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I am ahead, [ am advanced

I am the first mammal to make plans, yeah
I crawled the earth, but now I'm higher
It's evolution, baby

Do the evolution

Come on, come on, come on
(Pearl Jam)
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RESUMO
Diversidade genética em populacdes de Campomanesia xanthocarpa Berg. oriundas de
fragmentos da Mata Atlantica.
A fragmentacdo florestal ¢ uma realidade em todos os biomas florestais do mundo. Dentre os
Biomas mais fragmentados estd a Mata Atlantica. A espécie Campomanesia xanthocarpa
Berg. (Myrtaceae) ¢ nativa da Mata Atlantica, arborea frutifera, com alta importancia
ecoldgica e com potencial na industria cosmética e alimenticia. Estudos genéticos afim de
verificar o efeito da fragmentacdo em populacdes deste espécie sdo escassos. Assim, este
trabalho teve como objetivo determinar parametros genético-populacionais de trés populagdes
de C. xanthocarpa sendo uma populacio isolada (A) e duas interligadas por corredores de
mata (B e C) e com base nos parametros determinados, estimar o efeito da fragmentacao nas
populagdes em estudo. Neste estudo foram utilizados seis marcadores moleculares ISSR (inter
simple sequence repeat) e¢ 13 SSR (simple sequence repeat). Para os marcadores SSR
primeiramente foram feitos a andlise de transferiblidade de primers de outras espécies da
familia Myrtaceae. Foram testados 21 pares de primers, destes 13 foram transferidos com
sucesso para C. xanthocarpa. Para as andlises moleculares foram utilizados o DNA de 20
arvores de cada populacdo. Os primers ISSR geraram 64 locos polimorficos, enquanto que os
13 primers (locos) SSR geraram 46 alelos. A similaridade genética média entre as populagdes,
estimada pelo coeficiente de Jaccard, foi de 42% e 41%, com ISSR e SSR, respectivamente.
Estes valores indicam alta diversidade genética entre as popula¢des. Os agrupamentos dos
individuos e populacdes, feitos pelo método UPGMA com dados dos dois marcadores,
baseados em coeficientes diferentes (Jaccard e Nei 1978), agruparam os individuos de acordo
com a populacdo a qual pertencem, com exce¢cdo do dendrograma baseado na similaridade
com os dados SSR, isolou somente os individuos da populagdo A. A distribui¢do grafica dos
individuos baseada no relacionamento genético entre eles apresentou resultado semelhante
aos dendrogramas indicando robustez nas analises e refor¢ando a estruturagdo das populagoes.
O teste de AMOVA realizado com os dados ISSR mostrou que a maior parte da variagao
genética esta dentro das populagdes (67%). Os valores de Fst (0,33) e Gst (0,26) obtidos
indicam alto nivel de diferenciacdo genética entre as populacdes. Valores encontrados a partir
dos dados SSR remetem a deficiéncia de heterozigotos considerando o conjunto das
populagdes (Fit= 0,21) e também alto nivel de diferenciacdo genética entre elas (Fst=0,19).
Também foram estimados com os dados ISSRos valores de Ho=0,42 (Shannon-Weaver) e
He=0,28 (Nei 1973). O nimero estimado de alelos (Na=1,84) com ISSR mostrou-se superior
ao numero efetivo de alelos (Ne=1,47), sendo suficiente para manter a atual heterozigosidade.
Com os dados do marcador codominante, foi observado alta porcentagem de locos
polimérficos (P=87,18%). A heterozigosidade média observada com os marcadores SSR entre
as populacdes (Ho=0,46) mostrou-se muito préxima a esperada (He=0,47). Com os dados
SSR foram encontrados cinco alelos exclusivos nas populagdes B e C e com os dados ISSR
seis locos exclusivos foram observados na populagdao B. Os resultados obtidos indicam que a
populagdo B (conectada com outros fragmentos) apresenta maior diversidade genética,
enquanto que o contrdrio ocorre com a populagdo A (isolada), e a populacdo C valores
intermedidrios. Os resultados sugerem também que, apesar de haver certa diversidade dentro
das populagoes de C. xanthocarpa, estd ocorrendo processo diferenciacdo genética entre elas,
bem como hé perda de variabilidade genética na populagdo A, o que provavelmente ¢ devido
ao isolamento das populagdes condicionado pela fragmentacao florestal.
Palavras-chave: Guaviroveira; Fragmentacdo de habitat; Genética de populagdes;
Conservagao; Marcadores moleculares.



ABSTRACT

Genetic diversity in populations of Campomanesia xanthocarpa Berg. from Atlantic
Forest fragments.

Forest fragmentation is a reality in all forest biomes of the world. Among the Biomes more
fragmented is Atlantic Forest. The species Campomanesia xanthocarpa Berg. (Myrtaceae) is
native to the Atlantic Forest, fruit tree, with high ecological importance and potential in the
cosmetics and food industry. Genetic studies to verify the effect of fragmentation on
populations of this species are lacking. This study aimed to determine population-genetic
parameters of three populations of C. xanthocarpa being an isolated population (A) and two
connected by corridors of forest (B and C) and based on determined parameters, estimate the
effect of fragmentation on populations under study. This study used six ISSR (inter simple
sequence repeat) markers and 13 SSR (simple sequence repeat) markers. For the SSR markers
were first made transferability analysis of primers from other species from Myrtaceae family.
We tested 21 primer pairs, these 13 were successfully transferred to C. xanthocarpa. For
molecular analyzes were used DNA from 20 trees per population. The ISSR primers
generated 64 polymorphic loci, whereas the 13 primers (loci) generated 46 SSR alleles. The
average genetic similarity between populations, estimated by Jaccard coefficient was 42% and
41%, with ISSR and SSR, respectively. These values indicate high genetic diversity among
populations. The groupings of individuals and populations, made by UPGMA method with
data from the two markers, based on different coefficients (Jaccard and Nei 1978), grouped
individuals according to the population to which they belong, with the exception of the
dendrogram based on similarity with the data SSR, only isolated individuals from the
population A. The graphical distribution of individuals based on genetic relationships among
them and dendrograms showed similar results indicating robustness in the analysis and
reinforcing the structure of populations. The test performed with AMOVA based on ISSR data
showed that most of the genetic variation is into populations (67%). Fst values (0.33) and Gst
(0.26) show a high level of genetic differentiation between populations. Values found whit the
SSR data refer heterozygotes deficiency considering all populations (Fit = 0.21) and also a
high level of genetic differentiation between them (Fst = 0.19). Were also estimated with
ISSR data the values of Ho = 0.42 (Shannon-Weaver) and He = 0.28 (Nei 1973). The
estimated number of alleles (Na = 1.84) with ISSR was superior to the effective number of
alleles (Ne = 1.47), being sufficient to maintain the current heterozygosity. With data from
codominant marker was observed high percentage of polymorphic loci (P = 87.18%). The
average observed heterozygosity with SSR markers among populations (Ho = 0.46) was very
close to the expected (He = 0.47). With the SSR data were found five unique alleles in
populations B and C and with data ISSR six exclusive loci were observed in the population B.
The results indicate that the population B (connected with other fragments) shows greater
genetic diversity, while the opposite occurs with the population A (isolated), and population C
show intermediate values. The results also suggest that, although there is some diversity in
populations of C. xanthocarpa, is occurring genetic differentiation between them, and loss of
genetic variability in the population A, which is probably due to the isolation of populations
conditioned by forest fragmentation.

Keywords: Guaviroveira, Habitat fragmentation; Population genetics; Conservation;
Molecular markers.
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REVISAO DE LITERATURA
1.1. Mata atlantica

A Floresta Atlantica ¢ formada por diversos ecossistemas e configura-se num
mosaico de diferentes composigdes e organizacdes de fauna e flora, que variam de acordo
com as caracteristicas dos ambientes que apresenta ao longo de sua ampla area de abrangéncia
(IBAMA, 2012). A Mata Atlantica ¢ a segunda maior floresta neotropical em tamanho ¢ a
quinta em riqueza de espécies do mundo, com altos niveis de endemismo. Este bioma ¢
considerado um dos maiores ¢ mais ameacgados centros de biodiversidade, o que o caracteriza
como uma das oito areas prioritarias (hotspots) do planeta em termos de estratégias de
conservacgao (ZIPPARRO et al., 2005).

A Mata Atlantica ocupa toda a costa brasileira e ja chegou a interiorizar
aproximadamente 500 km na Regido Sul do Brasil, que apresenta uma das maiores
concentracdes desta floresta (BRASIL, 2012). Atualmente restam apenas cerca de 7% da area
original da Mata Atlantica preservada no Brasil, fragmentada em pequenas dareas
remanescentes (BRASIL, 2012) (Figura 1). O estado do Parand, localizado na regido Sul do
pais, apresentava originalmente 98% do seu territorio coberto pela Mata Atlantica, atualmente
restam apenas aproximadamente 10% (Figura 2). Uma das regides fitoecoldgicas encontradas
na Mata Atlantica e de maior concentragdo no estado do Parana, é a Floresta Ombroéfila Mista

(VELOSO et al., 1991).

1.2. Floresta Ombrofila Mista (FOM)

A FOM ¢ resultante do encontro de floras de origem austral-andina e tropical afro-
brasileira e apresenta diferentes composigdes, organizagdes e relacdes floristicas de acordo
com as altitudes, climas, entre outras caracteristicas de sua area de abrangéncia. Esta Floresta
caracteriza grande parte da paisagem da regido Sul do pais (KLEIN, 1960; KANIESKI, 2010)
e ¢ caracteriza-se pela presenca de Araucdria angustifolia (Bert.) O. Ktze. ou pinheiro-do-
parand, como espécie dominante.

A FOM esté entre as tipologias florestais mais ameagadas atualmente, no entanto
existem poucos estudos sobre esta floresta. Estima-se que originalmente, esta formagao
florestal ocupava cerca de 200.000 km? no Brasil (BRASIL, 2002). Grande parte das
populagdes de Araucdria foi devastada devido a exploracdo de madeira, expansao das
fronteiras agropecudrias, bem como pelos reflorestamentos com espécies exoticas de
crescimento rapido (SAWCZUK et al., 2011). A FOM destaca-se por seu valor ecologico, pois

abriga espécies e caracteristicas biologicas Unicas em todo o planeta, além da importancia
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comercial e historica dos seus recursos no desenvolvimento da regido Sul do Brasil
(KLEIN,1960). Cerca de 40% da FOM concentrava-se originalmente no Estado do Parana.
No entanto, atualmente o estado encontra-se longe de sua cobertura vegetal original, restando

apenas cerca de 1 a 2% da FOM preservada (KOCH; CORREA, 2002) (Figura 2).



Figura 1.
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1.3. Fragmentacao e genética de populacoes

Viérios autores citam a fragmentacdo e redugdo de habitats como um dos impactos
humanos mais significativamente negativos ao ambiente. As manchas florestais formadas pelo
processo de fragmentacdo de habitats podem isolar individuos e espécies que antes habitavam
uma mesma metapopulagdo (ZORZETTO et al., 2003), formando populagdes menores que
segundo Hartl e Clark (1997) sdao unidades locais de uma espécie formadas pela estruturagdo
geografica ou acao antropica.

Diferencas dentro de fragmentos e entre eles também podem modificar a
variabilidade genética dentro ou entre populacdes da mesma espécie (KNOWLES, 1984).
Trabalhos sobre diversidade genética em florestas tém revelado diferencgas consideraveis entre
populacdes de diferentes regides, o que indica a importancia e necessidade da realizagdo de
estudos deste tipo com espécies na sua regido de origem (GILLIES et al., 1997). As
diferengas dos fragmentos podem interferir de varias maneiras nas populagdes, nas suas
interagdes, fluxos bioldgicos, sistema de reprodugdo e dispersdo, em aspectos genéticos, entre
outros (ALMEIDA et al., 2012; THOME, 1995). A gravidade da situacdo das florestas
brasileiras e a consequente possibilidade de extingdo de espécies nativas evidenciam a
necessidade da obtengdo de informagdes cientificas acerca destas florestas (SCHAAF et al.,
2006).

As plantas possuem mecanismos como autoincompatibilidade ou sistema sexual do
tipo dioicia que evitam a autofecundacdo. No entanto, o risco de endogamia torna-se maior
quando populacdes sdo reduzidas e a dispersdo de pdlen e sementes torna-se restrita
(ELLSTRAND; ELLAN, 1993). Consequentemente pode ocorrer perda do vigor decorrente
de endogamia (depressdo endogamica) e diminuicao da variabilidade genética, expondo as
espécies a um potencial risco de extingdo (LOVELESS; HAMRICK, 1984; ALMEIDA et al.,
2012).

Em espécies arboreas neotropicais, entre as consequéncias da fragmentacdo estdo o
aumento de doengas e de infestagdes por pragas devido a diminui¢do da variabilidade (LOWE
et al., 2005). Outro resultado da fragmentacdo pode ser a intensificacdo ou aceleracdo dos
efeitos da deriva genética, a medida que as populacdes diminuem de tamanho e tornam-se
isoladas. Entre as varias consequéncias evolutivas da deriva genética destaca-se a perda da
variacdo genética dentro das populacdes, pois pode reduzir a aptidao evolutiva das populagdes
isoladas (SEOANE et al., 2000) e leva-las a um possivel risco de extingdo (VAN TREUREN,
1993).



Para uma gestao de sucesso de espécies arboreas nativas, é necessario primeiramente
conhecer de maneira mais ampla possivel tais espécies, quais suas composi¢des genéticas,
como elas estdo organizadas (estruturadas) em suas populagdes e se esta organizacao ¢ uma
caracteristica natural ou ¢ resultado de acdao antropica (GALETTI, 2007). Tais informacgdes
podem ainda fornecer uma perspectiva historica das mudangas evolutivas, auxiliando a prever
como as populacdes responderdo a eventos futuros (WALLACE, 2002). A obtengdo de
informacodes a partir de marcadores moleculares baseados em polimorfismos de DNA tem se
mostrado uma forma eficiente de gerar dados sobre a variabilidade genética de populagdes

naturais (CIAMPI, 1999; FERREIRA-RAMOS, 2008).

1.4. Diversidade genética com auxilio de marcadores

O cenario de fragmentagdo florestal do Brasil torna clara a necessidade de estudos
acerca dos recursos genéticos de seus habitats restantes, no sentido de preserva-los e/ou
recupera-los para que funcionem como banco genético e refigio para fauna e flora
(ALMEIDA et al., 2012). Portanto, faz-se urgente e necessdria a obten¢do de informagdes
sobre a variabilidade genética presente nas populagdes naturais. Tais dados possibilitardo
analises e previsdes sobre a diversidade e sua manuten¢do, bem como acerca das forgas
evolutivas envolvidas em atuagdo nestas populagoes (CIAMPI, 1999).

Entre as maneiras disponiveis de obter tais informacdes sobre a diversidade genética
das populagdes naturais, estd o uso de marcadores moleculares, em especial aqueles que
permitem detectar polimorfismo diretamente no DNA. Diversas técnicas moleculares foram
desenvolvidas com tal proposito, permitindo, entre outras possibilidades, a obtengdo de
marcadores distribuidos por todo o genoma. Por marcador molecular define-se todo e
qualquer segmento especifico do DNA, esteja em regides expressas ou nao, que diferencie
dois ou mais individuos (MILACH, 1998).

Os marcadores moleculares podem ser classificados de acordo com sua heranca
como dominantes ou codominantes. Os marcadores codominantes permitem a distingdo dos
diferentes alelos de determinado loco e de individuos homozigotos e heterozigotos, o que
torna tais marcadores mais informativos neste aspecto (FERREIRA; GRATTAPAGLIA,
1995; FERREIRA-RAMOS, 2008).

A possibilidade de obter informagdes diretamente no DNA e a neutralidade
fenotipica que os marcadores moleculares do DNA apresentam refor¢cam o seu emprego em
analises de variabilidade genética (PARKER et al., 1998). No entanto, nenhuma técnica ou

marcador ¢ universalmente ideal, todas possuem pontos fortes e fracos (MUELLER;
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WOLFENBARGER, 1999). Dentre os marcadores moleculares mais utilizados para estudos
genéticos temos os marcadores SSR (Simple Sequence Repeat) também conhecidos como

microssatélites e os marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeat).

1.5. Marcadores moleculares SSR ou microssatélites

As regides SSR (Simple Sequence Repeat) ou microssatélites sdo constituidas por
sequéncias curtas de 1 a 6 nucleotideos, repetidas em tandem, em niimero variavel, com alta
abundancia e distribuicao no genoma (CHARLESWORTH et al., 1995; GUPTA et al., 1996).
Os primers SSR sdo desenhados a partir das sequéncias que flanqueiam as regides SSR. Cada
regido microssatélite constitui um loco especifico e os diferentes tamanhos de fragmentos
(bandas) amplificados constituem os diferentes alelos deste loco.

Em nimero e tamanho variavel no genoma das plantas, as regides SSR apresentam
uma alta taxa de mutagdo por geragdo, apresentando-se, devido a esta caracteristica, como a
classe mais polimorfica de marcadores moleculares disponiveis (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1995; EISEN, 1999). O polimorfismo alélico que ocorre em um loco SSR
geralmente ¢ devido a alteragcdes no numero de repeticdes das sequéncias de nucletideos
(BUSO et al., 2003). Acredita-se que tais mudancas nas sequéncias podem ser devidas a
crossing-over desigual ou a deslise (slippage) da DNA polimerase durante a replicagdo do
DNA (EISEN, 1999).

Entre os marcadores moleculares disponiveis, os SSRs sdo os que mais se
aproximam do marcador ideal para estudos de genética de populagdes (RAFALSKI et al.,
1996). Estes marcadores também sdo uma ferramenta util para estudos ecologicos,
conservacionistas e genéticos com populagdes naturais (EISEN, 1999; CHASE et al., 1996).

Grande parte das regides SSR ndo estdo localizadas em genes ou em éxons, o que
estd relacionado com a sua alta frequéncia por todo o genoma (ENGEL et al., 1996). Os
marcadores SSR possuem ainda outras caracteristicas desejaveis como multialelismo, fécil
detecao de produtos via PCR, alta reprodutibilidade e codominancia (CHASE et al., 1996;
DAYANANDAN et al., 1997) o que faz deste marcador um dos mais indicados especialmente
em trabalhos com espécies arboreas que geralmente sdo altamente heterozigdticas, conforme
vem sendo demonstrado tanto para espécies tropicais (BRONDANI et al., 2003) quanto para
temperadas (JONES et al., 2002).

Apesar de todas as qualidades dos marcadores SSR, sua utilizagdo ¢ limitada as
espécies para as quais ja foram desenvolvidos primer para os locos SSR. Para o isolamento

das regides e desenho dos primers SSR € necessaria a construcao de bibliotecas gendmicas,
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clonagens e sequenciamentos, o que por sua vez demanda alto custo e trabalho (ZUCCHI et
al., 2003). Este alto custo, inviabiliza o desenvolvimento em espécies sem grande importancia
comercail como espécies arboreas nativas que inclue C. xanthocarpa Berg.

Porém, estudos vém demonstrando a possibilidade da transferéncia de primers entre
espécies de plantas relacionadas. A capacidade de transferir e utilizar os mesmos primers em
espécies diferentes vai depender do quanto as sequéncias que flanqueiam as regides SSR em
questdo mantiveram-se preservadas durante a evolucao (ZUCCHI et al, 2003). Tem sido
demonstrado que ha uma maior probabilidade de partilha de primers entre espécies
estreitamente relacionadas (DA SILVA et al., 2011). Contudo, transferéncias bem sucedidas
entre espécies mais distantes também tem sido realizadas (FERREIRA-RAMOS, 2008;
ZUCCHI et al., 2003).

Com espécies da familia Myrtaceae, a qual pertence C. xanthocarpa, foram
desenvolvidos marcadores microssatélites para Eucalyptus ssp. por Brondani e colaboradores
(1998), que foram transferidos com sucesso para varias outras espécies ¢ géneros da familia.
Rossetto e colaboradores (1999) também desenvolveram marcadores microssatélites para
Melaleuca alternifolia que foram transferidos com sucesso para outras espécies e géneros da

familia Myrtaceae (FERREIRA-RAMOS, 2008).

1.6. Marcadores ISSR

Para contornar a problematica do alto custo e trabalho envolvidos no
desenvolvimento dos marcadores SSR e devido a necessidade de explorar tais regides (SSR)
sem precisar de seqlienciamento do DNA, foram desenvolvidos os marcadores ISSR (/nter
Simple Sequence Repeat).

Os marcadores ISSR s3o complementares as regides SSR e baseiam-se na
amplificagdo de sequéncias encontradas entre regides SSR. A técnica dos marcadores ISSR ¢
simples, eficiente e barata (MILACH, 1998; FERREIRA ¢ GRATTAPAGLIA, 1995; EISEN,
1999).

Os produtos de amplificacdo dos marcadores ISSR apresentam tamanho entre 200 e
2000 pares de bases, facilitando as suas andlises em géis de Agarose ou Poliacrilamida
(BORNET; BRANCHARD, 2001; REDDY et al/, 2002). Os marcadores ISSR apresentam
ainda alta reprodutibilidade, quando comparados com outros marcadores inespecificos
baseados em PCR como, por exemplo, o RAPD (Random amplified polymorphic DNA)
(WOLFE; LISTON, 1998).

Os marcadores ISSR tem se mostrado uteis para estimar a diversidade genética
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intraespecifica e interespecifica com intimeras espécies (BALASARAVANAN et al., 2005;
NYBOM, 2004; BRANDAO, 2008). Devido a sua abundancia e dispersdo no genoma, tém
sido muito empregados para estudar relacdes entre duas populacdes estreitamente
relacionadas (HUANG; SUN, 2000; DESHPANDE et al., 2001; LIMA et al., 2011). Os ISSR
combinam a facilidade dos marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) com a
robustez dos marcadores AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphisms) ¢ SSR, sendo
assim recomendados para trabalhos que requerem confiabilidade sem alto custo para as

analises (BUSO et al., 2003).

1.7. Campomanesia xanthocarpa Berg.

A Campomanesia xanthocarpa Berg. (Figura 3), popularmente conhecida como
guaviroveira, pertence a familia Myrtaceae. Varios trabalhos tém relacionado a familia entre
as mais representativas nas diferentes formagdes florestais do Brasil, em especial na Floresta
Ombrofila Mista, no sul do Brasil (ROMAGNOLO, 2003).

Entre as principais caracteristicas importantes que a familia Myrtaceae apresenta,
destaca-se seu valor como apicola, ornamental, madeireiro, medicinal, além da producao de
frutos comestiveis, muito apreciados por varias espécies de animais, o que torna Myrtaceae
uma familia indispensavel para recuperacao de areas degradadas (POTT; POTT, 1994).

A guaviroveira ¢ uma planta arborea que pode atingir 25m de altura (MARQUES,
2007). E considerada uma planta meséfita até helidfita e seletiva higréfita (BARROSO et al.
1999). O sistema sexual da guaviroveira ¢ monoico e a dispersdo dos frutos e sementes ¢
zoocorica. Dentre os varios animais envolvidos podem ser citados o lagarto-teit (Tupinamba
sp.) e o mico-ledo-dourado (Leonthopithecus rosalia) (CARVALHO, 2006).

A guaviroveira ocorre principalmente entre os estados brasileiros de Goias e Rio
Grande do Sul. C. xanthocarpa Berg. ¢ uma espécie secunddria inicial, tardia ou climax
tolerante a sombra. A espécie ocorre em varios biomas da Mata Atlantica e também no
Cerrado, podendo ocorrer isoladamente bem e sendo abundante em solos Umidos e
compactos, onde forma uma parte do estrato intermedidrio no interior dos pinhais
(CARVALHO, 2006).

Frutos, folhas e cascas da guaviroveira sdo empregados para tratar catarros, diarreia e
disenteria, colesterol, também ¢ utilizada no combate a gripe, contra caimbras, como anti-
hemorréagicas e vermifugas, principalmente pelos indigenas do sul do Brasil (CARVALHO,
2006). A espécie ¢ uma das que apresenta maior deposicao de serapilheira e macronutrientes

da FOM, caracterizando-se como espécie decidua e de grande importancia na estrutura de tal
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Floresta (CARVALHO, 2006).

Os frutos da guaviroveira possuem polpa adocicada carnosa (ROMAGNOLO, 2003),
sa0 saborosos, ricos em sais minerais € vitaminas, em especial vitamina C, sendo consumidos
ao natural ou em licores, sucos, doces e sorvetes e sao o alimento preferido de varias espécies
de passaros e animais silvestres (VALLILO et al., 2008; CARVALHO, 2006; BACKES;
IRGANG, 2002) .

E também uma arboérea indicada para recuperagio de areas degradadas, com
significativa contribuicdo na composicdo da mata ciliar. A guaviroveira apresenta
adaptabilidade a varias condigdes edafoclimaticas das regides brasileiras, demonstrando o
potencial da guaviroveira na fruticultura do pais (CARVALHO, 2006). As caracteristicas desta
arborea tem despertado o interesse das industrias farmacéutica, cosmética e alimenticia. No
entanto, apesar da importancia ecologica da espécie, do contexto de fragmentacdo e redugdo
florestal do ambiente em que a espécie estd inserida e do seu potencial para exploracao

comercial, estudos genéticos com a espécie nao foram encontrados na literatura.



Figura 3. Caracteristicas da espécie em estudo Campomanesia xanthocarpa Berg. a) Arvore
adulta; b) Folhas e flores; ¢) Folhas e frutos. Fotos: Lucas Fernando da Silva e Wagner André

Fagundes.
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2. OBJETIVOS
Geral:
Analisar a diversidade genética em populacdes de Campomanesia xanthocarpa Berg. do Sul

do Brasil utilizando marcadores moleculares.

Especificos:

1. Obter informagdes acerca da variabilidade genética intra e interpopulacional utilizando
marcadores moleculares ISSR;

2. Inferir a partir dos dados gerados pelos marcadores ISSR se a fragmentacao florestal tem
efeito sobre a variabildiade genética das populacdes de C. xanthocarpa em estudo;

3. Testar a transferibilidade de marcadores moleculares SSR desenvolvidos na familia
Myrtaceae para C. xanthocarpa,

4. Obter informagdes acerca da variabilidade genética intra e interpopulacional por meio de
marcadores moleculares SSR;

5. Inferir a partir dos dados gerados pelos marcadores ISSR se a fragmentacdo florestal tem
efeito sobre a variabildiade genética das populacdes de C. xanthocarpa em estudo;

6. Comparar os dados obtidos com os marcadores ISSR e SSR.
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3. MATERIAIS E METODOS E RESULTADOS E DISCUSSAO
A metodologia e os resultados e discussdo desta dissertacdo serdo apresentados em
dois capitulos na forma de artigos cientificos, sendo cada capitulo escrito nas normas da

revista na qual sera submetido, conforme segue:

Capitulo 1:

DIVERSIDADE GENETICA DE POPULACOES DE Campomanesia xanthocarpa Berg.
ORIUNDAS DE FRAGMENTOS DA MATA ATLANTICA

Escrito nas normas da revista Genetics and Molecular Research ISSN 1676-5680 (JCR
1.184)

Capitulo 2:

TRANSFERIBILIDADE DE MARCADORES SSR DA FAMILIA MYRTACEAE PARA
Campomanesia xanthocarpa Berg. E UTILIZACAO EM ESTUDOS DE ESTRUTURA
POPULACIONAL

Escrito nas normas da revista Tree Genetics & Genomics ISSN 1614-2942 (JCR 2.335)
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CAPITULO 1

DIVERSIDADE GENETICA DE POPULACOES DE Campomanesia xanthocarpa Berg.
ORIUNDAS DE FRAGMENTOS DA MATA ATLANTICA

Lucas Fernando da Silva, Wagner André Fagundes, Luciano Farinha Watzlawick e

Paulo Roberto Da Silva
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Diversidade genética de populacoes de Campomanesia xanthocarpa oriundas de

fragmentos da Mata Atlantica
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Autor para correspondéncia: Paulo Roberto Da Silva, e-mail: prsilva@unicentro.br

RESUMO. A fragmentac¢ao florestal ¢ uma realidade presente em todos os biomas florestais
do mundo e entre estes estd a Mata Atlantica. A espécie Campomanesia xanthocarpa
(Myrtaceae) compartilha inlimeras caracteristicas com a maioria das espécies arbdreas da
Mata Atlantica, portanto estudos genéticos como este podem nortear trabalhos com tais
espécies. Assim, neste trabalho foram obtidos dados genético-populacionais, utilizando
marcadores moleculares ISSR (Infer Simple Sequence Repeat), de trés populagdes de C.
xanthocarpa Berg., uma isolada (A) e duas interligadas (B e C), a fim de verificar o efeito do
isolamento na espécie. Para as analises moleculares amostras de DNA de 20 arvores de cada
populagdo foram analizadas utilizando 12 primers ISSR (Inter Simple Sequence Repeat). Seis
primers apresentaram amplificacdo de qualidade gerando 64 locos polimorficos. A
similaridade média baseada no coeficiente de Jaccard foi de 42,1% indicando alta diversidade
entre as populacdes. O dendrograma feito pelo método UPGMA, baseado na similaridade
genética entre os individuos formou trés grupos, sendo cada grupo constituido exclusivamente
pelos individuos de cada uma das populagdes. O dendrograma baseado nas populagdes e a
distribui¢do grafica dos individuos mostrou-se semelhante ao dendrograma dos individuos,
indicando robustez nas analises € comprovando a estruturacao das populagdes. Os valores de
Fst (0,33) e Gst (0,26) indicam alto nivel de diferenciacdo genética entre as populacdes. Os
valores elevados dos indices de diversidade génética de Nei (H= 0,28) e indice de informacgao
de Shannon-Weaver (1=0,42), somados ao alto polimorfismo encontrado (84,37%) mostram
alta diversidade nas populagdes. O Numero estimado de alelos (Na=1,84), acima do nimero
efetivo (Ne=1,47) mostrou-se suficiente para manter a atual heterozigosidade. Os resultados
obtidos evidencia alta varibilidade e a estruturagdo genética entre as populagdes. A
estruturacdo populacional observada pode ser devido ao seu isolamento geografico
condicionado pela fragmentacdo florestal.

Palavras-chave: Guaviroveira; Fragmentacdo de habitat, Genética de populacdes;
Conservagao; Variabilidade genética.
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INTRODUCAO

A Mata Atlantica, formada por varios ecossistemas, configura-se num mosaico de
diferentes composigdes e organizagdes de fauna e flora (Brasil, 2012). A floresta esta entre as
maiores neotropicais do mundo em tamanho e riqueza de espécies, com alto endemismo.
Também estd entre as mais ameagadas e prioritarias do mundo, em termos de conservacao
(Zipparro et al., 2005). O contexto atual em que a Mata Atlantica encontra-se ¢ de redugdo e
fragmentacdo de sua 4rea e recursos, restando apenas cerca de 7% de sua area preservada em
remanescentes florestais (IBAMA, 2012).

Uma das regides fitoecologicas da Mata Atlantica, localizada na regido Sul do Brasil, é
a Floresta Ombroéfila Mista (FOM). A FOM caracteriza-se pela presenca de Araucdria
angustifolia (Bert.) O. Kuntze (Klein, 1960). Esta floresta ¢ formada por fragmentos que
variam acerca dos arranjos de espécies, tamanho, forma, nimero, estdgios de sucessdo, entre
outros aspectos. A area da FOM foi extremamente reduzida restando atualmente apenas
aproximadamente 1 a 2% de sua cobertura original (Thomé¢, 1995; Koch & Corréa, 2002).

A fragmentacdo florestal ¢ citada como um dos processos com consequéncias mais
significativamente negativas sobre o meio ambiente (Almeida et al., 2012). Com a reducdo e
fragmentacdo de ecossistemas naturais, ocorre o isolamento de individuos criando diferentes
subpopulagdes (Lowe et al., 2005). Os fragmentos florestais formados podem apresentar
caracteristicas proprias e interferir de diferentes maneiras nas populacdes (Almeida et al.,
2012). E a partir destas novas subpopulagdes que a evolugdo adaptativa age acarretando
mudangas nas frequéncias alélicas (Hartl & Clark, 1997), podendo acelerar e intensificar os
resultados da deriva genética, aumentar a endogamia e até levar a extingdo (Lowe et al.,
2005).

Entre as espécies relevantes que ocorrem frequentemente em associagdes com A.
angustifolia esta a Campomanesia xanthocarpa Berg. (guaviroveira) (Reitz & Klein, 1966). A
C. xanthocarpa (guaviroveira), pertencente a familia Myrtaceae (Romagnolo, 2003) ¢ uma
planta arborea frutifera. Os saborosos frutos da guaviroveira sdo consumidos por varias
espécies de animais e pelos humanos, bem como sdo utilizados na produgdo de sucos, doces,
licores e sorvetes (Vallilo et al., 2008). A presenca de sais minerais, vitamina C em grande
quantidade e Oleos essenciais nos frutos tem despertado o uso da espécie na industria
farmacéutica e cosmética (Romagnolo, 2003). Apesar da importancia ecologica e do potencial

comercial ndo ha estudos genéticos com a espécie.
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Diante da clara necessidade da conservagdo dos fragmentos restantes da FOM, ¢
fundamental conhecé-los de maneira ampla para determinar agdes e desenvolver etratégias
adequadas para seu manejo e recuperagao e/ou manutencao (Kageyama, 1998). Diversas
técnicas moleculares foram desenvolvidas recentemente para detec¢do de variabilidade
genética, algumas permitem acessa-las diretamente nas sequéncias de DNA utilizando-se de
marcadores moleculares. Os marcadores possibilitam a obtengdo de dados sobre um grande
numero de individuos, populagdes e espécies em um curto periodo de tempo (Ciampi, 1999).
Tais caracteristicas, somadas ao fato de apresentarem neutralidade fenotipica e multialelismo
reforcam a viabilidade de sua utilizacdo (Milach, 1998; Parker et al., 1998).

Os marcadores moleculares ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) foram
desenvolvidos devido a necessidade de explorar regides SSR que sdo altamente varidveis sem
necessitar conhecimento prévio do genoma. A técnica dos marcadores ISSR ¢ simples,
eficiente e barata combinam a facilidade do RAPD (Random amplified polymorphic DNA)
com a robustez dos marcadores AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) ¢ SSR
(Simple Sequence Repeat) (Buso et al., 2003). Apresentam ainda alta reprodutividade (Wolfe
& Liston, 1998) e tém se mostrado Uteis para estimar a diversidade genética intraespecifica e
interespecifica de inimeras espécies, bem como eficientes em andlises de relagdes genéticas
entre populagdes (Huang & Sun, 2000; Balasaravanan et al., 2005; Nybom, 2004; Brandao,
2008).

Considerando que C. xanthocarpa ¢ uma espécie nativa arborea de fecundacdo
cruzada, com alta importancia ecologica e potencial comercial, estudos genéticos nesta
espécie podem fornecer informacdes importantes para conservagdo, manejo e exploracao dos
fragmentos florestais de forma eficaz. Assim, neste trabalho foram realizados estudos
genéticos moleculares utilizando marcadores ISSR em trés populagdes de C. xanthocarpa,
coletadas em fragmentos da Mata Atlantica do sul do Brasil, visando verificar se ha relagao

entre a situagdo genética atual das populagdes e a fragmentacao florestal.

MATERIAL E METODOS

Areas de estudo e material biologico

Foram avaliadas trés populagdes de C. xanthocarpa oriundas de trés fragmentos de
Floresta Ombrofila Mista, aqui denominados fragmentos A, B e C (Figura 1). O fragamento
A, do qual foi coletada a populagao A (25°22'18.80"S, 51°30'38.95"W), é um fragmento com

vegetacao isolada por areas agricolas. Os fragmentos B, de onde foi coletada a populagao B
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(25°19'21.75"S, 51°17'07.12"W) e o fragmento C, de onde foi coletada a populacdo C
(25°7'57.72"S, 51°23'29.37"W), encontram-se numa regido que ¢ continua com uma area de
preservacao ambiental, estando assim conectados a outros remanescentes floretais (Figura 1).
A distancia entre as populagdes A e B, A e C, B e C ¢ de aproximadamente 30, 27 ¢ 20 km,
respectivamente.

Para as andlises moleculares foram coletadas de cada populacdo de C. xanthocarpa
folhas jovens de 20 arvores adultas, da mesma geragdo. As amostras de cada regido foram
identificadas, embaladas em papel aluminio, armazenadas em nitrogénio liquido até a
extragdo do DNA. Para confirmac¢do da identificagdo dos exemplares, foram encaminhadas,
de cada populacdo, exsicatas a um especialista em Myrtaceae que confirmou se tratar de

exemplares de C. xanthocarpa.

Extraciao do DNA, PCR e eletroforese

A extragdo do DNA foi realizada pelo método CTAB com adi¢do de Polietilenoglicol
(PEG) conforme proposto por Sharma e colaboradores (2000). Para as analises moleculares
foram testados 12 Primers ISSR (Tabela 1). As reacdes de amplificagdo via PCR (Polimerase
Chain Reaction) foram conduzidas em um volume final de 12,5 PL contendo: 25 ng de DNA;
tampao para PCR 10X; 50 mM MgCly; 2,5 mM dNTP; 10 mM de primer; 1 U de Taq-
polimerase. As reacdes de amplificagdo foram realizadas com a seguinte programa¢dao no
termociclador: desnaturacdo inicial a 94°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de 94°C por
45s, 45s a 50-55°C (variando de acordo com cada primer - Tabela 1), 90s a 72°C e por fim 5
minutos a 72°C para extensao final dos fragmentos.

Os produtos amplificados foram resolvidos por eletroforese em gel de agarose 1,8%,
vizualisados por coloragdo com Brometo de Etideo sobre luz ultravioleta. Foram considerados
polimérficos os locos nos quais a frequéncia foi maior que 0,5% e menor que 95%. Somente
os primers que apresentaram produtos de amplificacdo com bom padrdo de resolugdo foram

considerados.

Analise estatistica

Os individuos foram genotipados de acordo com a presenca (1) e auséncia (0) dos
fragmento e uma matriz binaria foi construida a partir da leitura de todos os fragmentos. A
porcentagem de polimorfismo de cada primer ISSR foi calculada pela contagem direta dos

fragmentos amplificados.
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A similaridade genética média entre os individuos foi estimada com o programa
NTSYS 2.2 (Rolhf, 2000) utilizando o coeficiente de Jaccard. O dendrograma de similaridade
genética entre os 60 individuos foi construido pelo método UPGMA (Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Mean). O dendrograma, considerando as populagdes, foi desenhado
também pelo método UPGMA, no entanto, baseado na distancia genética de Nei (1978)

A parti¢ao da variacdo genética e a diferenciacdo genética entre as populacdes (Fst)
foram estimados por analise de variancia molecular (AMOVA) com o programa ARLEQUIN
3.1 (Schneider et al., 2000). Também foram estimados: o nimero médio de alelos observados
(Na) e o numero efetivo de alelos (Ne), percentual de locos polimoérficos (P), diversidade
genética (He) de Nei (1973) e de Shannon-Weaver (Ho), diferenciagdo genética entre as
populagdes (Gst), presenca de locos exclusivos e suas frequéncias, pelo programa PopGene
3.12 (Yeh et al., 2000).

O programa PopGene também foi utilizado para construir o dendrograma baseado na
distancia genética de Nei (1978) pelo método UPGMA. Por fim, foi feita distribuicdo grafica
tri-dimensional, baseada no relacionamento genético entre os individuos, utilizando o

programa FAMD (Schliiter e Harris, 2006).

RESULTADOS

Dos 12 primers testados seis apresentaram produtos de amplificagdo de qualidade
(Figura 2). Estes seis primers geraram 64 locos (fragmentos), apresentando uma média de
10,6 locos por primer, dos quais 54 caracterizaram-se como polimorficos, resultando em
84,38% de polimorfismo (Tabela 2). O nimero de locos amplificados com cada primer variou
de sete (Primer 810) a 13 (Primers 807 e 836) (Tabela 2). O menor polimorfismo (71,43%)
foi encontrado com o primer 810. Os primers 873 e 878 apresentaram-se 100% polimoérficos
(Tabela 2). Seis locos exclusivos foram encontrados na populagdo B, dois com cada um dos
primers: 810; 836 e 873. Estes locos exclusivos apresentaram-se em baixa frequéncia.

A similaridade média entre as populagdes foi de 42,2%, variando de 11% a 80% entre
os individuos. O dendrograma, baseado no coeficiente de Jaccard, construido método
UPGMA considerando os individuos formou 3 grupos, sendo cada um composto somente por
individuos d eum atnica populagdo (Figura 3). O dendrograma baseado na distancia de Nei
(1978), considerando as populagdes, mostrou-se semelhante ao baseado nos individuos
(Figura 5).

O numero médio de alelos observados estimado (Na=1,84) foi maior que o nimero
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efetivo de alelos (Ne=1,47) entre as populagdes (Tabela 03). A diversidade genética de Nei
(1973) (H) apresentou valores proximos dentro das populacdes (0,20) e valor mais alto entre
elas (0,28). O indice de informac¢do de Shannon Weaver (Ho) apresentou valores proximos
dentro das populagdes (0,28 a 0,33) e valor mais alto entre elas (0,42) (Tabela 03).

Os resultados de Analise de Varidncia Molecular (AMOVA) encontram-se na tabela
3. A maior parte da variagdo genética foi encontrada dentro das populacdes (67%), no entanto
alta variacdo foi encontrada entre elas (Fst=0,33). Os valores foram significativos, com
probabilidades calculadas por 1.000 permutagdes ao acaso (P < 0,001). O indice Gst, que

mostra variagdo genética entre as populagdes mostrou valor alto (Gst=0,26).

DISCUSSAO

A variabilidade genética estd diretamente relacionada com a sobrevivéncia e
adaptacao da espécie (Rao & Hodgkin, 2002). O atual contexto de fragmentagdo e redugdo
das florestas vem ocasionado a deterioragdo do patriménio genético das popula¢des naturais,
pelo isolamento de populacdes. Em espécies de plantas nativas, a fragmentagao populacional
pode ocasionar mudancas na composi¢do genética das populacdes pela diminuicdo ou
auséncia de fluxo de genes entre seus individuos, aumentando a endogamia e acelerando os
efeitos da deriva génica, entre outras consequéncias (Ballal et al., 1994). Os resultados obtidos
em nosso trabalho e discutidos a seguir mostra que esta situagdo pode estar acontecendo com

a espécie C. xanthocarpa nos fragmentos de Mata Atlantica.

Polimorfismo e locos exclusivos

A porcentagem de locos polimorficos tem sido utilizada como medida de diversidade
genética em populacdes naturais (Lacerda et al, 2001; Ge & Sun, 2001). Pometti e
colaboradores (2011), em estudo com populagdes de Acacia cavens (Fabaceae), espécie nativa
da América do Sul, utilizando marcadores AFLP, encontraram uma porcentagem de locos
polimorficos de 99,1%. A porcentagem de locos polimoérficos encontrada neste trabalho foi de
84,38%, sendo considerado alto e consequentemente, evidenciando alta variabilidade na
espécie.

A presenca de seis locos exclusivos encontrados na populagao B indica maior riqueza
do patrimonio genético desta populagdo, em relagdo as demais, bem como remetem a
estruturacdo entre as populacdes. Os locos exclusivos apresentaram-se em baixa frequéncia,

estando mais susceptivel a serem perdidos.
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A equidade das frequéncias dos locos esta relacionada a variabilidade genética
(fixacdo e perda de locos) das populagdes e as suas respostas a perturbagdes e eventos de
gargalo genético. Tais informagdes podem ser relevantes na determinacdo de areas de
preservacao ou para constru¢do de bancos de germoplasma. Comparando os resultados
obtidos em C. xanthocarpa aos disponiveis na literatura podemos afirmar que ha uma alta

diversidade genética dentro das populacdes aqui estudadas, bem como entre elas.

Similaridade genética entre as populagdes

A similaridade média encontrada foi de 42,17% evidenciando alta diversidade genética
nas populacdes de C. xanthocarpa aqui estudadas. Em estudo de caracterizagdo molecular de
Spondias monbin L. (Anacardiaceae), espécie arborea frutifera da América tropical, utilizando
marcadores RAPD, Lima e colaboradores (2011), obtiveram uma similaridade média de
68,8%, valor que indica, segundo os autores, que ha variabilidade genética nos acessos
analisados, oriundos de populacdes e naturais ¢ de germoplasma.

Em estudo com seis espécies do género FEucalyptus, foi encontrada similaridade
genética média de 90% entre as diferentes espécies (Balasaravanan et al., 2005). Resultado
semelhante, com média de 90% de similaridade genética foi observado em outro estudo com
populagdes de E. globulus (Nesbitt et al. 1995). Embora o eucalipto pertenca a mesma familia
(Myrtaceae) que a espécie alvo deste trabalho, por se tratar de género no qual ¢ intenso o
trabalho de melhoramento, a alta similaridade encontrada pelos autores ¢ esperada.

Considerando que a similaridade ¢ inversamente proporcional a diversidade, os
resultados obtidos neste trabalho indicam alta diversidade entre as populacdes de C.
xanthocarpa. Vale lembrar que se trata de espécie com reproducao aldégama, portanto seria

esperada diversidade alta dentro das populagdes e baixa entre elas.

Agrupamentos UPGMA e distribuicio grafica dos individuos

O dendrograma de agrupamento dos 60 individuos das trés populacdes de acordo com
o indice de similaridade genética de Jaccard formou trés grupos (Figura 3), sendo que cada
grupo foi formado exclusivamente pelos individuos da mesma populagdo. Este agrupamento
indica que as arvores de determinada populacdo apresentaram-se mais proximas
geneticamente entre si em relacdao as demais arvores das outras populacdes.

Agrupamentos semelhantes, também separando as populacdes, foram observados na
distribuicdo grafica dos individuos de acordo com seus relacionamentos genéticos (Figura 4) e

no dendrograma baseado nas distancias genéticas de Nei (1978) (Figura 5). Estes

20



agrupamentos indicam estruturagcdo genética entre as populacdes, o que provavelmente esta

relacionado com o isolamento das populagdes devido a fragmentacdo florestal.

Estruturacio genética das populagoes

A parti¢do da variacdo genética, realizada pela AMOVA, indicou que a maior parte da
variagdo genética ¢ encontrada dentro das populacdes (66,88%) (Tabela 4). Outros estudos
com espécies arboreas de fecundacao cruzada e vida longa demonstram que, assim como
neste trabalho, a maior proporc¢ao da variabilidade genética encontra-se dentro das populagdes
(Nybom, 2004; Melo Junior et al., 2004; Loveless & Hamrick, 1984).

Apesar da maior parte da variagdo genética estar dentro das populagdes, alta variacao
ou estruturacao genética foi encontrada entre elas quando obsevado os valores Fst (33,12%) e
Gst (26%). Varios estudos tém demonstrado baixa a moderada diferenciacdo genética entre
populagdes de espécies arboreas tropicais (Medri et al., 2011). Em estudo com espécies
tropicais brasileiras, Lacerda e colaboradores (2001), encontraram 12,3% de diferenciacao
genética entre populagdes de Plathymenia reticulate Benth, espécie arborea frutifera. Tendo
em vista tais resultados, os resultados encontrados em nosso trabalho podem ser considerados
altos.

Em revisdo de estudos com espécies vegetais de fecundagdo cruzada, também
utilizando marcadores moleculares dominantes, Nybom & Bartish (2000) obtiveram um valor
médio de Fst de 35% e de Gst de 25% valores proximos aos encontrados neste trabalho. Em
estudo com Eremanthus erythropappus, espécie arborea brasileira com a quel ha trabalhos de
manejo sustentavel, foi encontrado Fst de 12%, por Moura (2005).

De acordo com os pressupostos de Yeh (2000) e comparando os valores de Gst e Fst
(indices analogos) encontrados neste trabalho com outros estudos, os valores de Fst e Gst
obtidos com C. xanthocarpa indicam um alto nivel de diferenciagdo genética entre as

populagdes, assim podemos afirmar que estas populagdes estao estruturadas.

Diversidade Genética

As principais alteragcdes nas frequéncias alélicas nas populagdes naturais podem ser
atribuidas a forcas evolutivas ou a processos dispersivos. Através da estimativa das
frequéncias alélicas foi possivel estimar a diversidade genética por meio de dois indices,
utilizados de maneira complementar: Shannon Weaver (1972) e Nei (1973).

O indice de diversidade genética de Nei (He) permite estimar a diversidade genética de

populagdes subdivididas a partir das freqii€ncias alélicas em termos de heterozigosidade,

21



assumindo que as populacdes estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg e os calculos partem da
raiz quadrada do homozigoto nulo, fornecendo a propor¢ao da variabilidade genética contida
entre e dentro das populagdes, baseando-se nas identidades e diversidades génicas. J& o indice
de diversidade de Shannon Weaver (Ho) ndo se baseia na heterozigosidade da populagdo e
sim na freqiiéncia fenotipica da banda na populagdo, dispensando desta forma assumir o
equilibrio de Hardy-Weinberg, contornando a problematica da ndo detec¢do dos gendtipos
heterozigotos com marcadores dominantes (Moura, 2005).

O numero estimado de alelos observados (Na=1,84) superou o numero efetivo de
alelos dentro das populacdes (Ne=1,47), em média, o que indica que as frequéncias alélicas
estimadas sdo suficientes para manter a heterozigosidade atual das populagdes segundo
Murawski & Bawa (1994). Lacerda e colaboradores (1999), em estudo com M. urundeuva,
espécie arborea comum em regides semidridas do Brasil, utilizando marcadores dominantes,
obtiveram um numero efetivo de alelos entre 1,30 e 1,60. Jaeger e colaboradores (2004) em
estudo com X. emarginata, também utilizando marcadores dominantes, encontraram valores
do numero efetivo de alelos entre 1,52 e 1,79. O nimero estimado de alelos observados em C.
xanthocarpa superou os valores de ambos os estudos.

A diversidade genética ou heterozigosidade média esperada estimada no presente
trabalho (He=0,28) (Nei, 1973) mostrou-se superior as observadas por Nybom (2004),
também com espécies arboreas (0,22). Em estudo com Genipa americana, Sebbenn (1997)
encontrou 0,18 para He. Outro estudo realizado por Gandara (1996) com Cedrella fissilis
revelou uma He de 0,24. Em ambos os estudos citados os valores foram inferiores aos obtidos
com C. xanthocarpa, indicando maior diversidade genética nas populagdes da espécie
analisadas.

Estudos com diferentes populagdes de E. erythropappus, realizados por Moura (2005)
e Freitas (2001) revelaram valores de Ho que variaram de 0,49 a 0,53 e 0,38 a 0,48
respectivamente, evindenciando segundo o primeiro autor, alta diversidade genética nas
populagdes de analisadas. O valor de Ho encontrado entre as populagdes de C. xanthocarpa
analisadas neste trabalho (0,42) ¢ préoximo aos encontrados nos demais trabalhos citados.

Seis locos exclusivos foram encontrados na populacdo B, dois com cada um dos
primers: 810, 836 e 873, todos com frequéncia entre 0,02 a 0,2. A presenca de locos
exclusivos indicam maior riqueza do patrimonio genético da populagdo B em relagcdo as
demais. Locos exclusivos podem ser importantes em decisdes conservacionistas, como por
exemplo no caso de escolher uma das populagdo para servir de banco genético. A baixa

frequénca dos locos exclusivos remete a um possivel risco de perdé-los e portanto, diminuigao
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da diversiade genética, o que por sua vez pode resultar em prejuizo na manutencao da espécie.

Vale considerar ainda, tendo em vista o ja conhecido cenario da fragmentagdo das
florestas no qual as populagdes de C. xanthocarpa estao inseridas, que ¢ provavel que elas nao
representem as populagdes originais, pelo menos ndo em sua totalidade. Possivelmente as
populagdes sdo resultado do restabelecimento gradual da vegetacdo. Provavelmente apenas
algumas amostras sobreviveram ao processo conhecido como gargalo de garrafa,
intensificando o grau de perda de variabilidade genética, caso as populagdes permanegcam
pequenas por varias geragoes, contribuindo desta forma para o aumento das diferencas
genéticas entre as populagoes.

Considerando o sistema de cruzamento alogdmico da espécie alvo deste trabalho,
apesar de expressiva diversidade genética estimada nas populacdes de C. xanthocarpa, alta
diferencia¢do genética foi encontrada entre as populagdes. Possivelmente tal diferenciacdao
genética entre as populacdes esta relacionada ao isolamento geografico, reducdo ou
impedimento da dispersdo de pdlen e semente (zoocorica), intensificagdo ou aceleragdo de
processos genéticos e/ou evolutvios, condicionados pela redu¢do e fragmentagdo florestal. A
populagdo B apresentou os melhores resultados (maior polimorfismo, diversidade, riqueza
alélica e locos exclusivos) que as demais que apresentaram valores proximos entre si.

Os dados obtidos neste trabalho mostram que a fragmentagdo e redugdo florestal tem
efeito negativo sobre o patrimonio genético das populagdes analisadas. Considerando que C.
xanthocarpa € uma espécie arborea nativa com caracteristicas comuns a varias outras espécies
da Mata Atlantica, os dados obtidos podem nortear estudos com tais espécies e servir para
chamar a atengdo para o fato que o patrimonio genético das espécies arboreas da Mata
Atlantica pode estar em risco devido a fragmentagdo e redugdo florestal, bem como servir

para a determinac¢do de gestdes adequadas da espécie.
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Tabela 1. Primers ISSR selecionados para o estudo da diversidade genética em populagdes de C. xanthocarpa
Berg. da regido de Guarapuava, PR - Brasil.

Primers Sequéncia (5°—37) Ta (°C)" N° locos polil;ri)gfgcos % polimorfismo
807 (AG)sT 52° 13 10 76,92
808 (AG)sC 50° - - -
809 (AG)sG 55° - - -
810 (GA)T 50° 7 5 71,43
811 (GA)sC 53° - - -
815 (CT)sG 53° - - -
835 (AG)Y'C 540 9 7 77,77
836 (AG)sY'A 53° 13 10 76,92
861 (ACC)s 52° - - -
864 (ATG)s 50° - - -
873 (GAGA), 50° 10 10 100
878 (GGAT), 54° 12 12 100

*Y = pirimidina (C ou T); ** Ta: Temperatura de anelamento.

Tabela 2. indices genéticos obtidos com os dados de seis primers ISSR em trés populagdes de C. xanthocarpa
Berg. da regido de Guarapuava, PR - Brasil, utilizando o programa PopGene.

LP P Na Ne H I
Pop. A 38 59,38% 1,5938 1,3758 0,2148 0,3180
Pop. B 41 64,06% 1,6406 1,3688 0,2193 0,3302
Pop. C 36 56,25% 1,5625 1,3295 0,1902 0,2838
M-Pop 54 84.,37% 1,8438 1,4734 0,2822 0,4266

LP: Locos polimérficos; P: Porcentagem de locos polimérﬁcos; Na: Nimero de alelos; Ne: Numero efetivo de
alelos; H: Diversidade genética de Nei (1973); I: Indice de informagdo de Shannon-Weaver; M-Pop: Andlises
multipopulacionais.

Tabela 3. Analise de Variancia Molecular (AMOVA) para trés populagdes de C. xanchocarpa Berg. da regido de
Guarapuava, PR - Brasil.

Fonte de variagdo grau de liberdade Soma quadrados Comp. varidncia % de Variancia
Entre populacdes 2 163,050 370239 33,12
Dentro populagdes 57 426,200 7477119 66,88
Total 59 589,250 1.117,958

Indice de Fixacdo FST: 0,3311 P < 0,001
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Figura 1. Localizagdo das trés populagdes de C. xanthocarpa Berg. estudadas neste trabalho (A, B e C). A linha
pontilhada indica a area urbana do municipio de Guarapuava, PR - Brasil.
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Figura 2. Perfil eletroforético do primer 807 obtido pela amplificagdo por PCR do DNA gendémico da populagdo
A de C. xanthocarpa Berg. da regido de Guarapuava, PR — Brasil. M: Marcador de peso molecular de DNA
(Ladder 100pb).
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Figura 3. Dendrograma de agrupamento dos 60 individuos das trés populagdes de C. xanthocarpa Berg. da
regido de Guarapuava, PR - Brasil, segundo o coeficiente de Jaccard e método UPGMA.
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Figura 4. Distribui¢do gréafica tri-dimensional baseada no relacionamento genético entre os 60 individuos das
trés populagdes de C. xanthocarpa Berg. da regido de Guarapuava, PR — Brasil.
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Figura 5. Dendrograma baseado nas distancias genéticas de Nei (1978), construido pelo método UPGMA, entre
as trés populacdes de C. xanthocarpa Berg. da regido de Guarapuava, PR - Brasil.
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CAPITULO 2

TRANSFERIBILIDADE DE MARCADORES SSR DA FAMILIA MYRTACEAE PARA
Campomanesia xanthocarpa Berg. E UTILIZACAO EM ESTUDOS DE ESTRUTURA
GENETICO-POPULACIONAL

Lucas Fernando da Silva, Wagner André Fagundes, Luciano Farinha Watzlawick e
Paulo Roberto Da Silva
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RESUMO. A fragmentagdo florestal ¢ uma realidade presente em todos os biomas florestais
do mundo e entre estes estd a Mata Atlantica. A espécie Campomanesia xanthocarpa
(Myrtaceae) compartilha inimeras caracteristicas com a maioria das espécies arbdreas da
Mata Atlantica, portanto estudos genéticos como este podem nortear trabalhos com tais
espécies. Assim, neste trabalho foram estimados aspectos genético-populacionais de trés
populagdes de C. xanthocarpa Berg., uma isolada (A) e duas interligadas (B e C), utilizando
marcadores moleculares SSR (Simple Sequence Repeat), a fim de verificar o efeito do
isolamento na espécie. De 21 pares de primers desenvolvidos na familia Myrtaceae testados,
14 (66,66%) foram transferidos com sucesso para C. xanthocarpa e utilizados para as analises
com amostras de DNA de 20 arvores de cada populacdo. Os primers transferidos
amplificaram 46 alelos. A similaridade média entre as populacdes, baseada no coeficiente de
Jaccard, foi de 41%, indicando alta varibilidade entre as populagdes. O dendrograma
considerando as populacoes, feito pelo método UPGMA, baseado em distancia genética (Nei,
1978) mostrou que a populacdo A ¢ a mais afastadada genéticamente das demais. O
dendrograma baseado no coeficiente de Jaccard considerando individuos separou populagdo A
(isolada), e agrupou em um so6 grupo os individuos das populagdes B e C. Altos valores de Fit
(0,21) e Fst (0,19) foram encontrados, indicando deficiéncia de heterozigotos e diferenciacdo
genética entre as populagdes. Alta porcentagem de locos polimorficos foi encontrada
(P=87,18%), no entanto baixo numero médio de alelos amplificados por loco polimérfico foi
obtido (Ap=3,22). A heterozigosidade média observada (Ho=0,46), apresentou valor
expressivo, muito proximo da esperada (He=0,47). A populagdo B (conectada com outros
fragmentos) apresentou os maiores valores de diversidade genética, j& com a populacdo A
(isolada) foi observado o contrario, enquanto que valores intermedidrios foram encontrados
com a populacao C. Cinco alelos exclusivos foram encontrados nas populagdes B (3 alelos) e
C (2 alelos). Os resultados indicam que apesar de haver certa diversidade dentro das

populacdes, estd ocorrendo perda de variabilidade na populacdo A e diferenciacdo genética
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entre as populagdes, provavelmente devido ao isolamento e redugdo das populagdes,

condicionados pela fragmentacao florestal.

Palavras-chave: Guaviroveira; Fragmentacdo de habitat, Genética de populagdes;

Conservacao; Mata Atlantica.
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Introduciao

A Mata Atlantica ¢ formada por varios ecossistemas e configura-se num mosaico de
diferentes composig¢des e organizagdes de fauna e flora (Brasil 2012). Esta floresta esta entre
as maiores neotropicais do mundo tanto em tamanho quanto em riqueza de espécies, com alto
endemismo. Também estd entre as mais ameacadas e prioritarias do mundo em termos de
conservagdo (Zipparro et al. 2005). O contexto atual em que a Mata Atlantica encontra-se ¢ de
reducdo e fragmentacdo de sua area, restando apenas cerca de 7% de sua area preservada em
remanescentes florestais (IBAMA 2012).

Uma das regides fitoecoldgicas da Mata Atlantica ¢ a Floresta Ombrofila Mista
(FOM). Na regido sul do Brasil tal formacdo caracteriza-se pela presenca de Araucadria
angustifolia (Bert.) O. Kuntze (Klein 1960). Entre as espécies relevantes que ocorrem
frequentemente em associacdo com A. angustifolia estd a Campomanesia xanthocarpa Berg.
(Reitz and Klein 1966). A FOM ¢ formada por fragmentos que variam acerca dos arranjos de
espécies, tamanho, forma, numero, estagios de sucessdo, entre outros aspectos. Sua area foi
extremamente reduzida, restando atualmente apenas cerca de 1 a 2% de sua cobertura vegetal
original (Thomé 1995, Koch e Corréa 2002).

A fragmentagdo florestal ¢ citada como um dos processos com consequéncias mais
significativamente negativas sobre o meio ambiente. Com a reducdo e fragmentagdo de
ecossistemas naturais, ocorre o isolamento de individuos criando diferentes subpopulacdes
(Lowe et al. 2005). Os fragmentos florestais formados podem apresentar caracteristicas
proprias e interferir de diferentes maneiras nas populagdes (Almeida et al. 2012). E nestas
novas subpopulacdes que a evolucdo adaptativa age acarretando mudangas nas frequéncias
alélicas (Hartl and Clark 1997), podendo acelerar e intensificar os resultados da deriva
genética, aumentar a endogamia e até levar a extingdo (Lowe et al. 2005).

Diante da clara necessidade da conservacdo dos fragmentos restantes da Mata
Atlantica, ¢ fundamental conhecé-la de maneira ampla para determinar agdes e desenvolver
etratégias adequadas para seu manejo e recuperacao e/ou manutencao (Kageyama 1998).
Diversas técnicas moleculares tém sido desenvolvidas para deteccdo de variabilidade
genética, algumas permitem acessar a informagdo diretamente nas sequéncias de DNA
utilizando-se de marcadores moleculares baseados em DNA. Os marcadores moleculares
possibilitam a obtengdo de dados sobre um grande numero de individuos, populagdes e
espécies em um curto periodo de tempo (Ciampi 1999; Ferreira-Ramos 2008). Tais
caracteristicas, somadas ao fato de apresentarem neutralidade fenotipica e multialelismo

reforgam a viabilidade de sua utilizacdo (Milach 1998; Parker et al. 1998).
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Dentre os marcadores moleculares mais recomendados para estudos de genética de
populagdes estdo os SSR (Simple Sequence Repeats) também conhecidos como
microssatélites. As regidoes SSR sdo sequéncias curtas de 1 a 6 nucleotideos, repetidas em
tandem, em numero varidvel, com alta abundancia e amplamente distribuidos no genoma
(Charlesworth et al. 1995; Gupta et al. 1996). Os primers SSR sdo complementares as
sequéncias que flanqueiam as regides SSR. Cada regido SSR constitui um loco especifico e os
diferentes tamanhos de fragmentos (bandas) amplificados constituem os alelos deste loco.

Os SSR sao os marcadores moleculares que mais se aproximam do marcador ideal
para estudos de genética de populacdes (Rafalski et al. 1996) pois sdo fenotipicamente
neutros, codominantes, multialélicos e apresentam alta reprodutibilidade (Eisen 1999; Chase
et al. 1996; Dayanandan et al. 1997). Sdo excelentes para trabalhos com espécies arboreas que
geralmente sdo altamente heterozigoticas (Brondani et al. 2003; Jones et al. 2002).

Apesar das qualidades dos marcadores SSR, sua utilizagdo ¢ limitada com espécies
arboreas nativas, devido a escassez de informagdes sobre suas sequéncias de DNA. Para o
isolamento das regides e desenho dos primers SSR € necessario a construgdo de bibliotecas
gendmicas, clonagens e sequenciamentos, o que demanda alto custo e trabalho (Zucchi et al.
2003). Porém, estudos vém demonstrando a possibilidade da transferéncia de primers entre
espécies de plantas relacionadas (Da Silva et al. 2010).

Com espécies da familia Myrtaceae, a qual pertence C. xanthocarpa, foram
desenvolvidos, por exemplo, mais de 400 marcadores microssatélites para Eucalyptus ssp. por
Brondani e colaboradores (1998), que foram transferidos com sucesso para varias outras
espécies e géneros da familia. Rossetto e colaboradores (1999) também desenvolveram
marcadores microssatélites para Melaleuca alternifolia que foram transferidos com sucesso
para outras espécies e géneros da familia Myrtaceae (Ferreira-Ramos, 2008).

A Campomanesia xanthocarpa (Guaviroveira), pertencente a familia Myrtaceae ¢ uma
planta arborea com importancia ecoldgica e alimenticia por possuir frutos saborosos que sao
consumidos por varias espécies de animais e utilizados na produc¢do de sucos, doces e sorvetes
(Vallilo et al. 2008). A presenca de sais minerais, vitamina C e 6leos essenciais em grande
quantidade nos frutos tem despertado o uso da espécie na industria farmacéutica e cosmética.
Apesar da importancia ecologica e do potencial comercial ndo ha estudos genéticos com a
espécie.

Neste trabalho foram realizados estudos genético-moleculares utilizando marcadores
SSR em trés populagdes de C. xanthocarpa, coletadas em fragmentos da Mata Atlantica do

Sul do Brasil. Foram estimados valores de similaridade genética média dentro e entre as
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populagdes, pardmetros de diversidade genética e polimorfismo, agrupamentos de acordo com
os relacionamentos genéticos entre os individuos e populagdes, bem como indices de
diferenciagdo genética entre as populagdes, visando verificar se ha relagdo entre a situagdo

genética atual das populagdes e a fragmentacao florestal.

Material e Métodos

Areas de estudo e material biologico

Neste trabalho foram avaliadas trés populagcdes de C. xanthocarpa oriundas de trés
fragmentos de Floresta Ombrofila Mista, aqui denominados fragmentos A, B e C. O
fragamento A, do qual foi coletada a populagdo A (25°22'18.80"S, 51°30'38.95"W), é um
fragmento de vegetacdo isolada por areas agricolas (Figura 1). Os fragmentos B, de onde foi
coletada a populacdo B (25°1921.75"S, 51°17'07.12"W) e o fragmento C, de onde foi
coletada a populagdo C (25°7'57.72"S, 51°23'29.37"W), encontram-se numa regido que ¢
continua com uma area de preservacdo ambiental, estando assim conectados a outros
remanescentes florestais. A distancia entre as populacdes A e B, A e C, B e C ¢ de
aproximadamente 30, 27 ¢ 20 km, respectivamente.

Para as anélises moleculares foram coletadas folhas jovens de 20 arvores adultas de C.
xanthocarpa de cada populacdo. As amostras de cada fragmento foram identificadas,
embaladas em papel aluminio, armazenadas em nitrogénio liquido até a extragdo do DNA.
Para confirmagao da identificagdo dos exemplares, foram encaminhadas de cada populagdao
exsicatas a um especialista em Myrtaceae que confirmou se tratar de exemplares de C.

xanthocarpa.

Extracdo do DNA e teste de transferibilidade dos primers SSR heterologos

A extragdo do DNA foi realizada pelo método CTAB com adi¢do de Polietilenoglicol (PEG)
conforme proposto por Sharma e colaboradores (2000). Vinte e um pares de primers SSR
desenvolvidos em trés espécies da familia Mjyrtacea foram submetidos a testes de
amplificacdo do DNA de C. xanthocarpa via PCR (Polimerase Chain Reaction) utilizando
variadas concentracdes de reagentes e programagdes do termociclador, inicialmente com
cinco amostras de cada populacdo. Dos 21 primers, 13 foram desenvolvidos em Eucalyptus

spp. por Brondani e colaboradores (1998) (Embral4, Embra26, Embra63, Embra69,
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Embra85, Embra99, Embral08, Embral28, Embral43, Embral66, Embra210, Embra265 e
Embra267); sete em Eugenia uniflora desenvolvidos por Ferreira-Ramos (2008) (Eun2, Eun5,
Eun7, Eunll, Eun2l, Eun22 e Eun 12) e um em Melaleuca alterinfolia (Scu052tt)
desenvolvido por Rossetto e colaboradores (1999). Os primers que apresentaram bom padrao
de resolugdo e produtos de amplificacdo de tamanho esperado foram selecionados para as

analises nas populagdes de C. xanthocarpa (Tabela 1).

Anélises nas populacdes

Para as andlises moleculares foram utilizados 14 Primers SSR previamente
selecionados (Tabela 1). As reacdes de amplificacdo via PCR foram conduzidas em volume
final de 10 pL contendo: 25 ng de DNA; tampado para PCR 1X; 50 mM MgCly; 2,5 mM
dNTP; 10 mM de primer (forward e reverse); 1 U de Tag-polimerase. As reacdes de
amplificacdo foram realizadas com a seguinte programagao no termociclador: desnaturagao
inicial a 94°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de 45s a 94°C, 45s a 49-54°C (variando de
acordo com cada primer, Tabela 01), 90s a 72°C e por fim 5 minutos a 72°C para extensdo
final dos fragmentos. Os produtos amplificados foram resolvidos por eletroforese em gel de
Agarose 3%, vizualisados por coloragdo com Brometo de Etideo sobre luz ultravioleta. Foram
considerados polimorficos os locos nos quais a frequéncia foi maior que 0,5% e menor que

95%.

Analise estatistica

Apobs a genotipagem dos géis a similaridade genética média entre os individuos foi
estimada utilizando o programa NTSYS 2.2 (Rolhf, 2000) utilizando o coeficiente de Jaccard
e o dendrograma de similaridade entre os individuos foi construido pelo método UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean).

Com o programa GDA versao 1.1 (Lewis e Zaykin, 2000) foram estimados os
seguintes indices genéticos: Tamanho amostral médio sobre todos os locos (n); Porcentagem
de locos polimorficos (P); Média de alelos por loco (A) e por loco polimérfico (Ap);
Heterozigosidade esperada (He) e observada (Ho); Estatisticas F de Wright (1951);
Dendrograma baseado em Distancia genética de Nei (1978); Alelos exclusivos e suas

frequéncias.
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Resultados

Dos 21 pares de primers, 14 (66,66%) amplificaram fragmentos de tamanho esperado.
Os primers transferidos com sucesso foram: Nove desenvolvidos em FEucalyptus spp.
(Embral4, Embra26, Embra63, Embra69, Embra85, Embral23, Embral48, Embral66 e
Embra210); Quatro em E. uniflora (Eun5, Eun7, Eunll e Eunl21) e o par desenvolvido em
Melaleuca alternifolia (Tabela 1). Dos 14 pares de primers transferidos, Embra85 foi o tinico
monomorfico, ndo sendo considerado nas analises. Portanto, a porcentagem de polimorfismo
obtida com os primers foi de 87,18%. O primer Eunl121 apresentou polimorfismo de presenca
e auséncia sugerindo tratar-se de um caso de alelo nulo. Os 13 locos SSR analizados
apresentaram 46 alelos (Tabela 2). O numero de alelos encontrados por loco variou entre dois
(Embra63 e Eunl21) e sete (Embra 14) (Tabela 2).

A similaridade genética média encontrada entre as populagoes foi de 41%. A
similaridade méxima encontrada entre os individuos foi de 100%, enquanto que a minima foi
de 12,5%. O tamanho médio amostral obtido foi de 19,72 individuos/locos. A porcentagem de
locos polimorficos foi de 87,2% entre as populacdes, variando de 76,92% (populacdo A) a
100% (populacdo B) dentro das populacdes (Tabela 2). A média de alelos por loco foi de 2,95,
enquanto que o valor médio de alelos por loco polimorfico chegou a 3,22 (Tabela 2).

A maior hetorozigosidade foi observada para o loco Embral4 (Ho=0,76), valor abaixo
do esperado com tal loco (He=0,82) (Tabela 1), de acordo com as proporgdes tedricas de
Hardy-Weinberg. A menor heterozigosidade foi observada para o loco Eunl21 (Ho=0,18),
seguido pelo loco Embra63 (Ho=0,20), para os quais tais valores mostraram-se de acordo ou
acima do esperado, respectivamente (He=0,18 em ambos os casos). Em média os locos
apresentaram heterozigosidade observada abaixo da esperada. O loco que apresentou maior
indice de fixagdo de alelos foi o Embral23 (Fis=0,35), j4 o que apresentou o menor valor para
tal indice foi o loco Embra69 (Fis=-0,32) (Tabela 1). Em média o valor encontrado para o
indice de fixagdo de alelos foi positivo (Fis=0,021).

Dentro das populacdes, a menor heterozigosidade observada foi encontrada para a
populacdo A (Ho=0,41) enquanto que a maior (Ho=0,51) foi observada na populacdo B. Entre
as populagdes a heterozigosidade média observada foi de 0,46, enquanto que a
heterozigosidade média esperada foi de 0,47 (Tabela 2).

Dois alelos exclusivos, com frequéncias entre 0,15 e 0,25, foram encontrados para o
loco Embral4, na populagdo C. Outros trés alelos exclusivos, com frequéncias entre 0,02 e
0,12, foram encontrados na populagdo B para os locos Embral48, Eunl21 e Scutt052.

O indice de fixacdo intrapopulacional médio (Fis) encontrado entre as populagdes foi
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de 0,021 (IC 95%). Entre os locos, apenas dois apresentaram valores negativos. O indice de
Fixacdo para o conjunto das populagdes (Fit) apresentou valor médio de 0,213 (IC 95%; -
0,3888 a 0,6356). A diferenciacdo genética entre as populacdes (FST) foi de 0.195500 (IC
95%; -0.0242 a 0,6603).

Foram gerados dois dendrogramas, um comparando as populagdes de acordo com a
distancia genética de Nei (1978) e outro utilizando o coeficiente de similaridade de Jaccard,
ambos pelo método UPGMA. O dendrograma comparando as populagdes aproximou as
populagoes B e C, isolando a populagdo A (Figura 3). O Dendrograma comparando os
individuos manteve os individuos da populacdo A em um grupo isolado, enquanto os
individuos das populacdes B ¢ C formaram um unico grupo, sem distingdo de populagdes

(Figura 4).

Discussao

Transferibilidade

Dos 21 pares de primers testados, 14 (66.66%) apresentaram produtos de
amplificacdo, evidenciando alta transferibilidade quando comparados com dados da literatura
para familia Myrtaceae. Zucchi e colaboradores (2003) testando a transferibilidade de primers
SSR, desenvolvidos no género Eucalyptus para Acca sellowiana, obtiveram 44,5% de
sucesso, valor que os autores consideraram alto, comparando com resultados obtidos de
transferéncia de primers SSR desenvolvidos em Eucalyptus para E. dysenterica (2,8%).

Rossetto e colaboradores (2000) trabalhando com espécies da familia Myrtaceae,
transferiram com sucesso 35 pares de primers desenvolvidos em M. alternifdlia, para outras
sete espécies, sendo que 21 pares de primers foram transferidos entre espécies do género,
enquanto que dois pares (Scu023tt e Scu052tt) foram transferidos com sucesso para todas as
espécies avaliadas, pertencentes a quatro géneros distintos, sugerindo que tais locos estdao
localizados em uma regido do genoma das Myrtaceae altamente conservada. O loco Scu052tt
também foi transferido com sucesso neste trabalho. Tais resultados podem ser tteis em outros
estudos com a vasta e representativa familia Myrtaceea, auxiliando na resolugdo de problemas

filogenéticos e na compreencao de tal familia de maneira mais ampla.
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Variabilidade genética

A similaridade genética média encontrada entre as populacdes (41%) apresentou-se
proxima as baixas similaridades genéticas médias (35% e 37,5%) encontradas por Zucchi e
colaboradores (2003) em estudo com grupos de acessos de germoplasma de Acca selowiana.
Neste mesmo trabalho os autores concluem que, de acordo com a similaridade genética
encontrada, os acessos apresentaram alta diversidade. Assim, podemos afirmar que de acordo
com a similaridade observada em nosso trabalho, as populagdes de C. xanthocarpa estudadas
apresentam alta diversidade genética.

O tamanho médio amostral sobre todos os locos (n) ficou em 19,72, devido a auséncia
de produtos de amplificagdo com alguns individuos (representatividade), o que pode ser
explicado pela presenca de alelos nulos. Estudos genéticos com marcadores transferidos
podem apresentar indices mais elevados de homozigotos, o que pode ser explicado pela
possibilidade da ocorréncia de alelos nulos, tendo em vista a grande taxa de mutagdo por
geracdo das regides microssatélites (Lehman et al., 1996). Devido aos padrdes eletroforéticos
observados e as altas heterozigosidades encontradas neste trabalho, o loco Eunl21 parece
apresentar alelo nulo, sendo o maior responsavel pela redu¢do do tamanho populacional
médio em relagdo ao esperado, que seria 20.

Alta porcentagem meédia de locos polimorficos foi encontrada: 87,18%, variando de
76,9 (populagdo A) a 100% (populacdo B) (Tabela 2). Apesar da alta transferibilidade e
porcentagem de locos polimoérficos alcancadas neste trabalho, foi observado um nivel
relativamente baixo de alelos por loco polimérfico (média de 3,22), quando comparado aos
10,4 alelos/loco polimoérfico obtidos por Zucchi e colaboradores (2003), utilizando SSR
transferidos de Eucalyptus ssp. para Eugenia dysenterica. Tais diferencas nos resultados estao
relacionadas a alteragdes nas sequéncias que flanqueiam as regides microssatélites entre os
géneros Campomanesia e Eugenia.

O loco Embral4, o mais polimdrfico deste trabalho (sete alelos), amplificou 22 alelos
em E. dysenterica (Zucchi et al. 2003). J& o loco Embra63 que apresentou o menor
polimorfismo (dois alelos) neste trabalho, apresentou 11 alelos em trabalho com E. Uniflora,
sendo o mais polimoérfico no estudo realizado por Ferreira-Ramos (2008). Para o loco
Embra210, 14 alelos foram encontrados em E. uniflora e E. dysenterica (Ferreira-Ramos,
2008; Zucchi et al., 2003), em contraste com os trés alelos encontrados em C. xanthocarpa.

A Diversidade Genética ou heterozigosidade média esperada (Nei, 1973) (He=0,47)

mostrou-se acima da Heterozigosidade média observada nas populagdes de C. xanthocarpa,
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indicando que estd ocorrendo desvio das proporg¢des tedricas de Hardy-Weinberg. Os valores
encontrados aproximam-se ao obtido em trabalho com Swietenia humilis (He=0,53), realizado
por White et al. (1999). Alison e colaboradores (2011), trabalhando com Gmelina arborea,
também utilizando SSR encontraram heterozigosidade média observada abaixo da esperada.
Tal deficiéncia de heterozigotos foi observada com a maioria dos locos utilizados no presente
trabalho, com exce¢do de dois locos (Embra63 e Embra69) (Tabela 1).

A verificagdo de cinco alelos exclusivos para as populacdes B (trés alelos exclusivos) e
C (dois alelos exclusivos) reforcam a riqueza dos patrimdnios genéticos de tais populagoes,
em relacdo a populagdo A, bem como a estruturagdo entre as populagdes. Os alelos exclusivos
encontrados apresentaram-se em baixa frequéncia. As principais alteragcdes nas frequéncias
alélicas nas populagdes naturais podem ser atribuidas a forcas evolutivas ou a processos
reprodutivos e dispersivos. A equidade das frequéncias dos alelos esta relacionada a
variabilidade genética (fixacdo e perda de alelos) das populagdes e as suas respostas a
perturbagdes e eventos de gargalo genético. Tais informagdes podem ser relevantes na
determinacdo de areas de preservacgdo ou para construcao de bancos de germoplasma.

Os valores encontrados para as populacdes de Campomanesia xanthocarpa, remetem a
um possivel contexto de perda de variabilidade genética. Esta perda de variabilidade,
possivelmente por endogamia e/ou deriva, pode ser consequéncia da fragmentagdo florestal

que pode estar interferindo nas taxas de autofecundagdo da espécie.

Estrutura das populagdes

Segundo as estatisticas F de Wright (1951), ha baixo nivel de deficiéncia de
heterozigotos, considerando as populagdes separadamente (Fis=0,02). Valores positivos deste
indice (Fis) foram encontrados para a maioria dos locos. Tais valores, apesar de pouco
expressivos, ndo devem ser negligenciados. Significativa deficiéncia de heterozigotos foi
evidenciada considerando o conjunto das populagdes (Fit=0,21), bem como alto nivel de
diferenciagdo genética entre elas foi encontrado (Fst=0,19), segundo Yeh (2000). Tais
resultados sugerem ainda que ndo esta ocorrendo fluxo génico entre as populagdes, ou que
este ¢ insuficiente para evitar diferencas genéticas entre elas e para manter as proporcdes
teodricas esperadas para populagdes em equilibrio de Hardy-Weinberg.

Os resultados indicam que as populacdes estdo em estruturagdo, em especial a

populacdo A das demais. Possivelmente esta estruturacdo ¢ devida ao contexto de
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fragmentacdo no qual a populacdo A esta inserida.

O dendrograma baseado na similaridade genética entre os individuos agrupou os
individuos da populagdo A (isolada) entre si, formando um grupo isolado, enquanto os
individuos das populacdes B e C (conectadas por outros fragmentos florestais) misturaram-se,
formando um tnico grupo (Figura 4). O dendrograma comparando as populagdes com base na
Distancia genética de Nei (1978) também manteve a populagao A isolada das demais.

Almeida et al. (2012) trabalhando com uma populagdo de Eugénica uniflora, oriunda
do mesmo fragmento em que se encontra a populagao A de guaviroveira analisada no presente
trabalho, observaram que a taxa de grao de pdlen estéreis ¢ significativamente maior quando
comparada com populacdes ndo isoladas. Estes autores relacionam este resultado com a
endogamia que pode estar ocorrendo nesta populacdo. Os dados obtidos com os marcadores
SSR para esta populagdo (A) de C. xanthocarpa reforcam a hipdtese do aumento da
endogamia das espécies aldégamas presentes neste fragmento isolado.

Os resultados encontrados neste estudo estdo de acordo com as caracteristicas das
populagdes de C. xanthocarpa estudadas. A populagdo A ¢ a mais isolada em relacdo as
demais, configurando-se em um pequeno fragmento de vegetagdo proéximo ao perimetro
urbano, cercado por areas agricolas e de reflorestamento com espécies exoticas. As
populagdes B e C estdo em uma regido continua a uma area de preservacao ambiental que
apesar de fragmentada atualmente ainda apresenta corredores de vegetacdo comunicando os
dois fragmentos. As populacdes B e C possuem caracteristicas semelhantes, sdo maiores que a
populacdo A e mais proximas entre si. Aparentemente a populacdo B ¢ a mais preservada das

populagdes estudadas.

Conclusoes

A alta transferibilidade e polimorfismo obtidos para os microssatélites estudados
indicam a potencialidade da sua utilizagdo em estudos de genética de populagcdes com
espécies arboreas nativas, mesmo quando seu desenvolvimento nao ¢ uma opgao. Os varios
parametros genéticos intrapopulacionais e interpopulacionais analisados indicam que apesar
das populagdes ainda apresentarem baixa similaridade e alta diversidade genética, ha
deficiéncia de heterozigotos e perda de variabilidade genética, bem como alta diferenciagao
genética entre as populagdes, o que por sua vez, possivelmente, ¢ consequéncia do processo
de fragmentagdo e redugdo florestal. A populagdo A, menor e mais isolada, destacou-se das
demais, apresentando a menor diversidade genética. J& o contrario foi verificado com a

populagdo B, enquanto que resultados intermedidrios foram obtidos para a populacao C. As
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informagdes obtidas contribuem para o conhecimento acerca da espécie, género e familia
Myrtaceae e poderdo ser uteis no aprofundamento de trabalhos conservacionistas e de
exploracao das espécies da familia.

Nossos dados mostram o efeito negativo da fragmentagao nos parametros genéticos de
populagdes de C. xanthocarpa. Ao considerar que esta espécie € nativa e com caracteristicas
semelhantes as demais espécies arboreas presentes da Mata Atlancia, questionamos se o que
esta acontecendo com C. xanthocarpa também poderia estar acontecendo com estas outras
espécies. Se sim, podemos afirmar que a fragmentacdo florestal estd colocando em risco o
patriménio genético das espécies arboreas nativas da Mata Atlantica. No entato, para

comprovar esta hipotese é necessario novos estudos com outras espécies deste bioma.
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Tabela 1. Conjunto dos 13 pares de primers SSR desenvolvidos na familia Myrtaceae utilizados para analise da
estrutura genético-populacional de C. xanthocarpa. Temperatura de anelamento (TA); Tamanho esperado dos
fragmentos em pares de bases (pb); Numero de alelos amplificados (NA); Heterozigosidade esperada (He);
Heterozigosidade observada (Ho) e Indice de Fixagio de alelos (Fis).

Locos SSR' TA pb NA He Ho Fis

Embral4* 49°C 100-105 7 0,828571 0,766667 0,075298
Embra26* 50°C 155-320 3 0,657843 0,550000 0,165094
Embra63* 49°C 200-290 2 0,181513 0,200000 -0,102804
Embra69* 50°C 140-300 3 0,441036 0,583333 -0,326268
Embral23* 50°C 180-300 3 0,665517 0,431034 0,354327
Embral48* 50°C 180-300 5 0,680532 0,566667 0,168497
Embral 66* 50°C 200-320 4 0,590336 0,466667 0,210891
Embra210* 49°C 195-210 3 0,584314 0,416667 0,288642
Eun5** 54°C 140-162 3 0,612465 0,516667 0,157531
Eun7** 54°C 196-202 3 0,638515 0,450000 0,296999
Eunl]** 52°C 162-182 4 0,654482 0,583333 0,109530
Eunl21%** 54°C 205-215 2 0,018519 0,018519 0,000000
Scu0521t*** 49°C 305-345 4 0,627232 0,491228 0,218345

"' Marcadores desenvolvidos por *Brondani (1998); ** Ferreira-Ramos (2008); *** Rossetto (1999).

Tabela 2. Dados genético-populacionais de C. xanhtocarpa obtidos com a amplificacdo de 13 pares de primers

SSR.

Pop. A Pop. B Pop. C Média
N = tamanho médio de amostra sobre todos os loci 19,84 19,69 19,61 19,71
P = Porcentagem de locos polimorficos 76,92% 100% 84,61% 87,18%
A = Média de alelos encontrados 2,61 3,38 2,84 2,94
Ap = Num. médio de alelos por locus polimoérfico 3,10 3,38 3,18 3,22
He = Heterozigosidade esperada 0,42 0,53 0,45 0,47
Ho = Heterozigosidade observada 0,41 0,51 0,45 0,46
Fis = Indice de Fixacdo 0,035 0,032 0,003 0,02
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Figura 1. Localizagdo das trés populagdes de C. xanthocarpa Berg. estudadas neste trabalho (A, B e C). A linha
pontilhada delimita a area urbana do municipio de Guarapuava, PR - Brasil.

Figura 2. Perfil eletroforético obtido com o par de primer Eun7 em C. xanthocarpa Berg. (Populagdo B),
mostrando a amplificagad de trés alelos. M: Marcador de peso molecular de DNA (Ladder 100pb).
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Figura 3. Dendrograma de agrupamento das trés populagdes de C. xanhtocarpa da regido de Guarapuava-PR,
Brasil pelo método UPGMA, baseado na Distancia genética de Nei (1978).

48



o

ey,

L

>PopA

PopA

O T T b —
= :f; e

'J:Dbl_,l_'..g it

» -
b e e

T

A I

P Ty
THrE

AR T
o O e

Loy gy )

gE =T

PopB C

£

LS

AT

— L X
e e R

PopB C | ¥

Sl i T
‘F_;—} ¥

=
=

010 033 055 078

Figura 4. Dendrograma de agrupamento dos 60 individuos das trés populagdes de C. xanhtocarpa Berg. da
regido de Guarapuava-PR, Brasil, pelo método UPGMA, baseado na Similaridade genética de Jaccard.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

A selecdo natural atua sobre a composicao genética de cada populagdao, de maneira a
moldé-la ao longo do tempo (TORGGLER et al., 1995). A variabilidade genética esta
interligada com a sobrevivéncia e adaptag¢do das espécies (RAO; HODGKIN, 2002). O atual
contexto de fragmentacdo e reducdo das florestas vem ocasionando a deterioracao do
patrimonio genético das populagdes naturais, pelo isolamento de populagdes menores que as
originais. Em espécies de plantas nativas a fragmentacdo populacional pode ocasionar
mudangas na composicdo genética das populagdes por comprometer o fluxo de genes entre
seus individuos, aumento de endogamia e aceleracdo dos efeitos da deriva génica, entre outras
consequéncias (BALLAL et al., 1994).

Neste trabalho foi estimada a diversidade genética de trés populagdes de C.
xanthocarpa, localizadas na regido de Guarapuava-PR, com o auxilio de seis marcadores
moleculares dominantes (ISSR) e de 14 codominantes (SSR) heterdlogos. As populagdes
apresentaram diferengas evidentes, principalmente a populagao A em relagao as demais, sendo
a menor ¢ mais isolada. As outras populacdes, B e C, sdo maiores, estdo proximas a area de
protecdo ambiental da Serra da Esperanca e aparentemente encontram-se mais preservadas
que a populacdo A, partilham da mesma formacgdo florestal original e estdo comunicadas a
outros fragmentos florestais.

Seis primers ISSR, 50% dos marcadores testados mostraram-se suficientemente
informativos e estaveis. J& com os marcadores SSR, de 21 primers testados, desenvolvidos em
trés espécies da familia Myrtaceae, 14 (66%) foram transferidos com sucesso para C.
xanthocarpa, dos quais apenas um caracterizou-se como monomorfico.

Os marcadores SSR jé testados em literatura, ndo apresentam indicios de desequilibrio
de ligagdo, permitindo afirmar que os alelos dos diferentes locos analisados ndo estdo
associados e, portanto, segregam independentemente amostrando diferentes regides do
genoma (FERREIRA-RAMOS, 2008).

Os géis com os produtos de amplificacdo de alguns primers ISSR e SSR foram
repetidos, apresentando resultados iguais ou muito préximos, reforcando a reprodutibilidade e
credibilidade dos resultados obtidos com os marcadores utilizados. Consideravel riqueza
alélica (46 alelos) foi observada com SSR, bem como consideravel nimero de fragmentos
(64) foi amplificado com ISSR.

Os valores de similaridade genética média encontrados entre as populagdes com

ambos os marcadores mostraram-se semelhantes e podem ser considerados baixos, tendo em
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vista resultados obtidos em estudos similares com outras espécies. Estes resultados indicam
alta diversidade genética, que ¢ inversamente proporcional a similaridade.

Os agrupamentos UPGMA realizados a partir dos dados obtidos com os marcadores,
embora baseados em coeficientes diferentes, similaridade genética de Jaccard e distancia
genética de Nei (1978), agruparam os individuos de acordo com a populagdo a qual
pertencem, indicando estruturagdo entre as populagdes com ISSR. A distribui¢do grafica dos
individuos de acordo com seus relacionamentos genéticos, realizada com os dados dos
marcadores ISSR, também vai de encontro com o que foi mostrado nos dendrogramas, ou
seja, os individuos de cada popula¢do mostraram-se mais proximos geneticamente.

Com os dados SSR, o agrupamento baseado na similaridade genética agrupou os
individuos da populacdo A, misturando os individuos das populagdes B e C. A populacdo A,
em todos os agrupamentos manteve-se mais distante das demais, concordando com as
caracteristicas observadas nas populagdes. As diferencas encontradas entre as populagdes
podem ser devidas a caracteristicas ambientais como condi¢gdes de iluminagdo e proximidade
da borda, por exemplo, ou ainda, a distdncia entre as populagdes, bem como as diferentes
associacdes entre as espécies dos fragmentos. Tais resultados podem estar relacionados a
estruturacdo entre as populagdes, o que, por sua vez, pode ser resultado do processo de
fragmentacao que a espécie vem enfrentando.

A porcentagem de locos polimorficos encontrada com ambos os marcadores também
apresentaram valores proximos, 84,37% (ISSR) e 87,2% (SSR). Tais valores podem ser
considerados altos quando comparados a outros resultados em trabalhos com outras espécies
arboreas, utilizando marcadores dominantes e codominantes. Em alguns trabalhos tal
parametro € considerado como medida de diversidade.

O tamanho médio amostral com todos os locos evidenciou a auséncia de produtos de
amplificacdo com alguns individuos, o que pode ser explicado pela presenca de alelos nulos,
como possivelmente ocorre com um dos locos (Eunl2l). O niimero médio de alelos
observado mostrou-se superior ao numero efetivo de alelos, sendo suficiente para manter a
heterozigosidade atual das populagdes, segundo os dados do marcador dominante. Com SSR,
a média de alelos por loco polimédrfico encontrada, apesar de possuir valor expressivo pode
ser considerada baixa se comparada a resultados encontrados em trabalhos semelhantes.

Com SSR foi possivel identificar cinco alelos exclusivos em duas das trés populagdes
(B e C). Com ISSR foram encontrados seis locos exclusivos na populagdo B. Estes fatos
destacam a importancia genética de tais populacdes (B e C). Os alelos e locos exclusivos

encontrados apresentaram-se em baixa frequéncia. As alteragdes das frequéncias alélicas nas
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populagdes naturais podem ser atribuidas a forcas evolutivas ou a alteragdes nos processos
reprodutivos e dispersivos. A equidade das frequéncias alélica esta relacionada a variabilidade
genética (fixagdo e perda de alelos) das populagdes e as suas respostas a perturbagdes e
eventos de gargalo genético. Tais informagdes podem ser relevantes na determinacao de areas
de preservacdo ou para construg¢do de bancos de germoplasma.

A diversidade genética foi estimada com os dados do marcador dominante por meio de
dois indices complementares, Shannon-Weaver ¢ Nei (1973), que apresentaram valores
expressivos entre as populagdes e proximos aos obtidos em outros trabalhos semelhantes com
espécies arboreas. A alta diversidade entre as populagdes merece destaque, no sentido de que
pode indicar estruturagdo genética entre elas. Com os marcadores SSR, valores elevados de
heterozigosidade dentro e entre as popula¢des foram encontrados, se comparados a outros
obtidos em estudos semelhantes. No entanto, apesar das altas diversidades encontradas, a
heterozigoside média observada (Ho) foi inferior a esperada (He), de acordo com as
proporcdes tedricas de Hardy-Weinberg para populagdes em equilibrio. Portanto, ha certo
grau de deficiéncia de heterozigotos nas populagdes e isto também foi observado para a
maioria dos locos estudados. O aumento da homozigose indicado pelos resultados
possivelmente esta relacionada a endogamia, coancestralidade e/ou aceleracao da deriva, o
que por sua vez ¢ condicionado pela redugdo e isolamento das populacdes. Este contexto pode
significar risco de erosdo da base genética das populagdes estudadas. A populacio B
apresentou os maiores valores de diversidade genética, enquanto a populagdo A, os menores.

Alto nivel de diferenciagdo genética (Fst e Gst) foi encontrado entre as populacdes
quando os marcadores ISSR foram utilizados. O indice de fixacdo de alelos intrapopulacional
(Fis) apresentou valor positivo para a maioria dos locos SSR. O indice de Fixacdo
considerando o conjunto das populacdes (Fit) indicou nivel considerdvel de deficiéncia de
heterozigotos, bem como alto nivel de diferenciacdo genética (Fst) foi encontrado com o
marcador codominante. Portanto, os valores indicam estruturagdo entre as populacdes e perda
de variabilidade genética (fixa¢do de alelos), possiveis efeitos da fragmentacao dos habitats.
Tais resultados sugerem ainda que ha baixo fluxo génico ou que este ¢ insuficiente para
homogeneizar os alelos entre as populagdes e manter os niveis de heterozigosidade das
populagdes em estruturacao. O fluxo gé€nico esta relacionado a fatores como distancia entre as
populagdes e os mecanismos de dispersdo de polen e de sementes, que no caso de C.
xanthocarpa € realizado, respectivamente, principalmente por abelhas e por péassaros.

Algumas implicagdes quanto aos estudos genéticos utilizando marcadores transferidos,

como a ocorréncia de indices mais elevados de homozigotos tém sido relatadas, o que pode

52



ser explicado pela ocorréncia de alelos nulos (CALLEN et al., 1993; LEHMAN et al., 1996),
que sdo mascarados nos heterozigotos e podem levar a interpretacdes erroneas dos géis.
(SOLTIS; SOLTIS, 1989). Devido aos padrdes eletroforéticos observados e as altas
heterozigosidades encontradas neste trabalho, o inico primer que parece apresentar alelo nulo
¢ o Eunl2l, sendo responsavel pelo tamanho populacional médio reduzido. Foi possivel
verificar ainda com os dados dos SSR, a distribuicdo desigual dos alelos dentro das
populagdes, ou seja, presenca de alelos raros ou de baixa frequéncia.

Os valores encontrados com a populagdo A de Campomanesia xanthocarpa, remetem
a um possivel contexto de perda de variabilidade genética, que pode ser consequéncia, entre
outros fatores, da estruturagdo da populagdo consicionada pela fragmentacdo. Tais dados
evidenciam a importancia de programas de conservagao e recuperagdo da espécie.

A diferenciacdo genética entre as populacdes estd diretamente relacionada ao sistema
reprodutivo da planta, grau de fragmentacdo, distdncia entre os fragmentos, sistema de
dispersdao. O aparente cenario de estruturacdo das populagdes pode estar também alterando
significativamente o sistema de cruzamentos de C. xanthocarpa, o que pode levar a um
aumento da endogamia.

Os marcadores utilizados mostraram-se informativos, polimorficos e, portanto,
eficientes para as andlises, que possibilitaram estimar a diversidade genética intra e
interpopulacional, evidenciando, portanto, sua potencialidade e viabilidade de sua utiliza¢do
em estudos de genética de populacdes.

Os marcadores apresentaram semelhangas e discrepancias acerca dos métodos,
coeficientes, resultados, entre outros aspectos. Portanto, podem se configurar em uma
ferramenta viavel para estudos genéticos, separadamente ou complementarmente, de acordo
com os objetivos de cada trabalho.

Com a espécie alvo deste trabalho ndo foram encontrados trabalhos, até entdo, acerca
de diversidade genética utilizando marcadores moleculares. Obter o0 méximo de informacdes,
de maneira a conhecer as populacdes nativas, o mais ampla e precisamente possivel, faz-se
evidentemente necessario, aumentando as chances de sucesso em programas de recuperagdo e
preservacdo e/ou exploracdo comercial de tais espécies. Com uma perspectiva das mudangas
que caracterizam uma populagdo € possivel prever como provavelmente respondera a eventos

futuros, naturais ou nao.
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