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RESUMO

A compreensédo da diversidade genética fornece elementos basicos sobre a dindmica e funcionamento de popula-
¢bes, auxiliando na conservacdo e uso sustentavel das espécies. Supde-se que populacdes sucessionais precoces
poderiam ser geneticamente mais diferenciadas do que popula¢gbes sucessionais maléidandiagestar esta
hipotese, o presente trabalho teve como objetivo analisar a variabilidade genética de popUtagfEsalaniflora
L. em manchas florestais em diferentes estadios sucessionais. Foram selecionadas duas areas em diferentes estadios
de sucessao, sendo a primeira em estadio inicial e a segunda em estadio akaireadde estudo apresenta um
remanescente florestal em transicdo de Floresta Ombréfila Mista e Floresta Estacional Semidecidua. Por meio da
técnica de RAPD (RandoAmplified Polymorphic DNA) e andlise multivariada, a diversidade génica esperada e a
porcentagem de loci polimdrficos foram estimadas, além da similaridade genética entre as populagfes de cada mancha
florestal e a diversidade de cada &rea por meio do indice de diversidade de Simpson. Os resultados indicaram 79% de
loci polimoérficos para a area em estadio avancado e 70% para a area em estadio inicial de/Astedsicade
genética entre pares de individuos variou entre 0,55 e 0,86 na &rea em estadio inicial de sucesséo e entre 0,45 e 0,78 para
a area em estadio avancado. Nao houve diferencas significativas entre a diversidade das dBas &9¢aldih
escalonamento multidimensional ndo-métrico indicou menor distancia genética entre os individuos da area em estadio
inicial. Da mesma forma, uma andlise de similaridad&OSIM indicou separacao entre os individuos das duas areas.

Palavras-chave areas degradadas, fragmentacao florestal, RAPD.

ABSTRACT

Genetic variability of Eugenia unifloraL. in forest remnants at different successional stages

Knowledge on genetic diversity provides basic information about population dynamics and functioning aiming
both to conservation and sustainable use of species. Itis assumed that early successional populations could genetically
be more diferentiated than those in late sucessional stdgaest this hypothesis, the genetic variabilitfEobenia
uniflora L. populations at diérent successional stages was investigaied. areas at diérent successional stages
were selected; one at early successional stage, showing several pioneer trees, and another at late successional stage.
The area in study (27°54’S and 52°13'W) is covered by a remnant forest in transition from Mixed Rain Forest to
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Seasonal Semideciduous Forest. RAPD (Randmplified Polymorphic DNA) and multivariate analysis were used to
evaluate the expected genetic diversity and percentage of polymorphism as well as genetic similarity within and
between areas and the genetic diversity by the Simpson diversity index. Results indicated 79% of polymorphic loci for
the area at late successional stage and 70% for the area at early successional stage. Pairwise genetic similarity varied
from 0.55 to 0.86 in the area at early successional stage and from 0.45 to 0.78 in the area at late successional stage. Nc
differences were found for diversity between the area®)(B9) A non-metric multidimensional scaling showed lower

genetic distances among individuals from the area at early successional stage. Sineilarlglysis of similarities —

ANOSIM - indicated a split between individuals of both areas.

Key words: disturbed areas, forest fragmentation, RAPD.

INTRODUCAO sadas na escala do DNA. Dentro desse contexto, 0s

~ ” marcadores RAPD (Randa@mplified Polymorphic DNA)

A conservacao dos recursos genéticos tem-se torna- . o .
. apresentam baixo custo inicial e operacional e podem ser

do cada vez mais premente, por causa da perda de po s L

- . . . . |||zados para qualquer espécie, independentemente de

lagBes e de sua diversidade genética, especialmente pe

~ . . . conhecimento prévio de seu genoma, sendo mais simples
forte presséo antropica, que vem ocasionando a fragmen-

~ . : - € apropriados para a rapida andlise da estrutura e diversi-
tacdo dos ecossistemas florestAipreocupagédo com a o ~ . .
~ . dade genética em populag8es naturais (Ferreira &
conservacgdo de remanescentes florestais tem coloc

o
em discusséo a restauracdo e manejo de areas degradas

rattapaglia, 1998; Zuccki al, 2005; Oliveiraet al, 2008).
. . o o urante um processo sucessional, algumas espécies
das, investigando quais sdo as melhores estratégias par
evitar essas perdasa@arelliet al, 1999).

podem permanecer na comunidade, mesmo depois de
mudancas temporais em sua composicdo (Pluess &
A fragmentacéo de urhabitat pode precipitar 0 gyscklin, 2004; Goulagt al, 2005 Litricoet al, 2005).
declinio e a extincéo de suas populagdes pelo isolameniQsag espécies fornecem um modelo interessante para
em maior ou menor grau, dependendo da distribuicdo @3y, dar as mudancas ecolégicas e genéticas que ocorrem
pacial dos fragmentos e do poder de dispersao das esiante a sucesséo. Diversos estudos encontraram dife-
cies. Como consequéncias da fragmentacdo, observg§e.as fenotipicas entre as populacdes colonizantes e as

0 decréscimo do potencial de dlsPersao das ESPECIES, BYulacdes que persistem em estadios mais avangados
diminui o processo de colonizagéo de outras &reas, a &g, cessao (Freitasal, 2008).

ducédo do numero de espécies e a diminuicao da variabili- praya.-se que a diversidade genética sera mais baixa
dade genética, por endocruzamento (Schnegl668). em populagdes persistentes do que em populacées

O processo de regeneragéo natural promove a coldglonizantes porque determinados genétipos vao sendo
nuidade da comunidade em determinado local, que dg8iminados pela selecédo, durante a sucessdo, ou por cau-
pende, principalmente, da polinizacao e dispersdo dgs dos mecanismos ocasionais, como o efeito fundador
sementes, que devem apresentar viabilidade e encontrdértnettet al, 1987).
condi¢cdes adequadas a germinagésobrevivénciae 0 Myrtaceae, no Brasil, é representada por aproximada-
desenvolvimento dos individuos da regeneracéo depgfiente 1.000 espécies, dentre as quais se destacam o0s gé-
dem de fatores fenoldgicos, genéticos e ambientais, q€rosEugenia, Myrcia e Calyptranthegandrum &
podem interferir na estrutura da comunidade e populRawasaki, 1997). No Rio Grande do Sul, Myrtaceae apare-
coes, favorecendo diferentes espécies ao longo do tef8-na fisionomia e na estrutura das formacées florestais,
po (Medeirot al, 2007). Por isso, € importante entendefanto em Floresta Estacional (JarenkowW/&echter2001;

0 processo de regeneracdo, do ponto de vista genétggdkeet al, 2004), como na Floresta Ombréfila Densa
para estabelecer estratégias de conservagao. (Scudelleret al, 2001) Ao longo da Floresta Ombroéfila

O sucesso de qualquer estratégia de conservacdoMasta, Jarenkow e Budke (2009) compilaram a ocorréncia
depender da manutencéo da variabilidade genética e, pdeaproximadamente 100 espécies, com destaque para 0s
tanto, € necessario conhecé-la. Os avancgos nas técng@serog€ugenial. eMyrcia DC. ex Guill., reconhecen-
de biologia molecular abriram novas perspectivas para@s-se o0 Domini@dtlantico como um dos centros de dis-
estudos populacionais, pois as espécies podem ser arnadirsdo desta familia.
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228 RobertovalmorbidaAguiaret al.

Eugenia unifloraL. (Pitangueira) € uma Myrtaceaeuma mesma espécie, as populacdes sucessionais preco-
frutifera com grande potencial econdmico, que se distdes poderiam ser geneticamente mais diferenciadas do que
bui de forma ampla, desde o Brasil Central até o Urugugopulacdes sucessionais mais tardias (Freitals 2008).

As suas caracteristicas ecolégicas (zoocorica, secunéatretanto, existem poucos trabalhos na literatura que
riainicial, dioica), atreladas ao seu potencial extrativistasordem esta hip6tese. Por esta razdo, o presente traba-
de uso sustentavel, justificam a necessidade de estratéigd- investigou e comparou a variabilidade genética de
as de conservacao das comunidades onde ela @dérre. populacdes deugenia uniflora.., em uma area em esta-
disto, os resultados obtidos também poderéo ser utilizéie inicial de sucessao, com individuos de fragmento proé-
dos para espécies com caracteristicas ecoldgicas (disp@mo em estadio de sucessédo avangada.

séo, fecundacéo, distribuicdo) semelhantes.

Margiset al.(2002) estudaram, com marcad#késP  MATERIAL E METODOS
(Amplified Fragment Length Polymorphism), a diversida- o
de genética erBugenia unifloreem trés populacdes pro- Area de estudo
ximas, a uma distancia de menos de 24 km uma da outra,O material foi coletado em um remanescente florestal
com diferentes graus de impacto humakdiversidade localizado no municipio de Gaurama, préximo a divisa com
genética dentro e entre populacdes variou de 61 a 98ynunicipio drésArroios (Figura 1), Rio Grande do Sul,
dependendo da combinacdo de “primers” utilizados. €ntre as coordenadas geograficas - 27°32'85¢
andlise intra e interpopulacional da diversidade genétiég°33'00’S e - 52°07'550 e 52°07°40°0, com altitudes
mostrou que mais de 88% da variacao residiu na popukriando entre 580 e 730 m. O fragmento apresenta area de
cdo, no entanto, foi possivel separar as trés populac@®soximadamente 462 ha, um dos maiores da regido, e €
estudadas. Salgueiet al. (2004), também utilizando constituido por um mosaico de trechos em diferentes es-
marcadore\FLP em cinco populacdes d& uniflora, tadios de sucessao, formado principalmente por floresta
obtiveram resultados semelhantes, assim como Ferreiggcundariah vegetacao do local é caracterizada por apre-
Ramoset al.(2008), usando marcadores moleculares digntar uma transicao das formagdes de Floresta Ombrofila
tipo microssatélites, em trés populacée€Edeniflora, Mista e Floresta Estacional Semidecidua (IBGE, 1992).
em fragmentos de Floresta Semidecidua no Estado de $&m escolhidas duas areas para realizar as coletas, sen-
Paulo. do a primeira caracterizada como regeneracgéo, constitui-

Estudando a variabilidade genética em dez populgld principalmente por espécies pioneiras, € uma segunda
¢bes deEugenia dysentericBC. (cagaita), com marca- area em estadio avangado de sucessao, constituida por
dores RAPD, Zucchét al. (2005) constataram 27% de€spécies dependentes de luz e tolerantes a sohdisa.
variabilidade genética entre populacdes e 73% dentro @cia entre as duas populacdes é de aproximadamente
populacdes, com forte correlacéo entre as distancias gégo m.
gréficas e genéticas. Os autores sugerem que essas poEugenia uniflord.. foi selecionada por ser uma espé-
pulacdes estdo se diferenciando por um proceséi® com numero suficiente de individuos para analise ge-
estocéstico, havendo fluxo restrito dependente da distfiética, em ambas as areas de estudo, por apresentar es-
buicdo geograficad divergéncia genética efugenia tratégias ecologicas (dispersao e fecundacao) que permi-
dysentericaanalisada por isoenzimas, mostrou padrddéem a extrapolacao dos resultados para outras espécies e
espaciais de agrupamentos de populacdes locais, ind@r ser de grande interesse comercial. Foram seleciona-
cando que uma distancia de cerca de 120 km entre as @@s a0 acaso 30 individuos em cada area, que estavam a
pulacdes é suficiente para a conservacédo da diversid4diea distancia entre eles superior a 10A®.folhas
genética entre as amostrasl{@set al, 2003). coletadas foram mantidas em nitrogénio liquido até o la-

Franceschinelkt al.(2007), analisando a diversidadeboratorio.
genética de populacbes de diferentes tamanhos em ] ]

Myrciaria floribunda com marcadores isoenzimaticos, Procedimento experimental

observaram que nos fragmentos florestais de tamanho A extracdo do DNA total seguiu o protocolo descrito
pequeno ocorrem valores baixos de heterozigose, em cqror Silva (2010). Na reagéo de amplificagéo, foi utilizada
paracdo com os de fragmentos maiores, com tendénciaracéo descrita pdfilliamset al (1990), com algumas
menor diversidade genética em fragmentos pequenomedificacdesA reagdo consiste de: tampéo de reagao
isolados. (50 mM Tris-HCI pH 9,0; 50 mM KClI), dNTPs (200 mM de

Geralmente, espécies sucessionais precoces exibemaa), 0,2 mM de primg8 mM de MgC], 0,25 mM de
maior divergéncia genética do que espécies sucessiongiton-X-100, 1,5 U ddaq DNApolimerase (Gibco BRL)
tardias (Nybom & Bartish, 2000; Nybom, 2004). De manek aproximadamente 40 ng de DNA, em volume total
ra similar pode-se supor que na comparacao dentro de 25ul.
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Foram utilizados okits OFA, OPB, OPD, OPFOPH e e cuja frequéncia alélica foi diferente de 108%diversi-
OPW da Operoifechnologies, com 2frimerscada um, dade genética para cada individuo amostrado foi obtida
visando a identificar os que apresentam os melhores po meio do indice de diversidade de Simpson, o qual
sultados enkugenia uniflora avaliando-se a quantida- avalia a probabilidade de dois individuos amostrados
de de bandas produzidas, a intensidade destas, a apiesentarem diferentes genétipos. Posteriormente, foi
reprodutibilidade e o polimorfismo gerado. obtida a média de diversidade de Simpson para cada area

A amplificacdo foi realizada em termociclador MJamostrada, as quais foram comparadas por meio de
Research INC. O processo de amplificacéo foi baseadoawg#orreamostagebootstrap(10.000 intera¢des), no pro-
seguinte sequéncia: 3 min a 92 °C, 40 ciclos de 1 min a@ama Multiv 2.3.2 (Pillar2006). Para avaliar a hipotese
°C, 1 mina35°C e 2 mina 72 %pos, 3mina 72 °C e inicial de que a area em estadio inicial de regeneracao
resfriamento a 4 °C até a retirada das amostras. apresentava menor diversidade genética, inicialmente foi

A separacdo eletroforética foi realizada em gel debtida uma matriz de similaridade com todos os individu-
agarose 1,4% em tampé&o TBE 1X (0,089 M Trisma, 0,08% amostrados (unidades amostrais), utilizando-se o coe-
M Acido bérico e 0,008 M EDA) em cuba de eletroforese ficiente de Jaccard como medida de similaridade. Posteri-
horizontal A corrida foi efetuada com voltagem constanermente, foi aplicada andlise de escalonamento multidi-
te de 90'dlts. Como marcador de peso molegutairutili-  mensional nao métrico (NMDS), em que a maior disperséao
zado DNALadder 100 bp da Gibco BRA.visualizacdo das unidades foi identificada como havendo maior
dos fragmentos foi realizada com brometo de etidio edéssimilaridade genética. Esta técnica possui a vantagem
observacao feita sob luz ultravioleta. Os géis foram fotde manter a distancia proporcional inicial entre unidades
grafados pelo sistema fotografico digital GEL-PRO, sermostrais, ou seja, se a distancia original entre os
do que os fragmentos amplificados foram compilados eimdividuosi ej corresponde a quinta maior distancia en-
uma matriz de presenca (1) e auséncia (0). tre qualquer par de individuos, entdo estes individuos

Para cada area, foi calculada a percentagem de bansk$io alocados de forma que sua distancia euclidiana per-
polimérficas, considerando-se um loco polimérfico aquenaneca na quinta posicdo. Por fim, uma analise entre ma-
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trizes de similaridadeANOSIM foi aplicada para verifi- area em estadio avancado de sucessao, ndo havendo di-
car se existe separacao genética entre as areas em esfatbacas significativas entre areBs=(0,89) (Rbela 2).

inicial e avancado de sucessaA. andlise de Por outro lado, o coeficiente de similaridade de Jaccard
escalonamento multidimensional ndo métrico e andlisariou de 0,55 a 0,86, entre as plantas da area em regene-
entre matrizes de similaridade foram conduzidas no pr@c¢éo, e de 0,45 a 0,78, para os individuos da area em

grama RST 1.94. estadio avancado de sucess&b€la 2). Da mesma for
ma, a NMDS revelou maior similaridade genética entre os
RESULTADOS E DISCUSSAO individuos da area em regeneracao (Figura 2), com maior

) o dispersao multidimensional dos individuos para a area
Levando-se m consideracdo os 60 individuos estudaém estadio avancado (stress: 0,32A1)NOSIM (R =
dos, foi identificado um total de 11dci, sendo que, des- g 5g-p < 9 001) demonstrou haver maior dissimilaridade
tes, 92 (83%) mostraram-se polimérficos. Nos 30 represells,stica entre os individuos das duas areas do que entre
tantes de cada area, considerados para fins de analise, 0 qdividuos de cada uma delas, ou seja, a maior distan-
ram considerados 10aci, para os individuos coletados .5 esta entre as areas coletadas.
na area em estadio avancado de sucessao, e 103, para Q§gppenn e Ettori (2001) relataram que a reducéo das
individuos coletados na area em regenerag@me{(@ 1).  opulacses naturais tem levado a uma perda de genes
Osloci amplificados apresentaram entre 50 e 2200 bRgaptados a ambientes especificos de ocorréncia das es-
O niimero médio dieci porprimerfoi de 10,1, sendo de pecies arbéreas e que a redugdo continua no tamanho
9,2 para a area em estadio avancado de sucessao 8¢ populacdes as submete a perdas de variabilidade ge-
para a area de regeneracéo. O polimorfismo encontragiftica por deriva genética. Por consequéncia, esperava-
nas populacdes estudadas foi de 80 (7Bf) para a se que a variabilidade fosse maior na populacdo em esta-
area em estadio avangado de sucessao, e 72 (70%), pafi@ &wancado de sucessao, ou seja, mais antiga, quando
area em regeneracao. comparada com a da area em regeneracado. Os resultados
O numero déoci utilizados para analise foi superiordo presente estudo corroboram essa premissa.
ao dos utilizados por Trindade e Chaves (2005) e Zucchi Conforme descrito por Hamrick (2004) e observado
etal.(2005), em populacdes Beigenia dysentericeom  para populagdes déugenia uniflora,em restinga no
marcadores RAPD, os quais utilizaram 42 éoté res- sudeste do Brasil (Margét al, 2002), espécies arbéreas
pectivamente, mas com numero médidodeporprimer  tendem a apresentar menor variagido entre populacoes,
semelhante. Os mesmos autores obtiveram 83% e 73%edpecialmente aquelas com reproducéo cruzada e disper-
loci polimdrficos, demonstrando um polimorfismo semesas pelo vento ou animais. Da mesma forma, os autores
Ihante, com outra espécie do mesmo género. discutem que a perda de variabilidade genética poderia
O indice de diversidade de Simpson variou de 0,56ser verificada, utilizando-se a estrutura regenerante pre-
0,68, para a area em estadio inicial, e dé 88,68, paraa sente naquelas areas.

Tabela 1 Numero total e nimero de fragmentos polimoérficos obtidos enpdaaer utilizado em individuos déugenia unifloreem
diferentes estadios de sucesséo

) Total de fragmentos Fragmentos polimorficos
. Sequéncia - - - -
Primer (5' para 3) Estadio avancado Area Estadio avancado Area
de sucessédo de regeneragéo de sucessédo de regeneragéo

OPA-05 AGGGGTCTTG 7 9 5 2
OPB-05 TGCGCCCTTC 10 11 9 8
OPB-10 CTGCTGGGAC 8 9 4 9
OPD-17 AGGGAACGAG 9 8 8 7
OPF-04 GGTGATCAGG 9 7 5 6
OPH-02 TCGGACGTGA 11 9 11 3
OPH-04 GGAAGTCGCC 8 7 6 3
OPH-05 AGTCGTCCCC 9 9 9 6
OPH-06 ACGCATCGCA 8 14 4 10
OPW-03 GTCCGGAGTG 12 11 9 9
OPW-13 CACAGCGACA 10 9 10 9
TOTAL 101 103 80 72

% de Polimorfismo 79 70
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Assim, neste estudo a premissa inicial foi de que indsucessionais adiantadds.percentagem de fragmentos
viduos localizados em &reas em regeneragao, oriundagpdbmorficos (82,8 e 84,8%) e os indices de Shannon (0,442
processo de corte raso e uso para agricultura, iriam apeeé3,455) foram similares. Segundo os autores, estes resul-
sentar menor diversidade genética. Na analise dos resalos sugerem que se um aumento na intensidade de se-
tados, verificou-se que o indice de diversidade de Simpdegéo ocorreu durante a sucessdo, ndo conduziu a uma
foi semelhante entre os individuos das duas areas, enttieninuicdo na diversidade genética, ou que o efeito da
tanto, a similaridade foi maior entre os individuos da aresalecao foi balanceado por outros fatores, como o fluxo
em regeneracao. Esse processo indica que a regeneragginico. Resultados semelhantes foram obtidos por Goulart
da area em estadio inicial baseia-se em individuos geneti-al. (2005), diferentemente dos resultados encontrados
camente proximos, embora a diversidade alélica saja presente trabalho.
mantida dentro de cada um deles. Kageyamaet al.(2003), analisando a diversidade ge-

Por outro lado, a elevada dissimilaridade encontrada nética em espécies arbéreas em diferentes estadios
ANOSIM também indica a separacao genética entre as dsasessionais, ndo observaram padrdes claros na distri-
areas, ou seja, embora existam individuos em regenerag¢fiogéo da diversidade genética, entre e dentro das popu-
oriundos das areas mais bem conservadas, esta contritagdes, para as espécies nos diferentes estadios suces-
¢do é feita por alguns poucos individuos adultos. sionais. Concluiram que a estrutura genética dessas es-

Freitaset al.(2008), estudando a diversidade genéticaécies estava associada a padrdes reprodutivos e
de Eremanthus erythropappu®m marcadores RABD demograficos dentro das populacfes, em que espécies
nao encontraram indicacdo de que as populacdes abn maiores taxas de cruzamento, distribuicdo agregada
habitatssucessionais médios mostrassem mais baixa v@alta densidade populacional apresentavam menor di-
riacdo genética do que populacbes dos estadiwesrgéncia entre populacdes.

Tabela 2.indices de diversidade genética minimo e méaxmandividuos d&ugenia unifloraeem diferentes estadios de sucessao

indices Estadio avancado de sucesséao Area de regeneracao
Minimo Méaximo Minimo Méaximo

Diversidade de Simpson* 0,57 0,68 0,56 0,68

Coeficiente de Jaccard 0,45 0,78 0,55 0,86

* Sem diferenca estatistica entre os diferentes estadios de sudess@ngp).
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Figura 2. Escalonamento multidimensional ndo métrico (NMDS) das distancias genéticas entre indiviglugsni uniflora
amostrados em areas florestais em diferentes estadios sucessionais.
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