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RESUMO

Dicksonia sellowiana € uma pteriddéfita caracteristica de Floresta Ombréfila Mista,
ameacada de extincdo devido a exploracdo excessiva pela industria extrativa e
artesanal. Desta forma, os objetivos deste trabalho foram: determinar se ha
estruturacdo populacional de D. sellowiana Hook. no Brasil; avaliar o impacto de
fragmentagdes para a manutencédo da variabilidade genética das populacdes
estudadas; e gerar subsidios para conservacao da espécie. Analises moleculares
foram baseadas em marcadores ISSR e sequenciamento dos espagadores
intergénicos plastidiais trnL-trnF e atpB-rbcL. Para os marcadores ISSR foram
analisados cinco primers para 150 individuos. A abordagem a partir de estatistica F
mostra que as maiores porcentagens de bandas polimérficas e as maiores
diversidades génicas se encontram nas popula¢gdes do sudeste e de SC; Hs (0,066),
H, (0,072) e G (0,09) indicam baixa variabilidade entre as populagbes; AMOVA
indica auséncia de estruturacéo populacional ( Fs=0,11 / P<0,0001), com maior
variacao dentro das populacdes (88,6%) do que entre (11,4%). A abordagem
Bayesiana indica auséncia de estruturacdo (6°=0,08); o programa Structure nao
detectou a separacao de individuos de acordo com a amostragem geogréfica (K=4).
As sequéncias de vinte individuos do ES e do RS para os espacadores intergénicos
plastidiais apresentaram nenhuma a baixissima variabilidade. O padrao genético
observado provavelmente se estabeleceu em funcéo de possiveis eventos de
expansao, regressao e fragmentacéo sobre resquicios de FOM no Cenozoico e, pela
influéncia do sistema reprodutivo e da fragmentacao de habitat da espécie. As
populagdes podem ser consideradas capazes de se adaptar as variacdes
ambientais, merecendo esfor¢os para a conservacao da espécie.

Palavras chave: Estruturacao genética, Variabilidade genética, Marcadores ISSR,
Xaxim.



ABSTRACT

Dicksonia sellowiana is a typical fern of Araucaria Forest, exposed to extinction due
to excessive exploration by extractivism and craftwork industry. Therefore, it has
these objectives: determine if there is population structure of D. sellowiana in Brazil,
evaluate the fragmentations’ impact on genetic variability maintenance of studied
populations; and generate subsidies for species’ conservation. Molecular analyses
were based in ISSR markers and sequence of plastids trnL-trnF and atpB-rbcL
intergenic spacers. For ISSR markers were analyzed five primers for 150 individuals.
The F-statistics approach shows that Southeast and SC populations have the highest
polymorphic bands percentages and the highest gene diversities ; Hs (0,066), H,
(0,075) e G (0,09) indicate low variability between the populations; AMOVA
indicated no population structure (Fs=0,11 / P<0,0001), with higher variation within
populations (88,6%) than between them (11,4%). Furthermore, the Bayesian
approach indicated no genetic structure (6°=0,08); the structure software didn’t
detect the individuals division according to the geographical sampling (K=4). The
sequences of twenty individuals of ES and RS were sequenced for plastids intergenic
spacers showing none to very low variability. The genetic pattern observed probably
was established based in possible events of expansion, regression and
fragmentation over remnants of FOM in the Cenozoic, and by mating system e
habitat fragmentation influence. The populations can be consider able to adapt to the
environmental changes, deserving efforts for the species conservation

Key words: Genetic structure, Genetic variability, ISSR markers, Xaxim.
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1 INTRODUGCAO

1.1 Dicksonia sellowiana Hook.

Dicksonia sellowiana pertence a familia Dicksoniaceae, a qual se caracteriza
por apresentar habito arboreo, terrestre, ocorrendo preferencialmente em areas de
matas umidas de altitudes moderadas a elevadas. As principais caracteristicas desta
familia sdo: indumento abundante na parte superior dos caules, constituido por
tricomas simples, longos e macios; soros arredondados e marginais; indusio
bivalvar, com uma porgcao extrorsa e semi-orbicular formada pela base do segmento,
e uma porcdo introrsa constituida pelo inddsio propriamente dito; esporangios
sésseis ou com um pedicelo curto, e um anulo obliquo n&o interrompido pelo
pedicelo (FERNANDES, 2000). A familia Dicksoniaceae (incluindo-se aqui
Lophosoriaceae, uma familia com um dnico género e uma Unica espécie —
Lophosoria quadripinnata — que, segundo Korall et al. [2006], forma um grupo
monofilético com Dicksoniaceae) € composta por trés géneros (Calochlaena,
Dicksonia e Lophosoria) e 30 espécies (SMITH et al.,, 2006). No Brasil sao
encontradas apenas duas espécies: Lophosoria quadripinnata (J.F. Gmel.) C. Chr. e
Dicksonia sellowiana Hook.

Dicksonia sellowiana é uma espécie amplamente distribuida, ocorrendo no
Sul do México, América Central, Andes da Venezuela a Bolivia, e também nas
regides Sudeste e Sul do Brasil, Paraguai e Uruguai. No Brasil, esta espécie cresce
em altitudes que variam de 60 metros, como registrado para o Estado do Rio Grande
do Sul, a até 2.200 m na Serra do Itatiaia, no Rio de Janeiro (FERNANDES, 2000).

Sua area de ocorréncia no Brasil pertence ao bioma Mata Atlantica, uma das
mais importantes areas de floresta tropical do planeta, considerada um dos hotspots
mundiais de diversidade (MYERS et al., 2000; MITTERMEIER et al., 2005; FRANKE
et al., 2005; MURRAY-SMITH et al, 2009). Este bioma teve suas areas originais de
distribuicdo severamente reduzidas, o que acelerou o processo de extin¢cdo de varias
espécies a ele associadas (FIGURA 1) (MORELLATO e HADDAD, 2000; FRANKE
et al., 2005; RIBEIRO et al.,, 2009). Em sua concepcdo mais ampla, a Floresta
Atlantica engloba algumas subformagfes florestais e ecossistemas associados,

guais sejam: Floresta Ombréfila Densa (FOD), Floresta Ombréfila Mista (FOM),



11

Floresta Ombroéfila Aberta (FOA), Floresta Estacional Semidecidual (FES) e
encraves florestais interioranos no Nordeste (FRANKE et al., 2005).
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FIGURA 1 — Atlas dos remanescentes florestais da Mata Atlantica de 2005-2008.
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Ao longo da costa brasileira a Floresta Atlantica esta geralmente associada
as cadeias de montanhas da Serra do Mar, constituindo uma estreita faixa de
floresta tropical umida, decorrendo da umidade originada no oceano e que é retida
por esta cadeia de montanhas. A partir do Paran4, no entanto, este bioma adentra
ao interior do estado, influenciado pelas temperaturas mais baixas e também pela
maior umidade, advinda das correntes frias e umidas que vem do sul. Estas
formacbGes mais interioranas incluem as Florestas Estacionais Semideciduais (FES)
e a Floresta Ombréfila Mista (FOM) (FRANKE et al., 2005), esta Ultima
intrinsecamente relacionada a distribuicdo de Dicksonia sellowiana (FERNANDES,
2000).

Sabe-se que a distribuicdo geografica de diversos grupos de plantas é
fortemente influenciada pelas variacdes climaticas decorrentes das variacdes
latitudinais e altitudinais. Isto se reflete nas diferentes feicbes vegetacionais
observadas ao longo da Floresta Atlantica. De um modo geral, a diversidade de
muitas familias botéanicas tende a diminuir em direcdo as maiores latitudes,
apresentando seus limites extremos de distribuicAo pouco abaixo da linha dos
tropicos. Alternativamente, algumas espécies podem ocorrer ao longo de um amplo
gradiente latitudinal, porém ocupando diferentes estratos altitudinais ao longo deste
gradiente (TRYON, 1972, 1986; LIEBERMAN e ELDREDGE, 1996).

A FOM ocorre principalmente nos planaltos da regido sul, mas pode ser
também encontrada nos macicos descontinuos de Séo Paulo, Rio de Janeiro, Minas
Gerais e Espirito Santo (RIZZINI, 1979; VELOSO e GOES FILHO, 1982). Nestas
porcdes, no entanto, ocorre apenas has maiores altitudes, em decorréncia da
conjuncéao de fatores climaticos entre baixas latitudes e altas altitudes, favoraveis ao
estabelecimento das espécies caracteristicas desta formacéo (p.ex. D. sellowiana e
Araucaria angustifolia (Bert.) O. Ktze). Em outras palavras, as condi¢des ideais para
a ocorréncia destas espécies sao observadas, nas menores latitudes, nas regides
montanhosas de maior altitude (PUCHALSKI et al., 2006).

Dicksonia sellowiana é um elemento caracteristico da FOM, sendo mais
abundante em areas com alta densidade de A. angustifolia. Estudos apontam uma
frequéncia de aproximadamente 85% de D. sellowiana em FOM (SENNA, 1996). No
entanto, em areas de simpatria de FOD Alto-Montana, Mata Nebular e FES, com a
FOM, a espécie também pode ser encontrada. Desta forma, as temperaturas baixas

nos planaltos interiores favorecem a formacdo de FOM, e pode-se observar a
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mesma composicao floristica a partir 1.600 m de altitude, como por exemplo, em
areas da Serra da Mantiqueira, onde também ha uma evidente predominancia de A.
angustifolia. (FRANKE et al., 2005).

Dicksonia sellowiana ocorre preferencialmente no interior sombrio e Umido
das matas, onde pode atingir 2 m de altura. Quando é encontrada em locais abertos
e ensolarados, na borda de matas ou em FOD Alto-Montana, apresenta um menor
porte (FERNANDES, 2000).

Pelo fato desta espécie produzir um denso manto de raizes sobre seu caule,
0 que favorece seu porte arbéreo (MORAN, 2004), ela foi constantemente explorada
no passado, tanto de forma artesanal quanto industrial, para compor 0s vasos de
xaxim e os substratos utilizados no cultivo de plantas ornamentais. O Brasil era o
maior exportador de D. sellowiana dentre os paises que exploravam este recurso
natural (WCMC - World Conservation Monitoring Centre, 1995) e, por este motivo, a
espécie figura desde 1992 na lista oficial de plantas ameacadas de extincdo no
Brasil, além de constar do apéndice Il da CITES (Convention on International Trade
in Endangered Species of Wild Fauna and Flora) (CITES, 2009).

Embora a distribuicdo geografica de D. sellowiana seja ampla no territorio
nacional, a sua utlizacdo econbmica, além de implicar na problemética de
preservacdo da mesma, envolve também a descaracterizacdo da formacao
vegetacional onde desempenha um importante papel fisiondmico e floristico, como
por exemplo, diminuicdo da disponibilidade de microhabitats para varias espécies
epifiticas (SCHMITT et al., 2005; FRAGA, 2008). Isso torna evidente que medidas de
protecdo, de utilizacdo econbmica e sustentavel da espécie sdo nhecessarias,

garantindo a preservacdo da mesma e dos ecossistemas associados.

1.2 GENETICA DA CONSERVACAO

A fragmentacdo de habitats interfere diretamente na variabilidade genética e
estrutura de uma populacéo. A alteracdo de tamanho, forma e arranjo espacial das
populagdes ocasiona um aumento das taxas de extingdo e modifica o padrédo de
dispersédo dos individuos entre as populagdes locais (GIBBS, 2001). A reducédo da
heterozigosidade, ocasionada por endocruzamento elevado, fluxo génico

interpopulacional reduzido e aumento da probabilidade de extingdo de uma
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metapopulacado, afeta a viabilidade da populacdo, diminuindo as chances de uma
futura adaptacéo evolutiva (FRANKHAM et al., 2008). No caso das plantas, existem
varios fatores intrinsecos a estes organismos e que aumentam ainda mais os efeitos
genéticos da fragmentacdo de habitat, dentre eles: habito séssil, diferencas
interespecificas na longevidade, tempo de geracdo e abundancia na pré-
fragmentacdo, variedade de sistemas reprodutivos, fluxo génico por polen e semente
(YOUNG et al., 1996). Estas caracteristicas interferem diretamente no fluxo génico
entre as populacdes de fragmentos diferentes, podendo prejudicar, dessa maneira, a
manutenc¢éo da diversidade genética das mesmas.

Para tracar estratégias de manejo genético de uma populacdo ameacada, é
necessario entender os mecanismos que determinam as mudancas evolutivas.
Essas mudancas sao baseadas nas alteragcbes da composicdo genética da
populacdo e influenciadas por quatro principais fatores: mutacdo, fluxo génico,
selecdo e deriva. A mutacdo é a principal fonte da diversidade genética, porém sua
atuacao pode ser considerada incipiente, pois ocorre a taxas muito baixas. O fluxo
génico pode restaurar mais rapidamente a diversidade genética, pois a selecéo
natural atua sobre a mesma, aumentando, consequentemente, as chances de
mudancas adaptativas (FRANKHAM et al., 2008).

Informacdes sobre a diversidade genética de uma espécie podem ser
obtidas através de microssatélites ou SSRs (simple sequence repeats) que séo
sequéncias curtas com 10 a 20 pares de base (pb). Estas unidades mostram
organizacdo em tandem que representam loci hipervariaveis (expressados como
variantes diferentes dentro de populacées e entre espécies diferentes), onde as
variacfes surgem devido a diferencas no namero de unidades repetidas, formando
um arranjo de repeticdes. Essas regides sdo caracterizadas por repeticbes de um,
dois ou trés nucleotideos (p.ex. AA..., ou AG...,, CGA..., que tém quatro a dez
unidades repetidas em tandem). A técnica de ISSR (inter-simple sequence repeats)
permite a deteccdo dessas SSRs derivadas de polimorfismos diretamente do
genoma sem a necessidade de isolar e caracterizar estas sequéncias (ROUX et al.
2007).

Os marcadores ISSR sao gerados a partir de uma reacdo de PCR
(Polymerase Chain Reaction) com um Unico primer que pode ter motivos repetidos di
ou tri-nucleotideos com uma sequéncia ancoradoura de um a trés nucleotideos
(GUPTA et al. 1994; ZIETKIEWICZ et al., 1994). A incorporacao destas sequéncias
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ancoradouras elimina artefatos de strand-slippage (deslizamento das fitas). Estas
sequéncias ancoradouras sao geralmente aleatorias e devem incluir bases
nucleotidicas redundantes (p.ex. R [pirimidinas], Y [purinas]). As regides
amplificadas representam a sequéncia nucleotidica entre dois sitios SSR orientados
em direcOes opostas. A premissa € que as regides SSR estdo dispersas no genoma
(CONDIT e HUBBELL, 1991) e que as chances de amplificar entre duas regides
adjacentes dentro dos limites da processividade da Taq DNA polimerase séo
suficientemente maiores que o grande numero de bandas polimérficas que serdo
geradas (WOLFE et al., 1998).

A heranca dos marcadores ISSR é mendeliana simples (dominante ou co-
dominante) (GUPTA et al., 1994; WOLFE et al., 1998). Eles s&o interpretados como
marcadores dominantes, similar a RAPD (Random Amplified Polymorfic DNA),
codificados por presenca ou auséncia de bandas. Embora bastante criticados por
causa da impossibilidade de distincdo entre individuos homozigotos e heterozigotos,
0s ISSR sado bastante utilizados em analises de variabilidade e estrutura de
populacdes (DONG et al. 2008), pois sdo altamente variaveis e suficientemente
precisos para determinar e detectar polimorfismos individuais, tanto em niveis

interespecificos quanto em niveis intraespecificos (REDDY et al., 2002).

Trabalhos como os de Luque et al. (2009), M'Rabet et al. (2009) e Gonzélez
e Wink (2010), em que os organismos em estudo foram animais, e trabalhos com
plantas como os de Camacho e Liston (2001), Deshpande et al. (2001), Barth et al.
(2002), King et al. (2002), Meloni et al. (2006), com marcadores ISSR, tiveram como
principal objetivo estabelecer a estrutura genética das populacdes, correlacionando-
a a dados de diversidade, eventos demograficos e processos evolutivos, sempre
considerando a historia de vida e as caracteristicas ecolégicas como de suma
importancia. No estudo de Gonzélez e Wink (2010), foi observado que, em
populacdes da ave Aphrastura spinicauda, a partir de andlise Bayesiana, 0s
agrupamentos observados correspondiam a unidades historicamente independentes
e linhagens evolutivas diferentes, permitindo que os autores apontassem areas
prioritérias para a conservagao.

Além disso, as relacdes geogréfico-climaticas, aliadas a genética e a biologia
da espécie tém sido cada vez mais utilizadas para explicar a estrutura das

populacdes, contribuindo para o entendimento de como as espécies evoluem e
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divergem (BICKFORD et al., 2007; ROUX et al., 2007, ARSHAD et al., 2008; JULIO
et al., 2008; GUICKING et al., 2009; GONZALEZ e WINK, 2010).

A Biogeografia € uma disciplina que une estudos geografico-climaticos,
principalmente paleontoldgicos, com a biologia das espécies. Por definicdo, € o
estudo da distribuicdo dos seres vivos no tempo e no espaco, se subdividindo em
trés campos: biogeografia historica, ecologica e da conservacéo. A primeira estuda a
distribuicdo passada da espécie, incluindo a histdria evolutiva da mesma, analise de
padrdes climaticos e alteracbes geoldgicas do passado, a partir de fésseis. Ja o
segundo ramo da biogeografia esta ligado aos fatores atuais responsaveis pela
distribuicdo da espécie. E, por ultimo, a biogeografia da conservacdo, que contempla
a protecdo e/ou a restauracdo da natureza com base nos estudos biogeograficos
historicos e ecologicos (BARRY COX MA e MOORE, 2006).

Alguns estudos na América do Sul (p.ex. ROUX et al., 2007; JULIO et al.,
2008; GICKING et al., 2009; GONZALEZ e WINK, 2010), a partir de dados de ISSR
e/ou DNA plastidial e mitocondrial, analisaram a estruturacao genético-populacional
de espécies para explicar as suas distribuicbes geograficas, fundamentando seus
resultados na Biogeografia. Estes estudos evidenciam que o principal fator que
influenciou a distribuicdo atual das florestas foram os periodos glaciais recentes,
através dos reflgios do Pleistoceno, seguidos por diferentes padrdes de dispersao,
de acordo com as mudancas climaticas e a capacidade adaptativa das espécies
(GONZALEZ e WINK, 2010).

Assim, conhecer a diversidade genética da populagéo, a biologia da espécie,
os fatores abioticos (p.ex. variaveis bioclimaticas e geograficas) que a circundam,
juntamente com 0s eventos geoldgicos e climaticos, permitem uma melhor
contextualizacdo das condi¢des de sobrevivéncia de uma espécie ameacada, em um
presente em constante mudancga, nos permitindo a implementacdo de programas de
conservacao que tenham por objetivo melhorar as chances de adaptacédo da espécie
as mudancas evolutivas (FRANKHAM et al., 2008).

Em conjunto, todos os fatos citados acima, mostram como é possivel a
implementacdo de medidas para a conservacdo, ndo s6 das espécies, mas também
do ambiente que estas ocupam. Frente a esses fatos, os objetivos desse trabalho
foram:

a) Determinar se ha estruturacdo populacional de Dicksonia sellowiana Hook. ao
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longo de sua distribuicdo no Brasil: Estados de Minas Gerais, Espirito Santo, Rio
de Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul;

b) Avaliar o impacto de fragmentacbes para a manutencdo da variabilidade
genética nas populacdes estudadas;

c) Gerar subsidios para conservacao da espécie.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 ANALISES MOLECULARES

2.1.1 Material Vegetal

Foram coletadas folhas de 150 individuos de D. sellowiana, em sete
populacdes distribuidas ao longo da distribuicdo da espécie no Brasil (FIGURA 2 e
TABELA 1). As populacdes foram georreferenciadas e os materiais testemunho
depositados no Herbario UPCB do Departamento de Botanica da UFPR.

Foram amostrados de 17 a 24 individuos de cada populacdo e os locais de
coleta foram detalhadamente caracterizados, discriminando-se que &areas
representavam florestas continuas, fragmentadas, isoladas, em disturbio, ou em
regeneracdo. Aliadas aos dados historicos do local, estas informacdes servirdo para
a avaliacdo do efeito da conservacao/degradacdo do ambiente na diversidade

genética das populacdes.

FIGURA 2 — Mapa do Brasil com a localizacdo das populacdes amostradas de D. sellowiana. RS =
Rio Grande do Sul; SC = Santa Catarina; PR = Parana; SP = Séo Paulo; RJ = Rio de Janeiro; ES =
Espirito Santo; MG = Minas Gerais.
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TABELA 1 - Localizacdo, coordenadas geograficas, altitude e nimero de individuos amostrados das
populacdes de D. sellowiana estudadas.

. Coordenadas , N° de individuos
Localizagdo o Altitude (m)
geogréficas amostrados
Vargem Bonita/SC
(Fazenda Campina da S26°53'36"
Alegria - propriedade W51°46'57" 1098 22
privada)
S$25°22'28"
Cantagalo/PR W52°7'35" 836 24
Séao Francisco de
Paula/RS (Préximo a oA A Gn
Floresta Nacional de S29 040 .28 " 24 23
~ . W50°47'35
Sao Francisco de
Paula)
TeresoOpolis/RJ (Parque 0rmrAn
; S$22°22'00
l\,laclonal da Serra dos W42°45'00" 1543 23
Orgaos)
S&o José do
Barreiro/SP (Parque S$22°42'11”
Nacional da Serra da W44°38'29” 1450 21
Bocaina)
Alto Capara6/MG
. S$20°24'25"
(Parque}NamonaI do WA41°50'27" 1791 20
Capara0)
Distrito de Pedra
Menina/ES (Municipio omIAA
de Dores do Rio Preto - S20 030 .00 " 1454 17
. W41°48'24
Parque Nacional do
Capara0)

2.1.2 Extracdo do DNA

Depois de desidratadas em silica gel, as folhas coletadas foram pulverizadas
com nitrogénio liquido em almofariz e o DNA extraido pela técnica de Roy et al.
(1992), com algumas modificacoes. Cerca de 20 mg de material pulverizado foi
transferido para um tubo de microcentrifuga, onde foram adicionados cerca de 600
ul de tampéo de extracdo [CTAB 2% (p/v); NaCl 1,4 M; Tris-HCI 100 mM, pH 8,0;
EDTA 20 mM; B-mercaptoetanol 0,2% (v/v), PVP-40 2%], 60 ul de B-mercaptoetanol
e 6 ul de Proteinase K (10 mg/ml). Os tubos foram incubados em banho-maria a
65°C por 30 min, sendo adicionado posteriormente o mesmo volume de fenol e
cloroférmio (1:1; v/v). O tubo foi centrifugado a 10.000 rota¢des por minuto por 15
min a temperatura ambiente e o sobrenadante transferido para um tubo novo, sendo

adicionados 1 volume de isopropanol e 1/10 do volume de acetato de sédio. Apés 24
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horas em freezer (-18°C), o tubo foi centrifugado por 20 min a 10.000 rpm e o
sobrenadante descartado. O pellet foi lavado com 200 ul de etanol 70%, seco a
temperatura ambiente por 20 min e eluido em 200 ul de agua ultra-pura estéril e 2 pul
de RNAse (10 mg/ml).

O DNA foi avaliado e quantificado através de fluorospectrometer (NanoDrop
3300).

2.1.3 PCR-ISSR

Foram testados 19 primers (WOLFE et al., 1998), dos quais cinco
apresentaram boa reprodutibilidade e foram utilizados para as andlises. As
concentracdes dos reagentes utilizados nas reacdes de PCR (volume final de 25 ul)
encontram-se discriminadas na Tabela 2. As reagbes foram realizadas em
termociclador seguindo as seguintes condicdes: desnaturacdo inicial a 94°C por 1
min e 30 s, seguido de 30 ciclos com temperaturas de anelamento que variaram de
42°C a 56,3°C por 45 s, extensdo a 72°C por 1 min e 30 s e a extensao final a 72°C
por 10 min.

TABELA 2 — Concentracdo dos reagentes utilizados nas reacBes de PCR e temperatura de
anelamento para cada primer.

Primer/ (ang}zgl Tag Polimerase dNTP MgCl, BSA DNA Temp.de
Reagente p ul) ) (mM) (mM) (ng/ml) (ng) anelamento (°C)
ISSR4
1,2 1 0,25 2 - 35 52,8
[(GT),YG]
ISSR7
[(CAC).RC] 0,5 1 0,25 1 25 35 56,3
ISSR10
1,2 1 0,25 1 - 20 49,5
[(GA);YC]
ISSR13
0,6 1 0,25 2 25 10 52,8
[(GA)sYT]
ISSR20 05 1 0,25 2 - 57 52,8

[(CTeT]

Os produtos da PCR foram verificados através de eletroforese em gel de
agarose 2%, a 80 Volts, por cerca de 4 h, corado com brometo de etideo e
visualizados e fotografados em transiluminador de luz ultravioleta. O tamanho dos
fragmentos obtidos (em pares de base) foi comparado com um marcador de peso
molecular de 100 pb. Os fragmentos de ISSR amplificados, com a mesma
mobilidade de acordo com o peso molecular, foram codificados para presenca (1) ou

auséncia (0) de bandas homologas.
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2.1.4 Sequenciamento

As sequéncias dos espacadores intergénicos trnL-trnF e atpB-rbcL do DNA
do cloroplasto, foram analisadas em 20 individuos de D. sellowiana, dez para cada
Estado da Federagcao Brasileira que correspondem aos limites Norte e Sul da
distribuicdo geogréfica da espécie: ES e RS.

As concentracfes de reagentes, utilizados nas reacdes de PCR (volume final
de 25 ul), encontram-se discriminadas na Tabela 3. As amplificacdes foram
realizadas em termociclador seguindo as seguintes condi¢cdes: desnaturacao inicial a
94°C por 4 min, seguido de 30 ciclos com temperatura de anelamento a 50°C (atpB-
rbcL) e 54°C (trnL-trnF) por 1 min, extensao a 72°C por 1 min e 20 s, com extensao
final a 72°C por 10 min. Os primers utilizados para a amplificacdo dos espacadores
trnL-trnF e atpB-rbcL foram aqueles descritos por Taberlet et al. (1991) e Chiang et

al. (1998), respectivamente.

TABELA 3 — Concentracéo dos reagentes utilizados na reagdo de PCR e temperatura de anelamento
para cada regiao.

Regido/  Primer Taq dNTP  MgCl, BSA DNA _lempde
Polimerase anelamento
Reagente  (pmoles/ul) L) (mM)  (mM)  (ug/ml)  (ng) °C)
trnL-trnF 0,2 1 0,2 1 25 50 54
atpB-rbcL 0,5 1 0,2 2 - 50 50

Os produtos de PCR foram verificados em gel de agarose 2%, corado com
brometo de etidio e visualizados em transiluminador de luz ultravioleta. O DNA
amplificado foi purificado segundo o protocolo de Dunn e Blattner (1986), com

pequenas modificacdes.

O sequenciamento do DNA foi realizado em sequenciador automatico ABI
3130 — Genetic Analizer, seguindo os protocolos que acompanham o equipamento,
com marcacado terminal fluorescente. As condigOes da reacdo de sequenciamento
para um volume final de 10 ul continham 0,5 ul de BygDye, 0,16 pmoles de cada
primer, tampdo 0,25X, 20 - 30 ng de DNA. As reacbes foram realizadas em

termociclador seguindo as seguintes condi¢des: desnaturacéo inicial a 96°C por 1
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min, seguido de 35 ciclos com temperatura de anelamento de 50°C por 5 s,

extensdo a 60°C por 4 min.

2.2 ANALISE DE DADOS

2.2.1 Marcadores ISSR

Os géis de agarose foram analisados com o auxilio do programa Gel-Pro
Analyzer 4.0.1, em duas analises independentes para certificacdo de que ndo houve
subjetividade no processo. Para avaliar a diversidade genética dentro e entre as
populacdes de D. sellowiana, utilizou-se o programa POPGEN 1.31 (YEH et al.,
1999). Os célculos utilizados para esta avaliacdo foram: nimero médio de alelos por
loco (A), numero efetivo médio de alelos por loco (Ae), niumero de bandas
polimérficas, porcentagem de bandas polimorficas, heterozigosidade esperada (Hs) e
observada (H,) e o indice de Diversidade Génica de Nei (h) (LEWONTIN, 1972).

Para avaliar a estruturacdo e a diferenciacdo genética entre as populacdes
de D. sellowiana, ao longo de sua distribuicdo, duas abordagens foram realizadas:
tradicional (AMOVA — Analise Molecular da Variancia) e Bayesiana.

As abordagens tradicionais utilizadas para estimar a estrutura de populacdes
envolvem o uso da estatistica F (i.e. Fir, Fis, Fs1), que foi desenvolvida originalmente
por Wright (1943, 1951) é baseada em correlacdes entre unidades gaméticas em
diferentes niveis hierarquicos, populacéo total e subdivisdo da populacéo. Nei (1973,
1977) expandiu o uso da estatistica F de Wright de um unico locus e dois sistemas
alélicos, redefinindo-as como fungdes de diversidade génica particionada e
calculando niveis de endocruzamento (Fis e Fst) e diferenciacdo genética (Gst), a
partir de medidas de heterozigosidade observada (Ho) e esperada (Hs e Hy). O
coeficiente de diferenciagdo génica (Gst) € um equivalente multilocus e multialélico
da estatistica F de Wright (LEVSEN et al.,, 2008). A estrutura genética das
populagdes, a partir dessa abordagem, foi testada por AMOVA, no programa
Arlequin 3.5.1.2 (EXCOFFIER e LICHIER, 2010).

Embora a abordagem tradicional seja amplamente utilizada com dados
codominantes, a aplicacdo metodoldgica para a estimativa de frequéncias alélicas
em dados dominantes € bastante problematica (LEVSEN et al., 2008). A abordagem
Bayesiana, ostensivamente, tem complementado as andlises para dados
dominantes (HOLSINGER et al., 2002; LEVSEN et al., 2008). Holsinger et al. (2002),
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desenvolveram um método baseado em modelos Bayesianos hierarquicos que
estima diretamente um Fsr analogo (6°), tanto a partir de dados dominantes, quanto
de dados codominantes, incorporando o efeito incerto da endogamia (Fis) nesta
estimativa. Esses autores demonstraram que as estimativas de Fst e frequéncias
alélicas sem um coeficiente de endocruzamento (como requerido por outras
metodologias) sdo confiaveis a partir da abordagem desenvolvida por eles. Além de
estimar a frequéncia alélica média para calcular as heterozigosidades esperadas
para uma populacdo panmitica, 0 método também produz uma estimativa de Gsr de
Nei (Gst°). Sob essa abordagem, 6°, corresponde a um modelo de efeito aleatério
de amostragem populacional, que produz estimativas de todas as populacées
potencialmente amostradas e, presumivelmente, reduz o erro amostral
(HOLSINGER, 1999).

Essa abordagem estd incorporada ao programa Hickory versao 1.1
(HOLSINGER e LEWIS, 2003). O indice de diferenciacdo genética (6°) foi estimado
a partir dos seguintes parametros: burn-in = 100.000; namero de replicacbes =
1.000.000; thinning = 50, para o modelo f-free [modelo sugerido pelos autores, pois
este seleciona valores de coeficiente de endogamia aleatoriamente considerando a
sua distribuicdo prévia, j& que o coeficiente de endogamia para dados de
marcadores dominantes nao é confiavel], em trés corridas independentes.

O programa Structure versdo 2.3 (PRITCHARD et al., 2000 e FALUSH et al.
2007), que também incorpora uma abordagem Bayesiana, foi utilizado para inferir o
namero potencial de populacdes K (desconhecido) e designar cada individuo, com
uma probabilidade (q;), para uma populagao (cluster), ou mais de uma, caso 0s seus
genotipos indiguem que essas sdo misturadas (admixed). A estrutura populacional é
detectada sob equilibrios de Hardy-Weinberg e de ligacdo, que podem ter resultado
de mistura recente, migracdo e/ou hibridizagdo. Foram realizadas trés corridas
independentes para os diferentes valores de K (de 1 a 8) usando modelos admixture
e frequéncias alélicas correlacionadas. Para cada valor de K, utilizou-se um burn-in
de 100.000 seguido por 1.000.000 de MCMC (Markov Chain Monte Carlo) repeticdes
depois do burn-in. O valor mais provavel de K foi determinado a partir da mudanca
na probabilidade log dos dados entre os valores de K correspondentes (AK), como
proposto por Evanno et al. (2005).

As distancias genéticas entre as populacdes foram calculadas utilizando as

estimativas de Nei (1972) no programa POPGEN. Para testar a correlagéo entre as
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distancias genéticas e geogréficas que separam as popula¢cdes amostradas de D.
sellowiana, utilizou-se o teste de Mantel (1967), implementado no programa
Arlequin, com 10.000 permutac¢des, em trés corridas independentes.

Para explorar a histéria demogréafica de D. sellowiana, para cada populagéo,
foram analisados a distribuicdo de diferencas pareadas (observada e esperada)
(EXCOFFIER, 2004) e o teste de neutralidade D* de Tajima (TAJIMA, 1989), no
programa Arlequin. Segundo Harpending (1994), a sequéncia das distribuicbes de
diferencas pareadas em uma populacdo que sofreu um bottleeck deve ter uma
distribuicdo unimodal.

2.2.2 Sequenciamento

As sequéncias obtidas para os espacadores intergénicos do DNA do
cloroplasto (trnL-trnF e atpB-rbcL) foram alinhadas no programa BioEdit 7.0.9 (HALL,
1999) e corrigidas manualmente quando necesséario. Os sitios variaveis e a
diversidade nucleotidica foram analisados no programa MEGA 4.0 — Molecular
Evolutionary Genetics Analysis (KUMAR et al., 2008).
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3 RESULTADOS

3.1 MARCADORES ISSR

3.1.1 Diversidade Genética

Foram analisados seis primers ISSR para 150 individuos de D. sellowiana,
0s quais geraram 516 loci polimorficos, porém os individuos da populacdo de Séo
Paulo ndo amplificaram somente para o primer ISSR11. As analises geradas nesse
trabalho incluiram somente os cinco primers que amplificaram para todas as
populacdes amostradas. No entanto, a maioria das analises também foi realizada
utilizando-se os seis primers que, com excecdo da analise de agrupamento por
UPGMA, mostraram-se congruentes com o0s resultados obtidos a partir dos cinco
primers. Acredita-se que a diferenca encontrada ocorra em funcdo da auséncia de
dados da populacdo de SP para o primer ISSR11.

Os cinco primers ISSR analisados para os 150 individuos distribuidos nas
sete populacdes de D. sellowiana (FIGURA 2 e TABELA 1) apresentaram padrao de
amplificacdo altamente reproduzivel, como pode ser observado nas imagens dos
géis, apresentados na Figura 3. Estes primers geraram 438 loci polimérficos, com
uma porcentagem de bandas polimérficas variando de 35,8% (RS) a 52,2% (ES)
(TABELA 4). O numero de alelos (A) variou entre 1,36 (RS) e 1,52 (ES) (TABELA 5).
Os valores de Diversidade Génica de Nei (h) estdo reproduzidos na Tabela 5.
Embora estes valores de diversidade sejam muito proximos entre as diferentes
populagdes, as populacbes do PR e RS exibem valores menores de h (0,05). O
dendograma das distancias genéticas de Nei (FIGURA 4) indica uma maior
proximidade das populagbes de SC+ES e MG+RJ. Os valores de heterozigosidade
observada (Ho = 0,072 £ 0,004) e esperada (Hs = 0,066 + 0,003) sdo proximos, e 0
baixo valor de Gg (0,095), indicam baixa variabilidade entre as populagcdes, o que
corrobora o resultado de AMOVA (secéo 3.1.2).
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FIGURA 3 — Eletroforese em gel de agarose 2% de individuos das popula¢des do Rio de Janeiro (A)
e de Sao Paulo (B) amplificados com o primer ISSR7. M = marcador de peso molecular (100 pb).
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TABELA 4 — Numero de individuos analisados, nimero e porcentagem de bandas polimorficas
encontradas para cada populagéo, para todos os primers, de D. sellowiana.

SC PR RS RJ SP MG ES

N° de

individuos 22 24 23 23 21 20 17
analisados

N° de

bandas 173 172 157 226 199 197 229
polimérficas

% de

bandas 39,50% 39,27% 35,84% 51,60% 45,43% 44,98% 52,28%
polimérficas
Fonte: O Autor (2011)

TABELA 5 — Nimero de alelos observados (A) (media + desvio padrdo), nimero efetivo de alelos (Ae)
(media *+ desvio padrdo) e valores de diversidade génica de Nei (h) (media + desvio
padrdo), encontrados nas populac¢des de D. sellowiana amostradas.

SC PR RS RJ SP MG ES

A 1,39 £+ 049 139+048 136+048 152+050 145+050 1,45+050 1,52+0,50

+
Ae 1,10 £+ 0,27 107+0,15 108+0,17 109+0,12 108+0,14 108+0,15 1,10+0,14
h 0,07 + 0,11 0,05+0,09 0,05+0,10 0,07+0,09 0,06+0,09 0,06+0,10 0,08+0,10

Fonte: O Autor (2011)
RS
PR
SP
SC
ES
RJ

MG

FIGURA 4 — Dendograma construido, por UPGMA, a partir das distancias genéticas de Nei (1972).

3.1.2 Estruturacédo Genética

A AMOVA indica que as populacfes ndo sdo geneticamente estruturadas (P
< 0,0001). A diferenciacao genética € maior entre individuos da mesma populacéo
(88,60%) do que entre as populacbes (11,40%) (TABELA 6), com um indice de
estruturagdo genética (Fs) igual a 0,11402.
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O teste de Mantel ndo revelou correlacdo entre as distancias geograficas
(TABELA 7) e genéticas (TABELA 8) (r = 0,19, P = 0,14), considerando todas as

populacdes.

TABELA 6 — AMOVA para todas as populacdes de D. sellowiana amostradas, para todos os cinco

primers analisados (P<0,0001).

Fon_te ga df* Soma dos Variancia dos % de variacio F.,
Variacao guadrados componentes
Entre 6 294,60 1,68 11,40 0,11
populactes
Entre individuos
da mesma 143 18,70,90 13,08 88,60
populacdo
Total 149 2165,50 14,77

*d.f. = degrees of freedom (graus de liberdade)
Fonte: O Autor (2011)

TABELA 7 — Distancia geografica (km) entre pares de populagdo de D. sellowiana.

SC PR RS RJ SP MG ES
SC 0
PR 169 0
RS 307 486 0
RJ 1006 985 1105 0
SP 777 760 908 207 0
MG 1231 1189 1357 256 461 0
ES 1210 1168 1329 229 432 81 0
Fonte: O Autor (2011)
TABELA 8 — Distancia genética entre pares de populagdo de D. sellowiana.
SC PR RS RJ SP MG ES
SC *%k%
PR 0.0096 ik
RS 0.0109 0.0128 ik
RJ 0.0074 0.0060 0.0123 ok
SP 0.0088 0.0080 0.0106 0.0063 ok
MG 0.0079 0.0085 0.0106 0.0057 0.0079 ok
ES 0.0062 0.0075 0.0133 0.0059 0.0078 0.0067 ok

Fonte: O Autor (2011)

O ©6° estimado pelo programa Hickory também mostra auséncia de

estruturacdo genética populacional - ©° = 0,080; intervalo de confiabilidade minimo
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de 2,5% e méaximo de 97,5% (0,065; 0,098). As abordagens Bayesiana (6° = 0,08) e
tradicional (Fs; = 0,11) indicaram auséncia de estruturacdo populacional em D.
sellowiana no Brasil, com valores bem proximos.

O programa Structure separou os individuos em quatro grupos, sendo que
somente 0s grupos 2 e 4 estdo de acordo com a amostragem geografica. Segundo a
metodologia proposta por Evanno et al. (2005), o valor modal de distribuicao do valor
verdadeiro de K, identificado como um pico foi AK=4. Todas as populacdes tiveram
mais do que 55% dos seus individuos claramente identificados em cada um dos
quatro grupos estimados (TABELA 9, FIGURA 5). As populacdes do PR e RS, que
apresentam uma menor diversidade génica, encontram-se, respectivamente, nos
grupos 4 e 2 e apresentam uma maior proporcao (qi) de individuos em cada
populacéo predefinida (90 e 75%).

TABELA 9 — Resultados obtidos pelo programa Structure mostrando a proporcao (qi) de individuos de
cada populagéo predefinida, em cada um dos K=4 grupos.

Grupo
Populacdo NCindividuos 1 -Vermelho 2 - Verde 3 - Azul 4 - Amarelo
SC 22 0.092 0.106 0.726 0.075
PR 24 0.023 0.024 0.051 0.903
RS 23 0.139 0.750 0.052 0.059
RJ 23 0.216 0.025 0.554 0.205
SP 21 0.620 0.074 0.233 0.072
MG 20 0.801 0.031 0.124 0.044
ES 17 0.097 0.033 0.804 0.065

Fonte: O Autor (2011)
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FIGURA 5 - Andlise das populacfes, computada pelo Structure, com K=4. Os grupos geograficos
estao representados no eixo das abscissas; os grupos (K) estimados pelo programa correspondem as
cores no grafico [grupo 1: vermelho, grupo 2: verde, grupo 3: azul, grupo 4: amarelo]; nas ordenadas
pode-se observar a proporcao de individuos das populacdes geograficas dentro de cada valor de K.
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3.1.3 Testes de Expanséao Populacional Recente

Todas as populacdes analisadas apresentaram indicio, significativo, de
expansdo populacional recente, como se pode observar através das analises de
distribuicdo de diferencas pareadas e indice de neutralidade D* de Tajima (FIGURA
6 e TABELA 10).
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FIGURA 6 - Distribuicdo de diferencas pareadas (observada X esperada) das sete populacdes
amostradas de D. sellowiana. O eixo das abscissas corresponde as diferencas pareadas e o eixo das
ordenadas a frequéncia haplotipica. (A) Santa Catarina; (B) Parana; (C) Rio Grande do Sul; (D) Rio
de Janeiro; (E) Séo Paulo; (F) Minas Gerais; (G) Espirito Santo.
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FIGURA 6 (Cont.) - Distribuicdo de diferencas pareadas (observada X esperada) das sete populacdes
amostradas de D. sellowiana. O eixo das abscissas corresponde as diferencas pareadas e o eixo das
ordenadas a frequéncia haplotipica. (A) Santa Catarina; (B) Parana; (C) Rio Grande do Sul; (D) Rio
de Janeiro; (E) Sao Paulo; (F) Minas Gerais; (G) Espirito Santo.

TABELA 10 - Teste de neutralidade de Tajima (D*) e valor de significancia (P) para todas as
populacfes de D.sellowiana amostradas.

Local D* Tajima; P
SC -1,95; 0,01
PR -1,34; 0,08
RS -2,02; 0,01
RJ -2,47; 0,0001
SP -1,92; 0,01
MG -1,2; 0,10
ES -1,92; 0,01

Fonte: O Autor (2011)

3.2 SEQUENCIAMENTO

3.2.1 Diversidade Genética

Os 20 individuos das populacdes dos estados do ES e RS (extremos da
distribuicdo geografica conhecida para D. sellowiana, no Brasil), sequenciados para
0 espacador intergénico plastidial trnL-trnF (410 nucleotideos), ndo apresentaram
variabilidade nucleotidica. Os mesmos 20 individuos das popula¢cfes dos estados do
ES e RS foram sequenciados para o espacador atpB-rbcL (890 nucleotideos) e
apresentaram apenas uma substituicdo nucleotidica e dois sitios heterozigotos (um
deles repetindo-se em trés individuos e um outro que ocorreu no mesmo sitio da

substituicdo nucleotidica [individuo 13 da populacdo do RS possui um C na posi¢cao
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454, o individuo 16 possui Y (C ou T) enquanto que os demais individuos possuem T

nessa posicaol).
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4 DISCUSSAO

4.1 EXPANSAO DA FLORESTA OMBROFILA MISTA

Os primeiros registros fosseis de Dicksoniaceae (SKOG, 2001) e
Araucariaceae (SILVA et al., 2009) no Hemisfério Sul datam da metade do Triassico,
apresentando uma distribuicdo cosmopolita a partir do Jurassico (SPORNE, 1970;
TRYON e TRYON, 1982; HILL, 1987; VAN KONIJNENBURG-VAN CITTERT, 2002).
No Mesozéico, estas familias habitaram regides quentes e Umidas da Pagea,
preferencialmente nas proximidades de pantanos, terracos fluviais e substratos de
florestas (VAN KONIJNENBURG-VAN CITTERT, 2002). Este cenario permitiu que
espécies das familias Dicksoniaceae e Araucariaceae chegassem ao Cenozéico, se
estabelecendo principalmente no Hemisfério Sul (HUECK, 1972; HAINES et al.,
1984; KERSHAW e WAGSTAFF, 2001).

Os campos dominavam a paisagem na Era Glacial (~1.8 milhdes de anos a
11.000 anos atras - Pleistoceno), periodo caracterizado por clima seco e frio, e
também durante o quente e seco inicio do Holoceno. Da metade para o fim do
Holoceno, o clima comecgou a se tornar mais umido, com apenas trés meses de seca
por ano (BEHLING, 1997 e 2002). O inicio desse clima mais iumido marcou o inicio
da expanséo da FOM, que migrou ao longo dos rios, por resquicios de floresta, ha
~3.210 anos atras (fim do Holoceno) (BEHLING e PILLAR, 2007).

Andlises polinicas e de esporos foram realizadas a partir de registros fésseis
encontrados na regiao Sudeste e Sul do Brasil (BEHLING, 2002). A expansao de
resquicios de FOM refugiados em vales umidos sobre os campos no PR ocorreu ha
~1.500 anos, enquanto que a expansao desta floresta em SC e nos estados da
regido sudeste ocorreu ha ~1.000 anos (BEHLING, 2002), mostrando uma diferenca
de 500 anos entre a expansédo da floresta nas duas regides supracitadas. Ja no RS,
registros de presenca de FOM s0O se tornaram frequentes ha ~850 anos, com um
curto periodo de expansao devido ao inicio do uso dos campos para pastagem (250-
220 anos atras), (BEHLING et al., 2001).

Os valores estimados de F¢ (0,11) e ©° (0,08) indicam que as populacdes
de D. sellowiana ndo estdo geneticamente estruturadas. Além disso, o numero de
populacdes estimado pelo programa Structure € quatro (niumero amostrado de

populacdes é igual a sete). Destes, somente dois grupos, PR e RS, correspondem a
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amostragem geogréfica, pois apresentam a maior propor¢do de individuos destas
populacdes (90 e 75%). Os individuos dos estados de SC e ES encontram-se em um
dos grupos, com uma proporcao de 73 e 80%, respectivamente. No ultimo grupo
encontram-se, em maior proporcao (62 e 80%), os individuos das popula¢ges de SP
e MG. Os individuos da populagdo do RJ encontram-se distribuidos em propor¢des
intermediarias.

Considerando a Floresta Atlantica, Simpson (1979) e Haffer (1969) propdem
dois diferentes cenarios com base em eventos geoldgicos para explicar a
biodiversidade deste bioma. De acordo com Simpson (1979), a diversificagdo de
espécies foi originada por mudancas geograficas e climaticas no Terciario.
Entretanto, Haffer (1969) sugere que eventos de regressdo, fragmentacdo e
expansao da floresta e as mudancas do nivel do mar ao longo dos ciclos glaciais do
Pleistoceno (inicio Quaternario) causaram um efeito vicariante nas populacdes,
gerando uma rica biodiversidade.

Presas et al. (2011), de acordo com os cenarios criados por Simpson (1979)
e Haffer (1969), afirmam que diferencas no padréo genético das populacbes podem
ser ocasionadas pelo lento processo de transformagdo em associagao com eventos
geoldgicos, o0 que possibilita a existéncia de populacdes estaveis com alta
variabilidade genética e consequente capacidade de adaptacdo a novas condi¢cdes
ambientais. Os modelos paleoclimaticos que prevéem a estabilidade de areas da
Floresta Atlantica explicam a alta variabilidade genética para algumas espécies que
se encontram na regido central da Floresta Atlantica e o sinal de expansao
populacional na regiao sul da Floresta (PELLEGRINO et al., 2005; GRAZZIOTIN et
al., 2006; CABANNE et al., 2008; CARNAVAL et al., 2009; FITZPATRICK et al.
20009).

Desta forma, o padrdo genético observado para as populacdes de D.
sellowiana e o sinal de expansao populacional recente detectado pelas analises de
distribuicdo de diferencas pareadas, provavelmente se estabeleceram em funcéo de
possiveis eventos de expanséo, regressao e fragmentacao sobre resquicios de FOM
ao longo do Terciario e do Quaternario. E possivel também que o avanco e recuo do
gelo no fim do Pleistoceno tenham gerado efeitos como bottleneck ou fundador
sobre populagdes de espécies caracteristicas de Floresta Atlantica, gerando baixa
variabilidade genética dentro das populacées (PRESAS et al., 2011). Este pode ter

sido o caso das populacdes de D. sellowiana do PR e RS, que possuem uma
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diferenciagdo acentuada em relagdo as demais, sugerindo que elas tenham sido
afetadas por estes eventos supracitados, permitindo o isolamento genético destas
populacdes.

Contudo, os eventos citados, desde pelo menos ~65 milhdes de anos atras
(inicio Cenozoico), provavelmente ndo foram suficientes para fixar alteracdes no
genoma plastidial da espécie, uma vez que as sequéncias dos espacadores
intergénicos do DNA plastidial trnL-trnF e atpB-rbcL, ja utilizados em analises
populacionais em outras pteridéfitas (HENNEQUIN et al., 2003; VAN de HEEDE et
al.,, 2003; SU et al., 2004; SHEPHERD et al., 2007; WANG e GUAN, 2011),
apresentaram nenhuma a baixissima variabilidade, respectivamente.

Wang e Guan (2011), no estudo sobre estruturacdo genética e filogeografia
de Sphaeropteris brunoniana (Hook.) R. M. Tryon (Cyatheaceae), pteridofita
pertencente a mesma ordem de D. sellowiana - Cyatheales (KORALL et al., 2006. e
SMITH et al., 2006); também observaram baixa variabilidade nucleotidica a partir do

sequenciamento dos espacadores intergénicos plastidiais trnL-trnF e atpB-rbcL.

4.2 SISTEMA REPRODUTIVO

O sistema reprodutivo (se reproducdo cruzada ou autofecundacdo) tem
influéncia direta na distribuicdo da variabilidade genética em plantas
(KORPELAINEN et al., 2005). Quando os individuos se reproduzem sexuadamente
a diversidade genética tende a ser maior dentro das populacdes, ao passo que a
autofecundacédo tende a aumentar a variabilidade genética entre as populacdes
(LOVELESS e HAMRICK, 1984; HAMRICK e GODT, 1989).

Outro fator que também desempenha um importante papel no padrdo de
distribuicdo da diversidade genética nas espécies é o nivel de ploidia. Sabe-se que
samambaias polipléides sdo endogamicas e, por esse motivo, apresentam uma
maior variabilidade genética entre as populacoes; ja as espécies dipldides, atraves
do cruzamento intergametofitico, desenvolvem maiores niveis de variabilidade
dentro das populagcdes (DONG et al., 2008). Embora ndo existam estudos que
indiqguem o nimero cromossdmico de D. sellowiana, Smith et al. (2006) e Korall et al.
(2006) afirmam que as espécies de Dicksonia sdo dipléides, possuindo N = 65

cromossomaos.
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Segundo Ranker e Geiger (2008), as samambaias apresentam trés modos
de reproducéo sexual:
1) Autofecundacao Intragametofitica — o anterozoéide e o 6vulo sdo do mesmo
gametofito, gerando um esporafito homozigoto;
2) Autofecundacdo Intergametofitica — o anterozdide e o Ovulo sdo de
gametdofitos diferentes, originados do mesmo esporofito;
3) Cruzamento Intergametofitico — o0 anterozdide e o Ovulo sdo de

gametdfitos diferentes, originados de esporofitos diferentes;

Embora nada se conheca sobre o modo de reproducéo em D. sellowiana, o
padrdo de variabilidade genética observado nesse estudo (maior dentro das
populacdes) seja provavelmente produto de cruzamento intergametofitico (TABELAS
4 e 5). Koperlainen et al. (2005) postulam que esse tipo de sistema reprodutivo
fornece a manutencéo da variabilidade dentro das populagdes.

As samambaias, dentre elas D. sellowiana, tém a capacidade de formar
bancos de esporos, os quais ficam em estado de dorméncia e germinam em tempos
diferentes. Os esporos de D. sellowiana podem ficar por até 731 dias em estado de
dorméncia (FILLIPPINI et al, 1999), proporcionando, desta maneira, uma menor taxa
de competicdo durante a fase inicial do desenvolvimento (SCHNELLER, 1998;
FILLIPINI et al., 1999; RANAL, 1999; ROOGE et al., 2000; GOMES et al., 2006).
Este comportamento deve ser uma estratégia adaptativa que aumenta as chances
de sucesso no desenvolvimento e fixagdo dos gametofitos, estando correlacionada,
diretamente, ao esfor¢o para a colonizacéo, ao sucesso reprodutivo e a manutencao
dos gendtipos parentais (GOMES et al., 2006).

Adicionalmente, o padrdo geral da variabilidade genética entre as
populacdes de samambaias € consistente com o modo de dispersdo dos esporos:
vento (LANDERGOTT et al., 2001). Estes esporos podem ser dispersos por longas
distancias, pois sao leves e resistentes a baixas temperaturas e a luz ultravioleta
(TRYON e LUGARDON 1991; GRADSTEIN e VAN ZANTEN, 2001). Essas
caracteristicas aumentam a probabilidade de fluxo génico entre populacdes
geograficamente distantes, além de proporcionarem a ocorréncia de espécies
amplamente distribuidas, independentemente do nivel de altitude em que se
encontram (HAMRICK e GODT, 1996; MORAN, 2008). Varios trabalhos (TRYON,
1970; SMITH, 1972; CARLQUIST, 1980; TRYON, 1986; MORAN, 2004; GEIGER et
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al., 2007) citam a ocorréncia de samambaias no continente e em ilhas vulcanicas de
criacao recente, indicando que estas espécies chegaram la por dispersédo a longas
distancias. Portanto, a inexisténcia de correlacdo entre as distancias geneéticas e
geograficas de D. sellowiana, conforme o teste de Mantel (r = 0,19, P = 0,14) e os
baixos valores de variabilidade entre as populagdes estudadas s&o condizentes com

a disperséo dos esporos por longas distancias.

4.3 FRAGMENTACAO DE HABITAT

A ocorréncia de fluxo génico entre populacdes pode ser limitado ou impedido
em funcdo da fragmentacdo de habitats, prejudicando, desta maneira, processos
ecologicos, tal como a disperséo (ALLY e RITLAND, 2007). A modificacdo do padréo
de dispersdo dos individuos entre as populacfes altera o tamanho, a forma e o
arranjo espacial das populagcdes, aumentando a deriva genética e o0
endocruzamento, devido a reducéo do fluxo génico interpopulacional (GIBBS, 2001;
DUBREUIL et al., 2010). Isso afeta, consequentemente, a variabilidade genética
dentro dos fragmentos e a viabilidade das populagdes, diminuindo a probabilidade
de uma futura adaptacdo evolutiva (FRANKHAM et al., 2008; MONTOYA et al.,
2008).

Entretanto, Ouborg et al. (2006) questionam a hipétese de que a
fragmentagdo de habitats afeta de forma negativa a manutencdo da variabilidade
genética em plantas. Estudos demonstram que, devido a dispersao e/ou polinizacao
a longas distancias, ndo se pode afirmar que a fragmentacdo acarretard na
diminuicdo da variabilidade genética dentro das populacdes, pois os fragmentos
podem ser, na verdade, popula¢cdes continuas (YOUNG et al. 1996; COLLEVATTI et
al. 2001; LOWE et al. 2005; KETTLE et al. 2007; AGUILAR et al. 2008). Para avaliar
os efeitos da fragmentacao de habitat sobre a diversidade genética em populacdes
de plantas, deve-se, além de conhecer os modos de polinizagdo e/ou dispersao,
também estimar, o tamanho efetivo das populacdes dentro dos fragmentos, o grau
de isolamento e o padrédo de variabilidade genética antes de ocorrer a fragmentacéo
(NASON et al., 1997; HAMRICK, 2004).

Neste trabalho, apesar da sugestdo de que eventos geoldgicos e climaticos,
ao longo do Terciario e Quaternario (Item 4.1), tenham influéncia sobre o padrdo

genético observado para as populacdes de D. sellowiana e, mesmo que, conhecida
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a capacidade de dispersdo a longa distancia para a espécie, ndo é possivel
desconsiderar os efeitos da fragmentacdo de habitat sobre populacbes de uma
espécie ameacada de extincdo, quando se tem por objetivo sua conservacgédo. A
baixa variabilidade genética em conjunto com o isolamento da populacdo pode
potencializar os efeitos da fragmentacéo de habitat (FRANKHAM et al., 2004).

Os efeitos negativos das fragmentacfes (FIGURA 7) ndo foram detectados
nas populacdes da regido Sudeste (SP, RJ, MG e RJ) e do Estado de SC, nas quais
a variabilidade genética foi maior do que nas populacfes do PR e RS. Os individuos
dessas populagfes foram coletados em regibes bem preservadas, ao contrario das
populacdes do PR e RS, que se encontravam em regifes bastante degradadas
(FIGURA 7). Além disso, ndo se pode desconsiderar que, em fragmentos mais
extensos e preservados, ha melhores condicdes para o desenvolvimento dos
individuos e para a manutencdo da variabilidade genética (JUMP e PENUELAS,
2006; FRANKHAM et al., 2008).

Em um estudo de Klauberg et al. (2010), sobre floristica e estrutura de um
fragmento de FOM no Parque Natural Municipal de Lages/SC, D. sellowiana foi
considerada, devido a sua abundancia, como destaque deste remanescente. Os
autores sugerem que condi¢ces favoraveis 6timas tenham permitido o sucesso da
espécie na colonizacdo do ambiente. Medeiros et al. (2005) destacam outro
municipio de SC, Ponte Serrada, como detentor de um extenso fragmento de FOM,
com consideravel abundancia de espécies caracteristicas desta formacao, dentre
elas D. sellowiana.

No sudeste, fragmentos descontinuos de FOM em simpatria com outras
formacOes florestais caracteristicas da regido, ocorrem a partir do sul de SP (KLEIN,
1960; VELOSO et al., 1991) até MG e ES (RUSCHI, 1950). Estes fragmentos estao
em uma rede de Unidades de Conservagao (UC’s) que fazem parte dos Corredores
de Biodiversidade da Serra do Mar e Central da Mata Atlantica (FIGURA 8). A
finalidade desses corredores € melhorar as oportunidades de sobrevivéncia, a longo
prazo, das comunidades bioldgicas, mantendo e restaurando a conectividade da
paisagem, para que o fluxo génico seja efetivo (FONSECA et al., 2004). Dentre as
UC’s que fazem parte destes corredores estdo os Parques Nacionais da Serra dos
Orgdos (RJ), da Serra da Bocaina (RJ/SP) e do Caparad (MG/ES) (SNUC - MMA,

2011), onde foram coletadas popula¢des de D. sellowiana.
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Ao contrério do resultado observado nas populacdes da regido sudeste e de
SC, a fragmentacdo mostra um efeito negativo na manutencdo da variabilidade
genética nas populacbes do PR e RS. Estas populagbes tém menores niveis de
variabilidade, provavelmente relacionado a reducdo resultante da degradacdo do
ambiente (FIGURA 7). No Parana, segundo um estudo da PROBIO Araucéria
(FUPEF, 2001), o que restou da composicdo, estrutura e funcionamento da FOM
original foram, no maximo, florestas em estagio avancado de sucessdo, 0 que
equivale 66.109 ha ou 0,8% do que ja existiu no estado. No Rio Grande do Sul, a
FOM ocorre em simpatria com 0os campos, no entanto, apesar de ser capaz de
avancar sobre o mesmo, o uso do fogo para pastagens impede o seu avango. O
aumento das pastagens e a exploracao excessiva de espécies caracteristicas deste
tipo florestal fizeram com que a formacao praticamente desaparecesse no estado,
restando apenas resquicios em areas privadas ou em UC’s (SONEGO et al., 2007).

Devido a degradacédo de habitat, é possivel que as populacées do PR e RS
tenham seu tamanho efetivo reduzido ao longo das geracdes. A reducdo permite o
aumento da deriva genética, reducdo de taxas de imigracdo e restricdo ao fluxo
génico (FRANKHAM et al., 2008; DUBREUIL et al., 2010).

Araucaria (Araucaria angustifolia) Araucaria (Araucaria angustifolia)
Area de Ocorréncia Natural Area de Ocorréncia Atual
Projeto Inventario dos Recursos Florestais da Mata Atlantica Projeto Inventério dos Recursos Florestais da Mata Atlantica

. .. i f(a) | LN L. . (B

Fonte: SOS Mata Atlantica (2011)
FIGURA 7 - Mapa apresentando area de ocorréncia natural de FOM (A); Mapa apresentando area de
ocorréncia atual de FOM (B).
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FONTE: MBM (2010)

FIGURA 9 - Fotos das areas de coleta das populagdes de D. sellowiana. (A) Santa Catarina; (B)
Parang; (C) Rio Grande do Sul; (D) Rio de Janeiro; (E) S&o Paulo; (F) Minas Gerais; (G) Espirito
Santo
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FONTE: Mayara Caddah (2010)
FIGURA 9 (Cont.) — Fotos das areas de coleta das populacbes de D. sellowiana. (A) Santa
Catarina; (B) Parang; (C) Rio Grande do Sul; (D) Rio de Janeiro; (E) Séo Paulo; (F) Minas Gerais;
(G) Espirito Santo.
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FONTE: O Autor (2010)

FIGURA 9 (Cont.) — Fotos das areas de coleta das populacdes de D. sellowiana. (A) Santa Catarina;
(B) Parana; (C) Rio Grande do Sul; (D) Rio de Janeiro; (E) S&o Paulo; (F) Minas Gerais; (G) Espirito

Santo.
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FONTE: O Autor (2010)
FIGURA 9 (Cont.) — Fotos das areas de coleta das populacdes de D. sellowiana. (A) Santa Catarina;

(B) Parana; (C) Rio Grande do Sul; (D) Rio de Janeiro; (E) Sdo Paulo; (F) Minas Gerais; (G) Espirito
Santo.

4.4 CONSERVACAO

Sob o ponto de vista da Genética da Conservagdo, quanto maior a
variabilidade genética, maiores as chances de adaptacdo da populacdo as
mudancas ambientais ao longo do processo evolutivo (FALK e HOLSINGER, 1991;
FRANKHAM et al., 2004 e 2008). Neste estudo, as populacdes de D. sellowiana
coletadas nos estados da regido sudeste e em SC apresentam maior variabilidade
genética, sendo entdo considerada importante a preservacdo destas para a
conservacao da espécie.

Tanto a regido sudeste como o Estado de SC, apresentam areas de FOM
com potencial para conservagdo. Os fragmentos de FOM no sudeste onde ocorrem
as populacdes estudadas de D. sellowiana ja estdo protegidos por UC’s (SNUC —
MMA, 2011), em SC as areas ainda precisam de protecdo (MEDEIROS et al., 2005;
KLAUBERG et al., 2010).
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Entretanto, acredita-se também, que populagbes geneticamente
diferenciadas, como as populacdes de D. sellowiana nos Estados do PR e RS, séo
importantes para conservacdo da espécie e requerem manejo genético
separadamente das demais populagdes, sendo consideradas Unidades
Evolutivamente Significantes (Evolutinary Significant Units — ESU’s) para
conservagao (ALLENDORF e LUIKART, 2007; FRANKHAM et al., 2008).

De qualquer forma, este estudo revela através do padrdo genético
observado, que as populacdes de D. sellowiana estudadas podem ser consideradas
entidades dindmicas capazes de se adaptar as variagbes ambientais (FRANKHAM
et al., 2004), merecendo assim, que esfor¢cos sejam voltados para a conservacao da
espécie. Adicionalmente, D. sellowiana é uma espécie caracteristica de Floresta
Ombrofila Mista juntamente com Araucaria angustifolia e outras espécies também
ameacadas de extingdo, evidenciando desta forma, ndo s6 a importancia da
conservacao da espécie em si, mas também a preservacao da fitofisionomia a que
ela pertence (FERNANDES, 2000; MEDEIROS et al., 2004 e 2005, KLAUBERG et
al., 2010).
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