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COSTA, Bruno Fernandes. Diversidade e Estrutura Genética em Actinostemon concolor
(Spreng.) Mull. Arg. (Euphorbiaceae) em Remanecentes Florestais do Norte do Parana,
por Marcadores AFLP. 2012. 60 f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2012.

RESUMO

A Floresta Atlantica foi uma das maiores florestas tropicais do mundo. Entretanto, com o
inicio da colonizacdo do Brasil, no século XVI, esse bioma comec¢ou a ser modificado devido
a sua ocupacéao e exploragido. Essa degradagao perdurou por seculos, e atualmente restam
apenas 12% de sua cobertura original. Resultado disso foi a fragmentagédo de habitats que
além de produzir mudancgas drasticas em relagdo a vegetacdo, pode tornar esses habitats
fragmentados em ambientes ndo sustentaveis. Na tentativa de minimizar os efeitos
causados nas espécies pela fragmentagao, alguns remanescentes foram designados areas
prioritarias para preservagao, por abrigarem grande diversidade de seres vivos e aspectos
culturais importantes. Neste contexto, no norte do Parana destacam-se dois fragmentos, o
Parque Estadual Mata dos Godoy (PEMG) e o Parque Estadual Mata S&o Francisco
(PEMSF) sendo que o PEMG apresenta um histérico de conservagao muito mais longo que
o PEMSF. Dentre as espécies arboreas encontradas nesses fragmentos, a Actinostemon
concolor (Spreng.) Mlll. Arg. (Euphorbiaceae) se destaca por apresentar alta densidade e,
sob o ponto de vista ecolégico pode ser considerada uma espécie importante na
recomposicao de florestas heterogéneas degradadas. Assim, fica evidenciada a importancia
de uma avaliagdo da estrutura populacional dessa espécie. Portanto, esta pesquisa tem
como objetivo investigar, utilizando a técnica de marcadores AFLP, a diversidade e estrutura
genética de A. concolor comparando individuos jovens e adultos, presentes nos
remanescentes bioldgicos do Parque Estadual Mata dos Godoy e do Parque Estadual Mata
Sao Francisco, com o intuito de contribuir para o estabelecimento de estratégias mais
eficientes, a serem empregadas em projetos de conservagdo e de recuperagao da
biodiversidade em areas degradadas, e assim, garantir a manutencdo da diversidade da
espécie. Para tanto, foram utilizados marcadores AFLP para investigar a estrutura genética
de duas populagdes de A. concolor com um total de 104 individuos, adultos e jovens, dos
Parques Estaduais Mata dos Godoy e Mata Sao Francisco utilizando seis pares de primers
seletivos, os quais geraram 158 marcadores. A porcentagem de locos polimérficos nos dois
parques ficou proxima a 88%. O valor do coeficiente de variacao foi de 11%, apresentando
boa confiabilidade. A analise de agrupamento PCoA demonstrou a formagao de dois grupos.
Esses resultados foram confirmados pela andlise Bayesiana (K=2). Entretanto, o valor de
diferenciagado genética entre os dois grupos (Fst = 4,72) é considerado baixo. Esses dados
sugerem que a fragmentagédo pode nao ter ou estar afetando a diversidade genética dessa
espécie, sendo que a estruturacdo dessas populagbes poderia ja existir mesmo antes da
fragmentacdo, devido a curta distancia geografica que as separa e, também, pela
possibilidade de ocorrer fluxo génico entre elas, devido aos “trampolins ecoldgicos”
existentes entre os parques. Os niveis de conservacdo genética foram considerados
satisfatérios e representam informagdes valiosas para a espécie. Este conhecimento é
importante ndo s6 para subsidiar estudos mais amplos de populagdes de A. concolor em
areas degradadas mas também para avaliar os niveis de degradagdo genética em outras
areas, contribuindo como fonte de variabilidade genética para recuperacdo de areas
degradadas.

Palavras-chave: AFLP. Conservacdo. Areas degradadas. Marcadores moleculares.
Variabilidade genética.



COSTA, Bruno Fernandes. Genetic Diversity and Structure in Actinostemon
concolor (Spreng.) Mull. Arg. (Euphorbiaceae) in Forest Remnants of Northern
Parana, by AFLP Markers. 2012. 60 f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2012.

ABSTRACT

The Atlantic Rainforest was one of the largest rainforests in the world. However, with the
beginning of colonization of Brazil in the sixteenth century, this biome began to be
modified due to its occupation and exploitation. This type of degradation has lasted for
centuries, and today only 12% of the original area remains. The result of this process of
occupation was the fragmentation of habitats, which produces drastic changes in the
vegetation and may convert a fragmented forest in a non-sustainable area. In an attempt
to minimize the effects caused by the fragmentation of the Atlantic Rainforest, some
remaining habitats have been designated as priority areas for preservation, since it
harbors a great species diversity. In this context the Mata dos Godoy State Park (PEMG)
and Mata Sao Fancisco State Park (PEMSF) were studied for its high degree of
conservation, even though the PEMG present an earlier history of preservation than
PEMSF. Among the tree species found in these fragments, Actinostemon concolor
(Spreng.) Mull. Arg. (Euphorbiaceae) is notable because it appears in high density and
therefore, from the ecological stand point, can be considered an important species for
the restoration of degraded heterogeneous forests. Therefore, this research aims to
investigate, using the technique of AFLP markers, the diversity and genetic structure of
A. concolor, comparing young and adult individuals, present in the PEMG and PEMSF, in
order to contribute to the establishment of more efficient strategies to be employed in
projects of conservation and restoration of biodiversity in degraded areas, and thus
ensure the maintenance of species diversity. The study was conducted with 104
individuals, young and adults, from Mata dos Godoy State Park and Mata S&o Francisco
State Park, using six pairs of selective primers, which generated 158 markers. The
percentage of polymorphic loci to both parks was close to 88% and the coefficient of
variation was 11%, demonstrating good reliability of the amplified markers. Principal
Coordinates Analysis (PCoA) showed the formation of two distinct groups separating the
individuals from PEMG and PEMSF. These results were confirmed by Bayesian analysis,
which revealed the presence of two distinct clusters (K = 2). However, the value of
genetic differentiation between the groups (FST = 4.72) is considered low. These results
suggest that fragmentation may not had or be affecting the genetic diversity of this
species, since the structure of these populations might already have existed even before
fragmentation, due to the short geographic distance that separates them, and may still
be occurring gene flow between these forest fragments because of smaller forest
fragmentes between these parks that act as "Stepping Stones" for the gene flow. The
genetic conservation levels were considered satisfactory and represent valuable
information for the species. This knowledge is important not only for further studies with
populations of A. concolor in degraded areas, but also to assess levels of genetic
deterioration in other areas, and contribute as a source of genetic variability for the
recovery of degraded areas.

Keywords: AFLP. Conservation. Degraded area. Genetic variability. Molecular markers.
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1 INTRODUCAO

A Floresta Atlantica abrangia cerca de 150 milhdes de hectares
antes do inicio de sua ocupagao e exploragao no séc. XVI. Foi uma das maiores
florestas tropicais do mundo e se apresentava em condicbes ambientais altamente
heterogénea. Atualmente é considerada um dos ecossistemas mais ameagados do
planeta, uma vez que resta apenas cerca de 12% do total de sua cobertura original,
e esses remanescente se apresentam de forma fragmentada (SOS Mata Atlantica,
INPE, 2008; RIBEIRO et al., 2009).

A fragmentacao do habitat, além de produzir mudancgas drasticas em
relacdo a vegetagdo original, introduz um limite na paisagem, tornando-a
simplificada (AIZER; FEINSINGER, 1994). Os fragmentos, quando pequenos
demais, podem ser insuficientes para manter as populacées de forma sustentavel,
tanto no aspecto ecolégico como no genético (LANDE, 1988). Estas alteragdes no
habitat podem afetar diretamente a distribuicdo das diferentes espécies (SILVA,
CASTELETI, 2003).

Algumas pesquisas reforcam a hipétese de que tais fragmentos
podem nao ser auto-sustentaveis, uma vez que esta alteracdo da paisagem, em
conjunto com a diminuigdo de uma area de floresta natural, pode levar a redugéo
exponencial do numero de espécies que compdem a fauna e flora locais,
comprometendo assim a sustentabilidade destas florestas (VIANA; PINHEIRO,
1998). Entretanto, na tentativa de minimizar os efeitos causados nas espécies pela
fragmentagao, alguns remanescentes tornaram-se areas de preservagéo, ou seja,
areas geralmente extensas, que podem ou nao ter historico de impactos causados
pelo homem, mas que sejam dotadas de atributos abidticos e bidticos, estéticos ou
culturais, e que tem como objetivo basico proteger a diversidade biologica.

No norte do Parana destacam-se dois importantes remanescentes
biolégicos, o Parque Estadual Mata dos Godoy (PEMG) e o Parque Estadual Mata
Sao Francisco (PEMSF). O PEMG possui uma area de 680 hectares, enquanto o
PEMSF possui area total de 832 hectares, estando, os dois, entre as maiores
Unidades de Conservagao do norte do Parana. Apesar de ambos os parques,
atualmente, serem circundados em quase toda extensdo por areas agricolas,
predominando as monoculturas de soja, milho e trigo, e também por pastagens,

estes tem histéricos de conservacao diferentes. O PEMG era uma area que estava
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sendo protegida e estudada mesmo antes de se tornar um parque, ou seja, € uma
area que sofreu muito menos com as agdes antropicas do que o PEMSF, o qual até
pouco tempo antes de se tornar um parque, era marcado por extracdo de madeiras
e de outros elementos. Atualmente, mesmo estas areas sendo consideradas
importantes remanescentes biolégicos, umas vez que sao Parques Estaduais, estao
sujeitas a constantes perturbagbes antropicas indiretas, devido a paisagem
heterogénea que as cercam.

Dentre as muitas espécies arbdéreas encontradas nessas areas, a
Actinostemon concolor (Spreng.) Mull.Arg. (Euphorbiaceae), também chamada
popularmente de laranjeira do mato, apresenta-se em alta abundancia, sendo
considerada um elemento importante na composicdo florestal. Em um estudo
realizado por Bianchini et al., (2003) na area alagavel do PEMG, a densidade de A.
concolor foi superior a densidade de outras areas do mesmo fragmento, o que pode
indicar maior tolerancia da espécie a ambientes alagados.

As particularidades de cada espécie, sao informacdes
indispensaveis, para se compreender a interagdo das mesmas, com as areas em
que estao inseridas. Desta forma, parte-se do pressuposto de que para a elaboragao
de estratégias para conservagao, ou mesmo para restauracao da vegetacdo sao
necessarios investimentos em pesquisas sobre fitossociologia, dinamica
populacional e, fundamentalmente, estudos genéticos. Tais estudos devem avaliar a
diversidade e estrutura populacional para que possam inferir sobre o sistema
reprodutivo e o numero efetivo populacional (OLIVEIRA, 2000). A estrutura
populacional diz respeito tanto a estrutura genética das populagbes, quanto a
distribuicdo dos individuos no espaco, em diferentes estagios de vida. Estes estudos
sdo muito importantes para auxiliar na determinagdo da diversidade genética das
populagdes e no estabelecimento de areas destinadas a preservacgéo, bem como, no
estabelecimento de prioridades para se realizar as intervengbes e manejos
(FRANKHAM; BALLOU e BRISCOE, 2008). Isso significa que estudos dessa
natureza sao de suma importancia e podem ser utilizados como recurso para o
planejamento de acdes e estabelecimento de politicas de conservacido da
biodiversidade.

Nesse contexto, os marcadores moleculares se apresentam como
uma importante ferramenta para assessorar a avaliagdo da diversidade e da

estrutura genética. Dentre as técnicas de marcadores moleculares o AFLP (Amplified
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Fragments Length Polymorphism) destaca-se pelo grande numero de marcadores
gerados por ensaio, bom poder de detecgao de variabilidade genética e por
apresentar boa repetibilidade (VOS et al., 1995). No entanto, por serem marcadores
dominantes, ndo permitem a identificagcdo de heterozigotos sendo, portanto, pouco
informativos por locus. Entretanto, os estudos de simulagdo mostram que o grande
numero de marcadores que podem ser obtidos em um ensaio com AFLP, compensa
o baixo conteudo de informag&o genética por locus (MARIETTE et al., 2002).

A questdo central desta pesquisa reside em saber se acdes
antropicas que alteraram a paisagem no passado, e que ainda ocorrem mesmo que
de forma atenuada, como o efeito de borda gerado pela diminuicdo ou
descontinuidade da paisagem, podem ter ou estar interferindo diretamente na
estruturagdo genética da espécie A. concolor.

Portanto, esta pesquisa tem como principal objetivo investigar,
utilizando a técnica de marcadores AFLP, a diversidade e estrutura genética de A.
concolor comparando individuos jovens e adultos, presentes nos remanescentes
bioldégicos do Parque Estadual Mata dos Godoy e do Parque Estadual Mata Sao
Francisco, ja que hoje estas areas séo protegidas e importantes para a conservagao,
mas que possuem histéricos de intervencgdes antrépicas diferentes, com o intuito de
contribuir para o estabelecimento de estratégias mais eficientes, a serem
empregadas em projetos de conservagédo e de recuperagdo da biodiversidade em

areas degradadas, e assim, garantir a manutencgao da diversidade da espécie.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 FLORESTA ATLANTICA

A Floresta Atlantica foi uma das maiores florestas tropicais
existentes no mundo. Inicialmente, abrangia uma area em torno de 150 milhdes de
hectares e se apresentava em condi¢des ambientais altamente heterogéneas
(RIBEIRO, et al., 2009).

Historicamente, foi a primeira floresta brasileira a receber iniciativas
de ocupagao pelos colonizadores. Desde entdo, varios ciclos econdémicos se
desenvolveram em seu dominio. Os resultado decorrentes de todos esses ciclos foi
a perda de grande parte dessas florestas restando, atualmente, cerca de 12% do
total da cobertura original (Mata Atlantica, INPE, 2008; RIBEIRO, et al., 2009). Isso a
coloca como um dos ecossistemas mais ameagados do mundo.

Parodoxalmente, mesmo apresentando um elevado indice de
degradacgao, a Mata Atlantica mantém uma alta diversidade e endemismo, abrigando
mais de 20.000 espécies de plantas, 261 espécies de mamiferos, 688 espécies de
aves, 200 espécies de répteis e 280 espécies de anfibios. Apesar da expressividade
desses numeros ainda existem inumeras espécies que necessitam de identificacdo e
de descrigdo cientifica (GOERCK, 1997; MITTERMEIER et al.,, 1999; SILVA,
CASTELETI, 2003). A flora e fauna desse bioma podem incluir de 1 a 8% de todas
as espécies existentes no mundo (SILVA; CASTELETI, 2003), sendo considerado
um dos 25 “hotspots” da biodiversidade mundial. “Hotspots” se referem a biomas
com alta representatividade da diversidade bioldgica global, porém com elevado
grau de degradacao, sendo um ecossistema prioritario em termos de conservagao
(MYERS et al., 2000).

A Figura 2.1, a seguir, demonstra como se apresentava, em 2007, a

area original da Mata Atlantica e dos seus remanescentes florestais.
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Figura 2.1 — llustracdo demonstrativa da area total original da Mata Atlantica e os
seus remanescentes florestais, em 2007

Mata Atlantica em 1500 - Mata Atlantica em 2007 -~

Fonte: <http://saude-joni.blogspot.com/2011/02/ano-internacional-das-florestas-2011.html>.

No estado do Parana, a Mata Atlantica originalmente cobria mais de
trés quartos da sua superficie. Atualmente estima-se que restam apenas 2% desta
cobertura natural. Na regido norte do estado, a floresta se apresentava de forma
continua e, com o passar do tempo, foi reduzida a inumeros pequenos fragmentos
que totalizam menos de 1% de toda a area original (TOREZAN, 2002).

No norte do Parana destacam-se dois importantes remanescentes
bioldgicos, o Parque Estadual Mata dos Godoy e o Parque Estadual Mata Sao

Francisco.

2.1.1 Parque Estadual Mata dos Godoy

O Parque Estadual Mata dos Godoy (PEMG) foi criado pelo Decreto
Estadual n° 5150 de 05 de junho de 1989, e esta localizado no municipio de
Londrina, Parana, sul do Brasil (23°23'30"S e 51°11'05"W). Este Parque se situa a

18 km do centro da cidade, possuindo 680 hectares de floresta estacional
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semidecidual em boas condigcbes de preservagao, sendo circundado por terras
cultivadas, pastagens, areas florestadas e de reflorestamento, sendo delimitado ao
sul pelo Ribeirdo dos Apertados (Figura 2.2), unico curso de agua permanente
(BIANCHINI; PIMENTA; SANTOS, 2001 e SILVA; SOARES-SILVA, 2000).

Figura 2.2 — Mapa de localizagdo do Parque Estadual Mata dos Godoy, Londrina,
Parana

51°15'W N

Parque Estadual Mata dos Godoy

\ g:\lﬁ Ribeiréo dos
| Apertados

Fonte: Mapa adaptado de Sofia; Santos e Silva (2004).

A altitude do PEMG varia de 600 m, na face norte, a 500 m, na face
sul (BIANCHINI et al., 2003). A porgao norte apresenta latossolo roxo eutrdfico,
profundo e bem drenado, enquanto na por¢cao sul ocorre o latossolo roxo
hidromorfizado na base (BIANCHINI; PIMENTA e SANTOS, 2006). O clima da
regido, segundo a classificagcdo de Koppen, € do tipo Cfa — clima subtropical umido.
O més de janeiro é o mais quente do ano (média de 23,8 °C) e o0 més de junho é o
mais frio (média de 16,6°C) apresentando uma temperatura média anual de 20,9°C
(BIANCHINI et al., 2003). A precipitagcdo média anual é de aproximadamente 1.600
mm, sendo o verdo (dezembro-fevereiro) caracterizado por maior pluviosidade

quando comparado ao inverno (junho-agosto).
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Um levantamento fitossociolégico realizado na porgdao norte do
Parque Estadual Mata dos Godoy por Soares-Silva e Barroso (1992), mostra que as
familias com maior numero de espécies foram Myrtaceae, Meliaceae, Lauraceae,
Euphorbiaceae, Fabaceae e Salicaceae que, quando somadas, representavam 53%
das espécies encontradas. Este estudo incluiu todas as arvores com DAP (didmetro
a altura do peito) superior ou igual a 5 cm encontradas em uma area de 1ha, e
registrou 1.471 individuos, reunidos em 36 familias, 63 géneros e 100 espécies.

O PEMG possui areas em diferentes estagios de conservagao.
Aproximadamente 70% de todo o parque é composto por uma vegetagdo muito

conservada, conforme pode ser observado nas Figuras 2.3 e na 2.4, a seguir.

Figura 2.3 — Cobertura vegetal no Parque Estadual Mata dos Godoy, Londrina, PR

Rodovia

. Floresta conservada (70%)

Floresta alterada

Reflorestamento

Em outra area a vegetagdo é dada por reflorestamento. Ja outras
areas encontram-se em processo de regeneragdo e os individuos formam uma
cobertura vegetal heterogénea, ora apresentando grandes clareiras, com o substrato
coberto por capim coloniao (Panicum sp), ora apresentando o dossel mais fechado,
podendo-se observar regenerantes de varias espécies (CUNHA, 2006), conforme

demonstra a Figura 2.4.
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Figura 2.4 — Imagem aérea do Parque Estadual Mata dos Godoy, Londrina, PR

&003](‘ earth

visdao 583 km

Fonte: Google Earth (2012).

2.1.2 Parque Estadual Mata Sao Francisco

O Parque Estadual Mata Sao Francisco (PEMSF) (Figura 2.5) foi
criado a partir do decreto lei n°. 4.333 de 05.12.1994, sendo este, um remanescente
de floresta estacional semidecidual, de 832,58 hectares, com altitude de 676 metros,
situado entre os municipios de Cornélio Procépio e Santa Mariana, ao norte do
estado do Parana (23°18’111” S e 50°64’667” W) (CIPOLA; ZEQUI, 2011).

Esta area, que pertence a Bacia do Rio das Cinzas, foi, durante
anos, intensamente explorada com a retirada desordenada de madeira e palmito,
além de ter passado por diversas queimadas. Reflexo disso, esta area apresenta
alguns desequilibrios como o excesso de lianas e taquaras (TOME; VILHENA,
1996).
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Figura 2.5 — Mapa de localizagao do Parque Estadual Mata Sao Francisco entre os
municipios de Santa Mariana e Cornélio Procopio, Parana

w L

S Municipio de Santa
Mariana - PR

. Estadodo P

Brasil

Municipio de Cornélio
Procapio - PR

Fonte: Cipola e Zequi, (2011).

O clima é Subtropical (Cfa), seguindo a classificagdo de Kdppen. O
trimestre mais frio € o dos meses de junho, julho e agosto com média de 15°C a
17°C, enquanto o mais quente € o dos meses de dezembro, janeiro e fevereiro, com
valores de 26°C a 28°C. A maior média de precipitagdo ocorre no verao (dezembro —
fevereiro) atingindo 400 a 500 mm, e a menor no inverno (junho — agosto) com
meédia de 175 a 200 mm. A regido apresenta meédia anual de precipitagao entre 1200
e 1400 mm e a umidade relativa anual é de 70 a 75% (CIPOLA; ZEQUI, 2011). O
solo é classificado como Latossolo Vermelho Distroférrico e o local é circundado por
culturas agricolas (Figura 2.6) de soja (Glycine max (L.) Merr.), milho (Zea mays L.)
e trigo (Triticum spp. (L), e também pela espécie exdtica capim colonidao (Panicum

sp.) de acordo com Cipola e Zequi, 2011.



22

Figura 2.6 — Imagem aérea do Parque Estadual Mata Sao Francisco, Cornélio
Procépio, PR

Batadas imagens: 8/19

Fonte: Google Earth (2012).

2.2 FRAGMENTACAO AMBIENTAL

A fragmentagcédo de ambientes introduz uma série de mudancgas e de
novos fatores na histéria evolutiva de populagdes naturais de plantas e animais.
Essas mudangas afetam os parametros demograficos de mortalidade e natalidade
de diferentes espécies e, portanto, interferem na estrutura e na dindmica das
comunidades. No caso de espécies arbdreas, fatores como a alteracdo na
abundancia de polinizadores, dispersores, predadores e patdégenos, podem
modificar as taxas de estabelecimento de novas plantulas, ja que influenciam no
numero de sementes e na dispersao das mesmas (LAURANCE et al., 1997).

O grau de prejuizos causados pela fragmentagao ira depender de
uma série de atributos, classificados em espaciais e ecoldgicos. Entre os atributos
espaciais, temos o efeito de borda, que é especifico para cada caso e pode
acarretar uma série de disturbios ecolégicos como o aumento da temperatura e a
diminui¢cdo da umidade. Outros atributos importantes séo a area, a forma e a relagao
perimetro/area do fragmento, que estdo fortemente relacionados com o grau de
perturbacdo causado pelo efeito de borda. A conectividade entre os fragmentos, a

heterogeneidade de habitats e a paisagem ao qual o fragmento esta inserido
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também interferem e determinam se os danos serdo amenos ou intensos
(COLLINGE, 1996).

A justificativa para este interesse € a constatacdo de que grande
parte da biodiversidade se encontra localizada em pequenos fragmentos florestais,
pouco estudados e historicamente marginalizados pelas iniciativas conservacionistas
(GRADWOHL; GREENBERG, 1991). Porém, faltam dados a respeito de isolamento,
mudang¢as no tamanho populacional e reducdo da cobertura vegetal, que afetam a
manutencgéo de niveis de diversidade genética dentro de espécies, e de como esses
aspectos interferem em processos genéticos, como cruzamento, fluxo génico e

selecao, conforme salientam Young, Boyle e Brown (1996).

2.3 EFEITOS GENETICOS DA FRAGMENTACAO

Young e Boyle (2000) sintetizam os principais efeitos genéticos da
fragmentacgao florestal como sendo: a perda de diversidade genética por populagdes
e espécies, a mudancga na estrutura interpopulacional, deriva genética e o aumento
da endogamia. A deriva genética e endogamia resultam na diminuigdo do tamanho
efetivo populacional, tendo como uma das principais consequéncias a perda da
variabilidade genética e a redugao da heterozigosidade, respectivamente. A perda
de variabilidade genética resulta na diminuicdo da possibilidade das populag¢des
resistirem a mudangas ambientais, levando muitas espécies a atingirem uma
limitagdo evolutiva (BARRET; KOHN, 1991; HELDRICK; MILLER, 1992;
ELLSTRAND; ELAM, 1993; FRANKHAN, 1995).

Segundo Tabarelli e Gascon (2005), a fragmentacdo de habitats
representa o passo inicial para a modificacdo da paisagem natural, sendo que
grande parte da degradacao ecoldgica resulta de fatores como perda de habitat,
efeito de borda e uso de solo na matriz circundante. Tais fatos trazem, como
principais consequéncias, as alteracdes nas relagcdes entre as espécies, o colapso
da biomassa, diminuicdo da biodiversidade e a extingdo das espécies nao
adaptadas as novas condicoes do ambiente. Além disso, impede o fluxo génico,
restringe o tamanho efetivo populacional (TURNER, 1996; ALVAREZ-BUYLLA et al.,
1996; LAURANCE; BIERREGARD, 1997), propicia a reprodugdo entre individuos
aparentados, ou entre menor numero de individuos e colonizacdo de espécies
exoticas (ELLSTRAND; ELAM, 1993).
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A variabilidade genética é a “matéria-prima” que possibilita as
mudancas evolutivas de uma espécie (MAMURIS; SFOUGARIS e STAMATIS, 2001;
PITHER; SHORE e KELLMAN, 2003). Populagbes com pouca variabilidade genética
podem ser incapazes de responder as mudangas ambientais (JONES; GLIDDON e
GOOD, 2001; MATOCQ; VILLABLANCA, 2001) que resulta em baixo potencial
evolutivo provocando a reducdo do fitness (adaptabilidade) da espécie (BOUZAT,
2001; MATOCQ; VILLABLANCA, 2001).

Porém, baixa diversidade genética nem sempre implica em risco de
extincdo, e tal condicdo pode nao ter sido causada por acdo antropica. Muitos
endemismos, por exemplo, podem ser explicados por refugios de glaciagdes
(FUTUYMA, 1997). Muitas espécies parecem “conviver’ com a baixa variabilidade
genética ou com populagdes reduzidas de distribuicdo muito restrita (COATES;
ATKINS, 2001; FLEISHMAN et al., 2001), desde que as condicbes do ambiente se
mantenham constantes.

Amos e Balmford (2001) afirmam que perdas de variabilidade
genética de até 25% em populagdes florestais ndo afetam a capacidade destas em
manter o processo evolutivo e, consequentemente, a capacidade de adaptacao as
alteragbes ambientais.

Independente do padrao de diversidade genética de cada espécie, a
manutencgédo da variabilidade genética é considerada essencial para a preservagao
do potencial evolutivo das espécies e para sua sobrevivéncia em longo prazo
(TANSLEY; BROWN, 2000), assim como para a aplicacao de técnicas de manejo
nas florestas e estabelecimento de agbes de conservacéo in situ (KAGEYAMA;
GANDARA, 1993).

Em populagbes naturais, a variabilidade genética pode ser tanto
perdida quanto acrescida por processos naturais. Os processos que podem
introduzir variabilidade continuamente nas populacdes sdo basicamente dois:
mutacéo e fluxo génico, e esta variabilidade pode ser perdida por deriva genética e
selecéo natural (COLE, 2003).

A perda da variabilidade genética pela fragmentagcao de habitats
pode ocorrer devido a redu¢cdo do tamanho populacional criando, assim, gargalos
genéticos, nos quais individuos remanescentes participam apenas com uma
pequena parcela da amostra do conjunto génico original para a formagédo de novas

populagdes. Caso a populagdo que teve seu tamanho reduzido permaneca isolada
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por muitas geracdes, podera haver ainda perda continua de alelos devido a
ocorréncia de deriva genética (BARRET; KOHN, 1991; CHARLESWORTH,;
CHARLESWORTH, 1987).

O aumento da utilizagado dos recursos florestais, em face da perda
gradual da diversidade biolégica (KAGEYAMA, 1987), confere grande importancia
ao estudo da variabilidade genética em florestas naturais. O estudo em areas
nativas € essencial para que se tenha compreensao destas complexas relagbes do
comportamento ecolégico dos seres no ecossistema. A regeneragdo das espécies
tropicais da-se através da chuva de sementes (sementes dispersadas
recentemente), através do banco de sementes do solo (sementes dormentes no
solo), através do banco de plantulas (pléntulas estabelecidas no ch&o da floresta), e
através da formagao de bosque (emissao rapida de brotos e/ou raizes provenientes
de individuos danificados) (GARWOOD, 1989). A recolonizagao, pela vegetacgao, de
um ambiente perturbado ocorre principalmente através dos bancos de sementes no
solo, mantendo este um papel fundamental no equilibrio dindmico da floresta
(SCHMITZ, 1992). O banco de sementes no solo refere-se a todas as sementes
viaveis no solo ou associadas a serapilheira para uma determinada area num dado
momento. E um sistema dinamico com entrada de sementes através da chuva de
sementes e dispersdo, podendo ser transitorio, com sementes que germinam dentro
de um ano apds o inicio da dispersdo, ou persistente, com sementes que
permanecem no solo por mais de um ano (CALDATO et al., 1996). Esta persisténcia
personifica segundo Simpson; Leck e Parker (1989), uma reserva do potencial
genético acumulado.

Dessa forma, a conservagcéo e o manejo da biodiversidade mesmo
em areas protegidas, constituem-se em um desafio complexo que requer o
conhecimento basico sobre a distribuicdo e riqueza de espécies, a biologia

reprodutiva e a estrutura genética de suas populagdes (ZUCCHI, 2002).

2.4 ACTINOSTEMON CONCOLOR (SPRENG.) MULL. ARG. (EUPHORBIACEAE)

Apesar da importancia ecologica das espécies vegetais nesses
fragmentos as informagdes, quando disponiveis, sdo em sua maioria referentes a
morfologia. Sendo assim, pouco se sabe da biologia reprodutiva ou dos

polinizadores ligados a elas e até das relagdes ecoldgicas estabelecidas com outras
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espécies. Isto reforca a necessidade de mais estudos, visando preencher tais
lacunas de conhecimento.

A espécie Actinostemon concolor € conhecida popularmente como
laranjeira do mato. Esta espécie € considerada uma arvore de folhas simples,
alternas, lisas e brilhantes, apresentando glandulas no limbo foliar, préximas a base,
ocorrendo principalmente em &reas de sub-bosque (Figura 2.7). E uma planta
escidfita e seletiva higréfita que ocorre preferencialmente no interior das florestas
pouco alteradas, situadas em solos Uumidos, no inicio das encostas e em solos
rochosos do alto das encostas (REITZ, 1988).

Figura 2.7 — Ramo de um individuo de Actnostemon concolor

Fonte: http://www.ib.usp.br/labtrop/guiamatinha/pagina%20plantas/Actinostemon_
pagina/actinostemon_concolor.html

A espécie A. concolor, floresce de agosto a setembro e frutifica de
setembro até novembro (PERINA, 2011) (Figura 2.8). Segundo Yamamoto,
Kinoshita e Martins (2007), a espécie nao apresenta especificidade de polinizagao,
sendo polinizada por pequenos insetos, como vespas, abelhas, moscas, borboletas,
mariposas e besouros, que visitam flores morfologicamente pouco especializadas.
Quanto a dispersdao dos frutos, estes mesmos autores, sugerem que eles sao
dispersos principalmente por animais (zoocoria). Entretanto, outros autores sugerem
que a dispersao ocorre por autocoria (SILVA; RODAL, 2009; PERINA, 2011).
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Figura 2.8 — Ramo de um individuo de Actnostemon concolor evidenciando sua
inflorescéncia

Fonte: http://www.ib.usp.br/labtrop/guiamatinha/pagina%20plantas/Actinostemon_
pagina/actinostemon_concolor_flores.html

2.5 MARCADORES MOLECULARES

Por marcador molecular define-se todo e qualquer fendtipo
molecular oriundo de um gene expresso ou de um segmento especifico do DNA
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1995). Neste sentido, as técnicas de biologia
molecular permitem observar o polimorfismo diretamente no DNA. Os marcadores
moleculares abriram novas perspectivas para as pesquisas de biologia populacional
e de conservacao de espécies, e tém sido largamente utilizados no monitoramento
da variabilidade genética (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Existem muitas maneiras de acessar a estrutura genética de
populagdes e verificar o grau de variabilidade existente em uma determinada
espécie. Historicamente, até meados da década de 60, os marcadores utilizados em
estudos de genética e melhoramento eram controlados por genes associados a
caracteres morfolégicos. A disponibilidade de marcadores morfolégicos era
essencialmente restrita as poucas espécies de plantas utilizadas como sistemas
modelos para o estudo de genética (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).
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Com a introducédo da técnica de eletroforese de isoenzimas, ainda
na década de 60, iniciou-se a era dos marcadores moleculares ampliando, assim, o
numero de marcadores que poderiam ser utilizados. Com a aplicabilidade dessa
técnica os estudos passaram a incluir, potencialmente, todas as espécies de plantas
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1995).

Com os avangos na biologia molecular, surgiram diversas técnicas
para deteccdo de variabilidade genética diretamente na sequéncia de DNA, ou seja,
para a deteccdo de polimorfismo genético. Estas técnicas permitem a obtencéo de
um numero virtualmente ilimitado de marcadores moleculares cobrindo todo o
genoma do organismo. Os marcadores moleculares referem-se a diferengas
observadas entre individuos nas suas sequéncias de nucleotideos ao longo da fita
de DNA e podem ser classificados como dominantes e co-dominantes. Em termos
gerais, informagbes sobre a variabilidade genética existente entre e dentro de
populagdes sao fundamentais para se fazer inferéncias sobre diversos processos
envolvidos na manutencédo de diversidade, tais como: endogamia, deriva genética,
fluxo génico e selegdo natural. A obtengdo de dados a partir de marcadores
moleculares baseados em polimorfismos de DNA tem se tornado uma forma
eficiente de gerar informagdes para um grande numero de individuos, populacdes e
espeécies (CIAMPI, 1999).

Os marcadores de DNA mais utilizados em estudos genéticos de
plantas sdo: Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD), Restriction Fragment
Lenght Polymorphism (RFLP), Amplified Fragment Lenght Polymorphism (AFLP) e
microssatélites ou sequéncias simples repetidas (SSR), de acordo com Ferreira e
Grattapaglia (1998). Outros marcadores também s&o utilizados com bons resultados
no estudo genético de plantas, como por exemplo, os SNPs (Single Nucleotide
Polymorphism — Polimorfismos de Base Unica), que se caracterizam por mutacdes
pontuais. A priori, os SNPs, podem ser bi, tri ou tetra alélicos, ou seja, possuirem
duas, trés ou quatro formas diferentes, porém, os dois ultimos tipos sao
extremamente raros. As variagdes mais frequentes sao substituicdes entre bases
nitrogenadas de mesma caracteristica estrutural (A/G ou G/A e C/T ou T/C), que sao
chamadas de transi¢cdes. As outras substituicdes sdo conhecidas com transversoes
(GALVES, 2006).

Estes marcadores podem diferir, entre si, com respeito a

caracteristicas, tais como: abundancia genémica, nivel de polimorfismo detectado,
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informacdo genética, especificidade dos loci, reprodutibilidade, requerimentos

técnicos e investimentos financeiros (BUSO et al., 2003).

2.5.1 Marcadores AFLP

Os marcadores de AFLP (“Amplified Fragment Length
Polymorphism”) ou polimorfismo de comprimento de fragmentos amplificados
representam uma tecnologia para a obtengdo de um grande numero de marcadores
moleculares distribuidos ao longo dos genomas de procariotos e eucariotos. A
técnica de AFLP combina a especificidade, resolucdo e poder de amostragem da
digestdo com enzimas de restricdo com a velocidade e praticidade de detec¢do dos
polimorfismos via PCR (Polymerase Chain Reaction) (FERREIRA; GRATTAPAGLIA,
1998), revelando locos dispersos pelo genoma sem exigéncia de conhecimento
prévio das sequéncias-alvo ou de uso de sondas para hibridizagao (LOPES et al.,
2002).

A técnica de AFLP consiste essencialmente em quatro etapas (VOS
et al., 1995):

1a Etapa: Clivagem do DNA genémico

Nesta etapa, sdo utilizadas duas enzimas de restricdo, uma de corte
raro que reconhece e corta seis pares de bases (ex. EcoRIl) e uma de corte
frequente que reconhece apenas quatro pares de bases (ex. Msel). Dessa forma,
varios cortes s&do feitos ao longo do genoma, podendo gerar trés tipos de
fragmentos: fragmentos grandes, resultantes do corte com a enzima de corte raro;
fragmentos pequenos, originados pelo corte com a enzima de corte frequente e
fragmentos de tamanho intermediario resultado da combinacdo da enzima de corte

raro e frequente.

22 Etapa: Ligagao de adaptadores

Na segunda etapa, adaptadores especificos serao ligados as
extremidades clivadas, uma vez que, sdo complementares as extremidades
resultantes da clivagem pelas enzimas de restricdo. Estes adaptadores possuem de
vinte a trinta pares de bases, e as sequéncias sado diferentes para cada adaptador.

Depois desse passo, um grande numero de fragmentos podera ser amplificado via
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PCR. Entretanto, o numero de fragmentos adquiridos nesta etapa € muito grande,
sendo dificil a resolugcao de fragmentos individuais, mesmo em gel de alta resolugao.
Assim, apos a ligagcdo dos adaptadores € feita uma diluigdo de 10 a 20 vezes de

acordo com o material estudado.

3a Etapa: Pré-seletivo

Na terceira etapa € realizada uma amplificacdo pré-seletiva dos
fragmentos usando primers complementares aos adaptadores inseridos, com mais
um nucleotideo seletivo adicional na extremidade 3’, que se pareia com o primeiro
nucleotideo localizado logo apds o sitio original de restricdo para uma selecao
branda. Nesta etapa, apenas fragmentos ligados aos adaptadores que contenham

esta base adicional serdo amplificados, limitando assim o numero de fragmentos.

42 Etapa: Seletivo

Nesta etapa é feita uma nova selegdo dos fragmentos que seréo
amplificados via PCR, através da utilizagdo de primers que contenham dois ou mais
nucleotides seletivos, desta forma, restringindo ainda mais o numero de fragmentos
amplificados, e assim, tornando possivel a resolugao e visualizagdo de marcadores
individuais. Os fragmentos amplificados sdo separados em eletroforese de gel de

poliacrilamida para posterior analise.

O esquema simplificado das etapas da técnica de AFLP pode ser

visualizado na Figura 2.9, a seguir:
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Figura2.9 - Esquema simplificado das etapas da técnica de AFLP

DNA Total
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Fonte: Adaptado de Chial (2008).

Uma das principais vantagens dos marcadores AFLP é o fato de néo
ser necessario o conhecimento do genoma da espécie a ser estudada. A técnica de
AFLP é muito eficiente na amostragem ampla e simultdnea de um genoma. Entre
todos os marcadores disponiveis, o AFLP é o que fornece o maior numero de
fragmentos em uma uUnica analise, além do grande poder de deteccdo de
variabilidade genética, que explora simultaneamente o polimorfismo de presenca e
auséncia de sitios de restricdo, tal como no RFLP, e a ocorréncia ou nado de
amplificagdo a partir de sequéncias arbitrarias, tal como no RAPD (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1995; VOS et al.,, 1995). A maior robustez do AFLP, quando
comparado ao RAPD, se deve ao fato de que na técnica de AFLP utiliza-se primers
mais longos nas etapas de PCR, aumentando significativamente a especificidade da
amplificacdo e, assim, evitando a competicdo que ocorre durante a PCR na técnica
de RAPD (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1995; VOS et al., 1995).

Por ser um marcador dominante, assim como o RAPD, esta técnica
apresenta um baixo conteudo de informagdo por locus (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1995; VOS et al., 1995), no entanto ela é simples e relativamente
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barata. Por isto, € amplamente utilizada em diversos estudos biogeograficos e de
diversidade genética (SOUZA, 2006).
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3 ARTIGO

DIVERSIDADE E ESTRUTURA GENETICA EM Actnostemon concolor
(SPRENG.) MULL. ARG. (EUPHORBIACEAE) EM REMANECENTES
FLORESTAIS DO NORTE DO PARANA, POR MARCADORES AFLP

3.1 RESUMO E ABSTRACT

Resumo: A Floresta Atlantica foi uma das maiores florestas tropicais do mundo, mas
atualmente restam apenas 12% dessa cobertura, devido a sua exploragcdo e
ocupacao a partir do século XVI. Resultado disso foi a fragmentagao de habitats que
além de produzir mudangas drasticas em relagdo a vegetacdo, pode tornar os
habitats fragmentados nao sustentaveis. Actinostemon concolor (Spreng.) Mull. Arg.
(Euphorbiaceae) € uma espécie arborea comumente encontrada em florestas
estacionais semideciduais. Sob o ponto de vista ecolégico pode ser considerada
uma espécie importante na recomposi¢cdo de florestas heterogéneas degradadas,
uma vez que tem alta densidade em diversos fragmentos. Nesta pesquisa foram
utilizados marcadores AFLP para investigar a estrutura genética de duas populagdes
de A. concolor. O estudo foi realizado com 104 individuos, adultos e jovens, dos
Parques Estaduais Mata dos Godoy e Mata Sao Francisco, utilizando seis pares de
primers seletivos, os quais geraram 158 marcadores. A porcentagem de locos
polimoérficos nos dois parques ficou proxima a 88%. O valor do coeficiente de
variagcao foi de 11%, apresentando boa confiabilidade. A analise de agrupamento
PCoA demonstrou a formagao de dois grupos. Esses resultados foram confirmados
pela analise Bayesiana (K=2). Entretanto, o valor de diferenciagdo genética entre os
dois parques (Fst = 4,72) é considerado baixo. Esses dados sugerem que a
fragmentagao pode néo ter ou estar afetando a diversidade genética dessa espécie,
sendo que a estruturacdo dessas populacdes poderia existir antes mesmo da
fragmentacao, devido a curta distancia geografica que as separa, e também pela
possibilidade de estar ocorrendo fluxo génico entre elas, devido aos “trampolins
ecoldgicos” existentes entre os parques. Os niveis de conservagao genética foram
considerados satisfatorios e representam informagdes valiosas para a espécie. Este
conhecimento é importante ndo sé para estudos mais amplos de populagdes de A.
concolor em areas degradadas, mas também, para avaliar os niveis de degradagao
genética em outras areas, contribuindo como fonte de variabilidade genética para
recuperacao dessas areas.

Palavras-chave: AFLP. Conservacéo. Areas degradadas. Marcadores moleculares.
Variabilidade genética.
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Abstract: The Atlantic Rainforest was one of the largest rainforests in the world.
However, with the beginning of colonization of Brazil in the sixteenth century, this
biome began to be modified due to its occupation and exploitation. This type of
degradation has lasted for centuries, and today only 12% of the original area
remains. Actinostemon concolor (Spreng.) Mull. Arg. (Euphorbiaceae) is a tree
species commonly found in seasonal semideciduous forests and from the ecological
stand point, can be considered an important species for restoration of degraded
heterogenous forests. In this study AFLP markers were used to investigate the
genetic structure of two populations of A. concolor. The study was conducted with
104 individuals, young and adults, from Mata dos Godoy State Park (PEMG) and
Mata Sao Francisco State Park (PEMSF), using six pairs of selective primers, which
generated 158 markers. The coefficient of variation was 11%, demonstrating good
reliability of the amplified markers.The percentage of polymorphic loci from both
parks was close to 88%. Principal Coordinates Analysis (PCoA) showed the
formation of two groups. These results were confirmed by Bayesian analysis, which
revealed the presence of two clusters (K = 2). However, value of genetic
differentiation between the groups PEMG and PEMSF (FST = 4.72) is considered
low. These results suggest that fragmentation may not had or be affecting the genetic
diversity of this species, since the structure of these populations might already have
existed even before fragmentation, due to the short geographic distance that
separates them, and may still be occurring gene flow between these forest fragments
because of smaller forest fragmentes between these parks that act as "Stepping
Stones" for the gene flow. The genetic conservation levels were considered
satisfactory and represent valuable information for the species. This knowledge is
important not only for further studies with populations of A. concolor in degraded
areas, but also to assess levels of genetic deterioration in other areas, and contribute
as a source of genetic variability for the recovery of degraded areas.

Keywords: AFLP. Conservation. Degraded area. Genetic variability. Molecular
markers.

3.2 INTRODUCAO

A Floresta Atlantica foi uma das maiores florestas tropicais
existentes no mundo. Inicialmente, abrangia uma area em torno de 150 milhdes de
hectares e se apresentava em condigdes ambientais altamente heterogéneas
(RIBEIRO et al., 2009).

Historicamente foi a primeira floresta brasileira a receber iniciativas
de ocupacao pelos colonizadores. Desde entdo, varios ciclos econbémicos se
desenvolveram em seu dominio. Os resultado decorrente de todos esses ciclos foi a
perda de grande parte dessas florestas restando, atualmente, cerca de 12% do total
da cobertura original, que se encontram isoladas em fragmentos (SOS Mata
Atlantica,INPE, 2008; RIBEIRO et al., 2009).
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A fragmentacdo de ambientes introduz mudangas na histéria
evolutiva de populagcdes naturais de plantas e animais, modificacbes essas, que
afetam os parametros demograficos de mortalidade e natalidade de diferentes
espécies e, portanto, interferem na estrutura e na dindmica de ecossistemas. No
caso de espécies arbodreas, fatores como a alteracdo na abundancia de
polinizadores, dispersores, predadores e patdgenos, podem modificar as taxas de
estabelecimento de novas plantulas, ja que influenciam no numero de sementes e
na dispersdo das mesmas (LAURANCE et al., 1997). Neste contexto, os
remanescentes biolégicos protegidos por lei com a finalidade de preservagao
ambiental sdo imprescindiveis para salvaguardar a biodiversidade ainda existente.

No norte do Parana destacam-se dois importantes remanescentes
biolégicos de Floresta Atlantica: o Parque Estadual Mata dos Godoy (PEMG) e o
Parque Estadual Mata Sao Francisco (PEMSF). Apesar de ambos os parques,
atualmente, serem circundados em quase toda a sua extensao por areas agricolas,
estes tem histéricos de conservacao bastante diferentes. O PEMG é uma area que
estava sendo protegida e estudada mesmo antes de se tornar, legalmente, um
parque, ou seja, € uma area que sofreu muito menos com as agdes antropicas do
que o PEMSF, que até a pouco tempo, era marcado por extragdo de madeiras e de
outros elementos naturais.

Dessa forma, a conservagcdo e o manejo da biodiversidade mesmo
em areas protegidas, constituem-se em um desafio complexo que requer o
conhecimento basico sobre a distribuigdo e abundancia no numero de espécies, sua
biologia reprodutiva e a estrutura genética de suas populag¢des (ZUCCHI, 2002).

A espécie Actinostemon concolor, conhecida popularmente como
laranjeira do mato, € uma espécie arbérea que ocorre, principalmente, em areas de
sub-bosque e floresce no periodo de agosto a janeiro. E uma planta escidfita e
seletiva higrofita que ocorre preferencialmente no interior das florestas primarias
situadas em solos umidos, no inicio das encostas e em solos rochosos do alto das
encostas (REITZ, 1988). Segundo Yamamoto e colaboradores (2007), essa espécie
€ polinizada por pequenos insetos, como vespas, abelhas, moscas, borboletas,
mariposas e besouros, que visitam flores morfologicamente pouco especializadas.
Os frutos sdo dispersos predominantemente por autocoria (PERINA, 2011), no
entanto, isto ndo impossibilita uma dispersdo secundaria realizada por animais
(SILVA; RODAL, 2009).
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Portanto, esta pesquisa tem como principal objetivo investigar,
utilizando a técnica de marcadores AFLP, a diversidade e estrutura genética de A.
concolor comparando individuos jovens e adultos, presentes nos remanescentes
bioldégicos do Parque Estadual Mata dos Godoy e do Parque Estadual Mata Sao
Francisco, situados no norte do estado do Parana. Hoje, estas areas sao protegidas
e importantes para a conservagdo, embora possuam histéricos de intervencdes
antropicas diferentes. Os resultados da pesquisa tém como intuito contribuir para o
estabelecimento de estratégias mais eficientes, a serem empregadas em projetos de
conservagao e de recuperagao da biodiversidade em areas degradadas e, assim,

garantir a manutencao da diversidade da espécie.

3.3 MATERIAIS E METODOS

Define-se por marcador molecular todo e qualquer fendtipo
molecular oriundo de um gene expresso ou de um segmento especifico do DNA. As
técnicas de biologia molecular permitem observar o polimorfismo diretamente no
DNA. Os marcadores moleculares abriram novas perspectivas para as pesquisas de
biologia populacional e de conservacdao de espécies, e tém sido largamente
utilizados no monitoramento da variabilidade genética de acordo com Ferreira e
Grattapaglia (1995, 1998).

Os avangos da biologia molecular trouxeram diversas técnicas para
detecgao de variabilidade genética, diretamente na sequéncia de DNA, e melhor
entendimento sobre o polimorfismo genético. Estas técnicas permitem a obtencéao de
um numero virtualmente ilimitado de marcadores moleculares cobrindo todo o
genoma do organismo. Os marcadores moleculares referem-se a diferengas
observadas entre individuos nas suas sequéncias de nucleotideos ao longo da fita
de DNA e podem ser classificados como dominantes e co-dominantes. Em termos
gerais, as informagdes sobre a variabilidade genética, existente entre e dentro de
populacdes, sao fundamentais para se inferir sobre diversos processos envolvidos
na manutencao de diversidade, tais como: endogamia, deriva genética, fluxo génico
e selecdo natural. A obtencdo de dados a partir de marcadores moleculares
baseados em polimorfismos de DNA tem se tornado uma forma eficiente de gerar
informagdes para um grande numero de individuos, populagdes e espécies (CIAMPI,
1999).
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3.3.1 Amostragem

Amostras de folhas de 104 individuos de A. concolor foram
coletadas aleatoriamente dentro do perimetro do PEMG e PEMSF (Figura 3.1),
mantendo uma distadncia minima de 10 m entre espécimes visando diminuir o risco
de coletar individuos aparentados (Tabela 3.1). As amostras foram armazenadas em

silica para posterior extracido do DNA.
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Localizagcdo do Parque Estadual Mata dos Godoy (PEMG), Londrina-

Figura 3.1 —
PR, e do Parque Estadual Mata Sao Francisco (PEMSF), Cornélio
Procépio-PR
PEMG Dis“‘!“cig PEMSF
680 ha aproximada —_—
70 Km
23°23'30"S 23°18’11”’S
51°11'05"W 50°64°67"W
Tabela 3.1 — Numero de Individuos de Actnostemon concolor coletados para
analises genéticas
Espécie Estagio/Local N Amostral Coordgnadas Tamanho aproximado
Geograficas do Fragmento
Adultos/PEMG 27
54 23°23'30"S e 51°11'05"W 680 ha
Jovens/PEMG 27
A. concolor Adultos/PEMSF 26 23°18'111"S
ultos ' " e
50 832 ha
Jovens/PEMSF 24 50°64'667"W
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3.3.2 Extracdo e Quantificacédo do Material Coletado

As extragbes de DNA de cada individuo foram realizadas segundo
protocolo CTAB de Doyle e Doyle (1987). As concentragdes de DNA foram
estimadas por meio de gel de agarose 1%, utilizando-se como padrao lambda DNA

(Promega).

3.3.3 Reacao de AFLP

Os marcadores moleculares AFLP foram utilizados para determinar
a variabilidade genética seguindo o protocolo adaptado por Vos et al. (1995).

O DNA gendmico foi digerido com as enzimas de restricdo EcoRlI e
Msel, em uma reagao contendo DNA (concentragcdo de aproximadamente 700ng),
17,25 pL de HO Milli-Q, 5,0 yL de Tampao Mse 10X, 0,5 yL da enzima Msel (5
unidades) e 0,25 pL da enzima EcoRIl (5 unidades). A reacdo de digestdo foi
colocada em estufa a uma temperatura constante de 37°C por 17 horas.

Posteriormente, os fragmentos gerados foram ligados as sequéncias
adaptadoras especificas, complementares as extremidades clivadas pelas duas
enzimas.

As sequéncias de adaptadores utilizadas para a ligagdo nas pontas
cortadas foram: Primers Adaptadores EcoRl: 5'CTCGTAGACTGCGTACC3" /
5’ AATTGGTACGCAGTCTAC3’ e Primers Adaptadores Msel:
5" GACGATGAGTCCTGAG3 / 5 TACTCAGGACTCATS".

Em cada amostra apos a digestédo, foram acrescentados 4,8 pL de
H,O Milli-Q, 1,0 yL do adaptador EcoRI (5 mM), 1,0 uL do adaptador Msel (50 mM),
1,0 uL de tampao T4 DNA ligase, 0,2 puL da enzima T4 DNA ligase, 0,5 uL de BSA
1ng/ml, 1,0 yL NaCl 0,5 M e 0,5 pL de DTT. As amostras foram incubadas em
termociclador em um ciclo de 3 horas a 37°C, 30 min a 17°C, 10 min a 70°C e 10
min a 4°C. Apds esta etapa, as amostras foram visualizadas em gel de agarose
1,0% para avaliar se ocorreu a digestao e ligagdo com os adaptadores.

Em 25 uL de restrigdo-ligagao (clivado e ligado aos adaptadores) foi
adicionado 75 uL de H,O Milli-Q. Para a reacédo de pré-selec¢ao, foram adicionados
1,92 uL de H,O Milli-Q, 4,5 pL de Green Taq Master Mix (Promega), 0,58 uL de
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Primer Pré-seletivo e 3,0 yL de produto da restricao-ligacédo. A pré-selecao foi
realizada com iniciadores contendo uma base seletiva, Eco-A /Msel-C.

A pré-amplificacdo foi realizada de acordo com a seguinte
programagao: um ciclo 72°C por 2 min, vinte ciclos de 90°C por 1 seg, 56°C por 30
seg e 72°C por 2 min e um ciclo final de 60°C por 30 min. Os produtos da pré-
amplificacdo foram diluidos seis vezes e armazenados a - 20°C.

Os produtos da PCR de pré-amplificacao seletiva foram utilizados
como moldes na segunda reagao, denominada amplificagdo seletiva, na qual foram
utilizados iniciadores com dois e trés nucleotideos seletivos adicionados a
extremidade 3’ dos iniciadores. Na amplificacdo seletiva, foi adicinonado 0,54 pL do
primer seletivo EcoRlI, 0,54 pL do primer seletivo Msel, 3,5 uL de Green Taq Master
Mix (Promega), 2,0 pyl DNA pré-amplificado e 3,42 pL de H,O Milli-Q. Para a
amplificagéo foi utilizado o seguinte programa: um ciclo 94°C por 2 min, 65°C por 30
seg e 72°C por 2 min; oito ciclos de 94°C por 1 seg, 64°C por 30 seg e 72°C por 2
min; vinte e trés ciclos de 94°C por 1 seg, 56°C por 30 seg e 72°C por 2 min e um
ciclo final de 60°C por 30 min.

As combinagdes de primers utilizados, com um total de seis primers,
estdo descritas na Tabela 3.2. Os produtos da amplificacdo foram separados em gel

de poliacrilaminada a 7% e corados com nitrato de prata.

Tabela 3.2 — Primers Eco e Mse utilizados na amplificagdo seletiva de Actnostemon

concolor

Combinacéao Primer Eco Primer Mse
1 A-CG C-AA

2 A-CG C-AG

3 A-CG C-TC

4 A-GC C-AA

5 A-GC C-ATA

6 A-GC C-TC
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3.3.4 Analise Estatistica

Os géis foram analisados visualmente e os marcadores obtidos,
através das seis combinagdes de primers, foram assim identificados: para presenca
de bandas (1) ou auséncia (0). Sendo que estes dados foram importados para
diversos softwares para analise. O software DBOOT v 1.1 (COELHO, 2001a) foi
aplicado nos dados para verificar o coeficiente de variagdo (CV) para o numero de
marcadores amplificados, gerando um parametro para determinar a confiabilidade
nos resultados das analises estatisticas. A porcentagem de locos polimorficos (P%),
a diversidade génica de Nei (1978) (Hs), o indice de Shannon-Wiener (I) foram
calculadas para as quatro populagdes (Jovens e Adultos dos dois parques)
utilizando o programa POPGENE versao 1.32 (YEH et al., 2000).

Para avaliar a distribuicdo da variagdo genética dentro e entre
populagdes, bem como o indice Fst foi usada a analise de variancia molecular
(AMOVA), com o software Arlequin v. 3.11 (EXCOFFIER et al., 2005). Analise da
Coordenada Principal baseada nas distancias genéticas de Nei (1978) foi realizada
com o uso do software FAMD (SCHUTER; HARRIS, 2006). A matriz de distancia
para a espécie foi calculada com o software POPGENE versédo 1.32 (YEH et al.,
2000), sendo o dendrograma construido com o emprego do meétodo UPGMA,
baseado na distancia genética de Nei (1978), (modificado de NEIGHBOR,
procedimento de PHYLIP versédo 3.5 (FELSENSTEIN, 1993).

O método “bootstrap” foi aplicado para avaliar o grau de confianga
do dendrograma, usando o software BOOD, versdo 3.0 (COELHO, 2001b). Outra
metodologia baseada no método de agrupamento Bayesiano foi usada, para verificar
se o numero de agrupamentos formados pelas subpopulagdes (K) é o mais
apropriado para interpretacdo dos dados, sem informagao prévia do numero de
locais em que cada individuo foi amostrado. Esta analise foi feita através do software
STRUCTURE (PRITCHARD; STEPHANS; DONNELLY, 2000).
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3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho foram utilizadas seis combinacdes de primers
seletivos em A. concolor para os 104 individuos provenientes dos dois Parques
Estaduais localizados na regido norte do estado do Parand, Brasil. As combinagdes
renderam um total de 158 marcadores, com numeros variaveis de marcadores por

combinacgao de primers, conforme mostrado na Tabela 3.3.

Tabela 3.3 — Numero de marcadores obtidos para cada combinacdo de Primers Eco
e Mse utilizados para Actnostemon concolor

Combinacao Primer Eco Primer Mse Numero de
Marcadores

1 A-CG C-AA 32

2 A-CG C-AG 30

3 A-CG C-TC 25

4 A-GC C-AA 23

5 A-GC C-ATA 29

6 A-GC C-T1C 19

Média 26,33

Total 158

O coeficiente de variagao (CV) obtido foi de 11%. Segundo Sebbenn
et al., (1998), o valor considerado 6timo para o CV é préximo a 7%, sendo que um
valor acima disso poderia indicar a necessidade de inclusdo de novas combinagdes
para se obter um maior numero de marcadores e consequentemente uma maior
confiabilidade dos dados. Entretanto, o CV encontrando neste trabalho, mesmo
sendo de 11%, demonstra boa confiabilidade, uma vez que a curva do grafico atingiu

uma estabilidade, assegurando a qualidade dos dados na Figura 3.2, a seqguir.
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Figura 3.2 — Grafico do Coeficiente de Variagao (CV) para 158 marcadores AFLP
em individuos de Actnostemon concolor
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O tamanho dos fragmentos amplificados variou, em média, entre 100
a 700 pb. A Figura 3.3 ilustra o padrdao de marcadores AFLP obtido com a

combinagao de primers EcoRI-ACG/Msel-CAG em individuos de A. concolor.

Figura 3.3 — Padréo eletroforético de marcadores AFLP para a espécie de
Actnostemon concolor
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A porcentagem de locos polimorficos (P%) para os individuos de A.
concolor do PEMG foi de 87,34 enquanto para os do PEMSF foi de 88,61. Este
indice permite estimar a frequéncia dos alelos na populagao, e tem sido utilizado em
alguns trabalhos com populagdes naturais, e estimar a diversidade genética
intrapopulacional (ALEXANDER; LISTON; POPOVICH, 2004; XIA et al., 2007). Em
um trabalho com Euterpe edulis, realizado por Cardoso et al., (2000), observou-se
uma propor¢cao de cerca de 92% de locos polimoérficos ao se analisar cinco
combinacdes de primers AFLP. Em outro trabalho realizado com as espécies
arboreas Hura crepitans e Samanea saman em fragmentos da Venezuela, foram
encontrados resultados muito semelhantes (91,7% e 90,9% respectivamente), sendo
que estes niveis foram considerados elevados (NASSAR; GARCIA-RIVAS;
GONZALEZ-CARCACIA, 2011). A porcentagem de locos polimérficos para A.
concolor (88%), foi maior que a encontrada por Tambarussi et al. (2008), estudando
Piptadenia gonoacantha (74,74%) e € muito semelhante a encontrada por Brandao
(2008), para a espécie Myrcia splendens (89,7%) em um sistema corredor-fragmento
semidecidual no sul de Minas Gerais. Os valores encontrados neste trabalho
indicam que A. concolor apresenta niveis considerados altos de variacédo genética.
Cavalli e Winge (2003), explica que o polimorfismo mostrado pelas analises com o
marcador AFLP é resultante de diversos tipos de mutagcdes que levam a perda ou
ganho de um local de restrigdo reconhecido pelas enzimas utilizadas na digestao, ou
pela alteracao da sequéncia reconhecida pelos nucleotideos dos iniciadores.

Para determinacdo da diversidade genética, foram utilizados o indice
de Shannon (l), indice de Diversidade Génica (Hs) (Nei, 1978) e a Diversidade
Genética Total (Hr). Os indices de diversidade genética apresentam a diversidade
contida dentro de cada populagao, sendo que este parametro pode ser influenciado
pelo tamanho efetivo das populagbes, cuja redugcdo poderia igualmente reduzir
esses indices (PIRY et al., 1999). A Hs variou de 0,2072 para os individuos jovens
do PEMSF a 0,2185 para os individuos adultos do PEMG. A Hy foi de 0,2308,
enquanto o | foi de 0,3583 e 0,3675 para o PEMSF e PEMG, respectivamente
(Tabela 3.4).
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Tabela 3.4 — Porcentagem de locos polimérficos (P%), diversidade génica dentro de
populagdes (Hs), indice de Shannon () e diversidade genética total
(Ht) para individuos de Actinostemon concolor provenientes do Parque
Estadual Mata dos Godoy (PEMG), Londrina, PR e Parque Estadual
Mata Sao Francisco (PEMSF), Cornélio Procépio, PR, baseado em
marcadores de AFLP

Populacao P% Hs I
Adultos PEMG 81,65 0,2185 0,3468
Jovens PEMG 82,91 0,2146 0,3397
TOTAL PEMG 87,34 0,231 0,3675
Adultos PEMSF 81,65 0,2089 0,3337
Jovens PEMSF 81,65 0,2072 0,3327
TOTAL PEMSF 88,61 0,2228 0,3583
Hs Média = 0,2123

Hr =0,2308

Os indices de diversidade genética obtidos para A. concolor quando
comparados com outros estudos indicam a existéncia de uma boa diversidade
génica em ambos os Parques Estaduais. Bergamo (2011) encontrou uma
diversidade génica média, Hs = 0,217, nas populagdes amostradas da espécie
arborea Parapipitadenia rigida em fragmentos florestais da regido Sul do Brasil,
sendo este valor muito préximo ao encontrado em A. concolor (média de 0,2123).
Lowe et al. (2004), estudando populacbes da espécie Swietenia macrophylla,
encontraram Hs = 0,0671 em populagdes que sofrem e sofreram com o processo
antropico e consequentemente a fragmentagdo e a retirada de madeira e Hs =
0,1515 para a mesma espécie em uma area cercada por montanhas e mais
conservada da floresta tropical na Costa Rica. Esses estudos mostram que embora
tenha ocorrido um processo de fragmentagdo no habitat da espécie, esta conseguiu
manter sua diversidade génica alta, indicando que a fragmentagdo pode nao ter
afetado seriamente sua estrutura genética.

O indice de Shannon varia de 0 a 1 e quanto mais préximo a zero,
menor é a diversidade (ESTOPA et al, 2006; DAMASCENO et al, 2011), realizaram
um estudo com Aspidosperma polyneuron utilizando marcadores AFLP, em um
fragmento florestal no norte do Parana, e encontraram um valor médio do indice de
Shannon de 0,51. Estopa et al., (2006), estudando a espécie arborea Eremanthus
erythropappus na regiao de Minas Gerais encontraram um valor de | = 0,58. Esses

dois valores sdo superiores ao obtido no presente estudo (I = 0,36), entretanto, o
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nivel de diversidade genética da espécie pode ser considerado bom, ja que ela
ainda mantém altas taxas de polimorfismo e diversidade génica nas duas
populagdes analisadas. O fato de ndo haver diferengas significativas de diversidade
para as populacbes de A. concolor provenientes de areas com historicos e
intensidades de degradacbes diferentes, pode ser devido ao fato de que essa
espécie nao possui importancia econémica significativa.

Uma das consequéncias da fragmentagdo de populagdes naturais é
a limitacdo evolutiva de espécies devido a perda da variabilidade genética. De
acordo com Couvet (2002), tais alteragcdoes se refletem nos processos de deriva
genética, fluxo génico e selegdo natural, os quais sdo processos determinantes do
grau de diversidade genética da espécie. Para A. concolor a perturbagdo nos
ambientes é recente e as alteragdes génicas ainda ndo apareceram ou, ainda, as
areas dos fragmentos séo suficientemente grandes e estdo conectadas a outras
areas mantendo, assim, um fluxo génico e, consequentemente, uma diversidade
génica nas populag¢des analisadas.

A diversidade génica encontrada em A. concolor foi particionada em
diversos grupos a partir da analise de variancia para dados moleculares (AMOVA)

aplicados aos marcadores de AFLP (Tabela 3.5).

Tabela 3.5 — Analise da variancia molecular (AMOVA) para a espécie Actinostemon
concolor do Parque Estadual Mata dos Godoy (PEMG), Londrina, PR
e Parque Estadual Mata Sdo Francisco (PEMSF), Cornélio Procépio,
PR, baseada em marcadores de AFLP

Comparacdes Componentes de variancia (%)
Dentro de Entre Fst P valor
grupos grupos
Todas as populagoes 93,18 6,82 0,0683 p < 0,001
PEMG (Total) x PEMSF (Total) 95,28 4,72 0,0472 p < 0,001
PEMG (Adultos) x PEMSF (Adultos) 91,71 8,29 0,0829 p < 0,001
PEMG (Jovens) x PEMSF (Jovens) 90,82 9,18 0,0918 p < 0,001
PEMG (Adultos) x PEMG (Jovens) 96,65 3,35 0,0335 p < 0,001
PEMSF (Adultos) x PEMSF (Jovens) 96,25 3,75 0,0375 p < 0,001
TOTAL (Adultos) x TOTAL (Jovens) 98,32 -1,68 -0,0168 0,6813

Nota: Teste de significancia realizado através de 1.023 permutacgoes.
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Foi observado, que a variagdo genética é maior dentro de
populagdes 95,28%, do que entre populagdes, 4,72%. Uma maior variagao genética
dentro de populagbes, associada a altos niveis de loci polimorficos, indicam que as
plantas possuem fecundacio cruzada ou mista, conforme observado por Hamrick e
Godt (1989), sendo assim, é possivel inferir que A. concolor se encaixe neste grupo.

O valor de diferenciagao genética entre os grupos PEMG e PEMSF
(Fst = 4,72) é considerado baixo indicando que mesmo com a fragmentagao ocorrida
na regidao Norte do Parana, ndo houve uma grande diferenciacédo genética entre as
populagdes de A. concolor localizadas nos dois parques. Além disso, pode fornecer
uma estimativa do fluxo génico aparente, mostrando que entre as duas populagées
ainda ha uma troca de genes ao longo das geragdes (HARTL; CLARK, 2010). Estes
niveis de diferenciagdo atingem seu maximo quando comparamos somente
individuos jovens entre os Parques, no qual a diferenciagdo genética fica em torno
de 9%, mas ainda assim é considerado um valor baixo. Os baixos valores de Fst
podem estar relacionados com a proximidade entre o PEMG e o PEMSF, e ao fato
de que as populagdes sdo oriundas de um mesmo pool génico original, ja que um
século atras estes dois parques faziam parte da mesma mancha de floresta. Outro
fato que deve ser levado em consideragdo é que pode haver fluxo génico entre as
populagdes, mesmo que pequeno. Isso por que os fragmentos séo separados por
uma distédncia de aproximadamente 70 km. Observando a Figura 3.4, é possivel

notar que existem fragmentos menores entre os parques.

Figura 3.4 — Imagem de satélite mostrando os fragmentos existentes entre os
Parques Estaduais Mata dos Godoy (PEMG), Londrina - PR, e Mata
Sao Francisco (PEMSF) Cornélio Procépio — PR
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Fonte: Google Earth (2012).
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Estes fragmentos menores entre os parques podem funcionar como
Stepping stones (“trampolins ecoldgicos”), ou seja, pequenas areas de habitat
dispersas pela paisagem, as quais podem facilitar o fluxo de animais, a polinizagao e
a dispersao de sementes, entre o PEMG e o PEMSF, contribuindo para uma
manutencao do fluxo génico.

A partir da analise da coordenada principal observa-se que os quatro
grupos estudados, apresentaram estruturagado genética, sendo possivel visualizar a
formagado de dois grupos. Um representado pelos individuos jovens e adultos do
PEMG e o outro pelos individuos jovens e adultos do PEMSF (Figura 3.5). No
entanto, como a distancia genética € baixa, pode-se inferir que a estruturacao
dessas populagbes poderia ja existir mesmo antes da fragmentagdo, devido a
distancia fisica que as separa. Resultado similar foi obtido através do dendrograma
(Figura 3.6).

Figura 3.5 — Grafico da coordenada principal baseada nas distancias genéticas para
104 individuos de A. concolor provenientes do Parque Estadual Mata
dos Godoy (PEMG), Londrina-PR, e do Parque Estadual Mata Sé&o
Francisco (PEMSF), Cornélio Procopio-PR, através do software FAMD
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Fonte: Nei (1978), Schuter e Harris (2006).
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Figura 3.6 — Dendrograma baseado na distancia genética, método UPGMA,
(modificado de NEIGHBOR, procedimento de PHYLIP versao 3.5 para
os individuos do Parque Estadual Mata dos Godoy (PEMG), Londrina-
PR, e do Parque Estadual Mata Sao Francisco (PEMSF), Cornélio
Procopio-PR

PEMG Adultos

PEMG Jovens
PEMSF Adultos

PEMSF Jovens

1,00
1,00
1,00
ﬁ
0,95 1,0
Identidade Genetica
Fonte: Nei (1978) e Felsenstein (1993).

Estes resultados sao todos corroborados pelos dados da analise
Bayesiana, os quais demonstraram um K igual a 2 (Figura 3.7), separando os

Parques em grupos.

Figura 3.7 — Analise Bayesiana (K=2), para os individuos do Parque Estadual Mata

dos Godoy (PEMG), Londrina-PR, e do Parque Estadual Mata Sao

Francisco (PEMSF), Cornélio Procopio-PR, através do software
STRUCTURE

1.00

020

0.&0

0.40

0.20

0.0

1 7 3 4

Fonte: Pritchard et al. ( 2000).

Além da hipétese da existéncia de “trampolins ecol6gicos”, citada
anteriormente, pode-se também ponderar que a fragmentacdo foi decorrente da
intensificagcdo da ocupagao da regido pela agricultura em fungao da terra fértil, que
acabou reduzindo a Floresta Estacional Semidecidual a pequenos e esparsos

fragmentos florestais (ANJOS, 1998). No entanto, ainda nao resultou em perda de
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diversidade genética em A. concolor, possivelmente devido a alguns atributos
relacionados as caracteristicas intrinsecas a espécie, tais como, modo de
reproducdo, polinizadores e dispersores, ciclo e histéria de vida. Estes atributos
podem ter contribuido para a manutengao da variabilidade génica, observada pelos
elevados valores de locos polimérficos e diversidade génica, explicando, assim, a
baixa diferenciacao existente entre individuos adultos e jovens. A variabilidade
encontrada dentro das populagbes avaliadas (93,18%) esta de acordo com a
afirmacdo de Loveless e Hamrick (1984), de que o registro de maior variabilidade
dentro das populacbes do que entre elas é tipico de espécies que apresentam
mecanismos eficientes de polinizagado e/ou de dispersdo de sementes.

A Distancia Genética mostrou que as maiores distancias ocorrem
entre amostras provenientes de Parques diferentes (~0,0305), quando comparadas
as amostras provenientes de mesmo Parque, (Tabela 3.6) o que corrobora os
valores de Fgsr. Este resultado mostra que o fluxo génico ocorre predominantemente
dentro das populagbes, ou seja, entre os individuos jovens e adultos de cada

parque.

Tabela 3.6 — Distancia Genética entre pares de populacbes de Actinostemon
concolor para os individuos jovens e adultos do Parque Estadual Mata
dos Godoy (PEMG), Londrina-PR, e do Parque Estadual Mata Sao
Francisco (PEMSF), Cornélio Procopio-PR, obtidas por marcadores
AFLP

Estagio/Local |PEMG adultos | PEMG jovens | PEMSF adultos | PEMSF jovens |

PEMG adultos ol

PEMG jovens 0,0189 ek
PEMSF adultos 0,0303 0,0301 ek
PEMSF jovens 0,0343 0,0276 0,0173 e

Fonte: Nei (1978).

3.5 CONCLUSAO

Estes resultados demonstram que o Parque Estadual Mata dos
Godoy e Parque Estadual Mata Sao Francisco estdo bem conservados para a
espécie A. concolor, e que nao ha diferenga significativa entre as geragdes de
jovens e adultos, indicando que estes locais podem contribuir como um reservatorio
natural de diversidade genética para A. concolor. Este estudo é importante ndo s6

para o conhecimento da estrutura genética, nos locais amostrados, mas também
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para estudos comparativos com populagées de A. concolor em locais perturbados,
avaliando o nivel de degradagao da variabilidade genética nessas outras areas. Este
estudo contribui, também, para demonstrar a importéncia dos parques como fonte
de diversidade genética para futuros projetos de recuperacédo de areas degradadas,

através da coleta de sementes.
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4 CONCLUSOES GERAIS

As populagdes de A. concolor analisadas se encontram bem
conservadas conforme demonstram os elevados valores de porcentagem de locos
polimoérficos e diversidade genética intrapopulacional. As alteragbes ambientais
provocadas pela fragmentagdo nao alteraram, aparentemente, a variabilidade
genética da espécie em estudo, mesmo levando em consideragdo o alto grau de
desmatamento no Estado do Parana. Pode-se inferir, entdo, que isso ocorre porque
os Parques Estaduais Mata dos Godoy e Mata Sao Francisco apresentam tamanho
suficiente para manutencgao do fluxo génico, dentro destas populagdes, através dos
polinizadores e dispersores, garantindo diversidade maior dentro das populagdes do
que entre as mesmas.

Os resultados sugerem que essas populagdes conservadas tém alto
potencial para compor programas de conservagao genética, de recuperagao de
areas degradadas e formagéo de bancos de germoplasma para a espécie estudada.
O conhecimento gerado contribui, ainda, para se direcionar esfor¢os de forma mais
efetiva na recuperagao de populacdes da A. concolor.

Essas conclusdes gerais obtidas sdo importantes ndo somente para
este estudo, mas, também, para estudos posteriores com A. concolor em outras
areas o que contribui para a avaliagdo do nivel da degradacédo genética em outras

regides.
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