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RESUMO
Estrutura genético-populacional de Eugenia uniflora L. em fragmentos florestais
de Mata Atlantica.
Bruna Saviatto Fagundes

A reducdo de habitats naturais contribui para a perda de biodiversidade e para o
isolamento das populacdes remanescentes. Uma espécie vegetal com grande
representatividade na Mata Atlantica é a Eugenia uniflora L., também conhecida como
pitangueira. Objetivando investigar os efeitos da fragmentacdo florestal na estrutura
genética de populacdes naturais de Eugenia uniflora, sete loci ISSR e nove loci SSR
foram amplificados em trés populagdes de fragmentos de Floresta Ombroéfila Mista. O
coeficiente médio de similaridade entre as populacdes A, C e D foi de 0,31. A
similaridade genética entre os individuos da popula¢do mais isolada (0,42) foi maior
que a similaridade encontrada entre os individuos das populacdes C (0,34) e D (0,36)
que, por sua vez, estdo conectadas. O agrupamento de todos os individuos formou trés
grupos correspondentes a cada populagdo estudada. Uma alta diferenciagcdo genética foi
observada entre as trés populagdes (Fst = 0,34; 1 = 0,51), sendo que dentro das
populagdes a diferenciagdo foi maior do que entre as populagdes, correspondendo a
71,33% e 28,67% respectivamente. A média da diversidade genética dentro das
populagoes (H, = 0,33; H.= 0,47) indica uma deficiéncia de heterozigotos pelo aumento
dos cruzamentos endogamicos (F; = 0,29) e constitui uma resposta a redugdo do fluxo
génico (N, = 0,48). De acordo com o agrupamento da distincia genética de Nei (1978),
a populacdo A e D foram as mais distantes geneticamente. A reducdo da variabilidade
genética da espécie nessas areas fragmentadas poderd, futuramente, alterar a capacidade
adaptativa de E. unmiflora as mudangas ambientais e interferir na dinamica de
comunidade de espécies associadas.

Palavras — chave: Fragmentagao florestal; Conservagao; SSR; ISSR; Pitanga.



ABSTRACT
Population genetic structure of Eugenia uniflora L. in forest fragments of Atlantic
Forest.

Bruna Saviatto Fagundes

The reduction of natural habitats contributes to the lost of biodiversity e to the isolation
of the remaining populations. A plant species that has great representativeness in the
Atlantic forest is the Eugenia uniflora L., also known as Surinan cherry tree. Intending
to investigate the effects of the forest fragmentation in the genetic structure of natural
populations of Eugenia uniflora, nine loci SSR and seven loci ISSR were amplified in
three Rain Forest fragment populations. The similarity average coefficient between the
A, C and D was of 0,31. The genetic similarity among the individuals of the most
isolated population (0,42) was bigger than the one found among the populations C
(0,34) and D (0,36), which, on the other hand, are connected. The grouping of all the
individuals formed three groups corresponding to each studied population. A high
genetic diversity was observed among the three populations (Fsr= 0,34; 1 = 0,51), and
the differentiation was bigger inside the population than among them, corresponding to
71,33% e 28,67% respectively. The genetic diversity average inside the populations (H,
= 0,33; H. = 0,47) indicates a deficiency of heterozygotes by the increase of
endogamous crossing (F; = 0,29) and constitutes an answer to the gene flow reduction
(Nm = 0,48). According to the grouping of Nei’s genetic distance (1978), population A
and D were the most genetically distant. The species genetic variability reduction on
these fragmented areas may change the E. uniflora adaptive capacity to environmental
changes and interfere with the community dynamic of associated species.

Keywords: Forest fragmentation; Conservation; SSR, ISSR; Surinan cherry.
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1 INTRODUCAO

1.1  Fragmentacio florestal e sua implicacio nos Biomas

A reducdo da cobertura florestal em ambientes naturais € resultado do processo de
crescimento demografico e consequente expansdo das atividades antropicas, como
agricultura, pecuaria, industrializacdo e ocupacdo urbana, resultando na alteragdo de
paisagens naturais e consequente fragmentacao florestal (Salgueiro ef al., 2004). Essas
alteracOes nos padrdes espaciais das florestas afetam a qualidade e a biodiversidade do
habitat (Gascon e Lovejoy, 1999; Carvalho e Vasconcelos, 1999; Scariot, 1999;
Laurance ef al., 2000).

A fragmentacdo florestal consiste na formacdo de mosaicos a partir de
fragmentos de diversos tamanhos de vegetacdo em areas agricolas e urbanas (Collevatti,
et al,, 2001). Essa reducdo de habitat contribui para a diminui¢do da biodiversidade e
para o isolamento de populacdes remanescentes, podendo causar mudangas na histéria
evolutiva das espécies (Bierregaard et al. 1992; Young e Boyle, 2000).

Como consequéncia do isolamento, pode ocorrer diminui¢do do fluxo génico
entre as populagdes e aumento da deriva genética, sendo esta Ultima caracterizada pela
variagdo aleatoria das frequéncias génicas ao longo das geracdes e tem como
consequéncia a fixagdo ou extingdo de alelos (Ferreira et al., 2002; Estopa et al., 2007),
submetendo a espécie a um possivel risco de extingdo (Loveless e Hamrick, 1984).

Em ambientes naturais a variabilidade genética se mantém alta gracas a
frequentes taxas de mutagdo e fluxo génico entre individuos de uma populagdo a outra
(Matioli, 2001). Esta variagdo encontrada nas populagdes naturais ¢ a base dos
processos evolutivo e deste modo, o conhecimento da variabilidade genética ¢ de grande
importancia para a compreensao da histéria evolutiva das espécies (Mateus e Sene,
2003).

Os estudos genéticos que buscam entender a variabilidade genética e a
manutencdo da biodiversidade de espécies que habitam os fragmentos florestais
auxiliam na elaboragao de estratégias de manejo e conservacao dessas areas (Kageyama,
1987). A ciéncia da genética para a conservacao tem por objetivo utilizar ferramentas,
como os marcadores moleculares, e sua interpretacdo ecologica e evolutiva para tornar
minimo os danos ocasionados pela agao antrdpica nas populacdes naturais (Allcock et

al., 1995).
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1.2 Bioma Mata Atlantica e a Floresta Ombréfila Mista

A Mata Atlantica ¢ o mais ameacgado dos biomas florestais brasileiros. Originalmente, a
area de ocorréncia da vegetagdo da Mata Atlantica era de 150 milhdes de hectares, e
destes, 92% era distribuido ao longo das encostas do pais (Figura 1). Ao longo do
processo de colonizagdo, o bioma foi 0 mais atingido pela antropizacdo. Atualmente, a
area de vegetacdo nativa atinge apenas 7% da éarea original (Figura 2). A Mata Atlantica
estd reduzida a pequenos fragmentos de florestas, os quais, na maioria das regides,
encontram-se isolados por cidades e extensas areas agricolas. Dessa forma, os poucos
remanescentes que ainda restam do bioma estdo limitados a pequenas manchas de
vegetacao (MMA, 2006).

A Mata Atlantica ¢ constituida por diversos tipos de florestas, incluindo a Floresta
Ombroéfila Mista (FOM), ou também conhecida como Floresta de Araucaria. A
delimitacdo da FOM ¢ definida pela presenca do pinheiro — do — Parand (Araucaria
angustifolia) (Mahler JR e Larocca, 2009). A FOM abrange os estados de Santa
Catarina, Rio Grande do Sul, Sdo Paulo, Minas Gerais, mas sua maior abrangéncia ¢ no
estado do Parana e também ¢ onde apresenta o maior indice de devastacao (Hueck,
1953; Veloso et al., 1991). Atualmente a FOM ¢ constituida por menos de 0,7% da sua
area original (MMA, 2002).

Na regido de Guarapuava, Estado do Parand, sdao poucos os fragmentos de
vegetacao nativa existentes e a paisagem em mosaico ¢ isolada por grandes areas
agricolas (Figura 2) (Mihler JR e Larocca, 2009; Fonseca, 2009). Para assegurar a
conservagdo da biodiversidade que resta na regido, € necessario a realiza¢ao de estudos
para compreender a dindmica das espécies em fragmentos florestais e planejar

estratégias de conservagao.
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1.3  Marcadores Moleculares

Estudos de biodiversidade molecular sdo utilizados como instrumento de investigacao
por ecologos e sistematas em diversas areas a fim de analisar as associagOes entre
espécies, detectar modos de reproducdo e estrutura familiar e estimar a migracio e
dispersdo entre as populagdes naturais (Avise, 2004). A ferramenta para esses estudos
sdo os marcadores moleculares, que sdo loci que revelam semelhanga ou diferenca
génica entre individuos de uma determinada espécie o que permite obter informacgdes
sobre a diversidade genética (Avise, 2004).

Marcadores moleculares sdo caracteristicas de uma determinada regidao do DNA
que permitem diferenciar dois ou mais individuos e sdo herdadas geneticamente
(Milach, 1998). Os marcadores moleculares baseados em DNA podem ser de carater
dominante ou co-dominante. Em individuos dipldides, os marcadores co-dominantes
permitem visualizar e distinguir ambos os alelos em um /ocus, enquanto que marcadores
dominantes ndo permitem a distingdo entre individuos homozigotos e heterozigotos
(Ferreira e Grattapaglia, 1995).

A partir do uso dessa importante ferramenta da biologia molecular, ¢ possivel
investigar de forma eficiente um grande niimero de individuos, populacdes e espécies
em um curto espago de tempo, proporcionando o conhecimento sobre a variabilidade
genética existente em diversos organismos (Ciampi, 2001). Existem varias técnicas
utilizadas para estimar a variabilidade genética pela da andlise direta do DNA. Dentre
essas técnicas destacam-se os marcadores RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism), SSR (Simple Sequence Repeat) e ISSR (Inter Simple
Sequence Repeat). A decisdo de qual destes marcadores utilizar depende dos objetivos
do trabalho a ser realizado, da estrutura laboratorial disponivel e também dos recursos

financeiros disponiveis para realizagdo do trabalho.

1.3.1 Marcadores SSR (Simple Sequence Repeat)

Os marcadores SSR, também conhecidos como microssatélites, sao os mais
polimorficos e consistem em sequéncias curtas com um a cinco pares de base que se
repetem em série, e através desse marcador, € possivel identificar um tnico /ocus no
genoma, além da caracteristica codominante de facil deteccdo via PCR (Reagdo em

Cadeia da Polimerase) (Hamada et al., 1982; Litt e Luty, 1989).
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Esses marcadores sdo desenvolvidos a partir de sequéncias especificas do
genoma da espécie estudada. Essa ¢ uma limitagdo para a aplicagdo desses marcadores
em estudos de genética de populagdes de espécies pouco conhecidas, pois demanda
tempo e recursos para o desenvolvimento de primers especificos de cada espécie (Engel
et al., 1996). A técnica mais utilizada para o desenvolvimento desses marcadores ¢ a
construgdo de biblioteca gendmica. Essa ¢ uma técnica que demanda tempo e altos
recursos pois necessita de digestdo de DNA genomico por enzimas de restri¢ao, selecdo
de regides com SSR, sequenciamento e sucessivos testes para verificar a qualidade dos
primers desenvolvidos (Milach et al., 1998; Brondani, 2007). Uma alternativa para
utilizar marcadores SSR em espécies pouco estudadas € o emprego de primers
heterdlogos, ou seja, primers desenvolvidos para espécies relacionadas, como
pertencentes a uma mesma familia ou género.

Muitos loci de SSR estdo localizados em regides ndo génicas ou em introns
(Engel et al, 1996). Esta ¢ uma caracteristica que faz dos SSR uma importante
ferramenta para estudos relacionados a biologia evolutiva de diversas espécies, pois
sofrem menor agdo da selegdo natural quando comparado com regides codificadoras.
Esses marcadores apresentam altas taxas de mutagdo o que permite identificar a
variabilidade entre individuos, familias e populagdes (Hodgetts et al., 2001). Assim, os
SSR sao utilizados para estimar os niveis de heterozigosidade e fluxo génico e associa-
los com parametros importantes para a adaptacdo da espécie, o que torna esses
marcadores os mais indicados para trabalhos de genética de populacdes (Rafalski et al.,

1996; Matioli e Fernandes, 2012).

1.3.2 Marcadores ISSR (Inter simple Sequence Repeat)
Para se utilizar os marcadores SSR ¢ necessario conhecimento prévio do genoma da
espécie em estudo. Porém, caracterizar um numero consideravel de primers SSR
demanda altos custos e tempo. Para contornar essa problemadtica, foi desenvolvido um
marcador baseado nas sequencias SSR sem necessidade de sequenciamento, os ISSR
(Inter Simple Sequence Repeats) (Zietjiewicz et al., 1994).

A técnica para utilizar esse marcador ¢ simples, semelhante a técnica do
marcador RAPD. A amplificacdo dos produtos ocorre via PCR e envolvem
amplificacdes de segmentos de DNA entre duas sequéncias repetidas de microssatélites

idénticas localizadas em direcdes opostas. Os produtos das amplificagdes sdo
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geralmente de 200 a 1500 pb de comprimento e apresentam alta reprodutibilidade.
(Bomet et al., 2002).

Como os marcadores SSR sdo dominantes, em estudos de genética de
populagdes, a utilizagdo de dados obtidos a partir desses marcadores nao ¢ tao direto
quanto se utiliza um de cardter codominante, como os SSR, por exemplo. Em vista
disso, os ISSR tém sido empregados em estudos de variabilidade genética, que
permitem, por meio de testes estatisticos especificos contornar essa problematica e
estimar indices de variagdo genética entre individuos, populacdes e espécies (Lynch e

Milligan, 1994).

1.4  Eugenia uniflora L.

Eugenia uniflora L., 1735 popularmente conhecida como pitangueira, pitanga e no
exterior, como Surinam cherry ou Brazilian cherry (Weyerstahl et al., 1988), pertence a
familia Myrtaceae, a qual possui em torno de 150 géneros e aproximadamente 3600
espécies amplamente distribuidas em regides tropicais e subtropicais. O género Eugenia
¢ o maior da familia Myrtaceae, pois inclui aproximadamente 537 espécies e, destas,
dois tergos sdo nativas de ecossistemas brasileiros (Landrum e Kawaasaki, 1997,
McVaugh, 1956).

Eugenia uniflora é nativa do bioma Mata Atlantica, porém ¢ amplamente
distribuida no territério brasileiro. A espécie possui porte arboreo, e suas flores sao
hermafroditas e pequenas com coloracao esbranquicada. O florescimento ocorre duas
vezes ao ano, em janeiro e de agosto a setembro, e a frutificacdo ocorre em fevereiro e
de outubro a novembro (Salgueiro et al., 2004). Os periodos de florescimento e
frutificagdo variam de acordo com a regido geografica.

Um estudo realizado por Silva e Pinheiro (2007) aponta que a antese de E.
uniflora ¢ diurna, sendo que as flores sobrevivem apenas durante um dia e, nesse
periodo, sdo visitadas por um grande numero de insetos, como himenopteros, dipteros,
coledpteros e neuropteros. Entre esses animais, as abelhas da espécie Apis mellifera L.
sdo os insetos mais abundantes e considerados, assim, os polinizadores mais efetivo da
pitangueira. Quanto a reproducdo de E. uniflora, a espécie ¢ considerada aldgama,
porém a autopolinizagdo ocorre mas com baixo rendimento da frutificagdo (Almeida et

al,, 2012).
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A dispersao dos frutos de pitangueira ocorre por hébitos alimentares de
frugivoros, principalmente de lagartos, macacos e outros grandes mamiferos. (Gressler
et al., 2000).

O cultivo de pitangueira vem aumentando em razdo das propriedades
encontradas nos frutos, folhas e flores. Os 6leos essenciais com aroma caracteristico
extraidos de suas folhas sdo amplamente utilizados pela industria de cosmético do pais.
Os frutos sdo utilizados para o preparo de polpa, suco, sorvete, geleias e vinhos
(Bezerra, 2002). As folhas e flores apresentam propriedades medicinais, o que tem
despertado o interesse pela espécie como fonte de produtos farmacoldgicos. Atualmente
as folhas de pitangueira sao empregadas para tratamento de azia, redugao da pressao
arterial e de sintomas da bronquite, colicas e diversas doencgas estomacais. As folhas
também apresentam propriedades anti-inflamatorias e estdo sendo aplicadas em estudos
para tratamento do diabetes (Schapoval et al., 1994).

Viarios estudos tém identificado altos niveis de poliploidia na familia Myrtaceae
(Raven, 1975; Rye, 1979). De acordo com Costa e Forni-Martins (2006), a E. uniflora
possui 22 cromossomos (n=11), o qual é o nimero basico cromossémico para a familia.
A analise citogenética realizada por Almeida e colaboradores (2012) em individuos das
populacdes naturais de Guarapuava, Parana e que foram utilizadas no presente estudo
comprovou, por meio da determinacdo do nimero cromossdomico (2n = 22), que 0s
mesmos sao da espécie E. uniflora.

Com o uso de técnicas moleculares, ¢ possivel obter informacdes a respeito da
variagdo genética entre e dentro de populagdes naturais o que ¢ fundamental para a
exploracao e/ou conservagao da diversidade genética das espécies (Matioli e Fernandes,
2012). Sao escassos os trabalhos moleculares com pitangueira. Margis e colaboradores
(2002) realizaram um estudo de diversidade genética da espécie em areas de restinga
empregando o marcador AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphisms) e Ferreira-
Ramos e colaboradores (2008) desenvolveram marcadores SSR para a espécie e

analisam a estrutura genética de populacdes naturais na regiao de Ribeirdo Preto, SP.
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1.5 Diversidade genética e fragmentacao florestal

Devido a necessidade de elaborar estratégias de conservagdo, manejo e recuperagdo dos
fragmentos florestais do bioma Mata Atlantica, os estudos em genética da conservagao e
ecologia sao ferramentas importantes para orientar as a¢des e definir os pardmetros para
a reestruturacdo dessas areas (Matioli e Fernandes, 2012). As questdes fundamentais
retratadas em diversos trabalhos sdo embasadas nos efeitos da fragmentacgao florestal na
estrutura genética de populacdes que habitam os poucos remanescentes do bioma.
Fendmenos como deriva génica, endogamia e gargalo de garrafa sdo considerados e
observados em grande parte dos fragmentos florestais (Barret e Kohn, 1991, Young et
al., 1996).

A genética da conservagdo viabiliza meios que possam minimizar os efeitos do
isolamento populacional a fim de preservar ao méaximo a base genética de cada espécie
em seu meio natural. Os dados fornecidos atualmente na literatura demonstram uma
variacao na sensibilidade de cada espécie aos efeitos da fragmentagdo florestal (Matioli
e Fernandes, 2012).. Os principais fatores que devem ser considerados sdo tamanho e
localizagdo do fragmento e mecanismo de reproducdo da espécie estudada. Algums
arvores como a Eugenia dysenterica possuem floragdes rapidas, com durac¢ao de poucas
horas (Zucchi, 2003). Ja individuos de Eugenia uniflora apresentam floragdes continuas
em um maior intervalo de tempo, assim como a espécie ameagada de extingdo
Dalbergia nigra (Salgueiro et al., 2004).

As alteragdes na estrutura genética de espécies arboreas em areas degradadas sao
decorrentes da sensibilidade dos agentes polinizadores ao isolamento geografico
(Young e Boyle, 2000). Uma das formas de integrar os remanescentes isolados da
floresta ¢ pela conexdo dos fragmentos por corredores ecoldgicos que atuam na
manutencao do fluxo génico (Colli, 2003). Para a implantagdo de alternativas que visam
minimizar os efeitos da fragmentacdo em populagdes naturais, os estudos genéticos
quantificam a variabilidade genética no tempo e espago dessas populacdes e permitem
um melhor entendimento da acdo da sele¢do natural nessas areas. Assim, conhecer a
variabilidade e estrutura genética entre e dentro de populacdes auxiliard em préaticas

mais eficientes de conservacdo e manejo de espécies nativas (Frankel, 1995).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Analisar a estrutura genética de populagdes de Eugenia uniflora L. oriundas de

fragmentos da Floresta Ombrofila Mista.

2.2 Objetivos Especificos

1. Estimar a variabilidade genética de uma populagdo de pitangueira isolada e de
duas populacdes que estdo conectadas por mata ciliar utilizando marcadores
ISSR;

2. Estimar a similaridade genética entre os individuos das trés populagdes e a
similaridade média entre as populagdes;

3. Analisar a diversidade genética das populacdes em estudo utilizando marcadores
SSR;

4. Estimar o fluxo génico entre as trés populacdes estudadas;

5. Determinar os efeitos da fragmentacdo florestal na estrutura e diversidade

genética de populagdes de pitangueira.
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3 MATERIAIS E METODOS E RESULTADOS E DISCUSSAO
A metodologia e os resultados e discussdo desta dissertagdo serdo apresentados em um

capitulo no formato de artigo cientifico escrito nas normas da revista Tree Genetics and

Genomics ISSN 1614-2942 (JCR 2.335).
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Capitulo 1

ESTRUTURA GENETICO-POPULACIONAL DE Eugenia uniflora L.
(MYRTACEAE) EM FRAGMENTOS FLORESTAIS DE MATA ATLANTICA
DO SUL DO BRASIL.

Bruna Saviatto Fagundes, Claudia Regina Gobatto, Marcos Ventura Faria, Paulo
Roberto Da Silva.
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RESUMO

A redugdo de habitats naturais contribui para a perda de biodiversidade e para o
isolamento das populacdes remanescentes. Uma espécie vegetal com grande
representatividade na Mata Atlantica ¢ a Eugenia uniflora L., também conhecida como
pitangueira. Objetivando investigar os efeitos da fragmentacdo florestal na estrutura
genética de populacdes naturais de Eugenia uniflora, sete loci ISSR e nove loci SSR
foram amplificados em trés populagdes de fragmentos de Floresta Ombrofila Mista. O
coeficiente médio de similaridade entre as populagdes A, C e D foi de 0,31. A
similaridade genética entre os individuos da populacdo mais isolada (0,42) foi maior
que a similaridade encontrada entre os individuos das populacdes C (0,34) e D (0,36)
que, por sua vez, estdo conectadas. O agrupamento de todos os individuos formou trés
grupos correspondentes a cada populacdo estudada. Uma alta diversidade genética foi
observada entre as trés populagdes (Fsy = 0,34; 1 = 0,51), sendo que dentro das
populacdes a diferenciagdo foi maior do que entre as populacdes, correspondendo a
71,33% e 28,67% respectivamente. A média da diversidade genética dentro das
populacdes (H, = 0,33; H.= 0,47) indica uma deficiéncia de heterozigotos pelo aumento
dos cruzamentos endogamicos (F; = 0,29) e constitui uma resposta a redugdo do fluxo
génico (N, = 0,48). De acordo com o agrupamento da distancia genética de Nei (1978),
a populacao A e D foram as mais distantes geneticamente. A reducdo da variabilidade
genética da espécie nessas areas fragmentadas poderd, futuramente, alterar a capacidade
adaptativa de E. uniflora as mudancas ambientais e interferir na dindmica de
comunidade de espécies associadas.

Palavras — chave: Fragmentac¢ao florestal; Conservacao; SSR; ISSR; Pitanga.

INTRODUCAO

A reducdo da cobertura florestal em ambientes naturais ¢ resultado do processo de
crescimento demografico e consequente expansdo das atividades antropicas, como
agricultura, pecuaria, industrializacdo e ocupacdo urbana (Salgueiro et al. 2004). Uma

das consequéncias da perda de habitats ¢ o alto nivel de isolamento observado entre
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populagdes em dreas de vegetacdo nativa. A destruicdo de habitats ¢ a causa mais
expressiva da extingdo de espécies (Hanski 1998).

A fragmentagao florestal resulta na formacgao de mosaicos a partir de fragmentos
de diversos tamanhos de vegetagdo nativa em areas agricolas e urbanas (Collevatti et al.,
2001), induzindo no desenvolvimento de diversas manchas de florestas isoladas umas
das outras. Essa redugao de habitat contribui para a diminuigdo da biodiversidade e para
o isolamento de populacdes remanescentes, podendo causar mudancas na historia
evolutiva das espécies (Bierregaard et al. 1992; Young e Boyle 2000).

Como consequéncia do isolamento, pode ocorrer diminui¢ao do fluxo génico
entre as populacdes e crescente deriva genética. Outra consequéncia da fragmentacao ¢
a alteracdo da estrutura e variabilidade genética das populacdes isoladas acarretando no
aumento dos cruzamentos endogamicos entre os individuos (Ferreira et al. 2002; Estopa
et al. 2007), levando a espécie a um possivel risco de extingdo (Loveless e Hamrick
1984).

A Mata Atlantica ¢ o mais ameacado dos biomas florestais brasileiros estando

reduzida a pequenos fragmentos de florestas, os quais, na maioria das regides,
encontram-se isolados por cidades e extensas areas agricolas. Os poucos remanescentes
que ainda restam do bioma estdo limitados a pequenas manchas de vegetacdo. A Mata
Atlantica ¢ constituida por diversos tipos de florestas, incluindo a Floresta Ombrofila
Mista, ou também conhecida como Floresta de Araucaria. A delimitagdo dessa floresta é
definida pela presenga do pinheiro — do — Parand (Araucaria angustifolia) (MMA,
2002).
Para auxiliar na compreensao da variabilidade genética e estrutura de populagdes de
espécies arboreas marcadores bioquimicos tém sido utilizados como importantes
ferramentas devido a seu carater co-dominante e baixo custo das analises (Sebben et al.,
1998; Seoane et al., 2000; Moraes e Monteiro, 2002). No entanto, os marcadores mais
indicados sdo os baseados em DNA, por ndo sofrerem influéncia ambiental. Dentre
estes, os marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) e os marcadores
microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeat) t€m sido amplamente empregados em
diversos estudos de variabilidade e estrutura genética de populagdes (White e Powell
1999; Collevatti et al. 2001; Brondani et al. 2002; Bittencourt 2009; Brandao et al.
2011).

23



Os marcadores ISSR utilizam uma técnica simples e de baixo custo e apresentam
alta reprodutibilidade e geragdo de altos indices de polimorfismo nos resultados (Reddy
et al. 2002). Os ISSR sdo vantajosos quanto a geracdo de um grande numeros de bandas
informativas por reacdo e o fato de ndo haver a necessidade de conhecimento prévio da
sequéncia do DNA para a constru¢do do primer utilizado. Porém sua desvantagem esta
em seu carater dominante. Contudo, mesmo apresentando essa caracteristica, os
marcadores ISSR s3o empregados em varios estudos de variabilidade de plantas
cultivadas ou nativas como morango (Morales et al. 2011), Jojoba (Sharma et al.
2008a), Myrcia splendens (Brandao et al. 2011), Camellia reticulata (Wang e Ruan
2012), Eucalyptus spp. (Balasaravanan et al. 2005), batata doce (Hu et al. 2003) e
Pennisetum purpureum (Lima et al. 2011).

Os marcadores SSR possuem a maioria das caracteristicas desejaveis como a co-
dominancia que permite que ambos os alelos de um individuo heterozigoto sejam
visualizados no gel, multialélicos e estaveis para serem utilizados em analises genéticas
e evolucdo de populagdes naturais, especialmente em espécies arboreas altamente
heterozigdticas (White e Powell 1997; Collevatti et al. 1999; Brondani et al. 2002;
Zucchi 2003).

Eugenia uniflora L., também conhecida como pitangueira ¢ uma espécie
pertencente a familia Myrtaceae com importante representatividade no bioma Mata
Atlantica e a sua distribui¢ao no territorio brasileiro abrange os estados de Minas Gerais
até o Rio Grande do Sul (Lorenzi 2002). A pitangueira possui os graos de polen como
unico recurso floral, responsavel pela transferéncia dos caracteres genéticos e atracdo
dos polinizadores, dentre eles, as abelhas, o polinizador mais efetivo (Almeida et al.
2012).

Segundo Lynch e Milligan (1994) o conhecimento da distribuicdo da variagao
genética entre e dentro de populacdes ¢ de fundamental importancia para a conservacao
e exploracdo comercial de espécies presentes em fragmentos florestais. A pitangueira ¢
uma espécie utilizada em areas de reflorestamento de mata ciliar. Sua alta incidéncia em
fragmentos de Floresta Ombrofila Mista ¢ determinante para a utilizagdo dessa espécie
em recuperagdo de areas degradadas. Porém ¢ necessario determinar o nivel de
sensibilidade dessa espécie a fragmentacdo florestal por meio de estudos de
variabilidade e estrutura genética e subsidiar a elaboragdo de estratégias de conservacgao

e recuperacdo de areas fragmentadas. Neste trabalho foi verificado o efeito da
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fragmentacao florestal na estrutura genética de trés populacdes de Eugenia uniflora L.

utilizando marcadores ISSR e SSR.

MATERIAIS E METODOS

Area de estudo

Foram avaliadas trés popula¢des de E. uniflora oriundas de fragmentos de Floresta
Ombrofila Mista, localizados no municipio de Guarapuava, estado do Parana, Brasil.
Foram amostradas 20 arvores adultas, da mesma geracdo, de cada populacdo. A
denominacdo e a caracterizagdo dos fragmentos foram descritas por Almeida e
colaboradores (2012). A populacao denominada “A” estd localizada em um fragmento
de oito hectares isolado de qualquer outro fragmento florestal por areas agricolas. Essa
populacdao se encontra a oeste da cidade de Guarapuava (Figura 1). As populagdes
denominadas “C” e “D” estdo localizadas em fragmentos de 60 e 35 hectares
respectivamente. Esses fragmentos se encontram conectados entre si e a outros
fragmentos florestais por mata ciliar que acompanha o Rio das Pedras. Essas populacdes
se encontram a leste da cidade de Guarapuava (Figura 1). Para este trabalho nao foi
possivel coletar material bioldgico da populagdo presente no fragmento B estudado por

Almeida e colaboradores (2012).

Extracao de DNA Vegetal

Folhas jovens de 20 arvores de cada populagdo foram coletadas e armazenadas em
nitrogénio liquido até o momento da extragdo do DNA. O DNA foi extraido de acordo
com protocolo proposto por Sharma (2008b). O tecido vegetal foi macerado em
nitrogénio liquido; 1 mL de tampdo de extra¢ao (20mM EDTA, 100mM Tris-HCI pH
8,0, 2M NaCl, 2% CTAB, 2% PVP, 2% B-mercaptoethanol) foi adicionado ao tubo
contendo 100 mg de tecido; os tubos foram levados ao banho maria a 65 °C por 30 min.
O DNA foi separado da solugao por precipitacdo com
fenol:cloroformio:alcoolisoamilico (25:24:1) e centrifugacdo. Posteriormente, o DNA
foi precipitado com PEG (Polyethylene Glycol) e sucessivas lavagens com etanol foram
realizadas para obter um material genético de alto grau de pureza. Apds a extracdo, o
DNA foi ressuspendido em TE (10mM Tris-HCI; pH 8,0; ImM EDTA), tratado com

RNAse a 37 °C por 30 min, e armazenado a -20 °C até o uso.
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Amplifica¢do via PCR-SSR

Foram testados 21 primers SSR. Desses, 13 primers foram desenvolvidos para
Eucalyptus spp. por Brondani et al. (1998), denominados primers Embra, sete foram
desenvolvidos para Eugenia uniflora L. por Ferreira-Ramos et al. (2008), denominados
primers Eun, e um par de primer foi desenvolvido para Melaleuca alternifolia por
Rosseto e colaboradores (1999), denominado Scutt052. Todos esses primers ja foram
utilizados em outros estudos de diversidade genética com espécies pertencentes a
familia Myrtaceae (Ramos 2008; Zucchi 2003). Dos 13 primers desenvolvidos para
Eucalyptus spp., 10 primers, somente os primers Embral4, Embra63 e Embra210 foram
utilizados em estudos de genética de populagdes em Eugenia uniflora.

Para os pares de primers Embra e Eun, as reagdes de amplificacdo via PCR
foram conduzidas em um volume final de 10 uL contendo: 25 ng de DNA, 2,5 uM de
cada primer, 250 uM de cada ANTP, 1,0 mM de MgCl, e 1 U de Tag DNA Polimerase
(Invitrogen) em 1 X de tampdo para PCR. Para o locus Scutt052, as reagdes foram
conduzidas em um volume final de 15 pL contendo: 30 ng de DNA, 2,5 uM de cada
primer, 250 uM de cada dNTP, 1,5 mM de MgCl, e 1 U de Taqg DNA Polimerase
(Invitrogen) 1X de tampao para PCR. Para a amplificagdo o termociclador foi
programado para desnaturagdo inicial a 96°C por 3 minutos, seguida de 35 ciclos de
94°C por 30s, temperatura de anelamento do primer por 1min e 72°C por Imin, e por
fim 72°C por 15 minutos para extensdo final dos fragmentos. As temperaturas de
anelamento de cada locus estdo detalhadas na tabela 1. Os produtos de amplificacio
foram resolvidos em gel de agarose 3% corado com brometo de etidio (0,5 pg mL™).
Para determinagao do tamanho dos fragmentos amplificados foi utilizado o marcador de
peso molecular DNA Ladder 100 bp. O resultado da eletroforese foi visualizado em luz

UV e fotodocumentado com sistema digital.

Amplifica¢do via PCR-ISSR

Para as andlises moleculares foram testados 12 primers ISSR. As reagdes de
amplificacdo do DNA de cada gendtipo via PCR foram conduzidas em volume final de
12,5 pL contendo: 20 ng de DNA, 0,2uM de primer, 200 uM de cada dNTP, 1,5 mM de
MgCl, e 1 U de Taq DNA Polimerase e 1X de tampao para PCR. Para a amplificagdo o
termociclador foi programado para uma desnaturagdo inicial a 94°C por 5 minutos,
seguida de 35 ciclos de 94°C por 45s, temperatura de anelamento dos primers por 45s e

72°C por 90s, e por fim foi feito um passo a 72°C por 5 minutos para extensao final dos
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fragmentos. As sequéncias dos primers utilizados e suas respectivas temperaturas de
anelamento estdo detalhadas na Tabela 3. Os produtos de amplifica¢do foram resolvidos
em gel de agarose 1,8% corado com brometo de etidio (0,5 pg mL™). Para determinagéo
do tamanho dos fragmentos amplificados foi utilizado o marcador de peso molecular
DNA Ladder 100 pb. O resultado da eletroforese foi visualizado em luz UV e

fotodocumentado com sistema digital.

Analises Estatisticas- SSR

Os individuos foram genotipados para cada /oci SSR. Com os dados foi gerada uma
matriz genotipica de acordo com os alelos presentes em cada individuo para cada locus.
Os parametros genéticos das populagdes analisadas foram estimados usando o programa
GDA (Genetic Data Analysis) e o nimero de alelos por locus, heterozigosidades
observada (H,) e esperada (H.), os indices de fixacdo de Wright e a distancia genética

de Nei (1978) foram calculados.

Analises Estatisticas- ISSR

Somente os primers que apresentaram produtos de amplificagdo com bom padrao de
resolucdo foram considerados. Os individuos foram genotipados de acordo com a
presenca (1) e auséncia (0) de bandas e uma matriz binaria foi construida a partir desses
dados. A porcentagem de polimorfismo de cada primer ISSR foi calculada pela
contagem direta dos fragmentos amplificados. A similaridade genética entre os
individuos foi mensurada pelo software NTSYS 2.2 utilizando o coeficiente de Jaccard
e o dendrograma de similaridade entre os individuos foi desenhado pelo método
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean). A anélise de
variancia molecular (AMOVA) foi feita utilizando o software ARLEQUIN versao 3.11
determinando assim os indices de diferenciagdo genética de ®@gt (Fsr) € a variancia entre
os componentes e seus niveis de significancia. O indice de diversidade de Shannon foi

mensurado pelo do software POPGENE versao 1.32.
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RESULTADOS
Dos 21 pares de primers SSR testados nove pares apresentaram produtos de

amplificacdao de tamanho esperado (Tabela 1). A combinagao dos nove loci SSR gerou o
total de 29 alelos, com média de 3,2 alelos por /dcus, sem a presenca de alelos
exclusivos em cada populacdo. O menor ntimero de alelos foi de 2 para os /loci
Embral23, Embral48 e Eunl21 e o maior nimero de alelos foi de 5 para o locus
Embral4 (Tabela 1).

O numero total de alelos por locus, a heterozigosidade observada (H,) e a
esperada (H.) para cada /ocus estdo detalhados na Tabela 2. A heterozigosidade
observada variou de 0 (Embral48) a 0,71 (Eunll) (Tabela 1). A menor
heterozigosidade esperada foi de 0,20 para o /ocus Embral23 e o locus Embral4
apresentou a maior heterozigosidade esperada de 0,73. A média para todos os loci da
heterozigosidade observada foi 0,33 e de heterozigosidade esperada foi 0,50.

A média da heterozigosidade observada nas trés populacdes foi 0,33 e da
heterozigosidade esperada foi 0,47. Os valores de coeficiente de endogamia para as trés
populagdes variaram entre 0,25 a 0,32, com média de 0,29 (Tabela 2). A estatistica F
calculada pelo método de Weir e Cockerham (1984) indicou niveis positivos para os
valores de Fis, Fir, € Fs1(0,29; 0,63 ¢ 0,34, respectivamente).

As distancias genéticas de Nei (1978) variaram de 0,10 a 0,67. De acordo com o
agrupamento, a populacdo A foi a mais distante geneticamente da populacdo D (Figura
2).

Dos 12 primers ISSR testados, sete apresentaram qualidade na amplificacao.
Estes primers produziram um total de 87 loci variando no tamanho de 200 a 1400pb,
com média de 12 loci por primer. Desses loci analisados, 83 foram polimorficos
correspondendo a 95,4% do total (Tabela 3).

O coeficiente médio de similaridade entre as populacdes A, C e D foi de 0,31.
Entre os individuos de uma mesma populag¢do foram estimados os valores de 0,42, 0,34
e 0,36 para as populagdes A, C e D, respectivamente. O dendrograma obtido pelo
agrupamento de todos os individuos formou trés grupos sendo cada grupo
representativo de cada uma das populagdes em estudo (A, C e D) (Figura 3). A média da
similaridade genética entre os individuos de uma mesma populacdo ¢ maior na
populacao A (0,42) e menor entre os individuos das populagdes C (0,34) e D (0,36). No
dendrograma o grupo dos individuos da populagdo A apresentam ramificagdes mais

proximas de 1 do que os individuos das populagdes C e D (Figura 3). Ao analisar a
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similaridades genéticas entre os individuos de uma mesma populagdo foi observado que
na populacdo A o maior valor foi de 0,80 e o menor foi de 0,21. Na populagao C e D os
maiores valores foram respectivamente de 0,54 ¢ 0,61 e os menores de 0,13 ¢ 0,15. Na
populagdo A foi observado também que o niimero de similaridades maior que 0,5 foi de
56 enquanto as populacdes C e D estes nimeros foram bem menores (10 e 19
respectivamente).

O indice de diversidade de Shannon para a espécie foi de 0,5131 (Tabela 4).
Dentro das populacdes foram encontradas variagcdes da distancia genética de Nei de
0,2517 20,3133 e indices de diversidade de Shannon de 0,3848 a 0,4718 (Tabela 4).

A Anédlise de Variancia Molecular (AMOVA) indicou diferenciagdo entre as
populacdes de 28,67% e dentro das populagdes de 71,33% (Tabela 5). O indice de

fixacdo (Fs7) médio entre as trés populacdes foi de 0,28674.

DISCUSSAO
Transferibilidade de primers SSR
O conhecimento da estrutura genética de populagdes de espécies nativas ¢ um
importante aliado para a genética da conservacdo. Uma das ferramentas para esse tipo
de estudo sdo os marcadores microssatélites (SSR). Porém o desenvolvimento desses
marcadores demanda alto custo e tempo. Uma alternativa para contornar essa
problematica ¢ a utilizagdo de primers heter6logos. A transferibilidade de primers SSR
de espécies relacionadas para a espécie em estudo ¢ uma importante ferramenta para
viabilizar estudos de genética de populagdes. E. uniflora possui apenas sete marcadores
especificos desenvolvidos por Ferreira-Ramos (2008). Todos esses /oci foram testados
nesse trabalho, mas somente cinco apresentaram produto de amplificagdo (Tabela 1). Os
outros dois /oci sao nulos nessas populacdes. Os /oci nulos ndo sdo amplificados via
PCR e nao sdo detectados na genotipagem dos individuos e a consequéncia nos
resultados ¢ um nimero muito maior de homozigotos causando um desvio nas
propor¢des do equilibrio de Hardy Weinberg (Aldrich et al. 1998; White et al. 1999).
Dos primers utilizados nesse trabalho, 13 foram desenvolvidos para Eucalyptus.
Esses primers foram utilizados em estudos de genética de populagdes com FEugenia
dysenterica ¢ Acca sellowiana, ambas as espécies pertencem a familia Myrtaceae
(Zucchi 2003; Santos 2007). A transferibilidade desses marcadores entre espécies

relacionadas € uma consequéncia da homologia entre sequéncias de microssatélites. Os
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loci de Eucalyptus spp. transferidos para E. uniflora nesse trabalho mostram
conservacao de regides microssatélites no genoma de espécies da familia Myrtaceae.
Vérios estudos tem mostrado que primers SSR desenvolvidos para uma espécie
apresentam grande potencial de serem utilizados em estudos genéticos de espécies
relacionadas (Da-Silva et al. 2011). O potencial de transferibilidade de cada primer
depende da conservacdo das regides que flanqueiam o SSR e dos sitios de ligagdo
desses primers e muitos estudos tem demonstrado a alta conservacdo dessas regides
flanqueadoras de SSR em espécies arboreas, o que pode explicar os altos indices de
transferibilidade de SSR entre espécies da mesma familia (Kijas et al. 1995; Cipriani et
al. 1999; Billotte et al. 2001; Hodgetts et al. 2001; Yamamoto et al. 2001; Dirlewanger
et al. 2002; Wunsch e Hormaza 2002; Rosseto et al. 2002; Shepherd et a., 2002; Rallo et
al. 2003; Zucchi 2003).

Estrutura Genética de Eugenia uniflora

O isolamento de populagdes naturais pela fragmentagdo florestal reduz a
heterozigosidade média com o aumento de cruzamentos endogamicos e,
consequentemente, aumenta a diferenciacdo genética entre populagdes diferentes. Os
resultados obtidos nesse trabalho mostram as populagdes de Eugenia uniflora estudadas
estao estruturadas geneticamente.

A média da diversidade genética dentro das populagdes (H,= 0,33) ¢ considerada
um pouco baixa quando comparada com os indices de heterozigosidade de espécies
arboreas de fecundagdo cruzada, como a cerejeira (0,74) e araucéria (0,52) (Sanou et al.
2005; Bittencourt 2009; Ganopoulos 2011). As médias da heterozigosidade observadas
em populagdes naturais de E. uniflora da regido de Sao Paulo (H,= 0,31) e de
populagdes do Rio de Janeiro (H,= 0,30) (Margis et al. 2002; Ferreira-Ramos et al.
2008) ndo variaram da média das populacdes estudadas nesse trabalho. A baixa média
de heterozigotos nas popula¢des naturais de Eugenia uniflora pode ser caracteristica da
propria espécie e, além disso, a presenca de alelos nulos pode aumentar a média de
homozigotos na populacdo. Em estudos genéticos por meio de marcadores SSR
heterdlogos, os alelos nulos implicam na ocorréncia de indices baixos de heterozigotos
em funcdo da delecdo da regido microssatélite em um Jloco especifico ou por mutacdes
nos sitios de ligacao do primer (Callen et al. 1993, Lehman et al. 1996).

O indice de Shannon (/) nao utiliza a heterozigosidade para estimar a

variabilidade genética nas populagdes. Os valores encontrados com esse indice variam
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de 0 a 1, sendo que quanto mais proximo de 1, maior a diversidade genética. Na
populacdo A de E. uniflora o indice de Shannon foi maior, mas muito proximo, (0,47)
que nas populacdes C e D (0,40 e 0,38 respectivamente). A populacdo A teve a maior
diferenciacdo genética em relagdo as populacdes conectadas C e D. A similaridade
genética média entre os individuos foi maior na populagdo A (0,42) do que entre os
individuos das populagdes C e D (0,34 e 0,36 respectivamente). A variacdo genética ¢
fundamental para a adaptagdo da espécie as alteragcdes no ambiente (Torggler et al.
1995). A variabilidade genética dentro das populacdes de E. uniflora estudadas
(71,33%) ¢ maior do que entre as populagdes. Em geral, a variabilidade genética dentro
de populagdes ¢ maior em espécies tropicais predominantemente alogamas (Loveless e
Hamrick 1984; Hamrick e Godt 1996; White et al. 1999; Nybom 2004; Apte et al. 2006;
Brandao et al. 2011) como em Swietenia macrophylla (87,9%), Hippohae rhamnoides
(79,1%) e Calycophyllum spruceanum (91%) (Gillies et al. 1999; Bartish et al. 1999;
Russel et al. 1999).

O valor de Fgr (D7) foi de 0,28 e 0,34, a partir das analises com o marcador
ISSR e SSR, respectivamente. De acordo com Wright (1978), valores de Fsr acima de
0,25 indicam uma diferenciacdo genética elevada. Sabe-se que populagdes
completamente isoladas podem ndo apresentar cruzamento ao acaso, 0 que aumenta o
coeficiente de endogamia nesses fragmentos isolados. Em populagdes naturais de
Myrcia splendens, uma espécie da familia Myrtaceae, o valor de Fst encontrado com o
marcador ISSR foi de 0,03 (Branddo et al. 2011). Esse valor de variagdo genética
encontrado em populagdes naturais de M. splendens é em razdo das populacdes
estarem situadas em regides com sistemas de corredores ecologicos conectando os
fragmentos. Em outras espécies arboreas os valores de diferenciacdo genética foram de
0,16 para araucaria e 0,09 para cerejeira (Bittencourt 2009; Ganopoulos 2011). Em
Araucaria angustifolia, espécie que caracteriza a Floresta Ombrofila Mista, ndo houve
alteracdo na estrutura genética das populagdes estudadas em diferentes regides. A
Araucaria ¢ uma espécie de vida longa e possui longos intervalos de reprodugio.
Porém, as espécies arboreas associadas no mesmo ambiente apontam uma
sensibilidade a fragmentagdo florestal (Auler et al. 2002; Behling 1997; Sousa e
Hattemer 2003).

De acordo com a distancia genética de Nei (1978), a populacdo A estd mais

distante geneticamente da populagdo D (Figura 3). Essas duas populagdes estdo situadas
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em areas geograficamente distantes limitando as trocas genéticas entre os individuos
dessas populagdes.

A estruturagdo genética das populacdes estudadas pode ser consequéncia do
polinizador efetivo de Eugenia uniflora ser restrito a pequenas distancias do ninho. A
capacidade de deslocamento de graos de pdlen a longas distdncias ¢ crucial para a
reproducdo de espécies que habitam areas fragmentadas (Dunphy 2004). As abelhas do
género Apis sdo os visitantes mais comuns nas arvores da familia Myrtaceae. Porém, o
forrageamento dessas abelhas ndo ¢ superior a 10 km e, portanto ndo ¢ suficiente para o
fluxo de polens entre a populacdo isolada (A) e as populagdes conectadas (C e D). O
fragmento A esta isolado por uma distancia superior a 12 km dos demais fragmentos C
e D pela area urbana de Guarapuava. Os fragmentos C e D estdo localizados a uma
distancia de 6 km em uma 4rea conservada e com diversos fragmentos de vegetacao
nativa, incluindo corredores ecoldgicos de mata ciliar que acompanha rios. Assim, 0s
animais dispersores de polen e semente podem se deslocar entre um fragmento e outro
pela curta distancia existente entre eles. Isso ndo ocorre entre a populagdo A e os demais
fragmentos estudados, pois o que isola essa populacdo ¢ uma darea urbana,
inviabilizando, a transicdo de animais responsaveis pelo fluxo gé€nico entre os
fragmentos estudados aumentando os efeitos de deriva genética nessa populagdo. Ou
seja, o isolamento da populacao podera refletir, possivelmente, em uma diferenciacao
genética por deriva. A maioria das espécies arboreas depende de insetos polinizadores
para realizar fecundagdo cruzada e o comportamento desses polinizadores ¢ alterado
com a redu¢do do tamanho populacional (Wilcock e Neiland 2002; Kwak et al. 1998;
Steffan-Dewenter e Tscharntke 1999; Honnay e Jacquemyn 2006).

Segundo Morato e Campos (2000) as abelhas, principais agentes polinizadores
de E. uniflora sao muito sensiveis a fragmentagdo de ambientes. Essa sensibilidade
pode estar associada a redugdo das fontes de alimento, escassez de locais para a
nidificagdo e alteracdes bruscas na temperatura do ambiente. A maioria das espécies
arboreas de fecundacdo cruzada é dependente de agentes polinizadores e uma vez que
os fragmentos florestais sdo conectados por corredores de vegetagdo, a divergéncia
genética ¢ reduzida pelo aumento do fluxo génico e a migracdo dos agentes
polinizadores e dispersores de sementes dessas espécies ¢ facilitada pela conexado
existente entre os fragmentos (Brandado et al., 2011). O fluxo de polens é o maior
responsavel pelo fluxo génico entre populagdes, porém a migracdo de sementes da

espécie E. uniflora também pode ser responsavel pela manutencdo da variabilidade
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genética. Os maiores consumidores do fruto pitanga sdo mamiferos, aves e alguns
répteis (Gressler et al. 2006). Porém, as sementes da pitanga apresentam um tamanho
representativo o qual nao pode ser engolido pelas principais aves presentes na Floresta
Ombrofila Mista. Os mamiferos e répteis provavelmente nao apresentam um grande
deslocamento entre as areas fragmentadas em decorréncia do fragmento A estar isolado
dos demais por uma area urbana.

Almeida e colaboradores (2012) demonstraram que h4a menor fertilidade dos
graos de polen nos individuos da populagdo A (82%) em relagdo a fertilidade polinica
dos individuos das populacdes C e D (96% e 97%, respectivamente). Essa diferenca
corrobora com a analise da estrutura genética dessas populagdes de E. uniflora. O
fragmento isolado (A) apresenta um tamanho reduzido em comparagdo aos fragmentos
C e D. A reducdo no tamanho do fragmento isolado aumenta a probabilidade de
cruzamentos endogamicos e, como consequéncia, reduz a variabilidade genética dessa
populagdo e sabe-se que a fertilidade do grao de podlen pode estar diretamente
relacionada com a condig@o genética da planta (Pagliarini 2000).

A fragmentagdo florestal e consequente isolamento de populagdes reduz a
variabilidade genética pela diminuicdo do tamanho populacional. O efeito gargalo ¢é
uma consequéncia da reducdo amostral de populagdes, pois os individuos que ali
permanecem representam apenas uma pequena parcela do conjunto génico original
dessa populagado (Hartl e Clark 2007). A tendéncia para essa populagao agora isolada ¢ a
perda de alelos, o que ird acarretar em baixa heterozigosidade (Barret ¢ Kohn 1991;
Charlesworth 1987). Outra causa que pode estar associada a ocorréncia da divisdo das
populagdes em unidades reprodutivas diferenciadas ¢ efeito Wahlund, conhecido pelo
redugdo na frequéncia de heterozigotos em razao da subdivisao das populagdes naturais
e consequente aumento da coancestria (Wright, 1978). A cidade de Guarapuava
apresenta um predominio de 4reas agricolas isolando em pequenas ilhas os fragmentos
de Floresta Ombrofila Mista. Quando ha conexdo entre fragmentos ¢ por corredores
ecoldgicos constituidos de mata ciliar que sdo impostos pela legislagao (Almeida et al.
2012).

Os indices de diversidade genética obtidos pelos marcadores SSR e ISSR
indicam que as populagdes de E. unmiflora aqui estudadas estdo estruturadas
geneticamente e no futuro podem apresentar maiores alteragdes da variabilidade
genética. Essas alteracdes sugerem que efeitos como endogamia, efeito Wahlund e

deriva genética possivelmente ocorram nas populagdes naturais em razao da
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fragmentacao florestal. Eugenia uniflora ¢ representativa de espécies arboreas da Mata
Atlantica, assim estes dados podem auxiliar na compreensdo dos efeitos da
fragmentacdo nas demais espécies arboreas de fecundacdo cruzada presentes no
mesmo bioma. Esta sensibilidade das espécies arboreas da Mata Atlantica as
alteragdes no habitat indica a necessidade de elaboracdo de estratégias de preservagao
para a conservacao da biodiversidade em remanescentes que ainda apresentam altos

niveis de variabilidade.
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Figura 1. Localizagdo das populacdes de Eugenia uniflora utilizadas nesse trabalho. A
area circulada corresponde a cidade de Guarapuava, PR (Almeida et al. 2012).

C D

Figura 2. Dendrograma gerado com dados SSR baseado na distancia genética de Nei
(1978) construido pelo método Neighbor-joining.
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Figura 3. Dendrograma gerado com os dados dos marcadores ISSR pelo método de
agrupamento UPGMA dos individuos das populacdes de E. uniflora estudadas. O
coeficiente se similaridade utilizado foi o de Jaccard.

Tabela 1. Sequéncia dos primers utilizados, seguido do respectivo tamanho de
fragmento esperado, numero de alelo por locus (A), heterozigosidade observada (Ho),
heterozigosidade esperada (H.) e temperatura de anelamento (T,).

Acesso Tamanho do
Locus SSR T, Fragmento esperado A Ho He
GenBank (pb)

Embral4 G74881 50° 95-170 5 0,10 0,73
Embral23 BV682244 50° 180 — 300 2 0,23 0,20
Embral48 BV682248 50° 200 — 320 2 0,00 0,37
Embral66 BV682113 50° 130 - 300 4 0,66 0,71
Eun2 EU000456 56° 182 —-208 4 0,30 0,52
Eun5 EU000458 54° 140 — 162 4 0,21 0,40
Eunl1 EU000460 52° 162 — 182 3 0,71 0,66
Eun21 EU000462 52° 198 —212 3 0,53 0,65
Eunl21 EU000464 54° 205 - 215 2 0,26 0,23
Media 3,2 0,33 0,50
Total 29

Tabela 2. Estimativas de parametros genéticos em trés populacdes de Eugenia uniflora.

H,: heterozigosidade observada; H.: heterozigosidade esperada; Fis: indice de fixacdo.

Populagdo H, H, Fis
A 0,35 0,46 0,25
C 0,35 0,49 0,29
D 0,31 0,31 0,32
Média 0,33 0,47 0,29
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Tabela 3. Primers ISSR e temperatura de anelamento utilizada para cada primer (T°a)
nimero de bandas produzidas, nimero de bandas polimoérficas e porcentagem de
polimorfismo de cada locus (%).

Primer Seq (5°-3") T°a NB NBP % P
807 (AG)sT 52 13 12 92,3%
808 (AG)sC 50 16 16 100%
810 (GA)T 50 16 16 100%
815 (CT)G 53 6 5 83,3%
835 (AG)YC 54 15 15 100%
864 (ATG)6 50 14 13 92,8%
873 (GACA)4 50 7 6 85,7%

Total - - 87 83 95,4%

NB: niimero de bandas produzidas; NBP: nimero de bandas polimorficas.

Tabela 4. Diversidade Genética em FEugenia uniflora. N: nimero de individuos; h:
diversidade genética de Nei (1973); I: indice diversidade de Shannon.

Populagio Nimero de individuos Diversidadq Genética Indice de diversidade
de Nei (h) de Shannon (T)

A 20 0,3133 0,4718

C 20 0,2629 0,4024

D 20 0,2517 0,3848

Total 60 0,3395 0,5131

Tabela 5. Anélise da Variancia Molecular (AMOVA) de trés populacdes de E. uniflora.

Origem da variagdo ol Soma dos Compo‘nent‘es de PorcenFagem

o Quadrados variancia de variagao
Entre as Populagdes 2 250,75 5,5753Va 28,67 <0,001
Dentro das Populagdes 57 790,5 13,8684 Vb 71,33 < 0,001
Total 59 1041,25 19,44375

Indice de Fixagdo Fgr. 0,28674
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Com a utilizagdo dos marcadores moleculares foi possivel averiguar os efeitos da
fragmentacao florestal nas populacdes de pitangueira localizadas em fragmentos de
Floresta Ombrofila Mista.

Os resultados obtidos indicam que a populagao A (isolada) apresenta uma maior
similaridade genética entre os individuos do que as populacdes C e D. As médias de
heterozigosidade entre as trés populacdes ndo apresentaram grandes diferengas. Porém,
no futuro, efeitos como deriva génica, efeito Wahlund e endogamia ocorram na
populagdo isolada diminuindo a frequéncia de alelos e aumente a média de homozigotos
nessa area em fun¢do da fragmentacao florestal.

O emprego dos marcadores moleculares foi eficiente para averiguar os efeitos da
fragmentacao florestal nas populagdes de pitangueira. Os resultados obtidos com os dois
marcadores moleculares permitem observar restricdo no fluxo génico entre as
populagoes de E. uniflora. Em fragmentos isolados, como ¢ o caso da populacdo A, ha
maior probabilidade de ocorrer a fixagdo ou eliminacdo de alelos no futuro. Os indices
de Fsr observados com o uso de ambos os marcadores indicam uma diferenciagao
genética entre as populacdes estudadas.

Com base nos dados de similaridade, indice de Shannon e Fgt € possivel afirmar
que a espécie em estudo apresenta variabilidade genética menor na populagdo em
fragmento isolado em relacdo aos valores encontrados para as populacdes ainda
conectados por vegetacdo. A pitangueira ¢ representativa de espécies arboéreas da Mata
atlantica. Estes dados podem auxiliar o desenvolvimento de agdes conservacionistas
para espécies arboreas de fecundacao cruzada nativas do mesmo bioma. A sensibilidade
de E. uniflora, que foi observada com os dois marcadores moleculares, a alteracdes no
habitat refletem a necessidade de inser¢do de politicas de preservacdo para a
conservacao da biodiversidade em remanescentes que ainda apresentam altos niveis de

variabilidade.
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