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RESUMO

CORAZZA, Thiely. Estrutura, Diversidade Genética e Autocorrelacdo Espacial de
Ocotea odorifera (Vell.) Rohwer em remanescentes florestais na regido do Alto
Uruguai Catarinense. Tese (Doutorado em Producéo Vegetal) - Universidade do Estado
de Santa Catarina. Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias Agrérias, Lages, SC, 2019.

O objetivo desse trabalho foi avaliar a diversidade, estrutura genética e a autocorrelacéo
espacial de O. odorifera, em populacdes de dois remanescentes florestais de tamanhos
distintos, préximos geograficamente, por meio de marcadores microssatélites. Com isso,
buscou-se verificar questdes como a proporcionalidade entre o tamanho do remanescente
e a diversidade genética; os processos de endogamia que atuam, o fluxo génico entre os
remanescentes e a estrutura genética espacial entre os individuos adultos. O estudo foi
conduzido em dois remanescentes florestais, no municipio de Concérdia, SC: o Parque
Municipal Fritz Plaumann (PEFP) e uma propriedade particular com fragmento florestal
de 15 hectares. Ambas as areas possuem historico de fragmentacéo florestal e, apos esse
evento, se mantém inalteradas. A coleta de folhas frescas de adultos e regenerantes da
espécie foi realizada por meio da metodologia de caminhamento. Na propriedade
particular foi feita a varredura de todo o fragmento, no qual foram mapeados e coletados
tecidos vegetais de todos os individuos adultos encontrados (perimetro a altura do peito
superior ou igual a 25 cm). No PEFP foi definido um ponto central no fragmento, a partir
do qual foi realizada uma varredura para a coleta e marcacao de 100 individuos adultos,
em uma area amostral circular de aproximadamente 5 ha. O individuo adulto que estava
no ponto central da amostragem de cada area serviu como ponto de partida para a
varredura de todos os regenerantes com até 20 cm de altura, de maneira que totalizassem
100 individuos em cada remanescente. Foi realizada extracdo do DNA genbmico e
amplificacdo via PCR com os locus desenvolvidos para O. odorifera. A diversidade
genética foi estimada por meio dos indices: nimero médio de alelos por loco (A), niUmero
medio de alelos efetivos por locus (Ae), heterozigosidade observada (Ho), e
heterozigosidade esperada (He) em equilibrio de Hardy-Weinberg, indice de fixacdo de
alelos (F) e numero de alelos privados (Apr). A estrutura genética foi verificada pelo
indice de fixacdo e confirmada por AMOVA. A estrutura genética espacial (EGE) foi
estimada por anélise de autocorrelagdo, usando um coeficiente de coancestria (Oxy). A
intensidade da estrutura genética espacial foi estimada pela estatistica Sp. Foram
encontrados 128 alelos nos 423 individuos analisados. A diversidade genética foi elevada
nas duas populac@es, porém sem diferenca significativa entre os parametros. A média no
indice de fixacao de alelos foi positiva e significativamente diferente de zero entre adultos
e regenerantes das populacgdes, com valores entre 0,17 (IC 0,08 - 0,26) e 0,28 (IC 0,14 -
0,43). Houve uma baixa diferenciacdo entre as populacdes, com média de fixacdo de
alelos de 0,8% para adultos e 10% para regenerantes. O indice de fixacdo dentro de cada
populacdo apresentou uma média de 18,4 % entre adultos e 19% entre regenerantes,
sugerindo endogamia. O namero de alelos privados foi elevado, principalmente entre os
individuos adultos, sugerindo que nem todos estdo sendo repassados ao longo das
geracOes. Nao houve estrutura genética espacial em nenhuma classe de distancia, nas duas
populagdes amostradas. Dessa maneira, percebe-se que manter remanescentes pequenos,
mesmao que isolados na paisagem, € muito importante, pois as populagdes tem capacidade
de se manter viaveis ao longo de muitas geracdes, devido a alta variabilidade genética
existente entre as matrizes.

Palavras-chave: Autocorrelagdo espacial; diversidade genética; estrutura genética;
endogamia; marcadores microssatélites.






ABSTRACT

CORAZZA, Thiely. Structure, genetic diversity and spatial autocorrelation of Ocotea
odorifera (Vell.) Rohwer in forest remnants in the Alto Uruguai Catarinense region.
Thesis (Doctorate in Plant Production) — Santa Catarina State University, 2019.

The objective of this work was to evaluate the diversity, genetic structure and spatial
autocorrelation (spatial genetic structure) of O. odorifera, in populations of two forest
remnants of different sizes, geographically close, with microsatellite markers. Thus, we
tried to verify questions such as the proportionality between the size of the remnant and
the genetic diversity; the processes of inbreeding, the flow of pollen between the
remnants, and the relationship between adult individuals. The study was conducted in two
forest remnants, in the municipality of Concdérdia, SC: the Fritz Plaumann Municipal Park
(PEFP) and a private property with a forest fragment of 15 hectares. Both areas have a
history of forest fragmentation and, after this event, remain unchanged. The collection of
fresh leaves of adults and regenerants of the species was performed using the walking
methodology. In the private property the entire fragment was scanned, in which plant
tissues of all the adult individuals found were mapped and collected (perimeter at chest
height greater than or equal to 25 cm). In the PEFP, a central point was defined in the
fragment, from which a scan was carried out for the collection and marking of 100 adult
individuals, in a circular sample area of approximately 5 ha. The adult individual who
was at the central point of the sampling of each area served as the starting point for the
scanning of all regenerants up to 20 cm high, so that they totaled 100 individuals in each
remnant. Extraction of genomic DNA and amplification via PCR was performed with the
locus for O. odorifera. The genetic diversity was estimated by means of the indices:
average number of alleles per locus (A), average number of effective alleles per locus
(Ae), observed heterozygosity (Ho), and expected heterozygosity (He) in Hardy-
Weinberg equilibrium, allele fixation index (F) and number of private alleles (Apr). The
genetic structure was verified by the fixation index and confirmed by AMOVA. The
spatial genetic structure (SGS) was estimated by autocorrelation analysis, using the
coefficient of coancestry (0xy). The intensity of the spatial genetic structure was
estimated by the Sp statistic. 128 alleles were found in the 423 individuals analyzed.
Genetic diversity was high in both populations, but with no significant difference between
the parameters. The mean allele fixation index was positive and significantly different
from zero among adult and regenerating populations, with values between 0.17 (IC 0.08
- 0.26) and 0.28 (CI 0.14 - 0.43). There was a low differentiation between populations,
with mean allele fixation of 0.8% for adults and 10% for regenerants. The index of
fixation within each population presented an average of 18.4% between adults and 19%
among regenerants, suggesting inbreeding. The number of private alleles was high (17
alleles), especially among adult individuals, suggesting that not all are being passed on
over the generations. There was no spatial genetic structure in any distance class in the
two sampled populations. In this way, it is perceived that maintaining small remnants,
even if isolated in the landscape, is very important, since the populations have the capacity
to remain viable for many generations, due to the high genetic variability among the
matrices.

Keywords: Spatial autocorrelation; Genetical diversity; genetic structure; endogamy;
microsatellite markers.
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Introducéo e Justificativa

O Brasil é considerado o pais com maior biodiversidade do planeta. Possui
remanescentes florestais ainda conservados e representa uma relevante fonte de diversidade
biolégica. Mesmo com tanta importancia, pouco tem sido feito para preservar essa riqueza
natural, e o planejamento para a efetiva conservagao desses recursos ainda é escasso. Grande
parte dos biomas brasileiros sofre com a destruicdo de ecossistemas, 0 que acarreta em perdas
irreversiveis na diversidade de espécies. Esse processo gera consequéncias demograficas e tem
influéncia direta na composi¢do genética de uma populacao, atuando na reducao dos niveis de
variabilidade genética e ocasionando, dessa maneira, a reducdo na adaptacdo das espécies as
mudangas ambientais.

Dentre as espécies que sofreram com esse uso intensivo dos recursos naturais encontra-
se a Ocotea odorifera (Vell.) Rower, popularmente conhecida como canela-sassafras, e
pertence a familia Laueaceae. A canela sassafras possui ampla distribuicdo geografica, que vai
desde o sul do Rio Grande do Sul até a Bahia, com adequabilidade de ocorréncia,
principalmente, nas regifes em que 0s solos sdo rasos e com rapida drenagem. Apesar dessa
ampla distribuicéo, ela ocorre de forma pouco frequente nas florestas, sendo possivel encontrar
densos povoamentos em determinados lugares e auséncia de individuos em outras areas, no
mesmo remanescente florestal.

Em décadas passadas, a espécie possuia um alto valor comercial, devido a qualidade da
madeira e ao 6leo essencial, o safrol, que pode ser extraido de todas as partes da planta, inclusive
da raiz. Como o 6leo possui varias propriedades e pode ser empregado em diversos ramos da
indUstria, as florestas do sul do Brasil eram as mais visadas para esse fim, pois os individuos de
O. odorifera possuem um teor maior de 6leo do que individuos extraidos em outras regides.

Devido a preocupacao com relacéo ao seu estado de conservacdo, Corazza et al. (2015,
dados ndo publicados) planejaram um estudo sobre a organizacdo espacial da espécie em
remanescentes isolados, com diferentes tamanhos e condi¢cGes micro-ambientais, a fim de
avaliar se esses fatores interferem na abundéancia de individuos e na distribui¢do espacial.
Verificou-se que a distribuicdo espacial de O. odorifera ndo segue um padrdo especifico de
agregacao ou aleatoriedade. Também nédo possui padrdo caracteristico na dependéncia de
distribuicdo espacial entre classes de tamanho. Essa organizacao espacial tem relacdo com o
tamanho do remanescente (tendo influéncia direta sobre a abundancia de individuos) e com
diferengas micro-ambientais (como ambientes de interior e borda dos remanescentes). Assim,

os ambientes de interior de florestas diferiram significativamente dos ambientes de borda
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florestal com relagdo a abundéncia de individuos, distribuicdo e dependéncia espacial. Da
mesma maneira, em cada tamanho de remanescente houve um padréo diferente, para 0s mesmos
parametros avaliados, como agregacao em escalas de distancia mais amplas nos remanescentes
menores do que Nos remanescentes maiores.

Com base nas informagdes de que a espécie tem preferéncia por ambientes mais
conservados, mas consegue se manter em locais com menor apelo conservacionista, viu-se a
necessidade de ampliar o conhecimento cientifico acerca da diversidade genética ainda
existente nessas populacdes pequenas e isoladas, assim como a forma com que esses padrdes
genéticos se distribuem nas populagdes. Aliado a isso, espera-se que, a partir de conhecimentos
sobre a estrutura genética e aos fatores reprodutivos que ja foram estudados, se iniciem acGes
conservacionistas, pensando nessa espécie que € tdo importante nas nossas florestas e esta tdo
ameacada.

O conhecimento sobre a diversidade e estrutura genética de uma espécie € muito
importante para verificar o potencial evolutivo de uma populagdo. Além de facilitar a
compreensdo das relac@es inter e intrapopulacionais, fornece informacdes sobre os padrdes
reprodutivos e a forma como esse fluxo génico € dissemimando entre as subpopula¢fes. Com
isso, é possivel definir estratégias de preservacdo dos recursos genéticos ou elencar areas
prioritarias para a conservagao.

Os padrdes de distribuicdo genética espacial de espécies vegetais fornecem subsidios
para a compreensdo da histdria evolutiva da planta e da area em que ela ocorre. Além disso,
possibilita o planejamento de coleta de sementes, indicando as distancias ideais e a quantidade
de sementes necessarias para um plantio / reflorestamento em que se busque variabilidade
genética.

Neste sentido, o presente estudo tem o objetivo de entender aspectos relacionados a
diversidade, estrutura genética e autocorrelacdo espacial de Ocotea odorifera em duas
populacdes de tamanhos distintos. Com isso, espera-se fornecer dados de uma espécie de grande
importéncia, a fim de gerar conhecimento aplicavel a conservacao da espécie.

Para descrever de forma mais abrangente a proposta da tese, foi elaborado um breve
referencial tedrico. Nele, serdo abordados os temas norteadores do estudo, como formacéo
florestal, caracterizagé@o da espécie, sua ocorréncia e usos, fragmentacao de habitats, remetendo
ao questionamento de como este processo afeta os fatores reprodutivos da espécie e a forma
como a diversidade genética esta distribuida nas populaces. Além disso, a tese esta dividida
em dois capitulos, sendo que o primeiro aborda a diversidade e a estrutura genética e o segundo

trata sobre a estrutura genética espacial em duas populacées de O. odorifera.
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Referencial Teorico

Formacéo florestal

A Floresta Atlantica compreende um dos maiores biomas tropicais do Brasil, e estd entre
0s mais ameacados do planeta, restando apenas uma area de cerca de 11,4-16% de toda sua
cobertura vegetal original (JOLY et al., 2011). Alem disso, a Floresta Atlantica apresenta-se de
forma fragmentada, sendo que as maiores e mais bem preservadas partes se encontram em areas
de alta elevacdo distribuidas nas regides sul e sudeste do Brasil (BERTONCELLO etal., 2011).
Apesar de sua dréastica degradacédo ao longo dos anos, a Floresta Atlantica ainda possui uma das
maiores riquezas em termos de biodiversidade dos tropicos, enquadrando-se como uma zona
de prioridade de conservagéo, pois encontra-se em quarto lugar dentre os 25 hotspots mundiais,
com alto indice de diversidade dentre os variados grupos bioldgicos (MYERS, 2000).

O bioma Mata Atlantica é composto por um conjunto de formacdes florestais (Florestas:
Ombrdfila Densa, Ombrofila Mista, Estacional Semidecidual, Estacional Decidual e Ombrofila
Aberta) e ecossistemas associados como as restingas, manguezais e campos de altitude
(SANQUETTA, 2008). Dentre as espécies encontradas nesse bioma, as da familia Lauraceae
possuem grande representatividade, pois estdo entre as cinco familias de maior riqueza nas suas
formacgdes florestais. O género Ocotea, apontado como o de maior riqueza de espécies (110), é
caracteristico das florestas bem preservadas entre as regides sul e sudeste do bioma, onde a
familia Lauraceae tem um dos seus principais centros de diversidade (GIANNERINI et al.,
2007). Esse género é considerado, também, o segundo mais diverso em areas montanas da
Floresta Atlantica do sudeste brasileiro (BAITELLO, 2001). Estudos recentes e novas
descobertas de espécies de Ocotea tem demonstrado que o género é bastante diversificado na
Floresta Atlantica. Varias espécies recentemente descritas sdo endémicas dessa unidade
fitogeografica, algumas delas com distribuicdo restrita (BROTTO; BAITELLO, 2012).

A distribuicdo de algumas espécies de Lauraceae foi bastante expressiva nas florestas
do sul do Brasil, principalmente no estado de Santa Catarina, ha décadas passadas. Porém, seu
uso intensivo, devido a importancia econémica para a regiao, fez com que espécies com vasta
distribuicdo se tornassem restritas nas florestas. Algumas delas, as mais significativas para a
regido, encontram-se em listas de espécies ameacadas de extin¢cdo. Como exemplo, temos a

Ocotea catharinensis, a Ocotea odorifera e a Ocotea porosa (MARTINS, 2013).



24

A espécie

Ocotea odorifera (Vell.) Rohwer (canela sassafrés) pertence a familia Lauraceae e
possui essa denominacdo popular devido a sua semelhanca com a Sassafraz albidum Nutt., uma
espécie norte-americana que foi bastante explorada devido aos compostos encontrados em suas
raizes (MARQUES, 2001). Possui ampla distribuicdo geogréfica, que vai desde o sul da Bahia
até o Rio Grande do Sul (Figura 1), abrangendo as formagdes florestais: Floresta Ombrofila
Densa, Floresta Ombrofila Mista, Floresta Estacional Decidual e Floresta Estacional
Semidecidual (KAGEYAMA et al., 2003). A espécie ocorre, preferencialmente, em &reas em
que os solos sdo rasos e com rapida drenagem (LORENZI et al., 2002). Apesar da ampla
distribuicdo, Kageyama et al. (2003) ainda citam que ela ocorre de forma irregular e descontinua
nas florestas, podendo constituir densos povoamentos em algumas areas e em outras, sua

ocorréncia é rara.

Figura 1. Mapa de probabilidade de ocorréncia de Ocotea odorifera, de acordo com as variaveis necessarias para
a ocorréncia da espécie e baseado em registros de amostras botanicas disponiveis em plataformas de dados online.

Occurrence
adequability

3000 6000
m

Fonte: Marcela Leite (dados ndo publicados).
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Com relagdo a ecologia da espécie, apresenta um crescimento lento, principalmente nos
primeiros anos de vida (LORENZI, 2002). E considerada uma espécie secundaria tardia a
climax (LONGHI, 1995).

A canela sassafras € uma planta perenifolia que possui entre 5 e 25 m de altura, copa
globosa e caule tortuoso, muitas vezes apresentando ramificagdo (LORENZI, 2002). De acordo
com Carvalho (2005), possui flores hermafroditas, distribuidas em inflorescéncias glabras
(contendo em média 9 flores), paniculadas, com até 5 cm de comprimento, localizadas nas
pontas dos ramos. O fruto é eliptico, bagaceo, castanho, com até 2,5 cm de comprimento por
1,2 cm de didametro, envolvido por uma cupula robusta, carnosa e verruculosa (Figura 2)
(CARVALHO, 2005).

Figura 2. Planta e frutos de Ocotea odorifera: a) individuo adulto; b) individuo regenerante; c) fruto imaturo; d)

fruto em trés estégios — inicio da frutificagdo, crescimento do fruto e fruto maduro.

Fonte: Registros feitos pela prépria autora.
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A polinizagdo ocorre por insetos pequenos, principalmente abelhas e a dispersdo dos
frutos € zoocorica, tendo como principais dispersores 0s macacos, roedores e aves
(CARVALHO, 2005).

A floracdo e a frutificacdo de Ocotea odorifera acontecem em meses diferentes,
dependendo da regido de ocorréncia. No estado de S&o Paulo, a floragdo ocorre entre 0s meses
de agosto a setembro e a frutificagdo de maio a novembro, em Minas Gerais a floragdo se da
entre os meses de agosto a dezembro e a frutificacdo entre maio a julho. No Rio Grande do Sul
a floracdo ocorre de outubro a dezembro e a frutificacdo de junho a dezembro, em Santa
Catarina a floragéo se estende de dezembro a fevereiro e a frutificacdo de junho a setembro e
no Parana entre os meses de dezembro a abril para floracdo e frutificacdo de junho a setembro
(CARVALHO, 2003). Segundo Inoue et al. (1984) a espécie apresenta frutificacdo irregular,
ocorrendo possivelmente em anos alternados, e raramente é abundante, pois os frutos caem
precocemente no periodo de maturacdo. Existem registros de que o processo reprodutivo da
espécie, em plantios, se inicia aos 20 anos de idade, aproximadamente (CARVALHO, 2005).

O sistema reprodutivo, tanto para a familia Lauraceae, quanto para o género Ocotea é
pouco conhecido. De acordo com a literatura, a familia apresenta caracteristicas xendgamas,
auto-incompativeis e possui mecanismo de dicogamia sincronizada, 0s quais previnem a
autopolinizacdo espontanea (WANG et al, 2005).

A autopolinizagdo espontanea para 0 género é rara pois, apesar de possuir 0s dois sexos
na mesma flor, elas sdo protoginicas, ou seja, 0 gineceu é receptivo ao pélen somente no
primeiro dia de antese, quando as anteras ainda estdo fechadas. A explicacao genética para esse
fendmeno é que a reacdo da incompatibilidade é controlada por um gene S. Quando os alelos
sdo idénticos, a velocidade de crescimento do tubo polinico é lenta, ou até mesmo nula,
retardando a sua penetracdo até o ovario. Assim, ao atingi-lo, dificilmente ocorrerd a
fecundacéo, pois o dvulo em geral ja ndo estd mais receptivo (SILVA, 2009). A mesma autora
ainda cita que a autopolinizacdo espontanea também pode ser evitada pela hercogamia, ou seja,
a fecundacdo é dificultada devido a disposicdo dos estames, com relagdo aos carpelos. As
anteras dos estames internos possuem disposicdo extrosa, evitando o contato direto com o
estigma. Este mecanismo é funcional na reducdo das chances de autopolinizagdo esponténea,
principalmente em dias de muito calor, quando as valvas das anteras internas se abrem antes do
estigma perder sua viabilidade. As chances de autopolinizagdo espontanea pelas anteras
externas, que sdo introrsas, sdo minimas, uma vez gue suas valvas s6 se abrem quando o gineceu

ja perdeu sua viabilidade.
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As flores tem seus verticilos florais visitados por vérias espécies de insetos generalistas.
Dentre eles estdo alguns dipteros da familia Shyrphidae, pequenas abelhas das familias
Halictidae e Anthophoridae, que alcangam mais o interior da flor com o aparelho bucal, além
de Curculionideos, Draconideos e formigas, que transitam por toda parte da planta, inclusive
folhas (RANGEL,; SILVA, 2013).

Importancia Econdmica

A canela sassafras € economicamente conhecida por possuir alto teor de 6leo essencial,
com propriedades curativas. Essa informacao foi descoberta pelo médico e botanico espanhol
Nicolas Bautista Monardes (1493 — 1588), em estudos com Sassafras albidum (Nutt) Nees, o
sassafras norte-americano (MAAR; ROSENBROCK, 2012). A importancia econébmica de
Ocotea odorifera ficou conhecida, mais tarde, por possuir odor e propriedades semelhantes. Em
1959, Otto R. Gottlieb e Mauro Taveira Magalhaes descobriram que a planta originaria das
regibes mais frias de Santa Catarina contém safrol, mas as plantas provenientes de Minas
Gerais, S&o Paulo e Rio de Janeiro ndo possuem (GOTTLIEB; MAGALHAES, 1960). Por isso,
a grande exploracdo de sassafras ocorreu em Santa Catarina.

Otto Grimm desenvolveu um método simples e barato para extracdo de éleo essencial
de sassafras no estado, o que levou muitos outros produtores a criarem suas instalacdes. De
acordo com Maar; Rosenbrock (2012), o rendimento médio de cada metro cubico de lenha era
de 7 kg, chegando a ter uma média anual de 592.000 quilos de 6éleo exportado. No auge da
producéo, o 6leo bruto era cotado a US$ 4,00 por quilograma, e até 1960, o Brasil era 0 maior
exportador desse produto bruto. No total, haviam 200 empresas dedicadas a esse fim em Santa
Catarina (MAAR; ROSENBROCK, 2012).

O uso intensivo de O. odorifera conduziu a espécie ao esgotamento nas florestas,
fazendo com que, em 1990, fosse proibido o corte de sassafras. O 6leo, entdo, passou a ser
importado da China e do Vietnd, que obtém o safrol pelo mesmo processo, porém utilizando
outro tipo de canela, a Cinnamomum camphora L. (MAAR; ROSENBROCK, 2012).

Além do bleo essencial caracteristico, O. odorifera é reconhecida também pela sintese
de flavonoides, como o canferol e a quercetina, polipropandides, esteroides, sesquiterpenos
(WATSON; DALLWITS, 2005). De acordo com Carvalho et al. (2005), é utilizada na medicina
popular, pois as cascas e as flores da canela-sassafras apresentam acdo estimulante, sudorifera,
diurética, carminativa, rubefasciente, analgésica, aromatica. Tem, ainda, propriedades

depurativas do sangue, auxilia na digestdo, na artrite reumatoide, no tratamento de dermatose,
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fragilidade no sistema nervoso, no tratamento da sifilis e no combate a halitose (mau halito)
(CARVALHO, 2005). Pode, ainda, ser usada como repelente.

A madeira é empregada para fabricacdo de moveis, producédo de folhas faqueadas para
revestimentos internos e decorativos, embalagens, em marcenaria de luxo, e na construcao civil
(MARQUES, 2001).

Fragmentacao de habitats e consequéncias genéticas

A fragmentacdo de habitat, processo conhecido pela reducdo e isolamento da cobertura
da vegetacdo original (HENLE; SARRE; WIEGAND, 2004), é uma consequéncia historica da
exploracdo inadequada dos recursos naturais. Este processo se caracteriza como 0 grande
responsavel pela vulneravel situacdo das areas florestais, hoje transformadas em dispersos
remanescentes, inseridos em matrizes desmatadas (FAHRIG, 2003). Essas pequenas porgdes
florestais, resultantes do processo de fragmentacdo, sdo submetidas a diferentes impactos
antropicos, que modificam a composicdo floristica e estrutural das comunidades vegetais
(ZACHOS, 2012), aléem de gerar outros impactos sobre a estrutura vegetal, incluindo a
dispersdo de sementes (BODIN et al., 2006) e a polinizacdo (LOPES et al., 2009).

Os remanescentes florestais pequenos tendem a ser mais vulneraveis, pois estdo sujeitos
as variacdes microambientais. De acordo com Laurance; Vasconcelos (2009), as florestas
fragmentadas e, principalmente, com formato irregular, sofrem mais com as alteragdes abioticas
gue resultam, muitas vezes, em reducdo na abundancia de determinadas espécies e mudancas
em processos ecoldgicos, como ciclagem de nutrientes e padrdes reprodutivos e de dispersdo.
Além disso, a fragmentacdo florestal pode ter consequéncias genéticas, que contribuem para o
risco de extincgéo.

A exploracdo madeireira favorece a remocédo de grandes arvores que, geralmente, séo
as responsaveis pela maior taxa de fecundidade das espécies na floresta. Essa remocao resulta
no decréscimo da densidade de espécies e, consequentemente, dos agentes polinizadores que,
devido ao distanciamento e/ou isolamento de matrizes, acabam ndo conseguindo realizar a
polinizagédo, ocasionando, assim, a reducéo de diversidade nas florestas (VINSON et al., 2015).
Ap0s sucessivas geracoes, essa reducéo levara ao aumento de individuos homozigotos, aumento
da endogamia, deriva e diferenciacdo genética entre populacdes (GANZHORN et al., 2015).
Entretanto, esses efeitos podem ndo ser previsiveis, pois algumas espécies possuem baixas
densidades na floresta ou um processo de reproduc¢éo descontinuo, o que torna a espécie restrita,

ndo somente devido a fragmentacdo de habitats (GHAZOUL, 2005). Devido a isso, 0S
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pardmetros genéticos sdo considerados de extrema importancia para caracterizacdo de
populagdes naturais por retratarem, de forma clara, o quanto as alteracbes ambientais

influenciam a diminuicéo da variabilidade genética populacional.

Diversidade, estrutura genética e autocorrelagdo espacial

A diversidade genética é definida por meio da variedade de alelos e genotipos
encontrados entre individuos de uma espécie (FRANKHAM, 2010). Ela possibilita a
permanéncia dos processos evolutivos em uma populacdo natural e, com isso, favorece a
adaptacao das espécies as modificagdes ambientais (DIAZ, 2013). Assim, é possivel avaliar 0s
niveis de variabilidade genética e como ela é mantida dentro e entre as populacdes (HAMRICK,
1983), além de verificar os mecanismos de manutencdo dessa diversidade.

A distribuicdo das frequéncias alélicas em uma populacédo é influenciada por diversos
fatores, dentre os quais destacam-se 0s reprodutivos e 0s evolutivos. Como fatores reprodutivos,
estdo a ecologia comportamental dos dispersores de propagulos e seu sucesso migratorio; e 0s
mecanismos de interacdo entre planta e animal, como a anatomia floral e o desenvolvimento
dos frutos (GHAZOUL, 2005). Assim, espécies com limitacdo na dispersdo de pdlen e restrita
dispersdo de sementes dentro de grandes populacdes, tem tendéncia a gerar uma distribuigédo
ndo aleatdria dos genotipos, na qual o parentesco sera maior entre vizinhos mais proximos do
que entre individuos mais distantes, na mesma populacdo (MEDINA-MACEDO et al., 2015).
A longo prazo, esse fator pode aumentar a endogamia e diminuir a diversidade genética das
populacdes (BITTENCOURT e SEBBENN, 2007).

A mutacdo é o fator evolutivo responsavel pelo aumento da diversidade genética nas
populacdes, pois possibilita a insercdo de novos alelos, devido aos erros gque surgem na
replicacdo do DNA (MOREIRA, 2017). QOutros fatores, como a deriva genética e a selecdo
natural, tendem a diminuir a diversidade genética. O processo de deriva genética pode ser
encarado como uma flutuacdo aleatdria na frequéncia alélica, levando, em alguns casos, a
fixacdo ou perda de alelos (FUTUYMA, 2003). A selecdo natural, por outro lado, atua dentro
das populactes em relacdo a adaptacdo ao ambiente, proporcionando variagao entre populacfes
e entre individuos (TORGGLER et al., 1995).

De acordo com Sant’Anna et al. (2013), a existéncia de fluxo génico (migracéo) entre
populacdes, tanto por meio de dispersdo de sementes, quanto pelo fluxo de pdlen, reduz a
diferenciacdo genética e aumenta a diversidade e o tamanho efetivo de uma populacéo. Hartl e

Clarck (2010) discutem que mesmao que o fluxo génico seja muito pequeno, as populacdes ainda
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podem se manter como unidades evolutivas, pois defendem que um Gnico migrante por geracdo
é suficiente para anular, mesmo que parcialmente, o efeito divergente da deriva genética. Dessa
maneira, em populacdes naturais, o fluxo génico pode reduzir os efeitos de deriva genética e
ser fonte de novos alelos (SANT’ANNA et al., 2013).

A estrutura genética de populagdes, segundo Wright (1951), reflete um equilibrio entre
deriva genética e fluxo génico. Porém, como cada espécie possui uma limitacdo e/ou um
comportamento diferente, considera-se que a variacdo genética existente entre individuos de
uma populacéo resulta de um balanco entre forcas evolutivas. A diferenciacdo local pode ser
produzida pela deriva genética e pela selecdo natural, enquanto que a homogeneizacéo genética
entre as populacdes pequenas tende a ser produzida por meio da migracdo (SLATKIN, 1987).
O fluxo génico, dessa maneira, tem influéncia direta na estrutura genética de populacdes de
plantas, contribuindo, para que elas se comportem como populagdes panmiticas, mesmo que
separadas geograficamente (STORFER, 1999).

A estrutura genética espacial pode ser definida como um conjunto de variaveis
aleatdrias, presentes nos alelos, que sdo analisadas aos pares de distancia (espaco geografico),
a fim de verificar se sdo mais (autocorrelacdo positiva) ou menos (autocorrelacdo negativa)
semelhantes do que o esperado para os pares de observacdo (LEGENDRE, 1993). Supde-se,
com isso, que os alelos idénticos por descendéncia diminuam a medida que a distancia
geogréfica entre plantas aumente (LOISELLE et al., 1995).

Loveless e Hamrick (1984) afirmam que os padrdes de estruturacdo genética espacial
nas populacdes naturais de plantas sdo causados pela atuacdo de fatores ecoldgicos e evolutivos.
Os principais fatores sdo o fluxo de pélen e de sementes, pois as popula¢fes podem ser mais ou
menos aparentadas, dependendo da distancia de dispersdao. Além disso, pode ter influéncia da
densidade de individuos adultos, da selecdo micro ambiental, regeneracédo e pelo sistema de
reproducdo (LOISELLE et al., 1995). Com isso, é possivel que ocorra estruturacdo familiar
dentro das populagdes, devido a ineficiéncia na disperséo de pdlen, além da queda de sementes
proximas a arvore matriz (SEBBEN et al., 1998).

O conhecimento sobre a estrutura genética espacial de uma espécie é importante na
conservacao genetica, pois possibilita mitigar os efeitos de praticas de manejo. Assim, em
populacdes naturais, ela pode ser usada para estimar o grau de isolamento dos individuos de
uma especie, além de fornecer informacdes sobre o alcance do fluxo génico e o tamanho da
vizinhanga (GONZALES; HAMRICK, 2005), a fim de detectar individuos aparentados.
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Marcadores microssatélites

A descoberta da molécula de DNA e a elucidacdo do codigo genético facilitaram as
pesquisas envolvendo conservacdo dos recursos naturais. Isso foi possivel, porque, com o
avanco das técnicas de biologia molecular, foram desenvolvidos marcadores moleculares, que
s&0 um conjunto de métodos de deteccao nas variagdes das sequéncias de DNA (CAIXETA et
al., 2006). Como sdo baseados em polimorfismos detectados no genoma, tornou-se possivel o
estudo das variacdes na diversidade e na estrutura genetica (FIGUEIRA; CASCARDO, 2001).

Dentre os marcadores moleculares desenvolvidos, os microssatélites, ou Repeti¢Ges
Simples de Sequéncias (SSRs — Simple Sequence Repeats) estdo sendo bastante utilizados. Eles
sdo constituidos de sequéncias curtas repetidas em linha (tandem), abundantes e dispersos por
todo o genoma, tanto em regides codificadoras, quanto nas ndo codificadoras (GROVER;
CHARMA, 2014). Porém, a ocorréncia dos microssatélites nas regides codificadoras € menor,
devido a alta taxa de mutacao que essas regides possuem, o que pode comprometer a expressao
génica (EISEN, 1999).

Os marcadores microssatélites revelam polimorfismo em um loco por meio do niumero
de vezes que a sequéncia de nucleotideos se repete. Como essas sequéncias variam bastante no
genoma, o conteudo informativo € alto (SOUSA et al., 2018). A provavel explicacdo para esse
polimorfismo elevado se da pela alta taxa de mutagcdo que esse marcador possui durante a
replicacdo do DNA (ELLEGREN, 2004). De acordo com Sousa et al. (2018), as sequéncias de
nucleotideos que flanqueiam essas regiGes se mantém dentro de uma espécie e, por isso, torna-
se possivel a selecdo de iniciadores (primers) para a amplificacdo do DNA via PCR.

Os marcadores microssatélites podem ser amplamente utilizados, devido a sua
simplicidade, pois possibilitam rapidez nas analises, grande poder de resolucéo e altos niveis
de polimorfismo (RUFINO, 2005). Porém, seu uso para espécies florestais nativas ainda ndo é
tdo amplo, visto que a identificacdo das regides microssatélites € um processo trabalhoso e
demorado (GUICHOUX et al., 2011). Antigamente, os locos microssatélites eram isolados de
bibliotecas genémicas, selecionadas para 0 genoma da espécie desejada e os clones eram
rastreados pela hibridizacdo com as sondas contendo as repeticbes (ZANE; BARGELLONI;
PATARNELLO, 2002). A partir de 2005, com o sequenciamento de nova geracgdo, existem
plataformas capazes de gerar informacao sobre milhdes de pares de bases em uma tnica corrida,
0 que economiza tempo e dinheiro (CARVALHO; SILVA, 2010).
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Diversidade e estrutura genética em populacdes de Ocotea odorifera (Vell.) Rohwer

Resumo

Os ecossistemas florestais vem sendo modificados em populacGes pequenas e isoladas, devido
a intensa exploracdo madeireira. Essas populacdes tendem a sofrer modificacao na divergéncia
populacional e aumento da deriva genética, pois resultam da perda da diversidade genética e
elevada endogamia. Para investigar a diversidade e estrutura genética de O. odorifera, em
populacbes de dois remanescentes florestais foram usados oito marcadores microssatélites.
Foram encontrados 128 alelos nos 423 individuos analisados. A diversidade genética foi
elevada nas duas populacGes (He entre 0,76 e 0,78; Ho entre 0,59 e 0,63), porém sem diferenca
significativa entre os parametros. A média no indice de fixacdo de alelos foi positiva e
significativamente diferente de zero entre adultos e regenerantes das populac6es, com valores
entre 0,17 (IC 0,08 - 0,26) e 0,28 (IC 0,14 - 0,43). Houve uma baixa diferenciacdo entre as
populacbes amostradas, com média de fixacao de alelos significativamente diferente de zero e
um total de 0,8% para adultos e 10 % para regenerantes. O indice de fixacdo dentro de cada
populacdo apresentou valor médio de Fis = 0,18 em adultos e Fis = 0,19 para regenerantes,
indicando um consideravel grau de endogamia. O numero de alelos privados foi elevado (17
alelos), principalmente entre os individuos adultos, indicando que nem todos estdo sendo
repassados ao longo das geracdes. Por fim, a espécie ndo parece sofrer com a fragmentacéo
ocorrida, pois apresenta alta diversidade genética, com populagdes bastante parecidas, o que
reflete a ocorréncia de fluxo génico entre elas.

Palavras-chave: canela-sassafras; fragmentacdo florestal; endogamia; variabilidade genética.

Abstract

Forest ecosystems have been modified in small and isolated populations due to intense logging.
These populations can have changes in population divergence and increase in genetic drift, as
they result from the loss of genetic diversity and high inbreeding. To investigate the diversity
and genetic structure of O. odorifera, eight microsatellite markers were used in populations of
two forest fragments. 128 alleles were found in the 423 individuals analyzed. Genetic diversity
was high in both populations (He between 0.76 and 0.78, Ho between 0.59 and 0.63), but with
no significant difference between the parameters. The mean allele fixation index was positive
and significantly different from zero among adult and regenerating populations, with values
between 0.17 (C1 0.08 - 0.26) and 0.28 (CI 0.14-0, 43). There was a low differentiation among
the populations sampled, with a mean of allele fixation significantly different from zero and the
total of 0.8% for adults and 10% for regenerants. The index of fixation within each population
had an average value of Fis = 0.18 in adults and Fis = 0.19 for regenerants, indicating a
considerable degree of inbreeding. The number of private alleles was high (17 alleles),
especially among adult individuals, indicating that not all are being passed on over the
generations. Finally, the species does not seem to suffer from the fragmentation occurred, since
it presents high genetic diversity, with populations very similar, which reflects the occurrence
of gene flow between them.

Keywords: canela-sassafréas; forest fragmentation; endogamy; genetic variability.
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Introducéo

Em diversos lugares do mundo e, mais especificamente, no Brasil, 0 ecossistema
florestal vem sendo bastante modificado. A intensa exploracdo madeireira resulta em
populagdes pequenas, fragmentadas e, muitas vezes, isoladas, representando uma grave ameaga
para a diversidade de espécies animais e vegetais (GUIDUGLI et al., 2016). Assim, muitas
especies, como Ocotea odorifera (Vell.) Rohwer, sofreram um declinio consideravel no
tamanho populacional, devido ao alto valor econdmico, tanto pela utilizagdo da sua madeira,
quanto pela extracdo de seu 6leo essencial. As populagdes, que se mantém pequenas e isoladas
ao longo de varias geracdes, tendem a sofrer modificacGes estruturais, a nivel demografico,
devido aos processos ecoldgicos (HANSON et al., 2008), podendo acarretar em consequéncias
genéticas, como aumento da deriva genética, reducdo no fluxo génico e endogamia (LOWE,
2005). A longo prazo, as populagdes que sofreram com essas perturbacGes ecoldgicas podem
perder a capacidade de responder as pressdes de selecdo (YOUNG et al., 1996), o que resulta
em perdas de individuos na populacéo e extincao de espécies.

A diversidade genética, verificada por meio da variacdo intraespecifica, € um dos niveis
de biodiversidade que podem ser afetados com a reducéo de populagdes (LAUTERJUNG et al.,
2019). Sua perda pode ter sérias consequéncias na conservacao da espécie a longo prazo. Por
esse motivo, o estudo da diversidade genética se torna necessario, pois permite verificar os
niveis de variabilidade genética dentro das populacdes (HAMRICK, 1983), e entender como
ela esta estruturada na paisagem. Isso contribui para o entendimento sobre a histdria evolutiva
e a dindmica populacional das espécies (CABALLERO et al., 2010).

A forma como a variabilidade genética é distribuida entre e dentro das populagdes €
verificado por meio da estrutura genética (BROWN, 1978), que geralmente ocorre de forma
heterogénea nas florestas, indicando possiveis graus de endogamia (ROBINSON, 1998). As
principais alteracGes que ocorrem em uma populacdo, a nivel genético, geralmente estdo
relacionadas a processos evolutivos, como mutacao, migracdo, deriva e selecdo natural. Os dois
ultimos, de acordo com Hamrick (1989), aumentam a diferenciacgéo entre as populagdes. Assim,
especies que apresentam mecanismos eficientes com relacdo ao fluxo génico apresentam, de
maneira geral, alta variacdo genética dentro das populagdes e baixa entre estas (BODANESE-
ZANETTINI; CAVALLLI, 2003).

Dessa maneira, esse trabalho pretende avaliar a diversidade e estrutura genetica de O.
odorifera, em populacdes de dois remanescentes florestais de tamanhos distintos, proximos

geograficamente, por meio de marcadores microssatélites. Com isso, pretende-se responder
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questBes como: a) a diversidade genética € semelhante entre as areas? b) os processos de
endogamia sdo mais intensos no remanescente menor? c) a diversidade genética dos adultos é
semelhante aquela encontrada nos individuos regenerantes? d) ocorre fluxo de génico entre as

duas populagdes?

Material e métodos
Espécie

Ocotea odorifera (Vell.) Rohwer (canela sassafrés), pertence a familia Lauraceae, e
possui ampla distribuicdo geogréfica, que vai desde o sul da Bahia até o Rio Grande do Sul,
abrangendo as formacdes florestais: Floresta Ombrofila Densa, Floresta Ombréfila Mista,
Floresta Estacional Decidual e Floresta Estacional Semidecidual (KAGEYAMA et al., 2003).
A canela sassafrds é economicamente conhecida por possuir alto teor de safrol, um 6éleo
essencial com propriedades medicinais e cosméticas (MAAR; ROSENBROCK, 2012). Além
disso, sua madeira é empregada para fabricacdo de moveis, em marcenaria de luxo e na
construcdo civil (MARQUES, 2001). Devido a isso, a espécie encontra-se na lista Oficial de
Espécies da Flora Brasileira Ameacadas de Extincdo (CNCFlora, 2016) e na lista de espécies
ameacadas do Brasil (MMA, 2014), na categoria “Em perigo”.

Area de estudo

O estudo foi conduzido em dois remanescentes florestais, no municipio de Concérdia,
SC (Figura 1): um no Parque Estadual Fritz Plaumann (PEFP), com é&rea total de
aproximadamente 742 ha e area com remanescente florestal em bom estado de conservacdo de
80 ha; e 0 outro em uma propriedade particular (PP) com fragmento florestal de 15 ha. As duas
areas estdo distantes aproximadamente 1000 m entre si. A vegetacdo da regido € classificada
como Estacional Semidecidual (OLIVEIRA-FILHO et al., 2013) e, de acordo com o sistema de
classificacdo de Kdppen, encontra-se na transicdo entre o clima subtropical umido e clima
temperado, com temperatura média anual em torno de 17,6 °C e uma precipitagdo anual média
de 1912,3 mm (BERNARDI; BUDKE, 2010). O relevo varia entre fortemente ondulado a
ondulado, com éareas de alta declividade e pedregosidade e outras ndo tdo acidentadas
(STAMBERG et al., 2012).
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Figura 1. Mapa de localizagdo da area de estudo, situada no municipio de Concérdia, SC. Pontos azuis referem-se
a distribuicao dos individuos na area de coleta.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2019.
Descri¢do das areas de estudo

De acordo com comunicacao pessoal, em décadas passadas, haviam algumas instalagdes
para extracdo do 6leo essencial de sassafras e, para essa finalidade, foi uma espécie que sofreu
com a exploracdo da madeira. Devido a isso e a outros fatores, as areas estudadas possuem

diferentes niveis de conservacdo, com alguns trechos antropizados e outros bem preservados.

Parque Estadual Fritz Plaumann (PEFP)

A criacdo do Parque Estadual Fritz Plaumann (Figura 2) pode ser considerada recente
(ocorreu em 2003), e ocorreu como forma de compensagdo ambiental, pela instalacdo de uma
Usina Hidrelétrica nas margens do rio Uruguai (FATMA, 2005). Com o enchimento do
reservatorio da usina, mais de 80 propriedades foram atingidas e, destas, 47 tiveram seus limites
sobrepostos a area definida para a criacdo da Unidade de Conservagdo (SILVA, 2008). A

maioria dessas propriedades possui histérico familiar, pois foram passadas ao longo das
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geragdes e, em todas elas, h& evidéncias de retirada de madeira. Essa remocéo da vegetacao
ocorreu por dois motivos principais na regido: para a ampliacdo de area agricultavel e para a
exploracdo de espécies florestais de alto valor econdmico (SILVA, 2008). Assim, 0s

remanescentes que formaram o parque possuem niveis de conservacao bastante distintos.

Figura 2. Imagem de satélite com delimitacdo do Parque Estadual Fritz Plaumann (linha verde) e Zona de
Amortecimento (linha vermelha).

v
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Image ©2008 DigitalGlobe
© 2008 MapLink/TeleAtlas

Fonte: elaborado pela autora, 2019.

Para o estudo foi utilizado um remanescente com aproximadamente 80 ha, dos 741,66
ha que compdem o PEFP. Esse fragmento estd inserido na éarea considerada como Zona
Primitiva (Figura 3) e foi selecionado por apresentar um estadio sucessional mais avangado,
sendo um ambiente caracteristico para se encontrar O. odorifera.

A altitude média da area de estudo é de 470 m e o relevo é acidentado, com presenca de areas
de alta declividade e pedregosidade (STAMBERG et al., 2012).
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Figura 3. Mapa de zoneamento do Parque Estadual Fritz Plaumann. Linha pontilhada na Zona Primitiva (em verde)
indica a localizagdo da &rea de estudo.
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Fonte: FATMA, 2005.
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Propriedade Particular (PP)

A propriedade particular (Figura 4) possui 15 ha, com um historico semelhante ao do
PEFP, visto que deriva de uma heranca passada ao longo das geracdes. Além de passar por
corte seletivo, em especial de sassafrés, que era encontrado em alta densidade na floresta, esse
fragmento fazia parte de um continuum entre floresta e potreiro. No momento em que foi
realizado o estudo, ndo havia mais retirada de espécies arboreas nesse fragmento e a area
florestal estava cercada, a fim de evitar o pisoteio de gado. Apesar disso, esse fragmento pode
ser considerado mais suscetivel aos efeitos atropicos que o PEFP, pois é circundado por
atividades agropecuarias (como pecudria extensiva, plantacdes de llex paraguariensis e Pinus
elliottii).

A altitude média da area é de 560 m, com relevo ondulado a fortemente ondulado,
mesclado com patamares de menor declividade e ocorréncia de pedregosidade em parte da area,
principalmente nas areas de encosta (STAMBERG et al., 2012).

Figura 4. Imagem de satélite da Propriedade particular. A linha verde indica a area florestal.

Fonte: elaborado pela autora, 2019.

Coleta das amostras

Amostras de folhas frescas de Ocotea odorifera foram coletadas nas duas areas e, em

casos de arvores com dificil acesso as folhas, foram retiradas amostras do cAmbio vascular da
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espécie. Todos os individuos considerados como adultos, com perimetro a altura do peito (PAP)
superior ou igual a 25 cm foram marcados e georreferenciados. Esse critério de inclusédo foi
utilizado pois, de acordo com Pagliarini (2015, dados ndo publicados), individuos com PAP >
25cm ja possuem 20 anos e, por isso, podem ser reprodutivos. Como regenerantes foram
considerados individuos com até 20 cm de altura, a fim de abranger mais de uma estacdo
reprodutiva. Para a caracterizagdo dos individuos, foram coletadas as informacdes sobre PAP e
a altura total de todas as plantas adultas amostradas. Dos regenerantes, foram mensurados 0s
parametros: altura total e perimetro a altura do solo (PAS).

Dessa maneira, para a populacdo da PP, foi feita a varredura de todos os individuos
arboreos adultos da espécie encontrados na area. J& no PEFP, foi definido o ponto central do
fragmento e, a partir dele, foi feito um caminhamento para a coleta do material vegetal, até
totalizar 100 individuos. Ao final, verificou-se que a area amostral do PEFP corresponde a uma
parcela circular de aproximadamente 5 ha (Figura 5), ao passo que na PP, apesar de possuir 15
ha, a &rea ocupada pelos individuos de O. odorifera ndo é maior do que 7 ha, conforme

verificado na figura 1.

Figura 5. Mapa de localizagdo da &rea de estudo, situada no municipio de Concérdia, SC, com representacdo da
metodologia de coleta do material genético.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

As coordenadas UTM dos individuos adultos serviram como base para a defini¢cdo da
area de coleta dos regenerantes. O individuo adulto que estava mais centralizado na amostragem
foi considerado como ponto central e, a partir dele, foi realizada a varredura (de maneira

circular) de todos os regenerantes encontrados, até totalizar 100 individuos em cada uma das



45

areas. Dessa forma, a &rea amostral obtida para regenerantes do PEFP foi de 4,15 ha, enquanto
que a parcela da PP foi de 1 hectare. Todo o material foi coletado em sacos herméticos
individualizados, refrigerado e encaminhado para o laboratério de Genética do CAV — UDESC

para a extracdo do DNA gendmico.

Extracéo, amplificacédo e genotipagem do DNA

A extracdo de DNA gendmico de O. odorifera seguiu um método CTAB de Mazza e
Bitencourt (2000), com algumas alteraces para um resultado satisfatorio na qualidade de DNA.
Para isso, foram utilizados aproximadamente 0,05 g de tecido vegetal. O DNA foi amplificado
via reacdo em cadeia da polimerase (PCR), usando oito locos desenvolvidos para a espécie por
Martins et al. (2014) (Tabela 1). Foram otimizadas reacGes multiplex para os marcadores
microssatélites, de acordo com a temperatura de anelamento e tamanho do fragmento de cada
um deles, sendo: Mix 1 = Ood 7, Ood 14 e O0d16, Mix 2 = Ood 9, Ood 15 e Ood 20 e Mix 3 =
Ood 5 e Ood 17.

Tabela 1. Caracterizacdo dos oito locos microssatélites desenvolvidos por Martins et al. (2014) para Ocotea
odorifera

Tamanho do
SSR - A . o Ta GenBank
Loco Repeticéo Sequéncia do primer (5'-3") °C) fra%tr;;)(;nto 2cesso N°

F:GACACAGTAATGCTGGGGAAA
Ood 05 (GA)T R:ACCCTCAACCTCATCATTGC 57 246-252 KC261494

F-TAATGGGTCCCCTGTTTTGA 56

Ood 07 (GA)25 R:CCCCTTTCTTTCCCTCTCAC 206-258 KC261495
Ood 09 (AG)14 ;é;:g.?g;ﬁiﬁ?rgg%%i%gi 56 160-186 KC261496
Ood 14 (TC)16 RFC%ir;GAﬁ%(mggggm 56 204-236 KC261497
Ood 15 (cnair FRAxT%%ﬁTGGT%A(E%Tr%?ﬁﬁgﬁé 56 146-176 KC261498
00d 16 (AG)17 F:-TCCATTCGGAGAGAAAAATA 56 182-296 KC261499

R:CTCTAGTGACGGAATGGAAG

F:AGTAGCTTCACCAACCAAGA 60
R:TGGCTTGTTTTACTCCCTTA
F-TTAGTCTCACCTTCCATTCC

Ood 20 (TC)17 R TGGACACGAGGTTAGTTTCT 56 191-221 KC261501

Ood17 (CT)7CC(CT)9 212252 KC261500

Fonte: Martins et al., 2014.

A amplificacdo das amostras via PCR foi feita em um volume total de 12,5 pL, contendo
aproximadamente 20 ng de DNA, 0,2 mM de DNTP, 0,2 uM de cada primer, 1x Tampao, 2,5
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mM Cloreto de Magnésio, 1 U de Platinum® Tag DNA Polimerase (Invitrogen) e &gua
ultrapura. Para a ciclagem, em um termociclador Veriti 96 well Thermal Cycler, foram feitas:
desnaturacdo inicial a 94 °C por 3 minutos, seguido de 30 ciclos a 94 °C por 45 segundos,
anelamento a temperatura especifica de cada multiplex (Mix 1 =56 °C, Mix 2 =57 °C e Mix 3
= 59 °C) por 45 segundos, extensdo a 72 °C por 45 segundos e extenséo final a 72 °C por 30
minutos.

A genotipagem foi realizada por meio da fluorescéncia emitida de cada amostra
amplificada, em eletroforese capilar, por meio de um Sequenciador Automatico ABI 3130
(Applied Biosystems). Para isto, foi feita uma reacdo contendo 2 pL do produto de PCR, 0,3
uL de GS600 LIZ® e 7,7 uL de formamida HIDI™., Os picos de fluorescéncia gerados em
eletroferogramas definiram o tamanho dos alelos de cada reacdo. Essas interpretacdes foram

realizadas com o auxilio do software GeneMapper v.3.2 (Applied Biosystems).

Analise de dados

Para avaliar as classes diamétricas e de altura, levou-se em consideracdo a densidade
absoluta da espécie em cada area amostral, classificando-as de acordo com a amplitude de cada
parametro. Para a apresentacdo dos dados, foram elaborados histogramas, distribuindo os
individuos em classes de diametro a altura do peito (DAP) para adultos, diametro a altura do
solo (DAS) para regenerantes e de altura. As diferencas nas frequéncias de diametro e de altura
de cada classe foram observadas utilizando o teste de aderéncia qui-quadrado (%) no nivel de
5% de significancia. As analises foram conduzidas no software Past 3 (HAMMER, 2017).

A diversidade genética foi estimada por meio dos seguintes indices: nimero médio de
alelos por loco (A), numero médio de alelos efetivos por loco (Ae), heterozigosidade observada
(Ho), e heterozigosidade esperada (He) em equilibrio de Hardy-Weinberg, indice de fixacao de
alelos (f) e nmero de alelos exclusivos (Aex). A significancia dos valores de f foram calculados
por meio de 1000 permutacgdes, e o erro padréo foi estimado por Jackknife. Para comparar
adultos e regenerantes de cada populagdo com relagéo aos indices de diversidade, foi utilizado
o intervalo de confianga (IC). Assim, em caso de sobreposicdo entre os valores de IC de cada
parametro, foi considerada auséncia de significancia. Todas as analises foram realizadas no
software GenAlEx 6.5 (PEAKALL e SMOUSE, 2006).

Para avaliar a estrutura genética, foram realizadas as estatisticas F de Wright (1951),
que mensura as variagdes genéticas e o fluxo génico existentes entre as populacdes (Fst), dentro

de cada populacéo (Fis) e o indice de fixacdo total (Fi), com niveis de significancia p = 0,05.
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As possiveis diferengas entre os indices foram mensuradas por meio do intervalo de confianga,
conforme citado anteriormente. Além disso, verificou-se o nimero de migrantes (Nm) que
entram em cada subpopulacdo a cada geracdo por meio da estimativa Nm = [1/Fs) — 1] /4. A
existéncia de diferencas significativas na particdo genética entre e dentro de populacées foi
verificada por meio de Analise de Variancia Molecular (AMOVA), com 999 permutacdes.
Essas andlises também foram realizadas no software GenAIEx 6.5 (PEAKALL e SMOUSE,
2006).

Resultados

Caracterizacao dos individuos

O numero total de individuos amostrados nas duas areas foi de 423. Destes, 227 foram
coletados na PP, sendo 130 adultos, com densidade populacional de 18,57 ind./ha e 97
regenerantes (97 ind./ha). Os outros 196 individuos foram coletados no PEFP e, destes, 100 séo
adultos (20 ind./ha) e 96 sdo regenerantes (23,13 ind./ha).

A distribuicdo diamétrica dos individuos adultos ocorreu de maneira semelhante nas
duas é&reas, apresentando maior abundancia de individuos na segunda classe de didmetros
avaliada, seguida de um decréscimo exponencial no nimero de individuos com didmetros
maiores (Figura 6). Isso ocorreu, principalmente, para os diametros encontrados entre 16,01 a
26 cm (PP = 52 e PEFP = 34 individuos) e para as classes de diametros encontrados acima de
36 cm, nas quais a PP apresentou 16 individuos a mais do que o PEFP (Figura 3). O PEFP
apresentou maior nimero de individuos somente nas classes de 6 a 16 m (PP = 31 individuos e
PEFP = 35 individuos) e 26,01 a 36 m de diametro (PP = 22 e PEFP = 23 individuos). Contudo,
as diferencas entre as areas, em cada classe diamétrica, ndo foram significativas em teste 2 (p
=0,12).

Jé& para as populacdes regenerantes, a PP apresentou 0 mesmo nimero de individuos nas
duas classes iniciais (zero a 0,12 cm — 41 individuos), e teve um descréscimo nas classes
posteriores. O PEFP teve uma alta densidade de individuos na primeira classe, com 73
individuos. A partir da segunda classe de didmetro, sofreu um decréscimo na densidade, com
auséncia de individuos nos diametros posteriores a 0,18 cm (Figura 6). Foram observadas

diferengas significativas entre as areas (p = 0,0001).
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Figura 6. Distribuicdo diamétrica dos individuos adultos de O. odorifera, nas duas areas amostradas em Concérdia,
SC.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2017.

Com relacdo a altura, a classe com maior nimero de individuos para as populacdes
adultas foi de 10 a 15 m (PP = 78 individuos e PEFP = 53 individuos), seguida da primeira
classe de altura (entre 5 e 10 m), que apresentou 27 e 16 individuos, respectivamente (Figura
7). O PEFP apresentou maior nimero de individuos somente na classe entre 15 a 20 m, com 29
individuos, sendo que a PP apresentou apenas 22. As diferencas de altura entre as duas areas
ndo foram significativas em teste 2 (p = 0,15).

A maior frequéncia de individuos regenerantes ocorreu a partir dos 8 cm de altura, para
ambas as populacdes (Figura 7). O PEFP ndo apresentou nenhum individuo na primeira classe
de altura e, dos 4 cm aos 16 cm, teve um aumento na densidade populacional. Ja a PP apresentou
0 maior nimero de individuos na classe entre 8 e 12 cm (37 plantas), decresceu na classe
posterior (12,01 a 16 cm — 25 individuos) e aumentou a densidade na Gltima classe de altura
avaliada (33 individuos). Diferencas significativas foram observadas entre as populagdes (p =
0,0001).
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Figura 7. Distribuicdo de altura dos individuos de O. odorifera, nas duas &reas amostradas em Concordia, SC.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2017.

Diversidade genética

O namero total de alelos foi de 128 para os oito loci microssatélites, com uma média de
16 alelos por loco e com variagéo de cinco (Ood5) a 32 (Ood7) alelos entre os loci. Com relacéo
aos individuos adultos, o nimero de alelos efetivos foi de 6,6 alelos na PP e de 4,7 alelos no
PEFP (Tabela 2). O mesmo padrao foi verificado para a heterozigosidade observada, com
valores de 0,63 na propriedade particular, e 0,59 no PEFP, e para a heterozigosidade esperada,
que teve altos valores nas duas populacées, ficando com 0,78 na PP e 0,76 no PEFP.

Os individuos regenerantes apresentaram o0 mesmo padrdo dos adultos para todos 0s
parametros avaliados. O numero de alelos efetivos foi de 6,1 alelos na PP e 4,6 no PEFP. As
heterozigosidades observada e esperada foram de 0,60 e 0,78, respectivamente, na PP, e de 0,52
e 0,75, respectivamente, no PEFP. Os parametros de diversidade genética avaliados nao
diferiram significativamente entre as populacées, tanto para adultos, quanto para regenerantes.

A média no indice de fixacdo de alelos foi positiva e significativamente diferente de
zero na maioria das populacdes (Tabela 2). Para os individuos adultos, o PEFP apresentou
fixacéo de alelos de f = 0,20 (IC = 0,04 — 0,36), enquanto que na PP foi verificada uma fixacdo
de f = 0,176 (IC = 0,08 - 0,26). Os individuos regenerantes apresentaram fixacdo de alelos
somente no PEFP, com media de f=0,28 (IC = 0,14 - 0,43), no PEFP. A populacao regenerante
da PP néo apresentou diferenca significativamente diferente de zero.

Foram encontrados 17 alelos exclusivos em todas as populagdes analisadas, sendo que,
nas duas areas, estes estdo presentes em maior quantidade na populacdo adulta (Tabela 2). A

PP foi a que mais apresentou alelos exclusivos, com nove, de um total de 112 alelos entre
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individuos adultos e cinco entre os 95 alelos totais encontrados para a populacdo. No PEFP, a

populagéo adulta apresentou dois alelos exclusivos e a regenerante apresentou somente um.

Tabela 2. indices de diversidade genética para duas populacdes de O. odorifera, incluindo individuos adultos e
regenerantes.

Populacio n Na Ae (I0) Ho (IC) He (I0) fUCO) Aex
6,621 0,637 0,783 0,176 *

PP—adultos 130 112 3 15 "9 21y (0.55-0.72) (0.69-0.88) (0.08-0.26) °
6,119 0,609 0,781 0,190

PP —reg. 0T 95 (374-848) (0.49-0,71) (0.68-087) (-0,02-0.40) °

PEFP — 100 94 4,713 0,596 0,762 0206*

Adultos (3,61 -5,81) (0,46 -0,72) (0,68 - 0,84) (0,04 - 0,36)
4,682 0,522 0,751 0,286 *

PEFP —reg. 96 8% 330.6.05) (0.42-0.62) (0.66-083) (0,14-043) |

Total 423 128 17

n, tamanho da amostra; N, nimero de alelos; Ae, nimero médio de alelos efetivos por loco; Ho, média de
heterozigosidade observada; He, média de heterozigosidade esperada; f, média de indice de fixacdo; IC, intervalo
de confian¢a; Acx, NUmero de alelos exclusivos por populacéo.

Estrutura genética

A divergéncia genética entre as duas populacbes adultas de O. odorifera foi baixa,
porém significativamente diferente de zero (Fst = 0,008, IC = 0,004 - 0,011), com 0,8% de
diferenga entre as populagdes (Tabela 3). O indice de fixacdo dentro de cada populacdo
apresentou valor médio de Fis = 0,184 (IC = 0,074 - 0,29), indicando, por meio da AMOVA,
que 97% da variacgdo ocorre dentro de cada populacdo e somente 3% ocorre entre as populacdes.
Consequentemente, o indice de fixaco total foi de Fit = 0,19. Quando comparados os indices
Fis e Fst, estes apresentaram diferenca significativa. O nimero de migrantes foi elevado, com
média de Nm = 71,64 migrantes por geracao.

Tabela 3. Pardmetros de estrutura genética e particionamento entre populagbes adultas de Ocotea odorifera,
estimados por oito locus microssatélites, usando estatistica F (WRIGHT, 1951) e Analise de Variancia Molecular
(AMOVA).

Locos Fis Fst Fit Nm
Média 0,184* 0,008* 0,190 71,649
IC (95%) 0,074 -0,29 0,004-0,011 0,078-0,30 2,84 -140,45
AMOVA 97% 3%

Fis, indice de fixacdo dentro de cada populacao; Fi, indice de fixacdo total; Fg, indice de fixacdo entre populagdes;
Nm, nimero de migrantes; IC, intervalo de confianca; *p <0,05.

Os individuos regenerantes também apresentaram baixa divergéncia genética entre as
duas populagdes (Fst = 0,010; IC = 0,006 — 0,014), com média de 1% de divergéncia. O indice
de fixacdo dentro de cada populacdo foi de 0,194 (IC = 0,08 — 0,30). A comparacao entre 0s
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dois parametros (Fst e Fis) indica que ha diferenca significativa entre eles. A AMOVA indicou
que 98% da diversidade genética encontra-se dentro das populagdes e somente 2% encontra-se

entre elas. A média do nimero de migrantes entre os locos foi de 69,62.

Tabela 4. Parametros de estrutura genética e particionamento entre populagdes de individuos regenerantes de
Ocotea odorifera, estimados por oito locus microssatélites, usando estatistica F (WRIGHT, 1951) e Analise de
Variancia Molecular (AMOVA).

Locus Fis Fst Fit Nm

Média 0,194* 0,010* 0,201 69,623
IC(95%) 0,08 - 0,30 0,006 - 0,014 0,08-0,31 -14,67 —153,91
AMOVA 98% 2%

Fis, indice de fixacao dentro de cada populacéo; Fi;, indice de fixacéo total; Fs, indice de fixagao entre populacdes;
Nm, nimero de migrantes; IC, intervalo de confianga; *p <0,05.

Discussao

Caracterizacao dos individuos

As duas populagdes adultas de O. odorifera apresentaram resultados semelhantes, com
alta densidade de individuos. Esse fato pode ser explicado ao avaliarmos a distribuicdo dos
individuos em ambos os remanescentes. Apesar de a PP abranger uma area de 15 ha, a
distribuicdo dos individuos ocorreu em uma parcela com 7 ha, assemelhando-se a area amostral
do PEFP. Valores semelhantes aos encontrados ja foram relatados em outros trabalhos
publicados para o género. Kageyama et al (2003) amostraram 20 e 24 ind./ha em populagdes
adultas de O. odorifera, inseridas em areas de Floresta Ombroéfila Mista e Floresta Estacional
Semidecidual e Bittencourt (2007) estimou que O. porosa ocorre em densidades de 27,1 ind./ha
na mesma formacdo florestal.

As populagdes regenerantes apresentaram uma discrepancia na distribuicdo dos
individuos entre as areas. Com base na abrangéncia amostral, percebe-se que a distribuicdo dos
individuos na PP ocorre de maneira mais densa do que no PEFP. Apesar de as duas areas serem
semelhantes com relacdo ao clima e a altitude, o relevo do PEFP parece ser um pouco mais
acidentado, como ja mencionado neste trabalho. Esse fator pode contribuir para que a disperséo
decorrente da gravidade no PEFP abranja uma area maior do que a da PP, pois a queda dos
frutos ndo ocorre localizada proxima a planta-mae.

A distribuicdo em classes de didmetro tomou um formato semelhante ao de “J”
invertido, tanto para adultos, quanto para regenerantes, nas duas areas. O mesmo padrdo ocorreu

para as classes de altura dos individuos adultos. Isso demonstra que a distribuigéo da espécie
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segue um padrdo caracteristico de florestas nativas, onde ha potencial para a reposi¢do de
individuos maiores ao longo das geracbes (MONTAGNA, 2018). Apesar disso, no PEFP houve
auséncia de individuos regenerantes nas classes finais avaliadas. Essa falha na distribuicdo
diamétrica pode estar relacionada a dois fatores: o primeiro refere-se a alternancia de ciclos
reprodutivos da espécie e o0 segundo, com a retirada de individuos potencialmente reprodutivos,
na época em que houve exploragdo madeireira.

A distribuicdo dos individuos regenerantes em classes de altura ndo seguiu um padrao
entre as areas. Percebe-se que a maior densidade de individuos na PP ocorreu entre classes
finais de altura analisadas, com nimero de individuos semelhante em cada uma delas. Como o
namero de individuos foi grande em uma area de abrangéncia pequena (97 ind./ha), esses
regenerantes podem ser oriundos de uma estacdo reprodutiva bastante produtiva, visto que,
Inoue et al. (1984) afirmam que o género possui intensa regeneracdo natural no interior da

floresta, devido & abundante frutificagéo.

Diversidade genética

As duas populacdes amostradas apresentaram altos indices de diversidade genética,
tanto para adultos, quanto para regenerantes. Este resultado esta de acordo com o0 que outros
pesquisadores verificaram para a mesma espécie, com marcadores microssatélites (MARTINS
et al., 2015) e com isoenzimas (KAGEYAMA, 2003). Resultados semelhantes foram
encontrados, também, para outra espécie do género, O. catharinensis por Montagna et al.
(2018), com isoenzimas. Os altos indices de diversidade genética podem estar relacionados com
a ampla distribuicdo geogréafica que a espécie possui (MARTINS et al. (2015), e ao seu sistema
reprodutivo, possivelmente de cruzamento (KAGEYAMA, 2003). De acordo com Forrest et al.
(2017), altos niveis de diversidade genética podem tornar as espécies menos propensas a
exting¢do, pois mantém seu potencial evolutivo e as torna mais adaptadas ao ambiente onde estéo
inseridas.

O tamanho amostral entre as duas populagdes estudas foi semelhante, porém a area do
remanescente do PEFP é maior (80 ha com presenca de O. odorifera), em comparacao ao da
PP (15 ha). Isso gera uma expectativa de que essa populacdo do PEFP contenha uma diversidade
genética superior. Apesar disso, ndo houve diferenca significativa entre as areas para nenhum
dos parametros de diversidade genética avaliados, o que indica que 0s remanescentes pequenos

e, de certa forma, isolados tem fundamental importancia para a conservagédo da espécie.
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O tamanho da populacdo pode interferir nos padrdes de diversidade genética, porém,
mesmo que a quantidade de individuos diminua, a heterozigosidade pode se manter alta
(SOUZA, 2017). Isso acontece porque, geralmente, os alelos perdidos com essa reducdo sdo 0s
raros, que contribuem de maneira discreta para o nivel de heterozigosidade da espécie (NEI,
1975). As duas populacGes apresentaram alelos exclusivos, porém, a quantidade verificada na
PP foi superior & amostrada no PEFP, o que, de acordo com Bittencourt (2012), pode ser um
forte indicativo do isolamento das populacdes. Além disso, sugere que a populacdo da PP
apresenta uma probabilidade maior de perda de alelos devido ao seu tamanho, isolamento e
pressdo de uso.

Apesar disso, ao comparar adultos e regenerantes, verificou-se que a quantidade de
alelos excusivos entre os individuos regenerantes foi menor do que entre individuos adultos,
demonstrando perda ou fixacdo de alelos ao longo das geragdes. Segundo Futuyma (2009), a
presenca de alelos exclusivos com baixas frequéncias pode indicar que estes sejam recentes na
populagéo e, por isso, ainda ndo houve tempo suficiente para que se propagassem por fluxo
génico. Além disso, de acordo com Costa et al. (2015), a presenca de alelos exclusivos tanto
em adultos, quanto em regenerantes das populacdes amostradas sugere deriva genética, devido
a dois fatores: o primeiro é que nem todos os alelos foram passados ao longo das geracGes e 0
segundo é que os alelos encontrados somente em regenerantes podem ser oriundos de fluxo
génico externo ou de mutagoes.

A heterozigosidade observada apresentou valores menores que a heterozigosidade
esperada, sugerindo um aumento no nimero de individuos homozigotos. Esse resultado pode
indicar um processo de endogamia, devido ao elevado indice de fixacdo de alelos presente nas
duas populagdes. O f alto nos individuos adultos pode ser reflexo da exploracdo madeireira,
sofrida pela regido, pois os individuos extraidos nessa fragmentacdo podem ter sido os de maior
diversidade genética, restando apenas 0s mais aparentados. Assim, a tendéncia é que as
préximas geragdes apresentem uma diminuicao na diversidade genética, devido a cruzamentos
endogamicos (ALVARES-CARVALHO et al., 2015). Mesmo com uma diminuicao discreta na
diversidade para os demais parametros analisados, o indice de fixacao de alelos aumentou entre
os individuos das geracfes seguintes. Apesar disso, esse elevado f verificado em individuos
regenerantes pode ser oriundo de frutificacdo intensa, gerada por poucas maes nas estacoes
reprodutivas que o estudo contemplou. Ou seja, devido a frutificacdo da espécie ocorrer,
algumas vezes, em anos alternados, as matrizes podem nédo contribuir com sementes em todos

0S eventos reprodutivos.
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Estrutura genética

A diferenciagdo genética entre as populacdes foi baixa, porém significativamente
diferente de zero, indicando que, mesmo que em pequena quantidade, ocorre fluxo génico. Essa
divergéncia pode estar relacionada aos dispersores da espécie, pois segundo Martins et al.
(2015), a dispersdo de sementes realizada por algumas espécies de macaco pode atingir mais
de um quilémetro de distancia e cada animal consegue dispersar aproximadamente 50 sementes
por dia. Talvez esse motivo justifique o elevado nimero de migrantes verificado no estudo. De
acordo com Hartl; Clarck (2010), o fluxo génico diminui a divergéncia genética entre as
populagdes, pois o valor de Fs diminui a medida que o nimero de migrantes aumenta. 1sso
porque, segundo os autores, as populagdes conseguem manter-se como unidades evolutivas,
pois um unico migrante por geracdo é suficiente para anular os efeitos divergentes da deriva
genética.

A divergéncia genética dentro de cada populacdo apresentou valores superiores aos
verificados entre populagdes. Como ja mencionado anteriormente, isso pode estar relacionado
a biologia reprodutiva de O. odorifera que, segundo Kageyama et al. (2003), é alégama ou de
sistema misto, com predominio de cruzamentos, 0 que, consequentemente, mantém a maior
parte da variacdo genética dentro das populacées e ndo entre elas. Além disso, a dispersdo pode
ser realizada por aves de grande porte, como as jacutingas (Pipile jacutinga), que permanecem
por até dez dias em arvores frutiferas e, como consequéncia, a maioria das sementes é defecada
abaixo da planta mae (GALETTI et al., 1997).

Conclusoes

A espécie apresenta uma alta diversidade genética. Apesar de ndo haver diferenca
significativa entre as populacbes, a PP, que é o menor remanescente, apresentou valores
elevados para todos os parametros de diversidade avaliados. Esse padrdo ocorreu em individuos
adultos e regenerantes, demonstrando que a diversidade é passada ao longo das geracoes.

Apesar da alta diversidade, o indice de fixagéo foi bastante elevado nas duas populagdes,
tanto para adultos, quanto para regenerantes, evidenciando a ocorréncia de processos

endogamicos. Vale destacar, ainda, que mesmo néo apresentando diferencas significativas entre
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as duas classes e entre as populagdes, ha indicios de que o maior indice de endogamia ocorra
entre os regenerantes do PEFP, o que ndo seria esperado, ao verificar a densidade populacional
de cada populacdo. Existem duas possiveis explicacGes para os resultados encontrados neste
estudo: a populacéo adulta pode ter sofrido as consequéncias da fragmentacéo florestal ocorrida
e 0s regenerantes podem ser provenientes de uma alta frutificacdo gerada por poucas plantas-
mde, porém o relevo pode ter forte influéncia na distribuicdo desses propagulos.

As duas populacbes sdo bastante parecidas geneticamente e a maior divergéncia
genética ocorre dentro de cada populacdo. Mesmo tendo uma baixa diferenciacdo entre
populagdes adultas, esses valores s&o significativamente diferentes de zero, indicando que
ocorre fluxo génico entre as populagbes. Isso possivelmente esteja relacionado as
caracteristicas reprodutivas da espécie, que mantém o maior fluxo génico entre individuos
préximos, devido aos agentes polinizadores e dispersores, do que entre populagdes distantes.

Diante do exposto, os resultados mostram a grande importancia da conservagdo dos
remanescentes em propriedades particulares. Além de conservar polinizadores e dispersores,
podem contribuir para a manutencdo da diversidade genética das espécies e contribuir para 0s

processos evolutivos da populacéo.
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Estrutura genética espacial de Ocotea odorifera (Vell.) Rower em remanescentes do oeste
catarinense

Resumo

Estudos sobre a estrutura genética espacial de populacdes permitem inferir como os fatores
bidticos, abioticos (como a fragmentagdo de habitats) e evolutivos influenciam nos padrdes de
fluxo génico e, consequentemente, nos parametros de diversidade de uma populacdo. O objetivo
deste trabalho foi avaliar a estrutura genética espacial de duas populacdes de O. odorifera de
tamanhos distintos, a fim de verificar se existe parentesco entre as matrizes. Para isso, foi
realizada uma analise de autocorrelagdo, usando o coeficiente de coancestria (Oxy) € a
intensidade da estrutura genética espacial foi estimada pela estatistica Sp. O namero total de
individuos de O. odorifera amostrados foi de 230. N&o houve estrutura genética espacial em
nenhuma classe de distancia, nas duas populacdes amostradas e a intensidade da EGE
demonstrou fraca relacdo de parentesco entre individuos de cada popula¢do, de acordo com as
classes de distancia (Sp PEFP = 0,004 e Sp PP = 0,008). Dessa maneira, percebe-se que manter
remanescentes pequenos, mesmo que isolados na paisagem, é muito importante, devido a alta
variabilidade genética existente entre as matrizes.

Palavras-chave: autocorrelacdo espacial; variabilidade genética; fragmentacdo de habitats;
coancestria.

Abstract

Studies on the spatial genetic structure of populations allow us to infer how biotic, abiotic (such
as habitat fragmentation) and evolutionary factors influence the patterns of gene flow and,
consequently, the diversity parameters of a population. The objective of this study was to
evaluate the spatial genetic structure of two O. odorifera populations of different sizes in order
to verify if there is any relationship between the matrices. For this, an autocorrelation analysis
was performed, using the coefficient of coancestria (6xy) and the intensity of the spatial genetic
structure was estimated by the Sp statistic. The total number of O. odorifera individuals sampled
was 230. There was no spatial genetic structure in any distance class in the two sampled
populations, and the intensity of the EGE showed a weak kinship relationship between
individuals of each population, according to the classes of distance (Sp PEFP = 0.004 and Sp
PP =0.008). In this way, it is perceived that maintaining small remnants, even if isolated in the
landscape, is very importante, due to the high genetic variability among the matrices.

Keywords: spatial autocorrelation; genetic variability; habitat fragmentation; coancestry.
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Introducéo

Ocotea odorifera (Vell.) Rohwer (canela-sassafras) pertence a familia Lauraceae e
apresenta ampla distribui¢do geografica, sendo encontrada da Bahia até o Rio Grande do Sul,
com povoamentos na Argentina e no Paraguai (KAGEYAMA et al., 2003). A espécie possui
dificuldade na regeneracdo natural, devido a fatores de reproducéo e dispersao, como producao
irregular de sementes, grande distanciamento entre matrizes, reducéo de agentes polinizadores,
predacdo de frutos e sementes recalcitrantes, que possuem baixo vigor (AUER e GRACA,
1995). Apesar disso, a canela-sassafras possui alto valor comercial, devido a qualidade da
madeira e a producdo de um 6leo essencial, o safrol, que é extraido de todas as partes da planta,
inclusive daraiz. Por esse motivo, a espécie sofreu intensa exploracdo, principalmente em Santa
Catarina, que é um estado onde as plantas possuem alto contetdo de 6leo, visto que sua
composicdo quimica varia de acordo com a regido (CARVALHO, 1994).

Os impactos antropicos sobre a natureza geram pequenos remanescentes florestais
fragmentados e isolados entre si (SOOMERS et al., 2013). A primeira consequéncia da
fragmentacdo de habitats é demografica e pode acarretar em perda de biodiversidade (HABEL;
ZACHOS, 2012), pois torna as plantas mais vulneraveis as modificagdes ambientais e afeta,
principalmente, espécies que possuem dificuldade na producdo e dispersdo de propagulos
(TERBORGH et al., 2011). Tudo isso reflete na diversidade genética, o que contribui para o
risco de extingéo.

A densidade populacional e a distribuicdo espacial dos individuos estdo relacionadas
com fatores reprodutivos da espécie, como a dispersdo, tanto de pdlen, quanto de sementes e
com o comportamento dos polinizadores, que exercem grande influéncia sobre o fluxo de pdlen
(RICHARDS, 1997). Em espécies polinizadas por abelhas e dispersas de forma zoocérica, a
interacdo entre animais e plantas sdo maiores e tendem a minimizar a ocorréncia de cruzamentos
entre aparentados, proporcionando maior fluxo génico (BERNARDI, 2015). Dessa forma, 0s
padrBes de dispersdo dos genes nas populacfes que apresentam distribuicdo continua, com alta
densidade, podem ser significativamente diferentes daqueles que formam agrupamentos
(MARTINS, 1987).

A disperséo das sementes tem influéncia direta na estrutura genética de determinadas
especies (HAMRICK; MURAWSKI; NASON, 1993), pois ela possibilita’a chegada de
propagulos a locais mais favoraveis ao seu estabelecimento. Dessa maneira, quanto mais
distantes estiverem de individuos da mesma espécie, maior a chance de sobrevivéncia, pois

aumentam as possibilidades de produzirem descendentes geneticamente diferentes (BARBOSA
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et al., 2009). A distancia de disperséo, portanto, afeta a taxa de fluxo génico, comprometendo,
consequentemente, a estrutura genética de uma populagéo.

Estudos sobre a estrutura genética espacial de popula¢es sdo muito importantes, pois
permitem inferir como os fatores bidticos, abidticos (como a fragmentacdo de habitats) e
evolutivos influenciam nos padrbes de fluxo génico e, consequentemente, nos parametros de
diversidade de uma populagdo (GUILLOT et al., 2005). Devido a isso e ao conhecimento sobre
os fatores reprodutivos da espécie, o objetivo deste trabalho foi avaliar a estrutura genética
espacial de duas populagdes de O. odorifera de tamanhos distintos, no oeste catarinense, a fim
de verificar se existe parentesco entre as matrizes amostradas. Partimos do pressuposto de que:
a) a populacao existente no remanescente menor (PP) possui maior grau de parentesco do que
a populacdo do remanescente maior (PEFP), devido ao tamanho e isolamento do fragmento; b)

existe estrutura genética espacial nas duas populacées.

Material e métodos

A coleta de dados e de amostras ocorreu nas mesmas areas e seguiu 0 mesmo padrao
que foi citado anteriormente. Os procedimentos laboratoriais foram realizados conforme
descrito no capitulo anterior. Apesar disso, para este capitulo, foi utilizada somente a
amostragem dos individuos adultos, visto que a coleta de regenerantes foi insuficiente para

avaliar a estrutura genética espacial da area como um todo.

Analise de dados

A estrutura genética espacial (EGE) para as duas populacdes foi estimada por meio de
uma analise de autocorrelagdo, usando o coeficiente de coancestria (8xy) descrito por Loiselle
et al. (1995). Esse coeficiente verifica a probabilidade de que dois alelos amostrados
aleatoriamente, em dois individuos diferentes, sejam idénticos por descendéncia
(GONCALVES et al., 2010). Os valores de coancestria foram calculados para a média de pares
de individuos em dez classes, sendo as distancias para cada populacdo, estimadas
aleatoriamente. Para verificar a significancia estatistica de Oxy foi construido um envelope de
confianca a 95% com 1000 permutagdes dos individuos nas diferentes classes de distancia. O
correlograma foi construido com base nos valores médios de coancestria obtidos e no intervalo

de confianca.
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A intensidade da estrutura genética espacial foi estimada pela estatistica Sp, por meio
da formula: Sp = - biog/ (1 — F1) (VEKEMANS e HARDY, 2004), que verifica a magnitude dos
niveis do coeficiente de parentesco entre individuos e compara com o aumento das distancias
geogréficas. O biog € 0 valor da inclinagdo da curva de regressdo do coeficiente kinship de
coancestria e F1 indica a média do coeficiente de coancestralidade entre os individuos na
primeira classe de distancia avaliada. Quando biog = 0, aceita-se a hipotese nula de EGE
aleatdria. A auséncia de EGE foi testada em cada classe de distancia, por meio de 10.000
permutacgdes. Todas essas analises foram realizadas no software SPAGeDi versdo 1.5 (HARDY
e VEKEMANS, 2002).

Resultados

O numero total de individuos de O. odorifera amostrados foi de 230 (Tabela 1). Destes,
100 encontram-se no PEFP e possuem uma densidade populacional de 20 ind./ha e 130
individuos foram coletados na PP, com uma densidade de 18,57 ind./ha.

Os individuos da propriedade particular apresentaram classes de distancias maiores do
que as encontradas no PEFP, com valores de 536 m e 276 m, respectivamente. De acordo com
o coeficiente de coancestria, ndo houve estrutura genética espacial em nenhuma classe de
distancia, nas duas popula¢Ges amostradas, sendo que os valores médios para esse coeficiente
foram de 0,0007 na PP e 0,001 no PEFP (Figura 1). Os intervalos de confianca demonstraram

ndo haver relacdo significativa entre os loci.

Figura 1. Relagdo entre coeficiente de coancestria (6xy) e classes de distancia (m), para os individuos adultos das
duas &reas amostradas.
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Ao avaliar a intensidade da estrutura genética espacial, verificou-se que existe uma fraca

relacdo de parentesco entre individuos de cada populacéo, de acordo com as classes de distancia
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(Tabela 1). Os valores de biog (PEFP =-0,003 e PP =-0,009) e da estatistica Sp (PEFP = 0,004

e PP =0,008) foram baixos e pouco representativos.

Tabela 1. Parametros espaciais usados para quantificar a estrutura genética espacial dentro de cada uma das
populagoes.

Fragmento n D F1 Diog Sp
Parque Estadual Fritz Plaumann— PEFP 100 20 -0,0005 -0,003 0,004
Propriedade particular — PP 130 18,57 -0,0002 -0,009 0,008

n, nimero de individuos; D, densidade (nimero de individuos por hectare); F1, valor de coancestria pelo coeficiente
kinship para a primeira classe de distancia; biog, coeficiente de regressdo para o logaritimo de parentesco; Sp,
estatistica que mede o grau de estrutura genética espacial existente.

Discussao

A estrutura genética espacial de uma espécie é diretamente influenciada por padroes
ecologicos e demograficos e, por isso, pode ser facilmente alterada (COLLEVATTI et al.,
2010). Alguns parametros, como dispersdo de sementes, densidade populacional e sistema
reprodutivo modificam a distribuicdo dos gen6tipos de uma populacdo no espaco (HARDY et
al., 2006). A densidade populacional encontrada nesse estudo foi alta nas duas areas (PEFP =
20 ind./ha e PP = 18,57 ind./ha), se comparadas aos dados sobre O. odorifera extraidas do
Inventario Floristico Florestal de Santa Catarina (VIBRANS et al., 2010), que apresentou 6
ind./ha e semelhante ao que Kageyama et al (2003) encontraram (22 ind./ha) sobre a mesma
espécie. De acordo com Kageyama e outros colaboradores (2003), espécies secundarias, como
a O. odorifera, possuem ciclo de vida longo e menor densidade populacional e, com isso,
apresentam fluxo génico intermediario, com moderada divergéncia genética entre populacgdes.

Diversos estudos sobre espécies arbdreas revelam que a estrutura genética espacial esta,
realmente, relacionada a fatores reprodutivos. A dispersdo de sementes & um dos principais
fatores responsaveis por esse padrao, visto que, geralmente, elas sdo levadas para longe das
matrizes, a uma distancia na qual a competico e a predacdo sdo menores (ARAUJO et al.,
2017). Dessa maneira, agentes dispersores como a gravidade e os animais, tem influéncia direta
com a distancia da dispersdo das sementes (WANG; SMITH, 2002). Com base nisso, 0
conhecimento dos fatores reprodutivos de O. odorifera explica a falta de estrutura genetica
espacial, em ambas as populacdes, verificada nesse estudo. A especie possui um fruto aromético
e atrativo a fauna e, por isso € dispersada por grandes aves, que possuem voos longos e por

mamiferos (CARVALHO, 2003). A dispersédo, dessa maneira, pode atingir longas distancias e
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contribuir para que a espécie ndo tenha um padrdo agregado na distribuicdo, aumentando, assim,
a variabilidade genética.

A acdo antropica pode, também, ser responsavel por uma auséncia de estruturacao
espacial. Os individuos restantes em uma populacdo alterada podem ser oriundos de
germinacdes em eventos reprodutivos diferentes (CHOO et al., 2012). Assim, mesmo que sejam
descendentes de uma mesma matriz, os regenerantes mais aparentados podem ser eliminados
com a fragmentacdo de habitats, ou por ndo terem tido as condi¢Ges necessarias para 0O
recrutamento. As populacGes de O. odorifera da regido sofreram com uma exploracao
desenfreada, ocorrida na década de 60, devido ao alto valor da madeira e ao 6leo essencial que
era extraido da espécie, tornando, dessa maneira, as populacdes menores. Essa reducdo da
espécie pode ser percebida na PP, onde o fragmento é menor, porém com individuos adultos
distribuidos de forma menos densa que no PEFP. Assim, mesmo que a amostragem tenha sido
realizada somente com individuos adultos e que, possivelmente, muitos ja faziam parte da
floresta no momento da fragmentacdo, o padrdo de estruturacdo genética espacial pode ter

sofrido forte influéncia.

Conclusodes

N&o houve estrutura genética espacial em nenhum dos remanescentes avaliados. Mesmo
com alta densidade de individuos nas populacgdes, os resultados demonstraram que as matrizes
ndo possuem grau de parentesco. Apesar disso, os loci apresentaram uma pequena estruturacéo
espacial, principalmente no PEFP, porém, com uma intensidade muito baixa e pouco
representativa. Por esse motivo, mesmo que o periodo historico desde a fragmentacéo florestal
ocorrida seja curto, se tratando de florestas, os remanescentes tem se mostrado suficientes para

suprir a manutencao da espécie.
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Considerac0es finais

Para compreender os processos que ocorrem em uma floresta, é preciso ter o
conhecimento sobre dois fatores principais: o histérico da area e a biologia reprodutiva da
espécie que se deseja trabalhar. Esses dados, ajudam a formular inferéncias sobre questfes
demogréficas, genéticas e evolutivas. A fragmentacdo florestal € um dos fatores que causa
maior vulnerabilidade nas florestas.

Apesar da exploracdo, hd uma alta diversidade genética da espécie dentro das
populaces, principalmente entre os individuos do menor remanescente florestal amostrado.
Contudo, a espécie possui indice de endogamia elevado. Esse cenario pode ser preocupante a
longo prazo, por representar risco a manutencao da variabilidade genética e, consequentemente,
do potencial adaptativo da espécie.

A divergéncia genética entre as populacfes é baixa, porém significativa, com nimero
de migrantes bastante elevado, indicando que, por mais que as populacdes sejam semelhantes,
ainda ha fluxo génico entre elas. Apesar das semelhancas, as populacGes ndo apresentam
estrutura genética espacial, o que indica que as matrizes nao sdo idénticas por descendéncia.
Percebe-se, dessa maneira, uma forte influéncia dos fatores reprodutivos da espécie,
principalmente do fluxo génico, seja na dispersdo de pdlen ou na propagacao das sementes. O
maior fluxo ocorre, possivelmente, entre individuos proximos, devido a dificuldade na
polinizacdo e na dispersao de propagulos, do que entre populagdes distantes. Por esse motivo,
ndo ha distancia minima entre matrizes que deve ser respeitada na coleta de sementes, para
estudos ou plantios que visem a variabilidade genética da espécie.

Os resultados obtidos neste trabalho refletem a importancia da conservacao de pequenos
remanescentes florestais que, por mais que estejam inseridos em uma paisagem alterada por
diferentes tipos de uso, abrigam populac6es bem estruturadas, com alta variabilidade genética
e com grande potencial evolutivo. Dessa maneira, a ampliagdo dos estudos seria interessante
para a verificagdo sobre o fluxo de polen. Apesar disso, a¢bes de conservacdo como a
preservacdo de fragmentos que ndo estdo inseridos em Unidades de Conservagdo na area de
ocorréncia da espécie e a continuidade na proibi¢do do corte de O. odorifera (mesmo nos
estados em que ela ndo esta ameacada de extin¢do) séo interessantes pois ajudam a manter a
variabilidade genética da espécie. Além disso, auxiliam na conservacgdo da fauna responsavel

pelo fluxo génico da espécie.



