populactes fragmentadas e/ou alteradas, a deriva genética pode
eventualmente reduzir a variagdo genética, especialmente porque o tamanho efetivo
da populacdo € usualmente muito menor do que o numero de individuos
reprodutivos da populacdo (FRANKHAM, 1995), podendo causar continua perda de
alelos devido a deriva, caso a populacdo remanescente permaneca isolada por
véarias geragfes (SOUZA, 1997). As predi¢cdes tedricas indicam que quando se tem
poucas geracdes, os resultados observados se devem ao efeito de gargalo de
garrafa (YOUNG et al., 1996) e que quanto menor for o remanescente populacional,
maior sera a perda da variabilidade genética. Niveis aumentados de
endocruzamento nas populacdes com variabilidade genética diminuida, podem
resultar em um valor adaptativo reduzido devido a depressdao por endogamia,
afetando o esfor¢co reprodutivo total e diminuicdo da producdo de sementes e
eventualmente aumento do risco de extingdo das populacdes (AGUILAR; GALETTO,
2004). Populagbes com baixa variabilidade genética também possuem um potencial
reduzido para se adaptar a mudancas ambientais (ELLSTRAND; ELAM, 1993). Em
populacdes pequenas e isoladas, o acumulo de mutacdes deletérias pode reduzir o

valor adaptativo, além disto, a reproducéo de plantas em pequenas populacées pode
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levar a reducdo da variabilidade genética pela existéncia de incompatibilidade de
alelos. Tem sido encontrada em varias espécies, uma correlacdo positiva entre
tamanho e/ou densidade populacional e valor adaptativo de populagédo (FISCHER,
1998).

A manutencdo da diversidade genética de populacdes florestais é a
chave para a adaptabilidade da populacéo frente a mudanc¢as ambientais naturais ou
induzidas pelo homem, garantindo desta maneira, uma evolugdo continuada
(GREGORIUS, 1985; MULLER-STARCK, 1985; LEDIG, 1988; NAMKOONG, 1991,
MULLER-STARCK, 1992), e também para a conservacdo de floresta
ecologicamente sustentavel. A biodiversidade inclui a diversidade genética,
especifica, de paisagem e de ecossistemas (NOSS; COOPERRIDER, 1994). Dada a
complexidade dos processos envolvidos, € dificil julgar se florestas estdo sendo
manejadas de maneira ecologicamente sustentavel (BOTKIN; TALBOT, 1992).

Os fragmentos remanescentes de floresta sdo muito importantes
como reserva de germoplasma das espécies de plantas nativas e, onde a sucessao
natural ndo pode ser estabelecida, devido a distancia das fontes de propagulos, o
plantio sustentavel de arvores nativas pode ser uma alternativa promissora
(ZANGARO, 1997).

O manejo inadequado de florestas naturais pode levar as mudancas
no “pool” génico local através e varios mecanismos, incluindo selecdo dirigida,
reducdo da diversidade genética, endocruzamento e deriva genética (BARNES,
1989; LEDIG, 1992).

2.2 DESCRICAO DA ESPECIE

Aspidosperma polyneuron Muell. Arg. (Apocynaceae) € uma espécie
arbérea, com individuos adultos atingindo 20 a 30 metros de altura (CARVALHO,
1994). Segundo Lorenzi (2002), a espécie é escibfita, perenifdlia, caracteristica da
floresta estacional semidecidual da bacia do rio Parand. A espécie também é
conhecida vulgarmente como peroba ou peroba-rosa, apresenta casca externa

acinzentada a castanha-grisacea, profundamente fissurada, formando aletas agudas
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e sua casca interna rosa escura, caracteristica de onde vem o nome comum
(CARVALHO, 1994).

No Brasil ocorre da Bahia até o Parana, sendo classificada como
secundaria tardia (BERNACCI; LEITAO-FILHO, 1996), ou seja, uma espécie que se
desenvolve no sub-bosque em condi¢cdes de sombra podendo crescer até o dossel
ou a condicdo emergente. Segundo Carvalho (1994), seu aspecto ecolbgico
apresenta regeneracao natural em varios estratos na floresta, ndo ocorrendo em
pastos ou em terrenos abertos, chegando a formar agrupamentos densos
conhecidos como “perobais”. E devido ao seu porte emergente, em florestas
estacionais semideciduais, esta espécie contribui com a floresta, permitindo que os
outros estratos se desenvolvam, além de fornecer alimento para a manutencdo de
polinizadores (MALTEZ, 1997).

Plantas desta espécie estdo presentes no Estado do Parana a uma
altitude de 80 a 1.000m em regides com um regime pluviométrico uniforme. A
peroba-rosa ocorre em solos bem drenados e de textura franca-arenosa a argilosa,
atinge grande porte em latossolos de fertilidade alta e em terra roxa estruturada
(nitossolo), provenientes da decomposicao do basalto e do diabasio. Nos solos mais
fracos, de origem arenitica e nos espigbes mais secos, ela atinge menor porte
(CARVALHO, 1994).

Morellato (1991), baseado na sindrome floral de A. polyneuron,
sugere que sua polinizacédo provavelmente seja realizada por mariposas e pequenos
insetos. Tal sindrome é caracterizada pelo pequeno tamanho das suas flores, com
colorac@o esbranquicada e cheiro atraente. Apesar de existirem diversas espécies
de mariposas, podendo alcancar diferentes distancias de voo, esse pode ser um
indicativo de que h& possibilidade de que o fluxo de pdlen também seja efetivo a
longa distancia na espécie em estudo (MALTEZ, 1997).

O florescimento de A. polyneuron em geral ocorre de setembro a
dezembro, e a maturacdo dos frutos ocorre de junho a novembro. O florescimento
nao € anual, produzindo grande quantidade de sementes apenas a intervalos de 2 a
4 anos, sendo suas sementes aladas, o que facilita a dispersdo anemocoérica, nédo
possuem dorméncia e perdem a viabilidade em seis meses quando armazenadas
em laboratdrio. A espécie é longeva, podendo ultrapassar 1.200 anos de idade

(CARVALHO, 1994). A peroba leva mais de 50 anos para atingir seu estadio
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reprodutivo e sua taxa de crescimento € de 10 a 15 anos para aumentar seu
didmetro de altura do peito em 5cm (TOREZAN et al., 2005).

Sua madeira é moderadamente pesada (0.79g/cm®) e dura, sendo
muito utilizada na industria de méveis e na construcao civil. Grande parte da madeira
de peroba-rosa utilizada no Brasil é importada do Paraguai, onde é abundante, mas
pouco utilizada (CARVALHO, 1994). A espécie também apresenta alcaldides na
casca e no lenho, como cumarina, 6leos essenciais e saponinas. Schumutz (1960) e
Marcondez—Ferreira (1998) relatam que seus alcaldéides podem ser usados na
recuperacado de lesdes produzidas pela hanseniase. A espécie apresenta uma casca
amarga que é adstringente e também € usada em chas na medicina popular, para
combater a febre. E também utilizada na ornamentacéo principalmente em parques
e no reflorestamento ambiental, pois a espécie é recomendada para a recuperacéo
de ecossistemas e reposicdo de matas ciliares em locais sem inundacéo
(CARVALHO, 1994).

Figural— Caracteristicas morfoldégicas de Aspidosperma polyneuron (A). Em detalhe
ramos com flores (B), sementes (C), casca (D) e aspecto da madeira (E)
(Lorenzi, 1998).
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A. polyneuron é frequentemente encontrada em levantamentos
floristicos e fitossociolégicos realizados em matas estacional semidecidual
apresentando geralmente um alto valor de IVI (indice de Valor de Importancia),
devido tanto ao grande numero de arvores amostradas quanto ao elevado DAP
(Diametro na Altura do Peito) dos individuos (MALTEZ, 1997).

2.3 MARCADORES MOLECULARES

O estudo da variabilidade genética é de grande interesse para 0s
geneticistas, que desenvolveram uma série de métodos para detecta-la e analisa-la
(SOUZA, 2006), facilitando o desenvolvimento de estratégias para conservacéo de
recursos genéticos (RAJORA; MOSSELER, 2001) e conducdo de programas de
melhoramento (SOUZA, 2006).

Os marcadores, até a década de 60, utilizados em estudos de
genética e melhoramento eram associados a genes que controlavam caracteres
morfologicos, normalmente fendtipos facilmente identificados visualmente tais como:
nanismo, deficiéncia de clorofila, cor da pétala e morfologia foliar. Devido a isso, a
disponibilidade desses marcadores era restrita a algumas espécies de plantas, em
geral as que eram utilizadas como sistema modelo para o estudo genético, como
milho, tomate e ervilha (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1995).

Em 1959, Market e Moller descobriram o0s marcadores
isoenzimaticos, que pode ser definido como qualquer fen6tipo molecular oriundo de
um gene expresso (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1995, 1998). As isoenzimas
consistem em multiplas formas de uma mesma enzima, com funcdo catalitica
idéntica ou similar que diferem entre si na sequéncia de aminoacidos. O principio
bésico da técnica consiste na utilizacdo de eletroforese em gel e na visualizacdo da
atividade enzimatica por métodos histoquimicos. Esta técnica permite analisar varios
sistemas isoenzimaticos e grande namero de individuos, permitindo a visualizacéo
de marcadores codominantes. Tem como propriedade mais expressiva a base
genética simples envolvida na expressdo destas enzimas (SOLTIS; SOLTIS, 1989).
Entretanto, apresenta como limitagdes uma cobertura reduzida dos genomas

investigados, devido ao pequeno numero de locos que podem ser detectados e o
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baixo nivel de polimorfismo identificado por loco (ALFENAS, 1998; BOREM:;
CAIXETA, 2006).

Os marcadores moleculares de DNA sao amplamente utilizados para
acessar polimorfismo genético, construir mapas genéticos (WILLIAMS et al., 1990),
revisar a posicdo sistematica de varios grupos de plantas e fazer estudos
comparativos, dando assim suporte para que sejam feitas inferéncias sobre sua
origem e evolucao (SOUZA, 2006).

Novos estudos possibilitaram o aumento no nimero de marcadores
genéticos bem como sua aplicabilidade que passou a incluir todas as espécies de
plantas e animais. Com o advento das técnicas modernas de biologia molecular,
surgiram diversos meétodos de deteccdo de polimorfismos da molécula de DNA. Os
marcadores moleculares baseados em DNA (RFLP, RAPD, AFLP, SSR) permitiram
uma maior cobertura gendmica, quando comparados com as isoenzimas
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Com o surgimento das enzimas de restricdo na década de 70, surgiu
o primeiro marcador molecular que possibilitou detectar diferencas entre individuos
através da clivagem em sitios especificos no DNA, denominado RFLP — “Restriction
Fragment Lenght Polymorphism” (Polimorfismo no Tamanho de Fragmentos de
Restricdo). Nesta técnica, o DNA genémico de um individuo pode ser isolado e
digerido com enzimas de restricdo e os fragmentos obtidos separados em gel de
agarose, gerando fragmentos de tamanho e numero variaveis. Os fragmentos
gerados por esta técnica necessitam ser transferidos por Southern blot para uma
membrana de nylon ou nitrocelulose, hibridizados com sonda complementar ao DNA
de interesse, marcadas radioativamente e evidenciadas por meio de auto-radiografia
(HELENTJARIS et al., 1986). O método evidencia polimorfismo nos sitios de
restricdo em diferentes individuos.

Uma das principais vantagens do RFLP é a sua expressao
codominante, que permite distinguir individuos homozigotos de individuos
heterozigotos. Outra vantagem que merece destaque é a possibilidade de utilizacdo
de sondas heterélogas, permitindo o mapeamento comparativo entre as espécies.
As principais desvantagens sdo que esta técnica envolve a execug¢do de varias
etapas, o alto custo e o uso de radioatividade que necessita de protecdo especial
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).
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Com o surgimento de uma técnica mais simples e eficiente, na
década de 80, a reacdo em cadeia da polimerase — PCR (“Polymerase Chain
Reaction”) (MULLIS; FALOONA, 1987) possibilitou multiplicar in vitro e em escala
exponencial, cépias de segmentos especificos de DNA, na presenca da enzima DNA
polimerase, gerando uma grande quantidade de copias de sequéncia especifica de
interesse. O desenvolvimento desta técnica levou Kary Mullis a ganhar o prémio
Nobel de quimica em 1993, devido ao impacto causado pela PCR e dos métodos
dela derivados (NOBELPRIZE, 2010).

Souza (2006) relata que dentre os marcadores moleculares
destacam-se os codominantes (RFLP, SSR, isoenzimas), pois estes permitem a
distincdo do gendtipo homozigoto do heterozigoto. J& os marcadores dominantes
(RAPD, AFLP) apresentam mais limitagdes por n&o discriminarem o heterozigoto.

2.3.1 AFLP

Uma das tecnologias mais aplicadas recentemente para obtencédo de
um grande numero de marcadores moleculares distribuidos nos genomas de
procariotos e eucariotos € a analise de AFLP (“Amplified Fragment Length
Polymorphism”) (VOS et al., 1995). Esta técnica combina a especificidade, resolucao
e poder de amostragem da digestdo com enzimas de restricdo com a velocidade e
praticidade de deteccéo dos polimorfismos via PCR ("Polymerase Chain Reaction")
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1995).

O AFLP consiste essencialmente de quatro etapas (VOS et al.,
1995). Na primeira etapa conhecida por clivagem de DNA gendmico, o DNA total do
individuo é clivado com duas enzimas de restricdo uma de corte raro (reconhece e
corta seis pares de bases), combinada com uma de corte frequente (reconhece
quatro pares de bases), elas sdo adicionadas a um mix contendo aproximadamente
500ug de DNA gendmico. Assim, essas reacbes podem gerar trés tipos de
fragmentos originados do corte das enzimas: um fragmento pequeno, tendo origem
da enzima de corte frequente, fragmentos grande, resultado da enzima de corte raro,

e os fragmentos de tamanho intermediario, oriundos da acéo das duas enzimas.
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A segunda etapa consiste na ligacdo de adaptadores especificos
gue possuem extremidades complementares aos terminais dos fragmentos de DNA
gerados pela clivagem da enzima de restricdo. Esses adaptadores possuem de 20 a
30 pares de bases, com sequéncias diferentes para cada adaptador. Depois desse
passo, um grande numero de fragmentos podera ser amplificado via PCR.
Entretanto, o numero de fragmentos adquiridos nesta etapa € muito grande, sendo
impossivel a resolucdo de fragmentos individuais, mesmo em gel de alta resolucéo.
Por isso, ap0s a ligacdo dos adaptadores, é feita uma diluicdo de 10 vezes.

Na terceira etapa, é realizado o pré-seletivo. Uma selecéo inicial de
fragmentos através da utilizacdo de primers de 20 a 25 bases em que € adicionado
um nucleotideo, em relacdo a sequéncias nos adaptadores. Nesta fase, apenas os
fragmentos resultantes da digestdo que contenham esta base adicional seréo
amplificados, limitando assim, o niamero de marcadores. O produto resultante da
reacao pré-seletivo também é diluido 10 vezes.

Na etapa final, chamada de seletivo, os fragmentos amplificados séo
selecionados novamente via PCR, sendo utilizados primers que contenham dois ou
mais nucleotideos seletivos em relagdo ao primer pré-seletivo. Este material €
separado em eletroforese de gel de poliacrilamida de alta resolucédo, restringindo
ainda mais o numero de fragmentos amplificados, para tornar possivel a resolugéo e
visualizagéo de marcadores individuais.

A figura 2 mostra as etapas necessarias para obtencdo dos
marcadores de AFLP e a figura 3 ilustra o polimorfismo gerado a partir da aplicacao

da técnica de AFLP, em um gel de poliacrilamida de alta resolucéo.
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Figura2 — Etapas de reagdo da técnica de marcadores moleculares de AFLP. (cf. Ruas,
2009).
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Padréao eletroforético de marcadores AFLP, resolvidos em gel de poliacrilamida
corado com nitrato de prata, para a espécie de Aspidosperma polyneuron.
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Uma das principais vantagens dos marcadores AFLP € o fato de néo
ser necessario o conhecimento do genoma da espécie a ser estudada. Entre todos
os marcadores disponiveis, o AFLP é o que fornece o maior nimero de fragmentos
em uma Unica analise, além do grande poder de deteccéo de variabilidade genética,
que explora simultaneamente o polimorfismo de presenca e auséncia de sitios de
restricdo, tal como no RFLP, e a ocorréncia ou ndo de amplificacdo a partir de
sequéncias arbitrarias, tal como no RAPD (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1995;
VOS et al., 1995).

Isto gera uma flexibilidade na obtencéo dos marcadores polimorficos
e uma maior robustez no AFLP quando comparado ao RAPD. Isto se deve a
utiizacdo de primers mais longos nas etapas de PCR, o0 que aumenta
significativamente a especificidade da amplificacdo, evitando com isso a competicéo
que ocorre durante a PCR na técnica de RAPD (FERREIRA; GRATTAPAGLIA,
1995; VOS et al., 1995).

J& a principal desvantagem dos marcadores AFLPs, assim como nos
RAPDs, é sua caracteristica dominante, que acarreta em um baixo conteddo de
informac&o por loco. Outras desvantagens sdo: necessidade de um DNA puro e
integro para que ndo ocorra henhuma alteracdo nos padrdes de banda. Comparado
ao RAPD, exige uma infraestrutura maior e é mais trabalhoso, pois requer um
ndmero maior de etapas até se obter o resultado final (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1995; VOS et al., 1995).

Vérios trabalhos recentes tem usado este tipo de marcador
molecular para um grande namero de estudos, tais como deteccdo de variedades
vegetais (MANUBENS et al.,, 1999), diversidade genética intrapopulacional e
interpopulacional (KEIPER; MCCONCHIE, 2000), analises de parentesco (GERBER
et al., 2000), filogeografia (MUELLNER et al., 2005; TARRAB et al.,, 2008) e
construcdo de mapas genéticos (CHAGNE et al., 2002), além dos diversos estudos
com espécies arboreas como Araucaria angustifolia (Bert.) O. Ktze. (SOUZA, 2006),
Spondias tuberosa (SANTOS et al., 2008), Myracrodruon urundeuva (FREITAS et
al., 2005).
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2.4 DIVERSIDADE E ESTRUTURA GENETICA

A diversidade genética € de importancia fundamental para o
potencial evolutivo de uma espécie e determina suas chances de sobrevivéncia em
longo prazo (FLEISHMAN et al., 2001; JONES et al., 2001). Trata-se da "matéria-
prima" que possibilita as mudancas evolutivas de uma espécie (MAMURIS et al.,
2001; PITHER et al., 2003). Populacbes com pouca variabilidade genética podem
ser incapazes de responder as mudancas ambientais (SHARMA et al., 2000;
TANSLEY; BROWN, 2000; JONES et al.,, 2001; MATOCQ; VILLABLANCA, 2001,
SHARMA, 2001), pois, a perda da variabilidade genética resulta em baixo potencial
evolutivo (HOLSINGER; OTTLIEB, 1991) e provoca a reducdo da adaptabilidade,
tanto do individuo quanto da populacédo (KOPPITZ, 1999; BOUZAT, 2001; MATOCQ;
VILLABLANCA, 2001). Assim, a reducdo da variabilidade genética pode conduzir
uma espécie a extincdo (BOUZAT, 2001; SHARMA et al., 2000; SHARMA, 2001),
sendo, portanto, uma das principais ameacas a existéncia de uma espécie (JAGGI et
al., 2000; TANSLEY; BROWN, 2000).

Independentemente do padrdo de diversidade genética de cada
espécie, a manutencdo da variabilidade genética € considerada essencial para a
preservacdo do potencial evolutivo de espécies (FLEISHMAN et al., 2001) e para
sua sobrevivéncia em longo prazo (TANSLEY; BROWN, 2000). Muitos programas de
conservacao de plantas raras ou ameacadas visam manter os niveis existentes de
variabilidade genética, evidenciando a importancia de pesquisas em genética de
populacdes para a conservacao de espécies (JAMES; ASHBURNER, 1997). Zucchi
(2002) relata que o sucesso de qualquer programa de conservacdo depende do
conhecimento da variabilidade genética existente na espécie.

Segundo Hamrick (1983), Loveless e Hamrick (1987), o estudo da
estrutura genética de popula¢gdes naturais compreende a descricdo dos niveis de
variacdo genética mantida dentro das populacbes, bem como a forma em que a
variacdo genética é dividida entre as mesmas.

Estudos da estrutura intrapopulacional de espécies arb6reas tem
demonstrado que a distribuicdo de alelos e genoétipos ndo € aleatéria dentro das
populagbes (COLES; FOWLER, 1976; LOVELESS; HAMRICK, 1984; CHUNG;
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EPPERSON, 2000). Tal estrutura pode ser determinada pela dispersdo de poélen e
sementes, distribuicdo de habitat e selecdo microambiental (HAMRICK, 1983).

Os fatores que afetam a reproducédo e fluxo génico sao
particularmente determinantes da estrutura genética de populacées (LOVELESS;
HAMRICK, 1984). Polinizadores como morcegos e beija-flores, por exemplo, devido
a sua capacidade de vbo, promovem o0 aumento da variabilidade dentro de
populacdes, enquanto diminuem a divergéncia entre populagbes ao manté-las
ligadas por fluxo génico. Da mesma forma, sementes dispersas pelo vento
promovem o deslocamento de alelos dentro da populacdo e eventualmente entre
populacdes. O limitado fluxo génico mesmo dentro de populacdes pode levar a
formacao de pequenos grupos de individuos geneticamente mais similares, de modo
que uma populacdo pode ser constituida de véarias subpopula¢gbes geneticamente
diferenciadas (FISCHER et al., 2000).

O sistema reprodutivo preferencial (autogamia ou alogamia),
também contribui com a determinacdo da estrutura genética (LOVELESS;
HAMRICK, 1984). Em espécies preferencialmente alégamas, espera-se encontrar
alta diversidade dentro de populacbes e baixa diversidade entre populacdes
(LOVELESS; HAMRICK, 1984, 1987).

A relacdo temporal e espacial entre individuos proximos aumenta a
probabilidade de intercruzamento e se 0s mecanismos de dispersao de pédlen e
sementes forem restritos a uma pequena vizinhanca, aumentam as chances de
estes individuos serem aparentados (COLES; FOWLER, 1976).

Entre os fatores que aumentam a chance de individuos serem
aparentados na populacdo temos a endogamia. A endogamia observada dentro de
populacdes naturais de espécies florestais é determinada pelo sistema de
reproducéo, mais especificamente pela taxa de autofecundacédo. Se o movimento de
genes é extenso, resultando em fluxo génico a longa distancia, € esperada baixa
endogamia dentro das populaces e baixa divergéncia genética entre populacdes.
Se, contudo o fluxo de genes efetivo é limitado e a troca génica entre arvores
vizinhas € comum, pode ocorrer uma alta propor¢cdo de endogamia dentro das
populacdes e alta divergéncia entre populagcdes (COLES; FOWLER, 1976).

Segundo Park e Fowler (1982), em populacbes de espécies
florestais arbdreas, que apresentam baixa densidade de individuos, € possivel

verificar o aumento da endogamia, fator este que pode ocasionar efeitos deletérios
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sobre a sua sobrevivéncia e vigor. O processo de fragmentacdo submete as
populacdes a um acentuado efeito de borda e a reducédo do seu tamanho efetivo,
comprometendo a sustentabilidade de plantas ou animais associados (VIANA et al.,
1992).

A conservacdo da biodiversidade representa um dos maiores
desafios em funcdo do elevado nivel de perturbacdo dos ecossistemas naturais
(VIANA; PINHEIRO, 1998). Diante da alta diversidade de comunidades arbdreas
tropicais, torna-se importante acompanhar os processos dindmicos das espécies
separadamente, de forma a revelar as variacbes dos parametros demograficos
ocultos em estimativas que consideram a comunidade como um todo (FONSECA,
2001).

Na conservacao genética a perda de uma parte da populacdo pode
ser tao critica quanto a perda de uma populacéo inteira, isso porque a variabilidade
genética dentro das populacdes é, principalmente, garantida pela variabilidade
genética existente entre subpopulacdes (HAMRICK, 1983). Portanto, a estrutura
genética das populacdes envolve o conhecimento dos niveis de variabilidade
genética e de sua distribuicdo entre e dentro das populagbes, sendo este
conhecimento muito importante por permitir a adocéo de estratégias de manejo mais
adequados para a conservagcdo genética e também na exploracdo desta
variabilidade em melhoramento vegetal (KAGEYAMA, 1987; DIAS; KAGEYAMA,
1991).

Para caracterizar a estrutura genética das populagdes naturais
diversas abordagens tém sido utilizadas como a analise de numero de locos
polimérficos (BERG; HAMRICK, 1997), diversidade génica e distancia genética
segundo Nei (1978) e estatistica F (WRIGHT, 1965).
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3 ARTIGO A: ESTRUTURA POPULACIONAL DE ASPIDOSPERMA
POLYNEURON MULL. ARG. (APOCYNACEAE) EM FRAGMENTO FLORESTAL
DO BAIXO RIO TIBAGI POR MARCADORES AFLP

3.1 RESUMO

Resumo

Aspidosperma polyneuron Muell. Arg. € uma espécie arbdorea comumente
encontrada em florestas estacionais semideciduais. Apresenta importancia
econdmica devido a sua madeira e medicinal por apresentar alcaldides e Oleos
essenciais. Sob o ponto de vista ecoldgico € considerada uma das espécies mais
importantes na recomposicdo de florestas heterogéneas degradadas. Utilizou-se
marcadores de AFLP para investigar a estrutura genética de duas subpopulacdes
naturais de A. polyneuron originarias da porcao de declive acentuado (DJ) e plano
(PJ) na Fazenda Doralice (FD), localizada no municipio de Ibipora, no Estado do
Parana, Brasil. Sete pares de primers seletivos foram utilizados gerando 200
marcadores, dos quais, 99% e 88,5% foram polimérficos para as subpopulacfes das
regides DJ e PJ, respectivamente. O coeficiente de variacdo foi inferior a 1%,
mostrando um 6timo nivel de confiabilidade em nossos resultados. Valores para
diversidade génica (Hs) para a subpopulacéo DJ foi de 0,3719 e de 0,3072 para a
subpopulacdo PJ, observando-se uma diversidade maior na regido de declive. Os
valores de Fst foram 0,26485 com uma distdncia genética de 0,1479 entre
populacdes. A analise de agrupamento PCoA mostrou a formacao de trés distintos
grupos, sendo o primeiro constituido de individuos da subpopulacédo DJ, o segundo
constituidos de individuos da subpopulacdo PJ e DJ, e o ultimo com individuos
pertencente a PJ. Esses resultados foram confirmados pela andlise Bayesiana que
demonstrou a existéncia de trés agrupamentos (K=3) com probabilidade de 95,3%.
Os niveis de conservacdo genética foram considerados satisfatérios e representam
informagbes valiosas para estas subpopulagbes de A. polyneuron. Este
conhecimento € importante ndo sO para estudos mais amplos de populacdes de A.
polyneuron em areas degradadas, mas também, para avaliar os niveis de
degradacdo genética em outras areas, como também, contribuir como fonte de
variabilidade genética para recuperacao de areas degradadas.

Palavras-Chave: Genética da conservacdo. Peroba. Marcador molecular.
Variabilidade genética.
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3.2 ABSTRACT

Abstract

Aspidosperma polyneuron Muell. Arg. is a tree species commonly found in semi-
deciduous forests. This species shows an economic importance due its wood, and
compounds of medical importance such as alkaloids and essential oils. It is
considered an important species for reforestation of degraded heterogeneous forest.
AFLP molecular markers were used to investigate the genetic structure of two native
groups of A. polyneuron from an accentuated slope area (AS) and a flat area (FA)
situated in Doralice Farm, Ibipord County, Parana State, Brazil. The distance
between the slope and the flat areas was 200 meters. Seven pairs of selective
primers generated 200 AFLP markers of which 99% and 88.5% were polymorphic for
the AS and FA areas, respectively. The coefficient of variation for the number of
amplified markers was bellow 1%, revealing a good level of trustworthiness in our
results. The genetic diversity (Hs) was 0.3719 for the AS sample and 0.3072 for the
FA area, showing a higher genetic diversity for the sample of slope area. The value
of Fst was 0.26485 with a genetic distance of 0.1479 between the groups. PCoA
clustering analysis revealing the formation of three distinct clusters. The first cluster
was formed by individuals from AS sample, the second group contains both
individuals from AS and FA samples, and the third cluster contains only individuals
from FA area. Bayesian analysis for K number of clusters further supported the
results from PCoA, indicating that in 95.3% of the times individuals were assigned to
the three clusters. These results can be used as a parameter to evaluate the genetic
impact of disturbed habitat for this and other tree species in semideciduous forest
fragments and to provide a source of genetic variation for the recovery degraded
areas.

Key words: Conservation Genetics. Peroba. Molecular markers. Genetic variability.

3.3 INTRODUGAO

O rio Tibagi nasce ao sul do Estado do Parana, regido sul do Brasil,
e sua bacia hidrografica esta localizada na regido centro leste, correspondendo
cerca de 13% da area do Estado do Parana. Devido a sua extensdo ocorrem
variacfes climéticas, podendo ser dividida em trés distintas regides ecologicas:
baixo, médio e alto Tibagi (MEDRI et al., 2002). No baixo Tibagi, a floresta é
estacional semidecidual, no médio Tibagi observa-se uma floresta de transicdo, e
por fim no alto Tibagi a vegetacédo é campestre com ilhas de floresta ombrofila densa

e floresta ombrofila mista (TOREZAN, 2002). Com a acdo do homem essa paisagem
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atualmente encontra-se alterada, onde sua cobertura nativa foi reduzida em
aproximadamente 96%, restando poucos remanescentes (MEDRI et al., 2002).

Fragmentacdo e distarbios nos habitats devido ao desmatamento,
invasdo de plantas daninhas, queimadas e a introducéo de animais, podem reduzir
diretamente os tamanhos efetivos de populacdes de plantas e alterar a abundéancia e
eficiéncia dos polinizadores e dispersores de sementes (LAMONT et al., 1993;
AIZEN; FEISINGER, 1994; KREMEN; RICKETTS, 2000). Tais fatores podem levar
estas populacdes a reducdo da diversidade, isolamento genético e aumento de
endogamia. Estes processos quando muito acentuados podem levar tais populacbes
a uma grande diminuicAo em sua adaptabilidade e até mesmo a extincado
(FRANKHAM, 1995; NEWMAN; PILSON 1997; SACCHERI et al., 1998).

Observou-se um rapido aumento no nimero de estudos que visam
determinar os efeitos genéticos, que ocorrem nas populacfes de plantas as quais
tem sofrido recentes acdes antropogénicas, tais como fragmentacdo dos habitats
(ELLSTRAND; ELAM, 1993; GUSTAFSSON et al., 2000; YOUNG; CLARKE, 2000).
Nesse contexto, os marcadores dominantes AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism), técnica que combina clivagem de fragmentos de DNA com enzima
de restricdo e amplificacdo dos mesmos por PCR (VOS et al.,, 1995), tem sido
empregada com sucesso em estudos de diversidade genética e estruturacao
populacional (YAN et al., 1999; BUSATO et al., 2004).

A espécie arborea Aspidosperma polyneuron Muell. Arg., conhecida
comumente como peroba ou peroba-rosa, pertence a familia Apocynaceae. Esta
espécie é amplamente distribuida no Brasil abrangendo os estados da Bahia, Mato
Grosso do Sul, Minas Gerais, Goids, Mato Grosso, Rondbnia e Paranda, presentes
principalmente em florestas estacionais semideciduais, como as da bacia do baixo
rio Tibagi. A peroba é uma arvore com aproximadamente de 20 a 30m, tronco de 60
a 90cm de diametro e folhas glabas. Ocorre em solos profundos e férteis, situados
nos espigdes e nas encostas. Floresce durante os meses de outubro a novembro,
sendo a maturacdo dos frutos nos meses de agosto a setembro. Produz grande
guantidade de sementes apenas em intervalos de 2 a 4 anos. As sementes sdo
aladas, o que facilita a dispersdo anemocorica, ndo possui dorméncia e perdem a
viabilidade em seis meses quando armazenadas em laboratério, sendo que a
disseminacdo de polen entre as flores se da provavelmente por mariposas e/ou

pequenos insetos (MORELLATO, 1991). A espécie € longeva, podendo ultrapassar
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1.200 anos de idade (CARVALHO, 1994), levando mais de 50 anos para atingir seu
estadio reprodutivo, e sua taxa de crescimento é de 10 a 15 anos para aumentar seu
diametro na altura do peito em 5cm (TOREZAN et al., 2005). A. polyneuron
apresenta importancia econdémica pela sua madeira pesada e compacta utilizada na
construcao civil (LORENZI, 2002).

O objetivo do presente estudo é verificar se ocorre diferencas na
estrutura genética de duas subpopulagbes de A. polyneuron localizadas em dois
diferentes microhabitats do fragmento de floresta semi-decidua pertencente a

fazenda Doralice.

3.4 MATERIAL E METODOS

Caracterizacdo da Area de Estudo

O fragmento florestal esta localizado na Fazenda Doralice (FD),
municipio de lbipord, PR, Brasil (23°16’'S e 51°03'W) a 464m de altitude. Esse
fragmento possui uma é&rea aproximada de 1,7km2 de floresta estacional
semidecidual que esta circundado por plantios de monoculturas, pomares e
pastagens. O fragmento apresenta uma area de declive acentuado (DJ), as margens
do rio Tibagi, que se estende por cerca de 40 a 50m do rio (Figura 1). Na sequéncia
a topografia vai se atenuando gradualmente até se tornar praticamente plana (PJ). A
distancia entre as areas PJ e DJ onde as amostras foram coletadas € de cerca de
200m. As plantas coletadas eram individuos jovens com no maximo 2m de altura,
estando na fase pré-reprodutiva.

O solo do fragmento da FD apresenta textura argilosa, com
concentragdes de argila variando de 46 a 64%, havendo aumento da concentragao
com a profundidade, possui acidez baixa e niveis de fertilidade entre médio e alto
(SOARES-SILVA; BARROSO, 1992). A porcdo PJ apresenta solo mais argiloso,
profundo, maior densidade de individuos de peroba, maior cobertura do dossel, pH
mais acido, maior teor de umidade e menor luminosidade no sub-bosque; ja a
porcdo DJ apresenta o solo mais pobre em nutrientes, mais raso com afloracdes

rochosas e a densidade populacional de A. polyneuron é menor (COSTA, 2009).
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Sede'da -~
fazenda

Figural— Fragmento florestal da Fazendo Doralice, Ibipord PR, Brasil. PJ (area de plato);
DJ (area de declive) (GOOGLE EARTH, 2009).

Para este estudo, folhas jovens de 30 individuos na fase preé-
reprodutiva de A. polyneuron foram amostradas de cada uma das porcées (DJ e PJ),
do fragmento da fazenda, respectivamente. A distancia minima de 30 metros entre
plantas individuais foi considerada para minimizar a possivel coleta de individuos

irmaos.

Isolamento de DNA e Reacdes de AFLP

O DNA genbmico total foi isolado de aproximadamente 0,5g de
folhas jovens frescas usando o método CTAB, conforme descrito por Doyle e Doyle
(1987). As reacdes de AFLP foram realizadas essencialmente como descrita por Vos
et al. (1995). Resumidamente, as amostras de DNA foram submetidas a restricao
através das endonucleases EcoRI / Msel (5 e 5 unidades, respectivamente) e
ligacdo com seus respectivos adaptadores. Apos a incubagdo a 37°C por 16 horas,
as amostras foram diluidas (1:10) em &gua pura. A pré-amplificacao seletiva foi feita
utilizando primers complementares aos adaptadores com a adicédo de nucleotideo 3'
seletivo e diluida em 1:10. Para amplificacdo seletiva, foi realizada uma triagem

inicial de quatro individuos de cada populacdo, utilizando 16 combinagbes de
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primers com nucleotideos seletivos. As sete combinagBes de primers escolhidos
para a PCR seletiva foram: EcoRI-AGC / Msel-CAC, EcoRI-AGC / Msel-CAG,
EcoRI-AGC / Msel-CAT, EcoRI-AGC / Msel-CTA, EcoRI-ACG / Msel-CAT, EcoRI-
ACG / Msel-CAC e EcoRI-AGC / Msel-CA. Os produtos de amplificacdo seletiva
foram separados em géis de poliacrilamida 7% (29:1) acrilamida: bis acrilamida
durante 3 horas a 200 V e corados com nitrato de prata 20%. Um marcador
molecular de 50bp (Ludwig) foi utilizado para determinar os pesos moleculares dos
fragmento analisados. Os fragmentos amplificados observados nesta analise
apresentaram entre 50-1000 pares de base. Os resultados da andlise foram
exportados para uma matriz de presenca/auséncia.

Analise dos Dados

A matriz de presenga/auséncia originou-se de sete combinagdes de
primers e foi importada para diversos softwares para analise genética. A estimativa
das frequéncias alélicas e diversidade genética de populacbes de marcadores
dominantes pode ser problematica (ZHIVOTOSKY, 1999; ALEXANDER et al., 2004).
A possibilidade de desvios estatisticos poderiam ser eliminados através de dados
altamente polimorficos (KRAUSS, 2000). Também foi mostrado que, para
estimativas precisas dos parametros de genética populacional, um grande numero
de locos de AFLP deve ser usado, sendo que no minimo 30 individuos por
populacédo (TERO et al., 2003). O software dBoot v 1.1 (COELHO, 2001) foi aplicado
nos dados para verificar o coeficiente de variacdo (CV) para o numero de
marcadores amplificados, gerando um parametro para determinar uma confiabilidade
nos resultados das anadlises estatisticas. A porcentagem de locos polimérficos, a
diversidade genética (NEI, 1978), indice de Shannon e a distancia genética foram
calculadas para ambas as amostras, utilizando o software POPGENE v. 1.31 (YEH
et al.,, 2000). Para avaliar a distribuicdo da variagcdo genética dentro e entre
populagcbes, bem como o indice Fsr foi usada a analise de variancia molecular
(AMOVA), com o software Arlequin v. 3.11 (EXCOFFIER et al., 2005). A andlise de
coordenada principal foi utilizada para avaliar a distribuicdo da distancia genética em
clusters pelo software FAMD (SCHLUTER; HARRIS, 2006). A confiabilidade destes
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clusters foi testada pela analise Bayesiana de agrupamento através do software
STRUCTURE (PRITCHARD et al., 2000).

3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Variabilidade Genética das Amostras

As sete combinacdes de primers seletivos geraram 200 marcadores
AFLP para as duas subpopulacbes de Aspidosperma polyneuron localizada na
Fazenda Doralice, municipio de Ibipord, Estado do Parana, Brasil. O nimero médio
de marcadores foi de 28,57 por combinacdo de primers seletivos. O coeficiente de
variacdo (CV) foi inferior a 1%, demonstrando um 6timo grau de confian¢ca quanto ao
namero de marcadores AFLP utilizados.

A porcentagem de locos polimorficos para as subpopulacdes
localizadas nas regides DJ e de PJ foi de 99,0% e 88,5% e a diversidade génica de
Nei (1978) (Hs) foi de 0,3719 e 0,3072, respectivamente. A diversidade génica total
(Ht) foi de 0,3873 e o indice de Shannon (I) foi de 0,5488 para a subpopulacéo
localizada na regiao DJ e de (1)=0,4601 para a subpopulacéo situada na regiao PJ
(Tab. 1). Torezan et al. (2005) utilizando marcadores RAPD verificaram a
variabilidade genética de Aspidosperma polyneuron em seis fragmentos florestais
localizados na regido do baixo rio Tibagi. Entre estes fragmentos, o Parque Estadual
Mata dos Godoy foi incluido com trés areas estudadas, por ser uma unidade de
conservacéo, envolvendo uma area de 6,8km?, livre de corte seletivo de arvores e
outros impactos antropogénicos. Estes autores encontraram uma diversidade
genética (Ht) de 0,2780, o qual é inferior ao encontrado no fragmento localizado na
Fazenda Doralice. Isto se deve ao fato de que Torezan et al. (2005) analisaram junto
com o Parque Estadual Mata dos Godoy mais cinco fragmentos que foram
severamente impactados pela acdo do homem. Para o estudo da diversidade génica
de Nei (1978) e do indice de Shannon trés amostragem no Parque Estadual Mata
dos Godoy (PEMG) foi analisada por Torezan et al. (2005). A diversidade génica de
Nei (1978) foi de 0,2530, 0,3159 e 0,2880 para as amostras PEMG; PEMG; e
PEMG3, respectivamente. Os valores encontrados no fragmento da Fazenda

Doralice conforme descritos acima sdo semelhantes a estes, mostrando que embora
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no passado a subpopulacdo PJ deste fragmento tenha sofrido acdo antropogénica
pelo corte seletivo de arvores adultas, a geracdo seguinte ndo teve sua variabilidade
genética comprometida. Os indices de Shannon para as amostras do Parque
Estadual Mata dos Godoy foi de 0,3420, 0,4290 e 0,3900. Os valores dos indices de
Shannon para as duas subpopulacbes da Fazenda Doralice sdo superiores aos
encontrados para as amostra do Parque Estadual Mata dos Godoy. Todos estes
indices analisados acima mostram que o fragmento da floresta estacional
semidecidual localizado na Fazenda Doralice encontra-se em estado relativamente

conservado.

Tabelal - Porcentagem de locos polimorficos (Pp), diversidade génica dentro de
populacdes (Hs), indice de Shannon (l) e diversidade genética total (Ht) de
duas amostras oriundas do fragmento florestal da Fazenda Doralice,
municipio de lbipord, estado do Parana, Brasil, baseado em marcadores de
AFLP.

Populacao (Pp) (Hs) 0]
Declive 99.0 0.3719 0,5488
Plano 88.5 0.3072 0,4601
(Ht) 0.3873
Distancia genética 0.1479

O fragmento da Fazenda Doralice apresenta uma area de cobertura
bem menor (1,7km?) que o fragmento localizado no Parque Estadual Mata dos
Godoy (6,8km?). Assim, esperava-se que o0s valores de diversidade genética
encontrados por Torezan et al. (2005) fossem superiores aos encontrados no
presente trabalho. Porém tal fato ndo foi observado, por esse valor ser analisado
junto aos dados das outras areas que sado degradadas (0,278). No entanto, quando
o valor € dado comparando somente os dados de diversidade genética total (Ht) das
trés areas da Mata dos Godoy, apresenta um resultado de 0,312, sendo este
préximo ao nosso (0,307) para a subpopulacdo PJ, concluindo que as duas
subpopulacdes de A. polyneuron da fazenda Doralice estdo genéticamente
conservadas.

Véarios estudos realizados com arvores tropicais mostraram

resultados semelhantes ao deste trabalho quanto a variabilidade genética, Gallo et
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al. (2002) verificaram em Luehea divaricata Mart. uma maior variabilidade genética
na populacdo que se encontrava na regido de declive utilizando marcadores RAPD.
Pither et al. (2003) também com RAPD encontraram para Terminalia amazonia (J.
Gmell) Exell. valores de indices de Shannon (l) que variaram entre 0,32 a 0,38. Em
Swietenia macrophylla King., Gillies et al. (1997) encontraram indice de Shannon (I)
de 0,35, e Aide e Rivera (1998) encontraram um valor de 0,59 para Poulsenia
armata (Miq.) Standl. Com base nos dados destes autores demonstra-se que o
fragmento da Fazenda Doralice também se encontra em um estado conservado em

relacéo a variabilidade genética..

Estrutura Genética

A analise de variancia para dados moleculares (AMOVA)
demonstrou um valor de 73,52% para dentro de populacdo e 26,48% entre
populacbes (Tab. 2). A. polyneuron é uma espécie alégama, fertilizada
provavelmente por mariposas e/ou pequenos insetos (Morellato, 1991) e sementes
dispersas pelo vento (Carvalho, 1994), caracteristicas que corroboram com os
resultados de Maguire et al. (2002), que relatam ser comum em espécies de
fecundacgéo cruzada, uma maior porcentagem de variabilidade dentro de grupos do
que entre grupos. A distancia genética de Nei (1978) entre as duas subpopulacdes
foi de 0,1479. As duas subpopulacdes estdo localizadas, a uma distancia
relativamente pequena, isto é, em torno de 200m. De acordo com Hamrick e
Loveless (1989) o baixo nivel de diferenciacdo entre populacbes € um evento
comum em espécies de arvores tropicais em uma pequena escala espacial. Esta
conclusdo de Hamrick e Loveless (1989) é contraditoria ao valor de Fs=26,48 e a
variabilidade entre populagbes que observamos para A. polyneuron. Em outros
estudos com arvores, varios outros autores também mostraram que pouca
variabilidade genética ocorre entre populacbes proximas (MERZEAU et al., 1994;
LEONARDI; MENOZZI, 1996; TAKAHASHI et al., 2000; MARIETTE et al., 2002).
Embora seja um risco usarmos marcadores moleculares neutros para fazermos
inferéncias sobre processos adaptativos, a0 menos que a selecdo natural esteja
ainda atuando ou haja uma forte ligacédo entre os locos selecionados e o marcador
neutro (MERZEAU et al., 1994; LEONARDI; MENOZZI, 1996; TAKAHASHI et al.,
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2000; MARIETTE et al., 2002), o possivel motivo da diferenciacdo drastica nos
resultados encontrados em A. polyneuron da Fazenda Doralice, possivelmente seja
de natureza adaptativa. Pois, as subpopulacbes de A. polyneuron apresentam
condicOes ecoldgicas completamente diferentes, como observado na subpopulacdo
PJ, que apresenta o solo mais argiloso, profundo, maior densidade de individuos,
maior cobertura do dossel, pH mais acido, maior teor de umidade, menor
luminosidade para o sub-bosque; ja a subpopulacdo DJ apresenta o solo mais pobre
em nutrientes e a densidade populacional € menor. Fatos semelhantes foram
observados por Gillies et al. (1997) em Cedrela odorata L., que encontraram uma
correlacdo entre diferencas moleculares interpopulacional e suas caracteristicas
adaptativas.

Rodrigues et al. (2007) relatam que a correlagdo entre a distribuicéo
de espécies arbodreas e as variaveis do solo e da topografia tem sido apresentado
em diversos estudos de florestas tropicais. Esses autores constataram em estudo
sobre comunidade em floresta estacional semidecidual, que a maioria das espécies
apresentaram correlacdo com a fertilidade e textura do solo ao longo de um
gradiente topografico. Descricdo similar foi realizada por Carvalho et al. (2005), ao
observarem diminui¢do do porte da floresta a medida que se distanciava da margem
do rio. Eles consideravam que provavelmente, a diminuicdo ocorria em razao da
reducdo da disponibilidade hidrica. Em estudo realizado em floresta estacional
semidecidual em mata ciliar de um lago, Campos e Landgraf (2001) constataram
haver maior diversidade e abundancia de espécies vegetais proximas ao lago, uma
das espécies que apareciam apenas distante do lago é a A. polyneuron. Bianchini et
al (2009), ao realizarem estudo sobre estruturas de populacdes localizadas no
fragmento de floresta estacional semidecidual na Fazenda Doralice, lbipord - PR
observaram que a distribuicdo de seis dentre as 13 espécies arboreas estudadas,
estavam associadas ao gradiente topogréfico, incluindo a espécie estudada neste
trabalho, A. polyneuron.

Assim, podemos relacionar a grande diferenciacdo genética entre as
subpopulacdes de A. polyneuron, as diferencas adaptativas entre a subpopulacéo
PJ e DJ da Fazenda Doralice, pois, além das diferengas ecoldgicas ja mencionadas,
a subpopulacdo do declive apresenta um solo menos profundo com afloramentos

rochosas em varias de suas porc¢oes.
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Tabela 2 — Andlise da variancia molecular (AMOVA) para duas amostras de Aspidosperma
polyneuron Muell. Arg. provenientes do fragmento florestal da Fazenda
Doralice, municipio de Ibipora, estado do Parana, Brasil, baseado em
marcadores de AFLP.

Souce of L. D. Sum of Variance % de
Variation Squares Components Variancia
Entre 1 362.501 9.00197 Va 26.48%*
populacao
Dentre 73 1824.085  24.98747 Vb 73.52
populacao
Total 74 2186.587 33.98944
indice de fixacio Fst: 0,26485

* P <0,05; * P < 0,01; (significance test given by 1023 permutations).

O resultado da Coordenada Principal demonstrou a formacao de trés
agrupamentos (Fig. 3), sendo o primeiro constituido de individuos pertencentes a
subpopulacdo DJ, o segundo constituido de individuos pertencentes a subpopulacéo
PJ e o ultimo com individuos das duas subpopulacdes. Isto pode estar relacionado a
dois processos que acontecem aleatoriamente: o primeiro, é que a espécie estudada
sofre dispersdo pelo vento, e o segundo, pelo fato do agente polinizador
provavelmente serem as mariposas e/ou pequenos insetos, sendo eles capazes de
voar a uma distancia maior que 200m. O agrupamento demonstrado pela formacéo
de individuos das subpopula¢cfes PJ e DJ se da possivelmente por serem resultados
de hibridizacdo de individuos dos dois locais amostrados. Estes resultados séo
corroborados pelos dados da andlise Bayesiana, que demonstrou um K igual a 3,
com 95,3% de probabilidade. Além disso, os resultados da diversidade génica
demonstraram um alto valor, sendo que a subpopulacdo DJ apresentou um valor
maior (0,3719) do que a PJ (0,3072), ocorrendo, possivelmente, um fluxo génico
maior da subpopulacdo do plano para o declive, pois, a subpopulacdo PJ esta mais
alta em relacéo a subpopulacédo DJ que esta a margem do rio, sendo o vento um dos
responsaveis pelo fato, levando mais sementes em direcdo ao declive do que em

direcdo ao plano.
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Declive

Figura3— Coordenada principal de duas amostras de Aspidosperma polyneuron Muell.
Arg. provenientes da Fazenda Doralice.

3.6 CONCLUSOES

Os resultados demonstram que as duas subpopulacdes de A.
polyneuron estudada na Fazenda Doralice estdo bem conservadas e o fluxo génico
ocorre por toda esta area, colaborando com a manutencédo da variabilidade genética
dentro destas, que podem contribuir como um reservatorio natural de diversidade
genética para a espécie. Este conhecimento € importante ndo somente para a
estrutura genética, mas também para estudos comparativos de populacbes de A.
polyneuron posteriores em locais perturbados, avaliando o nivel de degradacédo da
variabilidade genética em outras areas, assim como, o uso desta regido como fonte

de diversidade genética para futuros projetos de recuperacao de areas degradadas.
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4 CONCLUSOES GERAIS

A espécie arborea A. polyneuron localizada na Fazenda Doralice,
apresenta alta diversidade em suas areas estudadas. O fluxo génico entre e dentro
destas subpopulacdes € realizado de forma a garantir maior diversidade dentro do
gue entre as mesmas, portanto esse fluxo ocorre em toda a area estudada, com a
colaboracdo de seus agentes dispersores (vento) e polinizadores (mariposa e/ou
pequenos insetos) naturais. As alteragbes ambientais provocadas pela
fragmentacao, ndo aparentam alterar a variabilidade genética da espécie em estudo,
mesmo levando em consideracado o grau de desmatamento no Estado do Parana.

As conclusdes obtidas sdo importantes ndo somente para este
estudo, mas também para os posteriores de A. polyneuron em areas perturbadas,
além de contribuir para a avaliacdo do nivel da degradacdo genética em outras
regides. Sabendo que a conservacdo depende do conhecimento da variabilidade
genética existente na espécie, pode-se utilizar estes resultados como fontes de
recuperacdo em areas degradadas, contribuindo também como banco de
germoplasma para a espécie.

Este conhecimento também nos permitira em futuros estudos de
outros fragmentos, comparar estes dados com os obtidos em outras areas para se
ter uma real compreensdo do grau de degradacdo dos fragmentos florestais
menores. Desta forma, pode-se direcionar esforcos de forma mais efetiva na

recuperacdo de populagdes desta espécie ao longo da bacia do rio Tibagi.
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