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CONSON, André Ricardo Oliveira. Estrutura Genética em populacbes de Luehea
divaricata Mart. (Malvaceae): 2010-2012. 58 f. Dissertacdo de Mestrado em Genética e
Biologia Molecular — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2012.

RESUMO

A Mata Atlantica ¢ conhecida como um dos biomas brasileiros mais importantes devido a seu
nivel de endemismo. Novas espécies continuam a ser descritas neste bioma o qual ¢
caracterizado por diferentes tipos vegetacionais, como a floresta ombrofila mista e a floresta
estacional semidecidual, que apresentam caracteristicas ambientais Unicas. Luehea divaricata
Martius et Zuccarini (Malvaceae), ¢ comumente encontrada neste bioma em areas riparias e
solos rochosos. Esta espécie ¢ frequentemente utilizada em programas de reflorestamento.
Devido a sua importancia foi usado nove pares de locos microssatélites para estudar a
estrutura genética de nove populacdes desta espécie amostrada ao longo de sua éarea de
distribuicdo. Este estudo mostrou um total de 50 alelos, com valores de heterozigosidade
média observada (0,53) e heterozigosidade média esperada (0,67), revelando um déficit de
heterozigotos para sete das nove populagdes. A maior parte da diversidade genética foi
encontrada distribuida dentro das populacdes, e niveis moderados de diferenciagdo genética
entre populagdes foram observados. Diferentes niveis de fluxo gé€nico entre as populagdes
foram detectados. Nenhuma correlagcdo entre dados de Fst par a par e distdncia geografica
foram observados. Valores positivos e significativos de Fjs foram encontrados para sete
populagdes, provavelmente resultante da intensa fragmentagdo de habitat e corte seletivo. A
presenga de diversos pares de locos em desequilibrio de ligagdo confirma que estas
populacdes sofreram perda de diversidade por deriva genética e depressdao endogamica. O
teste de sinal para excesso de heterozigosidade demonstrou que um recente gargalo genético
ocorreu nas populagdes fragmentadas. O dendrograma construido usando o método de
coalescéncia revelou a formagdo de seis clusters os quais foram confirmados pela analise
Bayesiana. Dessa forma, os resultados mostraram que sdo necessarios programas de
conservagdo e manejo das populacdes de L. divaricata, uma vez que esta espécie apresenta
fragilidade genética em longo tempo.

Palavras chave: Desequilibrio de ligagdo. Endocruzamento. Estrutura Genética.
Fragmentacdo Florestal. Gargalo Genético. Luehea Divarica ta.
Microssatélites. Malvaceae



Conson, André Ricardo Oliveira. Genetic structure in populations of Luehea divaricata
Mart. (Malvaceae): 2010-2012. 58 p. Dissertagdo de Mestrado em Genética e Biologia
Molecular — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2012.

ABSTRACT

The Brazilian Atlantic forest is one of the most important Brazilian biomes due its high
endemism level. New species are still described in this biome which is characterized by
relevant different types of vegetation as the mixed ombrophilous and the semideciduous
seasonal forests which have an unique environmental conditions. Luehea divaricata Martius
et Zuccari (Malvaceae) is commonly found in this biome in riparian and rocky soils. This
species is frequently used in reforestation programs. Due to its importance we used nine pairs
of microsatellite loci to study the genetic structure of nine population of this species sampled
along its distribution area. This study showed a total of 50 alleles and a mean observed
heterozygosity of 0.53 and a mean expected heterozygosity of 0.67, revealing a
heterozygosity deficit for seven of nine populations studied. Most part of genetic diversity
was within populations and moderate levels of genetic differentiation between the populations
were observed. Different levels of gene flow between the populations were detected. No
correlation between pairwise Fsr and geographic distances were observed. Positive and
significant values of Fis were found for seven populations probably resulting from intense
habitat degradation and a selective logging process. The presence of several pairs of loci in
linkage disequilibrium confirms that these populations suffered loss of diversity by genetic
drift and inbreeding depression. The signal test for excess of heterozygosity demonstrated that
a recent genetic bottleneck occurred in the fragmented populations. The dendrogram
constructed by the coalescent method revealed the formation of six clusters which were
confirmed by the Bayesian analysis. Then, the results showed that it is necessary a
conservation and management program for all populations of L. divaricata, once this species
shows a genetic vulnerability in a long-term time.

Key words: Linkage disequilibrium. Inbreeding. Genetic structure. Forest fragmentation.G
enetic bottleneck. Luehea divaricata. Microsatellites. Malvaceae.
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INTRODUCAO

A imensa diversidade encontrada em florestas tropicais, que representa mais
de 60% de todas as espécies conhecidas no mundo (BRADSHAW et al., 2009), tem sido foco
de varios estudos de estrutura de populagdes (MORAES et al., 1999; DICK et al., 2008;
JIMENEZ et al., 2010; SHEPHERD et al., 2011). Dentre os principais biomas, a Mata
Atlantica apresenta-se em destaque, uma vez que este ¢ caracterizado por elevado nivel de
diversidade e endemismo (MYERS et al.,, 2000). O estudo da estrutura de populagdes
proporciona, principalmente, visdes a respeito da conservagdo e restauracdo de paisagens
fragmentadas, de forma a tentar minimizar os efeitos de um crescimento econdmico
acelerado, como que ocorre especialmente em paises em desenvolvimento como o Brasil.

A Mata Atlantica, que originalmente se estendia por toda a costa atlantica
brasileira, cobrindo cerca de 150 milhdes de hectares (RIBEIRO et al., 2009), apresenta um
histérico de ocupacao e desmatamento para o cultivo de lavouras e pastagens, bem como o
comércio madeireiro e expansdo urbana, que resultaram em reducdo da diversidade genética
de diversas espécies (FONSECA, 1985). Estima-se que apenas 11,7% da vegetagdo original
do bioma Mata Atlantica seja encontrada hoje (RIBEIRO et al., 2009), a maior parte,
representada por pequenos fragmentos remanescentes de dominio privado, com menos de 100
hectares, e que sdo submetidos a diferentes tipos de pressdes (RANTA et al.,1998).

A descontinuidade da vegetagao resultante da fragmentacdo de habitats leva
a ruptura do fluxo génico entre populagdes, tornando-as parcial ou totalmente isoladas, com
consequente perda da diversidade genética, por meio da depressdo endogamica e deriva
genética, tornando-se uma limitacao evolutiva (BARRETT; KOHN, 1991). Avaliar os efeitos
que a fragmenta¢do do habitat exerce sobre a diversidade e estrutura genética das espécies
animais e vegetais ¢ fundamental para que medidas efetivas de conservagdo sejam tomadas
(FRANKHAM, 2008).

Luehea divaricata Martius et Zuccarini (Malvaceae), ¢ uma espécie arborea
com ampla distribui¢do no bioma Mata Atlantica, comumente chamada de Acoita-cavalo.
Esta é uma espécie heliofita, frequente ao longo de rios, terrenos rochosos e ingremes, onde a
floresta ¢ mais aberta, bem como nas formagdes secundarias (LORENZI, 2002). Ameagada,
esta espécie ¢ frequentemente utilizada em programas de reflorestamento de areas tropicais
ciliares no Brasil, apresentando rapido crescimento e dispersdo anemocorica. Sua casca ¢
usada na medicina popular e sua madeira empregada na confec¢ao de moveis (BIGHETTI et

al., 2004). Apesar da sua grande importancia social, econdomica e ambiental, do intenso
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processo de fragmentacdo de suas populagdes devido ao desmatamento, da expansdao das
fronteiras agricolas e pecudrias, ¢ do crescimento urbano no entorno da Mata Atlantica,
nenhum estudo foi realizado até o momento com o objetivo de abordar, em que propor¢do a
diversidade genética dessa espécie foi atingida.

Dentre as técnicas de biologia molecular mais difundidas nas pesquisas
cientificas, a PCR (Polymerase Chain Reaction) se tornou consolidada para o acesso direto a
diversidade genética, tanto dentro quanto entre populacdes, por meio de marcadores
moleculares como os microssatélites ou SSR (Single Sequence Repeat ), os quais sao
distribuidos por todo o genoma dos eucariotos, sendo bastante utilizados por serem altamente
informativos (ELLEGREN, 2004).

Devido ao fato de populacdes naturais estarem sofrendo uma intensa perda
de diversidade resultante do processo de fragmentagdo, se faz necessario avaliar o nivel de
diversidade genética entre e dentro de populagdes de L. divaricata situadas em toda a sua area
de distribui¢do, bem como estimar se ha a ocorréncia de fluxo génico recente entre
populacdes. O conhecimento de informagdes referentes a diversidade e estrutura genética em
populacdes pode ser 1til para avaliar se o intenso desmatamento que ocorreu no Bioma Mata
Atlantica afetou o nivel de diversidade genética de L. divaricata, e assim, poder determinar

medidas reparadoras para a conservacao da espécie.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DESCRICAO DA ESPECIE

Luehea divaricata Martius et Zuccarini (Figura 1), popularmente conhecida
como Acgoita-cavalo devido a flexibilidade dos galhos e do seu uso como chicote em animais,
¢ uma espécie arborea, com distribui¢do na Mata Atlantica, nas formagdes vegetacionais de
floresta ombrofila mista, floresta estacional decidual, floresta estacional semidecidual, savana,
savana estépica e nas areas de tensdo ecoldgica (FARIAS, 2006). Esta ¢ encontrada
principalmente nos estados de Minas Gerais, Sao Paulo, Parand, Santa Catarina e Rio Grande
do Sul, sendo também observada em paises como Argentina, Uruguai e Paraguai
(CARVALHO, 2003).

Pertencente a familia Malvaceae (APG 11, 2003), a espécie ¢ descrita como
decidua, heliofita, seletiva higrofita, caracteristica das florestas aluviais (matas ciliares e de
galeria). Apresenta dispersdo irregular e descontinua, com ocorréncia ao longo de rios,
terrenos rochosos e ingremes, onde a floresta ¢ mais aberta, bem como nas formagdes
secundarias (LORENZI, 2002). L. divaricata ¢ comumente encontrada nas matas
semidevastadas, nas capoeiras e capoeirdes (REITZ et al., 1988), com os maiores individuos
atingindo 20 a 25 metros de altura e um didmetro do caule de 50 a 80 cm a altura do peito
(CECONI et al, 2006). Na literatura, L. divaricata ¢é classificada por Lorenzi (2002) como
uma espécie pioneira, entretanto, Carvalho (2008) cita que esta ¢ uma espécie secundaria
inicial a secundaria tardia, ou climacica exigente de luz.

A espécie apresenta rapido crescimento com ramificacdo irregular e larga da
copa (LORENZI, 2002), possui folhas simples, irregularmente serrilhadas, com trés nervuras
tipicas quase glabras na face superior ¢ densamente pubescentes e de cor esbranquigadas na
face inferior. Possui flores hermafroditas, com vistosas pétalas roseas, roxas ou raramente
brancas, chegando a medir 2,5 cm de comprimento sendo polinizadas principalmente por
abelhas, como Apis mellifera, e beija-flores (BACKES; IRGANG, 2002). Seu fruto ¢ uma
capsula lobada de valvas lenhosas, oblonga, pentalocular, de coloracdo castanha, com densa
pilosidade ferruginea cobrindo inteiramente o tegumento e o pedicelo do fruto, abrindo-se em
cinco fendas e com suas sementes dispersas pelo vento com auxilio de alas agudas.

(CARVALHO, 2008).
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Figural-  Luehea divaricata: a) Individuo adulto; b) Flor; ¢) Sementes aladas; d) Folhas
alternas disticas.

a)

Fonte: a) Scipioni (2011); b) Bonifacino (2006); c) Lorenzi (2002); d) Scipioni (2011).

Estudos recentes indicam que populacdes riparias de L. divaricata sdo bem
adaptadas a ambientes que sofrem alagamento (CARVALHO et al., 2008). Devido a essas e
outras caracteristicas ecoldgicas, diversos programas de reflorestamento de florestas ciliares
tropicais no Brasil que visam a conservacdo e restauracdo dos ecossistemas, utilizam L.
divaricata (SALVADOR, 1986; CASTANHO, 2009).

A madeira ¢ moderadamente pesada e extremamente flexivel, propiciando
bom acabamento. Assim, L. divar icata ¢ bastante visada para fins comerciais como na
confeccdo de moveis, construgdo civil, molduras, rodapés e guarnigdes (CARVALHO, 2008).
Além disso, diversos constituintes quimicos, tais como taninos € monoterpenos, Sao
encontrados em L. divaricata, tanto em sua casca como no caule (LORENZI, 2002). Segundo
a medicina popular, a partir da casca de L. divaricata se obtém um extrato bruto que ¢ usado
como antirreumdtico e antiinflamatério (BIGHETTI et al., 2004), no tratamento contra

bronquite e laringite (SOUZA et al., 2005), além de apresentar atividade antifiingica,
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antibacteriana e antiproliferativa (TANAKA et al.,, 2005). Dessa forma, L. divaricata
apresenta diversas caracteristicas que a tornam importante tanto em um contexto ambiental

como econdmico e social.

2.2 MATA ATLANTICA

Atividades econOmicas diversas implicaram em severa fragmentacdo de
diversos biomas no mundo, dentre os mais ameagados, encontra-se a Mata Atlantica
(TEIXEIRA et. al., 2009). Originalmente, este era distribuido ao longo de mais de 23° de
latitude, abrangendo regides tropicais e subtropicais (RODRIGUES et al., 2009) ao longo de 4
mil km da costa Atlantica do Brasil (RANTA et al.,1998).

Com uma area aproximada de 150 milhdes de hectares (RIBEIRO et al.,
2009), a Mata Atlantica ¢ reconhecida como um dos ambientes com maior nivel de
endemismo no mundo (CARNAVAL et al., 2009), sendo que tamanha diversidade de
espécies, aliado ao grau de endemismo elevado, que pode atingir 95% em alguns grupos
(MORELLATO; HADDAD, 2000), levou Myers (2000) a classificar a Mata Atlantica como
um hotspot, ou seja, local de alta prioridade de conservagao.

Diversos fatores contribuem para a ocorréncia de alta diversidade biologica
na Mata Atlantica. Estudos apontam que tamanha diversidade e endemismo ¢ resultado da
grande heterogeneidade de habitats, proveniente de gradientes de altitude, gradientes de
latitude, proximidade da costa, relevo, tipos de solo e regimes pluviométricos (IESB, 2007)
aliado ao fato de populagdes terem migrado para a Mata Atlantica durante a ltima glaciagao
maxima no Quaternario (CARNAVAL et al., 2009).

Estima-se que a Mata Atlantica abrigue um nimero recorde de espécies
arboreas por hectare (cerca de 450 espécies no sul da Bahia), com cerca de 20 mil espécies
vegetais, sendo oito mil endémicas. A fauna ¢ caracterizada por aproximadamente 250
espécies de mamiferos (55 endémicas), 340 anfibios (87 endémicos), 197 répteis (60
endémicos), 1023 aves (188 endémicas) e 350 espécies de peixes (133 endémicos), sem falar
da extraordinaria abundancia e riqueza de invertebrados (VARJABEDIAN, 2010). Tamanha
diversidade ¢ evidenciada em diversos estudos que continuam a descrever novas espécies €
mesmo géneros de vertebrados, revelando o conhecimento incompleto da comunidade
cientifica sobre a diversidade na Floresta Atlantica (PERCEQUILLO et al., 2011).

O bioma ¢ composto por diversas fitofisionomias, estabelecidas pelo Mapa

de Vegetagdo do Brasil (IBGE, 1988), que considera como parte do bioma, todas as
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formacodes florestais e ecossistemas associados inseridos no dominio Mata Atlantica. Dessa
forma, esse bioma ¢ composto por floresta ombréfila densa, floresta ombrofila mista,
ombrofila aberta, estacional semidecidual, estacional decidual, manguezais, restingas, campos
de altitude, brejos interioranos, encraves de savana e savana estépica. Diversos nomes podem
ser relacionados a Mata Atlantica (OLIVEIRA-FILHO; FONTES, 2000) tais como, Floresta
de Araucaria (BEHLING, 1997), Floresta Atlantica de Encosta (TABARELLI;
MANTOVANI, 1999) e Floresta Pluvial Atlantica (OLIVEIRA et al., 2001).

A floresta ombrofila densa, representada por vegetagdo associada a um
clima quente, e com elevados regimes pluviométrico, apresenta uma vegetagao diversificada e
exuberante, devido a constante umidade vinda do oceano (CAMARA, 2005). Esta ocupa a
maior area geografica, quando comparada com a floresta ombrofila mista e a floresta
ombrofila aberta, estando presente em toda a faixa litoranea, desde o Rio Grande do Norte até
o Rio Grande do Sul. A floresta ombrofila mista, conhecida por apresentar chuvas regulares e
estacdes climaticas bem definidas, foi extremamente devastada, restando poucos
remanescentes nas serras do Mar e da Mantiqueira e no Planalto Meridional. A floresta
ombrofila aberta representa uma area de transicdo da Floresta Atlantica, uma vez que possui
menor fitomassa vegetacional, em comparacdo com a floresta ombroéfila densa. Esta apresenta
distribuicdo mais restrita, com ocorréncia na faixa litoranea da Paraiba, Pernambuco e
Alagoas, no nordeste/leste de Minas Gerais e centro sul do Espirito Santo (IESB, 2007).

As florestas estacionais deciduas e semideciduas estdo localizadas no
interior, a oeste das florestas ombroéfilas densas ou mistas. Elas sdo compostas por arvores
perenifdlias e caducifolias com caracteristicas bastante varidveis. As florestas estacionais que
se distribuiam do Rio Grande do Sul a Minas Gerais foram quase completamente eliminadas,
restando poucos fragmentos conservados, o que dificulta o entendimento da composi¢ao
floristica primitiva (CAMARA, 2005).

As restingas, manguezais ¢ formacdes herbaceas hidromorficas, ocorrem
cobrindo litologias quaternarias ao longo de todo o litoral e nos vales fluviais de maior porte,
representando as formagdes pioneiras. Os campos de altitude cobrem montanhas como a Serra
de Itatiaia, Serra do Caparad e Serra do Bocaina e, os encraves aparecem em toda a extensao
do bioma (IESB, 2007)

A historia de ocupacdo humana no planeta sempre esteve atrelada as regides
litoraneas, podendo ser observada ainda hoje, uma vez que cerca de 3,3 bilhdes de pessoas
vivem e trabalham em um raio de 193 km da costa litoranea, ocupando 10% da massa de terra

no planeta (CHIRAS, 2010). A Mata Atlantica ndo tem histdria diferente, além do que esse
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bioma estd relacionado com as maiores extensdes de solos férteis do pais (RODRIGUES et
al., 2009), sendo ocupada por 70% da populacao brasileira (VARJABEDIAN, 2010) em mais
de 3 mil cidades (MORELLATO; HADDAD, 2000), sendo responsavel por 70% do PIB
nacional (RODRIGUES et al., 2009).

Antes mesmo da chegada dos colonizadores europeus, essa regido ja sofria
com a acdo antropica, uma vez que os indios, especialmente os povos Tupi, realizavam o
plantio de mandioca, milho, batata doce e outras lavouras por meio do corte e queima da
floresta (ROCHA, 2005). Entretanto, o grande avanco na historia de exploracdo da Mata
Atlantica esta relacionado com os ciclos economicos ao qual o Brasil vivenciou a partir do
periodo colonial, iniciando com a extracdo de Pau-Brasil (Caesalpinia echinata) no século
XVI, sendo sucedida pela cana-de-agucar no século XVIII e por pastagens, cultivo de café e
monoculturas arboreas, a partir do século XIX (TEIXEIRA et. al., 2009; BACHA; BARROS,
2004).

A expansao de monoculturas tem gerado debates entre empresarios e
ambientalistas onde, a perda de biodiversidade ¢ justificada pelos empreendedores via
beneficios economicos e sociais obtidos (FONSECA et al.,, 2009). Por outro lado, ¢
questionada por ambientalistas devido a ameaca ao patriménio cultural e bioldgico resultante
da expansao das monoculturas sobre ou ao redor dos parcos remanescentes da Mata Atlantica
(ROCHA, 2005).

Dessa forma, ¢ natural, devido ao processo de perda de habitat, supor que
muitas populagdes pequenas tenham sofrido perda de diversidade genética por meio da deriva
genética (FUTUYMA, 2005) e que muitas outras tenham sido extintas antes mesmo de serem
descritas (MORELLATO; HADDAD, 2000). Nesse sentido, mais investimentos em pesquisa
necessitam ser realizados de forma a entender quais espécies existem, onde elas vivem e quais
sd0 os elementos criticos necessarios para sua sobrevivéncia no ambiente natural
(VARJABEDIAN, 2010 apud WILSON, 1994). Além disso, o desmatamento na regido da
Mata Atlantica pode levar a extingdo de espécies endémicas e, com isso, resultar na perda da
historia dos processos evolutivos que levaram a formagdo de tamanho endemismo, o que
também limita o estabelecimento de medidas efetivas de conservagdo (CARNAVAL et al.,

2009).
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2.3 FRAGMENTACAO

Em meio a poucas florestas tropicais intactas no mundo (RANTA et al.,
1998), surge a necessidade de preservar unidades de paisagens, inicialmente continuas, que
sofreram algum tipo de ruptura. Mesmo os fragmentos pequenos tém sido analisados por
diversos autores, que citam a importancia da conexdo entre eles para se assegurar o
estabelecimento de “corredores” de vegetagcdo, que permitam a fauna se movimentar de um
fragmento para outro, € também uma maneira de se tentar minimizar problemas como o efeito
de borda (MORELLATO; HADDAD, 2000).

Embora a fragmentacdo ocorra em todo o planeta, as florestas tropicais em
especial, sdo as que mais tém sido atingidas (RANTA et al., 1998 apud SKOLE; TOCKER,
1993). Entre 1915 e 1960, o Brasil exportou mais de 18 milhdes de m® de madeira, a maior
parte oriunda da Mata Atlantica (FONSECA et al., 2009 apud KOCH; CORREA, 2002).
Dessa forma, a esplendorosa floresta observada por Charles Darwin em 1836 durante sua
viagem a bordo do Beagle (POR, 1992) ¢ resumida hoje em aproximadamente 245 mil
fragmentos (RIBEIRO et al., 2009).

A fragmentagdo em florestas tropicais tem causado efeitos severos nas
populacdes por meio de mudangas em diversos processos ecoldgicos, tais como a polinizagao
(RANTA et al.; 1998). Tais aspectos podem acarretar alteragdes nas comunidades bioldgicas,
ndo apenas pela acdo direta de cada um deles ou da sua interagdo, mas também por efeitos
indiretos, também conhecidos como efeitos em cascata, através dos quais um grupo bioldgico
afeta outro, gerando uma dinamica diferente daquela prevista para sistemas florestais
continuos, sendo algumas espécies mais afetadas do que outras por meio da estocasticidade
demografica da deriva genética (DICK et al., 2008). Em ultimo aspecto, essas alteragdes
podem acarretar, como conseqiliéncia mais grave, na extincdo local de uma populacao
(FRANKHAM, 2008).

Aspectos como tamanho do fragmento, e distancia entre eles sdo fatores
importantes nas analises de estrutura populacional, sendo que, a distancia entre os fragmentos
e a densidade da matriz estdo relacionados com a possibilidade de colonizagdo de espécies e,
conseqlientemente, a troca de genes entre populacdes (RANTA et al., 1998). Esses fatores
levariam a um aumento da diversidade genética em uma populacio isolada e a um aumento do
valor adaptativo da mesma (FUTUYMA, 2005). Assim, estratégias de conservagdo como o
estabelecimento de corredores ecologicos, visando garantir algum nivel de conectividade

entre os fragmentos tém sido frequentemente utilizadas. Exemplo disso ¢ a implantagdo, por
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parte do Ministério do Meio Ambiente, do corredor central da Mata Atlantica, que ocorre do

estado do Espirito Santo até o sul da Bahia (GALINDO-LEAL; CAMARA, 2005).

2.4 DIVERSIDADE E ESTRUTURA GENETICA DE POPULACOES

A diversidade genética pode ser representa por sequéncias de nucleotideos
ligeiramente diferentes nos locos de uma molécula de DNA. Por sua vez, variantes da sequéncia
do DNA podem ser expressas em diferengas na sequéncia de aminoécidos da proteina codificada
pelos locos. Tal variagdo na proteina pode ocasionar diferencas em fungdes bioquimicas,
morfologicas ou comportamentais que causam diferencas nas taxas reprodutivas, de
sobrevivéncia ou no comportamento dos individuos (FRANKHAM, 2008).

Uma das formas de se caracterizar a diversidade foi proposta por Nei (1973), o
qual descreve que a diversidade estd relacionada com o nivel de heterozigosidade de uma
populagao, obtido a partir das frequéncias alélicas desta, e que equivale ao valor de heterozigotos
esperados em uma populacao grande e naturalmente exogamica.

O estudo da diversidade genética em populagdes visa descrever a variagdo
genética existente dentro e entre populagdes. O conhecimento da diversidade genética inerente a
determinada espécie e de sua distribui¢ao dentro e entre populagdes ¢ imprescindivel aos estudos
que apresentam como objetivo a manutencdo, recuperagao e manejo de populagdes vegetais, pois
esta determina o potencial adaptativo das populacdes e espécies, o que representa um
componente essencial a estabilidade dos ecossistemas (HAMRICK, 1983).

A distribuicao da diversidade genética entre e dentro de populagdes naturais €
descrita como estrutura genética (BROWN, 1978), e ¢ resultado da acdo de forcas evolutivas
como mutagdo, selecdo natural, deriva genética e migracdo, podendo ser estimada pelas
estatisticas ' de Wright. Segundo Hamrick (1983), fatores importantes para o desenvolvimento
e manutencao da estrutura genética sdo: tamanho efetivo da populacao, distribuicdo geografica e
ciclo de vida.

Um importante mecanismo que afeta a distribuicao da diversidade genética ¢ o
fluxo génico, ou dispersdo de podlen e sementes, o qual estd intimamente relacionado com o
sistema reprodutivo da espécie. Este pode ser inferido a partir das frequéncias alélicas ou
medidas de diferengas genéticas intra e interpopulacionais (SILVERTOWN; DOUST, 1993).
O fluxo génico ¢ um dos mecanismos responsaveis pela introdugdo de variagdo genética na
populacdo receptora (WRIGHT, 1931). Este permite a homogeneizagao das frequéncias alélicas

em contraste aos efeitos da deriva genética.
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A deriva genética ¢, por definicdo, um evento estocastico, que ocorre devido
ao fato de apenas uma fracao de todos os possiveis zigotos que poderiam ser formados durante o
processo de fecundacdo, se tornarem adultos sexualmente maduros. A deriva genética, dessa
forma, pode levar a substituicdo de alelos independente de seus valores adaptativos. As
populacdes estdo sujeitas a maiores efeitos da deriva genética quanto menor o tamanho efetivo
da populagdo, ou seja, quanto menor o nimero de individuos da espécie que contribuirdo para a
composicdo genotipica da proxima geracao (FUTUYMA, 1992).

Em populagdes com tamanho efetivo pequeno, a reprodugdo entre individuos
aparentados (endogamia) ¢ inevitdvel e, com o tempo, todos os individuos tornam-se
relacionados de tal maneira que, cruzamentos entre individuos ndo relacionados tornam-se
impossiveis (FRANKHAM, 2008). Os cruzamentos sob estas condi¢des produzem uma
tendéncia a fixagdo de certos alelos, pois apenas uma amostra da populacdo estara trocando
alelos ao acaso, o que leva ao aumento na frequéncia de homozigotos e redugdo da propor¢ao
total de heterozigotos na populacao (WRIGHT, 1931). Alteragdes nas frequéncias alélicas e nos
valores de heterozigosidade sdo possiveis em populacdes de baixa diversidade genética e
elevados niveis de endogamia, devido ao fendmeno conhecido por depressdo endogamica
(FUTUYMA, 1992).

Outro fator de grande importancia, que afeta a variagdo genética e sua
distribui¢do entre e dentro de populagdes € o sistema de acasalamento da espécie. O sistema
de acasalamento determina o modo de transmissdo dos genes de uma geracdo para outra, o
qual pode ser por autofecundagdo, fecundacao cruzada ou misto. Dois processos ecologicos
que afetam diretamente o sistema reprodutivo em plantas sdo a dispersao de pdlen e sementes
(CORLETT; TURNER, 1997), sendo que em espécies que realizam a fecundagdo cruzada
(alogamia), a reproducgdo sexual possui maior potencial de rearranjo da diversidade genética,
gerando, assim, infinitas combinagdes (KARASAWA 2005 apud RICHARDS, 1997). Estas
servem de substrato para os fatores evolutivos (KARASAWA 2005 apud BROWN, 1990),
determinando a capacidade de sobrevivéncia das espécies ao longo das geragdes
(KARASAWA 2005 apud CROW; KIMURA, 1965).

A fragmentagdo de areas florestais causa uma diminui¢cdo nos tamanhos
populacionais, podendo resultar na perda imediata de alelos (YOUNG et al., 1996). A
sobrevivéncia e manuten¢do de populacdes fragmentadas de espécies arboreas dependerdao da
definicdo de estratégias adequadas de manejo dos remanescentes florestais. Para que essas
estratégias sejam efetivas, ¢ fundamental, primeiramente, entender e quantificar os principais

efeitos populacionais e genéticos da fragmentacao (MARTINS, 2008).
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2.5 MARCADORES MOLECULARES MICROSSATELITES

Até a década de 1980, estudos sobre estrutura genética de populagdes eram
conduzidos utilizando-se apenas marcadores isoenzimaticos, o qual ja trazia grandes
vantagens sobre marcadores morfologicos como, por exemplo, o maior nivel de polimorfismo
encontrado. Com o advento das técnicas modernas de biologia molecular, surgiram diversos
métodos, altamente polimoérficos, envolvendo a molécula de DNA, para a realizagdo de
estudos genéticos (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1995).

Dentre a vasta quantidade de técnicas moleculares, a PCR (Polymerase
Chain Reaction) se tornou consolidada, sendo que a determinagdo de qual tipo de marcador ¢
o mais adequado aos estudos que visam a conservacdo genética representa um ponto crucial
no estudo em populagdes naturais. Dentre os marcadores moleculares mais populares que
envolvem a PCR, destacam-se o RAPD, (Random-amplified Polymorphic DNA), que se
utiliza de um unico primer de sequéncia arbitraria que amplifica fragmentos de DNA ao
acaso; o AFLP, (Admplified Fragment Length Po lymorphism), que se utiliza de enzimas de
restricao, como EcoRI e Msel, e da ligacdo de adaptadores para gerar fragmentos de
diferentes tamanhos; e os Microssatélites, ou SSR (Single Sequence Repeats ), que sdo
pequenas sequéncias repetidas de nucleotideos espalhadas por todo o genoma (JONES et al.,
1997).

As regides contendendo os SSR s3o amplificadas individualmente via PCR
utilizando-se um par de primers especificos complementares a sequéncias Unicas que
flanqueiam o microssatélite. O marcador microssatélite possui expressdo codominante, ou
seja, ambos os alelos de um individuo heterozigoto sdo visualizados (FERREIRA;
GRATRAPAGLIA, 1995).

Os microssatélites sdo poderosos marcadores moleculares, neutros em
relagdo a efeitos fenotipicos, e apresentando comportamento mendeliano. Os microssatélites
consistem de trechos de DNA de unidades mono, di, tri, tetra ou pentanucleotidica repetidas
em tandem, dispersos por todo o genoma eucarioto (MOREIRA, 2006 apud HAMADA et al.,
1982). As variagdoes destas sequéncias repetidas formam locos genéticos altamente
polimodrficos (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1995). H4 inimeros relatos sugerindo a
utilidade de marcadores microssatélites para a medicao da diversidade genética (ARIF. et al.,
2010 apud RYBERG et al., 2002; LI et al., 2007; KAWKA et al., 2007, CHAN et al., 2008;
BANHOS et al., 2008).
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A alta taxa de mutagdes encontrada nas regides de microssatélites ocorre
devido a alta incidéncia do “deslizamento” (s/ippage) da enzima DNA polimerase durante a
replicagdo e também ¢ originado a partir do crossing-over desigual, como foi demonstrado in
vitro (MOREIRA, 2006 apud SCHLOTTERER; TAUTZ, 1992), resultando em locos
multialélicos devido ao nimero varidvel de repeticdes. Para tentar explicar a evolucdo dos
marcadores microssatélites, modelos mutacionais foram criados, dentre os quais o Stepwise
Mutation Model (SMM), que assume que a evolugdo dos microssatélites ocorre por eventos
simples “passo a passo”, o Infinite-Allele M odel (1IAM), que assume a evolugdo dos
marcadores sempre de forma a gerar perfis moleculares distintos dos existentes, ¢ o Two-
Phase Model (TPM), que se trata de um modelo intermedidrio entre os dois primeiros
(SAINUDIIN, et al., 2004)

O contetido informatico de um loco SSR ¢ bastante alto, justamente por se
tratar de sequéncias de alta taxa evolutiva. Quanto a acessibilidade, apresentam limitagdes no
que se refere ao custo final de obten¢do de primers informativos que serao utilizados na
rea¢do da PCR para amplificar alelos de cada loco. No entanto, uma vez obtidos para uma
espécie, os custos ¢ a demanda de mao-de-obra sdo reduzidos drasticamente e, os ensaios
laboratoriais sdo rapidos, aumentando a acessibilidade da técnica (MOREIRA, 2006 apud
BUSO, 1998). Outra vantagem da técnica se refere a conservagao de sitios de microssatélites
entre espécies relacionadas. E possivel, portanto, aproveitar primers, denominados
heterdlogos, que foram desenvolvidos para uma espécie e emprega-los nas demais espécies do

género (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1995).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar, por meio dos marcadores microssatélites, o nivel de diversidade genética
dentro e entre nove populacdes de Luehea divaricata Mart. (Malvaceae) de forma a investigar

os efeitos da fragmentagdo ocorrida na area de distribuicdo da espécie.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estimar a diversidade de alelos presentes em nove locos de microssatélites em L.
divaricata (Malvaceae) nas diferentes populagdes amostradas;

e Verificar se ha ocorréncia de fluxo génico entre individuos de diferentes fragmentos;

e Identificar a existéncia de equilibrio de ligacdo dentro de cada populagao e se ha indicios
de ocorréncia de efeito de gargalo genético;

e Verificar se ocorre correlacdo entre as distancias genéticas e geograficas;

e Verificar se um efeito de gargalo genético com ocorréncia recente foi evidenciado por um

excesso de heterozigosidade nas diferentes populagdes estudadas;
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ABSTRACT

Premise of the study : The genetic structure analysis of tropical species lead to identify
populations that suffered loss of genetic diversity due to anthropogenic actions. We evaluated
a possible loss of diversity, originated from the fragmentation and selective logging, in the
endemic tree species Luehea divaricata in Atlantic Rainforest fragments.

Methods: Nine microsatellite loci were used in nine populations of Luehea divaricata in the
distribution area of the specie.

Results: For seven of the nine populations analyzed, the mean observed heterozygosity were
lower than the mean expected heterozygosity, with the inbreeding coefficient positive and
significant. It were verified that many pairs of loci were in linkage disequilibrium in all
populations. The analysis of molecular variance (AMOVA) shown that most part of the
genetic diversity is within populations. There was no correlation between the pairwise Fsr
values and the geographical distance. Recent genetic bottlenecks were observed for all
populations studied, and we verified the presence of migrants between all populations.
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Conclusions: Although is possible observe a high genetic diversity in the studied populations,
the maintenance in long-term of the diversity is committed due to the effects of the inbreeding
and genetic bottleneck, confirmed by the occurrence of many loci in linkage disequilibrium.
Thus, conservations strategies should be adopted.

Key words: linkage disequilibrium, inbreeding, genetic structure, forest fragmentation

genetic bottleneck, Luehea divaricata, microsatellite, Malvaceae.

INTRODUCAO

A diversidade encontrada em florestas tropicais, que representa mais de 60% de todas
as espécies conhecidas do planeta (BRADSHAW et al., 2009), tem sido foco de varios
estudos de estrutura de populagdes (MORAES et al., 1999; DICK et al., 2008; JIMENEZ et
al., 2010; SHEPHERD et al., 2011), os quais visam principalmente a conservacdo e
restauracdo de paisagens fragmentadas, de forma a tentar minimizar os efeitos de um
crescimento econdmico acelerado, especialmente em paises em desenvolvimento como o
Brasil.

A Mata Atlantica, que originalmente se estendia por toda a costa brasileira, cobrindo
cerca de 150 milhdes de hectares (RIBEIRO et al., 2009), ¢ caracterizada por possuir elevado
nivel de endemismo. Entretanto, apresenta um histérico de ocupacdo e desmatamento para o
cultivo de lavouras e pastagens, bem como o comércio madeireiro, que resultaram em redugao
da diversidade genética de diversas espécies (FONSECA, 1985). Estima-se que apenas 11,7%
da vegetagdo original do bioma Mata Atlantica seja encontrada hoje (RIBEIRO et al., 2009), a
maior parte, representado por pequenos fragmentos remanescentes de dominio privado, com
menos de 100 hectares, e que sdo submetidos a diferentes tipos de pressdes (RANTA et
al.,1998).

A descontinuidade da vegetacao resultante da fragmentacdo de habitats leva a ruptura
do fluxo génico entre populagdes, tornando-as parcial ou totalmente isoladas, com
consequente perda da diversidade genética, por meio da endogamia e da deriva genética,
tornando-se uma limitagdo evolutiva (BARRETT; KOHN, 1991). Dessa forma, avaliar os
efeitos que a fragmentagdo de habitat exerce sobre a diversidade e estrutura genética das
espécies animais e vegetais ¢ fundamental para que medidas efetivas de conservag¢do sejam
tomadas (FRANKHAM, 2008).

Luehea divaricata  Martius et Zuccarini (Malvaceae), ¢ uma espécie arborea,
secundaria inicial a tardia (CARVALHO, 2008), heliofita, com ampla distribuicdo no bioma

Mata Atlantica, sendo frequente ao longo de rios, terrenos rochosos e ingremes, onde a
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floresta ¢ mais aberta, bem como nas formagdes secundarias (LORENZI, 2002). Esta ¢
encontrada principalmente nos estados de Minas Gerais, Sao Paulo, Parand, Santa Catarina e
Rio Grande do Sul, sendo também observada em paises como Argentina, Uruguai e Paraguai
(CARVALHO, 2003). L. divaricata ¢ bastante comum em matas semidevastadas, nas
capoeiras e capoeirdes (REITZ et al., 1988), podendo os maiores individuos atingir 20 a 25
metros de altura e um didmetro do caule de 50 a 80 centimetros a altura do peito (CECONI et
al., 2000).

Com flores hermafroditas, sendo polinizadas principalmente por abelhas como Apis
mellifera e beija-flores (BACKES; IRGANG, 2002), L. divaricata apresenta fruto do tipo
capsula lobada de valvas lenhosas, com sementes dispersas pelo vento com auxilio de alas
agudas (CARVALHO, 2008).

Sua casca ¢ usada na medicina popular devido as suas propriedades antifingicas e
antiproliferativas (TANAKA et al., 2005), enquanto sua madeira ¢ empregada na confec¢ao
de moveis (BIGHETTI et al., 2004), sendo por isso, bastante requisitada e, dessa maneira,
extraida seletivamente dos fragmentos remanescentes. Ameacada, esta espécie ¢€
frequentemente utilizada em programas de reflorestamento de areas ciliares no Brasil. Apesar
da sua grande importancia social, econdmica ¢ ambiental, do intenso processo de
fragmentacdo de suas populacdes devido ao desmatamento, da expansdo das fronteiras
agricolas e pecuarias, e do crescimento urbano no entorno da Mata Atlantica, nenhum estudo
foi realizado até o momento com o objetivo de abordar, em que propor¢do a diversidade
genética dessa espécie foi atingida, uma vez que, esta espécie atualmente é encontrada
somente em fragmentos florestais.

Dentre as técnicas de biologia molecular mais difundidas nas pesquisas cientificas, a
PCR (Polymerase Chain Reaction ) se tornou consolidada para o acesso direto a diversidade
genética, tanto dentro quanto entre populacdes, por meio de marcadores moleculares como os
microssatélites ou SSR (Single Sequence Repeat), os quais sdo distribuidos por todo o genoma
dos eucariotos, sendo bastante utilizados por serem altamente informativos (ELLEGREN,
2004).

Devido ao fato de populacgdes naturais de L. divaricata estarem sofrendo um intenso
processo de fragmentagado e corte seletivo, como consequéncia da a¢ao antropica em sua area
de distribui¢do, foi avaliado o nivel de diversidade genética entre e dentro de populagdes
situadas na area de distribui¢do da espécie. Informagdes referentes a diversidade e estrutura
genética em populacdes, podem ser uteis para avaliar se, o intenso desmatamento que ocorreu

no Bioma Mata Atlantica, afetou o nivel de diversidade genética dessa espécie.
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MATERIAIS E METODOS

Amostragem

Folhas jovens de individuos adultos de L. divaricata foram coletadas de nove
remanescentes de Mata Atlantica (Figura 2; Tabela 1), localizados nos municipios de Lages
(Santa Catarina), Irati (Parand), Pirai do Sul (Parand), Ventania (Parana), Sdo Jer6nimo da
Serra (Parand), Garca (Sao Paulo), Taciba (Sao Paulo), Paranapanema (Sao Paulo) e Lavras
(Minas Gerais), sendo as populagdes de Garca e Paranapanema, originarias da Estagdo
Ecologica de Caetetus e Estacdo Ecologica de Paranapanema, respectivamente. As
populacdes de Irati e Lavras foram coletadas dos campos universitarios da Universidade do
Centro-Oeste, campus Irati, e Universidade Federal de Lavras, respectivamente. O nlimero de
amostras coletadas para cada populagdo encontra-se na tabela 3, tendo sido respeitado uma
distancia minima de 15 metros entre cada arvore a fim de minimizar a0 maximo a coleta de
materiais de individuos aparentados. Também, a coleta foi realizada de modo a serem
amostrados representantes em toda a area de distribui¢do do fragmento. As amostras foram

coletadas em gelo e posteriormente mantidas em freezer -20°C até a extragdo do DNA.

Tabelal-  Localizagdo, area do fragmento e formagéo florestal das populagdes coletadas.
Area do

Municipio — Estado

Siglas (Coordenadas Geogréficas) Fragmento Formagao Florestal
(hectares)
LG Lages — Santa Catarina 20 Floresta Ombrofila
(28°11°52” S 50°43°46” W) ’ Mista
R Irati — Parana 13 Floresta Ombrofila
(25°32°06” S 50°39°11” W) ’ Mista
PS Pirai do Sul — Parana 30 Floresta Ombrofila
(24°25°46” S 50°02°30” W) Mista
VE Ventania — Parana 14 Campos/Floresta
(24°17°00” S 50°14°12” W) Ombrofila Mista
SJ Sao Jeronimo da Serra — Parana 25 Floresta Estacional
(23°43°13” S 50°42°34” W) ’ Semidecidual
Garga — Séao Paulo Floresta Estacional
GA (22°24°11” S 49° 42’ 05” W) 2178,8 Semidecidual
TA Taciba — Sdo Paulo 6.2 Floresta Estacional
(22°23'34" S 51°16'25" W) ’ Semidecidual
PA Paranapanema — Sao Paulo 635.0 Floresta Estacional
(23°31°01” S 48°44°10” W) ’ Semidecidual
LA Lavras — Minas Gerais 75 Floresta Estacional
(21°13°27” S 44°58°29” W) ’ Semidecidual
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Figura 2 - Localizagdo das populagdes de L. divaricata estudadas.
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Extracdo de DNA

Foi realizada a extracdo de DNA das amostras de folhas utilizando o protocolo descrito
por Ferreira & Grattapaglia (1996) com modificagdes, sendo macerado em torno de 50 mg de
tecido foliar com auxilio de nitrogénio liquido. O tecido vegetal foi entdo, tratado com 700uL do
tampao de lise (CTAB 2%, 100mM Tris-HCI pH 7,5, 20mM de EDTA pH 8,0, 1,4M NacCl, 1%
de PVP-40), com adi¢do de 2% do volume de B-mercaptoetanol seguido de incubagdo a 65°C
por 30 minutos.

O pellet formado na extracdo foi por fim, tratado com uma solucdo de elui¢do de Tris-
EDTA 0,ImM. Posteriormente, o DNA genomico produzido na extragdo foi analisado em gel de
agarose 1%, para verificar sua integridade e sua concentracdo estimada, por comparacdo ao

padrao de DNA lambda (Ludwig Biotecnologia), nas concentragdes de 30, 50 e 100 ng/pL.

Amplificacdo de Regides Microssatélites

Para a amplificagao das regides microssatélites foram utilizados nove pares de iniciadores
(primers), desenvolvidos por Ruas et al. (2009) (Tabela 2). A amplificagdo das regides de
microssatélites foi realizada por meio da técnica de PCR, sendo utilizada uma mistura para
reacdo de 4,0 uL de 4gua, 3,5 pL da enzima Go 7aq Green Master Mix (2X, Promega), 0,25 uL.

do primer direto e 0,25 uL do primer reverso a uma concentragao de 5 pM, sendo que para cada
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mistura da reagdo foi adicionado 10 ng de DNA. A amplificagdo foi realizada em termociclador
PTC-200 (MJ Research, Inc.,USA), utilizando um programa de ciclos de temperatura
“touchdown”, o qual consiste de 1 ciclo de 94°C por 4 minutos, seguido por 16 ciclos de 94°C
por 30 segundos, 65°C por 30 segundos, com um decréscimo de 1° C por ciclo de anelamento
até a temperatura de 50°C, e 72°C por 30 segundos, seguido de 20 ciclos adicionais de 94° C por
30 segundos, 50° C por 30 segundos, 72° C por 30 segundos, € uma extensao final de 7 minutos
em temperatura de 72°C.

Os produtos da amplificagdo foram visualizados em gel de poliacrilamida
(acrilamida/bis-acrilamida 29:1) com concentragdo de 7% e corados por nitrato de prata (20%).
Para a analise dos alelos no gel de poliacrilamida foi adicionado 3 pL. do marcador de peso

molecular (ladder) de 50 pares de base (Ludwig Biotecnologia).

Analise Estatistica

Tabela 2: Informagdes sobre nove pares de primers microssatélites utilizados na amplificagdo
em L. divaricata. Tx corresponde a temperatura de anelamento.

T Tamanho da
Loco Sequéncia do primer Repeticao 0 repeticdo
© )

Ldiv48A F: GCCCTTCAGAATGCAAACTC (AG)o 59.6 205-230
R: AAAATTAAACACAGGCCACCA

Ldiv53 F:-TTCCTCGCGGATAAATTGAC (GDo 60.1 240-260
R: CGCGGACACAACTCATATCTT

Ldiv55 F:ATTCACCAGCACAGCATCAA (AC)...(TC); 60.0 155-170
R: ATAAGTGGGGGAAGGGCTAA

Ldiv31 F:ACCTCACATGGATGCCAGTA (TG)s...(GT)s 59.6 230-255

R: GAGGTTTCACACGTGGCTTT
Ldiv42 F:CAACCCTCAGGCCTTACAGA (CAG)s 60.1 180-200

R: GTTGAAGCAAGGCATGTTGA
Ldiv40 F:GCTTCTTGCCAAAAATGGTC (ACC)s (CT)s (CA); 599  250-260
R: ATGTTTAATGCCGCGTTTTC

. F: (AT)s...(ATT)s...(TCT)

Ldiv32 1 GAAACAACCACTCAGTCAACC \ 60.0 180-210
R: TTTCTCCCAGGTTTGGTTTTT

Ldivs8  F: GACGCATGATGGAAGGAAAT (AC)ss...(ATC)s 600  150-175

R: TGATGGTCTGAGCAGTCAGG
Ldiv62 F: CACGGTTCGCTTTTTCTTTC (GGT);...(AT)(AC)y  60.0  210-260
R: CGGCAAATCTCAGGGACTAA

O numero de alelos por loco (A), nimero de alelos efetivos por loco (Ae) e
heterozigosidade observada (H,) e esperada (He) e distancia genética de Nei (1972) foram
obtidos com o software Popgene v. 1.31 (YEH et al., 1999). Os locos foram também testados
para desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg por meio do teste exato (GUO; THOMPSON,
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1992) e equilibrio de ligacdo com o software Genepop versao 3.4 (RAYMOND; ROUSSET,
1995). O coeficiente de endocruzamento Fis para cada localidade foi calculada pelo programa
FSTAT versdao 2.9.3 (GOUDET, 2001) com permutacdes de 5000 vezes. A andlise da
estrutura genética das populagdes foi realizada baseando-se na estatistica F (WRIGHT, 1951)
sendo utilizado o software Arlequin 3.5.1.3 (EXCOFFIER et al, 2006). Este mesmo programa
também foi utilizado para analisar resultados quanto a variacdo genética dentro e entre
populacdes por meio da andlise de varidncia molecular (AMOVA). A analise de correlagdo
linear de Pearson para verificar se ha correlacdo entre as distdncias genéticas e geograficas,
foi realizada pelo software Bioestat 5.0 (AYRES et al., 2007). Um dendrograma foi gerado a
partir das distancias genéticas de Nei (1978), utilizando o método de agrupamento UPGMA
(SOKAL; MICHENER, 1958), com o software TFPGA 1.3 (MILLER, 1997).

Para estimar a taxa de migracdo entre as populagdes foi aplicado o método de
estimativa bayesiano com o uso do sofiware BAYESASS 1.3 (WILSON; RANNALA, 2003).
O programa STRUCTURE versao 2.3.3 (HUBISZ et al., 2009) foi usado para identificar o
nimero de agrupamentos (K) de populacdes geneticamente similares. A andlise do niumero de
agrupamentos foi realizada seguindo o modelo de mistura, com burn-in e runs length de
10000 e 100000 interacdes, respectivamente. O numero de agrupamentos foi determinado
segundo as indicagdes de Pritchard e Wen (2004) e, também das recomendagdes de Evano et
al. (2005). Para investigar se as populacdes sofreram recentes reducdes no tamanho efetivo
populacional foi utilizado o programa BOTTLENECK 1.2.02 (PIRY et al., 1999), sendo o

teste de sinal de Wilcoxon utilizado para identificar excesso de heterozigosidade.

RESULTADOS

Para os nove locos testados em L. divaricata, verificou-se um total de 50 alelos em
268 individuos estudados, com o nimero de alelos variando de 2 para o loco Ldiv40, a 8§ para
os locos Ldiv31 e Ldiv53, sendo sua média igual a 5,5 alelos por loco. O niimero de alelos
efetivos por sua vez variou de 1,06 para o loco Ldiv52, a 6,88 para o loco Ldiv53, com média
igual a 3,65. O valor médio de heterozigosidade observada (H,= 0,53) foi menor do que a
heterozigosidade média esperada (He= 0,67), mostrando uma deficiéncia de heterozigotos. A
heterozigosidade observada foi menor para todas as populagdes, com excecao das populagdes
de Lages e Irati que apresentaram um valor de heterozigosidade observada e esperada

semelhantes (Tabela 3). Porém, o teste exato mostrou que somente a populacdo de Lages
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encontra-se em equilibrio de Hardy-Weinberg, com as demais populagdes (excegdao da

populagdo de Irati) apresentando um déficit de heterozigotos.

Tabela3-  Medidas de diversidade genética de nove locos microssatélites em nove
populagdes de L. divaricata. N: nimero de individuos por populagdo; A: nimero de alelos por
loco; A.: numero de alelos efetivos por loco; H,: heterozigosidade observada; H.:
heterozigosidade esperada; Fis: coeficiente de endogamia; SD: desvio padrdo para A, A, Hoe

He.

Populagges’ N A(SD) AJ(SD) H,(SD) H.(SD) Fis
LG 32 489(2,02) 3,58(1,78) 0,64(0,35) 0,64(0.25) -0,01
IR 30°  522(2,22)  3,74(1,73)  0,65(0,34) 0,67(0,19) 0,03
PS 20 522(2,11)  3,92(1,80) 0,45(0,21) 0,70(0,14)  0,36*
VE 29 4,78(2,11) 3,50(1,71)  0,56(0,33)  0,66(0,16)  0,15*
SJ 300 5,00(1,80) 3,23(1,32) 0,54(0,33) 0,63(0,22) 0,13*
GA 308 4,78(1,79)  3,65(1,31)  0,55(0,24) 0,70(0,13)  0,22*
TA 28%  5,11(1,83)  3,63(1,33) 0,49(0,30) 0,70(0,11)  0,31*
PA 30°  4,89(2,03) 3,08(1,39) 0,50(0,29) 0,61(0,20)  0,18*
LA 300 5,11(1,96)  3,77(1,25) 043(0,23) 0,71(0,13)  0,40*

Média 500(1,99) 3,57(1,51)  0,53(0,29) 0,67(0,17)

* Significativo a 5% para o teste exato para equilibrio de Hardy-Weinberg.
*Os nomes dos municipios correspondentes as siglas estdo especificados na tabela 1.
* Fis significativo a 5% de probabilidade por populagdo em todos os locos.

O teste de equilibrio de ligagdo evidenciou que diversos locos estavam associados em
desequilibrio de ligagdo. A populacdo de Ventania apresentou o maior desequilibrio de
ligacdo com nove locos associados, seguida pela populacdo da Estacdo Ecoldgica de
Paranapanema, que mostrou sete pares de locos em desequilibrio de ligagdo. As demais
populagdes apresentaram um indice menor de desequilibrio de ligacao, sendo a populacao de
Lages e S@o Jeronimo da Serra com seis locos associados, Irati, com cinco, Pirai do Sul e
Lavras com quatro, Estagdo Ecologica de Caetetus, com trés e Taciba, com dois pares de

locos associados entre si (Tabela 4)
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Tabela4 -  Presenga de desequilibrio de ligacdo para nove locos de microssatélites em
nove populagdes de L. divar icata, realizada pelo software Genepop 3.4 (RAYMOND;
ROUSSET, 1995).

Populagdes”
Locos LG IR PS VE S GA TA PA LA
Ldiv31/Ldiv40 + +
Ldiv31/Ldiv55 +
Ldiv31/Ldiv58
Ldiv31/Ldiv62
Ldiv40/Ldiv48A +
Ldiv40/Ldiv52 +
Ldiv40/Ldiv53 +
Ldiv40/Ldiv55
Ldiv40/Ldiv58 + +
Ldiv40/Ldiv62 + +
Ldiv42/Ldiv48A +
Ldiv42/Ldiv52 +
Ldiv42/Ldiv53 +
Ldiv42/Ldiv55 + + +
Ldiv42/Ldiv58 + +
Ldiv42/Ldiv62 + +
Ldiv48A/Ldiv52 +
Ldiv48A/Ldiv58 + +
Ldiv48A/Ldiv62 + + +
Ldiv52/Ldiv55 +
Ldiv52/Ldiv58 +
Ldiv52/Ldiv62 + +
Ldiv53/Ldiv55 +
Ldiv53/Ldiv62 + +
Ldiv55/Ldiv58 + +
Ldiv55/Ldiv62 +
Ldiv58/Ldiv62 +

+ 4+ +

+
_|_

P>0,05 (significancia utilizando o teste exato de Fisher)
*Os nomes dos municipios correspondentes as siglas estdo especificados na tabela 1.

A analise de variancia molecular (AMOVA) mostrou que 93,16% da
variagdo genética se encontra dentro de populagdes, com indice de diferenciagdo genética de

6,84% (Tabela 5).

Tabela 5: Analise de variancia molecular (AMOVA) de nove populagdes de L. divaricata;
SQ: soma dos quadrados; Fsr: diferenciagdo genética.

Fonte de variagdo SQ Componentes de Variancia % de Variagdo
Entre Populagdes 126,49 0,22 6,84%*
Dentro Populagdes 1540,10 3,01 93,16
Total 1666,59 3,23

Indice de Fixagio (Fsr) = 0,0684
**P < 0,01 (significancia dada pelo teste com 1023 permutagdes).
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A tabela 6 mostra, abaixo da diagonal, os dados de diferenciagdo genética entre pares
de populagdes, enquanto a distdncia geografica ¢ observada acima da diagonal. Pode-se
observar através dos dados de Fsr par a par, que as populacdes apresentam nivel de
diferenciacdo genética de baixo a moderado, sendo a menor diferenca observada entre as
populacdes de Lages e Irati e a maior diferenciacdo genética encontrada entre as populagdes
de Ventania e Paranapanema. A correlagdao genética de Pearson mostrou que ndo existe uma

relagdo entre o Fst par a par e as distancias geograficas (P=0,0924 a 5% de significancia).

Tabela 6: Distancia geografica, em km, entre as popula¢des estudadas, acima da diagonal.

Valores de Fsr entre pares de populagdes de L. divaricata, abaixo da diagonal. Todos os

valores de Fst foram significativos (P < 0,05, significancia dada com 1023 permutagdes).

LG IR PS VE SJ GA TA PA LA

LG * 295km 423km 436km 496km 650km 645km 555km 967 km
IR 0,0193 * 137km 145km 201 km 360km 353km 296km 751 km
PS 0,1198 0,1000 * 25km 104km 227km 258km 167km 630 km
VE 0,0770 0,0541 0,1147 * 79km 215km 234km 175km 637 km
SJ 0,0503 0,0601 0,0763 0,1204 * 178 km 158 km 203 km 652 km
GA 0,0661 0,0670 0,0448 0,0808 0,0342 * 162 km 158 km 506 km
TA 0,0630 0,0591 0,0437 0,0572 0,0563 0,0241 * 289 km 664 km
PA 0,0832 0,0969 0,0827 0,1402 0,0657 0,0546 0,0863 * 463 km
LA 0,0797 0,0784 0,0459 0,0980 0,0576 0,0296 0,0419 0,0599 *

"Os nomes dos municipios correspondentes as siglas estdo especificados na tabela 1.

As distancias genéticas de Nei (1972) entre populagdes variaram de 0,3840 (Ventania
e Pirai do Sul) a 0,0574 (Lages e Irati) (Tabela 7) sendo esses dados semelhantes quanto as
relacdes entre populagdes mostradas pelo Fsr par a par, e suas respectivas distancias

geograficas.

Tabela 7: Distancia genética de Nei (1972) entre as populagdes de L. divaricata.
LG IR PS VE SJ GA TA PA LA

IR 00574 -

OS 0,3141 0,2938  -----

VE 0,1907 0,1526 0,3840  -----

SJ 0,1085 0,1378 0,2000 0,2952  -----

GA 0,1607 0,1881 0,1841 0,2498 0,0892  -----

TA 0,1660 0,1807 0,1563 0,2034 0,1413 0,1162  -----

PA 0,1782 0,2204 0,2376 0,3651 0,1539 0,1575 02591  --—---

LA 02075 0,2267 0,1802 0,2823 0,1609 0,1526 0,1666 0,1847 -----
*Os nomes dos municipios correspondentes as siglas estdo especificados na tabela 1.
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O dendrograma construido usando o método de coalescéncia evidenciou a formacgao
de diferentes grupos (Figura 3), com as populagdes da Estacdo Ecologica de Paranapanema,

Pirai do Sul e Ventania isoladas das demais.
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Figura 3: Dendrograma do agrupamento de nove populagdes de L. divaricata, conforme
distancia genética de Nei (1978). Nimero nos ramos representam bootstrap baseado em 1000
replicagdes.

As andlises da taxa de migragdo estimada pelo software BayesAss 1.3 (WILSON;
RANNALA, 2003) revelaram a presenga de fluxo génico recente entre as populacdes. Na
tabela 8 pode-se verificar que as maiores taxas de migra¢ao sdo observadas nas populagdes de
Lages (28,7%), Irati (32,2%) e Garga (23,5), e as menores nas populagdes de Ventania (3,2%)
e Paranapanema (4,1%). As populacdes que contribuiram com maior nimero de migrantes
para as demais populacdes foram Lages (25,2%), e Irati (24,2%), enquanto as populagdes de
Pirai do Sul (6,6%) e Garga (4,9%) foram as populacdes com menor nlimero de migrantes.

O teste para investigar se as populagdes sofreram recentes redugdes no tamanho
populacional mostrou que para os modelos TPM (Two-Phase Model) e 1AM (Infinite-Allele
Model) as nove populagdes apresentaram um excesso de heterozigosidade em comparagdo a
uma populagdo em equilibrio de mutagao e deriva (Tabela 9). J4, para o modelo de mutagao
SMM (Stepwise Mutation Model ), foi observado um excesso de heterozigosidade para as

populacdes de Pirai do Sul, Ventania, Garca, Taciba e Lavras.
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Tabela 8: Médias das distribui¢des a posteriori das propor¢des de individuos ndo-migrantes e
migrantes para as nove populacdes de L. divarica ta baseado no método de atribuicao
Bayesiana de Wilson e¢ Rannala (2003) em BayesAss. Os migrantes sdo indicados pela
populacdo de origem e pelas taxas de migracdo. Todos os valores sdo significativos com
intervalo de confianca de 95%.

Populagdes ~ Nao-migrantes Migrantes
Irati 0,204; Pirai do Sul 0,006; Ventania 0,013;
Lages# 0,713 Sao Jeronimo da Serra 0,009; Garga 0,011; Taciba

0,026; Paranapanema 0,006; Lavras 0,011
Lages 0,209; Pirai do Sul 0,014; Ventania 0,047,
Irati 0,678 Sao Jeronimo da Serra 0,007; Garga 0,006; Taciba
0,019; Paranapanema 0,011; Lavras 0,010
Lages 0,004; Irati 0,010; Ventania 0,004; Sao
Pirai do Sul 0,903 Jer6nimo da Serra 0,011; Garga 0,005;
Taciba 0,025; Paranapanema 0,011; Lavras 0,027
Lages 0,003; Irati 0,003; Pirai do Sul 0,004; Sao
Ventania 0,968 Jeronimo da Serra 0,007; Garca 0,003;
Taciba 0,007; Paranapanema 0,002; Lavras 0,004
Lages 0,005; Irati 0,004; Pirai do Sul 0,008;
0,945 Ventania 0,011; Garga 0,007; Taciba 0,007,
Paranapanema 0,006; Lavras 0,006
Lages 0,017; Irati 0,007; Pirai do Sul 0,010;
Garga 0,765 Ventania 0,011; Sdo Jeronimo da Serra 0,112;
Taciba 0,034; Paranapanema 0,035; Lavras 0,009
Lages 0,003; Irati 0,005; Pirai do Sul 0,010;
Taciba 0,944 Ventania 0,004; Sao Jeronimo da Serra 0,007; Gar¢a
0,006; Paranapanema 0,016; Lavras 0,005
Lages 0,003; Irati 0,005; Pirai do Sul 0,008;
Paranapanema 0,959 Ventania 0,003; Sao Jeronimo da Serra 0,007; Garga
0,005; Taciba 0,009; Lavras 0,003
Lages 0,008; Irati 0,004; Pirai do Sul 0,006;
Lavras 0,852 Ventania 0,005; Sao Jeronimo da Serra 0,035; Garga
0,006; Taciba 0,021; Paranapanema 0,063
*Os nomes dos municipios correspondentes as siglas estdo especificados na tabela 1.

Sdo Jerbnimo
da Serra
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Tabela 9: Probabilidades a partir do teste de sinal de Wilcoxon para excesso de
heterozigosidade usando Bottleneck 1.2.02 (PIRY et al., 1999).

Teste de Mutagao-Deriva

~ #

Populacdes IAM® TPM®  SMM®

LG 0.1266%  0.1740*  0.2208

IR 0.1231*  0.1637* 02156

PS 0.1142%  0.1620%  0.2179*

VE 0.1228%  0.1894*  0.2573%

SJ 0.2018%  0.2674*  0.3923

GA 0.0923*  0.1477*  0.1689%

TA 0.1050%  0.1687*  0.2616*
rSionificincia de A 02336*  03212¢ 03218 (oo,
Inﬁiite_ ol LA 0.0808*  0.1391*  02049% 0 0 W

Phase Model ; © Stepwise Mutation Model ; "Os nomes dos municipios correspondentes as
siglas estdo especificados na tabela 1.
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Figura 4: Grafico dos valores logaritmicos da probabilidade média posterior (LnP(D)) por
agrupamentos (K), gerado pelo programa Structure 2.3.3 (HUBISZ et al., 2009).

O nuimero de agrupamentos populacionais (K) gerados a partir da analise Bayesiana
mostrou a forma¢do de seis grupos (Figura 4), uma vez que para selecionar o mesmo,
Pritchard e Wen (2004) indicam que o resultado mais provavel ¢ o de menor valor de K apos
a formacdo de um platd dos valores logaritmicos da probabilidade (LnP(D)). Ja a figura 5

mostrou uma grande mistura entre os individuos.
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Figura 5: Estrutura genética de populagdes de L. divaricata inferido pela abordagem
Bayesiana. O eixo y indica a porcentagem de associagdo estimada em cada um dos k clusters
inferidos. Os nomes dos municipios correspondentes as siglas (eixo x) estdo especificados na
tabela 1.
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DISCUSSAO

Diversidade genética

Historicamente, a drastica reducdo da Floresta Atlantica, ocorreu em diferentes
periodos nas regides abrangidas pelo bioma. Na regido do planalto catarinense, esta ocorreu a
partir da segunda metade do século XX (VIBRANS et al., 2008) (populagdo de Lages). A
partir da década de 1910 iniciou-se a fragmentacao da floresta localizada no estado do Parana
(populagdes de Irati, Pirai do Sul, Ventania e Sdo Jeronimo da Serra), a qual foi intensificada
na década de 1950 (MEDEIROS et al., 2005), fato que também ocorreu na floresta estacional
semidecidual localizada no estado de Minas Gerais (populag¢dao de Lavras, Silva et al., 2003).
Ja, a destruigao florestal no estado de Sao Paulo (populagdes de Taciba, Estagdo Ecologica de
Paranapanema e Estagdo Ecoldgica de Caetetus), atingiu seu apice na década de 1930
(VICTOR et al., 2005).

O estudo dos nove locos de microssatélites nas nove populacdes de L. divaricata
mostrou, niveis moderados de diversidade genética, com o valor de heterozigosidade média
observada (0,53) proximo do encontrado em outras espécies arbdreas tropicais, € que
sofreram perda de diversidade devido a processos intensos de fragmentacdo florestal, como
Distemonanthus benthamianus , H,=0,51 (DEBOUT, et al., 2011), Sorocea bonplandii ,
H,=0,55 (RUSCHEL, et al., 2009) e Tabeluia ochracea, H,=0.34 (MOREIRA et. al. 2009).

Embora a heterozigosidade média observada (H,) nas populagdes de L. divarica ta
tenha sido proéximo ao encontrado nessas espécies, uma comparacdo dos valores de
heterozigosidade média observada (0,53) e esperada (0,67) em L. divaricata, mostram uma
deficiéncia de heterozigotos em sete das nove populagdes estudadas. Em todas essas

populagdes nas quais se observou uma deficiéncia de heterozigosidade, mostrou-se que as
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mesmas apresentam um valor de Fig positivo e significativo, apontando que estas, vém
sofrendo um intenso processo de endogamia, com exce¢ao das populagdes de Lages e Irati.
Assim, os valores do coeficiente de endogamia associados & menor heterozigosidade
observada, indica uma possivel perda da diversidade genética por meio de depressdo
endogdmica em sete das populagdes estudadas. Desse modo, as observagoes feitas por Lowe
et al. (2005), os quais verificaram que o aumento do endocruzamento ¢ um dos principais
fatores deletérios decorrente da degradacdo do habitat, estd de acordo com nosso estudo, ja
que este mostra que o processo de fragmentagdo do bioma Mata Atlantica, oriundo do corte e
queimadas recorrentes, podem ser considerados como os agentes que levaram a diminui¢ao do
nivel de heterozigosidade em L. divaricata.

Em todas as populacdes estudadas verificou-se um efeito recente de gargalo genético,
o qual em cinco populac¢des foi mostrado tanto pelos modelos IAM, TPM e SMM (Pirai do
Sul, Ventania, Garga, Taciba e Lavras). Embora nas popula¢des de Paranapanema, Sao
Jeronimo da Serra, Irati e Lages o efeito de gargalo genético ndo tenha sido mostrado pelo
modelo de SMM o mesmo foi verificado pelos modelos IAM e TPM. Dessa forma, o
processo de fragmentagdo que ocorreu nas populacdes de Pirai do Sul, Ventania, Garga,
Taciba e Lavras, levou as populagdes a uma perda de alelo de forma mais intensa do que as
populagdes de Paranapanema, Sdo Jeronimo da Serra, Irati e Lages. O efeito de gargalo
genético que foi observado, ndo so6 ¢ confirmado para as populacdes estudadas por meio da
presenca de diversos pares de locos em desequilibrio de ligagdo (FUTUYMA, 2005), como
também, ¢ evidenciado para as populacdes que apresentaram um Fig positivo e significativo,
uma vez que a endogamia mantém o desequilibrio de ligacdo nas populagdes (FUTUYMA,
2005).

De acordo com Young et al. (1996) e Lowe et al. (2005), mudancas populacionais
associadas com degradagdo de habitat levam a uma erosdo da diversidade e aumento da
divergéncia genética entre populagdes, devido ao aumento da deriva genética e taxa de
endocruzamento, fato claramente demonstrado nas populagdes estudadas de L. divarica ta,
uma vez que a espécie sofreu reducdo de seu habitat, e segundo Farias (2009), corte seletivo
das arvores nos diversos fragmentos com fins comerciais. Assim, considerando que a
diversidade genética ¢ um dos fatores chave na evolugdo, adaptacao e sobrevivéncia das
populagdes e individuos de espécies arbdreas, a reducdo na diversidade genética pode
predispor a espécie e populagdes a doencas e reduzir a produtividade e limitar a sua

reproduciao (RAJORA; PLUHAR, 2003).
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Collevatti et al. (2001) utilizando microssatélites na espécie arborea tropical Caryocar
brasiliense comparou florestas continuas e fragmentadas, mostrando um alto nivel de variagao
em todas as populagdes, porém nenhuma diferenca foi encontra em relacdo a heterozigosidade
e taxa de endocruzamento entre as populagdes continuas e fragmentadas. Isso se deve,
segundo Lowe et al. (2005) ao fato da fragmentacdo ter ocorrido em um tempo menor que o
tempo de vida da darvore. Porém, L. divaricata apresenta um tempo de vida de
aproximadamente 60 anos (SILVA et al., 2012), assim, em grande parte dos fragmentos
analisados neste estudo ndo devemos ter mais as arvores originais, € sim a proxima geracao
das populacdes que foram perturbadas.

Apesar de termos verificados valores de Fig significativos para sete das populagdes
estudadas e deriva genética recente ter ocorrido em todas elas, as populacdes apresentam
valores médios do numero de alelos por locos (A) e nimero alelos efetivos por locos (A.), isto
¢, estas populacdes ainda apresentam uma diversidade genética razoavel. De acordo com
Lowe et al. (2005) o efeito do endocruzamento ¢ observado imediatamente apos a devastagao,
entretanto a queda da diversidade genética (A, A.) ocorre de maneira lenta nas proximas
geracdes. Como ja descrito, L. divaricata tem um tempo de vida de cerca de sessenta anos.
Assim, somente daqui a centenas de anos caso nenhuma providencia seja tomada no sentido
de recuperar estas populagdes um decréscimo na variabilidade genética sera observado.
Todavia, segundo Lowe et al. (2005) mesmo quando estudos de marcadores moleculares
neutros, como microssatélites, indicam a presenga substancial de variabilidade genética, a
diversidade genética para locos importantes para sobrevivéncia da espécie ao longo do tempo

podem estar em declinio.

Estrutura genética

A andlise de variancia molecular (AMOVA) mostrou que 93,16% da variabilidade
genética estd distribuida dentro de populacdes, e 6,84% entre as mesmas. O valor de Fsr
(6,84%) indica diferenciacdo genética moderada entre populagdes como descrito por Hartl e
Clarck (1997), o que ¢é caracteristico de uma espécie arborea aldogama que apresenta
variabilidade genética maior dentro de populagdes (HAMRICK; GODT, 1989). Isso ¢
confirmado, pelo fato de L. divaricata apresentar como polinizadores pequenos insetos, como
Apis mellifera e beija-flores (BACKES; IRGANG, 2002), e dispersio anemocorica
(CARVALHO, 2008). Dessa forma, ¢ possivel que pequenos fragmentos florestais
remanescentes proximos aos estudados, estejam agindo como ‘“corredores” de vegetagao,

permitindo que polinizadores possam se deslocar e realizar o fluxo génico, impedindo assim
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que a distancia genética entre as populagdes possa aumentar, € assim ocorrer isolamento entre
elas.

Os valores de Fsr entre pares de populagdes e as distancias genéticas de Nei foram
numericamente similares em proporcao, tendo os dados de Fsr par a par e distancias
geograficas, mostrado que ndo ha correlagdo entre as distancias genética e geografica.
Populagdes com grane distancias geograficas (Lages e Lavras), ndo apresentaram uma grande
distancia genética entre elas. Por sua vez, a menor distancia genética se encontra entre as
populacdes de Lages e Irati, que se situam a 295 km de distancia. Esta distancia genética ¢é
confirmada pelos valores de fluxo génico recente entre essas populagdes, visto que estas
apresentam grande quantidade de migrantes entre elas. A menor distancia geografica entre
populacdes (Ventania e Pirai do Sul) mostrou uma das maiores distancias genéticas, visto que
estas populagdes apresentaram baixa quantidade de migrantes, em especial a populacdo de
Ventania. Essas duas popula¢des encontram-se isoladas entre si por campos agricolas.

A populagdo de Ventania se mostrou isolada das demais, apresentando os maiores
valores de distancia genética em relagdo a outras populagdes. Os valores de Fst par a par, e
distancias genéticas de Nei, indicam que esta populacdo, devido a fragmentacdo de habitat e
corte seletivo tem sofrido efeitos de deriva genética e depressdo endogamica. De acordo com
Lowe et al, (2005) a fragmentacdo de habitat e o corte diferencial das arvores aumenta o
isolamento entre os fragmentos e reduz o fluxo génico. Redu¢do na propor¢do de genes
imigrantes combinado com deriva genética e perda alélica em populagdes pequenas aumenta a
diferenciagdo genética entre os fragmentos perturbados, como ¢é claramente observado entre
os fragmentos de Ventania e Pirai do Sul, onde os distarbios que ocorreram no passado
levaram a um isolamento genético das populacdes com uma taxa acentuada de endogamia e
deriva genética.

Os dados de Fsr par a par foram usados para construir o dendrograma gerado a partir
do método de coalescéncia, o qual separou as populagdes em seis diferentes grupos. Dentre
eles pode-se destacar a proximidade entre as populacdes de Lages e Irati, e também o
isolamento das populagdes de Paranapanema, Pirai do Sul e Ventania, como discutido
anteriormente.

Contribuindo com o entendimento a respeito do grau de isolamento genético entre as
populagdes, a analise Bayesiana indicou a presenca de diferentes taxas de migrantes entre as
populacdes, o que confirma que as populacdes estudadas, ndo estdo totalmente isoladas
geneticamente, pois de acordo com Lowe et al. 2005, quando entre os fragmentos sdo

deixadas algumas arvores isoladas, as mesmas servem como ponte para o fluxo génico entre
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os fragmentos. Além disto, L. divaricata tem sua sementes disseminadas pelo vento sendo que
mesmo pode dispersar as sementes a longas distancias (HORN et al. 2001), sendo que este
tipo de dispersdo pode ser favorecido pela fragmentacdo e corte seletivo (GHAZOUL, 2005).
Além disto, L. divaricata como verificado acima ¢ polinizada por Apis melifera e beija-flores.
Apis-melifera percorre em relagdo ao seu ninho uma distancia de aproximadamente 1 km, mas
beija-flores sdo capazes de percorrer at¢ 20 km e segundo Anjos (2001) a fragmentagao
aumenta a abundancia de beija-flores. Assim, estes passaros podem estar contribuindo para a
manuten¢do da diversidade genética principalmente daquelas populagdes situadas nos estados
de Santa Catarina e Parand onde existe uma boa quantidade de pequenos fragmentos
compostos de poucas arvores, entre os fragmentos maiores.

As populacdes que apresentaram o maior isolamento genético foram as populacdes de
Ventania, Estagdo Ecologica de Paranapanema, Taciba, Sdo Jeronimo da Serra e Pirai do Sul,
pois apresentaram maior quantidade de n3o migrantes. Segundo Young et al. (1996) as
mudangas populacionais associadas com a degradagdao do habitat levam a uma erosao da
diversidade genética, como o observado em L. divaricata, com divergéncia interpopulacional,
devido ao aumento da deriva genética, taxa elevada de endocruzamento e reducido do fluxo
génico. Essas mudangas afetam a viabilidade das populagdes a curto e em longo prazo. A
curto prazo nas populagdes, pode ocorrer o aumento da suscetibilidade a doencas e pestes
(BARRET; KOHN, 1991) e fixa¢do de alelos deletérios (HUENNEKE, 1991). Em longo
prazo a perda da diversidade genética deve reduzir a capacidade das populagdes a
responderem as mudangas das pressoes seletivas (FUTUYMA, 2005).

A andlise de agrupamento populacional mostrou a formacao de seis grupos (K=6),
corroborando para a interpretacdo da estruturacdao das populagdes de L. divaricata. A anélise
Bayesiana mostrou que as populagdes de Irati e Lages se encontram agrupadas, com boa parte
de seus individuos atribuidos ao mesmo cluster, fato confirmado quando analisamos o
dendrograma gerado a partir das distancias genéticas de Nei (1978), e que confirma que essas
populagdes sdo mais semelhantes geneticamente, apesar da distincia geografica entre as
mesmas. As populagdes de Sdo Jeronimo da Serra, Garca e Taciba, apresentaram-se
agrupadas, sendo acompanhadas por outro grupo representado pela populacdo de Lavras,
como pode ser observado pelo dendrograma, sendo observada uma grande mistura quando
analisado através da andlise Bayesiana para essas populacdes. Os demais grupos sao
representados pelas populacdes de Paranapanema, Pirai do Sul e Ventania, com seus
individuos agrupados entre si apds a intensa fragmentagdo do bioma, que resultou em severa

diferenciagdo dessas populagdes para com as demais.
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CONCLUSOES

A fragmentagdo e corte seletivo causaram um impacto significativo nas populagdes de
L. divarica ta nos ultimos setenta anos, uma vez que as populacdes apresentaram valores
médios de heterozigosidade observada menor que o esperado, bem como efeitos de gargalo
genético recente e desequilibrio de ligagdo acentuados. Estd claro que ainda existe uma
reserva de diversidade genética nessas populagdes, sendo importante considerar as
implicagdes que o efeito do gargalo genético e endocruzamento causardo nas populagoes de L.
divaricata ao longo do tempo, sendo importante que medidas conservacionistas sejam
tomadas. Tais medidas incluem abolir o corte seletivo de individuos adultos, que contribuem
reprodutivamente para a manutencdo da diversidade genética, e também manter intactos os
fragmentos florestais, de forma que ndo se tenha perda do habitat da espécie.

As unicas populagdes que sofreram um menor impacto da fragmentagdo e corte
seletivo foram as populacdes de Lages e Irati, pois apesar das mesmas estarem em areas
menores que as outras, as regides do planalto catarinense (populagdo de Lages) e do sul do
Parana (populagdo de Irati) foram devastadas mais tarde, por sua terras ndo mostrarem um

alto grau de fertilidade como as regides ocupadas pelas outras populacdes.
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