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Diversidade e estrutura genética de Casearia sylvestris (Salicaceae) em area nativa e de
restauracao florestal de Mata Atlantica

RESUMO

Casearia sylvestris Swarts (Salicaceae) é uma espécie arborea medicinal nativa da América
do Sul cujas folhas, devido a suas propriedades fitoterdpicas, sdo utilizadas para o tratamento
do céncer, picadas de cobra, problemas gastricos, entre outras doencas. O conhecimento da
diversidade e estrutura genética de espécies naturais é de grande importancia para o
estabelecimento de préaticas e estratégias de conservacdo da diversidade biologica. Os
marcadores microssatélites tém contribuido para estudos com essas finalidades. Nesse
trabalho foram investigadas cinco populaces de C. sylvestris sendo trés provenientes de
remanescentes florestais e duas de areas em processo de restauracdo florestal de Mata
Atlantica no Estado de Séo Paulo, Brasil, com oito locos microssatélites. Os objetivos desse
estudo foram avaliar indices de diversidade genética dentro e entre populacfes e estimar
parametros de estruturacdo genética entre as populagdes. Todos os locos foram polimorficos,
apresentando em média 28 alelos por loco e heterozigosidade média observada bem abaixo da
heterozigosidade média esperada (0,386 e 0,869 respectivamente). Nenhuma populacédo
apresentou aderéncia ao equilibrio de Hardy-Weinberg com heterozigosidades médias
observadas (Ho) menores que as esperadas (He). As estatisticas F detectadas pelos locos
microssatélites foram: Fir = 0,586; Fis = 0,554; Fst = 0,07, sugerindo baixa diferenciacao
genética entre as populacdes, alta ocorréncia de endogamia intrapopulacional e que a
variabilidade genética é quase toda intrapopulacional. Numero de alelos (A), riqueza alélica
(Ar) e alelos privados foram maiores nas populagdes naturais do que nas restauradas. As
populacdes naturais de Tieté e de Caetetus foram as mais distantes geneticamente com indices
de diversidade genética que as destacam como importantes regides de fontes de mudas para
futuros projetos de restauracdo florestal ou de enriquecimento alélico de é&reas ja
estabelecidas.

Palavras-chaves: Conservacdo, guacgatonga, planta medicinal, SSR.



Genetic diversity and structure of Casearia sylvestris (Salicaceae) in native area and
restoration of Atlantic forest

ABSTRACT

Casearia sylvestris Swarts (Salicaceae) is a medicinal tree species native from South America
whose leaves, due to herbal properties, are used to treat cancer, snake bites, stomach problems
and other diseases. Knowledge on genetic diversity and structure of natural species is of great
importance for establishing practices and strategies for conservation of biological diversity.
Microsatellite markers have contributed to studies with these purposes. In this work five
populations of C. sylvestris were investigate three being forest remnants and two areas in the
process of forest restoration of the Atlantic Forest in the State of Sdo Paulo, Brazil, with eight
microsatellite loci. The objectives of this study were to evaluate indices of genetic diversity
within and between populations and estimate parameters of genetic structure between
populations. All loci were polymorphic, with an average of 28 alleles per locus and an
average of the observed heterozygosity rather below of the mean expected heterozygosity
(0.386 and 0.869 respectively). No population showed adherence to Hardy-Weinberg
equilibrium with average observed heterozygosities (Ho) lower than the expected (He). The F
statistics detected by microsatellite loci were: F;r = 0.586; Fis = 0.554; Fst = 0.07 suggesting
a low genetic differentiation among populations, high incidence of intra-population
inbreeding and that the genetic variability is almost intra-populational. The number of alleles
(A), allelic richness (Ar) and private alleles were higher in natural populations than in restored
ones. The population of Tieté was the most genetically distant from the others. The natural
populations of Tieté and Caetetus were the most genetically distant with indices of genetic
diversity that distinguish as an important source regions of seedlings for future forest

restoration projects or allelic enrichment established areas.

Keywords: Conservation, guagatonga, herbal, SSR.
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1 INTRODUCAO

O crescente interesse do uso de plantas medicinais tem incentivado grandes
investimentos financeiros nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento, representando o
tipo de tratamento mais acessivel da grande maioria da populacdo mundial (FOGLIO et al.,
2006; AGRA et al., 2007). Este aumento do interesse na utilizacdo da fitoterapia no mundo e,
em particular nos paises desenvolvidos, tem como propdsito encontrar formas adicionais de
tratamento e prevencdo de muitas doengas, particularmente de doencas crbénicas como as
disfuncgdes cardiovasculares e neurodegenerativas (FERREIRA et al., 2008).

Segundo a Organizacdo Mundial de Salde, plantas medicinais sdo aquelas que
possuem substancias com potencial e finalidade terapéutica em algum de seus 6rgdos, ou que
estas substancias sejam produtos para a sintese de outros produtos quimicos e farmacéuticos.
A estas substancias é dado o nome de principios ativos. Sao eles os responsaveis pelo efeito
terapéutico que a planta medicinal possui (MONTANARI, 2002). Assim, pesquisadores e
profissionais da salde buscam atender a essas necessidades de recursos terapéuticos através
de pesquisas na area da medicina popular, o que envolve estudos botanicos, gquimicos,
farmacoldgicos e toxicoldgicos (MENTZ et al., 1997). Em virtude desses fatores, a medicina
popular a base de plantas, desfruta de uma posicdo respeitavel nos paises desenvolvidos,
como também nos paises em desenvolvimento, onde 65-80% da populacdo depende
exclusivamente de plantas medicinais para os cuidados de salde de base, visto que a
disponibilidade de servicos de saide modernos é limitada (AGRA et al., 2007).

O Brasil possui a maior diversidade de espécies de plantas do mundo e com espécies
de grande potencial medicinal tanto na Mata Atlantica como em outros biomas como a
Amazonia, Caatinga e Cerrado (SOUZA-MOREIRA et al., 2010). Contudo, a exploracdo de
florestas nativas e o0 extrativismo sem estratégia de manejo, entre outros fatores
antropogénicos, conduzem os biomas e, em particular a Mata Atlantica, ha um declinio ainda
maior da biodiversidade e da sua fragmentacdo, reduzindo a viabilidade das espécies de
plantas (EHRLICH, 1998).

Historicamente, o Brasil estd ligado a Mata Atlantica devido ao processo de
dominacdo humana dessa area florestal. A Mata Atlantica cobria, originalmente, quase toda a
costa brasileira, estendendo-se até o Paraguai e a Argentina. Hoje, ainda detém uma elevada

biodiversidade e é considerada um dos mais importantes biomas do mundo. Essa regido foi a



principal fonte de produtos agricolas e atualmente abriga muitos polos industriais,
silviculturais, canavieiros e urbanos no Brasil. Mas 0s processos de colonizacdo e urbanizagao
somados a industrializacdo e a ocupacdo desordenada de sua area contribuiram para reduzir
seus dominios para areas preservadas, hoje em fragmentos de remanescente florestal
(MORELLATO & HADDAD, 2000). Isso aconteceu em decorréncias aos ciclos de
desenvolvimento ocorridos desde a colonizagdo, mas a dindmica da destruicdo foi mais
acentuada nas Ultimas trés décadas do século XX, o que resultou em severas alteracdes,
principalmente pela alta fragmentacdo do habitat e consequente reducdo da biodiversidade
(PINTO et al., 2006; RIBEIRO, 2009; RODRIGUES et al., 2011). Dessa forma, milhdes de
hectares de areas desflorestadas foram convertidos em pastagens, lavouras e centros urbanos.

Somente no Estado de So Paulo o processo de destruicdo ja alcancou cerca de 79.500
km? desta floresta e esse bioma, que ocupava cerca de 1.300.000 km? (15% do territorio
brasileiro) no século XVI, foi reduzido a fragmentos florestais dispersos pelo pais, que somam
aproximadamente 95.000 km? (RODRIGUES et al., 2009), carregando o dogma de um dos
biomas mais ameacados e sendo considerado um hotspot para conservacao pelo seu alto grau
de endemismo e ameacas de extingdes iminentes (MYERS et al., 2000).

Parte importante de remanescentes de Mata Atlantica no Brasil estd hoje localizada em
encostas de grande declividade, consideradas inaptas as praticas agricolas e apesar da
devastacdo acentuada, ainda abriga uma parcela importante de diversidade biol6gica com
altissimos niveis de endemismo (MITTERMEIER et al.,, 2004; MARTINI et al., 2007).
Mesmo assim, menos de 10% desta flora tém sido avaliadas no tocante as caracteristicas
biolégicas e menos de 5% foram submetidas a detalhados estudos fitoquimicos e genéticos
(LUNA et al., 2005). Quase todas as plantas medicinais nativas ainda n&o séo cultivadas e se
encontram em estado selvagem crescendo espontaneamente nestas areas de alto grau de
endemismo. Paralelamente, os conhecimentos de medicina tradicional com o uso de plantas
silvestres estdo desaparecendo rapidamente devido a esses processos de destruicdo da
biodiversidade somados a fatores antropogénicos, técnicos e econdémicos (MONTANARI
JUNIOR, 2002; BARBOSA, 2006; AGRA et al., 2007; ZUCHIWSCHI, 2008; ARAGUNDI
et al., 2011), decorrentes do uso extensivel da terra, fragmentacdo e isolamento massivo
dessas areas. Como resultado desse isolamento, espécies e populagdes s@o induzidas a
endogamia e diminuicdo do potencial evolucionario e de regeneragdo natural (PUTZ et al.,
2011), dificultando a dispersao e deste modo reduzindo a variabilidade genética (PRIMACK
et al., 2001; QUINTEROS-CASAVERDE et al., 2011), que dentro da populagdo resulta de



fatores dinamicos como fluxo génico, selecdo, endogamia, deriva genética e mutagédo
(VEASEY etal., 2011).

Espécies de plantas com potencial medicinal e nativas da Mata Atlantica séo
conhecidas e relatadas como sendo de fundamental importancia para a populacgéo rural, dessas
localidades, como anico recurso medicinal disponivel (OLIVEIRA et al., 2011), como fontes
de pesquisas de interesse farmacologicos (FERREIRA et al., 2008) e para prética de
restauracdo florestal (VIEIRA et al., 2002). Dentre muitas espécies com esse perfil natural é
importante destacar a espécie Casearia sylvestris Sw. Essa espécie pertence a familia
Salicaceae e € conhecida pelo seu alto potencial farmacoldgico e de adaptacdo, sendo
encontrada na Mata Atlantica e em outros biomas brasileiros (BACKES & IRGANG, 2002).
Conhecida popularmente como guacatonga também foi relatada como uma espécie de grande
importancia para a pratica de repovoamento de areas degradadas (LORENZI, 2002). A apesar
de estudos sobre suas caracteristicas fitoterapicas, pouco estudos estdo relacionados a suas
caracteristicas bioldgicas, genéticas e reprodutivas que lIhe tem conferido grande potencial de
adaptacdo em diversos biomas.

Muitos projetos de reflorestamento heterogéneo com espécies nativas ndo foram
eficazes pela falta de conhecimentos sobre a biologia das espécies utilizadas, ou de seu
comportamento adaptativo e reprodutivo em reflorestamentos (GONCALVES et al., 2005).
N&o existia a preocupacdo em entender o papel das espécies no funcionamento florestal,
diversidade genética ou exigéncias ecologicas e a introducdo delas era feita de forma casual
(NAVE, 2005). Estudos de BOOTH & GRIME (2003) demonstraram que a diversidade
génica diminui com a baixa variabilidade genética e leva a diminuicdo do potencial
reprodutivo e também aumenta a susceptibilidade a patdgenos. Isso colaborou para que as
areas de restauracdo florestal apresentassem hoje populacdes com baixa diversidade genética
e assim, baixa potencial de perpetuacdo da espécie. Consequéncias mais comuns de perda de
habitat e isolamento de fragmentos florestais podem ser percebidas pela reducdo da
variabilidade genética, diminuicdo do tamanho efetivo da populacdo e por um possivel
aumento da endogamia entre 0s locos podendo trazer grandes consequéncias para as
populacdes de plantas, como reducdo no sucesso reprodutivo e, consequentemente, em curso e
reducdo da populacdo (HARTL & CLARK, 2010).

Para a manutencdo da diversidade biologica e garantia dos processos ecologicos
existentes sdo necessario medidas que visem a conservagdo e a recuperacdo de remanescentes
florestais de biomas, levando em consideragdo critérios sucessionais fundamentais para a

manutencdo da diversidade genética, como a utilizagdo do plantio de espécies nativas



(RODRIGUES et al., 2009) e conhecimentos sobre a sua biologia para o0 processo de
adaptacdo e perpetuacdo dessas areas. Assim, estudos com espécies de plantas nativas e em
especial de Casearia sylvestris sdo necessarios para o entendimento de sua estrutura e
diversidade genética bem como de seu sistema de reproducdo o que aponta para O
conhecimento do grande potencial de adaptacdo e dispersao dessa espécie e, assim, gerar

conhecimentos para subsidiar programas de reflorestamento.

1.1 Hipdteses

e Existe variabilidade genética nas populacdes de Casearia sylvestris estudadas de area
de remanescente florestal e em processo de restauragéo;

e Existem menores indices de diversidade genética entre individuos de areas em
processo de restauracdo florestal do que nas areas de remanescentes florestais;

e Existe fluxo génico entre as populacdes.

1.2 Objetivos

e Caracterizar, com marcadores microssatélites, cinco populagdes de Casearia sylvestris
provenientes de remanescente florestal e em processo de restauracdo de Mata
Atlantica no Estado de S&o Paulo.

e Compreender a diversidade e a estrutura genética dessas populacdes de Casearia

sylvestris.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Casearia sylvestris Swartz

Das Salicaceas, familia com diversas espécies medicinais (TADEO, et al., 2009),
Casearia sylvestris esta distribuida na América Tropical e Subtropical. Com grande
ocorréncia na Mata Atlantica, essa espécie é popularmente conhecida como guagatonga, cha-
de-bugre, cafezeiro-do-mato, bugre-branco, entre outros (LORENZI, 2002) e ocupa quase
todo o territorio brasileiro, devido & sua alta capacidade adaptativa, variacdo morfologica das
folhas, ramos, flores, frutos e sementes (BACKES & IRGANG, 2002), com floracdo que
varia dentro do periodo de julho a outubro e frutificacdo de outubro a abril. Suas sementes sdo
disseminadas principalmente por péssaros, fato que pode ter colaborado a gerar a ampla
distribuicdo nos diversos biomas brasileiros (MARQUETE & MANSANO, 2010).
IMATOMI et al. (2009) afirmam que muitos estudos em relacdo a ecofisiologia vegetal tém
como base a plasticidade morfoldgica e fisioldgica associada a variagcBes nas condicBes
ambientais de desenvolvimento sugerindo ser esse fato, também, uma possivel explicacdo a
alta capacidade de adaptacdo de C. sylvestris em varios biomas com fenofases reprodutivas
ocorrendo em diferentes periodos. Essa plasticidade estd ligada a respostas do metabolismo
secundario dessas plantas de acordo com o ambiente.

Os componentes secundarios (principio ativo nas plantas) possuem funcgdes
fisioldgicas associadas a sua producdo para defesa contra patdgenos, radiacdo solar ou os
residuos de seu metabolismo. Essas substancias possuem relacdo importante com a
sobrevivéncia da espécie. Sdo produzidas, quase todas, pelo metabolismo secundario da
planta, com importancia no processo evolutivo da espécie dentro do ecossistema. Além disso,
existem variacfes nas proporcOes relativas desses metabdlitos secundarios em plantas que
ocorrem em diferentes niveis, como € o caso de C. sylvestris (BACKES & IRGANG, 2002).
Ruggiero et al. (2002) afirmam que um dos componentes secundarios mais importantes, a
casearina, possui atividade antitumoral e citotoxica e recentes estudos comprovaram sua
eficacia contra herpes labial, que se trata de uma patologia de relevancia epidemioldgica, pois
ndo tem cura e se repete por ciclos (BLANCO, 2009). Mesmo com o controle genético, a
expressao dessas substancias pode sofrer modificacfes resultantes da interacdo de processos

bioquimicos, fisioldgicos, ecologicos e evolutivos, representando uma interface quimica entre



a planta e o ambiente circundante (MONTANARI, 2002; GOBBO-NETO & LOPES, 2007).
Estudos demonstram que existe uma correlagcdo positiva e estabelecida entre intensidade de
radiacdo ultravioleta e altitude com a producdo de compostos fendlicos tais como
antocianinas, flavonoides e taninos. Flavonoides, especificamente, absorvem ou dissipam a
energia solar, dificultando a destruicdo dos tecidos mais internos pela radiacdo UV-B
(WATERMAN & MOLE, 1994).

No contexto da pratica da restauracdo florestal e uso das propriedades medicinais de
plantas, C. sylvestris € uma opcdo de interesse devido a suas propriedades farmacoldgicas
(BORGES et al., 2001; RUGGIERO et al., 2002; BLANCO, 2009; CAPOBIANGO et al.,
2009; SILVA FIALHO et al., 2010), de adaptacdo em diversos biomas (BACKES &
IRGANG, 2002) e de repovoamento de areas degradadas (LORENZI, 1992, 2002; VIEIRA et
al., 2002). Além do potencial medicinal, C. sylvestris foi listada como uma espécie importante
para conservacdo e manejo sustentavel durante a primeira Reunido Técnica sobre Recursos
Genéticos de Plantas Medicinais e Aromaticas (VIEIRA et al., 2002) e classificada como uma
espécie de grande importdncia para a pratica de repovoamento de areas degradadas
(LORENZI, 2002; BACKES & IRGANG, 2002). A restauracdo dos ecossistemas degradados
pode ser um instrumento para a formacdo de corredores, interligando a grande maioria dos
fragmentos remanescentes, permitindo dessa forma, por exemplo, a continuidade do fluxo
génico necessario para a manutencdo das espécies, aumentando a viabilidade de suas
populacdes a fim de minimizar perdas maiores de biodiversidade (MACEDO, 1993;
RODRIGUES et al., 2011).

2.1.1 Aspectos botanicos

C. sylvestris é uma espécie de alta densidade e distribuicdo geogréafica, encontradas em
diversas formacgdes (DURIGAN et al., 2000). Arbusto, arvoreta ou subarbusto podem atingir
altura proxima de 20 metros e 40 cm de DAP (Diametro a altura do peito, medido a 1,30m do
solo), quando adulta (LIMA et al., 2004).

A familia Salicaceae é caracterizada por folhas simples, oblongas, elipticas ou
ovaladas, alternas, serreadas e com estipulas; lamina foliar medindo de 4 cm a 14 cm de
comprimento por 1 cm a 4 cm de largura (CARVALHO, 2007) (figura 1a). Nas descri¢des
taxondmicas do género, é bem comum a utilizacdo de termos como pontos translucidos,
pontuacdes transparentes, tracos transparentes ou glandulas nas folhas (TADEO et al., 2009).

Suas flores apresentam muitos estames e gineceu tricarpelar com placentacdo parietal.



Apresenta grande variacdo em relacdo ao tamanho, forma e textura das folhas, a pilosidade
dos ramos mais jovens e da inflorescéncia, ao nimero de flores por inflorescéncia e ao
comprimento dos pedicelos (TORRES & YAMAMOTO, 1986). Nas figuras 1b e 1c é
possivel observar inflorescéncias sésseis reunidas em pequenas umbelas congestas e curto
pedunculado, com 20 a 40 flores afixadas na axila foliar. As flores sdo pequenas e numerosas
afixadas ao longo dos ramos, brancas, verde-esbranquicadas. O fruto com céapsula ovoide
verde e de célice persistente, com uma a sete sementes (figura 1d). As sementes sdo glabras,

apresentam testa foveolada com o arilo amarelo (CARVALHO, 2007).




Figura 1 — (a) Exemplar de C. sylvestris de aproximadamente cinco metros de altura com
copa densa e arredondada; (b) detalhe da inflorescéncia de C. sylvestris; (c) ramo de C.

sylvestris iniciando o florescimento; (d) detalhe da abertura dos frutos de C. sylvestris.

A espécie é polinizada por abelhas sem ferrdo (Apidae) e moscas (sirfideos); a
floracdo tem ocorréncia de maio a dezembro e os frutos maduros ocorrem de agosto a
dezembro, no Estado de Sdo Paulo (RAMALHO, 2004). A dispersdao dos frutos e das
sementes é zoocdrica e da-se principalmente pelo sabia (Turdus rufiventris) e o

monocarvoeiro (Brachyteles arachnoides) (MORAES, 1992).

2.1.2 Uso da espécie Casearia sylvestris

A guacatonga tem sido fonte de estudos devido a seus principios farmacoldgicos e seu
potencial de adaptacdo. Suas folhas contém teores elevados de 6leos essenciais, flavonoides,
saponinas, taninos, resinas e antocianosideos (SILVA FIALHO et al., 2010) e propriedades
medicinais importantes como a¢des hemostaticas, anestesiantes e cicatrizantes de lesfes na
pele e mucosas, acOes diuréticas e diaforéticas, atividade contra peconha de animais
(CAPOBIANGO et al., 2009), caracteristicas febrifuga, depurativa, antidiarréica,
cardiotbnica, diurética, analgésica e cicatrizante (BLANCO, 2009). Acdo contra agentes
microbianos como fungos (Aspergilus niger, Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans e
Candida tropicalis) e bactérias (Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Staphyloccoccus aureus,
Enterococcus faecali e Salmonella enteriditis) (OBERLIES et al. 2002, Da SILVA et al.
2008).

Além do potencial medicinal, C. sylvestris foi listada como uma espécie importante
para conservacdo e manejo sustentavel durante a primeira Reunido Técnica sobre Recursos
Genéticos de Plantas Medicinais e Aromaticas (VIEIRA et al., 2002). Foi classificada como
uma espécie de grande importancia para a pratica de repovoamento de areas degradadas
(LORENZI, 2002; BACKES & IRGANG, 2002).

2.2 Diversidade Genética

A preservacdo da diversidade genética tanto dentro como entre populac@es naturais é

um dos principais objetivos da biologia de conservagdo. Para que a conservacgao dos recursos



genéticos seja efetiva, € necessario entender como a variacdo genética das espécies &
distribuida. Tais informacges podem ser empregadas para o estabelecimento de populacGes
representativas dos recursos genéticos de uma dada espécie, visando a sua utilizacdo em
programas de restauracdo e conservacao florestal (SACCHERI, 1998). Estudos demonstraram
que a diversidade diminui com a baixa variabilidade genética e leva a diminuicdo do potencial
reprodutivo (BOOTH & GRIME, 2003). O desenvolvimento e a manutencdo da estrutura
genética ocorrem devido a um conjunto de fatores evolutivos. Dentre esses fatores é possivel
citar as variacbes no conjunto génico e sua organizacao dentro de genotipos, distribuicédo
espacial dos gendtipos, sistema de reproducdo, dispersdo das progénies, selecdo, deriva
mutacao, eventos casuais e processos de crescimentos, mortalidade e reposicdo dos individuos
que dardo origem a futuras populagdes (HAMRICK, 1983; LOVELESS & HAMRICK,
1984). Ha algumas décadas, os projetos de restauracdo florestal no Brasil podem ter sido
implantados com baixa diversidade genética dentro de populagdes. Isto acarretaria 0 aumento
da endogamia pelo aumento do cruzamento entre individuos aparentados e da taxa de
autofecundacgéo, em detrimento da heterozigosidade e da adaptabilidade, o que interferiria na
restauracdo em longo prazo, por ampliar a chance de extincdo das populacdes de espécies
vegetais.

Estudos envolvendo variabilidade genética em popula¢bes naturais devem ser
direcionados para a quantificacdo da variagdo existente e para a caracterizacdo dos niveis de
variabilidade das populacdes. Em espécies de plantas, os fatores que influenciam na
distribuicdo da variabilidade genética incluem o tamanhdo efetivo da populacdo, a
distribuicdo geografica da espécie, 0 modo de reprodugdo, o mecanismo de dispersdo das
sementes e o tipo de comunidade onde a espécie é frequente. A estimativa da frequéncia
alélica em uma populacdo é considerada fundamental nos estudos evolutivos. A frequéncia de
heterozigotos é um importante indicador de diversidade genética, pois cada heterozigoto

detém alelos diferentes representando melhor a variagéo existente (HAMRICK, 1983).

2.2.1 Estrutura genética de populacdes de plantas

O sistema reprodutivo influencia a estrutura e a diversidade genética dentro e entre
populagdes de plantas, bem como o tamanho efetivo da populacdo e a intensidade na qual as
populacbes sdo subdivididas por selecdo ou por deriva genética (HOLSINGER, 2000;
GLEMIN et al., 2006). No entanto, as populacdes de plantas nio sdo organizadas

aleatoriamente em grupos de genotipos, mas sdo estruturadas no espago e no tempo. Essa



estrutura pode ser expressa entre plantas geograficamente distintas. Em situacdes em que
ocorra selecdo diferenciada em estagios de ciclo de vida, podem ocorrer diferengas
significativas entre classes de idade, refletindo em uma alteracdo da estrutura genética no
tempo. Em outra situacdo, a adaptacdo em um microambiente é uma caracteristica comum de
populacéo de plantas e sua existéncia pode levar a uma distribuicdo nao aleatoria de genoétipos
dentro de populagdes que leva a uma alteracdo da estrutura no espaco.

A estrutura genética pode ser definida como sendo a distribuicdo ndo aleatoria de
alelos ou de gendtipos no espaco e no tempo prescindindo dos processos meioticos que
também podem afetar as frequéncias alélicas e genotipicas. A fundamentacdo da estruturacéo
genética estd no resultado da acdo conjunta de forcas evolutivas como a mutagdo, migracéo,
selecdo e deriva que operam dentro de um contexto historico e bioldgico de cada espécie de
planta e faz com que o equilibrio de Hardy-Weinberg seja modificado (LOVELESS &
HAMRICK, 1984). No estudo sobre restauracdo florestal, a recuperacdo de areas que foram
degradadas pela atividade humana € essencial para a sustentabilidade ambiental e recuperacéo
dessas complexas redes de interagcbes das forcas evolutivas. A ecologia molecular tem
buscado, com as ferramentas moleculares, auxiliar nos projetos de recuperacéo florestal com
uma nova perspectiva no modelo de restauracdo, que da énfase para a recuperacdo de
processos ecoldgicos que levem ao desenvolvimento de comunidades vegetais (SIQUEIRA et
al., 2013).

2.3 Marcadores Moleculares — Os Microssatélites na biologia da conservacgao

Marcadores moleculares tém sido utilizados em analise genética com muitas
finalidades, como identificacdo de clones, linhagens, hibridos, cultivares, estudo de fluxo
génico e estimativas de taxas de cruzamento e parentesco (BUSCO et al., 2003).

No processo de caracterizagdo genética os marcadores moleculares tém sido
amplamente utilizado devido a diversas caracteristicas desejaveis, na maioria dos casos,
como: a alta taxa de polimorfismo detectavel, auséncia de influéncia ambiental, sdo herdaveis,
baixo custo por dado gerado, distribuicdo em todo o genoma com a possibilidade de
automacdo de analises (FERREIRA et al., 2007).

Existe atualmente uma infinidade de tipos de marcadores moleculares e podem ser
classificados em dois grupos que sdo o0s baseados em restricdo e hibridacdo e os que
empregam o uso da PCR (Polymerase Chain Reaction). A escolha do tipo de marcador a ser
empregado na anélise depende de uma serie de fatores relacionados ao objetivo da pesquisa,
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recursos financeiros e de infraestrutura disponivel (CIAMPI et al., 2007). Em estudos de
ecologia molecular os marcadores sdo uma das principais ferramentas para se determinar
polimorfismos no DNA e para entender as interagdes das populagdes e suas relacbes com as
forcas evolutivas (HEYWOOD & IRIONDO, 2003)

Atualmente, os dados de genotipagem e sequenciamento de individuos de uma
populacédo ja sdo considerados ferramentas poderosas no acesso a parametros demograficos e
atuais de espécies ameacadas de extin¢do. As técnicas moleculares ja fazem parte de uma
gama de ferramentas que atualmente sdo usadas para acessar a perda, cada vez maior, da
biodiversidade (HAIG, 1998; AVISE, 2010).

Os marcadores microssatélites ainda sdo muito utilizados em estudos de ecologia
molecular. Sdo regides de sequéncia de DNA que consistem em arranjos de unidades de bases
repetidas que exibem altos niveis de polimorfismos, heranga codominante, facil genotipagem,
confiabilidade e tém sido sucessivamente usados em estudos ecoldgicos de diversidade
genética populacional, fornecendo subsidios para o estabelecimento de &reas destinadas a
conservacdo de espécies vegetais ameacadas (ZUCCHI et al.,, 2012). Além disso, as
ferramentas moleculares, como os marcadores microssatélites, auxiliam na elucidacdo de
areas com altos indices de diversidade genética que servirdo de centros de diversidade
genética para os projetos de restauracdo florestal (PREMOLI et al., 2012). WU &
TANKSLEY (1993) afirmam serem marcadores de maior frequéncia dentro do genoma e se
encontram distribuidos ao acaso. Devido a sua reprodutibilidade e por serem geneticamente
mais informativos, os marcadores microssatélites sdo bastante indicados para estudos
genéticos que envolvem plantas selvagens (BRONDANI et al., 2002). As taxas de mutagdo
dos microssatélites sdo elevadas quando comparadas com as taxas de mutagdo de ponto que
estdo na ordem de 102 e 10° a 10, respectivamente (HANCOCK, 2000). A genotipagem se
baseia no uso de pares de primers na reacdo de PCR para detectar variacbes em locos de
sequéncias repetitivas compostas por sequéncias de um a seis nucleotideos repetidos em
tandem. Os alelos de um loco microssatélite diferem de tamanho em funcdo do numero de
repeticdes das sequéncias bésicas. Por serem codominantes, multialélicos, amplificados via
PCR e dependentes de pequena quantidade de DNA a ser analisado, sdo de facil deteccdo e
altamente informativos, permitindo a investigacdo do sistema reprodutivo, da diversidade
genética de populagdes, do fluxo génico e de outros processos, como a deriva genética
(HOSHINO et al., 2002; BUSO et al., 2003). Segundo OUBORG et al. (2010), os SSRs séo

0s marcadores mais utilizados em estudos voltados a conservagéo e perfazem cerca de 80%
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dos estudos em 2012, porem esta tecnologia tem sido substituida pelos SNPs genotipados por
meio de Sequenciamento de Nova Geracdo-NGS (OUBORG et al., 2010).

2.4 Restauracao Florestal

A fragmentacéo de habitat reduz o tamanho efetivo de suas populagdes e aumenta o
isolamento espacial entre elas. Esses processos de alteracdo ambiental causam erosdo da
variabilidade genética e aumento da divergéncia interpopulacional devido a reducéo
populacional, das taxas de endogamia e da reducgédo do fluxo génico (YONG et al., 2001). No
Brasil, a recuperacdo de é&reas degradadas teve seu marco no século XIX, com o
reflorestamento do Parque Nacional da Tijuca, RJ (FREITAS et al., 2006). Devido a falta de
conhecimento dos processos ecoldgicos, as primeiras tentativas de restauracdo florestal no
Brasil se restringiram apenas ao plantio de &rvores, onde eram utilizadas espécies nativas
brasileiras e exoticas. Até ao inicio de 1980, a pratica de restauracdo florestal ainda era feita
sem levar em consideracdo os processos ecoldgicos para a manutencao da floresta nativa.
Essa atividade era definida com base em aplicacBes de praticas agrondmicas ou silviculturais
de plantios de espécies perenes, com objetivo de reintroducdo de espécies arboreas em uma
determinada area (RODRIGUES & GANDOLFI, 1996). Em fungdo disso e de poucos
conhecimentos técnicos, principalmente sobre a biologia das espécies utilizadas ou de seu
comportamento bioldgico, muitos projetos de reflorestamento heterogéneo com espécies
nativas e exoticas fracassaram (GONCALVES et al.,, 2005). Essas iniciativas foram
aprimorando, seguindo projetos de restauracdo modelados com as teorias ecoldgicas
(BRANCALION, et al., 2009; RODRIGUES et al., 2011).

A recuperacao de ecossistemas degradados é uma pratica antiga, mas sO recentemente
adquiriu maior importancia no dificil processo de reconstrucdo das complexas interacdes da
comunidade natural (RODRIGUES & GANDOLFI, 2004). Essa pratica, juntamente com a
protecdo dos fragmentos florestais remanescentes, é essencial para o futuro de biomas e em
especial da Mata Atlantica que € um dos biomas considerado um hotspot de biodiversidade do
mundo (LAURANCE, 2009; RUSSO, 2009). Além da recuperacdo da biodiversidade, a
restauracdo florestal pode restaurar outros aspectos ambientais das areas devastadas como o
controle de erosdo, estabilizacdo do ciclo hidrologico, melhoria da fertilidade do solo e a
fixacdo do carbono atmosférico (PRIMACK & RODRIGUES, 2001). Devido ao alto grau de

fragmentacdo de florestas ndo somente no Brasil como no mundo, a pratica de restauragao
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florestal tornou-se um componente essencial para qualquer estratégia politica que vise a
reducdo do nivel local e regional da extin¢do de espécies (RODRIGUES et al., 2011).

O processo de fragmentacdo de habitats tem uma influéncia direta na composicéo
genética de uma populacéo, atuando na reducdo da variabilidade genética intrapopulacional e
consequentemente, perda do seu valor adaptativo. Esse processo €, em sua maioria, uma agdo
antropogénica que altera a disponibilidade de habitat das espécies, o que leva a reducdo de
biodiversidade e rupturas nos processos ecoldgicos (DOBSON et al., 1997). Uma populacéo
nestas condicbes sofre acdo de uma serie de fatores genéticos que, em poucas geracoes,
podem levar a populacdo a uma extin¢do local. Devido a isso, 0s niveis de variabilidade
genética foram incluidos pela IUCN (Unido Internacional para Conservacdo da Natureza)
como importantes pardmetros usados na classificacdo de espécies ameacadas. O
conhecimento a respeito de como a diversidade genética esta estruturada no espaco geografico
contribui para nosso entendimento sobre a historia evolutiva e a dindmica populacional das
espécies (CABALLERO et al., 2010). O fluxo génico e a riqueza alélica que é o nimero de
alelos diferentes segregantes dentro de uma populagédo séo os parametros populacionais mais
importantes na determinacdo de estratégias adequadas para a conservacdo da biodiversidade
(AVISE, 2010; CABALLERO et al., 2010).

Ao longo dos ultimos anos, a Lei Federal Brasileira tem sido fundamental na reducéo
do desmatamento, envolvendo proprietarios de terras em projetos de restauracdo florestal,
posicionando o Brasil como um pioneiro entre as na¢fes que procuram conciliar a producéao
econbmica e de crescimento com a manutencdo da biodiversidade (CALMON et al., 2011).

Para que uma determinada espécie seja perpetuada nas areas de processo de
restauracdo florestal é necessario que apresente diversidade genética, que é a caracteristica
principal que uma populacdo deve apresentar para se garantir ativa biologicamente e
adaptavel as mudancas ambientais e para que ela seja capaz de florescer, frutificar, dispersar
sementes e que essas sejam capazes de germinar e gerar descendentes capazes de substituir,
com o mesmo potencial, as plantas que as geraram quando entrarem em senescéncia
(SHRESTHA et al., 2002; KAGEYAMA & GANDARA, 2004).

A compreensdo dos processos microevolutivos dentro das populacdes deve prosperar
para que se possam melhorar as estratégias de domesticacdo, manejo e conservacao das
espéecies. Para que Se possa preservar uma espécie € preciso conservar a0 maximo seus
recursos genéticos que incluem toda a variacdo genética que ocorre dentro de todos 0s
individuos de uma espécie (MORAN & HOPPER, 1987; CARTHEW, 1993). Dessa forma, a

restauracao deve ser realizada com énfase em recuperar 0s processos ecolégicos que levam ao
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desenvolvimento de comunidades vegetais, como a interacdo biologica interespecifica de
espécies que coevoluiram com os exemplares naturais introduzidos, a partir do diagndstico da
area a ser restaurada, do seu entorno imediato e regional (ENGEL & PARROTA, 2008).

A SER (The Society of Ecological Restoration, 2004) define a restauracdo ecoldgica
como um processo de auxilio ao restabelecimento de um ecossistema que foi degradado.
Assim, a proposta da restauragédo florestal ndo tem a pretenséo de refazer uma floresta idéntica
a que existia antes, mas de elaborar uma composi¢éo de espécies de modo que a comunidade
estabelecida esteja preparada a manter seus processos ecoldgicos ao longo do tempo sem que
seja necessario a intervencdo do homem (SER, 2004; ENGEL & PARROTA, 2008).

Estudos com espécies de plantas nativas da Mata Atlantica sdo importantes para o
entendimento da estrutura e diversidade genética, pois certamente aumentam as chances de
sucesso no processo de restauracao florestal (IVANAUSKAS et al., 2007; RODRIGUES et
al., 2009) e podem ser usados em programas mais eficazes de conservacdo de areas de
reflorestamento recentes ou de enriquecimento genético de areas ja estabelecidas (BEKESSY
et al., 2002).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Area de Estudo

As coletas foram realizadas em cinco areas dentro do Estado de Sao Paulo (Figura 2)
com numero variado de coletas (Tabela 1). Duas delas sdo areas em que a iniciativa de
reflorestamento foram tomadas e trés sdo remanescentes florestais de Mata Atlantica. Umas
das areas de remanescente florestal foi a Mata Santa Genebra (Figura 3a) do municipio de
Campinas com aproximadamente 252 hectares. A area esta inserida em uma matriz
constituida por um mosaico de culturas anuais e perenes, pastagens, reflorestamentos e
pequenos assentamentos humanos sendo declarada Area de Relevante Interesse Ecoldgico
(ARIE) pelo Governo Federal em 1985 (GUIRAO; FILHO, 2011).

Outra area de remanescente florestal foi a Estacdo Ecoldgica dos Caetetus (Figura 3b),
situada nos municipios de Galia. A area possui 2.178,84ha de area pela qual percorrem
corregos tributarios do rio Paranapanema.Foi transformada em Estacdo Ecolégica no ano de
1987 pelos seus atributos naturais.

Outra area de coleta em remanescente florestal foi a Estacdo Experimental do Tieté
(Figura 3c). Localizada no municipio de Tieté ocupa uma area de 253,8ha. O clima regional é
0 mesotérmico, com inverno seco, temperaturas e precipitacdes pluviais medias anuais de
20,5 C e 1.176 mm respectivamente (SACRAMENTO et al., 1999).

A primeira area de reflorestamento (Figura 3d) foi a do municipio de Cosmdpolis
localizada na Bacia Hidrografica do rio Jaguari. O projeto de reflorestamento foi implantado
nos anos de 1955 e 1960 a partir de uma iniciativa da Usina Ester com o objetivo de refazer a
mata ciliar as margens do rio Jaguari. O local onde existe hoje a area restaurada foi desmatado
por volta dos anos 1950, onde permaneceu até o plantio, como um pasto ralo e sem qualidade.
A recomposicio vegetal de mudas envolveu uma érea total de 25ha. E considerada uma das
areas mais bem sucedidas de restauracédo florestal na Mata Atlantica (NOGUEIRA, 2010).

Outra area de restauracao florestal (Figura 3e) foi a do municipio de Iracemapolis
localizada no entorno do reservatério municipal de Iracemapolis. O plantio foi realizado em
aproximadamente 50ha na &rea de preservacdo permanente, ocupada anteriormente pela

cultura de cana-de-actcar, comecando em 1988 e sendo finalizado em 1990. O plantio desta
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area foi realizado numa faixa de 50 metros no entorno do reservatorio de agua e em uma faixa

de 30 m na margem do Ribeirdo Cachoeirinha, formador do reservatorio.

< Caetetus
Tieté

@ Iracemapolis

® Cosmopolis

< Santa Genebra

N
L 1 1 1 | A

Figura 2 - Mapa do Estado de Sdo Paulo com as areas de estudo marcadas em seus

respectivos municipios. Em vermelho a Estacdo Ecoldgica dos Caetetus localizada na cidade
de Galia, em amarelo a Estacdo Experimental do Tieté localizada na cidade de Tieté, em
marrom a area de reflorestamento na cidade de Iracemépolis, em roxo a area de
reflorestamento na cidade de Cosmopolis e em verde a Mata Santa Genebra localizada na
cidade de Campinas. Fonte: IBGE, 2014.

Tabela 1 - Dados referentes ao numero de coletas, de individuos genotipados e as

coordenadas geogréaficas das populacdes nas areas de estudo da espécie C. sylvestris.

Populacéo Amostras Ino!ividuos Ta}manho da Coordenadas geograficas da area
coletadas (n°) genotipados (n°)  area (ha)

Santa Genebra 112 46 252 22°49°20” Se47° 06’40 O

Caetetus 125 46 2178 22°24° 117 Se49°42° 05 O

Tieté 101 46 253 22°00° 20 Se47°43° 38 0O

Cosmopolis 106 46 25 22°40°20 Se47°12°05° O

Iracemapolis 92 46 50 22°34° 02> Se47°30° 19 O
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Figura 3 - Vistas aéreas das areas de estudo no Estado de S&o Paulo. (a) Mata Santa Genebra
localizada na cidade de Campinas; (b) Estacdo Ecoldgica dos Caetetus localizada na cidade de
Gélia; (c) Estacdo Experimental do Tieté localizada na cidade de Tieté; (c) Area de
reflorestamento na cidade de Cosmopolis; (d) Area de reflorestamento na cidade de

Iracemapolis. Fonte: Google Earth, 2012.
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3.2 Material Vegetal

Folhas jovens de C. sylvestris foram retiradas de cada individuo identificado nas areas
determinadas para o estudo. Posteriormente foram identificadas (georreferenciadas) e as
amostras condicionadas em nitrogénio liquido. Posteriormente foram estocadas em freezer em

aproximadamente a -80°C.

3.2.1 Amostragem e preparacdo das amostras

Em cada area de estudo foram coletadas de 90 a 130 amostras foliares posteriormente
utilizadas de 40 a 50 individuos de C. sylvestris, totalizando, aproximadamente 250 amostras,
a fim de obter as estimativas de parametros genéticos populacional em cada local. Foram
amostrados apenas individuos juvenis quando esses se localizavam, no minimo, a 10 metros
do individuo adulto mais proximo. As amostras foliares foram armazenadas em nitrogénio
liquido e posteriormente estocadas em uma temperatura de -80. Estas foram separadas em
“trouxinhas” feitas com tecido tule e eléstico e foram devidamente identificadas e liofilizadas.
A liofilizacdo permite que o material vegetal mantenha suas propriedades bioquimicas. Apds
a secagem do material vegetal, realizou-se a moagem das amostras em moinho com camara de

aco inoxidavel (modelo MA048). O material foi separado em tubos hermeticamente fechados.

3.2.2 Extracao e quantificacdo de DNA

Para a extracdo do DNA foi utilizado o protocolo desenvolvido por Doyle &
Doyle (1990). A eletroforese para verificacdo da qualidade e quantidade do DNA extraido foi
realizada em gel de agarose 1,0%. A esse gel foi aplicada uma amostra de cada um dos
individuos amostrados (2 pL de DNA e 5 uL de corante azul de bromofenol). Utilizou-se
como padrao de comparagdo marcador Lambda (), nas concentragdes de 50, 100, 150, 200 e
300 ng/uL. Apos eletroforese a 90 volts foi visualizado em um aparelho transluminador com
luz UV.

3.3 Caracterizacdo Molecular

3.3.1 Condicdes de amplificacao dos locos de SSRs
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Foram testados 10 pares de primers desenvolvidos por CAVALLARI et al. (2008).
Para a execucdo das reacdes de PCR foram usados os programas de PCR e o0s reagentes de
acordo com o proposto por CAVALLARI et al. (2008).

3.3.2 Eletroforese e genotipagem

Ap6s a amplificacdo de cada loco, o tamanho dos seus alelos foi determinado em um
sequenciador automatico LI-COR DNA Analyser 4300s (LI-COR Corporate). Atraves de uma
tecnologia altamente sensivel de florescéncia infravermelha este sequenciador separa, por
peso molecular, diferentes fragmentos de DNA. As andlises foram feita de forma “multiplex”
das amostras por dois canais de fluorescéncia completamente independentes. Uma imagem
separada para cada corante (IRDye) infravermelho é coletada. A genotipagem dos individuos
foi realizada através da andlise dos fragmentos amplificados pelo programa (Saga ™). As
bandas polimdrficas e monomorficas foram lidas automaticamente, tendo como referéncia os

padrdes de tamanhos moleculares de 50-350pb (Licor).

3.3.3 Andlise dos dados de SSRs

Com a leitura dos géis pelo sequenciador automéatico LI-COR e a genotipagem
dirigida pelo programa (Saga ™) foi gerada uma matriz de dados contendo todos os alelos e
seus respectivos tamanhos em pares de base.

Foram estimados parametros de diversidade genética, tais como as frequéncias alélicas
e genotipicas, a diversidade genética por locos e por populacdo, a riqueza alélica que
distingue o numero de alelos diferentes segregantes dentro de uma populagdo, alelos
exclusivos ou privados que sdo os alelos que estdo presentes exclusivamente em determinada
populacdo amostrada, o coeficiente de endogamia (f), o numero de alelos por loco (A),
porcentagem de locos polimorficos (P), heterozigosidades observada (H,) e esperada (ou
diversidade genética - He). O parametro H, corresponde a proporcdo real observada de
individuos heterozigotos existentes nas populacdes estudadas utilizando os programas FSTAT
(GOUDET, 1995) e GDA (LEWIS & ZYAKIN, 2000).

O parametro He corresponde a frequéncia de individuos heterozigotos que se esperaria
ter em um determinado loco, caso as populacdes avaliadas estivesse em equilibrio de Hardy-

Weinberg.
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A quantificacdo da estrutura genética de populacdes pode ser realizada empregando
trés metodologias: Estatisticas F (WRIGHT, 1951), diversidade génica de Nei (NEI, 1977) e
os coeficientes de coancestria de Cockerham (COCKERHAM, 1969; VENCOVSKY, 1992).
Essas trés metodologias possuem bases geneticas similares e se complementam em relacédo ao
valor bioldgico das estimativas obtidas.

A estatistica de Cockerham (1969), analoga as estatisticas F(WRIGHT, 1951) sdo:
Theta (analogo ao Fsr), F (anédlogo ao Fi7) e f (anadlogo ao Fis). O f é uma estimativa de
coeficiente de endocruzamento dentro da populacdo, indicando se ha déficit de
heterozigotos, tendo em vista que numa populacdo endogamica ha uma tendéncia no aumento
do nimero de homozigotos. Theta é uma estimativa que verifica se existe estruturagcdo
populacional através da andlise da reducdo de heterozigose entre amostras. Esse
parametro calcula a probabilidade de dois alelos tomados ao acaso em duas populagdes serem
idénticos por descendéncia. F é o coeficiente de endogamia total, considerando as duas
populacbes, e mede a perda de heterozigose individual em relacdo a heterozigose total. Ou
seja, a estatistica F descreve a quantidade de endogamia entre subpopulacdes (Fst ou
Theta), dentro da populacdo total (F;s ou f) e entre as subpopulacbes (Fir ou F).

De acordo com COCKERHAM (1969) as estatisticas F podem ser apresentadas como
a sequir:

1-Fir=(1-F) (1-Fsr), onde:

Fir = indice de fixacdo ou coeficiente de endogamia para o conjunto das populagdes
(em funcdo do sistema reprodutivo e da subdivisao);

Fis = Indice de fixacdo ou coeficiente de endogamia intrapopulacional (devido ao
sistema reprodutivo);

Fsr - Indice de fixacdo ou coeficiente de endogamia interpopulacional (devido a
subdivisdo).

A distancia genética entre as populacdes (NEI, 1978) e a confiabilidade dos nos
avaliada por bootstrap (10000 replica¢bes) foram calculados através do programa TFPGA
(MILLER, 1997). O dendrograma foi construido utilizando o método UPGMA, o qual
emprega médias aritméticas para formar agrupamentos, identificando na matriz de distancias
genética quais os individuos e populacbes que sdo mais similares. Essas sdo reunidas
formando o grupo inicial. Calculam-se entdo as distancias deste grupo em relagéo a outros ja
formados. O processo de identificacdo dos grupos mais similares se repete sobre a matriz de

dissimilaridade até que todas as amostras estejam reunidas em um dnico grupo.
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Foram estimados os indices de diversidade génica de Nei (1977) Dst Hs Hr e Gsr,
também pelo programa FSTAT (GOUDET, 1995). As estatisticas de Nei independem do
sistema reprodutivo da espécie estudada e podem ser usadas para organismos haploides,

diploides e até poliploides. A formula de diversidade génica média total (Ht) corresponde a:

H; = Hg + Dg;

Em que (Hs) é a diversidade génica média dentro das populacdes e (Dst) é a diversidade
génica média entre as populacdes. A diferenciacdo genética relativa (Gst) entre populacGes é

obtida por:

Gsr = Ds/Hy

Os intervalos de confianga para as estimativas de endogamia intrapopulacional foram
realizadas com o programa Genetix (BELKHIR et al., 2004) a partir de 1000 réplicas de
bootstrap.

Na determinacdo dos parametros de andlise bayesiana implementada pelo programa
STRUCTURE, nenhuma informacdo, em principio, sobre as amostras foi usada para a
determinacdo dos subgrupos, ou seja, considerou-se que elas ndo pertenciam a nenhum
grupo conhecido. O modelo de ancestralidade adotado foi o de mistura, ou seja, cada
genotipo pode ter uma fracdo de seu genoma oriundo em um ou mais dos grupos
identificados. Considerou-se 0 modelo de frequéncias alélicas correlacionadas, baseado no
fato de que ha uma ancestralidade comum para muitos dos genotipos da populacdo. Os
dados foram coletados com 500.000 repeticbes MCMC (Cadeia de Markov Monte Carlo)
ap6s um periodo de 200.000 repeti¢Bes iniciais (burnin). O método de EVANNO et al.
(2005) foi utilizado para determinar o numero 6timo de subgrupos (K) na populacéo
através do programa STRUCTURE HARVESTER v. 0.6.1 (EARL, 2011). A partir destes
resultados foi obtida a matriz de estrutura populacional que contém a propor¢cdo do genoma
de cada individuo com origem em algum dos K subgrupos identificados.

O teste de Mantel (MANTEL, 1967) foi utilizado para investigar a significancia entre
matriz de distancia genética e a matriz de distancia geografica entre as populagdes. Uma
correlacdo significativa no teste de Mantel pode indicar a existéncia de isolamento por
distancia, ou seja, quanto mais afastadas geograficamente as populagdes estiverem, maior a
tendéncia de diferenciacdo genética. Este teste apresenta, quando padronizado coeficientes de

correlagéo (r) que variam entre -1 (forte correlacdo negativa) e +1 (forte correlagdo positiva).
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A significancia € dada por p o qual é estimado pela comparacdo entre r observados e a
distribuicdo de valores de r obtidos por permutacGes. Para o presente trabalho, foram
realizadas 10000 permutacdes.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os fragmentos amplificados para cada loco foram visualizados em gel de acrilamida
com base nas imagens de autorradiografias geradas pelo sequenciador automatico LI-COR. A
eletroforese dos produtos amplificados das populacdes de Caetetus, Santa Genebra, Tieté,

Cosmépolis e Iracemapolis foi visualizada como demonstradas nas figuras 4 e 5.
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Figura 4 - Produto de amplificacdo para trés locos de microssatélites para C. sylvestris das
populacBes de Caetetus, Santa Genebra, Cosmdpolis e Iraceméapolis. (a) Csy 04; (b) Csy 06;
(c) Csy 07.

- 17sebn

Csy 11
;i_v QC.o-J: L e v‘h: A e ose

| Tiete -

sco e Csy 14
®le 0 0 o e e
LR 1Y R LT TTRT Y ..'.”...: : -:’-

i L wh b

300 pb Csy 15

' U
N"'..' '3"00..0“”" " .’ bl
Tiete ¢

Figura 5 - Produto de amplificacdo de individuos da populacdo de Tieté para trés locos de
microssatélites para C. sylvestris. (a) Csy 11; (b) Csy 14; (c) Csy 15.
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Dos 10 pares de primers testados, oito marcadores foram otimizados. Como parte da
otimizacdo dos primers, foram testados alguns programas de PCR como os descritos por
CAVALLARI et al. (2008), porém com algumas modificacdes na temperatura de anelamento
e no numero de ciclo da seguinte forma: 95 °C por 5 min, depois 7 ciclos de 94 °C por 30 s,
65 °C por 1min 30 s, 72 °C por 1 min seguido de 30 ciclos de 94 °C por 30 s, 53 °C por 1 min
30 s, 72 °C por 1 min e uma extensdo final de 60 °C por 30 min. A tabela 2 apresenta a

caracterizacdo genética dos oito pares de bases de SSRs otimizados.

Tabela 2 - Caracterizacdo genética dos oito SSRs otimizados e usados nas analises das
amostras das populacdes de C. sylvestris: nomes dos locos; sequéncias dos iniciadores
(primers); motivo repetidos em tandem; temperatura de anelamento (T,) dos iniciadores

otimizada; tamanho dos alelos expressos.

Locos Sequéncias dos primers (5°- 3”) * Motivo Taeo) Tamanhos dos alelos (pb)

Csy 04 (F) CATAACTCTTTGCTTGCCCC (CT)17 67 124-168
(R) TTGAACTCACATCTGCTGCC

Csy 06 (F) TACCGTCCCTAGGACATTCG (CM17 65 256-316
(R) GCAATGCAGGTGATTTCTGA

Csy 07 (F) TCATGAACAATGCCAAGCTC (TC)19 65 228-280
(R)TGAAGCGAAATTCTGCCTTT

Csy 11 (F) TTGTAGCACCACTTTGGCCT (AG)18 65 128-178
(R) GGTCACTGTTGAAGTTTCTGGA

Csy 14 (F) CTTTACATGGAAGGGCAACC (CA)10 65 260-314
(R) TTTTTCCCTCACTGCATTCAT

Csy 15 (F) GATGGGTCAATTTCAGGAAC (TO)11 65 254-300
(R) TGTTCGCTCCTAAATGCAAA

Csy 16 (F) GCATCTGGTTGGCTCAAAAT (TG)10 65 220-290
(R) TGGCAAAGAGATCGAGGATT

Csy 18 (F) CCTAGTCGGTGGCAAACATT (CT)11 65 260-314

(R) GCAAAGGAGCTTGAATCTGG

*Sequéncia de primers desenvolvidos por CAVALARI et al. (2008).

O total de alelos encontrados foi de 224 com polimorfidmo em 100% e contabilizados
nas cinco populacbes variando de 6 (Csyl6 na populacdo de Cosmopolis) a 25 (Csy06 na

populacéo de Caetetus) por loco, com uma média de 28 alelos por loco (Tabela 3). A riqueza
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alélica média (Tabela 4) observada foi maior na populacdo de Caetetus (15,36) e foi seguida
por Tieté (13,90) e Santa Genebra (12,21), comparando-se com as areas de Cosmapolis
(11,62) e Iracemépolis (11,61). Os valores variaram de um minimo de 5,99 para o loco Csy16

em Cosmapolis até 23,77 para o loco Csy06 em Caetetus.

Tabela 3 - Namero de alelos obtidos em C. sylvestris avaliados com oito pares de primers
(SSRs) em cinco populacdes: nome dos locos; identificacdo das populacbes; média de alelos

por loco e por populagdo com o uso do programa FSTAT.

Locos Caetetus  Cosmopolis Iracemapolis Santa Genebra Tieté Médias por loco
Csy04 12 10 13 9 14 11,6
Csy06 25 14 13 14 20 17,2
Csy07 11 11 12 11 17 12,4
Csyll 17 14 13 14 13 14,2
Csyl4 17 8 8 12 12 11,4
Csy15 17 15 14 15 14 15,0
Csy16 14 6 7 8 11 9,2
Csy18 14 17 16 18 16 16,2

Médias por

populacio 15,9 11,9 12 12,6 14,6 -

Tabela 4 - Riqueza alélica (Ar) por loco e por populacdo em C. sylvestris avaliados com oito
pares de primers (SSRs) nas populacBes de Caetetus (CA), Cosmépolis (CO), Iraceméapolis
(IR), Santa Genebra (SG) e Tieté (TT) com o uso do programa FSTAT.

Locos Ar (CA) Ar (CO) Ar (IR) Ar (SG) Ar (TT)
Csy04 11,55 9,79 12,29 8,60 13,10
Csy06 23,77 13,64 12,93 13,32 19,25
Csy07 10,76 10,84 11,91 10,58 16,19
Csyll 16,34 13,85 12,22 13,65 11,94
Csyl4 16,92 8,00 7,97 11,87 11,53
Csyl15 16,45 14,60 13,62 14,54 13,37
Csyl16 13,72 5,99 6,96 7,80 10,34
Csy18 13,35 16,29 14,97 17,31 15,52
Médias 15,36 11,62 11,61 12,21 13,90
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Esses resultados corroboram com os resultados obtidos por CAVALLARI et al. (2010)
cujo numero de alelos encontrados em estudos com populagdes de duas variedades de
Casearia (sylvestris e lingua) em nove &reas diferentes foram altos e com média superior a 15
alelos por loco na variedade sylvestris. Igualmente, as areas de amostragem, a pesar de uma
relativa distancia geogréafica, apresentam padrées semelhantes de diversidade.YONG et al.
(1996) sugerem existir relagdo entre o tamanho da area amostrada (nesse trabalho em
hectares) com a riqueza alélica encontrada o que corrobora com o presente estudo, no qual os
maiores nimeros de riqueza alélica foram encontradas nas maiores areas (Tabela 5). Além
disso, as populacOes de area natural de Caetetus, Tieté e Santa Genebra obtiveram nimeros de
alelos e riqueza alélica um pouco maiores do que as populacBes de areas restauradas de
Cosmapolis e Iracemépolis como mostram as tabelas. MARTINS et al. (2006) e MOURA et
al. (2009) obtiveram resultados semelhantes em estudos de diversidade genética com
populacdes fragmentadas de Lobeira (Solanum lycocarpum) com numeros superiores de
alelos e riqueza alélica nas populacbes de areas de unidade de conservacdo em relagdo as de
areas restauradas. Pelos dados apresentados é possivel acreditar que Caetetus, por ser uma
area maior e de melhor consrvacdo entre as demais areas nativas e de restauracdo apresenta
nimeros de riqueza de genétipos um pouco maiores. As populacdes de Cosmdpolis e

Iracemapolis, de menores areas e restauradas apresentaram os menores indices.

Tabela 5 - Dados referentes ao tamanho das areas de estudos e riqueza alélica correspondente

as suas populacdes.

Populacéo Tamanho da area (ha) Riqueza alélica (Ar)
Caetetus 2178 15,4
Tieté 253 13,9
Santa Genebra 252 12,2
Cosmopolis 25 11,6
Iracemapolis 50 11,6

Um elevado namero de alelos exclusivos ou privados foi observado principalmente

nas areas de floresta nativa (Figura 6). A populacdo com maior numero foi a de Tieté com um
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total de 52 de alelos privados seguido pela populacdo de Caetetus (32), Santa Genebra (9),

Iracemapolis (6) e Cosmépolis (2).

/

B Caetetus

B Cosmopolis

Iracemapolis

B Santa Genebra

B Tieté

N2 de Alelos Privados

Populacdes

Figura 6 - Numero de alelos privados ou exclusivos para as cinco populagdes de C. sylvestris.
A populagdo de Tieté, em vermelho, apresentou os maiores numeros referente aos alelos

privados ou exclusivos e Cosmdpolis (em laranja) os menores nimeros.

A alta frequéncia de alelos privados ou exclusivos na populagdo de Tieté (52) em
relacdo as demais populacdes sugere que nao exista fluxo génico entre essa populacdo com as
demais populacdes estudadas, o que justificaria a baixa porcentagem do genoma dos
individuos desta populacdo nas demais populacfes reveladas pelo teste de atribuicdo (Figura
10). VALLE et al. (2011) trabalharam com populacGes de Bemisia tabaci e sugeriram que a
baixa frequéncia de alelos exclusivos ou privados nas populacées indica a existéncia de fluxo
génico ente elas, sendo que as popula¢fes mais proximas provavelmente apresentam fluxo
génico mais intenso em relacdo as populacdes mais distantes. Essa tendéncia pode ser
observada entre as populacdes de Santa Genebra, Iracemapolis e Cosmapolis, cujos valores de

alelos privados foram os menores e cujas distancias geogréaficas sdo, também, as menores
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(inferiores a 60km entre elas de acordo com o mapa da figura 2). A baixa frequéncia de alelos
exclusivos nas populages de Santa Genebra, Cosmopolis e Iracemépolis também pode ser
explicada pela préatica de plantio de mudas, no processo de restauracdo florestal (nas
populacdes de Cosmopolis e Iracemapolis) ter sido, provavelmente, realizada com mudas
obtidas da area natural de Santa Genebra, ja que sua localizacdo no municipio de Campinas
abrange a regido mais proxima do municipio de Cosmopolis e Iracemapolis, onde estdo
localizadas as duas areas restauradas. Possivelmente pelo fato destas trés populagdes serem
mais proximamente relacionadas, como observado no calculo proposto por Evanno et al.
(2005) para a obtencdo do valor de K mais provavel, tenha observado uma alta probabilidade
de K=3, isto &, de serem trés os grupos formados por essas populacfes, considerando as
populacbes de Santa Genebra, Iracemapolis e Cosmopolis um grupo (Figura 8).
KARASAWA (2005) comenta que a elevada variacdo no numero de alelos exclusivos em
plantas pode ocorrer do fato de as populacdes terem passado por periodos variaveis de
isolamento genético durante sua recente historia evolutiva. Fato esse constatado por
MARTINS et al. (2008) o qual sugerem que a fragmentacéo florestal est causando restricdo
no fluxo génico da espécie de Copaifera langsdorffii, especialmente nos fragmentos mais
distantes, possivelmente em virtude da dificuldade da movimentacdo dos polinizadores. Isso
também foi observado no presente trabalho, cujas populacdes de Tieté e Caetetus se
encontram geograficamente mais isoladas e distantes das demais populagdes (mais de 100km
de distancia de acordo com o mapa da figura 2). Além disso, a alta frequéncia de alelos
exclusivos ou privados nas populac@es de Tieté e de Caetetus demonstra que essas populacdes
possuem potencial para servirem de fontes de mudas para insercdo em outras areas em
projetos de restauracdo florestal ou de enriquecimento alélico da espécie C. sylvestris.

Os dados da diversidade génica por locos e por populacdo (Tabela 6), baseado nos
valores médios, indicam a area de Caetetus (0,895) seguido pela area de Tieté (0,884) e Santa
Genebra (0,870) como as areas de maiores indices de diversidade. A area de Cosmdpolis
(0,846) apresentou 0 menor valor para este parametro, precedidas por Iraceméapolis (0,848). O
loco que apresentou maior diversidade foi o Csy06 na regido de Caetetus (0,959) e o que

apresentou menor valor foi 0 Csy04 na regido de Iraceméapolis (0,712).
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Tabela 6 - Diversidade génica por loco e por populacdo em C. sylvestris avaliados com oito

pares de primers (SSRs) estimados pelo programa FSTAT.

Locos Caetetus Cosmopolis  Iraceméapolis Santa Genebra Tieté
Csy04 0,756 0,757 0,712 0,751 0,857
Csy06 0,959 0,889 0,917 0,857 0,941
Csy07 0,893 0,875 0,881 0,887 0,929
Csyll 0,910 0,876 0,853 0,902 0,820
Csyl4 0,942 0,831 0,859 0,878 0,855
Csyl5 0,920 0,911 0,910 0,903 0,902
Csyl6 0,885 0,734 0,757 0,860 0,857
Csyl8 0,897 0,897 0,895 0,925 0,910
Média 0,895 0,846 0,848 0,870 0,884

Os resultados encontrados nos dados referentes a diversidade génica indicam indices
de diversidade genética poucos superiores nas areas naturais de Tieté e Caetetus em relacéo as
demais areas. As areas de restauracdo florestal de Cosmopolis e Iracemapolis apresentaram
indices um pouco mais baixos de diversidade genética como observado. Em estudos de
genética de conservacdo de Araucaria angustifolia, AULER et al. (2002) observaram que
populacdes fragmentadas dessa espécie obtiveram niveis mais baixos de diversidade génica
do que as populacGes de areas conservadas. MARTINS et al. (2008) encontraram uma
tendéncia de menor diversidade genética em areas fragmentadas em relacdo as areas
preservadas e continuas em estudos com Copaifera langsdorffii mas essa diferenca ndo foi
significativa. Estudos de simulacdo (CARLINI-GARCIA et al., 2001; KALINOWSKI, 2002)
e revisdo (BALLOUX & LUGON-MOULIN, 2002) mostrou que locos altamente
polimorficos, como o0s marcadores microssatélites utilizados no presente estudo,
proporcionaram estimativas confidveis de divergéncia genética em relacdo aos locos com
menor polimorfismo.

Com as estatisticas F de Wright foram estimados os coeficientes médios de endogamia
dentro de populacéo (F;s) que no presente trabalho foram elevados, com média maior para a
populacédo de Iraceméapolis (0,647) e o de menor média para a populagéo de Tieté (0,369). Os
coeficientes por locos variaram de valores negativos (Csy16 e Csyl8 em Tieté) a 0,954 no
loco Csy07 em Iracemépolis (Tabela 7). A tabela 8 apresenta os valores das estatisticas F (f, F

e ©), que correspondem ao Fis, Fr e Fst, respectivamente, entre as cinco populacfes para 0s
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oito pares de primers analisados. O valor de f quantifica o nivel de endocruzamento

dentro de populagdes.

Tabela 7 - Dados relativos aos valores de Fs (coeficiente médio de endogamia dentro de
populacéo) por loco e média por populacdo de C. sylvestris avaliados com oito locos em cinco

areas amostrais com o programa FSTAT.

Locos Caetetus Cosmopolis  Iracemapolis Santa Genebra Tieté
Csy04 0,338 0,400 0,359 0,566 0,239
Csy06 0,374 0,215 0,540 0,417 0,122
Csy07 0,854 0,891 0,926 0,900 0,555
Csyll 0,212 0,402 0,583 0,518 0,841
Csyl4 0,662 0,935 0,948 0,949 0,898
Csy15 0,764 0,922 0,800 0,613 0,542
Csy16 0,648 0,860 0,846 0,874 -0,167
Csy18 0,322 0,265 0,175 0,295 -0,075
Médias 0,522 0,611 0,647 0,641 0,369

Tabela 8 - Estatisticas anélogas F (f, F e ©) em populagdes de C. sylvestris avaliados com
oito microssatélites em cinco populacdes com o uso do programa FSTAT. Intervalo de

confianca (IC) em porcentagem realizado com 1000 réplicas de bootstrap.

f F o
Global 0,554 0,586 0,070
Limite Superior 0,715 0,736 0,099
Limite Inferior 0,396 0,433 0,048
Intervalo confianga (%) 95 95 95
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O coeficiente médio de endocruzamento nas populacbes (Fis) e o global (F) no
presente trabalho (Tabela 8) foram bastante elevados. A populacao restaurada de Iracemapolis
obteve o maior indice de endocruzamento dentre as populagdes (Tabela 7).

Efeitos da fragmentacdo sobre indices altos de endogamia também foram relatados em
espécies arbodreas tropicais como Eucalyptus albens (PROBER & BROWN, 1994) e
Swietenia humiles (WHITE et al., 1999). Isso € um indicativo de que a espécie possui altos
indices de endogamia e subdivisdo entre as populacdes. No entanto, a populacdo de Santa
Genebra, sendo uma area considerada natural e conservada, mas com muita acdo antrépica,
apresentou o segundo maior indice de endocruzamento no presente estudo. Isso pode ocorrer
devido a fragmentacdo florestal diferencial reduzir o tamanho e aumentar o isolamento
espacial populacional e, portanto, é teoricamente esperado o aumento do coeficiente de
endogamia (BITTENCOURT & SEBBENN, 2009). Ainda, o florescimento em periodos
diferentes no ano e a ocorréncia de periodos com baixa frequéncia de florescimento (como
foram constatados na espécie Casearia sylvestris) podem intensificar os efeitos de endogamia
(PEDRONI et al., 2002). Esses efeitos tambem foram observados em estudos de fragmentacéo
florestal com Pithecellobium elegans (HALL et al., 1996).

Cabe ressaltar que, embora a endogamia tenha sido elevada, a diversidade genética nas
populacbes de Casearia sylvestris foi expressiva. O valor de © (anadlogo ao Fsr) € uma
estimativa que verifica se existe subestruturacdo populacional através da andlise da
reducdo de heterozigose em uma subpopulacdo, e pelo valor obtido (© = 0,07) indica que as
populacdes de C. sylvestris estio moderadamente estruturadas (HARTL & CLARK, 2010).
Esse grau de diferenciacdo entre as populagdes (Fst = 0,07) pode fornecer uma estimativa do
fluxo génico aparente e mostra que entre as cinco populacdes ainda ha uma troca de genes ao
longo das geracdes, gerando essa diferenciacdo interpopulacional moderada. Porém, a
fragmentacdo das populacdes e a auséncia de corredores ecoldgicos que as interligue, leva ao
isolamento cada vez maior entre elas, impedindo a troca de genes, aumentando cada vez mais
os efeitos da endogamia e deriva genética (MACEDO, 1993; RODRIGUES et al., 2011).

A média da diversidade genética total (Ht), de Nei (NEI, 1977) foi de 0,935 (93,5%),

mostrando alta diversidade genética das populacGes nas areas estudadas (Tabela 9).
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Tabela 9 - Dados relativos aos parametros de heterozigosidade de Nei (NEI, 1978) em C.
sylvestris avaliados com oito pares de primers (SSRs) nas populacfes de Caetetus, Santa
Genebra, Iracemépolis, Cosmopolis e Tieté com o uso do programa FSTAT.

Locos Hs Hr Dst Gst

Csy04 0,767 0,822 0,055 0,082
Csy06 0,913 0,939 0,026 0,035
Csy07 0,893 0,92 0,027 0,036
Csyll 0,872 0,925 0,053 0,071
Csyl4 0,873 0,946 0,073 0,095
Csyl5 0,909 0,951 0,042 0,054
Csyl6 0,818 0,937 0,119 0,153
Csyl8 0,905 0,934 0,03 0,039
Média 0,869 0,922 0,053 0,071

A maior parte desta diversidade genética, no entanto, estd concentrada dentro das
populacdes (Hs = 0,869) considerando os oito locos avaliados. Os valores de diversidade (Hs)
para os locos variaram de 0,767 (76,7%) a 0,913 (91,3%), com o loco Csy06 apresentando o
maior valor e o loco Csy04 o menor. Ja os valores da propor¢do da variacdo entre areas (Gsr)
variaram de 0,035 (3,58%) para o loco Csy06 a 0,153 (15,3%) para o loco Csyl6,
apresentando este indice uma média de 0,071 (7,1%).

A tabela 10 mostra um resumo dos dados estatisticos por populacdo dos nimeros de
individuos, ndmero de alelos, riqueza alélica, polimorfismo, heterozigosidades médias

observada e esperada o grau médio de endocruzamento (f ) e seu intervalo de confianca (IC).

Tabela 10 - Estimativas dos parametros geneticos baseados em oito locos microssatélites para
cinco populagdes de C. sylvestris. Nimero de individuos amostrados por loco (N); nimero

médio de alelos por loco (A); Riqueza alélica (Ar); nimero de locos polimdrficos em

32



porcentagem (P); heterozigosidade média observada por populacdo (Ho), diversidade génica

(He), indice de fixacéo (f ) e seu respectivo intervalo de confianca (IC).

Populagéo N A Ar P(%) Ho He f IC

Caetetus 46 15,878 15,361 100 0,428 0,889 0,521 (0,473 -0,560)

Cosmaopolis 44 11,875 11,628 100 0,332 0,839 0,607 (0,557-0,637)

Iracemépolis 46 12.000 11,613 100 0,298 0,841 0,649 (0,598 -0,684)

Santa Genebra 46 12,625 12,215 100 0,313 0,863 0,640 (0,569 -0,697)

Tieté 46 14,625 13,909 100 0,559 0,879 0,366 (0,303 -0.395)

Valores menores de heterozigosidade foram observados nas cinco populagdes quando
comparadas a heterozigosidade esperada ou diversidade génica (Tabela 9), indicando um
nimero maior de homozigotos nas popula¢bes do que o esperado, considerando cruzamento
aleatorio. A populacdo restaurada de Iraceméapolis apresentou 0 menor valor de Ho (0,298) e o
maior coeficiente de endogamia (0,649) e a populacao de Tieté o maior valor (Ho = 0,559) e,
por conseguinte, 0 menor coeficiente de endogamia (0,366). No entanto, todas as populagdes
indicaram menores valores de Ho em relacdo a He. MOREIRA et al. (2010) também,
encontraram uma heterozigosidade esperada média alta (0,529) em treze locos microssatélites
para nove populacdes de Coccoloba cereifera em campos rupestres da Serra do Cip6 em
Minas Gerais. Utilizando dez locos microssatélites, ZUCCHI et al. (2003) estimaram, para
dez populagbes de Eugenia dysenterica, uma espécie arbérea do Cerrado, uma
heterozigosidade esperada média de 0,442.

A populacdo de Tieté e significativamente diferente das demais populacdes e a
populacdo de Caetetus é significativamente diferente das populagdes de Santa Genebra,
Cosmopolis e Iracemapolis. Porém as populagdes de Santa Genebra, Cosmopolis e

Iraceméapolis ndo foram significativamente diferentes entre si.
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A partir das distancias genéticas de Nei foi construida a matriz de distancia genética
(Tabela 11) e um dendrograma representativo das distancias genéticas entre as populagdes a
partir dessa matriz de distancia genética interpopulacional baseada na distancia genética de
NEI (1978) utilizando o coeficiente de agrupamento de UPGMA (Figura 7) juntamente com

os valores de bootstrap que indicam a consisténcia dos nds do dendrograma.

Tabela 11 - Agrupamento baseado na distancia genética de NEI (1978) das cinco populacdes

de C. sylvestris.

NO Distancia Genetica Populacdes incluidas
1 0,254 2 4
2 0,410 2 3 4
4 1746 1 2 3 4 5
2  Cosmopolis
49,4%
58.8% L 4 Iracemapolis
9
i 3 Santa Genebra
100%
—] 1 Caetetus
5 Tieté
1,8 0,9 0.5 0,25 0.0

Figura 7 - Agrupamento baseado nos indices de distancia genética (NEI 1978) entre as cinco
populacdes de C. sylvestris com agrupamento de UPGMA, juntamente com os valores de

bootstrap de consisténcias dos nés do dendrograma.

Os valores encontrados na matriz de distancias genéticas que estdo apresentados na
tabela 11 e no dendrograma da figura 7, sugerem um padrdo da variabilidade genética entre as
populacdes, sendo que as populacdes Cosmdpolis e de Iracemapolis sdo mais proximas
geneticamente em relacdo as demais populac@es. E possivel perceber uma distancia genética

maior da populacdo de Tieté em relagdo as demais populagdes, formando dois grupos
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distintos com a populagédo de Tieté como um grupo e as demais populagdes formando outro
grupo. Poderiamos esperar que a populacdo de Tieté apresentasse pouco fluxo génico devido
ao isolamento pela distancia geografica, ja que as popula¢des de Cosmdpolis e Iracemépolis
sdo geograficamente mais proximas possibilitando maior ocorréncia de fluxo génico entre
elas, assim como com as populacfes de santa Genebra e Caetetus, porém, no presente
trabalho, ndo houve correlacdo entre distancia geografica e as distancias genéticas estimadas
(Figura 11).

O teste de atribuicdo de individuos de C. sylvestris as populagdes utilizando 0 modelo
de ancestria com mistura, com frequéncia de alelos correlacionados e aplicados a estes dados
mostrou a formacdo de dois grupos com o numero K de agrupamentos mais provaveis na
presente analise sendo K=2 como mostra o grafico da figura 13. Os dados foram
posteriormente submetidos ao teste de atribuicdo considerando K=2 e do total de 228
amostras analisadas, 79,8 % foram dispostos em um Unico grupo (verde), com Q > 0,8 que
correspondem as populacdes de Caetetus, Cosmdpolis, Iracemapolis e Santa Genebra. O
restante dos individuos da populacdo foi alocado em um grupo distinto (vermelho) composto
majoritariamente pelos individuos da populacdo de Tieté, perfazendo a formacdo de dois
grupos distintos. O grafico obtido com o programa STRUCTURE para as cinco areas
amostradas de C. sylvestris, formou dois grupos. Em verde as areas de Caetetus, Santa
Genebra, Cosmépolis e Iracemapolis e em vermelho a &rea de Tieté (Figura 9). O grafico em
barras da figura 10 representa 0 mesmo teste de atribuicdo para as amostras de C. sylvestris
das cinco populac@es avaliados para K=2, mas com os individuos representados pelas barras
verticais coloridas. A mesma cor em individuos diferentes indica que eles pertencem ao
mesmo grupo. Cores diferentes no mesmo individuo indicam a porcentagem do genoma
compartilhado com cada grupo. As populacdes de Caetetus, Santa Genebra, Cosmopolis e
Iracemapolis estdo representadas em verde e a de Tieté em vermelho. Q = coeficiente de

ancestralidade do individuo em cada grupo.
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1000f

Delta K

500F

Figura 8 - Valores de 4K para cada valor de K (1-10), calculado de acordo com o proposto
por EVANNO et al. (2005). O maior valor de 4K corresponde ao K mais provavel, que no
gréafico corresponde a K=2.

1.00
0.80
Q 0.60
0.40
0.20

0.00

Figura 9 - Gréfico de estruturacdo genetica partir da analise dos dados de marcadores SSR
com o software STRUCTURE em cinco populacdes de C. sylvestris com K=2. As populac¢tes
de Caetetus, Santa Genebra, Cosmépolis e Iraceméapolis estdo representadas em verde e a
populacédo de Tieté em vermelho.
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Assim como ja havia indicado pelas analises do dendrograma, a abordagem Bayesiana
confirmou a formacéo de dois grupos. Pode-se perceber que a populacdo de Tieté possui uma
composicdo genética mais distinta das outras populacbes. E possivel verificar uma baixa
porcentagem do genoma da populacdo de Tieté (vermelho) compartilhado com as demais
populacdes (verde) e nenhuma proporcdo do genoma proveniente das demais populacbes
compartilhado com Tieté, para os locos analisados. ANDERSEN et al. (2009), em estudo com
Brassica rapa afirmaram que um agrupamento entre varias populagdes como o das
populacdes de Caetetus, Cosmopolis, Iracemapolis e Santa Genebra pode ser um indicio de
elevado fluxo génico, mas que também pode indicar a acdo do homem no processo de manejo
da espécie e, no presente estudo, essa acdo humana pode estar diretamente relacionada com o
processo de restauracdo florestal com a inser¢cdo de mudas, que pode indicar que mudas
derivadas das areas naturais relacionadas nesse grupo (Caetetus e Santa Genebra) foram
usadas no plantio da pratica da restauracdo das outras duas areas (Cosmopolis e
Iracemapolis).

Os testes de MANTEL (1967) apresentaram um coeficiente de correlacdo negativa (r =
-0,184) entre as distancias geograficas e as distancias genéticas estimadas (Figura 11). O Fsr
linearizado (eixo Yy) significa a correcdo das estimativas de Fsr entre os pares de populagdes.
As distancias geograficas estdo representadas no eixo x em quilémetros (Km). O valor de Rxy
significa o coeficiente de correlacdo, que neste trabalho foi negativo e com valor em mddulo
baixo. O p-valor de 0,589 significa que o teste ndo foi significativo, ou seja, que ndo ha
evidéncias de isolamento genético por distancia entre as populacdes estudadas. O gréafico
resume esses dados, onde os pontos azuis sdo as divergéncias genéticas entre os pares de
populacdo e a reta é a porcentagem pela qual a divergéncia genética é determinada pelas

distancias geograficas. A equacdo que descreve a reta esta descrita no grafico.
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Figura 11 - Relacéo entre as distancias genéticas de Nei (1978) e distancias geogréaficas (em
Km) para as cinco populagdes de Casearia sylvestris através do teste de Mantel para

correlagdes das matrizes.

Esses resultados demonstram que dentre as cinco populagdes estudadas, a populagéo
de Tieté e a de Caetetus possuem alta frequéncia de alelos exclusivos ou privados. Isso faz
com que essas areas possam ser potenciais fontes de mudas de espécie de Casearia sylvestris
em futuros projetos de restauracdo florestal. O processo de fragmentacdo florestal tem uma
influéncia direta na composicdo genética de uma populacdo e projetos de enriquecimento
alélico, com insercdo de individuos geneticamente distantes, também é uma opg¢do para
impedir a reducéo da variabilidade genética intrapopulacional. Neste caso, tanto em projetos
novos de restauracdo florestal como em projetos de reducdo da fragmentacdo de habitats, as
populacdes de Tieté e de Caetetus podem servir de fontes da espécie C. sylvestris.

O conhecimento a respeito de como a diversidade genética esta estruturada contribui
para nosso entendimento sobre a historia evolutiva e a dindmica populacional das espécies.
No caso do presente trabalho, foi possivel perceber que apesar de restauradas, as areas que
passaram por esse processo tém mantido relativa diversidade genética em relagdo as areas
naturais e que o uso de dados genéticos, que é uma ferramenta poderosa de auxilio a pesquisa
conservacionista, principalmente nas estimativas de parametros demogréaficos de populacdes
ameacadas, tem se destacado e, como no presente trabalho, sobretudo com o uso de
marcadores moleculares microssatélites. No entanto, AVISE (2010) relata que o futuro das
analises genéticas voltadas a conservacdo esta passando por outra revolucdo, ainda referente
ao avanco das técnicas de biologia molecular, que agora fornecem marcadores capazes de
detectar polimorfismo de um dnico nucleotideo (SNP — Single Nucleotide Polymorphism) e
genotipagem por sequenciamento (GBS — Genotype by Sequencing). Com esta tendéncia, esta
havendo um ganho nas inferéncias estatisticas que se tornam cada vez mais robustas devido a
grande quantidade de informacgbes genéticas disponivel. Isso é possivel com a interligacdo
entre: quantidades elevadas de informacdes biol6gicas (uso de marcadores SNPS), inferéncias
estatisticas robustas (como a abordagem Bayesiana) e teorias inovadoras, como a teoria da

coalescéncia.
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5 CONCLUSOES

Os oito locos microssatélites selecionados para a genotipagem apresentaram
polimorfismo e foram adequados para a caracterizacdo das cinco populacdes de C. sylvestris
no presente estudo.

A variabilidade genética encontrada nas populacdes estudadas de C. sylvestris é
majoritariamente observada dentro de populagdes.

Os indices de diferenciacdo entre populacdes (Fst) foram baixos.

A populacdo de Tieté é significativamente diferente das demais populagoes.

A populagdo de Caetetus € significativamente diferente das populagdes de Santa
Genebra, Iracemépolis e Cosmapolis.

Os indices de diversidade genética observados nas populacdes de C. sylvestris nesse
trabalho, utilizando os marcadores microssatélites selecionados, foram um pouco maiores nas
regides de remanescentes naturais em relacdo as areas restauradas.

Os indices de variabilidade genética nas populacfes de Cosmopolis e de Iraceméapolis
(&reas restauradas) foram um pouco menores do que os indices de diversidade genética das
populacdes de Caetetus, Santa Genebra e Tieté (areas naturais).

Maiores nimeros de alelos e riqueza alélica foram identificadas nas populacfes de
areas naturais com destaque para a regido de Tieté.

Ha mais alelos exclusivos ou privados nas areas nativas do que nas areas restauradas e
uma tendéncia de baixo fluxo génico das populacBes de Tieté e de Caetetus com as demais
populagdes desse estudo.

Valores baixos de heterozigosidade foram observados nas cinco populagfes quando
comparadas a heterozigosidade esperada ou diversidade génica indicando um numero maior
de homozigotos nas populacdes do que o esperado sobre cruzamento aleatdrio.

As populacbes de Cosmépolis e de Iracemapolis, ambas de areas restauradas, sao as
mais proximas geneticamente.

A alta frequéncia de alelos exclusivos ou privados nas populacdes de Tieté e de
Caetetus demonstra que essas populagdes possuem potencial para servirem de fontes de
mudas para insercdo em outras areas em projetos de restauracdo florestal ou de

enriquecimento alélico da espécie C. sylvestris.
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N&o existe correlagdo entre as distancias geograficas e as distancias genéticas
estimadas, ou seja, ndo existem evidéncias de isolamento genético por distancia geogréafica

entre as populacdes estudadas.
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