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1.1.1 Lar das Lembrancas

Hé& algumas rosas na varanda do futuro

Onde moram as lembrancgas tuas dessa vida

Se néo Vvé tdo belas rosas em meio tantos e tamanhos espinhos
Olha para o quintal do passado

Tao sujo de folhas mal resolvidas

O que o passado tem de melhor carrega contigo
Na lapela a rosa do que tem aprendido

Ela tem pétalas de lindos sonhos

E um perfume doce de ter feito o prometido

E é tdo pequena a borboleta visto o que se treme
E ali ela descansa sobre a rosa

Lembrai das borboletas quando a esperanca se for
E lhe deixar nas frestas do portdo o tormento
Lembrai que elas defrontam o furor do vento
Felizes para sentirem o perfume da flor

(Robson Vilalba)


http://estacaofinlandia.blogspot.com.br/2007/06/lar-das-lembranas_27.html
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RESUMO

Com a crescente demanda do campo da restauracdo ecoldgica, questdes até entdo nédo
discutidas vém surgindo, tal como a importancia da introducdo da variabilidade genética
em matrizes de sementes. Informacgdes sobre a estrutura genética populacional e
caracteristicas ecoldgicas podem ajudar a definir as melhores matrizes para a coleta de
sementes e assim garantir o sucesso de futuras areas restauradas. Com a insercao de
novos gendtipos em areas restauradas através das matrizes de sementes, evita-se a
auséncia de fluxo génico e possiveis consequéncias genéticas como efeito gargalo de
garrafa, deriva genética, perda de ‘fitness’, disrupcdo do sistema reprodutivo, entre
outros. Assim, este estudo realizou uma avaliacdo genético-populacional de duas
espécies arboreas pioneiras (Sapium glandulatum e Schizolobium parahyba) para
verificar a variabilidade genética destas espécies em areas de regeneracdo natural,
plantio e mata avancada. Utilizando o espacgador intergénico trnS-trnG do DNA de
cloroplasto, avaliamos popula¢fes compostas por 27 individuos de S. glandulatum e 26
individuos de S. parahyba, distribuidos igualmente entre areas de mata avancada,
regeneracdo natural e plantio. Nao houve variacdo na sequéncia de nucleotideos nas
duas espécies. Os resultados encontrados apontam para um possivel efeito fundador nas
areas restauradas onde ha dominancia reprodutiva de poucos individuos. A formacao
histérica da Floresta Atlantica pode ser considerada como fator fundamental para
entender a baixa diversidade genética encontrada em organismos da por¢do sul deste
bioma. Estudo posteriores, com outros marcadores com taxas de mutacdo
conhecidamente mais elevadas, além de um aumento do tamanho amostral, poderdo

detectar variabilidade nas populacdes estudadas.

Palavras-chave: variabilidade genética, restauracdo, regeneracdo natural, mata
avancada.



ABSTRACT

With the growing demand in the field of ecological restoration, issues not previously
discussed are emerging, such as the importance of introducing genetic variability in
seed matrices. Information on the population genetic structure and ecological
characteristics can help determine the best matrices for the collection of seeds and thus
ensure the future success of restored areas. With the inclusion of new genotypes in
restored areas through arrays of seeds avoids the lack of gene flow and genetic
consequences as possible bottleneck effect, genetic drift, loss of ‘fitness’, disruption of
the reproductive system, among others. Thus, this study conducted a population genetic
evaluation of two pioneer tree species (Sapium glandulatum and Schizolobium
parahyba) to determine the genetic variability of these species in areas of natural
regeneration, planting and forest outpost. Using the intergenic spacer trnS-trnG
chloroplast DNA, we evaluated populations composed of 27 individuals of S.
glandulatum and 26 individuals of S. parahyba distributed equally among advanced
forest areas, natural regeneration and planting. There was no variation in the nucleotide
sequence in both species. The results point to a possible founder effect in the restored
areas where there is dominance of a few reproductive individuals. The historical
formation of the Atlantic Forest can be considered as fundamental to understanding the
low genetic diversity of organisms found in the southern portion of this biome. Study
later, with other markers with mutation rates higher knowingly, and an increased sample
size, can detect variability in the populations studied.

Keywords: genetic variability, restoration, natural regeneration, forest advanced.
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1. INTRODUCAO

1.1. Origem e evolucdo da Floresta Atlantica

A Floresta Atlantica € um dos biomas mais diversos e ameacados do mundo, que
contempla quatro principais formacgdes fitogeograficas - Floresta Ombrofila Densa,
Floresta Ombrdéfila Mista, Floresta Estacional Decidual e Floresta Estacional
Semidecidual - e ecossistemas associados, aléem de apresentar elevadas taxas de
endemismo, o que a leva ao status de hotspot de diversidade (MYERS et al., 2000). E
uma das maiores florestas tropicais da América, sendo que sua fauna e flora incluem
cerca de 1 a 8% das espécies mundiais (SILVA & CASTELETI, 2003).

A regido da Floresta Atlantica foi formada por atividades tecténicas no Terciario e
mudancas no nivel do mar no Quaternario que resultaram em complexa topografia,
clima diversificado e gradientes ambientais ao longo de curtas distancias (MARTINS &
COUTINHO, 1981). Tais processos histéricos podem explicar a formacdo da
diversidade genética e de especies deste bioma (MARTINS, 2011).

Alguns autores tém recorrido a Teoria dos Refugios (HAFFER, 1969) para
explicar a elevada diversidade de espécies encontrada na Floresta Atlantica
(CARNAVAL & MORITIZ, 2008; THOME et al., 2010; MARTINS, 2011;).
Originalmente proposta para a Floresta Amazonica, essa teoria sugere que a ocorréncia
de varios periodos climaticos secos durante o Pleistoceno e pos-Pleistoceno ocasionou a
fragmentacdo da floresta em pequenas porcBes isoladas por trechos abertos de
vegetacdo ndo florestal (HAFFER, 1969). Dentro dos remanescentes florestais
formaram-se refligios de habitat que permitiram que populacdes isoladas
geograficamente divergissem formando novas linhagens (HAFFER, 1969). Brown &
Ab’Saber (1979) propuseram que as areas abertas dominaram também a paisagem da
Floresta Atlantica durante o Gltimo méaximo glacial. Evidéncias de paleoecologia,
modelagem e filogeografia sugerem a existéncia de refugios em mais areas subtropicais
(HUGALL et al., 2002).

Recentemente, o0 uso de modelos paleoclimaticos aliados a registros palinolégicos
indicou a presenca historica de refugios florestais na Floresta Atlantica e variagdo
espacial na persisténcia das florestas durante o Pleistoceno (CARNAVAL & MORITZ,
2008). Estes autores apontaram a existéncia de dois principais refagios de floresta

continua ao longo da Floresta Atlantica: o de Pernambuco e o da Bahia — este
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representando a maior area. As analises mostraram altas taxas de endemismo e elevada
diversidade genética nas zonas de reflgio ditas estaveis e, em contrapartida, menor
diversidade e menor grau de endemismo, além de assinatura molecular de expansao
recente nas areas instaveis, ditas areas de contracdo e expansdo da floresta alem das
condicdes climaticas inconstantes (CARNAVAL & MORITZ, 2008).

Posteriormente, Carnaval et al. (2009) indicaram a presenca de um terceiro
refugio ao sul do Rio Doce, na porcdo sul da Floresta Atlantica: o reflgio de S&o Paulo.
Nesta porcdo florestal as condi¢Bes climaticas ndo suportavam grandes manchas de
floresta continua, apresentando maior instabilidade e menor diversidade genética e,
portanto, a Floresta Atlantica foi fragmentada em vérias pequenas manchas na parte sul
(CARNAVAL et al., 2009). Assim, os efeitos das flutuacdes climaticas e o impacto das
fases aridas do Pleistoceno foram maiores na porcdo sul do bioma, quando comparados
com a por¢do norte (POR, 1992 apud CARNAVAL & MORITZ, 2008). No entanto,
sugere-se que a Floresta Atlantica foi capaz de manter um grau razoadvel de
continuidade durante esses acontecimentos climaticos, gracas a complexa topografia da
regido e do potencial de migracédo vertical (POR, 1992 apud CARNAVAL & MORITZ,
2008).

Embora a Floresta Atlantica apresente historicamente evidéncias de fragmentacao
natural, a fragmentacdo antropica mostrou-se determinante para o atual estado de
devastacdo deste ecossistema. Devido a séculos de perturbacao, este bioma foi reduzido
a 300 mil quilémetros quadrados de area florestal altamente fragmentada (MMA, 2009),
resultando em porcentagens entre 11 e 16% de mata remanescente no pais, incluindo
fragmentos menores que 100 hectares e florestas secundarias e intermediarias
(RIBEIRO et al., 2009). No Parana os remanescentes de Floresta Atlantica chegam a
7% da floresta original (SPVS, 2006).

1.2 Restauragédo

Em um cenario atual de altas taxas de fragmentacdo e desmatamento, praticas que
recuperam &reas perturbadas sdo essenciais para a manutencdo das populagdes. Para

reverter as tendéncias de degradacdo ambiental, os esforcos para restaurar &reas
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degradadas tém aumentado em nivel global (ANDERSON, 1995; RODRIGUES et al.,
2009). Em sua esséncia, a restauragdo ecoldgica se define pelo conjunto de atividades
que alteram permanentemente ecossistemas degradados com o objetivo de alcangcar uma
série de atributos desejaveis, como composicdo de especies nativas ou funcdes
ecossistémicas, representando a primeira opcdo para aumentar 0s niveis de
biodiversidade em &reas degradadas (BRUDVIG, 2011). Assim, a restauracao
desempenha papel chave para a conservacdo de biomas degradados a medida que
retarda a degradacdo das florestas e auxilia na manutencdo da biodiversidade nos
remanescentes florestais (CHAZDON, 2008). Visto que varias paisagens tropicais tém
ultrapassado o limite de percolacdo, e que a restauracdo ecoldgica ndo s6 minimiza os
efeitos da degradacdo ambiental, mas também colabora para a conservacdo de
biodiversidade, é urgente ampliar projetos de restauracdo em fragmentos florestais
tropicais (RODRIGUES et al., 2009).

Desde o inicio do século XIX o intenso desmatamento da Floresta Atlantica ja
despertava cuidados (DEAN, 1995). O primeiro projeto de restauracdo no Brasil
ocorreu no Rio de Janeiro durante a crise de abastecimento de agua relacionado a
conversdo de areas florestais em plantacdes de café (CORLETT, 1999). Para solucionar
0 problema, o Imperador mandou plantar milhares de mudas de plantas nativas e
exoticas nas colinas da cidade (CORLETT, 1999). Desde esta iniciativa pioneira, a
restauracdo ganhou perspectivas internacionais, com o avanco de técnicas novas, 0
surgimento de revistas especializadas e o aumento de publicacfes cientificas (YOUNG
et al., 2005; HOBBS & CRAMER, 2008; RODRIGUES et al., 2009).

No Brasil muitos trabalhos tém avaliado diferentes métodos de restauracdo e
rendido publicacdes neste campo (FERRETTI & BRITEZ, 2006; LINDNER, 2009;
BRUEL et al., 2010; GANADE et al., 2011; RODRIGUES et al., 2011) . Rodrigues et
al. (2011) desenvolveram um programa de restauragdo ecoldgica em matas ciliares no
Estado de Séo Paulo que aplicou diferentes técnicas de restauracdo a distintos padrdes
de uso da terra, em média e grande escala. Além da restauracdo de matas ciliares e
corredores migratorios para a fauna, parte dos esforgos para garantir o sucesso das
florestas restauradas incluiu o projeto Arvore Mae que buscou e marcou a localizago
de 15.000 arvores de 800 espécies diferentes para apoiar programas de coleta de
sementes e garantir a diversidade genetica adequada nas florestas replantadas
(WUETHRICH, 2007). Rodrigues et al. (2011) concluiram que o sucesso de projetos de
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restauracdo em grande escala depende diretamente de estratégias que integrem aspectos
politicos, socio-econdmicos e metodoldgicos.

A restauracdo da Floresta Atlantica pode ser dividida em cinco fases definidas
arbitrariamente e de forma simplificada que perpassam desde as técnicas mais
rudimentares até os avancos cientificos da restauracdo ecoldgica (RODRIGUES et al.,
2009). Na fase um, os primeiros projetos visavam apenas a protecdo dos recursos
naturais com os chamados plantios de protecdo, desconsiderando as diversidades
funcional e florestal e utilizando espécies exoticas e nativas. As trés fases posteriores
incluem o avango do campo cientifico e 0s projetos de restauracdo comecam a integrar
conhecimentos ecoldgicos, tais como sucessdo florestal, grupos ecoldgicos, uso de
espécies nativas, diversidades funcional e de espécies (RODRIGUES et al., 2009). A
ultima fase, que compreende o periodo de 2003 até a atualidade, abrange projetos de
restauracdo que focam em elementos para a manutencdo e evolugdo dos ecossistemas
florestais: diversidades floristica e genética (LESICA & ALLENDORF, 1999;
RODRIGUES et al., 2009;).

Praticas de restauracdo devem incorporar a recuperacdo das diversidades
floristica, genética e de processos ecoldgicos que garantam a resisténcia/resiliéncia do
ecossistema florestal (LIMA & RODRIGUES, 2009). Areas restauradas podem
representar manchas que contribuem para processos de dispersdo e polinizacdo e,
consequentemente, para o fluxo génico, de modo que, populacbes de fragmentos
isolados podem se conectar através de areas de reflorestamento (plantio). Pequenos
fragmentos de vegetacdo remanescente e de sucessdo secundaria — areas em regeneracao
natural — também podem servir de corredores contribuindo para a conectividade
(ARROYO-RODRIGUES & MANDUJANO, 2006). Estas ideias tornaram-se centrais
para praticas de conservacao, causando alteracdo do foco local para a escala de
paisagem (MONTOYA et al., 2008).

Muitas sdo as ferramentas que enriquecem a restauracdo de areas perturbadas,
entre as quais pode-se citar as técnicas de: plantio em ilhas de diversidade, manejo de
espécies exoticas e transposicdo de solo (REIS et al., 2003), que auxiliam na
recuperacao da diversidade e de processos funcionais do ecossistema. Neste contexto, a
variabilidade genética das espécies inseridas, representada por matrizes distintas de
obtencdo de sementes, € decisiva para o0 sucesso de agdes de restauracdo (LIMA &
RODRIGUES, 2009). Diversos trabalhos tém ressaltado a importancia da escolha dos
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locais de coleta de sementes utilizadas no plantio para a restauracdo (O’BRIEN et al.,
2007; LIU et al., 2008; LIMA & RODRIGUES, 2009; SINCLAIR & HOBBS, 2009).

O uso de sementes de fontes locais para a restauracdo garante a conservagéo de
gendtipos localmente adaptados as condicbes prevalecentes (O’BRIEN & KRAUSS,
2010), considerando que a maioria das espécies apresenta uma estruturacdo da
diferenciacdo genética dentro de sua distribuicdo (O’BRIEN et al., 2007). A adaptacao
local de gendtipos tem sido demonstrada experimentalmente para muitas espécies sob o
que se denomina 'home site advantage', onde as plantas crescidas no seu sitio de origem
apresentam melhor desempenho do que aquelas translocadas para ou a partir de locais
mais distantes (MCKAY et al., 2001; HUFFORD & MAZER, 2003). Além disso, a
coleta de sementes de origem local é frequentemente estimulada para a restauracdo de
populacdes de plantas a fim de prevenir a depressdo exogamica e conservar genotipos
locais (JONES et al., 2001; SACKVILLE HAMILTON, 2001). Da perspectiva
genética, a manutencdo de genotipos localmente adaptados em populagdes restauradas
deve ser equilibrada com a necessidade de assegurar que a populagdo abrigue
variabilidade genética suficiente para facilitar a evolugdo adaptativa e persisténcia em
longo prazo (MONTALVO & ELLSTRAND, 2000). Portanto, estudos de genética de
paisagem podem ser um diferencial para a recuperagdo e a conservacdo da
biodiversidade.

1.3 Genética de Paisagem

A genética de paisagem pode ser definida como os estudos que quantificam
explicitamente os efeitos da composicdo da paisagem, a configuracdo e qualidade da
matriz no fluxo génico e variacdo genética espacial (STORFER et al., 2007). Ela
combina marcadores moleculares de alta resolu¢cdo com andlise de dados espaciais que
tém sido particularmente relevantes quando se avalia a influéncia das caracteristicas de
paisagem na variabilidade genética e na identificagdo de barreiras para o fluxo génico
(LAVANDERO et al., 2009). Tais caracterizagdes podem auxiliar na previsdo de
alternativas de manejo genético e conectividade populacional e na identificacdo de
potenciais corredores bioldgicos para auxiliar no design de uma reserva (STORFER et
al., 2007).
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Entender os efeitos da paisagem na conectividade genética esclarece alguns
processos bioldgicos tais como a dindmica de metapopulacdes, a especiacdo e a
distribuicdo das espécies. Um exemplo sobre esta aplicacdo pratica de analises
genéticas, processos ecologicos e paisagem € o trabalho de Sezen et al. (2005). Numa
analise sobre grau de parentesco de uma espécie de palmeira (Iriartea deltoidea) entre
areas de floresta em regeneracéo e areas de floresta em estdgio avancado na Costa Rica,
0s autores demonstraram que, apesar do fluxo génico continuo entre as manchas, foi
possivel detectar efeito fundador e baixa variabilidade genética na area regenerada.
Outro exemplo de uso da genética de paisagem € a avaliacdo genética-espacial de
Dipteryx alata, uma espécie de leguminosa do Cerrado brasileiro (SOARES et al.,
2008). Através do uso de marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA),
analises de padrdes genéticos e de estrutura espacial populacional indicaram quais
populacdes deveriam ser escolhidas para manejo e conservacao (SOARES et al., 2008).

Todavia, a importancia da estrutura genética é raramente considerada nas praticas
de restauracdo, apesar de seu papel ser bem reconhecido na persisténcia dos
ecossistemas. Assim, apesar do novo Cadigo Florestal Brasileiro (Lei Federal n® 12.651,
25/05/2012) incluir ferramentas e meios que assegurem a restauracdo de areas
degradadas - como linhas de financiamento para iniciativas de preservacdo voluntaria;
destinagdo de recursos arrecadados com a cobranca pelo uso da &gua para a
manutencao, recuperacio ou recomposicdo das Areas de Preservacdo Permanente — ha
caréncia de regulamentacdo especifica sobre a restauracdo da diversidade genética.
Mesmo o Estado de Sdo Paulo, que apresenta uma legislacdo especifica para
restauracdo, ndo apresenta uma instrucdo que pondere especificamente a questdo da
diversidade genética para 0 sucesso da restauracdo (RODRIGUES et al., 2009;
DURIGAN et al., 2010). Nesta resolucdo paulista (SMA n° 8/2008) ¢é determinada a
necessidade de se realizar plantios heterogéneos, mas desconsidera que as dificuldades
de obtencdo/producdo de mudas podem inserir baixa diversidade genética nos plantios
ou até mesmo contaminacdo genética por mudas oriundas de regiGes ecoldgicas
distintas (DURIGAN et al., 2010).

A manutengdo da diversidade genética das espécies utilizadas nos
reflorestamentos pode garantir uma melhor recuperacdo do ecossistema, aumentando a
resisténcia e resiliéncia do mesmo. Deste modo, para 0 sucesso da restauragéo,

caracteristicas genéticas apropriadas dependem do grau e escala de distdrbio (REUSCH
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et al., 2005). Por exemplo, onde o grau de distdrbio é baixo, espécies tolerantes a
sombra sdo mais adequadas para a restauragdo (LESICA & ALLENDORF, 1999). Por
outro lado, em sitios de grau elevado de perturbacdo — onde as espécies climax nédo
estdo bem adaptadas as mudancas ambientais — misturas de genotipos de espécies
iniciais representam a melhor estratégia para a restauracao (LIU et al., 2008).

Um fator importante da genética de paisagem é o monitoramento/avaliagdo de
movimentos de dispersdo através de marcadores genéticos. Para inferir fluxo génico e
padrdes de estrutura genética, € necessario primeiramente monitorar marcadores
genéticos que permitam diferenciar movimentos de sementes e de poélen (ODDOU-
MURATORIO et al., 2001). Marcadores nucleares, que apresentam heranca biparental,
rastreiam tanto o fluxo da dispersdo de sementes quanto o fluxo de polen, enquanto
marcadores organelares, geralmente com heranca uniparental, acompanham o fluxo de
polen (quando apresentam heranca paterna) ou o fluxo da dispersdo de sementes -
quando apresentam heranca materna (BIRKY, 1989; PETIT et al., 2005).

Genomas de cloroplasto apresentam geralmente heranga materna em
angiospermas e paterna em gimnospermas (NEALE & SEDEROFF, 1989). Como
consequéncia destes modos distintos de herancas, € sabido que a extensdo do fluxo
génico entre populaces ira diferir entre marcadores de heranga biparental, paterna e
materna (ENNOS, 1994). Portanto, nas ultimas décadas, pesquisas com DNA de
cloroplasto puderam ser comparadas com resultados obtidos de marcadores nucleares
para contrastar estimativas de fluxo génico mediado por polen ou sementes sobre varios
modelos de estrutura de populagdes (ODDOU-MURATORIO et al., 2001).

Os espacadores intergénicos do DNA plastidial sdo bastante utilizados em estudos
de genética de populacBes e caracterizam-se pela frequente heranca uniparental, que é
uma vantagem destes marcadores para a avaliacdo diferencial do fluxo de pdlen e
sementes (BIRKY, 1995; KORPELAINEN, 2004). Além disso, 0 sequenciamento de
regides plastidiais e nucleares sdo exemplos de marcadores bastante utilizados para
andlises de diversidade genética e variacdo adaptativa (FEHLBER & RANKER, 2009;
TURCHETTO-ZOLET, 2009).
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2. OBJETIVOS

Neste estudo foi realizado uma avaliagdo genético-populacional de duas espécies
arbéreas pioneiras da Floresta Atlantica (Sapium glandulatum e Schizolobium
parahyba) em duas areas preservadas do litoral do Parana, para 1) verificar se ha
variabilidade genética destas espécies em areas de regeneracdo natural, plantio e mata

avancada; 2) gerar subsidios para planos de manejo e restauragéo florestal.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Area de Estudo

O estudo foi realizado na Reserva Natural do Rio Cachoeira (RNRC) —
25°19°15°’S e 45°42°24”W - e Reserva Natural Morro da Mina (RNMM) —
25°21°167’S e 48°46°17°°W - com areas de 8.600 e 3.300 ha, respectivamente. Ambas
as reservas estdo localizadas no municipio de Antonina, litoral norte do Estado do
Parana (Figura 1), inseridas na Area de Protecdo Ambiental (APA) de Guaraquecaba e
pertencem a Sociedade de Pesquisa em Vida Selvagem e Educacdo Ambiental (SPVS).
As reservas apresentam areas degradadas (pastagens e agricultura) e ambientes naturais,
com florestas primarias e secundarias pouco alteradas. Em sua analise sobre a estrutura
de paisagem da APA de Guaraquecaba, Kauano et al. (2012), concluiram que
atualmente 68% da area estdo cobertas por florestas em estagios avangados de
desenvolvimento.

As reservas possuem em seus limites morros pertencentes a cadeia montanhosa
da Serra do Mar com altitudes que chegam a mais de 600 metros e planicies formadas
pelos sedimentos formados pela erosdo milenar da Serra do Mar e pela deposicao
marinha. Os tipos de vegetacdo predominantes nessa area sdo as Florestas Ombrofilas
Densas das Terras Baixas e Aluvial (planicies), Florestas Ombréfilas Densas
Submontana e Montana (encostas de morros), FormacBes Pioneiras com Influéncia
Flavio-marinha (manguezais) e com Influéncia Fluvial (pantanos, varzeas e banhados
de 4gua doce) e VegetacBes Secundarias (capoeirinhas, capoeiras, capoeirfes e florestas
regeneradas apos a derrubada da floresta original). H4 uma parcela de areas fortemente
alteradas por acdo antropica para exploracdo seletiva de madeira e desmatamento a fim
de atender a agricultura, a criacdo de bufalos e areas de pastagem a partir da década de
70 (FERRETTI & BRITEZ, 2005; FERRETTI & BRITEZ, 2006; BRUEL et al., 2010).

A alteragdo da paisagem para a recuperacdo das areas degradadas nas RNRC e
RNMM teve inicio em 1999, com projetos de restauracdo ecoldgica por meio de
técnicas de plantio e regeneracdo natural, afim de reestabelecer a biodiversidade do
bioma local e realizar sequestro de carbono atraves da reabilitacdo das florestas
(FERRETI & BRITEZ, 2006). Como resultado do projeto, mais de 2000 ha de areas

degradadas estdo, atualmente, em estagio inicial de recuperacéo através da aplicacéo de
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diferentes técnicas de restauracdo (regeneracdo natural, plantio de mudas e
enriquecimento de capoeiras), com diferentes idades (de dois a dez anos) e diferentes
caracteristicas de relevo, solo e manejo (FERRETI & BRITEZ, 2006; BRUEL et al.,
2010).

O clima predominante na regido, segundo a classificacdo de Koeppen, é o
subtropical itmido mesotérmico (Cfa) sem estacdo seca definida e isento de geadas nas
regides serranas e chuvoso tropical sempre umido Af(t) na planicie. Devido ao efeito
orografico e complexa topografia, ha variacdes significativas no regime de chuvas desta
regido (FERRETI & BRITEZ, 2006). A precipitacdo média anual na parte frontal da
regido serrana permanece em torno de 2000 e 2500 milimetros (mm) e valores mais

baixos — em torno de 1800 mm — sdo observados nas regides planas (SUDERSA, 1998).
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Figura 1: Localizagio da Reserva Natural do Rio Cachoeira e Reserva Natural Morro da Mina na Area de
Protecdo Ambiental de Guaraquegaba, litoral norte do Parana. Fonte: Kauano, 2011.

3.2. Espécies estudadas

Foram selecionadas duas espécies arboreas de crescimento rapido que ocorrem
tanto em é&reas de plantio, quanto regeneracdo natural e mata avancada: Sapium

glandulatum (Vell.) Pax, pertencente a Familia Euphorbiaceae, e Schizolobium
21



parahyba (Veel) S.F. Blake, Familia Fabaceae. As espécies foram escolhidas de modo a
contemplar duas sindromes de dispersdo contrastantes, zoocoria (S. glandulatum) e
anemocoria (S. parahyba). Ambas as familias destas espécies apresentam heranca do
DNA de cloroplasto (cpDNA) do tipo maternal (CORRIVEAU & COLEMAN, 1988).
As mudas introduzidas no plantio nas Reservas Naturais do Rio Cachoeira e Morro da
Mina sdo produzidas a partir de sementes de individuos reprodutivos presentes nas
proprias reservas.

Sapium glandulatum, popularmente conhecida como leiteiro ou pau-de-leite
(Figuras 2A e 2B) ocorre no Brasil desde o Estado do Rio Grande do Sul até Minas
Gerais, em biomas variados como os campos sulinos e florestas estacionais, sendo
caracteristica da Floresta Ombrofila Mista (SANCHOTENE, 1985). S. glandulatum
também pode ser encontrado no Paraguai, nordeste da Argentina e Uruguai
(SANCHOTENE, 1985; LORENZI, 1992). Esta espécie atinge até 18 m de altura e 35
cm de diametro e sua producéo de latex é abundante (FERREIRA, 2008). E uma espécie
nativa altamente indicada para a recuperacdo de é&reas degradadas devido,
principalmente, ao seu carater pioneiro/colonizador que facilita a entrada de outras
espécies em areas perturbadas. E uma planta decidua e heli6fila comum em beira de
estradas, cursos d’agua e encostas de barrancos, com intensa ornitocoria, rapido
crescimento e resisténcia ao frio e a seca (SANCHOTENE, 1985; PALAZZO JUNIOR
& BOTH, 1993; FERREIRA et al., 2001).

A floracdo ocorre de outubro a janeiro e a frutificacdo de janeiro a mar¢o. Possuli
baixa producdo de sementes devido a espécie apresentar um maior numero de flores
masculinas (FERREIRA, 2010). S. glandulatum ndo tem uma sindrome de polinizacéo
definida o que a classifica como ndo especializada (YAMAMOTO et al., 2007). As
folhas desta espécie sdo alternas e as flores estdo reunidas em inflorescéncias de 10 cm

nNao muito vistosas.
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Figura 2: Aspectos das flores (A) e folhas (B) de Sapium glandulatum. Foto: A. C. Giordani.

Schizolobium parahyba é conhecida popularmente como guapuruvu (Figuras 3A
e 3B). Sua distribuicdo natural é irregular e descontinua, abrangendo a regido litoranea
do Brasil, na Floresta Ombrdfila Densa Atlantica dos Estados do Rio Grande do Sul até
a Bahia, a América Central e parte da regido Andina (AGUIAR SOBRINHO, 1996).
Ocorre em areas com precipitacdo pluvial média anual variando de 1.100 a 2.400 mm e
temperatura media anual de 18,8 a 24,3° C, em tipos climaticos tropical, subtropical de
altitude e subtropical umido (CARVALHO, 2003). S. parahyba ndo tolera baixas
temperaturas, mas pode ocorrer numa variacao altitudinal de 10 a 900 m. E uma arvore
de rapido crescimento, podendo atingir até dez metros de altura no periodo de dois anos
(PIETROBOM & OLIVEIRA, 2004), razdo pela qual € bastante utilizada em projetos
de recuperacdo de areas degradadas, especialmente em florestas de galeria, em locais
ndo sujeitos & inundacdo (FREIRE, 2005). Sua distribuicdo dentro da mata é irregular
podendo ocorrer em grupos de varias arvores ou individualmente nos estagios
sucessionais (TURCHETTO-ZOLET, 2009).

Schizolobium parahyba é uma arvore caducifélia, que possui grandes flores de
coloracdo amarela, hermafroditas, com fruto tipo samara (LORENZI, 1992). Tem
como principais polinizadores abelhas pequenas tais como Apis mellifera, Friesella
schrottkyi, Plebeia remota, Paratrigona subnuda, Tetragonisca angustula e Trigona
spinipes e grandes Bombus morio e Bombus atratus (MORELATTO, 1991;
KUHLMANN & KUHN, 1947). A dispersdo dos frutos alados se da pelo vento
(TURCHETTO-ZOLET, 2009). A floracdo ocorre de julho a dezembro e os frutos
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amadurecem entre marco e agosto. O inicio da floracdo e a frutificacdo acontecem

quando as plantas atingem entre seis e oito anos de idade (TURCHETTO-ZOLET,
2009).

Figura 3: Aspectos de flores, frutos e sementes (A) e da floragdo (B) de Schizolobium parahyba. Foto: A.
C. Giordani

3.3. Coleta do material vegetal
O material vegetal foi coletado em localidades distintas (Figuras 4 e 5): mata

avancada, regeneracdo natural e plantio. Em cada area foram coletadas folhas de 20
individuos adultos, mapeados pelo sistema GPS, totalizando 60 individuos para cada
espécie. Os individuos foram marcados, conforme suas ocorréncias nas proximidades da
trilha, sendo que suas distancias variaram entre 20 e 500 m. A &rea de regeneracao
natural de S. glandulatum tem nove anos enquanto a area de plantio estd com 8 anos. A
area de regeneracdo natural de S. parahyba tem dez anos enquanto a area de plantio esta

com 8 anos.

As folhas foram primeiramente acondicionadas em silica gel para desidratacao e
posteriormente foram maceradas com nitrogénio liquido em almofariz. Inicialmente a
extracdo de DNA foi testada com o protocolo de Roy et al.(1992), todavia, 0s testes
definitivos seguiram a técnica de Doyle & Doyle (1990, modificado). Cerca de 20

miligramas (mg) do extrato foram transferidos para um tubo de microcentrifuga, onde
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foram adicionados 500 microlitros (ul) de tampéo de extracdo [CTAB 2% (p/v); 2 ul de
-mercaptoetanol e 3 pl de Proteinase K (10mg/ml)]. Os tubos foram incubados em
banho-maria a 65° C por 30 minutos, sendo adicionado posteriormente 400 puL de
cloroférmio: alcool isoamilico (24:1) e agitados em agitador Kline por 30 minutos. Os
tubos foram entdo centrifugados a 12.000 rotagdes por minuto (rpm) por 15 minutos a
temperatura ambiente e cerca de 350 uL do sobrenadante foram transferidos para novos
tubos, sendo adicionado igual volume de isopropanol gelado. Apos 24 h em freezer (-
18°C), o material foi centrifugado por 20 minutos a 12.000 rpm e o sobrenadante
descartado por inversdo. O pellet que permaneceu na parede do tubo foi lavado com 400
ul de etanol 70% e submetido a secagem em temperatura ambiente por 20 minutos. Na
etapa final, o pellet foi eluido em 200 ul de agua ultra-pura estéril e 2 ul de RNAse (10
mg/ml). O DNA foi entdo quantificado através de fluorespectofotdmetro (NanoDrop
3300).
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Figura 4: Mapa de localizagdo dos individuos de Schizolobium parahyba em Mata Avancada (MA) na
Reserva Natural do Rio Cachoeira, Antonina, Parana. Apenas 15 pontos estdo mostrados, pois nos pontos
1, 3,5, 10 e 11 estdo amostrados 2 individuos por ponto.
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Figura 5: Mapa de localizagéo dos individuos de Sapium glandulatum (Leit) em &reas de Mata Avangada
(MA), Regeneracdo Natural e Plantio e Schizolobium parahyba (Guap) em areas de Regeneracéo Natural
(RN) e Plantio (PL) na Reserva Natural Morro da Mina, Antonina, Parand. Para S. glandulatum de MA
foram amostrados cinco individuos por ponto. Para S. glandulatum de RN e PL foram amostrados seis
individuos nos pontos 1 e 2 e oito individuos no ponto 3. Para S. parahyba de PL, foram amostrados dois
individuos nos pontos 1, 2, 5, 7 e 9; e trés individuos no ponto 6. Para S. parahyba de RN foram
amostrados dois individuos nos pontos 3, 7, 8, 9 e 10; e trés individuos nos pontos 1 e 2.
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3.4. Amplificacéo e sequenciamento do espacador intergénico trnS-trnG

Para o presente estudo foi utilizado o espacador intergénico trnS-trnG do DNA
de cloroplasto (cpDNA) a partir de primers e protocolos especificos (SHAW et al.,
2005), através da reacdo da polimerase em cadeia (PCR — polymerase chain reaction).
O espacador intergénico trnS-trnG foi utilizado em diversos trabalhos com anélises
populacionais, mostrando-se variavel (SMALL et al., 2005; SHAW et al., 2005;
MILLER & SHAAL, 2005; WATANABE et al., 2006), além de j& ter sido utilizado em
estudos com as familias Fabaceae e Euphorbiaceae (ASIF et al., 2010; OSKOUEIYAN
etal., 2010; RIBEIRO et al., 2011).

O volume final da PCR foi de 25 ul com as concentracbes dos reagentes
discriminadas na Tabela 1. As rea¢Oes foram realizadas em termociclador nas seguintes
condicdes: desnaturacdo inicial a 94°C por 5 min, seguido de 30 ciclos com
temperaturas de anelamento que variaram de 52°C a 56°C por 1min, extensdo a 72°C

por 1 min e 30 s e a extensdo final a 72°C por 7 min.

TABELA 1 — Concentragdo dos reagentes utilizados nas reacdes de PCR para Sapium glandulatum e

Schizolobium parahyba.

dNTP  Buffer tnrS/trnG  MgCl, BSA Taq DNA T de
(mM)  (mM)  (pmoles/ul) (MM)  (mg/ml) platinum (ng) anelamento
() G
S. 0,25 0,25 2,5 2,0 0,25 1 25 56
glandulatum
S.parahyba 0,25 0,25 2,5 3,0 0,25 1 50 52

A amplificacdo dos produtos da PCR foi confirmada através de eletroforese em
gel de agarose 1,5% em tampdo 1X TRIS/Borato/EDTA (TBE) a 120 Volts, corado com

brometo de etideo e fotodocumentados em transiluminador de luz ultravioleta.

As amostras foram purificadas com polietilenoglicol (PEG 20%) segundo o
protocolo de Dunn & Blattner (1986, modificado) para posterior sequenciamento dos
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fragmentos amplificados utilizando os mesmos primers da PCR. O sequenciamento foi
realizado em Sequenciador automatico ABI 3130 — Genetic analizer, seguindo os

protocolos que acompanham o equipamento.

3.5. Anélise das sequéncias de DNA

As sequéncias obtidas para o espacador intergénico do cp DNA trnS-trnG foram
corrigidas e alinhadas no programa Geneious 5.6 (http://www.geneious.com).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os testes para extracdo de DNA ocorreram com dois protocolos distintos:
primeiramente com Roy et al. (1992) e em um segundo momento com Doyle & Doyle
(1990, modificado). O método de Roy et al. (1992) ndo demonstrou eficiéncia no

processo de extracdo das espécies. A eletroforese em gel apds a PCR indicou baixa

qualidade do DNA através desse método conforme figuras 6 e 7 abaixo.

Figura 6: Eletroforese em gel de agarose (1,5%) Figura 7: Eletroforese em gel de agarose (1,5%)
segundo protocolo Roy et al. (1992) para segundo protocolo Roy et al. (1992) para
individuos de S. parahyba amplificados com individuos de S. glandulatum e S. parahyba
primer trnS-trnG. (25/08/2011). amplificados com primer trnS-trnG. (23/09/2011).

Por outro lado, a extracdo pelo método de Doyle & Doyle (1990, modificado)
mostrou uma melhor qualidade do DNA conforme géis nas figuras 8 e 9. O uso de
alcool isoamilico pode ter retirado mais compostos fendlicos das amostras que o uso de
fenol sugerido no protocolo de Roy et al. (1992).
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Figura 8: Eletroforese em gel de agarose (1,5%) Figura 9: Eletroforese em gel de agarose (1,5%)
segundo protocolo Doyle & Doyle (1990) para segundo protocolo Doyle & Doyle (1990) para
individuos de S. glandulatum amplificados com individuos de S. glandulatum e S. parahyba
primer trnS-trnG. (04/01/2012). amplificados com primer trnS-trnG. (14/06/2012).

Devido a problemas técnicos de amplificacdo das amostras por PCR, apenas 27
individuos de S. glandulatum - distribuidos entre Mata Avancgada, Plantio e
Regeneracdo Natural — e 26 individuos de S. parahyba (amostrados da mesma forma
que S. glandulatum) foram sequenciados para o espacador intergénico plastidial trnS -

trnG (871 nucleotideos para a primeira e 948 para a segunda espécie).

As analises moleculares das sequéncias do espacador intergénico trnS-trnG do
cpDNA ndo apresentaram variabilidade nucleotidica nos individuos analisados,
independente da espécie e dos locais de coleta. Assim como Dalbergia nigra (RIBEIRO
et al.,2011) e Dicksonia sellowiana (SANTQOS, 2011), espécies que ocorrem na Floresta
Atlantica e que apresentaram baixa diversidade genética decorrente dos eventos de
expansdo e retracdo deste bioma, Sapium glandulatum e Schizolobium parahyba
podem ter apresentado baixa diversidade pela mesma razdo, considerando que

possivelmente este resultado seja efeito do marcador utilizado e do tamanho amostral.

Os resultados encontrados neste trabalho sdo compativeis com a baixa
variabilidade genética encontrada em diferentes espécies na porcdo sul da Floresta
Atlantica (CARNAVAL & MORITZ, 2008; CARNAVAL et al., 2009, MARTINS,
2011; TURCHETTO-ZOLET et al., 2012). Especificamente, o estudo de Turchetto-
Zolet et al. (2012) com Schizolobium parahyba mostrou, através da anélise de
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espacadores intergénicos de cpDNA (psbA-trnH; trnL-trnF; matK), que as populagdes
amostradas na porgdo Sul da Floresta Atlantica apresentaram uma menor diversidade
genética como resultado de um possivel efeito fundador. No presente estudo, poucos
individuos podem ter colonizado as areas de regeneracdo natural, bem como o0s
individuos das areas de plantio, fato que pode ocasionar fortes consequéncias genéticas
para a floresta restaurada como, por exemplo, uma baixa diversidade genética (SEZEN
et al., 2005). A reduzida diversidade dos fundadores persiste nas geragdes posteriores

porque cada vez mais contribuem com uma fracdo maior de jovens (sementes).

Sezen et al. (2005) mostraram, através de andlises de parentesco da palmeira
Iriartea deltoidea, espécie tardia encontrada em area em regeneragdo, a dominancia da
geragédo de fundadores mesmo em uma paisagem com fontes diversas de sementes da
floresta madura e comunidades intactas de dispersores. Este autor afirma ainda que os
padrdes de dominancia podem ser ainda mais distorcidos em casos onde a populacao
fonte € mais restrita em tamanho populacional e diversidade, que pode ser o caso das
populacbes de S. parahybae S. glandulatum nas Reservas estudadas. Porém, para
corroborar tal afirmacéo, é necessario um maior esfor¢co amostral além da analise de um

maior nimero de marcadores.

A questdo do efeito fundador pode ser melhor compreendida quando fatores
histéricos sdo agregados, considerando assim a escala temporal. As flutuacGes
climaticas ocorridas no Pleistoceno alteraram os continuos de floresta, e com o0 avanco
das formacdes secas sobre os fragmentos florestais grandes remanescentes serviram de
reflgio a flora e fauna entdo isoladas (MARTINS, 2011). Nesta nova configuracdo da
Floresta Atlantica, os maiores fragmentos, entdo chamados de Refugios (Pernambuco,
Bahia, Sdo Paulo) conseguiram se manter estaveis, apesar de ao sul do Rio Doce as
condi¢Bes climéaticas ndo suportarem grandes formacdes florestais, o que acabou
originando pequenas manchas de floresta instaveis (CARNAVAL & MORITZ, 2008;
CARNAVAL et al.,2009). Apesar do recuo dos habitats florestais, a Floresta Atlantica
foi capaz de manter niveis razoaveis de continuidade entre a porcdo central e sul da
floresta durante os eventos climaticos do Pleistoceno devido a complexa topografia,
potencial para migracdo vertical e existéncia de rios que serviram como corredores de
ligacdo entre os fragmentos isolados (CARNAVAL & MORITZ, 2008; POR, 1992).

Porém, no caso de S. glandulatum e S. parahyba, mais populacbes devem ser
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consideradas, visto que as analises deste trabalho se reportam apenas as populagdes das

Reservas na cidade de Antonina (PR).

Em seu estudo filogeogréfico de S. parahyba, Turchetto-Zolet et al.(2012)
mostraram que quando as populacées do Sul (PR e SC) e Sudeste (SP, RJ, ES) foram
analisadas separadamente foi possivel observar um padrédo de expansdo dos fragmentos
da porcao sudeste: ha uma recolonizacdo da parte sul da floresta por migrantes do
Reflgio de S&o Paulo. Este padrdo também foi observado em Passiflora actinia e P.
elegans, em que também houve expansdo para o sul da Floresta Atlantica (LORENZ-
LEMKE et al., 2005). Andlises de registros fosseis de pdlen demonstraram a
substituicdo de florestas por areas de campo durante o Gltimo méximo glacial no sul da
Floresta Atlantica, demonstrando o recuo das formagdes florestais (CARNAVAL &
MORITZ, 2008). Deste modo, a menor variabilidade encontrada em S. glandulatum e S.
parahyba é compativel com a menor variabilidade genética encontrada em organismos
ja avaliados ao sul do Refugio de Sdo Paulo (CARNAVAL & MORITZ, 2008;
CARNAVAL et al., 2009, MARTINS, 2011; TURCHETTO-ZOLET et al., 2012).

Embora a formacdo histérica da Floresta Atlantica possa explicar a baixa
diversidade genética (CARNAVAL & MORITZ, 2008; CARNAVAL et al., 2009,
MARTINS, 2011; TURCHETTO-ZOLET et al., 2012) e aponte para possiveis efeitos
gargalo de garrafa ou fundador sobre populac6es da Floresta Atlantica, o pool génico de
S. glandulatum e S. parahyba representam uma importante fonte de gendtipos locais.
Além de ja estarem localizados em areas de protecdo ambiental, estes individuos estdo
inseridos numa matriz que apresenta quantidade, qualidade e proximidade de habitats
naturais (KAUANO et al.,, 2012), tornando-se assim uma fonte Unica para a

conservacao e referéncia para matrizes de restauracgéo.

Diversos autores ressaltam a importancia da coleta de sementes em matrizes
florestais distintas e semelhantes a area a ser restaurada para 0 sucesso da restauracao
(KAGEYAMA, 2003; ROGALSKI, 2003; LIMA & RODRIGUES, 2009). O aumento
do estabelecimento de sementes locais em sitios perturbados sugere uma adaptacéo
local, o que implica numa maior qualidade de espécies locais, as quais devem ser
utilizadas para a restauragédo (O’BRIEN et al., 2007; O’BRIEN & KRAUSS, 2010).
Portanto, o entendimento da distribuicdo geogréafica da variabilidade genética, ecologica
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e de fatores ambientais que direcionam a divergéncia adaptativa dentro das espécies,
ajuda a garantir fontes apropriadas de material para a restauragdo ecoldgica. Para as
espécies alvo deste estudo, a escolha da matriz de sementes, numa escala regional,
aparentemente independe do local de coleta, por causa da baixa variabilidade
encontrada. Estudos com uma amostragem mais ampla geograficamente, que possam
incluir diferentes linhagens, e com mais marcadores sdo necessarios para apontar de

forma mais robusta se estas espécies apresentam adaptacgéo local.

Apesar dos avangos em termos cientificos e de legislacdo na area da restauragao
(RODRIGUES et al.,2009; DURIGAN et al., 2010; ARONSON et al., 2011;
RODRIGUES et al.,2011 ) pouco se aplica na pratica sobre a introducéo de diversidade
genética nos projetos de restauracdo ecoldgica. Neste sentido, o presente estudo retne
dados geneticos a restauracdo de &reas degradadas e pode auxiliar no manejo e
conservacao das espécies nativas aqui estudadas, ja bastante indicadas para projetos de
restauracdo ecologica (SANCHOTENE, 1985; LORENZI, 1992; FREIRE, 2005).
Assim, o estudo de remanescentes florestais ditos fontes (de sementes, de diversidade
biol6gica e genética) para outras areas em restauracao é de suma importancia tanto para
a obtencdo de mudas, fator de insucesso dos projetos de restauracdo, quanto para a
avaliacdo de potenciais matrizes. Tais fatores sdo imprescindiveis para 0 sucesso da

restauracao.
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