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RESUMO

Pertencente a familia Malvaceae, 0 Acgoita-cavalo (Luehea divaricata) & uma espécie florestal
que ocorre naturalmente desde o Rio Grande do Sul até o sul da Bahia, sendo muito utilizada
na confeccdo de mdveis e, também, como fitoterapico. Por ser uma espécie pioneira de rapido
crescimento, caracteristica das florestas aluviais, apresenta, em condi¢fes de regeneracdo
natural, uma grande quantidade de individuos, mostrando ser uma espécie recomendavel para
a regeneracao natural de &reas degradadas. O Acoita-cavalo é uma das espécies nativas mais
importantes do ponto de vista fitossocioldgico, ocorrendo em praticamente todas as bacias
hidrograficas do Rio Grande do Sul, na floresta ombroéfila mista, na floresta estacional
decidual, na floresta estacional semidecidual, na savana, na savana estépica e nas areas de
tensdo ecoldgicas. O objetivo deste trabalho foi caracterizar a diversidade e estrutura genética
de cinco populac¢des naturais de L. divaricata na regido da Fronteira Oeste do Rio Grande do
Sul, no bioma Pampa. Amostras foliares foram coletadas de individuos adultos encontrados
nas areas (n=128). O DNA foi extraido com o kit Invisorb Spin Plant Mini Kit (Invitek) e
cinco loci microssatélites foram amplificados via PCR. Os alelos foram resolvidos em gel de
poliacrilamida (a 10%) e os dados, analisados com auxilio do programa GenAlEx 6.4, FSTAT
2.9.3 e ARLEQUIN 3.1. Os resultados indicaram altos niveis de diversidade genética dentro
das populacgdes. A heterozigosidade esperada (H.) e o indice de Shannon (I) foram de 0.627 e
1.223, respectivamente. A analise AMOVA mostrou que a maior parte da diversidade genética
ocorre dentro das populacdes (76.12%). O indice de fixacdo nas populacGes estudadas
demonstrou haver excesso de homozigotos em relacdo ao equilibrio de Hardy-Weinberg. Os
valores da distancia genética de Nei indicaram alta divergéncia genética entre as populacoes,
em funcdo da baixa eficiéncia do fluxo génico entre as populacGes. Os valores obtidos
indicaram que o fluxo génico estd proximo do suficiente para prevenir a diferenciacdo
populacional devido a deriva genética nas populacbes estudadas, e esse fluxo, deve ocorrer,
principalmente, via pélen (por entomofilia), dado que a dispersdo das sementes (por
anemocoria) teoricamente alcancaria maiores distancias. Essa baixa dispersdo de sementes se
deve, provavelmente, a fragmentacdo e consequente isolamento entre as populacGes
estudadas. Estes resultados sugerem que a dispersao de propagulos reprodutivos em duas, das
cinco populacGes, de certa forma é eficiente, pois apresentaram baixo grau de endogamia.
Assim, programas de conservacdo dos recursos genéticos desta espécie tendem a ser efetivos
se 0 fluxo de polinizadores for mantido, e, pela criacdo de corredores ecolégicos para a
conservacao da conectividade entre os fragmentos. Além disso, os dados obtidos mostram que
as populacbes estudadas devem ser priorizadas em programas de conservacdo genética da
espécie, devido a alta diversidade genética observada, e, ao nivel de fragmentacdo das areas de
remanescentes florestais na regido do Pampa.

Palavras-chave: Acoita-cavalo, genética de populacbes, marcadores moleculares, bioma
Pampa, ecologia molecular.



ABSTRACT

Belonging to the family Malvaceae, the Acoita-cavalo (Luehea divaricata) is a forest species
that occurs naturally from the Rio Grande do Sul State to Bahia State, largely employed in the
furniture manufacturing and as medicinal plant. It is a fast-growing pioneer species,
characteristic of riparian forests, it presents in natural regeneration conditions, a large quantity
of individuals, being indicated for the natural recovery of degraded areas. The acoita-cavalo is
one of the most important native species for the phytosociology, occurring virtually in all
hydrographical components of the Rio Grande do Sul, in the mixed ombrophylous forest,
seasonal deciduous forest, seasonal semidecidual forest, savanna, stepic-savanna and in areas
of ecological tension. This study aimed to characterize the genetic diversity and structure of
five natural populations of L. divaricata in the region of “Fronteira Oeste” in the Rio Grande
do Sul State, within the Pampa biome. Leave samples were collected from adult individuals
found in the areas (n=128). DNA was isolated using the Invisorb Plant Mini Kit (Invitek) and
five microsatellite loci were amplified through PCR. The alleles were resolved in
polyacrylamide gels (10%) and the data analyzed with the software GenAlEx 6.4, FSTAT 2.9.3
e ARLEQUIN 3.1. The results revealed high levels of genetic diversity within the populations.
The expected heterozigosity (He) and the Shannon index (1) equaled 0.627 and 1.223,
respectively. The AMOVA analysis revealed that the larger amount of the genetic diversity
occurs within the populations (76.12%). The fixation index in the studied populations
presented an excess of homozygotes in respect of the Hardy-Weinberg equilibrium The values
of the Nei’s genetic distance point to high genetic divergence among the populations,
consequence of the low efficiency of the gene flow among populations. The results indicate
that gene flow is close enough to prevent population differentiation due to genetic drift in the
populations studied, and this flow should occur mainly through pollen (by entomophily), since
the seed dispersion (by anemocory), theoretically reaches longer distances. This low level of
seed dispersion likely is due to the fragmentation and consequent isolation of the studied
populations. These results suggest that the dispersal of reproductive propagules in two of the
five populations in some ways is efficient because it presented low inbreeding. Thus, programs
of genetic resources conservation of this species may be more efficient by maintaining the flow
of pollinators, and the creation of ecological corridors for the conservation of connectivity
between fragments. In addition, the obtained data reveals that the studied populations should be
prioritized in programs of species genetic conservation, due to the relatively high level genetic
diversity observed and the level of fragmentation of the areas of forest remnants in the Pampa
region.

Key-words: Acoita-cavalo, population genetics, molecular makers, Pampa biome, molecular
ecology.
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1 INTRODUCAO

Conforme a populacdo mundial aumenta, as fronteiras agricolas e urbanas se
expandem, ocupando o habitat natural de inUmeras espécies de plantas e animais
(STUSHNOFF e SEUFFERHELD, 1995). Estes acontecimentos vém causando enormes
perdas na diversidade genética de espécies de plantas nativas o que tém conduzido, muitas
vezes, a sua completa extingdo. Outro fator que beneficia o desequilibrio na manutencédo da
variabilidade genética é o emprego macico, na agricultura, de cultivares geneticamente
melhoradas, devido ao seu potencial nutricional ou a alta produtividade (VILLALOBOS et al.,
1991).

O Brasil é considerado o detentor da maior diversidade genética vegetal do planeta,
contando com mais de 55 mil espécies catalogadas, distribuidas irregularmente em seus seis
biomas de um total estimado entre 350 mil a 550 mil espécies de plantas (DIAS, 1996). O
ritmo atual de extin¢do de plantas ja se encontra em um nivel 50 a 100 vezes maior que as
médias observadas no seculo XIX (TILMAN et al., 1997).

O bioma Pampa, em particular, em sua porc¢éo brasileira, cobre mais da metade do
Rio Grande do Sul, possuindo cerca de trés mil espécies de plantas. Dentre estas, 450 espécies
de gramineas, mais de 150 de leguminosas, 70 tipos de cactos e 515 espécies de plantas
arbéreas, conforme levantamentos da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) a
pedido do Ministério do Meio Ambiente (MMA, 2007).

Dentre os biomas brasileiros, 0 Pampa tem recebido pouca, ou nenhuma, atencdo,
comparado com os demais, como a Amazdnia ou a Mata Atlantica, e, até o0 momento, essa
condicdo de ameaga ndo tem sido suficientemente reconhecida. As consequéncias da
degradacdo do bioma Pampa foram estimadas em: fragmentacdo da paisagem, perda da
biodiversidade, invasdo bioldgica, erosdo do solo, polui¢do da 4gua, degradacdo da terra e uso
abusivo de produtos quimicos (BILENCA e MINARRO, 2004).

O Mapeamento da Vegetacdo Nativa do Bioma Pampa (MMA, 2007), verificou que
existem 105 areas importantes para conservacdo dos Pampas. O estudo observou 23,03% de
remanescentes de campos, 5,38% de florestas e 12,91% de areas de transicdo, em total de

73.649.746 Km2 — o equivalente a 41,32% do seu territério. Quase metade do bioma, hoje, foi
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modificado, tornando-se &reas rurais antropicas, como plantacdes e construcdes, menos de 1%
é ocupado por cidades (MMA, 2007).

A expansdo da agricultura é outra preocupacdo para este ecossistema, uma vez que 0s
cultivos anuais aumentaram em torno de 5 milhdes de hectares de 1985 para 1995/1996. A
soja, em particular, disseminou em 250 mil hectares (em &reas primarias de campo nativo)
somente em 2002. Em 2005, a industria de celulose anunciou investimentos, esperando
alcancar 1 milhdo de hectares de Eucaliptus spp e Acacia spp nos anos subsequentes. Um
censo aponta que os campos sulinos estdo decrescendo em taxas de 3,6; 7,7 e 11,9%,
respectivamente, na Argentina, Uruguai e Brasil (BILENCA e MINARRO, 2004).

Dados recentes do desmatamento do bioma Pampa, divulgados pelo Ministério do
Meio Ambiente, em 2010, mostraram que, entre 2002 e 2008, 2.183 Km? de cobertura nativa
foram derrubados. Entre 2008 e 2009, o bioma perdeu 331 Km2 de area com a supresséo de
vegetacdo nativa, equivalente a um percentual de 0,18% do total original ocupado. Contudo,
se comparado ao periodo de 2002 a 2008, com um percentual de 1,2%, houve um grande
decréscimo (IBAMA, 2012). A progressiva introducdo e expansdo das monoculturas e das
pastagens com especies exoticas tém levado a uma rapida degradacdo e descaracterizacdo das
paisagens naturais do Pampa. Estimativas de perda de habitat ddo conta de que, em 2002,
restavam 41,32%, em 2008, apenas 36,03% da vegetacdo nativa do bioma Pampa (MMA,
2010).

O manejo de espécies nativas ainda apresenta muitas oportunidades de pesquisa e de
novas buscas por informac@es. A preocupacdo com as espécies nativas é de grande relevancia,
considerando que ocorreu no sul do Brasil, uma significativa reducdo dessa cobertura florestal
original e, paralelamente, uma degradacdo das formacOes florestais remanescentes, 0 que
acaba comprometendo a biodiversidade do bioma (ROESCH et al., 2009).

Essa perda na biodiversidade do bioma ocasiona, segundo Young e Brown (1999), a
perda de diversidade genética dentro de espécies, que pode estar relacionada a um efeito
“gargalo”, que, quando muito severo, pode levar as populagdes de remanescentes florestais de
tamanho efetivo pequeno a acdo da deriva genética (processo estocéstico, que atua sobre as
populacdes, modificando as frequéncias alélicas e a predominancia de certas caracteristicas na
populacéo), caso essas populagdes permanecam isoladas por certo numero de geracfes. Esse
isolamento também pode levar as populagfes a um aumento significativo da endogamia
(STEFENON e COSTA, 2012).

Assim como outras espécies nativas florestais brasileiras, Luehea divaricata tiveram

suas populagdes naturais assoladas pela acdo antrdpica e, apesar de ndo estar na “Lista Oficial
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das Espécies da Flora Brasileira Ameacadas de Extingdo” do Ministério do Meio Ambiente, a
conservacao genética desta espécie € de grande importancia, garantindo, assim, a preservacao
de seus genes, que serdo a base para o melhoramento genético (RUAS et al, 2009). A escassez
de estudos genéticos envolvendo espécies vegetais do bioma Pampa, especialmente arbéreas,
leva & necessidade da elaboracdo de um quadro de informagGes com o maior nimero de
espécies possivel, e que possa orientar a selecdo de espécies e populagBes a serem utilizadas
em projetos de reflorestamento de areas degradadas.

Além disso, esta espécie pode estar ameacada localmente devido a reducdo do tamanho
efetivo populacional, a retirada descontrolada da espécie para a confec¢do de moveis, e ao
isolamento das populacGes em funcdo da acdo antrépica. A extingdo de uma espécie ou a
perda de individuos dentro de uma populacdo com alelos Unicos significa um prejuizo para
sempre de combinacBGes génicas Unicas e insubstituiveis, o que justifica a conservacdo
genética (KAGEYAMA et al, 1998).

Para tal, é indispensavel ndo s6 o conhecimento da diversidade de espécies, mas,
também, conhecer a variabilidade genética dentro e entre populacbes presentes no bioma
Pampa. Entretanto, poucas pesquisas foram realizadas sobre a diversidade genética em regifes
neotropicais, sendo este 0 maior desafio colocado aos pesquisadores que visam a conservagao
de recursos genéticos. Até o momento, a estrutura genética de espécies arboOreas dos
neotrdpicos é praticamente desconhecida (CHASE et. al., 1995).

Devido a intensa degradacdo do bioma Pampa, provocada, principalmente, pelo
estabelecimento de campos de cultivo e agropecuéria que se estendem por grandes areas, onde
antigamente, florestas prevaleciam, faz-se necessario a elaboracdo e execucdo de projetos de
recuperacdo e manejo dos fragmentos florestais que ainda persistem. Pois, 0 processo de
degradacdo contribui para o declinio da riqueza e o crescente risco de extincdo de espécies
vegetais (HARRIS, 1980).

Tal perda de espécies ndo se da facilmente por um efeito de redu¢do do nimero de
individuos, mas também pela perda das condi¢cdes do habitat onde elas se encontram. Sendo
que, algumas espécies ndo persistem em fragmentos devido as alteracGes das condicBes
microclimaticas em relacdo a floresta continua, resultantes do efeito de borda (LOVEJOY,
1983).

Além de estudos a respeito da ecologia, biologia das espécies, caracteristicas
ambientais de cada area, esses projetos s6 poderdo ser adequados e eficientes se embasados
em informagdes cientificas obtidas a partir de estudos das caracteristicas genéticas. Uma vez

que estes estudos propiciam informacdes sobre padrbes das populacdes, como o fluxo génico,
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a distribuicdo da diversidade genética entre e dentro das populagdes, as taxas de cruzamento,
etc.

A conservacao genética de espécies arbdreas nativas € um dos topicos mais relevantes
da atualidade, uma vez que as elevadas taxas de destruicdo das comunidades naturais e
massiva extin¢do de espécies arbdreas sdo iminentes. E, também, contribuindo para a sua néo
extingdo, pois é uma espécie que tem uma ampla distribui¢do no Rio Grande do Sul, pioneira,
de rapido crescimento, e por este motivo, pode ser usada em programas de recuperacao de
areas degradadas do Estado.

Este trabalho propGe-se a efetuar caracterizacdo da diversidade e estrutura genética da
espécie arborea Luehea divaricata, utilizando-se marcadores microssatélites no estudo de
cinco sistemas populacionais da espécie na regido da Fronteira Oeste do Rio Grande do Sul. E
objetiva gerar informac6es Uteis na determinacdo de areas prioritarias para a conservacao dos

recursos genéticos florestais da regido.

1.1 Objetivos

Geral:

- Gerar informac0es relacionadas a genética populacional da espécie arbdrea Luehea
divaricata na regido da Fronteira Oeste do Rio Grande do Sul, que possibilitem o
desenvolvimento de estratégias e iniciativas de conservacgdo, recuperacdo e manejo sustentavel

da regido.

Especificos:

- Caracterizar a diversidade e estrutura genética de Luehea divaricata no bioma
Pampa, baseado em marcadores microssatélites.

- Avaliar o fluxo génico entre as populagdes de Luehea divaricata, na regido da
Fronteira Oeste do Rio Grande do Sul.

- Avaliar a importancia das populacdes estudadas para a conservagdo dos recursos

geneéticos da espécie.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A historia dos Campos Sulinos

A vegetacdo do Rio Grande do Sul apresenta-se como um mosaico resultante das
diferencas de relevo, geologia, solo e hidrografia. Esta vegetacdo, composta basicamente de
campos e florestas, encontra-se em constante competicdo no espacgo regional e é condicionada
sob forte influéncia ambiental, principalmente as condicBes climaticas, que sofreram
transformacdes ao longo do tempo (BAUERMANN et al., 2007).

Rambo (1956; 1961) e Klein (1975) sugeriram por evidéncias fitogeograficas que os
campos foram as primeiras plantas herbéceas a se estabelecerem na regido sul do Brasil e, que
a presenca atual de ampla diversidade de tdxons florestais seria decorrente de um segundo
periodo, em que houve alteracdes no clima para condi¢cdes mais Umidas.

Outros trabalhos foram realizados na regido dos campos da Campanha, perto da cidade
de Séo Francisco de Assis, oeste do Rio Grande do Sul (BEHLING et al. 2005). A regido
esteve naturalmente coberta por campos durante todo o periodo Glacial e Holoceno, sob
condicdes frias e relativamente secas e condi¢es quentes e secas, respectivamente.

Uma mudanca no clima para condi¢6es mais umidas foi sugerida ter ocorrido a partir
da expansdo inicial das matas de galeria, apds 5170 anos AP (Antes do Presente - O
“presente” ¢, na verdade, o ano de 1950, que é a referéncia usada nas datacdes por
radiocarbono). O auge da expansdo dessas matas, apds 1550 anos AP, reflete o periodo mais
umido registrado, mas a regido conservou-se predominantemente campestre. Nesse mesmo
trabalho, de Behling et al. (2005), foi apresentada uma sintese dos resultados obtidos para as
areas de campo do sul do Brasil com os periodos geoldgicos, os quais podem ser visualizados

no Quadro 1.
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Quadro 1- Periodos geoldgicos obtidos para as areas de campo do sul do Brasil.

] Epoca Geoldgica Vegetacao Clima
Ultimo Marcadamente seco e 5-7°C
Méaximo ~ 18 ka* AP* Predominio de campo .
. abaixo da temperatura atual
Glacial
Plgll_ztr%(i:gno 14-10 ka AP Predominio de campo Permanece muito seco e frio
Holoceno 10-7.5 ka AP Predominio de campo Clima seco e frio com periodos
Inferior secos de ~3 meses ao ano

Prevalecem as condigdes

Holgcgno 7,5-4 ka AP Campo (~:ont|nua sgndo a climéticas do Holoceno
Médio vegetacdo predominante .
Inferior
A partir de 3 ka AP:
Inicio da expansdo da
Floresta com Araucaria
de refagios florestais ao Aumento na quantidade e
longo de rios sobre o frequéncia das precipitacdes
campo em areas mais
elevadas
Holoceno 4 ka AP-
Superior presente
Somente ap6s 1 a 1,5 ka
AP: Inicio da franca Condicoes climaticas atuais
expanséo da Floresta Umidas, sem ou com um curto
com Araucaria periodo seco

substituindo o campo
também em areas mais
elevadas

*ka — mil anos. *AP — antes do presente.
Fonte: Behling et al, 2005.

A presenca humana no Pampa, provavelmente, teve inicio no Pleistoceno, a cerca de
13 mil AP (BELLANCA e SUERTEGARAY, 2003). No periodo compreendido entre cerca
de 18 mil e 12 mil anos AP imperava um clima mais seco e frio, e nivel do mar abaixo do
encontrado atualmente (CARVALHO, 2003).

O bioma Pampa sofreu varios ciclos de transformacdes ambientais ao longo do tempo,
segundo Cruz et al. (2012), sendo o primeiro ciclo constituido pela chegada dos seres
humanos por volta de 13 mil anos AP. Esses autores sustentaram a hipétese de que a chegada
de seres humanos induziu, nesta época, a extincdo da megafauna e a manutencdo das
paisagens abertas, no entanto com um novo padrdo de vegetacdo, equilibrio e perturbacdes,
em uma escala temporal de milhares de anos. O segundo ciclo, caracterizado pela chegada dos
europeus, em um cenario dominado por campos altos de hemicriptéficas adaptadas ao fogo,

iniciou um novo periodo de modificacbes com a introducdo de bovinos. Missfes Jesuiticas
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foram fundadas a partir de 1605, estancieiros Lagunenses chegaram a partir de 1719
(ASSUNCAO, 2007).

Deste modo, cerca de 7 mil anos ap6s a extingdo da megafauna, 0s novos
colonizadores trouxeram novos grandes herbivoros para o bioma Pampa, principalmente
bovinos e equinos, em uma escala temporal que decorreu centenas de anos. O terceiro ciclo
envolveu um processo de perda e fragmentacdo dos campos naturais do bioma Pampa e sua
substituicdo por uma matriz de agroecossistemas, em uma escala temporal de dezenas de anos.
O quarto ciclo seria constituido por uma mudanca climatica induzida pelo ser humano, ou
seja, uma “savanizagdo” do clima e o aparecimento dos campos como sdo hoje conhecidos, o

que levou uma escala temporal de dezenas de anos.

2.2 Luehea divaricata Mart. & Zucc. (Malvaceae)

Pertencente a familia Malvaceae (APG I, 2009) e conhecida popularmente como
Acoita-cavalo, Caiboti, Acoita-cavalo miudo, Ibatingui, Pau-de-canga (LORENZI, 2002),
Luehea divaricata é uma espécie florestal com diversas finalidades, como, por exemplo, 0 uso
para estrutura de moveis ou confeccdo de moveis vergados, fato este que contribuiu bastante
para a reducdo de suas populagdes naturais.

A espécie pode atingir 15-30 m de altura e 50-100 cm de didmetro a altura do peito
(DAP), suas folhas sdo simples, alternas, disticas, com estipulas, irregularmente serreadas,
com trés nervuras tipicas, quase glabras na face superior e densamente pubescentes e de cor
esbranquicada na face inferior, com 4,5 e 15 cm de comprimento. A ramificacdo é irregular e
a copa é larga. Apresenta tronco tortuoso, nodoso, com reentrancias, sendo a base alargada
com sapopemas (LORENZI, 2002; CARVALHO, 1994). As flores hermafroditas sdo roseas
dispostas em inflorescéncias terminais e axilares, em cimeiras dicotdmicas, em torno de 2,5
cm de comprimento e os frutos sdo capsulas conicas, secas, oblongas, pentaloculares, de
coloracgéo castanha com densa pilosidade, deiscentes, medindo de 2 a 3 cm de comprimento. O
florescimento ocorre de dezembro a julho e a maturacéo dos frutos, durante 0os meses de maio
a agosto. Cada fruto possui de 5 a 15 sementes (RICHTER e DALLWITZ, 2012) (Figura 2).
Espécie hermafrodita, polinizada por insetos, principalmente abelhas e esporadicamente beija-
flores, alogama, e dispersdo anemocorica de suas sementes (CARVALHO, 2008).
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FIGURA 1 - A. Folhas da espécie Luehea divaricata B. Copa da espécie Luehea divaricata
C. Tronco da espécie Luehea divaricata. D. Flor da espécie Luehea divaricata. E. Fruto da
especie Luehea divaricata. F. Individuo adulto da espécie Luehea divaricata.
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Fonte: A., B, C., E., F. - Jordana Caroline Nagel. Universidade Federal do Pampa (2013). D. Herbario Florestal
de Santa Maria.
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A madeira é moderadamente pesada, apresentando peso especifico béasico de 0,6-0,7 g
cms3, anéis de crescimento bem distintos, cerne de coloragdo marrom e avermelhado
(RICHTER e DALLWITZ, 2012), resistente e extremamente flexivel, sendo muito empregada
para estruturas de moveis, confeccdo de moveis vergados (curvados), pecas torneadas, entre
outros (LORENZI, 2002). A madeira de Acoita-cavalo serve para produzir celulose e papel,
enquanto a casca fornece fibras, resina, mucilagens e tanino (BACKES e IRGANG, 2002).

Outra utilidade relevante da espécie € o uso das folhas como fitoterapico, no combate a
disenteria, leucorréia, reumatismo, blenorragia e tumores; a infusdo das flores, contra
bronquite; e a raiz, depurativa (TANAKA et al., 2005). E uma planta pioneira de rapido
crescimento, decidua, helidfita, caracteristica das florestas aluviais (LORENZI, 2002). Em
condicdes de regeneracdo natural, observa-se uma grande quantidade de individuos,
mostrando que € uma espécie recomendavel para a regeneracdo natural de areas degradadas,
além da possibilidade de plantios consorciados com outras espécies em areas degradadas
(ANTON et al., 2005).

Estudos realizados por Reitz et al. (1988) identificaram a presenca de Luehea
divaricata em varias partes do Rio Grande do Sul, cuja localizacdo pode ser visualizada na

Figura 2.

FIGURA 2 — Mapa da distribuicdo natural de Luehea divaricata no Rio Grande do Sul.
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Fonte: Reitz et al., 1988.
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Ratificando essa observacdo, conforme dados do Inventario Florestal Continuo do Rio
Grande do Sul (SEMA/UFSM, 2002), Luehea divaricata € uma das espécies nativas mais
importantes do ponto de vista fitossocioldgico. Ocorre na floresta ombrofila mista, na floresta
estacional decidual, na floresta estacional semidecidual, na savana, na savana estépica e nas
areas de tensdo ecologicas, em praticamente todas as bacias hidrogréficas do Rio Grande do
Sul.

Luehea divaricata teve uma presenca marcante ao longo da histéria e do
desenvolvimento da industria madeireira no sul do Brasil. Contudo, sua abusiva exploracéo
levou a uma enorme reducdo dos exemplares desta espécie, sendo que, atualmente, é raro
encontrar espécimes com boas caracteristicas fenotipicas, adequadas ao uso comercial
(RUAS, 2009).

2.3 Diversidade e estrutura genética

A base para a evolucdo das espécies concentra-se na variacdo genética presente em
cada populacdo de uma determinada espécie (FOSTER e RAHS, 1985). A protecdo da
diversidade genética dentro das espécies em geral € uma prioridade inerente a projetos de
conservacdo (BARRET e KOHN, 1991), cuja finalidade, em longo prazo, € manter a
variabilidade e a diversidade das espécies, sendo que, as caracteristicas genéticas podem
influenciar processos fisiologicos e demograficos das populacées.

A variabilidade genética pode ocorrer em niveis diferentes: 1) de espécies dentro de
ecossistemas; 2) de populacBes dentro de espécies; e 3) de individuos dentro de populacdes de
espécies. Sendo a caracterizacdo destes niveis condicdo basica para a idealizacdo de
estratégias de conservacdo genética (KAGEYAMA, 1987). Basicamente, existem duas
estratégias de conservacdo denominadas in situ e ex situ, as quais ndo sdo excludentes,
devendo ser consideradas como complementares (KAGEYAMA, et al., 2001).

Na conservagao in situ as espécies sdo deixadas em seus habitats naturais e tem como
objetivo conservar o0 maximo possivel do nimero de alelos e/ou a diversidade de gendétipos
para que a evolucgdo ocorra de forma continua. Isso € importante na geracdo de novos genes e
genotipos, particularmente, em resposta as mudangas ambientais e para conferir resisténcia a
novos tipos de patdgenos desenvolvidos, bem como, para que a selecdo ocorra de maneira
continua, incluindo também a coevolucéo entre as plantas, os animais e 0s microrganismos. O
beneficio dessa pratica estd na conservacdo da biodiversidade, num ecossistema inteiro, do

que apenas por amostras de germoplasmas de uma espécie. Sua desvantagem esta no fato de o
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germoplasma ndo poder ser utilizado eficientemente, por ndo se encontrar disponivel para que
seja explorado rapidamente (HAYAWARD e HAMILTON, 1997).

A conservacdo ex situ refere-se a manutencdo de genes ou complexos de genes em
condicdes artificiais, fora do seu habitat natural. Este tipo de conservacdo pode ser feito por
meio de cole¢Bes permanentes de pdlen, sementes, culturas de tecidos, ou cole¢des de plantas
mantidas em campo, entre outros (PAIVA e VALOIS, 2001). O objetivo da conservagdo ex
situ € manter amostras representativas das populacGes, ou seja, com muitos alelos e
combinacg6es génicas suficientes para que, depois de caracterizadas, avaliadas e multiplicadas,
possam ser utilizadas no melhoramento genético (LLEIRAS, 1992).

A manutencdo de populacdes ex situ tem-se revelado uma importante forma de
intervencdo na conservacao da diversidade bioldgica, dado o crescente nimero de espécies
ameacadas de extincdo. Os programas tém contribuido para a manutencdo da variabilidade
genética das populacdes, garantindo assim, a permanéncia de espécies, que de outra forma,
estariam indisponiveis para geragdes futuras. As popula¢des, também, podem servir como
estoque de individuos para possiveis reintroducfes, ou aumento do tamanho de populacdes
selvagens (YOUNG e BOYLE, 2000).

Um dos interesses da conservacdo in situ € manter a diversidade genética dentro de
populacdes em florestas naturais ou semi-naturais, possuindo a grande vantagem de permitir
processos genéticos, tal como, o fluxo génico dentro das espécies de interesse (YOUNG e
BOYLE, 2000).

O conhecimento da estrutura genética de populacBes é entendido como a etapa
fundamental para a realizacdo de programas conservacionistas. Os dados gerados por
pesquisas em genética de populacbes podem ser utilizados para definir unidades de
conservacao e manejo de recursos genéticos, indicando areas e populac@es de maior ou menor
importancia, para a preservacdo de tdxons em questdo, e, permitindo, o desenvolvimento de
estratégias efetivas de conservagdo (CAVALLARI, 2004).

A estrutura genética de uma espécie pode ser definida como a distribuicdo da
variabilidade genética entre e dentro de populacBes, como resultado da combinagdo entre
mutacdo, migracdo, selecdo e deriva genética. Além disso, muitas espécies arbdreas possuem
mecanismos efetivos para a dispersdo de alelos, tanto via polen, como de sementes, sendo
capazes de manter altos niveis de variabilidade genética dentro de suas populagdes
(HAMRICK et al., 1979; HAMRICK, 1983; LOVELESS e HAMRICK, 1987). O fluxo

génico entre as populacgdes tem o efeito de homogeneizar a composicao genética, de modo que



24

se ele for o unico fator operante, todas as populacdes irdo convergir para uma mesma
frequéncia alélica (FUTUYMA, 1992).

Hamrick (1983), estudando varias populagdes naturais de espécies arboreas tropicais,
verificou que a variabilidade genética entre e dentro de populacGes pode ser afetada
diretamente pelo sistema reprodutivo, sindrome de dispersdo de poélen e mecanismo de
dispersdo de sementes, além do tamanho efetivo de cada populacdo. Estes fatores estdo
relacionados também com a distribuicdo geografica da espécie e com o tipo de comunidade ou

ambiente em que ocorrem naturalmente.

2.4 Fragmentacdo de florestas e seus efeitos na estrutura e diversidade genética de

populacdes naturais de espécies arboreas

A constante fragmentacdo e ocupacdo de areas naturais para a expansdo urbana,
industrial, e agropecuéria resultam em preocupa¢cdes com 0 uso dos recursos naturais
(BARBOSA e MANTOVANI, 2000). Umas das decorréncias da fragmentacdo de habitas sdo
a reducdo e a subdivisdo de populacBes, 0 que pode ocasionar alteragfes em processos
genéticos e ecoldgicos. Neste sentido, sdo observadas mudancas na riqueza e composi¢do de
espécies (MURCIA, 1995), no comportamento de polinizadores e dispersores, no sistema
reprodutivo e fluxo génico de espécies vegetais (GONCALVES, 2006).

Nos fragmentos florestais pequenos, ocorre uma transicdo abrupta entre os habitats,
dentro do fragmento, e nas regides adjacentes, promovendo intensas alteracdes bioticas e
abidticas nestes locais (MURCIA, 1995). A fragmentacdo de areas continuas pode levar as
populacdes remanescentes a graves consequéncias, como, por exemplo, mudangas na estrutura
genética (HAMRICK et al., 1992; LOVELESS et al., 1984; NASON et al. 1997), uma vez que
a maioria das espécies arboreas tropicais ocorre em baixa densidade e é dependente de
animais para realizar a polinizacdo, além de apresentar altas taxas de fecundacdo cruzada
(BAWA, 1974; HAMRICK et al., 1990).

Algumas espécies sdo extintas dentro dos fragmentos devido a eventos genéticos ou
demogréaficos (SHAFFER, 1981), perda de variabilidade genética (LANDE, 1988) e declinio
das taxas de reproducdo devido a perda de polinizadores (AIZEN e FEINSINGER, 1994).
Segundo Young e Boyle (2000), os efeitos geneticos mais aparentes da fragmentacdo florestal
envolvem perda de diversidade genética, aumento de cruzamentos endogdmicos e aumento da

estrutura interpopulacional.
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Portanto, a capacidade de uma espécie em responder a novas pressdes ambientais é
limitada dentro de sua diversidade intraespecifica, a diminuicdo desta variabilidade pode
levar, em casos mais severos, a extin¢do desta populacdo. Pesquisas relacionadas a estrutura
genética de formacdes florestais com o enfoque de fragmentacdo de habitats ainda séo
escassas (ALDRICH et al., 1998). No entanto, a compreensdo da estrutura e diversidade
genética das espécies existentes nos fragmentos florestais é fundamental para a escolha correta
das estratégias de manejo e conservacdo a serem implantadas nestas e em outras areas
(KAGEYAMA, 1987).

2.5 Marcadores moleculares

A revolucdo causada pelo uso dos marcadores moleculares teve inicio em 1959 por
Market e Moller, com a descoberta e a utilizacdo de marcadores isoenzimaticos, ampliando o
namero de marcadores genéticos e permitindo a aplicacdo desta técnica a praticamente todas
as espécies de plantas (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

O desenvolvimento tecnoldgico na area de marcadores moleculares é extremamente
rapido. A tecnologia do DNA recombinante e a crescente amplificacdo de segmentos de DNA
via reacdo de polimerase em cadeia - PCR (do inglés Polymerase Chain Reaction), abriram o
caminho para uma transformacdo no paradigma genético, fazendo a transigdo da “genética
Mendeliana” para a “genética genomica” (BECKMANN e SOLLER, 1988).

O desenvolvimento dos marcadores moleculares tem como base o polimorfismo
localizado em proteinas ou DNA e tém sido vastamente utilizados para acessar a variabilidade
genética que pode ocorrer em popula¢fes humanas, de animais e de plantas. O uso de
marcadores moleculares permite acessar a variabilidade genética, ndo mais ao nivel
fenotipico, mas diretamente nas modificacdes dos padrdes isoenzimaticos e de regides
aleatdrias ou ndo do DNA (WILLIAMS et al., 1990).

O polimorfismo genético identificado por marcadores moleculares pode ser usado para
construcdo de mapas genéticos, assim como para revisar a posicdo sistemética de varios
grupos de plantas e animais e para realizar estudos comparativos, fazendo deducdes sobre a
origem e evolucdo de populagdes, espécies, géneros e familias como um todo (WILLIAMS et
al., 1990).

Além disso, esses marcadores tém demonstrado grande poder de deteccdo da

variabilidade genética encontrada em populacdes de plantas e animais e sdo de grande
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utilidade em programas de conservacdo de recursos genéticos e recuperagdo de Aareas
degradadas (RAJORA e MOSSELER, 2001).

Para se adotar estratégias efetivas de manejo e conservacdo genética € necessario
conhecer a estrutura e diversidade genética das populacgdes, que envolve o conhecimento dos
niveis de variabilidade genética e como esta se distribui entre e dentro das populagcbes. Sendo,
a principal contribuicdo dos marcadores moleculares, a deteccdo dos niveis de diversidade
genética das populacdes de interesse, gerando informacfes essenciais para programas de
conservacao (KAGEYAMA 1987; DIAS et al., 1991)

2.6 Marcadores microssatélites (SSR)

Distintos experimentos no inicio dos anos 1980 confirmaram que 0s genomas
eucariotos séo intensamente povoados por diferentes categorias de sequéncias repetidas, umas
mais complexas e outras mais simples. Sequéncias poli “TG” e poli “CA” foram descritas em
conexdo com expressdo de genes por Hamada et al. (1984) e foram denominadas sequéncias
simples repetidas SSR (do inglés Simple Sequence Repeats). Logo apds, essas sequéncias
foram designadas também como “microssatélites” (LITT e LUTY, 1989; WEBER e MAY,
1989).

Os SSRs consistem de pequenas sequéncias com 1 a 4 nucleotideos de comprimento,
repetidas em tandem. Weber e May (1989), Tautz (1989) e Litt e Luty (1989),
simultaneamente, sugeriram a utilizacdo destas regides polimoérficas amplificadas via PCR
como marcadores moleculares.

Microssatélites sdo observados em diversos organismos eucariotos. Em plantas, uma
busca em bancos de dados de sequéncia de DNA publicadas revelou que os sitios de
microssatélites sdo amplamente distribuidos, com uma frequéncia de um sitio a cada 50 mil
pares de bases (FERREIRA e GRATTAPLAGLIA, 1998).

As bases genéticas desses marcadores sdo organizadas por regides contendo
sequéncias simples repetidas que sdo amplificadas individualmente através de PCR utilizando-
se um par de iniciadores especificos complementares a sequéncias unicas que flanqueiam o
microssatélite. Segmentos amplificados a partir destes sitios quase que constantemente
apresentam um polimorfismo extensivo resultante da presenca de diferentes numeros de
elementos simples repetidos. Deste modo, cada microssatélite independentemente do elemento

repetido (CA, TG, ATG, etc.) constitui um loco genético altamente variavel, multialélico, de
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vasto teor informativo. Portanto, cada segmento amplificado via PCR de tamanho diferente,
representa um alelo diferente do mesmo loco (FERREIRA e GRATTAPLAGLIA, 1998).

A visualizacdo de sequéncias de microssatélites via PCR € realizada através de
eletroforese em gel de agarose de alta resolucdo, ou em gel de poliacrilamida, sendo que a
visualizagdo das bandas no gel pode ser feita por coloracdo com brometo de etideo, nitrato de
prata, através de autoradiografia ao se utilizar iniciadores marcados com radiois6topos na
reacdo de PCR, ou por meio da analise em sequenciadores automaticos de DNA, utilizando-se
iniciadores com marcacao fluorescente.

Tendo em vista a expressédo codominante e o multialelismo, os marcadores SSR s&o 0s
que possuem o maior conteddo de informacdo sobre polimorfismo, na terminologia de
marcadores moleculares. Devido a isso, toda e qualquer populacdo segregante pode ser
utilizada como populacéo referéncia para estudos de ligacdo, e mapeamento genético (JONES
etal., 1997).

Assim, a escolha da populacdo para mapeamento ndo mais precisa ser feita com base
na maximizacdo da distancia genética, e sim, visando a popula¢do mais informativa do ponto
de vista das caracteristicas bioldgicas, ou econdmicas de interesse. Os SSR sdo muito mais
frequentes e distribuidos ao acaso, permitindo a mais completa cobertura de qualquer genoma
eucarioto (LIU et al, 2001).

Estas e outras caracteristicas fazem com que marcadores SSR sejam ideais para
mapeamento genético e fisico de genomas, para a identificacdo e discriminacao de gendtipos e
estudos de genética de populacdes (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

A maior limitacdo da tecnologia microssatélites é a grande quantidade de trabalho
necessario para o desenvolvimento prévio dos marcadores e a adequagdo dos protocolos de
amplificacdo de cada locus desenvolvido, sendo, muitas vezes, necessaria a determinacdo de

um protocolo especifico de PCR para cada locus a ser utilizado (JONES et.al, 1997).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Descricdo da area de estudo e dos povoamentos amostrais

Este estudo foi realizado em populacdes amostrais de Luehea divaricata localizadas na
regido da Fronteira Oeste do Rio Grande do Sul (Figura 3). Todas as areas amostradas fazem
parte do bioma Pampa, o qual ocupa uma &rea de 177.767 km2 (MMA, 2012). O bioma agrega
grande parte do territorio do Rio Grande do Sul (62,2% do total), parte da Argentina e todo o
territério do Uruguai (BOLDRINI et al., 2010).

FIGURA 3 - Mapa do Rio Grande do Sul com as delimitacdes da regido da Fronteira
Oeste e do bioma Pampa.
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Foram coletadas amostras de 128 individuos adultos de Luehea divaricata em cinco
populacOes amostrais localizadas na regido da Fronteira Oeste do Rio Grande do Sul (Figura
4), durante os meses de agosto, setembro e outubro de 2011. Para tal amostragem foram
percorridos os povoamentos de modo a coletar material (folhas) de individuos adultos por
todo o povoamento. O nimero de individuos amostrados em cada populacdo e respectivas

coordenadas geograficas estdo listados na Tabela 1.

FIGURA 4 — Localizagdo das cinco populagdes de Luehea divaricata amostradas na regido da
Fronteira Oeste do Rio Grande do Sul.
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Fonte: Google Earth.

TABELA 1 — Numero de individuos e localizagdo das cinco populacfes de Luehea divaricata
na regido da Fronteira Oeste do Rio Grande do Sul.

Populacéo Numero de individuos Latitude Longitude
Camboazinho 18 54°03'08.9" 30°20'24.8"
Arroio Canas 31 54°12'35.9" 30°22'00.2"
Fazenda Inhatinhum 21 54°34'44.0" 30°14'48.8"
Rio Cacequi 27 54°19'10.1" 30°20'23.4"
BR 290 31 54°33'35.7" 30°15'23.4"
Total 128

As denominacdes das populacGes amostrais, apresentadas na Tabela 1, fazem
referéncia ao local de coleta. A populacdo Camboazinho foi coletada junto ao Rio

Camboazinho, ou seja, na mata ciliar deste, aonde se iniciaram as coletas, proximo a BR 290,
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e, a partir desta, no sentido rio abaixo, percorrendo-se, aproximadamente 3 km, foram
encontrados 18 individuos, jA que o Gltimo trecho percorrido para coleta ndo apresentou
exemplares de Luehea divaricata.

A populacdo Arroio Canas, também foi de mata ciliar, amostrada a partir da BR 290
no sentido arroio acima, tendo sido encontrados, no trecho percorrido, 31 exemplares.

Na populagdo amostral da Fazenda Inhatinhum foi coletada o total de 21 exemplares,
na unidade produtiva de mesmo nome, em um remanescente florestal bem conservado, haja
vista 0 grande numero de espécies nativas observadas e as condicdes de regeneracdo natural
propiciadas, uma vez que se encontra cercado, impedindo o acesso do gado.

A populacdo Rio Cacequi, amostrada na mata ciliar deste recurso hidrico, fica junto a
BR 158, sendo que a coleta de material ocorreu a partir da BR no sentido rio acima,
percorrendo-se uma distancia aproximada de 2 km para obter os 27 individuos amostrados.
Nesta populacdo, apesar de a area ser de preservacdo permanente, passam trilhos da viagao
férrea, que por ocasido de sua construgdo, destruiram parte da mata ciliar, devido aos cortes e
aterros realizados para a passagem dos trilhos. Atualmente, exceto a beira dos trilhos, a mata
nativa encontra-se bem conservada.

A populagéo amostral denominada BR 290, foi coletada em um povoamento quase que
homogéneo de Luehea divaricata junto a rodovia de mesmo nome. Os 31 individuos coletados
encontram-se em um trecho de menos de 0,5 km de extenséo as margens da BR 290.

3.2 Analise de marcadores microssatélites

3.2.1 Extragéo das amostras de DNA e sequéncias de iniciadores utilizados

Folhas de cada individuo foram coletadas e armazenadas em silica gel até a extracéo
de DNA. Dentro de tubos tipo eppendorf (QIAGEN), de 2 mL, foram colocados 60 mg de
material foliar de cada individuo, e duas beads de tungsténio de 5 mm (QIAGEN) entre o
material foliar. Apos, esses tubos foram imersos em nitrogénio liquido por 5 minutos.
Posteriormente, os tubos foram colocados no equipamento TissueLyser 1I® (QIAGEN) para
que as amostras foliares fossem maceradas, durante 2 minutos a 3000 RPM. Deste material
macerado foi extraido o DNA utilizando-se o kit Invisorb® Spin Plant Mini Kit (Invitek,
Berlin, Alemanha), de acordo com instrucbes do fabricante. O DNA foi diluido em uma
concentracdo de 10 pl de DNA extraido, para 90 pl de agua Milli-Q autoclavada. N&o foram

realizadas quantificacOes das solugdes de DNA obtidas.
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O polimorfismo de cinco locus microssatélites (Tabela 2), caracterizados por Ruas et
al. (2009), foram avaliados dentro e entre as populacGes amostradas de Luehea divaricata.

TABELA 2 - Identificacdo, sequéncia e temperatura de anelamento dos iniciadores utilizados
nas analises de polimorfismo dentro e entre as populacdes de Luehea divaricata na regido da
Fronteira Oeste do Rio Grande do Sul, tamanho e nimero de alelos revelados a partir do seu

emprego.
A . v o Temperatura de Tamanho dos

Loco Sequéncia do primer 5" - 3 Anelamento Alelos K

Ldiv48A F: GCCCTTCAGAATGCAAACTC 59,6 205-230 4
R: AAAATTAAACACAGGCCACCA

Ldive5 F: TTCCTCGCGGATAAATTGAC 60,0 240-260 5
R: CGCGGACACAACTCATATCTT

Ldiv3l F: ACCTCACATGGATGCCAGTA 59,6 230-255 8
R: GAGGTTTCACACGTGGCTTT

Ldivd0 F: GCTTCTTGCCAAAAATGGTC 59,9 250-260 2
R: ATGTTTAATGCCGCGTTTTC

Ldivi8 F: GACGCATGATGGAAGGAAAT 60,0 150-175 4

R: TGATGGTCTGAGCAGTCAGG

*K = ndmero de alelos.
Fonte: Ruas et al., 2009.

3.2.2 Reac0es de PCR e coloragéo do gel de poliacrilamida

Cada reacdo de amplificacdo foi realizada em um volume total de 25 pl de solucéo
contendo 2 pl de DNA j& diluido, em uma concentracdo de 10 pl de DNA extraido para 90 pl
de a4gua Milli-Q autoclavada, tampéo de enzima livre de magnésio 1X, 2,5 mM de cloreto de
magnésio, 0,2 mM de dNTPs, 10 pMol de iniciadores reverso e direto, e 1U de Tag DNA
polimerase (Invitrogen). Os ciclos para a PCR apresentaram as seguintes condicOes:
desnaturacdo inicial de 94°C por 4 minutos, seguida por 16 ciclos a 94°C por 30 segundos,
65°C por 30 segundos com decréscimo de 1°C por ciclo de anelamento até 50°C, e 72°C por
30 segundos, seguidos por 20 ciclos adicionais de 94°C por 30 segundos, 50°C por 30
segundos, 72°C por 30 segundos e uma extensdo final de 7 minutos a 72°C (RUAS et al.,
2009).

Para a conducéo da eletroforese vertical em gel de poliacrilamida foram preparadas
placas de 40 cm, sendo que em uma das placas foi usado a solugdo bind mix (995 ul de etanol
absoluto + 5 pl de Acido Acético + 6 pl de Bind), para a fixacio do gel na placa, e a outra
com solucdo repel, para repelir o gel na outra placa. Para a corrida de eletroforese foi utilizado
TBE 1X na cuba. Para a placa de 40 cm, foi preparado um total de 80 ml de gel de

poliacrilamida a 10%, empregando-se: 47,68 mL de agua destilada, 20 mL de acrilamida,
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12,32 mL de TBE 10X, 550 pl de APS (Persulfato de am6nio — em que foi diluido 1g para 10
mL em A&gua destilada), e 55 pl de TEMED (Tetrametiletilenodiamina), deixando-se
polimerizar por 1 hora.

Ap0s a separacdo dos alelos via eletroforese, as placas foram coradas com nitrato de
prata para a visualizacdo dos alelos de cada amostra, efetuando-se os seguintes procedimentos:
a placa que continha o gel aderido foi mergulhada em uma solucdo de fixagdo, contendo
etanol absoluto em uma diluicdo com concentracdo 10% e &cido acético com concentracdo de
1% para um litro de agua destilada (em temperatura ambiente), com agitacdo durante 10
minutos. Apos, a placa foi retirada dessa solucdo e colocada em uma solugdo de impregnacao
com nitrato de prata, de 2 gL™ (temperatura ambiente), sendo o recipiente coberto com um
pano preto e agitado por 20 minutos. Em seguida, a placa foi colocada em uma solucéo de
revelacdo que continha 30 g de hidroxido de sodio (NaOH), 997,62 mL de &gua destilada e 2,5
mL de formaldeido a 37% (temperatura ambiente), efetuando-se agitacdo em torno de 15

minutos até a revelacdo das bandas no gel.
3.2.3 Analise das bandas

O software TotalLab TL120 (versdo 2009, Sweden) foi usado para andlise das bandas
no gel de poliacrilamida. Primeiramente, fez-se a selecdo manual das linhas/colunas,
definindo-se o local de cada poco em que foi pipetado a amostra, apos fez-se a deteccdo das
bandas manualmente e, em seguida, a calibracdo do marcador de peso molecular 50 pb.
Posteriormente, os valores dos pares de bases foram fornecidos, por coluna, sendo que, a
partir de entdo, o programa calcula uma série de algoritmos para se verificar os picos de cada
banda/coluna no gel, assim como os limites das bandas, sendo que esses limites podem ser
ajustados manualmente, também. Ao lado da imagem do gel, o programa fornece um grafico
com a posic¢do da intensidade (em pixels) da banda. Em seguida, foi selecionada cada coluna,
sendo que o programa disponibiliza uma tabela informando os valores dos pares de bases

abaixo da imagem (Figura 5).



FIGURA 5 — Anadlise do gel pelo software TotalLab TL120.
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MainUser

O programa TotalLab TL120 1D gel analysis detectou as bandas, suas intensidades

(em pixel), assim como o peso molecular das bandas que foram detectadas nas anélises. O

que, possibilitou uma igualdade nas anélises de todos os géis, quanto a interpretacdo dos

resultados obtidos ap6s as corridas eletroforéticas.

3.2.4 Andlises estatisticas

As analises dos dados moleculares foram realizadas através do programa GenAlEx 6.4
(PEAKALL e SMOUSE, 2006). A distancia entre pares de populacGes foi medida pela
distdncia genética de Nei (1978). A partir dos resultados da distancia genética de Nei (1978),
fez-se a analise de coordenadas principais (PCA), mostrando as distancias entre as

Gell
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populacbes. Foram determinadas também as estimativas de F e fluxo génico (Ny,) para todas
as populages de Luehea divaricata (PEAKALL e SMOUSE, 2006) estudadas.

Foram estimados, no programa FSTAT 2.9.3 (GOUDET, 2001), para cada locus, a
heterozigosidade observada (H,) e esperada (Hc) (Nei, 1987), o indice de fixacdo ou
coeficiente de endogamia intrapopulacional (Fis), o indice de fixacdo ou coeficiente de
endogamia para o conjunto das populagdes (Fi;), o indice de fixa¢do ou divergéncia genética
entre as populacdes (Fs), o coeficiente de diferenciacdo populacional (Gs), € a riqueza alélica
(Rs) (WEIR e COCKERHAM, 1984).

A matriz de distancias foi submetida a uma analise de variancia molecular (AMOVA)
(EXCOFFIER et al., 1992), sendo que este procedimento permitiu fazer uma estimativa dos
componentes de variancia determinado as diferencas existentes entre as cinco populacgdes,
entre as regides e entre individuos dentro das regides. Esta analise foi realizada por meio do
programa ARLEQUIN 3.1 (EXCOFFIER et al., 2005), sendo que, a acuracia da anélise foi

testada através de 10000 permutacdes.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Diversidade genética
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O numero de alelos por locus variou de 2 a 11, e 0 nimero efetivo de alelos por locus

variou de 1,15 a 7,81 para as cinco populagdes estudadas (Camboazinho, Arroio Canas,

Fazenda Inhatinhum, Rio Cacequi e BR 290) (Tabela 3).

TABELA 3 — Numero de alelos (N,) por locus, e nimero efetivo de alelos (N¢) por locus para
as cinco populacdes de Luehea divaricata na regido da Fronteira Oeste do Rio Grande do Sul.

Populagdes Locus Na Ne
Camboazinho Ldiv3l 3,000 2,119
Ldiv40 3,000 2,571
Ldiv48A 5,000 3,393
Ldiv5s5 6,000 4,281
Ldiv58 5,000 3,640
Arroio Canas Ldiv31l 6,000 3,721
Ldiv40 3,000 2,633
Ldiv48A 6,000 4,390
Ldiv55 11,000 7,813
Ldiv58 9,000 4,891
Fazenda Inhatinhum Ldiv31l 6,000 4,563
Ldiv40 2,000 1,800
Ldiv48A 6,000 2,464
Ldiv55 2,000 1,633
Ldiv58 8,000 4,873
Rio Cacequi Ldiv3l 5,000 2,899
Ldiv40 2,000 1,159
Ldiv48A 2,000 1,929
Ldiv55 4,000 2,477
Ldiv58 6,000 3,623
BR 290 Ldiv31l 6,000 4,247
Ldiv40 3,000 2,209
Ldiv48A 4,000 1,839
Ldiv55 2,000 1,661
Ldiv58 7,000 5,085
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As figuras 6 e 7 ilustram géis de poliacrilamida a 10%, corados com nitrato de prata 2
gL, e marcador molecular de 50 pb, que mostraram o padrdo de alelos encontrados para as

populacdes de Luehea divaricata na regido da Fronteira Oeste do Rio Grande do Sul.

FIGURA 6 — Gel de poliacrilamida (a 10%) corado com nitrato de prata 2 gL, em individuos
de Luehea divaricata, com fragmentos de DNA amplificados com o primer Ldiv31, em
amostras da populacdo Rio Cacequi e populacdo BR 290.

Populagédo Rio Cacequi Populagdo BR 290
A A

Fonte: Jordana Caroline Nagel. Universidade Federal do Pampa (2013).

FIGURA 7 — Gel de poliacrilamida (a 10%) corado com nitrato de prata 2 gL™, em individuos
de Luehea divaricata, com fragmentos de DNA amplificados com os primers Ldiv48A e
Ldiv55, em amostras da populacdo BR 290 e populagdo Camboazinho.

Populagdo BR 290, Primer 48 Populagao Camboazinho, Primer 55
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Fonte: Jordana Caroline Nagel. Universidade Federal do Pampa (2013).
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O numero de amostras (N), o nimero de alelos (Ng), 0 nimero efetivo de alelos (Ne), a
riqueza alélica (Rs), o indice de Shannon (1), a heterozigosidade observada (H,) e esperada

(He), e o indice de fixacdo (F) para cada populacdo podem ser observados na Tabela 4.

TABELA 4 — indices de diversidade genética de cinco populagdes de Luehea divaricata na
regido da Fronteira Oeste do Rio Grande do Sul.

Populagédo N Na Ne Rs | H, He F

Camboazinho 17,00 4,40 320 4316 1,238 0,515 0,667 0,213
Arroio Canas 30,20 7,00 469 5813 1629 0572 0,758 0,282
Fazenda Inhatinhum 19,60 4,80 3,07 4809 1,167 0,423 0,600 0,295
Rio Cacequi 2480 3,80 240 3591 0948 05540 0,517 0,086
BR 290 28,60 4,40 3,01 4,138 1,135 05547 0594 0,054
Total 24,04 4,88 327 4553 1,223 0519 0,627 0,186

Inicialmente serdo discutidos os resultados observados para o total das cinco
populacdes amostrais e, posteriormente, aqueles relacionados as cinco populacdes estudadas.
Sendo que, os resultados observados para a espécie Luehea divaricata permitiram inferir que a
fragmentacdo de habitat ndo reduziu a riqueza alélica dessa espécie. A riqueza alélica é mais
sensivel a reducdo no tamanho populacional do que a heterozigosidade, devido a eliminacéo
preferencial de alelos raros que contribuem pouco para esta estimativa (NEI et al., 1975;
COURNUET e LUIKART, 1996). Depois de uma reducdo no tamanho populacional, a
diversidade génica pode levar muitas geragdes para chegar a um equilibrio. A riqueza alélica,
nesse sentido, pode refletir com maior precisdo os atuais niveis de diversidade genética dos
remanescentes florestais (VARVIO et al., 1986; COURNUET e LUIKART, 1996).

A heterozigosidade observada foi de 0,519, enquanto a esperada foi de 0,627, o que é
considerado um alto indice de diversidade genética para espécies arboreas (BERG e
HAMRICK, 1997). Observa-se com isso, que a heterozigosidade observada foi menor do que
a esperada, sugerindo que ha menos heterozigotos nas populacdes do que o esperado pelo
equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), demonstrando que ha uma fixacdo de individuos
homozigotos nas populaces.

No estudo com Caesalpinia echinata, Giudice Neto et al. (2005) encontraram valores
de heterozigosidade de 0,248, valor inferior ao observado no presente trabalho. Lacerda et. al
(2001) observaram valores de H. variando de 0,301 a 0,367 para Plathymenia reticulata,
Torezan et al. (2005) obtiveram He = 0,410 para individuos adultos de Aspidosperma
polyneuron, ndmeros inferiores que os encontrados no presente trabalho. Tais comparacGes
constituem forte evidéncia de que a espécie Luehea divaricata, nas cinco populagdes

estudadas na regido da Fronteira Oeste do Rio Grande do Sul, apresenta niveis altos de
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variabilidade genética intrapopulacional. Os altos indices de diversidade genética podem ser
resultados de suas caracteristicas ecoldgicas, uma vez que a espécie é hermafrodita, e
polinizada, principalmente, por abelhas, além disso, tem dispersdo anemocorica de suas
sementes (CARVALHO, 2008).

As populacdes estudadas apresentaram maior quantidade de homozigotos em relagéo
ao equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), o que pode ser depreendido pelo valor estimado
médio do indice de fixacdo F = 0,186.

Outra maneira para a mensuracio da diversidade genética molecular é o uso do indice
de Diversidade de Shannon (SHANNON, 1948), que pode ser empregado tanto para comparar
a diversidade entre espécies como entre populacdes da mesma espécie (CAVALLARI, 2004).
O valor médio para o Indice de Diversidade de Shannon-Wiener foi de 1,223 (Tabela 4), ndo
ocorrendo uma grande variacdo entre os valores, mostrando que as populacdes possuem uma
diversidade genética alta. Melo Junior (2010), com a espécie Cavanillesia arborea, da mesma
familia de Luehea divaricata obteve He = 0,43 e | = 0,61, os quais foram interpretados como
altos indices de diversidade genética.

Os indices de diversidade genética observados (He = 0,627 e | = 1,223) demostram
haver elevados niveis de diversidade genética dentro das populagdes estudadas de Luehea
divaricata. Observando-se as estimativas de H. é possivel perceber que os niveis de
diversidade genética sdo similares em todas as populacdes. A existéncia de alta diversidade
genética dentro das populacGes naturais de Luehea divaricata também pode ser confirmada
guando se compararam os valores do indice de Shannon, com aqueles observados para outras
espécies arboreas, como aqueles registrados por Melo Janior (2010) que estudou uma espécie
da mesma familia de Luehea divaricata (Malvaceae), e nos estudos de Branddo (2008) e
Fernandes (2008).

O elevado grau de endogamia em trés das populacbes (Camboazinho, Arroio Canas e
Fazenda Inhatinhum) de Luehea divaricata estudadas pode estar correlacionado ao sistema de
reproducdo da espécie, por ser uma espécie hermafrodita, e também pelo tipo de polinizacéo,
entomofilica. Em espécies alégamas, € esperado, em geral, alta diversidade dentro de
populacbes e baixa divergéncia entre populacGes, o contrério do esperado para espécies
autogamas (LOVELESS e HAMRICK, 1984; HAMRICK e GODT, 1996).

O numero de alelos (N,) observados para a populacdo Camboazinho foi de 4,4, para a
populagcéo Arroio Canas foi de 7 alelos, para a populacdo Fazenda Inhatinhum foi de 4,8
alelos, para a populacdo Rio Cacequi foi de 3,8 alelos e para a populacdo BR 290 foi de 4,4
alelos (Tabela 4).
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Contudo, os alelos 150 e 152 foram encontrados, apenas, na populacdo Arroio Canas,
assim como, os alelos 140 e 145 foram encontrados, exclusivamente, na populacdo Fazenda
Inhatinhum. O alelo 215 foi visualizado, apenas, na populacdo BR 290, assim como, o alelo
190 foi encontrado, somente, na populacdo Arroio Canas. O alelo 245 foi encontrado, apenas,
na populagdo Fazenda Inhatinhum. O alelo 220 foi visualizado, somente, na populagéo
Camboazinho, como o alelo 205, unicamente, na populacdo Arroio Canas. O alelo 195
ocorreu, exclusivamente, nas populacdes Camboazinho e Arroio Canas.

O alelo 270, ndo ocorreu na populacdo Camboazinho, assim como, os alelos 170, 210 e
280, ndo ocorreram na populacdo Fazenda Inhatinhum. Os alelos 155, 240 e 260, nédo
ocorreram na populacdo Rio Cacequi. O alelo 180, ndo ocorreu nas popula¢ées Camboazinho
e Rio Cacequi, assim como, o alelo 185, ndo ocorreu nas populacdes Camboazinho e BR 290.
O alelo 257, ndo ocorreu nas populacdes Fazenda Inhatinhum e Rio Cacequi. Os alelos 235,
300 e 310, ndo ocorreram na populacdo Camboazinho e Arroio Canas, porém, o alelo 230
ocorre, unicamente, nessas duas populacfes. O alelo 290, ndo ocorreu na populacdo
Camboazinho e populacdo Rio Cacequi.

Foram estimadas as frequéncias alélicas para cada locus (Figuras 8, 9, 10, 11 e 12),
sendo que, para o locus Ldiv31, a maior frequéncia alélica foi observada para o alelo 250 na
populacdo Camboazinho, e a menor frequéncia alélica, para o alelo 290, na popula¢do do Rio
Cacequi. Foram observadas, para o locus Ldiv40, maior frequéncia para o alelo 275 na
populacdo do Rio Cacequi, e menor frequéncia alélica, para o alelo 255 na mesma populacéo.
Para o locus Ldiv48A, a maior frequéncia alélica foi registrada para o alelo 235 na populacéo
da BR 290, e menor, para a mesma populacdo para os alelos 240 e 255. Em relagédo ao locus
Ldivs5, a maior frequéncia alélica foi obtida para o alelo 165 na populacdo da Fazenda
Inhatinhum, e a menor, para a populacdo Arroio Canas, para os alelos 160 e 195. Para o locus
Ldiv58, a maior frequéncia alélica foi verificada para o alelo 165, na popula¢do Camboazinho,

e a menor, na populacdo Arroio Canas, para os alelos 170, 210 e 215.
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FIGURA 8 — Frequéncia alélica para o locus Ldiv31 nas cinco populac@es de Luehea
divaricata na regido da Fronteira Oeste do Rio Grande do Sul.
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Fonte: Jordana Caroline Nagel. Universidade Federal do Pampa (2013).
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FIGURA 9 — Frequéncia alélica para o locus Ldiv40 nas cinco populac@es de Luehea
divaricata na regido da Fronteira Oeste do Rio Grande do Sul.
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Fonte: Jordana Caroline Nagel. Universidade Federal do Pampa (2013).
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FIGURA 10 - Frequéncia alélica para o locus Ldiv48A nas cinco popula¢des de Luehea
divaricata na regido da Fronteira Oeste do Rio Grande do Sul.
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FIGURA 11 - Frequéncia alélica para o locus Ldiv55 nas cinco populagdes de Luehea
divaricata na regido da Fronteira Oeste do Rio Grande do Sul.
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FIGURA 12 - Frequéncia alélica para o locus Ldiv58 nas cinco populagdes de Luehea
divaricata na regido da Fronteira Oeste do Rio Grande do Sul.
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Por meio da AMOVA, com base nos cinco locus polimoérficos de SSR, constatou-se

que 23,88% da variabilidade genética esta distribuida entre as populacdes e 76,12% dentro das

populacBes (Tabela 5). O valor médio de Fs = 0,238 (Tabela 5) obtido, também indicou que

hd elevada distincdo entre as populacbes. Os resultados de alta diversidade dentro das

populacbes estdo de acordo com varios estudos efetuados em outras populacdes naturais de
plantas (CAMACHO e LISTON, 2001; AULER et al., 2002; ZUCCHI, 2002; GUSSON,
2003; CONTE, 2004; CAVALLARI, 2004; MELO JUNIOR et al., 2004; SOUZA et al., 2004;
XIAO et al., 2004).
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TABELA 5 — Analise de Variancia Molecular (AMOVA) para Luehea divaricata, na regiao
da Fronteira Oeste do Rio Grande do Sul.

Fonte de variacao d.f. Soma dos quadrados Variagao (%) Fst
Entre populagdes 4 80,858 23,88 0.23g%*x
Dentro das populagdes 251 295,849 76,12 ’

Total 255 376,707 100

*xxx < 0,001

Determinados autores, como Sebbenn e Ettori (2001), mencionaram que a reducao das
populacbes naturais tem levado a um prejuizo de genes adaptados a ambientes especificos de
ocorréncia das espécies arbdreas, e que a diminui¢do continua no tamanho das populacbes as
submete a perdas de variabilidade genética por deriva genética. A deriva pode ocasionar a
depressdo por endogamia e, consequentemente, reduzir a capacidade adaptativa, fertilidade,

vigor, porte e produtividade, entre outros aspectos (ALLARD, 1971).

4.2 Estrutura genética

O fluxo génico médio estimado por locus estimado foi de 1,533 (Tabela 6). Este é um
dos componentes fundamentais da estrutura de populacBes. Se ha elevados niveis de fluxo
génico entre as populacdes, elas evoluem juntas, porém se 0s niveis estdo baixos, cada
populacdo evolui quase independentemente das demais. Adicionalmente, o fluxo de genes é
necessario para prevenir a evolucdo independente de populacGes de uma espécie, a qual vai
estar sujeita a outras forcas evolutivas presentes e de sua estrutura, ou seja, 0 modelo espacial
gue se enquadra para a espécie (SLATKIN, 1994).

Segundo Slatkin (1987), em genética de populacBes uma distincdo significativa da
populacdo acontece quando o fluxo génico (Nn,) € menor que um migrante por geracdo dentro
de uma populacdo ou até quando o Gy, andlogo ao F, € maior que 0,25. Hamrick e Loveless
(1989) verificaram que o potencial para 0 movimento de genes e valores de fluxo génico,
calculados pela variagdo entre populagdes (Gs), foram altamente correlacionados.

Kageyama e Lepsch-Cunha (2001), mostraram que a diversidade genética entre
populagdes (Gs) foi crescente no sentido dos agentes polinizadores, da seguinte forma:
morcegos (Gg = 0,021), abelhas grandes (G4 = 0,035), abelhas médias (Gs; = 0,041), abelhas
pequenas (G = 0,062) e vento (G = 0,065). Hamrick e Loveless (1986) também detectaram
diversidades genéticas crescentes entre populacdes de espécies arbdreas com disperséo de

sementes na seguinte ordem: morcegos (Gs = 0,028), passaros (Gs; = 0,040) e autopropulséo
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(Gst = 0,065). Quanto maior o potencial de voo do polinizador ou do dispersor das sementes,
menor seria a divergéncia genética (KAGEYAMA e LEPSCH-CUNHA, 2001).

A diferenciacdo genética entre as populagdes (Gs) foi de 0,197 (Tabela 6), sendo este
valor considerado relativamente baixo, pois indica que a maior parte da variabilidade genética
estd dentro das populacgdes, e, quando isso ocorre, geralmente existe baixo fluxo génico entre
as subpopulac6es, determinado pela polinizacdo e dispersdo de sementes. Melo Junior et al.
(2010), trabalhando com a espécie Cavanillesia arborea (Malvaceae), observou um valor de
Gt = 0,0874, indicando que a maior parte da diversidade genética estaria ocorrendo dentro das
populagdes. Steenbock (2003), estudando populagbes naturais de Maytenus ilicifolia
(Celastraceae), obteve um valor de Gs = 0,032, considerando haver uma alta variabilidade

dentro das populacbes, e baixa entre as populagdes.

TABELA 6 — Heterozigosidade observada (H,) e esperada (He), estimativas de fluxo génico
(Nn) e estatisticas F para cada locus de todas as popula¢@es de Luehea divaricata na regido da
Fronteira Oeste do Rio Grande do Sul.

Locus Ho He N Gst Fst Fit Fis
Ldiv31l 0,659 0,712 1,344 0,136 0,157 0,253 0,114***
Ldiv40 0,000 0,485 0,392 0,378 0,438 1,000 1,000
Ldiv48A 0,511 0,616 0,668 0,262 0,310 0,388 0,113***
Ldiv55 0,740 0.615 1,712 0,150 0,191 0,016 -0,215
Ldiv58 0,719 0,772 3,550 0,061 0,080 0,131 0,056
Média 0,526 0,640 1,533 0,197 0,236 0,367 0,171
%% P < 0,005,

No trabalho de Ruas et al. (2009), que isolou e caracterizou 10 loci microssatélites para
a espécie Luehea divaricata, e que, para essa caracterizacdo, coletaram em torno de 42
individuos em trés populagdes, com 21, 11 e 10 o numero de individuos de cada uma,
respectivamente, foram observados, para o locus Ldiv3l, oito alelos, para o Ldiv40, dois
alelos, Ldiv48A, quatro alelos, Ldiv55, cinco alelos e para o locus Ldiv58, quatro alelos. No
presente estudo, foram obtidas médias do numero de alelos por locus em cada uma das
populagdes, sendo respectivamente para cada um desses loci, Ldiv31 - 5,2 alelos, Ldiv40 - 2,6
alelos, Ldiv48A - 4,6 alelos, Ldiv55 - 5 alelos e Ldiv58 - 7 alelos. Para os loci Ldiv40, Ldiv
48A e Ldiv58, o nimero de alelos € maior se comparado, ja para o locus Ldiv31 o nimero de
alelos € menor, e o locus Ldiv55 o nimero de alelos € igual, se compararmos esses resultados
com os resultados do trabalho de Ruas et al. (2009). Contudo, os trabalhos foram realizados

em regides distintas, e 0 numero de populacdes e o nimero amostral das popula¢des também
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diferem, revelando que, podemos encontrar valores de ndmeros de alelos por locus em
quantidades diversas em cada populagdo amostral.

Comparando-se os valores de H, = 0,740 e H, = 0,615 para o locus Ldiv55, com os
valores do trabalho de Ruas et al. (2009), H, = 0,929 e H. = 0,770, o valor de heterozigosidade
observado é maior do que o esperado, 0 mesmo encontrado em nosso trabalho, mostrando que
h& um numero maior de heterozigotos nas popula¢fes do que o esperado pelo equilibrio de
Hardy-Weinberg (EHW) para esse locus. No entanto, no estudo de Ruas et al. (2009), a
heterozigosidade observada (H,) e esperada (He), para os loci Ldiv48A (H, = 0,952 e H, =
0,664), Ldiv55 (H, = 0,929 e H, = 0,770) e Ldiv58 (H, = 0,762 e He = 0,718) foi observado
um valor maior para a heterozigosidade observada se comparada a heterozigosidade esperada,
ja em nosso estudo, foi observado o oposto, constatando, que h& maior nimero de
homozigotos nas populacdes de Luehea divaricata para a regido da Fronteira Oeste do Rio
Grande do Sul.

O valor de Nn, determina se a deriva genética, por si s6, pode causar variabilidade
genética substancial entre locais. Se N, for maior que 1,0, o fluxo génico sera alto o suficiente
para prevenir uma diferenciacdo devido a deriva (MORAES e DERBYSHIRE, 2003). No
presente, trabalho o fluxo génico médio estimado entre as populacdes foi maior que 1,0, para
todos os pares de populagdes (Tabela 6), 0 que, juntamente com a alta variabilidade genética
dentro das populagdes, indica ter havido um reduzido impacto da fragmentacéo de habitats
sobre a diversidade genética de Luehea divaricata nas cinco popula¢des amostrais estudadas.
Assim sendo, os valores obtidos indicaram que o fluxo génico esta proximo do suficiente para
prevenir a diferenciacdo populacional devido a deriva genética nas populacdes estudadas.

Ao se correlacionar os resultados da Tabela 7 com outros trabalhos, depreeende-se que
0 namero de migrantes foi relativamente baixo aqueles observados para Caryocar brasiliense,
cujo valor foi de 4,00 (FERNANDES, 2008), e, também, em Myrcia splendens, com valor de
8,72 (BRANDAO, 2008), que analisaram populacdes em ambientes fragmentados. Entretanto,
o fluxo génico verificado em Chorisia speciosa (0,370) (SOUZA et al., 2004) espécie da
mesma familia de Luehea divaricata, que também se utilizou de marcador codominante
(aloenzimas), foi obtido um valor baixo, inferior a 1,00.

Os valores de divergéncia genética (Fs) entre as populacbes (Tabela 7) mostram uma
diferenciacdo de moderada a alta, segundo classificacdo de Yeh (2000) que considera valores
de 5 a 15% moderados, e aqueles iguais ou superiores a 15%, indicativos de alta divergéncia

genética.
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TABELA 7 - Valores de divergéncia genética (F), e estimativas de fluxo génico (Np,)
entre as cinco populagdes de Luehea. divaricata na regido da Fronteira Oeste do Rio Grande

do Sul.
Fst N
Camboazinho Arroio Canas 0,072 3,214
Camboazinho Fazenda Inhatinhum 0,149 1,426
Arroio Canas Fazenda Inhatinhum 0,129 1,691
Camboazinho Rio Cacequi 0,191 1,062
Arroio Canas Rio Cacequi 0,185 1,100
Fazenda Inhatinhum Rio Cacequi 0,111 2,000
Camboazinho BR 290 0,150 1,420
Arroio Canas BR 290 0,114 1,949
Fazenda Inhatinhum BR 290 0,122 1,801
Rio Cacequi BR 290 0,140 1,534

Foré et al. (1992) observaram a estrutura genética posteriormente a fragmentacdo em
15 populagOes de Acer saccharum (Aceraceae) e relacionaram o isolamento de fragmentos
com os niveis de diversidade genética. Os autores observaram baixa divergéncia entre 0s
fragmentos (Fst = 0,03) e que o fluxo génico foi maximo apds a fragmentacdo, nesta
ocorréncia, devido a maior incidéncia de vento e que a fragmentacao ndo acarretou isolamento
das populacdes. Por outro lado, Souza et al. (2004) encontraram alta divergéncia genética
entre populacdes fragmentadas de Chorisia speciosa (Malvaceae) sugerindo, que a
fragmentacdo leva a deriva genética e ao aumento da divergéncia entre populagoes.

Por outro lado, Nei (1978) afirmou que, quando acontece reducdo no tamanho
populacional, mesmo que o numero de alelos seja diminuido, o grau de heterozigosidade e a
diversidade genética podem continuar tdo altos quanto na populacédo original. Isto se deve, na
maioria das ocorréncias, ao fato de que os alelos perdidos por deriva sdo raros, 0s quais
contribuem pouco para o nivel de heterozigosidade.

A espécie Luehea divaricata tem como vetores de polinizacdo principalmente as
abelhas, destacando-se abelha-europeia ou abelha-africanizada, e, esporadicamente, beija-
flores (CARVALHO, 2008). No presente estudo, dentro das populagdes, a estrutura genética
observada sugere que a dispersdo de pdlen e sementes esta ocorrendo de maneira homogénea.

A ocorréncia do fluxo génico, especialmente via pélen, ou o deslocamento dos genes

via animais polinizadores, tem sido pouco discutido, considerando-se que a grande maioria
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das espécies arboreas tropicais é aldgama e polinizada por animais (BAWA, 1974; BAWA et
al., 1985). Tanto por medidas indiretas, como pelo estudo do desempenho dos diferentes
grupos de vetores de polen, alguns autores tém apontado distancias geograficas consideraveis
para o fluxo génico (atingindo centenas de metros), demonstrando que muitos polinizadores
séo de voo longo (KAGEYAMA et al. 1998). Da mesma forma, poucos dados existem que
quantifiqguem a real importancia da falta dos polinizadores em paisagens fragmentadas, em
relacdo ao efeito da fragmentacéo na populacédo de polinizadores (KAGEYAMA et al. 1998).

Aizen e Feinsinger (1994), trabalhando com duas espécies arbdreas do norte da
Argentina, descobriram diferengas expressivas entre a floresta continua e fragmentos
pequenos, para a frequéncia de visitas de insetos polinizadores. Os autores verificaram, ainda,
um acréscimo na frequéncia de visitas de Apis mellifera (exotica), da area de floresta continua
para os fragmentos, em duas espécies nativas da regido, Prosopis nigra e Cercidium australe.

Assim, ao avaliar os valores de N, e comparé-los aos observados para outras espécies
em outros estudos é possivel presumir que o fluxo génico em Luehea divaricata, ocorre em
funcdo das caracteristicas ecoldgicas da espécie, como a polinizacdo (entomofilia), e, ainda,
pela dispersao das sementes (anemocorica), tornando, de certa forma eficiente, o fluxo génico
e a migracdo desses alelos entre as populagoes.

Apesar do reduzido numero de individuos encontrados nas populacfes e do elevado
grau de endogamia dentro de trés das populagdes estudadas (Camboazinho, Arroio Canas e
Fazenda Inhatinhum), os valores moderados do indice de fixacdo observados (Tabelas 5, 6 e
7) de Luehea divaricata sugerem que a dispersdo de propagulos reprodutivos é eficiente.
Assim, programas de conservacao dos recursos genéticos desta espécie tendem a ser efetivos
se 0 fluxo de polinizadores for mantido. Inobstante, ha de se considerar que a fragmentagdo
florestal provoca uma diminui¢cdo no nimero de individuos de uma populacdo, favorecendo
perdas de variacdo genética.

Essas populacBes remanescentes passam a ter um tamanho menor que 0 minimo
adequado (N minimo) para que a mesma possa ter uma normal continuidade e
desenvolvimento. Nessas populacGes pequenas de Luehea divaricata, nesses fragmentos
florestais, pode vir a ocorrer, em tempo indeterminado, deriva genética, 0 que acarretard em
alteracdes das frequéncias de seus genes daquelas da populacdo original, até mesmo chegando
a perder alelos. A longo prazo, pode se agravar a presenca da endogamia, decorrente da maior
possibilidade de autofecundacéo e cruzamento entre individuos aparentados (STEFENON e
COSTA, 2012).
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4.3 Distancia genética

As estimativas de distancia genética de Nei (1978) entre as cinco populacfes estudadas

de Luehea divaricata, estdo apresentadas nas cinco populacdes esta descrito na Tabela 8.

TABELA 8 - Estimativas de distancia genética de Nei (1978) entre as cinco populacdes de
Luehea divaricata na regido da Fronteira Oeste do Rio Grande do Sul.

~ . Arroio Fazenda Rio
Populagdes Camboazinho Canas Inhatinhum Cacequi BR 290
Camboazinho -
Arroio Canas 0,471 -
Fazenda Inhatinhum 0,947 0,908 -
Rio Cacequi 1,099 1,382 0,381 -
BR 290 0,922 0,762 0,566 0,576 -

A distancia genética média entre as cinco populaces foi de 0,801. As populagdes que
apresentaram menor distancia entre si foram Rio Cacequi e Fazenda Inhatinhum (0,381), e as
que apresentaram maior valor foram Rio Cacequi e Arroio Canas. A Anélise de Componentes
Principais (PCA) (Figura 13) também mostra que Rio Cacequi e Fazenda Inhatinhum possuem
menor distancia entre si. Provavelmente essa baixa diferenciacdo genética média pode ser
atribuida ao fato de que essas populacfes faziam parte de uma Unica populagdo continua no
passado. Assim, 0s possiveis efeitos de degradacdo e fragmentacao s6 poderdo ser constatados
com estudos de progénies, e ou individuos regenerantes, pois 0s eventos de fragmentacdo mais
intensos ocorridos no bioma Pampa, nos locais de ocorréncia dessas populaces,
principalmente em decorréncia de pecudria extensiva e sobre pastoreio, ocorreram em uma
escala de dezenas de anos (CRUZ et al., 2012) e ainda ndo estdo sendo observados em
individuos adultos, muitos dos quais devem ser remanescentes desta formacdo continua pré-
fragmentacéo.

As outras trés populagbes (Arroio Canas, Camboazinho e BR 290), encontram-se
isoladas devido a fragmentacdo do habitat na regido. Este isolamento pode impedir a troca de
alelos entre as populagbes, 0 que causa a divergéncia genética e a formacdo de grupos

distintos observados na Figura 13.
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FIGURA 13 — Anélise de Componentes Principais (PCA) para as cinco populac6es de Luehea
divaricata na regido da Fronteira Oeste do Rio Grande do Sul.
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Fonte: Jordana Caroline Nagel. Universidade Federal do Pampa (2013).

De um modo geral, os valores da distancia genética de Nei (1978) indicaram a
existéncia de moderada a alta divergéncia genética entre as populacdes, em funcdo da
reduzida eficiéncia do fluxo génico (Nn) entre elas (Tabela 7). O fluxo génico deve ocorrer via
polen, apesar da dispersdo dos frutos da espécie ocorrer por vento, que teoricamente
alcancaria maiores distancias. Devido ao isolamento geografico, que impede a dispersédo das
sementes a longas distancias, reforca-se a hipotese de fluxo génico via pdlen, pois as
distancias geograficas entre as populacdes podem ter gerado a divergéncia, uma vez que
algumas populagdes apresentam distancias consideraveis umas das outras, como € o caso da
populacdo Camboazinho, por exemplo, que se encontra, em média, a 62 km de distancia da
populacdo Rio Cacequi.

Fatores bioldgicos, como a falta de polinizadores para a ocorréncia do fluxo génico
entre as populacdes, e geograficos, pois ocorre o isolamento em distancia dessas populacgdes,

podem, também, estar influenciando a dindmica populacional da espécie.
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5 CONCLUSOES

A diversidade genética estimada para a espécie Luehea divaricata a partir das cinco
populacdes estudadas, nos cinco loci microssatélites utilizados é alta.

A maior parte dessa diversidade genética (76,12%) encontra-se distribuida dentro
dessas populagdes, enquanto a menor parte 23,88% esta distribuida entre as populacdes.

A Anélise de Componentes Principais (PCA) e as estimativas de distancia genética de
Nei (1978) comprovaram que as populaces Rio Cacequi e Fazenda Inhatinhum s&o aquelas
gue possuem menor distancia entre si, a qual provavelmente decorrente do fato de que essas

populacdes faziam parte de uma Unica populacdo continua, no passado.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A persisténcia de populag¢fes em paisagens fragmentadas é criticamente dependente da
conservacdo da conectividade entre fragmentos, que, por sua vez, evita o isolamento das
populacdes. Uma maior conectividade pode ser obtida pela criacdo de habitats mais parecidos
com o ambiente original, no entorno dos fragmentos, pela criacdo de corredores ecoldgicos e
pela reducdo da distancia entre fragmentos. Essa conservacao genética pode ser favorecida,
também, se ocorrerem trocas de propagulos ou sementes entre os fragmentos de forma
antropica, além disso, acrescentando-se a esses fragmentos, espécies florestais nativas. Nesse
sentido, até mesmo arvores isoladas poderiam colaborar para o fluxo de individuos e genes
entre os fragmentos.

Um ponto importante, e que tem merecido da comunidade cientifica, pouca atencéo
dada sua dificuldade de abordagem, € o de estudos de reintroducédo de espécies da fauna (aves,
morcegos e insetos), que tenham funcédo de disperséo de polen ou sementes. Essas iniciativas
poderiam ajudar a manter as frequéncias genotipicas dentro e entre os fragmentos florestais do
bioma Pampa.

Por ser uma espécie nativa, pioneira e de rapido crescimento, e caracteristica de
florestas ripérias, a utilizacdo de Luehea divaricata para a recuperacdo de areas degradadas do
bioma Pampa ou para recuperacéo de Areas de Preservagio Permanente, como as situadas ao
longo de rios, seria uma boa maneira de manter as caracteristicas fenotipicas atuais, antes que
ocorra um maior processo de deriva genética nessas populacdes, tanto por isolamento

reprodutivo, como por falta de polinizadores nesses fragmentos florestais.
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