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RESUMO

Schinus terebinthifolius € uma espécie arbdrea neotropical de ampla ocorréncia
no Brasil, desde o estado de Pernambuco até o Rio Grande do Sul. Por ser
uma espécie pioneira, agressiva, indiferente as condi¢fes fisicas do solo e
produzir grande quantidade de sementes, é considerada de grande importancia
na recuperacdo de areas degradadas. Sua distribuicdo ocorre ao longo da
Mata Atlantica que, em decorréncia da intensa ocupacdo antropica e
modificacdo do bioma, encontram-se bastante fragmentada e desconectada. A
fragmentacao florestal provoca alteragdes da dinamica das populagdes, o que
pode levar a perda de diversidade genética. Estudos de genética de
populacdes utilizando técnicas de marcadores moleculares permitem avaliar a
estrutura e a variabilidade genética de espécies de arvores em areas
fragmentadas. Com o intuito de contribuir para estratégias de conservagao e
manejo de espécies arboreas tropicais, este trabalho teve como objetivo
estudar, por meio de marcadores AFLP, a diversidade e a estrutura genética de
dez populacfes de S. terebinthifolius obtidas de areas de planalto e da mata
ciliar ao longo do rio Laranjinha — Pr. Trés combina¢cdes de primers seletivos
forneceram um total de 821 marcadores. Os valores meédios para a
porcentagem de locos polimorficos (%P) e para o indice de diversidade génica
de Nei (Hs) foram 61,11% e 0,1251, para areas de planalto; 51,32% e 0,1073,
para areas ciliares; 67,59% e 0,1886 para populacbes do alto Laranjinha e
44,84% e 0,0773 para populacdes do baixo Laranjinha, respectivamente. A
distribuicdo da variabilidade genética foi maior dentro das populacdes (55,08%)
gue entre as populacdes (44,92%). A analise da Coordenada Principal mostrou
gue a maioria das populacdes estudadas encontra-se estruturadas em dois
grupos, populacdes do alto Laranjinha e populacfes do baixo Laranjinha, o que
também foi confirmado pela andlise Bayseana de agrupamentos K e pelo
dendrograma, realizado pelo método UPGMA. N&o houve diferenca
significativa de variabilidade genética entre duas diferentes regides, planalto e
rio, de forma que néo é possivel afirmar que o rio Laranjinha se constitui em um
corredor ecologico e genético para as populagcdes de S. terebinthifolius.

Palavras-chave: AFLP. Diversidade genética. Espécie arbérea neotropical.
Fragmentacdao florestal. Conservacéo.
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ABSTRACT

Schinus terebinthifolius is a neotropical tree species widely spread in Brazil,
from Pernambuco to Rio Grande do Sul. As a pioneering, aggressive species,
indifferent to physical conditions of the soil and produce large amounts of
seeds, is considered of great importance in the recovery of degraded areas.
Distributed along the Atlantic rain forest biome which, due to the intense human
occupation and modification of the biome, it is very fragmented and
disconnected. Forest fragmentation provokes changes in the population
dynamics, which can lead to loss of genetic diversity Population genetic studies
using molecular markers allows the evaluation of plant species genetic structure
and the genetic variability of tree species in fragmented areas. Aiming to
contribute to strategies for conservation and management of tropical tree
species, this paper aimed to study through AFLP markers, the genetic diversity
and structure of ten populations of S. terebinthifolius from plateau areas and the
riparian forest along the Laranjinha river — Pr. Three selective primers
combinations made a total of 821 markers. Mean values for polymorphic loci
percentage (%P) and the gene diversity index (Hs) were 61.11% and 0.1251,
for plateau areas; 51.32% and 0.1073, for riparian areas; 67.59% and 0.1886
for populations of the upper Laranjinha river; 44.84% and 0.0773 for populations
of the lower Laranjinha river, respectively. The genetic variability distribution
was higher within populations (55.08%) than among populations (44.92%). The
Principal Coordinate analysis showed that most of the studied populations were
structured into two groups, the upper Laranjinha river populations and the lower
Laranjinha river populations, which was also confirmed by Baysean analysis for
the number of K clusters and the dendrogram, constructed by the UPGMA
method. There was no significant difference in genetic variability between two
different regions, plateau and river, so it can not be said that the Laranjinha river
constitutes an ecological and genetic aisle for S. terebinthifolius populations.

Keywords: AFLP. Genetic diversity. Neotropical tree species. Forest
fragmentation. Conservation.
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1. INTRODUCAO

As florestas tém importancia vital para o equilibrio ambiental e ecolégico
do planeta, pois promovem a manutencdo do equilibrio climatico, a
conservacao da biodiversidade e a reciclagem dos solos. Também apresentam
enorme importancia socioecondémica e cultural, fornecendo inUmeros produtos,
desde madeiras, energia, alimentos e remédios, até valores edilicos e
turisticos, tais como belas paisagens. Entre as mais importantes funcdes
desempenhadas pelas florestas esta a protecéo e preservacdo dos mananciais
hidricos. Apesar de sua importancia, as florestas encontram-se ameacadas.
Estima-se que cerca de dois tercos das areas florestais de todo o planeta ja
ndo existam mais devido ao acelerado desmatamento, estando o Brasil, como
0 pais que mais destroi suas matas (Dietzold e Wendel, 2004). De acordo com
a Organizacdo das Nacdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO),
responsavel por monitorar a cobertura de florestas por paises, entre 1999 e
2010, o Brasil ocupou o primeiro lugar no indice de perda de area verde no
mundo (Global Forest Resources Assessments - FAO, 2013).

Esse processo de eliminacdo das florestas resultou num conjunto de
problemas ambientais, como a fragmentacédo de habitats, a extingdo de varias
espécies da fauna e flora, mudancas climaticas locais, erosdo dos solos,
eutrofizacdo e assoreamento dos cursos d’agua (Ferreira e Dias, 2004).

A fragmentacdo de habitats é uma das ameacas mais Sérias a
diversidade biologica, sendo a principal responsavel pela alta taxa de extincédo
atual de espécies, uma vez que causam danos irreversiveis, tais como
isolamento, subdivisdo e perda de populacdes, diminuicdo do fluxo génico,
diminuicdo da diversidade biolégica, aumento e intensificacdo do efeito de
borda no ecossistema, reducdo na taxa de heterozigose e a erosdo genética
das espécies (Metzger, 1999).

Diante desta situacdo, o conhecimento da estrutura genética dessas
populacdes € importante para o fornecimento de subsidios que permitam o
estabelecimento de estratégias de conservacao das espécies, além de orientar
programas de coleta de material para banco de germoplasma e producédo de
mudas para programas de restauracdo de ecossistemas degradados (Botrel,
2006).



As matas ciliares se constituem numa formacao florestal tipica de areas
situadas ao longo dos cursos d’agua, sendo importantes para a contengéo dos
processos erosivos e servindo de refugio e fonte de alimento para a fauna
silvestre e aquética (Barbosa, 1999) além de possibilitar a interligacdo de
fragmentos florestais isolados, facilitando o fluxo génico vegetal e animal
(Metzger, 2010).

Os marcadores genéticos sdo uma das principais ferramentas para
descrever os padrdes de variabilidade genética de uma populacdo natural e,
com seu uso, é possivel avaliar como esta variabilidade encontra-se distribuida
dentro e entre as populacbes (Sebben, 2001). Dentre as técnicas de
marcadores moleculares, o AFLP (Amplified Fragments Length Polymorfism)
destaca-se pelo grande numero de marcadores gerados, grande poder de
deteccéo de variabilidade genética e maior repetibilidade (Vos et al., 1995).

Schinus terebinthifolius (Anacardiaceae), conhecida popularmente por
aroeirinha ou aroeira-pimenteira, € uma espécie arborea, helidfila e pioneira.
Ocorre naturalmente no Brasil, Paraguai e nordeste da Argentina (Lorenzi,
2002). E cultivada com fins ornamentais, mas demonstrou ser altamente
invasiva. Normalmente, € encontrada em formacgdes florestais secundarias,
podendo se desenvolver em qualquer tipo de solo, de secos a umidos, férteis
ou pobres. A espécie €, ainda, tolerante a salinidade, capaz de resistir a
inundacdes, incéndios, secas, com alta capacidade de rebrota (Lenzi e Orth,
2004).

No presente trabalho, foi utilizado o método AFLP a fim de estudar a
estrutura genética de cinco populacbes de S. terebinthifolius, distribuidas ao
longo das margens do rio Laranjinha, PR; e cinco populacbes de areas de

planalto, distantes da calha do rio.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas da espécie

Schinus terebinthifolius Raddi, conhecida popularmente como aroeira-
vermelha, aroeira-pimenteira e pimenta brasileira, pertence a familia
Anacardiaceae. (Lenzi e Orth, 2004). A espécie € nativa da América tropical,
tendo sido introduzida em varios paises do mundo com fins ornamentais, onde
atualmente, é considerada planta invasora. Sua dispersdo é ampla, ocorrendo
desde o estado de Pernambuco até Mato Grosso do Sul e Rio Grande do Sul,
além do Paraguai e nordeste da Argentina (Lorenzi, 2002).

S. terebinthifolius atinge de 5 a 15 metros de altura e possui tronco de 30
a 60 cm de diametro, revestido com casca grossa. As folhas sdo compostas
por 7 foliolos, possuem de 3 a 7 centimetros de comprimento e 2 a 3
centimetros de largura (Figura 1). Estudos demonstram a existéncia de um
padrao diferenciado das flores, devido a reducdo ou aborto do gineceu e
reducdo ou aborto do androceu. Isto torna as flores semelhantes, ou seja,
apesar de consideradas diclinas, algumas podem ser mondclinas (Lenzi e Orth,
2004). Segundo Fleig (1987), as paniculas masculinas sdo de maior tamanho,
sendo assim, deduz-se a existéncia de dimorfismo reprodutivo na aroeira-
vermelha, estando este fato relacionado a uma possivel competicdo intra-
sexual entre os individuos masculinos.

A dioicia da espécie torna obrigatoria a polinizacdo cruzada, feita por
insetos como abelhas, moscas e vespas. A ocorréncia de dioicia tem sido
estudada por muitos autores, que a consideram um fator seletivo, com a funcéo
de evitar a endogamia, podendo essa forca seletiva conduzir a uma
especializacdo sexual ou competéncia sexual (Lenzi e Orth, 2004). Obeso e
Retuerto (2002) tratam o dimorfismo sexual como um caracter sexual
secundario, reflexo dessa competicdo entre individuos do mesmo sexo, que
esta diretamente ligado a selecdo intra-sexual, a alocacdo de recursos e aos
diferentes ambientes.

Os frutos de S. terebinthifolius sdo drupas globosas de coloracdo
vermelho-brilhante, dispersos pela avifauna (Ibflorestas, 2012). E uma planta
perenifélia, heliéfila e pioneira, configurando-se como uma espécie de

desenvolvimento rapido, com crescimento em pleno sol, alto poder de



regeneracao, alta dispersao de sementes, ciclo de vida curto e forte poder de
colonizagdo. E comum em beira de rios, corregos, em varzeas Umidas e
também em terrenos secos e pobres.

S. terebinthifolius possui inUmeras potencialidades medicinais e
fitoquimicas. Alguns de seus metabdlitos secundéarios tém auxiliado no
tratamento e cura de males, como inflamagdes e reumatismos (Lenzi E Orth
2004).

Atualmente, a espécie vem se destacando pelo consumo de seus frutos
(pimenta-rosa), cuja demanda tem aumentado muito, tanto no mercado
nacional como no internacional, utilizados como condimento alimentar. No
entanto, a exploracdo de seus frutos se restringe a coleta manual em
populagcBes naturais, presentes principalmente em areas de restinga do litoral
brasileiro (Lorenzi, 2002).

A espécie destaca-se ecologicamente em programas de restauracéo de
areas degradadas, tais como restauracdo de matas ciliares e estabilizacdo de
dunas (Kageyama e Gandara, 2000). Seu carater de pioneirismo, grande
plasticidade ambiental e agressividade competitiva, somados a sua tolerancia a
umidade e boa interacdo bidtica, garantem 0 sucesso regenerativo em
ambientes fortemente edaficos e, também, com influéncia antropica,
caracterizando-a como uma espécie tipica dos estagios pioneiro e secundario
inicial e, possivelmente, como uma bioindicadora do caracter edéafico dos

ambientes naturais ou antropizados (Lenzi e Orth, 2004).



Figura 1. Schinus terebinthifolius: A —folhas; B — arvore adulta; C — flores; D — frutos. Fonte:
Lorenzi, 2002.



2.2 Fragmentagé&o do habitat

As florestas possuem papel fundamental no ciclo hidrico e do carbono, e
também para manutencdo da biodiversidade (Bonan, 2008). Recursos
prestados pela floresta, como madeiras, resinas, entre outros, e a manutengao
do solo e da agua, séo essenciais para a sociedade (Soja et al., 2007). Apesar
de sua grande importancia, os ecossistemas florestais enfrentam iniGmeras
ameacas impostas pela atividade antropica. Essas ameacas incluem o
desmatamento primario, extracdo predatéria de madeira, mudancas climaticas,
invasdes bioldgicas e cultivo de espécies exéticas em areas, originalmente,
ocupadas por florestas nativas (Bacles e Jump, 2010).

Tais pressdes antropogénicas criam perturbacdes sem precedentes em
habitats florestais, com consequéncias variando, desde alteracdes climaticas,
até a diminuicdo da biodiversidade e da diversidade genética (Lamb et al.,
2005).

O bioma Mata Atlantica, localizado por toda a costa atlantica brasileira e
em planaltos interiorizados, € considerado um dos locais de maior
biodiversidade do mundo, estando também entre as mais ameacadas florestas
tropicais, devido aos altos niveis de degradacdo e de fragmentacdo de seus
ambientes naturais (Pinto et al., 2009). E composto por um conjunto de
formac0es florestais e ecossistemas associados que inclui a Floresta Ombrofila
Densa, Floresta Ombrofila Mista, também denominada de Mata das Araucérias,
Floresta Ombrofila Aberta, Floresta Estacional Semidecidual, Floresta
Estacional Decidual, bem como 0s manguezais, as vegetacdes de restingas, 0s
campos de altitude, os brejos interioranos e encraves florestais do Nordeste.
(Brasil, Ministério do Meio Ambiente, 2007).

A destruicdo da Mata Atlantica foi ocasionada pela ocupacdo humana
desordenada. Inicialmente, as florestas nativas foram destruidas pelo
extrativismo vegetal e, posteriormente, a atividade agropecuaria, a mineracao,
projetos industriais, hidroelétricas e a acelerada urbanizacdo contribuiram para
a devastacdo do bioma. Com isso, a Mata Atlantica cobre atualmente menos
de 10% da area que ocupava antes da chegada dos portugueses em 1500
(Figura 2) (Dean,1995). O impacto da ocupac¢do humana e o ritmo de

destruicdo desse bioma acentuaram-se durante todo o século 20, resultando



em severas alteracdes desses ecossistemas, causadas pela alta fragmentacéao
dos habitats e perda de biodiversidade (Brasil, Ministério do Meio Ambiente,
2007). A substituicdo da vegetagao nativa promoveu a perda da biodiversidade
e alteracdes em todo o ecossistema, com alteragdes no regime climético local,
aumento dos processos erosivos dos solos, alteragdes do ciclo hidrolégico,
aumento do escoamento superficial e resultante perda na fertilidade dos solos,

assoreamento e eutrofizag&o dos rios (Clay, 2004).

Mata Atlantica em 1500 - Mata Atlantica em 2007 ‘-

Figura 2. Mapa comparativo da cobertura florestal do bioma Mata Atlantica. Fonte:
Ministério do Meio Ambiente, 2010.

O Estado do Parana, pertencente ao dominio do bioma Mata Atlantica e
com area total de 199.575 km?, apresentava, até o inicio do século passado,
cerca de 83,4% desta area recoberta por florestas. Atualmente, a cobertura
florestal natural é inferior a 5% e grande parte desta pertence as florestas da
Serra do Mar (Silva et al. apud Dias et al.,, 1998). No norte do estado, a
expansao da fronteira agropecuéaria, principalmente a partir de 1920, ocasionou
um rapido desmatamento de uma, outrora, continua floresta, processo que fica
evidenciado nas ultimas décadas pela observacdo de imagens obtidas de

satélites e fotografias aéreas (Barros, 1998). Atualmente, esta regido €



composta por areas agricolas pontilhadas por milhares de pequenos
fragmentos florestais relictuais.

O rio das Cinzas é o principal curso de agua doce do norte pioneiro do
estado do Parana. Possui uma extensdo de 240 Km e sua bacia abrange uma
area de drenagem total de 9.645 Km2. O rio Laranjinha faz parte da bacia do rio
das Cinzas, sendo o principal afluente da margem esquerda, nascendo no
municipio de Ventania e desaguando no préprio rio das Cinzas, no municipio
de Bandeirantes (Aguasparanéa, 2012). A bacia do rio das Cinzas caracteriza-
se por ter sofrido influéncia antrépica, apresentando um mosaico de culturas
agricolas, areas de pecuéria, povoamentos de exoticas arboreas e reduzidos
fragmentos remanescentes de vegetacdo nativa, alterados e em diversos
estagios de desenvolvimento sucessional (Blum et al., 2003).

A regido do baixo rio Laranjinha (Figura 3), que desagua no rio das
Cinzas, caracteriza-se por ser umas das regidbes mais devastadas do norte
pioneiro; sua cobertura florestal nativa atual é referente a pequenos
remanescentes altamente antropizados, onde as atividades agricolas
predominantes no entorno dos mesmos sao o cultivo de cana-de-acucar, soja,

milho e trigo, e a, exploracdo da pecudria extensiva.

Figura 3. Regido do baixo rio Laranjinha, municipio de Bandeirantes — Pr. Fonte: Google
Earth, 2014.


http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81gua_doce

A regido do alto rio Laranjinha (Figura 4) esta inserida na regido dos
Campos Gerais, paisagem de topografia suavemente ondulada, de solos, em
sua maioria, pouco férteis, arenosos e rasos. Por essas particularidades do
solo, a regido apresenta menor aptiddo para as atividades agricolas, porém,
apresenta grande atividade pecuaria. A atividade econémica de destaque na
regido sdo as industrias de papel que se desenvolveram a partir da extracdo
das florestas e matas naturais, utilizando-se, atualmente, dos reflorestamentos
de pinus, que ocupam grandes extensdes de terras na regidao (IPARDES,
2004). A dinamica da ocupacdao do territério, nesta regido, resultou numa maior
presenca de fragmentos florestais relictuais (Volpato e Barros, 2001), maiores e

mais numerosos, em relacdo a paisagem do baixo rio Laranjinha.

Figura 4. Regido do alto rio Laranjinha, municipio de Ventania — Pr. Fonte: Google Earth,
2014.

Em todo o norte pioneiro do estado do Parana, as matas ciliares nao
escaparam da destruicdo e foram alvo de todo tipo de degradacdo. Basta
considerar que muitas cidades foram formadas as margens dos rios e 0 avango
da fronteira agropecuaria nao respeitou a integridade ecoldgica destas areas,
levando a eliminacéo de todo o tipo de vegetacao ciliar (Ferreira e Dias, 2004).
Ainda, de acordo com Martins (2001), além do processo de urbanizacdo, as

matas ciliares sofrem com a presséo antropica, principalmente pela construcao
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de hidrelétricas, abertura de estradas e implantacdo de culturas agricolas e de
pastagens.

Do ponto de vista bioldgico, estes impactos mostram-se extremamente
severos, ja que as matas ciliares se constituem em preciosos reservatorios de
biodiversidade e tém se mostrado corredores ecoldgicos extremamente
importantes, pois favorecem o fluxo génico ao longo do rio, devido a intensa
circulacdo de animais e dispersao vegetal nesses locais (Storfer, 2007). Assim,
torna-se fundamental o desenvolvimento imediato de estudos genéticos
populacionais das espécies que compdem tais areas, para melhor
compreensao da real efetividade do rio e de suas matas ciliares como
corredores ecoldgicos que propiciam o fluxo génico e para fins de conservacao
genética (Sebben et al.,, 2003). Além da capacidade de conectividade entre
fragmentos, os corredores ecoldgicos facilitam a sobrevivéncia dos organismos
durante o fluxo entre as manchas e podem apresentar condi¢cdes necessarias
de habitat temporario ou permanente para algumas populacdes (Metzger,
2003).

De acordo com Young (1996) uma das principais consequéncias da
fragmentacdo do habitat é a reducao da troca de alelos entre populacdes, com
consequente reducao da diversidade genética e aumento da endogamia.

A fragmentacao florestal provoca a diminuicdo do numero de individuos
de uma populacao, favorecendo a perda de variacdo genética. A populacéo
remanescente passa a ter um tamanho menor que o minimo adequado para
gue a mesma possa ter sua normal continuidade e evolucdo. Nessa populacéo
peqguena pode ocorrer, em curto prazo, deriva genética, o que significa ter as
frequéncias de seus genes afastadas daquelas da populacéo original, inclusive
com perda de alelos. Em longo prazo, pode haver aumento da endogamia,
decorrente da maior probabilidade de autofecundacdo e acasalamento entre
individuos aparentados (Kageyama et al., 1998). Segundo Eldridge e Giriffin
(1983), a reducdo do tamanho das populacbes ocasiona efeitos deletérios
sobre a sobrevivéncia e vigor das espécies florestais arboreas.

A excessiva fragmentacéo das populacdes submete-as a um acentuado
efeito de borda e a reducdo do seu tamanho efetivo (Viana et al., 1992).
Quando ocorre diminuicdo no tamanho da populacdo, apenas uma amostra

original dos individuos e seus genes irdo sobreviver. A gravidade da perda
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genética associada com uma reducdo subita do tamanho da populacéo,
denominado “gargalo”, depende de quéo severa € a redugcdo do tamanho
populacional (Barret e Kohn,1991). O pequeno tamanho efetivo das populagdes
nos fragmentos torna as futuras geracbes cada vez mais frageis, devido ao
aumento da endogamia, a perda de alelos pelo efeito da deriva genética
(SHIMIZU et al., 2000) e devido ao aumento da diferenciacdo genética entre as
populacdes (Ellstrand e Elam, 1993). Apesar de alelos raros serem perdidos
em primeiro lugar, a deriva continua atuando por muitas geragdes, resultando
na perda de alelos mais comuns, e isso pode causar uma grave deplecao da
diversidade genética (Lande, 1988). Ainda, segundo Fucks e Hamrick (2010),
estudos realizados em populacdes fragmentadas, de espécies de arvores
ecologicamente importantes, mostraram que a fragmentagcdo provoca
diminuic&o ou interrupcéao do fluxo génico, pela diminuicdo das taxas de visita
de insetos polinizadores e animais dispersores de sementes, 0 que, em ultimo
caso, altera a estrutura genética populacional.

Espécies arboreas neotropicais, frequentemente, apresentam
fecundacéo cruzada, com extenso fluxo génico e altos niveis de variabilidade
genética populacional. Tais espécies, comumente, apresentam baixa
densidade populacional, o que pode se dar como uma caracteristica intrinseca
da espécie ou como consequéncia da fragmentacdo do habitat. Deste modo,
sdo altamente dependentes da polinizacdo animal e apresentam sistema de
acasalamento misto, de modo que possuem maior diversidade genética entre

populacdes do que as espécies temperadas (Dick et al.,2008).

2.3 Consequéncias genético-evolutivas da fragmentacdo do habitat

Espécies ameacadas de extincdo sdo, frequentemente, caracterizadas
por pequenos tamanhos populacionais, distribuicdo geografica limitada, e/ou
encontradas em habitats especificos (Soulé, 1986). Muitas espécies
ameacadas sofrem reducdo no tamanho populacional devido a exploracao,
fragmentacao e reducdo do habitat. Tais alterac6es podem ter consequéncias,
tanto demograficas quanto genéticas. A perda da variabilidade genética em
populacdes ameacadas pode afetar a capacidade das mesmas de se adaptar a

novas condi¢cdes ambientais (Huennek, 1991), diminuir a viabilidade e limitar as
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oportunidades de evolugdo. Tal perda pode se dar por processos genético-
evolutivos, como a depressdo endogamica, a deriva genética e o gargalo
genético.

A depressdo endogamica € considerada um dos mais importantes
processos resultantes da perda de habitat, pois ocorre um aumento de
cruzamentos endogamicos e consequente perda de variabilidade genética
(Simberloff et al., 1992). O cruzamento entre individuos aparentados é
denominado endocruzamento. Uma populagcédo é chamada de endogamica se a
probabilidade da progénie herdar duas cépias génicas que sdo idénticas por
descendéncia for maior do que seria esperado por acasalamento puramente
aleatério (Futuyma, 1997). Essa probabilidade pode ser maior, ndo apenas se
h& cruzamentos consanguineos preferenciais, mas também pela reducédo no
tamanho populacional, pois em popula¢des pequenas aumenta a probabilidade
de cruzamentos entre individuos aparentados (Beiguelman, 1995).

A deriva genética € o processo de flutuacbes aleatérias na frequéncia
alélica de uma populacéo finita. E medida pela frequéncia de variacdo alélica
por geracdo ou pela taxa de perda de heterozigosidade (Lande &
Barrowclough, 1987).

Segundo Beiguelman (1995), ha uma diferenca importante entre a
perda de variabilidade genética provocada por endocruzamento e deriva
genética. No primeiro, ndo ha perda de alelos, sdo alteradas apenas as
frequéncias genotipicas, com o0 aumento da frequéncia de individuos
homozigotos na populacédo e reducao dos heterozigotos. No segundo, ha uma
flutuacdo aleatéria na frequéncia dos alelos, devido a reducdo do tamanho
populacional, e isso pode acarretar em fixacdo ou perda de alelos através das
geracoes.

O tamanho das populacbes varia no decorrer do tempo de forma
aleatoria. Esta aleatoriedade demogréafica pode gerar reducdes populacionais
importantes, quando consideradas as caracteristicas genéticas das
populacdes. O processo que leva a perda de diversidade génica decorrente de
baixas populacionais é chamado de gargalo genético. A perda de variabilidade
genética pelo processo de gargalo genético ocorre pela diminuicdo da variacao
alélica, porém a heterozigosidade continua relativamente a mesma (Ellstrand e
Elam, 1993).
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Por outro lado, dependendo do modo de colonizagcédo, desde a sua
origem, uma populacdo pode apresentar baixa variabilidade genética. Quando
poucos individuos colonizam um novo ambiente, a variabilidade genética, em
termos de diversidade alélica, na populacdo formada, serd determinada pela
variabilidade existente nos fundadores. O efeito fundador, portanto, refere-se a
baixa variabilidade presente em populagbes que foram originadas de um
restrito nimero de migrantes e, consequentemente, com uma restrita
variabilidade genética. Este principio também pode ser aplicado a qualquer
populacdo que passe por um acentuado gargalo genético (Futuyma, 1992).

A variabilidade genética é de importancia fundamental para o potencial
evolutivo de uma espécie e determina suas chances de sobrevivéncia em longo
prazo (Jones et al., 2001). Populacdes com baixa variabilidade genética podem
ser incapazes de responder as mudangas ambientais (Sharma et al., 2000), de
maneira que a baixa variabilidade genética pode conferir grande ameaca a
existéncia das espécies (Jaggi et al., 2000).

Populagbes com niveis elevados de diversidade genética podem servir
como fontes potenciais de propagulos e reservatorio de variabilidade genética e
assim, sdo importantes alvos de conservacdo. Inversamente, populacdes
contendo pouca variabilidade genética podem ser candidatos a introducédo de
uma nova variagao genética (Lande e Barrowclough,1987).

Por outro lado, a condicdo de pequena variabilidade genética nao
necessariamente implica em risco de extin¢ao, e tal condicdo pode nao ter sido
causada pela acdo antropica. Muitos endemismos, por exemplo, podem ser
explicados por refugios de glaciacdes ou outros processos naturais (Futuyma,
1997). Muitas espécies apresentam, naturalmente, baixa variabilidade genética
ou populacdes reduzidas e com distribuicdo muito restrita, desde que as
condicbes ambientais mantenham-se constantes (Coaetes, 2001).

Independente do padrdo de diversidade genética de cada espécie, a
manutencdo da variabilidade genética é essencial para a preservacdo do
potencial evolutivo das espécies, para sua sobrevivéncia em longo prazo,
assim como para a aplicacéo de técnicas de manejo florestal e estabelecimento
de acdes de conservacédo (Kageyama, 1993).

Algumas caracteristicas podem favorecer o funcionamento das matas

ciliares como corredores ecolégicos e genéticos. Estas formacbes sao
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protegidas por lei na forma de APPs (&reas de preservacado permanente), o que
as torna, comumente, melhor conservadas e menos fragmentadas do que
florestas ndo protegidas legalmente, distantes das margens de corpos d agua.
Esta protecdo se d4 ao longo de todo o rio, o que, em tese, deveria
proporcionar um corredor continuo de vegetacao, desde a nascente, até a foz.
Ainda, as caracteristicas fisiograficas da bacia, geralmente, resultam em
maiores barreiras, como montanhas e outros acidentes geogréficos, distantes
do rio.

Por outro lado, o vale do mesmo, em teoria, pode formar um corredor
sem maiores barreiras fisicas, o que pode facilitar o transito de animais
polinizadores e dispersores de sementes ao longo de todo o rio. Além disto, o
rio também pode servir como um agente dispersor hidrocérico. Segundo Storfer
et al. (2007), a distribuicio e a sobrevivéncia de plantas ribeirinhas é
fortemente afetada pela dindmica natural dos rios, como fluxo de agua
unidirecional e perturbacdo por cheias intermitentes. Por exemplo,
frequentemente, populacdes vegetais localizadas a jusante possuem maior
variabilidade genética do que aquelas localizadas a montante. Isto seria o
resultado da migracdo unidirecional das sementes da fonte a montante para
jusante (Gornall et al., 1998).

Por outro lado, populacdes localizadas fora da mata ciliar, distantes do
rio, em regifées mais altas, planalticas e/ou montanhosas, podem experimentar
maior isolamento geografico e menor fluxo génico. Isto pode ocorrer: 1) pela
maior possibilidade de ocorréncia de barreiras geogréficas; 2) pela maior
fragmentacdo e isolamento das populacdes, ja que a maior parte destas areas
€ agricola e ndo se configura como APPs; e 3) pela auséncia de um agente
dispersor hidrocorico. Espera-se, deste modo, que as populacdes localizadas
em éareas interfldvicas, em regifes planalticas apresentem maior nivel de
isolamento e diferenciacdo genética do que aquelas localizadas ao longo do
sistema fluvial (Mitsui et al., 2010). Segundo Kikamoto et al. (2005), a
diferenciacdo de popula¢des localizadas entre diferentes rios é mais extensa
do que a observada naquelas localizadas ao longo de um mesmo sistema

fluvial.
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2.4 Andlise da variabilidade genética por marcadores moleculares

Com a introducdo de técnicas de genética molecular, no inicio da
década de 80, os estudos de identificacdo, caracterizacdo e mapeamento
genético passaram a ser realizados com maior seguranca, rapidez e eficiéncia.
A utilizagdo de marcadores moleculares possibilita a avaliacdo da variabilidade
genética existente entre e dentro populacdes (Bered et al., 1997).

A primeira técnica descrita para obtencdo de marcadores genéticos de
DNA baseia-se na acdo de enzimas de restricdo apds o reconhecimento de
uma sequéncia de DNA, no qual o marcador Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP) é fundamentado. Os marcadores RFLP tornaram-se
uma ferramenta 0til e importante, porém, em estudos de genética de
populacdes este marcador nao foi muito utilizado devido ao grau de dificuldade
e o0 alto custo da técnica, quando aplicada a um grande numero de individuos
(Grodzicker et al., 1974).

O surgimento da técnica de Polymerase Chain Reaction (PCR) , na
década de 80, permitiu a sintese enzimatica de milhdes de copias de um
segmento especifico de DNA, ocasionando uma revolucdo nas técnicas de
biologia molecular. O uso da PCR em andlises genéticas permite uma melhor
compreensao de processos de especiacao, padroes de biogeografia ao nivel
da espécie, bem como a estrutura genética de populacdes. Os marcadores de
DNA mais utilizados em estudos genéticos de plantas sdo o Random Fragment
Polymorphic (RAPD), o Restriction Fragment Lenght Polymorphism (RFLP), o
Amplified Fragment Lenght Polymorphism (AFLP) e os Simple Sequence

Repeat (SSR) ou microssatélites (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

2.4.1 Marcadores AFLP

O AFLP é uma técnica na qual fragmentos de DNA, entre 80 e 500 pares
de bases, sao obtidos a partir da digestdo do DNA com enzimas de restri¢ao,
normalmente, uma de corte raro e uma de corte frequente. As amplificaces
ocorrem via reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Os fragmentos
amplificados (em torno de 50-100 fragmentos por reacdo) sdo, entao,

separados por eletroforese em gel de poliacrilamida (Vos et al., 1995).
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Os marcadores AFLP destacam-se pela sensibilidade, simplicidade,
rapidez e pela capacidade de revelar locos dispersos pelo genoma sem
exigéncia de conhecimento prévio das sequéncias-alvo ou de uso de sondas
para hibridizacdo (Lopes et al., 2002), entretanto, a principal limitacdo dos
marcadores AFLP é o baixo contetdo de informacédo genética por locos, pois,
sédo de natureza dominante (Ferreira e Grattapaglia,1998). Outra desvantagem
€ a necessidade de um DNA puro e integro para que nao ocorra nenhuma
alteracdo dos padrées de bandas. Exige-se uma infraestrutura maior e é mais
trabalhoso, pois requer um niumero maior de etapas até obter-se o resultado
final (Vos et al., 1995).

A técnica de AFLP consiste basicamente em quatro etapas. Na primeira
etapa, o DNA gendmico é digerido com duas enzimas de restricdo, uma de
corte frequente, isto €, com sitio de restricdo de quatro pares de base (enzima
Msel), e outra de corte raro, ou seja, com sitio de restricdo formado por seis
pares de base (enzima EcoRI). A segunda etapa consiste na ligacdo de
adaptadores especificos aos terminais dos fragmentos gendmicos gerados pela
clivagem.

Uma vez que a sequéncia dos adaptadores e a do sitio de restricdo e
conhecida, pode-se construir iniciadores especificos a essas sequéncias para
pré-amplificacdo dos fragmentos de restricdo. Na terceira etapa € realizada
uma amplificacdo pré-seletiva dos fragmentos usando primers complementares
aos adaptadores com mais um nucleotideo seletivo adicional na extremidade
3’, que pareia com o primeiro nucleotideo localizado logo apds o sitio original
de restricdo para uma selecdo branda. A quarta etapa é constituida por uma
amplificacdo seletiva usando primers com sequéncias contendo um, dois ou
trés nucleotideos a mais na extremidade 3’, além do ja constante dos primers
da reacdo de pré-amplificacdo. O procedimento de amplificacdo seletiva é
necessario para que o numero de fragmentos gerados nao seja muito grande, o

gue impossibilitaria a analise dos resultados. (Ferreira e Grattapaglia, 1998).
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3. JUSTIFICATIVA

O estudo de populacdes arbéreas nativas é importante para elucidar de
gue modo fatores naturais e antrépicos, como a fragmentacdo do habitat e o
isolamento geografico podem afetar a estrutura genética de populacdes de
espécies arboreas neotropicais.

Este conhecimento poderé reforcar a importancia do papel da mata ciliar
como um corredor ecoldgico e genético, fornecendo ainda mais subsidios que
reforcam a importancia da restauracdo e conservacdo das matas ciliares.
Ainda, a manutencdo da variabilidade genética em areas fragmentadas é um
fator de extrema importancia para a conservacao das populagcdes vegetais em
médio e longo prazo. Deste modo, é importante conhecer a estrutura genética
de Schinus terebinthifolius, a fim de saber se a espécie encontra-se

geneticamente ameacada.

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivos gerais

Estudar, através da aplicacdo de marcadores moleculares AFLP, a

estrutura e a diversidade genética de populacdes de Schinus terebinthifolius.

4.2 Objetivos especificos

1) Conduzir estudo sobre a estrutura genética de dez populacdes de
Schinus terebinthifolius localizadas em matas ciliares ao longo do rio
Laranjinha, PR, e em areas planalticas distantes da calha do rio;

2) Inferir a variabilidade genética e a distribuicdo da diversidade entre e
dentro de populacdes;

3) Verificar se ha diferenciacdo genética entre todas as populacées;
entre as populacdes das regides do alto e baixo Laranjinha e entre as
populacdes das regifes plandlticas e ciliares;

4) Verificar se ocorre correlacdo entre distancias genéticas e

geograficas;
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5) Verificar se as condicbes ambientais naturais e antropicas presentes
nas regides do alto e baixo rio Laranjinha afetam diferencialmente a estrutura
genética das populagoes;

6) Verificar se as condicbes ambientais naturais e antrépicas presentes
nas é&reas plandlticas afetam diferencialmente a estrutura genética das
populac@es planalticas;

7) Verificar a influéncia do rio e sua mata ciliar na estrutura genética das

populacdes ciliares.
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5. ARTIGO: ESTRUTURA GENETICA DE POPULACOES DE SCHINUS
TEREBINTHIFOLIUS (ANACARDIACEAE) AO LONGO DA BACIA DO RIO
LARANJINHA.
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5.1 RESUMO

Schinus terebinthifolius € uma espécie arborea neotropical de ampla ocorréncia
no Brasil, desde o estado de Pernambuco até o Rio Grande do Sul. Por ser
uma espécie pioneira, agressiva, indiferente as condi¢fes fisicas do solo e
produzir grande quantidade de sementes, € considerada de grande importancia
na recuperacdo de areas degradadas. Sua distribuicdo ocorre ao longo da
Mata Atlantica que, em decorréncia da intensa ocupacdo antropica e
modificacdo do bioma, encontram-se bastante fragmentada e desconectada. A
fragmentacao florestal provoca alteragbes da dinamica das populagdes, o que
pode levar a perda de diversidade genética. Estudos de genética de
populac@es utilizando técnicas de marcadores moleculares permitem avaliar a
estrutura e a variabilidade genética de espécies de arvores em areas
fragmentadas. Com o intuito de contribuir para estratégias de conservagéo e
manejo de espécies arbdreas tropicais, este trabalho teve como objetivo
estudar, por meio de marcadores AFLP, a diversidade e a estrutura genética de
dez populagbes de S. terebinthifolius obtidas de areas de planalto e da mata
ciliar ao longo do rio Laranjinha — Pr. Trés combinag¢des de primers seletivos
forneceram um total de 821 marcadores. Os valores meédios para a
porcentagem de locos polimorficos (%P) e para o indice de diversidade génica
de Nei (Hs) foram 61,11% e 0,1251, para areas de planalto; 51,32% e 0,1073,
para areas ciliares; 67,59% e 0,1886 para populacbes do alto Laranjinha e
44,84% e 0,0773 para populacdes do baixo Laranjinha, respectivamente. A
distribuicdo da variabilidade genética foi maior dentro das populagdes (55,08%)
gue entre as populacdes (44,92%). A analise da Coordenada Principal mostrou
gue a maioria das populagdes estudadas encontra-se estruturadas em dois
grupos, populacdes do alto Laranjinha e populacfes do baixo Laranjinha, o que
também foi confirmado pela analise Bayseana de agrupamentos K e pelo
dendrograma, realizado pelo método UPGMA. N&o houve diferenca
significativa de variabilidade genética entre duas diferentes regides, planalto e
rio, de forma que néo é possivel afirmar que o rio Laranjinha se constitui em um
corredor ecologico e genético para as populacdes de S. terebinthifolius.

Palavras-chave: AFLP. Diversidade genética. Espécie arbérea neotropical.
Fragmentacdao florestal. Conservacéo.
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5.2 ABSTRACT

Schinus terebinthifolius is a neotropical tree species widely spread in Brazil,
from Pernambuco to Rio Grande do Sul. As a pioneering, aggressive species,
indifferent to physical conditions of the soil and produce large amounts of
seeds, is considered of great importance in the recovery of degraded areas.
Distributed along the Atlantic rain forest biome which, due to the intense human
occupation and modification of the biome, it is very fragmented and
disconnected. Forest fragmentation provokes changes in the population
dynamics, which can lead to loss of genetic diversity Population genetic studies
using molecular markers allows the evaluation of plant species genetic structure
and the genetic variability of tree species in fragmented areas. Aiming to
contribute to strategies for conservation and management of tropical tree
species, this paper aimed to study through AFLP markers, the genetic diversity
and structure of ten populations of S. terebinthifolius from plateau areas and the
riparian forest along the Laranjinha river — Pr. Three selective primers
combinations made a total of 821 markers. Mean values for polymorphic loci
percentage (%P) and the gene diversity index (Hs) were 61.11% and 0.1251,
for plateau areas; 51.32% and 0.1073, for riparian areas; 67.59% and 0.1886
for populations of the upper Laranjinha river; 44.84% and 0.0773 for populations
of the lower Laranjinha river, respectively. The genetic variability distribution
was higher within populations (55.08%) than among populations (44.92%). The
Principal Coordinate analysis showed that most of the studied populations were
structured into two groups, the upper Laranjinha river populations and the lower
Laranjinha river populations, which was also confirmed by Baysean analysis for
the number of K clusters and the dendrogram, constructed by the UPGMA
method. There was no significant difference in genetic variability between two
different regions, plateau and river, so it can not be said that the Laranjinha river
constitutes an ecological and genetic aisle for S. terebinthifolius populations.

Keywords: AFLP. Genetic diversity. Neotropical tree species. Forest
fragmentation. Conservation.
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5.3 INTRODUCAO

A floresta Atlantica € um dos biomas mais ricos em biodiversidade e
também um dos mais ameacados do planeta (Myers et al., 2000). Durante
séculos, foi alvo de perturbacdes antrépicas, intensificadas no ultimo século por
meio da extracdo madeireira e, principalmente pela substituicAo de suas
florestas por areas agricolas e pelo processo de urbanizacdo desordenado
(Dean, 1996).

A presente paisagem desta regido encontra-se altamente fragmentada e
desconectada, representada, em sua quase totalidade, por pequenas manchas
florestais, isoladas e impactadas, circundadas por areas de pastos,
monoculturas e desenvolvimento urbano (Fundacdo Mata Atlantica, 2002).

As matas ciliares mesmo sendo importantes para a contencdo dos
processos erosivos e servindo de refugio e fonte de alimento para a fauna
silvestre e aquatica (Barbosa, 1999) além de possibilitar a interligacdo de
fragmentos florestais isolados, facilitando o fluxo génico vegetal e animal
(Metzger, 2010), também sofreram com a fragmentacdo da paisagem e
pressao antropica, principalmente pela construcéo de hidrelétricas, abertura de
estradas e implantacao de culturas agricolas e de pastagens.

A intensa fragmentacdo expde as populacdes florestais a problemas
ecoldgicos e genéticos, causados pela diminuicdo do tamanho e/ou extincéo de
populacdes, isolamento, reducdo da taxa de heterozigose e erosdo genética
(Metzger,1999). Diante desta situacdo, o conhecimento da estrutura genética
das populacdes é importante para que sejam estabelecidas estratégias de
conservacao e manejo das espécies ameacadas (Botrel, 2006).

Dentre as diversas técnicas que fazem uso de marcadores moleculares
para gerar conhecimento sobre as caracteristicas genéticas populacionais, 0s
marcadores Amplified Fragments Lenght Poymorfism (AFLP) vém se
destacando pelo grande numero de marcadores gerados por ensaio, grande
poder de deteccdo de variabilidade genética e grande repetibilidade (Vos et al.,
1995).

Schinus terebinthifolius Raddi (Anacardiaceae), conhecida popularmente
como aroeira-vermelha, aroeira-pimenteira e pimenta brasileira, € uma arvore

que atinge de 5 a 15 metros de altura e possui tronco de 30 a 60 cm de
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diametro (Lorenzi, 2002). E uma espécie al6gama, didica e de carater pioneiro
(Lenzi e Orth, 2004). Sua dispersdo € ampla, ocorrendo desde o estado de
Pernambuco até Mato Grosso do Sul e Rio Grande do Sul (Lorenzi, 2002) em
um largo espectro de condigcbes ambientais. Seu carater de pioneirismo,
grande plasticidade ambiental e agressividade competitiva a tornam uma
espécie importante em programas de restauracdo de areas degradadas, tais
como restauracao de matas ciliares e estabilizacdo de dunas (Kageyama e
Gandara, 2000).

Este trabalho tem como objetivo estudar, por meio da aplicagcdo de
marcadores moleculares AFLP, a estrutura e a diversidade genética de

populacdes de Schinus terebinthifolius.

5.4 MATERIAL E METODOS
5.4.1 Selecéo das populacdes e coleta de material biologico

Foram selecionadas 10 populagdes (Tabela 1), sendo cinco distribuidas
ao longo de matas ciliares do rio Laranjinha, PR, desde a nascente até a foz; e
cinco localizadas em areas planalticas, distantes do rio (Figura 5). Foram
coletadas 3 a 4 folhas jovens e integras de, aproximadamente, 30 individuos de
S. terebinthifolius de cada populacdo. No campo, as folhas foram
acondicionadas em sacos plasticos e colocadas em uma caixa de isopor com
gelo. Posteriormente, em laboratério, o material biolégico foi conservado em

freezer -20°C.



24

Tabela 1: Localizacé@o geogréfica das populacdes de S. terebinthifolius coletadas.

Populacédo Localizacao Coordenadas geogréficas
P5 Santa Mariana (PR), 23°08'48” S, 50°31'01” O
P4 Bairro Pedregulho, municipio 23°15'01” S, 50°41'69” O

de Cornélio Procdpio (PR),
P3 Distrito Terra Nova,

municipio de S&o Jerdnimo 23°41°06” S, 50°47°33” O

da Serra (PR).

P2 Sapopema (PR) 23°54'81” S, 50°33'04” O
P1 Ventania (PR) 24°16'99” S, 50°11’62” O
L5 Bandeirantes (PR) 23°02'82” S, 50°25’81” O
L4 Distrito Triolandia, municipio

de Ribeirdo do Pinhal (PR). 23°32'26” S, 50°47°33” O
L3 Figueira (PR) 23°50'67” S, 50°22'75” O
L2 Ibaiti (PR) 23°56'16” S, 50°05'28” O
L1 Nascente do Rio Laranjinha, 24°14’40” S, 50°14’'36” O

municipio de Ventania (PR).

SiNavy, NGA, GEBCO

Parana

Figura 5. Area de coleta de material bioldgico. Legenda: B (baixo Laranjinha) - Foz do rio
Laranjinha, no rio das Cinzas, localizada no municipio de Bandeirantes, PR; A (alto Laranjinha)
- Nascente do rio Laranjinha, localizada no municipio de Ventania, PR; L5 — Populacao foz do
rio Laranjinha, L4 — Populacdo margem do rio Laranjinha; L3 — Populacdo margem do rio
Laranjinha; L2 — Populacdo margem do rio Laranjinha; L2 — Populacdo nascente do rio
Laranjinha; P5 — Populacao planalto; P4 — Populacéo planalto; P3 — Populacéo planalto; P2 —

Populagéo planalto; P1 — Populagéo planalto. Fonte: Google Earth, 2013.
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5.4.2 Extracao e purificacdo de DNA

O DNA foi extraido segundo o protocolo CTAB (Doyle; Doyle, 1987). De
cada foliolo, foi retirado um pedaco de folha em forma de disco. Foi adicionado
o tampédo de extracdo (Tabela 2) e o material foliar foi macerado no proprio
tubo. Posteriormente, o tubo foi aquecido em banho-maria por 30 minutos a 65°
C. Apos isto, foi adicionado 5 ul de proteinase K por amostra, com agitacdo
manual por 5 minutos. Em seguida, as amostras foram incubadas em banho-
maria por 50 minutos a 65° C, agitando levemente a cada 15 minutos. Apés a
retrada do banho-maria, as amostras foram deixadas para resfriar em
temperatura ambiente e, em seguida, foi adicionado 650 ul de cloroférmio:
alcool isoamilico (24:1) e sutiimente agitadas até formar uma mistura
homogénea. Em sequéncia, as amostras foram centrifugadas a 12000 rpm por
5 minutos. Esta etapa formou um sobrenadante, o qual foi transferido 500 pl
para um novo tubo. Neste, foi acrescentado cloroférmio (alcool isoamilico), na
mesma propor¢cao anterior (500 ul). Nova centrifugacéo foi realizada a 12000
rpm por 5 minutos. Apos isto, o material foi transferido para novo tubo, ao qual,
foi adicionado um volume de aproximadamente 300 ul de isopropanol gelado.
O tubo foi invertido repetidamente, de modo suave e centrifugado a 12000 rpm
por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado com alcool
70% (1ml). Posteriormente, uma nova centrifugacdo a 7500 rpm foi realizada
por 3 minutos. Apés a mesma, o alcool 70% foi descartado e o DNA foi deixado
para secar. Por fim, o mesmo foi eluido em 30 ul de TE (98 ul TE + 0,2 pl
RNAse a uma concentracdo de 110 U/ pl) e incubado a 37 © C por 45 a 60

minutos.

Tabela 2: Tampéo de Extracdo de DNA.

Componentes Concentracéao Final Volume Final (10 ml)
CTAB 5% 1% 2,0 ml
NaCl 5M 14 M 2,8 ml
Tris — HCI 1M pH 8,0 100 Mm 1,0ml
EDTAO05M 20 mM 0,4 ml
Mercaptoetanol 0,1% 0,01 ml

Agua 3,7 ml
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5.4.3 Amplificagdo de DNA

As amostras de DNA foram quantificadas no Scandrop (Analytikjena)
para a verificagcdo da concentracdo e pureza das mesmas. A reacdo de AFLP
foi efetuada conforme Vos et al. (1995) com algumas modificacdes. Amostras
com cerca de 800 a 1000 ng de DNA foram submetidas a restricdo com 5U de
EcoRlI e 5U de Msel em tampéao de digestdo com um volume total de 20 pL. As
amostras foram incubadas em estufa a 37 °C por 18 h. Os fragmentos gerados
foram ligados a adaptadores especificos.

A reacéo de ligacao foi feita em um volume de 10 pL contendo tampéo
da T, DNA Ligase 1X, NaCl 0,05M, BSA 0,05 pg/pL, DTT 0,25 mM,
adaptadores Msel 5 uM, adaptadores EcoRI 0,5 uM, T4, DNA Ligase 1U, na
gual foi adicionada 20 pL da pré-digestéo, totalizando 30 pL. Esta reacao foi
incubada a 37 °C por 3 h, 17 °C por 30 min, 70 °C por 10 min. A seguir 25 pL
da reacdo restricdo-ligacao foi diluida em 100 pL de agua ultrapura.

A amplificagéo pré-seletiva foi realizada em duas etapas para maior
especificidade dos fragmentos utilizando o kit GoTag ® Green Master mix
(Promega, USA) mais 0,58 pL de primer pré-seletivo 4,75 uM e 3,0 uL da
diluicAo da reacdo de restricdo-ligacdo. O programa de amplificacdo preé-
seletiva foi realizada em: 1 ciclo 72 °C por 2 min, 20 ciclos de 90 °C por 1 seg,
56 °C por 30 seg e 72 °C por 2 min seguido de 1 ciclo final de 60 °C por 30 min.
Em seguida, um volume de 5 uL da reacéo pré-seletiva foi diluido em 20 uL de
agua ultrapura.

Para amplificacdo seletiva foram testadas em gel de poliacrilamida (7%)
8 combinacdes de primers com 2 ou 3 nucleotideos seletivos na extremidade
3’. Destas foram selecionadas as seguintes 3 combinacgdes: EcoRI-ACG/Msel-
CAG, EcoRI-AGC/Msel-CAG, EcoRI-AGC/Msel-CTA para serem submetidas a
eletroforese capilar em sistema automatizado. Para tal, utilizou-se os primers
seletivos de EcoRlI marcadas com fluoréforos FAM, HEX e NED,
respectivamente azul, verde e amarelo. A reacdo seletiva foi realizada
utilizando 3,5 pyL do kit GoTag ® Green Master mix (Promega, USA),
acrescentando 0,54uL de cada primer seletivo Mse 5uM e EcoRI 1uM e 2,5uL
da reacdo pré-seletiva. O programa utilizado para amplificacdo seletiva foi o

seguinte: 1 ciclo 94°C por 2 min, 65 °C por 30 seg e 72 °C por 2 min; 8 ciclos
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de 94°C por 1 seg, 64°C por 30 seg e 72°C por 2 min e 1 ciclo final de 60°C por
30 min.

Todas as reacOes de amplificacées foram realizadas em termociclador
GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems).

5.4.4 Preparo das amostras para eletroforese capilar em sistema
automatizado

Para resolucdo dos produtos de PCR obtidos da reagcdo seletiva os
conjuntos de amostras amplificadas com primers distintamente marcados com
os fluoroforos foram combinados na seguinte proporgdo: 1uL de FAM : 2uL de
HEX : 2uL de NED com 5,0 pL de agua ultrapura. Desta mistura 1,0 pL foi
adicionado a 0,2 pL de size standard 600-LIZ (GeneScan v2.0) e 8,8 uL de
formamida Hi-Di (Applied Biosystems). Em seguida foram desnaturados a 95°C
por 3 minutos, imediatamente colocados em gelo e por fim submetidos a
eletroforese capilar em sistema automatizado (Applied Biosystems, 3500xL). O
resultado da eletroforese dos fragmentos foram combinados em uma matriz
binaria pelo software GeneMapper® v.4.1 (Applied Biosystems), Apos
eletroforese os fragmentos foram analisados usando softwares apropriados

para genotipagem.

5.4.5 Analise dos dados de AFLP

Os produtos de amplificacdo foram analisados por meio do programa
GeneMapper, para construcdo de uma matriz binaria, levando em conta a
presenca (1) ou auséncia (0) de um determinado fragmento.

Para as estimativas de diversidade genética, foram utilizados namero de
loci polimorficos (P), porcentagem de loci polimérficos (%P), e diversidade
génica média (Hs) de Nei (1978), que infere a probabilidade de dois locos
homélogos escolhidos aleatoriamente serem diferentes. A diversidade €
calculada através do numero médio de diferencas (pairwise diferences) entre
todos os pares diploides da amostra. Para tais andlises, utilizou-se o programa
Arlequim v. 3.11 (Excoffier et al., 2005).

A caracterizacdo da estrutura genética foi estimada pela Analise de

Variancia Molecular (AMOVA) dentro de populacdes, entre populacdes, entre
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grupos (grupo 1: P5, P4, P3, P2, P1; grupo 2: L5, L4, L3, L2, L1),dentro de
grupos, entre alto Laranjinha (L1, L2,L3, P1 e P2) e baixo Laranjinha (P3, P4,
P5, L4 e L5). O indice de Fixac&o (Fst) foi inferido para o total das populagdes,
para as populacbes de Planalto (grupo 1) e populagdes ciliares (grupo 2),
calculados pelo programa Arlequin v. 3.11(Excoffier et al., 2005).

A andlise da coordenada principal foi utilizada para avaliar a distribuicdo
da distancia genética através do programa FAMD (Fingerprint Analysis with
Missing Data) (Schluter, 2006). O programa Structure versao 2.3.4, (Pritchard
et al., 2002) foi utilizado para andlise de possiveis agrupamentos (clusters) que
as diferentes populacdes podem vir a formar. Através deste programa, o
namero K de populacdes foi testado, assumindo que ndo ha informacédo prévia
da origem destes individuos.

Por meio da distancia genética de Reynolds (1983) foi construido um
dendrograma, pelo criterio UPGMA (Unweigthed Pair Group Method with
Arithmetic Mean), utilizando o programa TFPGA (Tools For Population Genetics
Analyses) versdo 1.3 (Miller, 1997). O boottstrap foi gerado com 1000
permutacdes para determinar a consisténcia dos nés.

A matriz de distancia genética foi comparada com a matriz de distancia
geografica através do teste de correlacdo de Pearson, utilizando o programa
Bioestat versao 5.3 (Miller, 1997).

6. RESULTADOS
6.1. Diversidade genética

Entre as oito combinacdes de primers seletivos de AFLP testadas, trés
foram selecionadas de acordo com a qualidade dos produtos de amplificacdo e
a quantidade de polimorfismo gerado e aplicados nas 10 populacbes de S.
terebinthifolius.

Para as populacdes de S. terebinthifolius, a porcentagem de locos
polimorficos foi maior que 50% para seis das dez populacdes analisadas,
variando entre 18,27%, para a populacdo do alto Laranjinha (L3); e 95,12%,
para a populacéo P1, também do alto Laranjinha. Para o célculo da diversidade

genética total (Ht), obteve-se um valor de 0,1162 e a média da diversidade
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génica de Nei (Hs) variou de 0,0186, para a populagédo L3; a 0,2494, para a
populacéo P1(Tabela 3).

Na regido de planalto, a porcentagem de polimorfismo foi de 37,02%
(P3) a 95,12% (P1), com uma média de locos polimorficos de 61,11%. Ainda
nesta regido a diversidade génica de Nei (Hs) variou de 0,0700 (P4) a 0,2494
(P1) (Tabela 3). A populacdo P3, embora tenha a menor porcentagem de locos
polimoérficos, ndo apresentou necessariamente 0s menores valores de
diversidade, quando comparada com a populacéo P4, que obteve 58,83% de
polimorfismo.

Na regiéo ciliar, a porcentagem de polimorfismo variou de 18,27% (L3) a
80,99% (L2), sendo a média de locos polimérficos de 51,32%, com a
diversidade génica de Nei (Hs) variando de 0,0186 (L3) a 0,1993 (L2) (Tabela
3).

Na regido do alto rio Laranjinha, onde estéo inseridas as populagcdes L1,
L2, L3, P1 e P2, a porcentagem de polimorfismo variou de 18,27% (L3) a
95,12% (P1); e a diversidade génica de Nei (Hs) variou de 0,0186 (L3) a 0,2494
(P1) (Tabela 3).

Na regido do baixo rio Laranjinha, da qual fazem parte as populacdes
P3, P4, P5, L4 e L5, a porcentagem de polimorfismo variou de 32,15% (L5) a
58,83% (P4); e a diversidade génica de Nei (Hs) variou de 0,0403 (L5) a 0,1162
(L4) (Tabela 3).
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Tabela 3. Parametros de diversidade genética estimados para dez populacdes de Schinus
terebinthifolius utilizando marcadores AFLP.

Populagbes N ’P% °Hs

P1 30 95,12% 0,2494

P2 30 63,70% 0,1464

P3 30 37,02% 0,0949

P4 30 58,83% 0,0700

P5 30 50,91% 0,0652

Média - 61,11% 0,1251

L1 30 79,90% 0,1621

L2 30 80,99% 0,1993

L3 30 18,27% 0,0186

L4 30 45,31% 0,1162

L5 30 32,15% 0,0403

Média _ 51,32% 0,1073

"Ht 0,1162

Alto Laranjinha _ 67,59% 0,1886
(média)

44,84% 0,0773

Baixo Laranjinha —
(média)

*N: nimero de individuos; “P%: porcentagem de locos polimérficos; °Hs: diversidade génica
dentro das populacdes, “Ht: diversidade génica total, L: populacdes de regides ciliares, P:
populacdes de regides planalticas.

6.2 Estrutura genética

A Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) mostrou uma elevada
variacdo intrapopulacional, com a maior parte da variacdo genética (55,08%)

localizada dentro de populacdes e um Fst igual a 0,4492 (Tabela 4).

Tabela 4. Andlise de variancia molecular (AMOVA) aplicada a marcadores AFLP para dez
populag@es de Schinus terebinthifolius.

Fontes de Soma dos Componentes Porcentagem de
variagdo g.l guadrados de variancia variagao
Entre 9 10944,853 38,944 44,92
populagbes
Dentro de 290 13848,400 47,753 55,08
populagbes
Total 299 86,697
indice de fixac&o 0,4492
Fst

g.l = graus de liberdade. ** P<0.01 (teste de significancia para 1023 permutacoes).
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Na AMOVA aplicada para duas diferentes regides, planalto e margem do
rio, observou-se uma maior variacdo genética dentro de populacdes (55,78%),
e variacdo entre grupos negativa (-2,86) com um indice de fixacdo Fst de
0,4420 (Tabela 5).

Tabela 5. Analise de variancia molecular (AMOVA) aplicada a marcadores AFLP para dez
populacdes de Schinus terebinthifolius separadas em dois grupos por regiées, planalto e rio.

Fontes de Soma dos Componentes Porcentagem de
variagéo g.l guadrados de variancia variagéo
Entre grupos 1 899,720 - 2,447 - 2,86**
Entre 8 10055,133 40,304 47,08
populacdes de
grupos
47,753 55,78
Dentro de 290 13848,400
populacdes
24793,253
Total 299 85,609

indice de fixag&o
Fst 0,4422

g.l = graus de liberdade. **P<0,01 (teste de significancia para 2024 permutacdes).

Para as cinco populagdes localizadas em areas de planalto, a andlise da
variancia molecular (AMOVA) apresentou elevada variacdo, com um Fst de
0,4037, e a maior parte da variacdo genética dentro de populacdes (59,62%)
(Tabela 6). J&4 para as cinco populacdes localizadas na margem do rio
Laranjinha, obteve-se um Fst de 0,5095, com 49,05% da variacdo genética
dentro de populacdes e 50,95% da variacdo genética entre populacdes (Tabela
7).

Tabela 6. Analise de variancia molecular (AMOVA) aplicada a marcadores AFLP para cinco
populag®es de Schinus terebinthifolius em areas de planalto.

Fontes de Soma dos Componentes Porcentagem de
variagdo g.l guadrados de variancia variacao
Entre 4 4388,040 34,851 40,38
populagbes
Dentro de 145 7461,800 51,460 59,62
populagbes
Total 149 11849,840 86,312
indice de fixac&o 0,4037
Fst

g.I = graus de liberdade. **P<0,01 (teste de significancia para 2024 permutacdes).
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Tabela 7. Andlise de variancia molecular (AMOVA) aplicada a marcadores AFLP para cinco
populag®es de Schinus terebinthifolius as margens do curso do rio Laranjinha.

Fontes de Soma dos Componentes Porcentagem de
variacéo g.l guadrados de variancia variacéo
Entre 4 5667,093 45,757 50,95**
populacdes
Dentro de 145 6386,600 44,045 49,05
populacdes
Total 149 12053,693 89,803
indice de fixag&o 0,5095
Fst

g.l = graus de liberdade. **P<0,01 (teste de significancia para 2024 permutacdes).

A AMOVA para a regiado do alto Laranjinha, para cinco populac¢des de S.
terebinthifolius, indicou uma alta variacdo, com um Fst de 0,4371, com 43, 71%
da variacdo genética entre populacdes e 56,29% da variacdo genética dentro
de populacbes (Tabela 8). Por outro lado, para as populacdes do baixo
Laranjinha, a AMOVA mostrou valores de 43,09% da variacdo genética entre
populacdes e 56,91% da variacdo genética dentro de populacbes, com um Fst
de 0,4309 (Tabela 9).

Tabela 8. Analise de variancia molecular (AMOVA) aplicada a marcadores AFLP para cinco
populagBes de Schinus terebinthifolius distribuidas na regido do alto Laranjinha.

Fontes de Soma dos Componentes Porcentagem de
variacdo g.l guadrados de variancia variagdo
Entre 4 6192,720 49,482 43,71**
populagbes
Dentro de 145 9238,233 63,711 56,29
populagbes
Total 149 15430,953 113,194
indice de fixac&o 0,4371
Fst

g.I = graus de liberdade. **P<0,01 (teste de significancia para 2024 permutacdes).
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Tabela 9. Andlise de varidncia molecular (AMOVA) aplicada a marcadores AFLP para cinco
populag®es de Schinus terebinthifolius distribuidas na regido do baixo Laranjinha.

Fontes de Soma dos Componentes Porcentagem de
variagdo g.l guadrados de variancia variagéo
Entre 4 3015,560 24,069 43,09**
populacdes
Dentro de 145 4610,167 31,794 56,91
populacdes
Total 149 7625,727
indice de fixag&o 0,4309
Fst

g.l = graus de liberdade. **P<0,01 (teste de significancia para 2024 permutacdes).

Na AMOVA aplicada para duas diferentes regifes, alto Laranjinha e
baixo Laranjinha, observou-se uma maior variacdo genética dentro de
populacdes (54,00%), uma baixa variacao entre grupos (4,41%) com um indice
de fixacédo Fst de 0,4600 (Tabela 10).

Tabela 10. Analise de variancia molecular (AMOVA) aplicada a marcadores AFLP para dez
populacdes de Schinus terebinthifolius separadas em dois grupos por regides, alto Laranjinha e

baixo Laranjinha.

Fontes de Soma dos Componentes Porcentagem de
variacao g.l quadrados de variancia variacdo
Entre grupos 1 1736,573 3,903 4,41
Entre 8 9208,280 36,776 41,59
populagdes de
grupos
Dentro de 290 13848,400 47,753 54,00
populagbes
Total 299 24793,253 88,432

indice de fixac&o
Fst 0,4600

g.I = graus de liberdade. **P<0,01 (teste de significancia para 2024 permutacdes).

O Fst par a par compara as distancias genéticas entre as populacdes. A
menor distancia genética observada foi de 9,30% entra as populacées de P5

(Santa Mariana — PR) e P4 (Cornélio Procopio — PR) e a maior distancia
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genética (59,1%) foi verificada entre as populacfes de L3 (Figueira — PR) e L4

(Ribeirdo do Pinhal — PR). Ainda com o auxilio do Google Earth, foram

calculadas as distancias geograficas entre as populacdes (Tabela 11).

Tabela 11. Valores de distancia genética do Fst par-a-par, abaixo da diagonal central; e valores

de distancia geografica (km), acima da diagonal central, em dez populacbes de S.

terebinthifolius.

Populagbes P1 P2 P3 P4 PS5 L2 L4 L1 L3 L5
P1 ek 53,65 81 123 1298 374 83 18,2 51,4 1383
P2 0,364  ** 2719 74,7 86,7 47,3 457 504 22 96,6
P3 0,381 0,439  ** 506 788 744 505 798 443 90,5
P4 0,386 0,483 0,456  *** 234 97,7 445 1132 71,1 355
P5 0,385 0,463 0,451 0,093  *** 99,4 47,7 1176 79,2 12,7
L2 0,333 0,413 0,482 0,491 0,486  **** 52,4 21,2 31 104,6
L4 0,381 0,442 0,414 0,510 0,501 0,457 @ ***=* 69,7 31,7 54,8
L1 0,363 0,434 0,480 0,520 0,511 0,420 0,462 @ **** 42,3 1248
L3 0,450 0,566 0,562 0,183 0,146 0,562 0,599 0,595  **** 87
L5 0,417 0,511 0,503 0,169 0,143 0,527 0,541 0,553 0,153  ****

Para verificar se ha correlacdo entre as distancias genéticas e

geograficas, foi realizado um teste de correlacdo. O Coeficiente de Correlacéo

Linear de Pearson (r = 0,1511, p=0,3218) foi n&o significativo, portanto, ndo ha

uma correlacdo entre as distancias genéticas do Fst par-a-par e distancias

geograficas (Figura 6).
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Figura 6. Diagrama de dispersdo entre as distancias genéticas e geogréficas das dez

populag®es de S. terebinthifolius analisadas.



A andlise da Coordenada Principal agrupou as populacdes em dois
grupos. O primeiro grupo € composto das populacdes L4, P3, L3, L5, P5 e P4;

0 segundo grupo é composto das popula¢des L1, P1, L2 e P2 (Figura 7).

Legenda

- L1 P1
s L2 = P2
-L3 +P3
+ L4 P4

L5 =P5

Figura 7. Andlise da coordenada principal de dez populacdes de Schinus terebinthifolius,
sendo x= 10,75%, y= 6,68% e z = 4,63%.

Na estimativa de possiveis agrupamentos populacionais, de acordo com
sua similaridade, pela analise bayesiana, o maior valor de k foi igual a 2, ou

seja, as populacdes formaram dois grupos (Figura 8), o qual € mostrado na
figura 9.

Deltak = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))
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Figura 8. Valores absolutos (AK) da distribuigéo likelihood (LnP (D)) de dez populagbes de S
terebinthifoulius, interpretado pelo Structure Harvester (Evanno et al., 2006).

35



36

PM P2 12 P3 14 L1 P5 P4 L3 |5

Figura 9. Teste de atribuicdo para dez populacdes de S. terebinthifolius para K=2, onde o eixo
X representa as populacfes, e o0 eixo y, as frequéncias de participacdo de cada populagdo no

grupo.

No dendrograma, com base na distancia genética de Reynolds (1983),

observou-se a formagéo de dois grupos (Figura 10).
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Figura 10. Dendrograma das dez populacdes de S. terebinthifolius mostrando os dois grupos

formados e os valores de consisténcia dos nos.

7. DISCUSSAO
7.1. Diversidade genética em populacdes de S.terebinthifolius.

A diversidade genotipica para marcadores dominantes pode ser
analisada por meio da porcentagem de locos polimérficos, que estima a
frequéncia dos alelos nas populacdes e pela diversidade génica. Segundo Piry

et al. (1999), este critério pode ser influenciado pelo tamanho das populacdes
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amostradas, cuja reducdo poderia reduzir também o indice de diversidade
génica.

No presente estudo, realizado a partir de 300 individuos pertencentes a
10 populagdes de S. terebinthifolius, trés combinag¢des de primers seletivos de
AFLP, geraram, 821 marcadores.

Os resultados demonstraram, para as dez populagdes de S.
terebinthifolius, um valor de 0,1162 para a diversidade génica total (Ht). Medri
et al. (2011), em um estudo com Aegiphila sellowiana, uma espécie arbérea
neotropical pioneira, obtiveram um valor de diversidade génica total (Ht) de
0,189; Souza et al. (2013), em um estudo com Paraptadenia rigida (também
uma arvore pioneira neotropical) encontraram um valor de diversidade génica
total (Ht) de 0,278; e Moraes et al. (2003), utilizando isoenzimas na espécie
pioneira neotropical Cryptocarya aschersoniana, encontraram um valor de
diversidade génica total (Ht) de 0,552. Todos esses estudos mostram que 0
valor de Ht encontrado no presente trabalho para S.terebinthifolius pode ser
considerado baixo.

As populacdes de planalto mostraram um valor médio moderado para a
diversidade génica de Nei (Hs= 0,1251), enquanto que para as populacdes
localizadas nas areas ciliares esse valor foi de 0,1073 (Tabela 3). Ao se
comparar a diversidade génica de Nei entre as populacfes do alto Laranjinha e
baixo Laranjinha, observou-se uma média de 0,1886 (Hs) para as populacdes
do alto Laranjinha e uma média de 0,0773 (Hs), para as populacdes do baixo
Laranjinha (Tabela 3). Outros estudos sobre diversidade génica em espécies
arboreas neotropicais demonstraram, tanto valores mais altos, quanto mais
baixos. Freire et al. (2007), estudando Schizolobium parayba, obtiveram uma
média de diversidade génica (Hs) de 0,36; Moraes et al. (2003) encontraram
um valor de 0,365 em um estudo com Cryptocarya aschersoniana; Souza et al.
(2013) obtiveram um valor de 0,217 para Parapiptadenia rigida. Em uma
revisdo de estudos de diversidade génica de Nei (Hs) englobando 449 espécies
de plantas, Hamrick e Godt (1990) encontraram uma diversidade génica média
de 0,149 para espécies arboéreas e 0,159 para espécies de ampla distribuicéo.

As populacdes do planalto mostraram uma maior diversidade do que as
localizadas em areas ciliares. Uma hip6tese que poderia explicar este resultado

€ baseada no fato de que as populacbes ciliares, mesmo sendo protegidas
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legalmente, foram seriamente afetadas pelo processo de desmatamento,
fragmentacdo e consequente diminuicdo de seus individuos, afetando assim
sua diversidade génica. Algumas das areas ciliares estudadas possuem
aptidado agricola mais alta do que areas planalticas, o que pode ter contribuido
para uma alta taxa de desmatamento ilegal, em &reas protegidas pela
legislacdo ambiental.

As diferencas nos niveis de diversidade génica encontrada entre as
populacdes do alto e baixo Laranjinha podem ser resultado do atual estado de
conservacao de cada uma destas areas. As populacdes do baixo Laranjinha
sofreram uma maior perturbacdo antrépica, devido ao processo de expansao
da fronteira agricola, principalmente para a implantacdo de monoculturas, o
gue levou a um maior isolamento destas populagcbes, por conseguinte,
afetando a diversidade génica das mesmas. O uso agricola intenso no baixo
Laranjinha confere a esta regido uma das menores coberturas florestais do
estado. Apesar de existirem unidades de conservacéo, a area total legalmente
protegida € muito pequena (IPARDES, 2004) e os fragmentos que ainda
restaram também s&o pequenos e isolados.

A diversidade génica das popula¢des do alto Laranjinha € maior. Como a
fragmentacdo desta area foi menos intensa do que na regido do baixo
Laranjinha, isto pode ter levado a um menor nivel de diminuicdo populacional,
extincdo de populacbes e isolamento. Ruas et al. (2011), estudando duas
populacdes de S. terebinthifolius ao longo da bacia do rio Tibagi, encontraram
uma diversidade genética de 0,1678 para a populacédo do baixo Tibagi e 0,1996
para a populacdo do médio Tibagi. A bacia do rio Tibagi esta localizada
proxima a bacia do rio das Cinzas, 0 que torna as caracteristicas ambientais do
médio Tibagi parecidas com as do alto Laranjinha; e as condicbes ambientais
do baixo Tibagi semelhantes com as do baixo Laranjinha. O processo de
ocupacdo antrépica também se desenvolveu de maneira parecida entre estas
regides pertencentes a diferentes bacias hidrograficas.

Na regido do baixo Laranjinha, predominam solos de Terra Roxa
Estruturada e Latossolo Roxo, condi¢cdes edaficas muito mais favoraveis ao
desenvolvimento de culturas agricolas anuais e perenes, devido a sua natural
fertilidade. J& os solos da regido do alto Laranjinha sdo mais pobres e rasos,

impedindo assim um maior aproveitamento agricola na regido. Ainda, as
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populacdes do alto Laranjinha estdo inseridas em uma zona de relevo mais
acentuado, de solo pobre, onde a utilizacdo antrépica se caracteriza pela
presenca de &reas de reflorestamento e pastagem. In loco, observa-se que,
nesta regiao, S. terebinthifolius ocorre em maior densidade e com distribuicdo
mais ampla, tanto no planalto como em é&reas ciliares, do que na regido do
baixo Laranjinha (Ruas et al.; relato pessoal). Infere-se que isso possa ocorrer
devido a uma possivel preferéncia ecoldgica da espécie pelas caracteristicas
ambientais naturais do alto Laranjinha.

Ao contrario da paisagem mais bem conservada do alto Laranjinha, a
regido do baixo Laranjinha é fortemente influenciada pelo processo de
antropizacdo, cercado por culturas agricolas, pecuaria e pequenos fragmentos.
Segundo Young (1996), a fragmentacéo de popula¢cdes naturais pode acarretar
limitacbes evolutivas as espécies que as compOem, devido a perda de
variabilidade genética. De acordo com Couvet (2002), tais alteracbes se
refletem nos processos de deriva genética, fluxo génico, isolamento genético,
efeito fundador, os quais sao processos determinantes do grau de diversidade
genética da espécie. Esses processos sdo observados nas populacdes
estudadas de S. terebinthifolius, onde populacbes situadas nas areas mais
antropizadas apresentaram um grau de diversidade génica menor e
populacdes que ocupam areas mais bem conservadas obtiveram um grau de
diversidade maior.

A porcentagem de locos polimérficos para populacdes de planalto
(média de 61,11%) foi menor que a encontrada por Souza et al. (2004),
estudando Chorisia speciosa (75%), porém, superior as das espécies Piper
hispidinervum (60%) (Wadt e Kageyama, 2004) e Aspidosperma polyneuron
(50%) (Maltez, 1997). Ja a porcentagem de locos polimorficos para populacées
ciliares (média de 51,32%) foi menor que a de Parapiptadenia rigida (60,45%)
(Souza et al, 2013) e superior a de Calophyllum brasiliense (37,5%) (Botrel et
al, 2006), sendo assim, o grau de polimorfismo para S. terebinthifolius é
considerado razoavel.

Ao se observar as médias de polimorfismo (Tabela 3), verificou-se que
as populacdes de planalto mostraram um polimorfismo maior, quando
comparadas com as populacdes ciliares, devido a maior exploracdo dessas

areas ciliares. Embora o numero de individuos por populacdo tenha sido o
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mesmo em todas as populagbes, verificou-se uma variacdo entre os sitios
polimorficos. Na regido do alto Laranjinha, ha uma diversidade maior, tanto
para regidao de planalto como para regidao de rio, decrescendo em diregcéo
oposta a estas; fato que também foi observado no estudo da diversidade
génica de Nei, conforme demonstrado acima (Tabela 3). Embora S.
terebinthifolius tenha sofrido exploragéo e restricdo de sua area de distribuicao,
tanto no planalto como na mata ciliar, devido & devastacéo do seu habitat, ela
ainda mantém taxas razoaveis de diversidade genética.

Ao analisar isoladamente as populagbes P3, L3 e L5, estas
apresentaram uma porcentagem de locos polimérficos inferiores as outras
populacdes. Cornuet e Luikart (1996) e Piry et al. (1999) sugerem que
populacdes que experimentaram uma recente reducdo de seu tamanho efetivo
exibem um ndmero reduzido na porcentagem de locos polimorficos e
diversidade génica. No entanto, o efeito fundador pode ter atuado nessas
populacdes, pois a devastacao resultou huma grande quantidade de areas que
foram, apdés o desmatamento, abandonadas, se constituindo em habitats
adequados para o estabelecimento de populacdes de S. terebinthifolius. Estas
populacdes provavelmente se formaram a partir de poucos individuos, o que
explicaria a baixa diversidade genética encontrada em algumas populacdes tais
como, P3 (%P: 37,02 e Hs: 0,0949), L3(%P: 18,27 e Hs: 0,0186) e L5 (%P:
32,15 e Hs: 0,0403).

7.2 Estrutura genética das populacdes de S. terebinthifolius

A Analise de Variancia Molecular (AMOVA) para dez populacdes de S.
terebinthifolius mostrou que 55, 08% da variabilidade genética esta distribuida
dentro das populacdes e 44,92% entre as mesmas. O valor de Fst (0,4492),
obtido, segundo Hartl e Clark (1988), indica alta diferenciacdo genética entre as
populacdes. S. terebinthifolius é espécie pioneira didica (Lenzi e Orth, 2002) e
espécies com este sistema sexual ndo costumam apresentar alto valor de Fst.
Assim, essa grande diferenca genética entre as populacdes, evidenciada por
um alto Fst, mostra, possivelmente, que a acdo antrdpica limitou a disperséo de

sementes, devido a devastacdo dessas areas, e que apenas poucos individuos
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puderam se restabelecer, indicando um processo de efeito fundador nessas
populacdes.

A AMOVA para duas diferentes regides, rio e planalto, apresentou uma
variacdo de 55,78% dentro de populagdes, 47,08% entre populacdes de grupos
e - 2,86% entre grupos, indicando que nao ha diferencas entre os dois grupos
de populagcbes, as de planalto e rio. Segundo Kikamoto et al. (2005),
populac@es localizadas em areas de planalto, ou entre rios, teriam uma maior
diferenciacdo do que aquelas localizadas ao longo de um mesmo sistema
fluvial, fato este que ndo é observado no presente estudo. As areas ciliares,
teoricamente, seriam mais conservadas e formariam um corredor de
conectividade entre as populacdes, por serem areas de preservacao
permanente, entretanto, as mesmas sofreram alteracfes antropicas com uma
intensidade, muitas vezes, até maior do que as populacdes localizadas nas
areas de planalto. Muitas dessas areas ciliares possuem uma aptidao agricola
maior do que as areas planalticas, o que incentiva o desmatamento ilegal das
mesmas. As populagbes do rio Laranjinha obtiveram uma alta variacido
genética entre as populagcdes, com um Fst de 0,5095, resultado que néo era
esperado para as populagdes ciliares, visto que estas areas ciliares, em tese,
serviriam como um corredor continuo de vegetacdo que possibilitariam um
maior fluxo génico entre as populacdes, assim, infere-se que, apesar de
protegidas legalmente, estas areas também sofreram alta fragmentacéo,
rompendo a conectividade entre as populacdes.

Ao se comparar somente as populacdes ciliares do alto (L1,L2 e L3) e
baixo (L4 e L5) Laranjinha, nota-se que as populacbes ciliares do alto
Laranjinha possuem variabilidade maior do que populacdes ciliares do baixo
Laranjinha, de modo que nédo foi possivel inferir, por métodos genéticos
indiretos, que possa haver fluxo génico unidirecional causado por hidrocoria.
Segundo Storfer (2007) populacdes localizadas a jusante possuem maior
variabilidade do que aquelas localizadas a montante, no entanto, no presente
estudo, o resultado foi inverso. Pelo padréo de diversidade genética encontrado
nas populagdes ciliares ao longo de todo o rio, ndo é possivel inferir que o
mesmo se constitua num agente de disperséo hidrocérica, o que provocaria um
fluxo génico unidirecional, resultando numa tendéncia de maior diversidade

genética nas populagdes a jusante.
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No presente estudo, comparando-se, dois grupos, as populacdes do alto
e baixo Laranjinha, obteve-se uma variagdo entre grupos de 4,41, considerado
baixo, ou seja, ha uma pequena diferenca genética entre as populacdes do alto
e baixo Laranjinha. Isso pode ser explicado pela diferente intensidade da acgéo
antrépica nas duas regides, sendo a regido do baixo Laranjinha mais
antropizada que o alto Laranjinha, o que pode ter provocado fragmentacao,
isolamento e extincdo de populacdes nesta regido; e pela eventual preferéncia
ecologica da espécie na regidao do alto Laranjinha, como ja foi discutido
anteriormente.

Conforme descrito por Paiva (1998), estudos de variabilidade genética
com espécies neotropicais tem demonstrado que estas preservam grande
variabilidade dentro das populagbes. Ruas et al. (2011), realizando estudos
com S. terebinthifolius por meio de marcadores RAPD, obteve um Fst de
0,1372 a partir de duas populagdes distantes em 180 km; Santos et al. (2008)
obteve um valor Fst de 0,3138 em um estudo com Spondias tuberosa, de 15
ecorregides, utilizando marcadores AFLP; Mariot (2000), ao estudar a
estrutura genética de populacdes naturais de Piper cernnum, observou que a
diferenciacdo genética, entre quatro populacbes da Mata Atlantica, foi elevada
(Fst = 0,29), com forte estruturacdo espacial. O autor atribuiu a diferenciacéo
encontrada ao efeito fundador das populacdes, visto que esta é uma espécie
pioneira, que coloniza clareiras isoladas dentro da floresta.

Além dos efeitos da fragmentacdo da paisagem por acdo antropica,
infere-se que, a alta diferenciacdo entre as populacdes de S. terebinthifolius
também seja devido ao seu comportamento pioneiro, pois a espécie coloniza
areas abandonadas que ocorrem em mosaicos ha paisagem, favorecendo o
efeito fundador nestas populacdes. Por esta caracteristica fragmentada e
menos conservada destas areas, infere-se que o fluxo génico entre as
populacdes seja muito baixo, por isso a divergéncia genética entre as mesmas.

A partir da analise da coordenada principal (Figura 5), é possivel inferir
gue as populacdes de S. terebinthifolius estdo bem estruturadas, ocorrendo
maior similaridade genética entre os dois grupos: 1) popula¢des agrupadas
acima do eixo z (P3,P4,P5,L3,L4,L5); e 2) populacdes agrupadas abaixo do
eixo z (P1,P2,L1 E L2). Os resultados mostram que as populacdes que

possuem uma menor variabilidade genética (Hs) foram agrupadas entre si,
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assim como aquelas que possuem uma maior variabilidade genética (Hs)
também se agruparam, fato que coincidiu com a distribuicdo geogréafica das
mesmas: 1) agrupamentos acima do eixo z (regido do baixo rio Laranjinha); e
2) agrupamentos abaixo do eixo z (regido do alto rio Laranjinha). Essas
observacdes foram confirmadas pela andlise Bayseana (Figura 7) e pelo
dendrograma (Figura 8), que também mostram a formacdo de dois grupos
formados por populagdes com maior similaridade genética.

O dendrograma corroborou com as outras duas andlises realizadas,
tanto a Coordenada Principal quanto o Structure, indicando a formacéo de dois
grupos, populacdes do alto Laranjinha e baixo Laranjinha.

O agrupamento entre alto e baixo Laranjinha se deu pelo fato de que
esses dois grupos passaram por processos diferentes de perturbacdo, sendo
que, as populacdes do alto Laranjinha sofreram menos com a interferéncia
antropica do que as do baixo Laranjinha.

A andlise da correlacdo entre a distancia genética (Fst par-a-par) e
distancia geografica (figura 4) mostrou que ndo existe correlacdo significativa
entre estas distancias (r = 0,1511 p>0,05). Por meio deste resultado, pode-se
inferir que o fluxo génico entre as populacdes seja bastante limitado. Esta
limitacdo pode se dar pela natural distribuicdo fragmentada da espécie,
causada pelo seu comportamento helidfilo e pioneiro, o que resulta na
colonizacdo de habitats especificos, naturalmente, presentes em mosaicos
mais ou menos isolados na paisagem, a qual era originalmente, florestada e
sombreada; e pela intensa ocupa¢do humana, que fragmentou e isolou ainda
mais estes habitats adequados a espécie, diminuindo ou mesmo interrompendo

o fluxo génico entre as populacdes.

8. CONCLUSOES

Em conjunto, os resultados obtidos permitem concluir que as 10
populacbes de S. terebinthifolius estudadas apresentam, como um todo e
individualmente, niveis de diversidade genética situados entre baixos e

moderados. A intensa modificacdo antropica da paisagem pode ter contribuido
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para a diminuicdo dos niveis de diversidade genética encontrados nas
populacdes das regides estudadas.

A alta divergéncia genética detectada entre todas as populacdes pode
ser explicada: 1) pela ocorréncia de efeito fundador, o que gera populagdes
geneticamente distintas, e mais ou menos isoladas, formadas por poucos
individuos fundadores; 2) pelo natural comportamento pioneiro da espécie, com
capacidade de colonizacado de manchas de habitats especificos e naturalmente
fragmentados; e 3) pela intensa ocupacdo antrOpica ocorrida em todas as
regibes estudadas, o que levou a fragmentacdo, isolamento e extincdo de
populacdes.

Os resultados mostraram que as populagbes do baixo Laranjinha
apresentaram menor diversidade genética e formaram um grupo de maior
similaridade genética. Por outro lado, as do alto Laranjinha apresentaram maior
diversidade genética e também formaram grupo geneticamente mais similar.
Infere-se que a maior similaridade genética dentro de cada um destes grupos
pode ser devido: 1) a um diferente grau de interferéncia antrépica ocorrido,
sendo muito mais severo no baixo Laranjinha, contribuindo para a ocorréncia
de populagdes com menor variabilidade genética nesta regido e,
geneticamente, mais semelhantes; e 2) a uma possivel preferéncia ecoldgica
de S. terebinthifolius pelas caracteristicas ambientais encontradas no alto
Laranjinha, o que torna as populacbes naturalmente mais presentes e bem
distribuidas na paisagem, o que pode contribuir para um fluxo génico
ligeiramente maior, diminuindo a distancia genética entre estas populagdes.

As populacdes de S. terebinthifolius de regides planalticas e ciliares nédo
apresentaram diferenciacdo genética significativa, de modo que nao é possivel
afirmar que o rio Laranjinha se constitui em um corredor ecoldgico e genético
para as populacdes da espécie. Infere-se que, apesar das matas ciliares serem
legalmente protegidas, o que, em tese, conservaria um corredor florestal ao
longo de todo o rio, na pratica, estas matas ndo tém sido conservadas, tendo
experimentado, devido a alta aptiddo agricola de muitas areas ciliares, uma
devastacdo que pode ser até mais alta do que em muitas areas planalticas,

resultando em fragmentacao, isolamento e extingdo de populacdes.
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