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Santa (Maytenus aquifolium) por marcadores moleculares. 2007 de Realizacéo.
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RESUMO

Maytenus aquifolium é um arbusto restrito a América do Sul. A fragmentacédo das
Florestas, nas ultimas décadas, associada com a comprovacao terapéutica em
males gastricos e 0 uso em larga escala de populacdes naturais de Maytenus
aquifolium tém resultando no estado de vulnerabilidade desta espécie no Rio Grande
do Sul. Dentre as espécies medicinais prioritarias para a conservacado geneética,
domesticacdo de germoplasma, manejo, melhoramento genético e estudo
populacional, M. aquifolium € uma das espécies mais importantes da Bacia do Rio
Tibagi. O objetivo deste trabalho foi detectar a variabilidade genética entre e dentro
de trés populacdes naturais da espécie M. aquifolium através de marcadores de
RAPD. A diversidade genética total obtida foi 0,224 e a diferenciacdo genética
dentro de popula¢des obtida foi 0,197. Com relagcdo a AMOVA, para M. aquifolium, a
andlise detectou diversidade genética molecular altamente significativa tanto dentro
dos agrupamentos como entre os individuos. Do total da variancia genética
molecular encontrada para a espécie, 21,77% deve—se a divergéncia entre as
populacdes e 78,23% ¢ atribuida aos individuos dentro das populacdes. O indice de
divergéncia genética obtido foi 0.21765, corroborou os dados de AMOVA. Os niveis
moderados a altos de diversidade genética, para a espécie, poderiam justificar a
conservacdo da variabilidade genética e a manutencdo apenas das populacdes
nativas de Mortandade e Trinita, 0 que ndo seria uma inferéncia correta, uma vez
que os niveis de variabilidade genética entre as popula¢gdes encontradas foram
considerados altos. Assim, a perda de uma ou mais populacdes pode levar a perda
de alelos raros exclusivos de determinada populagéo.

Palavras-chave: Variacdo genética, Marcador RAPD, Maytenus aquifolium, Planta
medicinal.



SAHYUN, Sandra Aparecida. Gentic variation of populations of Espinheira-Santa
(Maytenus aquifolium) for molecular marker. 2007 de Realizagdo. Numero total
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ABSTRACT

Maytenus aquifolium is a restricted shrub the South America. The fragmentation of
the Forests, in the last decades, associated with the therapeutical evidence in illness
gastric and the use in wide scale of natural populations of Maytenus aquifolium is
resulting in the vulnerability of this species in the Rio Grande do Sul. Amongst the
with priority medicinal species for the genetic conservation, domestication of
germoplasm, handling, genetic improvement and population study, M. aquifolium is
one of the species most important of the Basin of the River Tibagi. The objective of
this work was to detect the genetic variability inside enters and of three natural
populations of species M. aquifolium through RAPD markers. The gotten full genetic
diversity was 0,224 and the genetic differentiation inside of populations gotten was
0,197. With regard to AMOVA, for M. aquifolium, the analysis in such a way detected
highly significant molecular genetic diversity inside of the groupings as between the
individuals. Of the full of the found molecular genetic variance for the species,
21.77% must it the divergence between the populations and 78.23% are attributed to
the individuals inside of the populations. The index of genetic diversity gotten
0,21765, corroborated the AMOVA data. The moderate levels the high ones of
genetic diversity, for the species, could justify the conservation of the genetic
variability and the maintenance only of the native populations of Mortandade and
Trinita, what it would not be a correct inference, a time that the levels of genetic
variability between the joined populations had been considered high. Thus, the loss
of one or more populations can take the loss of exclusive rare allele of determined
population.

Key-words: Genetic diversity, Molecular marker, Maytenus aquifolium, Medicinal
plant.
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1.INTRODUCAO

Os ecossistemas florestais tropicais detém grande parte dos
recursos genéticos do planeta. A variabilidade genética, destas espécies
florestais, € dependente de fatores como amplitude de variabilidade genética e
distribuicdo geogréfica, taxonomia, ciclo de vida, sistema genético, modo de
reproducao, forcas evolutivas (deriva genética, sele¢cdo, mutagdo, migracao, fluxo
génico), niumero de cromossomos e estagio sucessional. O estudo da estrutura
genética de populacdes naturais, bem como sua distribuicdo espacial e variacédo
genética entre e dentro de populacfes sdo importantes para delinear estratégias
para conservacdo, conservacdo da variabilidade genética na natureza, manejo
sustentavel, melhoramento genético e entendimento dos processos evolutivos de
populacdes de espécies florestais tropicais.

Os marcadores bioguimicos e moleculares tém sido utilizados para a
obtencdo de resultados cuja qualidade e repetibilidade tém sido comprovadas;
fornecendo dados que possibilitam o estudo da diversidade genética em plantas,
medicinais nativas. Através destas informacfes, podem ser estimados varios
parametros populacionais como grau de endogamia produzido pela deriva
genética, sistema reprodutivo predominante, variabilidade genética entre e dentro
de populacdes, fluxo génico entre outros.

A flora nativa do estado do Parand € abundante em plantas
medicinais com potencial farmacoldgico cientificamente comprovado. Entretanto
ha uma diversidade enorme de plantas, ainda ndo estudadas, que produzem
compostos provenientes do metabolismo secundario, os quais podem ser
responsaveis também por funcdes fisiolégicas nas plantas e podem estar
associados a defesa contra agentes externos como doencas, predadores, déficit
hidrico, etc. Tais principios ativos possuem fungdes ecoldgicas importantes para a
sobrevivéncia da espécie, devido a seu carater adaptativo. Como a producéo,
presenca e concentracdo destes compostos sédo reguladas geneticamente, pode-
se inferir que diferencas de variabilidade genética entre populacbes podem
resultar em diferentes niveis de regulacdo e expressao dos genes responsaveis
por tais produtos do metabolismo secundario.

O aumento da utilizacdo de recursos florestais para satisfazer a

crescente demanda por medicamentos populares e a perda gradual de



variabilidade genética, devido a fragmentacéo florestal, enfatizam a importancia
de se realizar o estudo de populacdes de espécies com potencial medicinal.

O impacto das atividades antrOpicas tém resultado em uma acgéo
desequilibradora e desestabilizadora dos ecossistemas. Assim, a diversidade
biologica estd se deteriorando, principalmente com a crescente taxa de
vulnerabilidade e extincdo de espécies, perturbacdo da paisagem e consequiente
restricAo das espécies naturais a populacdes pequenas e isoladas com pool
genético modificado. Deste modo, a preservacdo e conservacdo de recursos
geneéticos in-situ ou ex-situ, tém se tornado, cada vez mais, uma necessidade.

A variabilidade genética organizada em um conjunto de materiais
diferentes entre si € denominada germoplasma e constitui-se em uma forma de
conservacao ex-situ prioritaria, pois cada unidade de germoplasma é constituida
pelo material genético dos organismos vivos de interesse atual ou potencial. Por
outro lado, o estabelecimento e manutencdo de recursos naturais que
contemplem a maior parte da variabilidade genética da espécie em questéo
constitui-se em um importante método de conservacgao in-situ.

Os estudos de populacdo de espécies medicinais nativas sdo um
tanto incipiente no Estado do Parana em face do enorme potencial de diversidade
genética encontrado e do grau de impactacao que elas tém sofrido.

Dentre as espécies medicinais prioritarias para a conservacao,
manejo e melhoramento genético, a espécie Maytenus aquifolium é uma das
arboreas medicinais mais importantes da Bacia do Rio Tibagi, devido a sua
importancia ecoldgica, ao seu potencial farmacol6gico, econémico e também
estado de vulnerabilidade no estado do Rio Grande do Sul. Neste contexto, o
objetivo deste trabalho foi detectar a variabilidade genética entre e dentro de trés
populacdes naturais de M. aquifolium através de marcadores de RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) .



2.REVISAO DE LITERATURA

2.1. PLANTAS MEDICINAIS

As plantas tém sido pesquisadas com o objetivo de ampliar o
conhecimento ecoldgico, genético e botanico, e para fins alimenticios, medicinais,
cosméticos e industriais (ABADIE et al., 2005). Apesar do Brasil apresentar
biodiversidade estimada em 50 mil espécies, apenas uma pequena parcela das
plantas nativas com potencial farmacolégico foi devidamente estudada (MOSSI,
2003). Embora a diversidade biologica represente enormes possibilidades
cientificas, econdmicas e culturais, sabe-se que essas possibilidades dependem da
disponibilidade de tecnologias de manejo e conservacao dos recursos naturais.

Estima-se, que devido ao consumo indiscriminado das plantas
medicinais em paises em desenvolvimento e a intervencdo da acdo antropica de
forma a provocar devastacdo de ecossistemas, no maximo 5% destas plantas
medicinais serdo pesquisadas antes de serem extintas (MOSSI, 2003). De acordo
com Silva (2003) ndo houve relato de conservacao de plantas medicinais “in situ” até
1999.

As plantas com potenciais medicinais contribuem como fonte natural
de farmacos e proporcionam grandes chances de obter-se uma molécula protétipo
devido a diversidade de constituintes presentes nestas, sua utilizacdo tornou-se um
recurso terapéutico alternativo de grande aceitacéo pela populacédo e vem crescendo
junto a comunidade médica, desde que sejam utilizadas plantas cujas atividades
biol6gicas tenham sido investigadas cientificamente, comprovando sua eficéacia e
seguranca (NOLDIN et al., 2003).

O Estado do Parana constitue-se em uma regido que contem uma
riqueza enome de recursos florestais genéticos, em levantamentos recentes
Battistelli et al., (2001) registraram grande ocorréncia natural de espécies de uso
medicinal na regido central do Parana. Na regido centro-leste do Estado do Parana,
bacia hidrografica do rio Tibagi (BHT), os diferentes tipos de florestas ocorrem
principalmente em funcéo das diferencas de altitudes (TOREZAN e SILVEIRA 2002).



4

2.2. CONSIDERACOES GERAIS SOBRE ESPINHEIRA-SANTA (Maytenus
aquifolium MARTIUS).

O género Maytenus é o maior e mais diversificado da familia
Celastraceae e estd inserido na subfamilia Celastroideae, secdo Oxphylla, que é
restrita a América do Sul. Cerca de 80 espécies séo reconhecidas e distribuidas por
todo territorio brasileiro (CARVALHO-OKANO, 2005). Neste género os 06rgaos
vegetativos sdo historicamente os principais caracteres utilizados na taxonomia por
Handro (1968), Sebsebe (1985), Carvalho-Okano (1998), Pirani e Carvalho-Okano
(1999) e Carvalho-Okano (2005).

Maytenus aquifolium Martius ou Maytenus aquifolia Martius
pertence a familia Celastraceae, secdo Oxphylla bem como Maytenus ilicifolia séo
espécies muito utilizadas pela medicina popular como fitoterapico e muitas vezes
confundidas, apresentando inclusive os mesmos nomes vulgares dependendo da
regido. Apesar de possuirem as folhas semelhantes estas sédo facilmente
identificadas principalmente pela forma dos ramos, angulosos e carenados no caso
de M. licifolia e cilindros e achatados quando se identifica M. aquifolium
(CARVALHO e OKANO,1992). Estudos relacionados as duas espécies tém
apresentado composi¢ao quimica semelhante e as mesmas propriedades medicinais
(MOSSI, 2003). Ambas sao conhecidas vulgarmente como “Espinheira—Santa”,
"Cancorosa", "Cancerosa”, "Salva-Vidas", "Sombra de Touro", "Espinho de Deus",
entre outros (PENNA, 1946).

Popularmente, as espécies Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss.,



com mucron e margem serrada com muitos espinhos (PERECIN, 2000).

Maytenus aquifolium € uma planta de inflorescéncia em fasciculos
multifioros com flores esbranquicadas e pedicelos florais de 0,4-0,7 cm de
comprimento, sépalas ovais com cerca de 0,4 cm de comprimento e 0,3 cm de
largura e estames com filetes achatados na base. O estigma € séssil ou com estilete
distinto e o ovario € saliente ou imerso totalmente no disco carnoso. O fruto possui
capsula bivalvar, orbicular com pericarpo maduro e de coloragdo castanho-
amarelada (PERECIN, 2000).

As populacdes desta espécie distribuem—se pelo Chile, Uruguali,
Paraguai e Bolivia (PERECIN, 2000). Carvalho—Okano (1992), identificaram a regido
sudeste como o centro primario de diversidade especifica de Maytenus no Brasil.

A espécie M. aquifolia possui ampla distribuicdo, ocorrendo em toda
a Regido Sudeste, e Sul do Brasil predominando no sub—bosque das matas, entre
100 e 1.000 m de altitude (PERECIN, 2000), principalmente em florestas primarias e
secundarias, nas florestas ombrdfilas densas e nas florestas semideciduas
(PERECIN e KAGEYMA, 2002). Perecin (2000), relatou que, de forma generalizada,
foi observado para esta espécie a heterogeneidade botanica em diferentes
formacdes florestais. Esta mesma autora, em 2000, relatou que M. aquifolium é mais
amplamente distribuida que M. ilicifolia. Esta Ultima espécie pode ser encontrada na
regido sul do Brasil (Rio Grande do Sul, Santa Catarina e metade do sul do Parana),
a sua ocorréncia em Sao Paulo e Mato Grosso do Sul € menos frequiente, também
ocorre no Uruguai, Bolivia, leste da Argentina e Paraguai; preferencialmente em sub-
bosque de floresta de Araucaria e a margem de rios, nos agrupamentos arbdéreos
(capdes) e regides de estepes.

Siqueira (1994) selecionou na literatura 63 levantamentos da Mata
Atlantica e encontrou apenas 2 citacbes para M. aquifolia e nenhuma para M.
ilicifolia demonstrando a baixa frequiéncia de ocorréncia destas espécies. A baixa
frequéncia de ocorréncia, o intenso uso como fitoterdpico e a acdo antrdpica na
regido de ocorréncia natural desta espécie tem levado a extincdo de varias
populacdes.

As populagcbes M. aquifolium podem ser classificadas como
climéxicas, pois apresentam um dominio permanente do habitat, ou seja, uma seérie
completa de individuos distribuidos em cada classe de diametro ou idade para cada

espécie (DAUBENMIRE, 1968). Por outro lado, se as classes de diametros



apresentarem interrompidas ou truncadas, significa que o ciclo de vida da espécie
nao esta se completando, logo a mesma ndo pode ser considerada climax no habitat
(DAUBENMIRE,1968).

As espécies climaxicas sdo muito sensiveis a perturbacdes
antropicas, uma vez que este grupo ecoldgico surge sob o sombreamento do dossel,
sendo, ainda, as primeiras a sofrerem perigo de extingdo porque possuem
crescimento lento e dependem da fauna dispersora (ZIMBACK et al,
2004).

M. aquifolium é uma espécie considerada vulneravel, com risco de
extincdo no Rio Grande do Sul, segundo o Conselho Estadual do Meio Ambiente
(CONSEMA, 2002). Estes fatores conferem a esta a espécie cuidados especiais de
preservacdo e conservagdo visando manter a variabilidade genética, além de
adequado manejo para ser devidamente explorada.

Vérios géneros dentro da familia Celastraceae, e um grande nimero
de espécies de Maytenus tém sido estudados fitoquimicamente (GONCALVES DE
LIMA et al., 1969). Tais estudos evidenciaram a importancia do conhecimento da
espécie M. aquifolium, pois esta espécie acumula friedelan e quinonemetideos
triterpendides em suas folhas e raizes, respectivamente, e ha muitas outras
propriedades quimicas e genéticas que podem ser descobertas em relacdo a
Espinheira-Santa. Este dltimo principio ativo tem demonstrado uma grande
variedade de atividades biologicas como antibidtica (BHATAGAR et al., 1951;
GONGCALVES DE LIMA et al., 1969), antitumoral (GONCALVES DE LIMA et al.,
1971, BHATNAGAR et al., 1979;), antimicrobiana (FERREIRA DE SANTANA et al.,
1971), antimalarial (PAVANAND et al., 1989) e atividade espermicida (CORSINO et
al., 2000).

No Brasil, esta espécie € principalmente usada no tratamento de
Ulceras do estdmago e gastrites devido a acdo dos triterpenos friedelan-3-ol e do
friedelin, bem como compostos fendlicos (VILEGAS et al., 1994 e VILEGAS et al.,
1995, CORDEIRO et al., 1999), também pode ser utilizada como antiespasmaodico,
contraceptivo, diurético, cicatrizante e analgésico (MOSSI, 2003). No Paraguai e
Bolivia, séo utilizados por indigenas e por populac¢des rurais como agente regulador
de fertilidade, devido ao alcaldi



medicinal (CORDEIRO et al., 1999). Experimentos com animais (SOUZA-
FORMIGONI et al., 1991; OLIVEIRA et al., 1991) comprovam o efeito dos principios
ativos desta espécie, efeito esse atribuido ao aumento do volume e pH do suco

géstrico de cobaias em experimento laboratorial (OLIVEIRA et al., 1991).



2.3. CONSERVACAO GENETICA

Na conservagdo genética h&d preocupacdo com as diferencas
genéticas do material conservado enquanto a conservacdo da natureza ocorre
protecdo das areas que representam habitats e comunidades que podem ser
identificados (BITTENCOURT, 2000). Sob este ponto de vista sdo necessarios
segundo essa mesma autora estudos envolvendo biodiversidade, considerando
aspectos genéticos e ecoldgicos, os quais consideram a variacdo genética das
espécies e suas propriedades adaptativas com relagcdo ao ambiente em que estdo
inseridas.

As populag¢des naturais sdo importantes fontes de informacdes para
obtencdo de dados sobre nivel e distribuicdo da variacdo genética de sistemas
biolégicos integros e os que tém sido restringidos pela destruicdo e fragmentacao
de habitats a popula¢des pequenas e isoladas com crescente diminuicdo no nimero
de espécies (FISHER e MATTHIES, 1998). Estes mesmos autores afirmaram que
mesmo populacdes com habitats que permanecem intactos, enfrentam grande risco
de extin¢cdo por causa da estocacidade ambiental, demografica e genética.

Estes argumentos vém imprimir as Gltimas e a geracdo atual a
consciéncia de gerar estudos e metodologias que promovam o conhecimento das
estruturas genéticas das florestas nativas a fim de conservar e preservar suas
espécies e de utilizar seus recursos naturais de forma a trazerem beneficios sociais
e econdmicos, uma vez que a flora mundial e em especial a brasileira e a do estado
do Parand tém gerado pelo emprego de suas propriedades medicinais melhor
qualidade de vida. Essa riqueza de diversidade ndo pode ser desprezada. No
entanto, o desconhecimento dos valores reais dessa variabilidade genética tem
constituido em obstaculo para o reconhecimento da necessidade da introducéo de
estratégias de conservacdo de recursos naturais e para a descoberta de seus
potenciais genético e medicinal (PERECIN, 2000; SCHEFFER, 2001; CAVALLARI,
2004).

Aproximadamente 80% da populacdo humana de paises em
desenvolvimento utilizam plantas medicinais, contudo poucos S&0 0S recursos para
pesquisa e conservacao das mesmas e grande € a acdo antropica com a destruicao

dos ecossistemas, estima-se neste contexto que no maximo 5% destas plantas



serdo pesquisadas antes de serem extintas (MOSSI, 2003).

A preservacdo e conhecimento da variacdo genética nas espécies
medicinais sdo essenciais para o planejamento de programas para conservacao,
uma vez que a sobrevivéncia, a longo prazo das espécies, depende da manutencao
da diversidade genética ideal dentro e entre as populacdes sujeitas as novas
pressbes de selecdo causadas pelas mudancas ambientais (BARRETT e KOHN,
1991). A avaliagdo da variabilidade genética e a compreensdo de como a
diversidade € estruturada ndo se resumem apenas a pré-requisito para projetar
estratégias apropriadas para a conservacdo (FALK e HOLSINGER, 1991; AVISE,
1995).

O interesse a respeito do conhecimento sobre civilizacbes que
detém plantas nativas e seus potenciais terapéuticos tém crescido, apdés a
constatacdo de que a base empirica desenvolvida por elas tem comprovacao
cientifica, tais informacdes sdo imortantes e auxiliam a disponibilizar a sociedade
um produto de maior qualidade e industrializado. Além disso, cada vez mais se
reconhece que a exploracdo dos ambientes naturais por povos tradicionais pode
fornecer subsidios para estratégias de conservacdo e manejo e a exploracao que
seja sustentavel a longo prazo (CAVALLARI, 2004).

O estudo, portanto, da estrutura genética de populacdes de planta
(SLATKIN, 1987) ou de como a variabilidade genética estd organizada em
populacdes naturais de plantas tem permitido grandes avancos no conhecimento
relativo aos processos microevolutivos e, conseqientemente, nas estratégias de
domesticacdo, manejo e conservacdo dessas espécies (CARTHEW, 1993;
REIS, 1996).

Os estudos sobre a diversidade genética inter e intra populacdes
naturais sao relevantes por descreverem o0s niveis e a distribuicdo desta entre e
dentro de populacdes. Neste sentido populagdes naturais séo fontes importantes de
informacdes para obtencdo de dados sobre nivel e distribuicdo de variacdo genética
de sistemas biologicos e para o desenvolvimento de praticas de silvicultura
sustentaveis (LEDIG, 1992). E preciso coniderar também que o manejo improprio
dos recursos naturais pode levar a mudancas no pool génico local pela acdo de
mecanismos como selecdo direcional, endocruzamento e deriva genética (BARNES,
1989; LEDIG, 1992) afetando, consequentemente, a variagdo genética das
populacdes (BUCHERT, 1994).
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Os estudos de genética de populacdo auxiliam, também, na
caracterizacdo de germoplasmas, no monitoramento de bancos de germoplasmas
(CRUZ e CARNEIRO, 2003) possibilitando a identificacdo de possiveis duplicatas e
fornecendo informacdes Uteis para o estabelecimento de programas de preservacéo
de recursos naturais gerando informacdes Uteis para preservagao e uso dos acessos
(TOQUICA et al., 2003). A conservacao de germoplasma, consiste em preservar a
matéria onde se encontra um principio que pode crescer e se desenvolver
(QUEROL, 1993). Segundo Santos (2003), conservar é somar todas as
combinacdes de genes resultante da evolugdo de uma espécie.

As estratégias basicas para manutencdo de recursos genéticos,
variacao genética, passam pela conservacao in-situ e ex-situ (CGIAR, 1993).

A conservagdo in-situ refere-se a manutencdo das espécies
selecionadas no seu habitat natural em parques, reservas biologicas ou reservas
ecologicas, estas populacbes em areas naturais sao consideradas reservas
genéticas e nelas ndo ocorrem interrupcdo dos processos evolucionarios das
espécies, ficando as mesmas submissas a efeitos ambientais e a agdo antropica. Ja,
na conservacao ex situ coleta—se sementes, estacas, 6rgdos subterraneos, brotos
em seus habitats ou lugar de disponibilidade, é devidamente identificada para
representar a sua populacdo de origem (VIEIRA, 1999). Na conservacéo ex-situ
portanto ocorre conservacdo de espécies vegetais fora do seu ambiente natural,
atraves de colecdes de plantas no campo, de sementes em bancos de sementes ou
de colecBes de plantulas em bancos in vitro (VIEIRA, 1999).

A conservagdo de germoplasma como uma atividade cientifica foi
proposta nos anos 70 para prevencdo da erosdo da diversidade genética em
espécies de plantas nativas ou mesmo a sua total extingdo (VILLALOBOS et al.,
1991) e para o melhoramento da produtividade agricola (IBPGR, 1993).

A conservacdo de germoplasma implica na manutencédo de
colecdes, sendo empregadas para isto as estratégias in situ e ex situ, que sao
abordagens complementares e visam 0 enriquecimento e ou a manutencdo da
variabilidade genética das espécies em beneficio do desenvolvimento sustentavel
(TOWILL, 2000).

Os bancos de germoplasma visam evitar a perda de recursos
genéticos, conservar fontes de genes para uso futuro e colecionar, identificar e

caracterizar genaotipos para uso no melhoramento (BARBIER, 1989 e 2003).
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ALLARD (1971) argumentou que bancos de germoplasma seriam no
futuro fundamentais na criacdo de reservatorios de genes disponiveis para a
realizacdo de melhoramento genético. Segundo Giacometti e colaboradores (1986),
a conservacao do germoplasma de espécies vegetais tem por objetivo manter
indefinidamente a diversidade genética e garantir o0 maior numero possivel de
genotipos para os programas de melhoramento genético.

Os estudos genéticos, nas populacdes de arbdéreas medicinais,
baseados em marcadores moleculares e aliados ao conhecimento de principios
ativos tém propiciado novas perspectivas de pesquisa cientifica, que tém beneficiado
tanto ao equilibrio na natureza quanto gerando novas alternativas de satude e bem
estar para o ser humano quer seja pela producédo de farmacos ou por melhoramento
genético dos recursos medicinais (BITTENCOURT, 2000 e MOSSI, 2003 ).

Entre as espécies medicinais nativas da flora do Estado do Parana,
M. aquifolium Mart € uma das plantas mais utilizadas na medicina popular. Em
ambito nacional, ela foi selecionada como prioritaria para a realizacdo de estudos de
conservagao e manejo de plantas medicinais (EMBRAPA/IBAMA, 2002). Estudos
envolvendo a elucidacéo de aspectos do sistema reprodutivo, diversidade genética,
dindmica de populacées e reproducdo, bem como acdes de coleta de germoplasma,
foram considerados de maior prioridade (STEENBOCK, 2003).

A caracterizacdo genética de M. aquifolium € importante ndo apenas
para estabelecer praticas adequadas de manejo, mas também, para estabelecer
reservas naturais que preservem a variabilidade genética, através de toda area de
distribuicdo da espécie e possam, simultaneamente, fornecer material genético para

conservacgao ex-situ e manejo sustentavel (STEENBOCK, 2003).
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2.4. VARIABILIDADE GENETICA EM POPULACOES

A evolugdo nos seres vivos ocorre considerando a variagao
individual dentro de uma populacédo, a distribuicdo e a frequéncia dos individuos
variantes nas diferentes populacbes dentro da espécie e a divergéncia ou
especiacao progressiva devido ao isolamento (STEBBINS, 1950). A diversidade
existente nos individuos e populagdes nos quais atuam 0s processos evolutivos é
importante para a caracterizacdo da extensdo e das possiveis causas da
variabilidade genética (WEIR, 1996; TELLES, 2001).

Estudos relativos a organizacdo da variabilidade ou estrutura
genética das populacbes naturais de plantas tém permitido grandes avancos no
conhecimento relativo aos processos microevolutivos e, conseqientemente, nas
estratégias de domesticacdo, manejo e conservacdo dessas espécies (CARTHEW,
1993; REIS, 1996).

O desenvolvimento e a manutencdo da estrutura genética ocorrem
devido as interacdes de um conjunto de fatores evolucionarios, como variacdo nos
conjunto génico, organizacdo destas variacbes dentro de gendtipos, distribuicdo
espacial do gendtipo, sistema de reproducédo, dispersdo das progénies, selecao,
deriva, mutagédo, eventos casuais e processos de crescimento, mortalidade e
reposicao de individuos que dardo origem a futuras populacées (HAMRICK, 1983;
LOVELESS e HAMRICK, 1984).

Os efeitos das alteracdes nas frequéncias alélicas séo refletidos
diretamente sobre individuos que formam a populacdo assim sendo a diversidade
genética entre e dentro de populacdes de uma espécie merece consideracao
espacial (SOBIERAJSKI, 2004).

Populagbes com pouca variagdo genética podem ser incapazes de
responder as mudancas ambientais (SHARMA et al., 2000; TANSLEY e BROWN,
2000; SHARMA, 2001; JONES et al., 2001; MATOCQ e VILLABLANCA, 2001).

Acredita-se que a perda da variacdo genética resulta em baixo
potencial evolutivo (HOLSINGER e GOTTLIEB,1991), ja que provoca a reducdo do
adaptabilidade da populacdo (SHARMA et al., 2000; BOUZANT, 2001; SHARMA,
2001) sendo, portanto, uma das principais ameacas a existéncia de uma espécie
(JAGGI et al., 2000; TANSLEY e BROWN, 2000). Isto ocorre porque a variagao
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genética é a condicdo fundamental para que haja evolucdo adaptativa, uma vez que
a selecdo natural atua sobre as variantes fenotipicas, e indiretamente sobre
genotipos, que ocorrem dentro das populagdes (CLEGG, 1980).

A variabilidade genética de plantas medicinais esta intimamente
relacionada com a variabilidade interespecifica (dentro de populacdes) e
intraespecifica (entre populacdes), em especial nas espécies nativas (SCHEFFER et
al., 1999), e é resultante da pressao ambiental nos diversos biomas produzindo
caracteristicas que sdo muito importantes nos estudos de recursos genéticos.

A variacdo genética das plantas medicinais segundo Scheffer et al.,
(1999), resulta na necessidade de se estabelecer diferentes estratégias de manejo
e conservagao. Ainda, a existéncia de diferentes tipos de compostos pode resultar
em usos diferenciados e consequentes diferencas de estratégia (SCHEFFER et al.,
1999).

Em programas de melhoramento a caracterizacdo da diversidade
genética, através de técnicas moleculares, pode fornecer dados Uteis para a selecao
de individuos, possibilitando cruzamentos de materiais divergentes, com a finalidade
de recombinar complexos génicos, reunindo-os em novas combinacfes favoraveis
(GOMES et al., 2005). Os marcadores de RAPD permitem a localizacdo de genes de
interesse econdmico (RAFALSKI et al., 1991) e analise da estrutura e variabilidade
genética de populacdes de varias espécies (DAWSON et al., 1995).

A base para qualquer programa de melhoramento é, sem duvida, a
variabilidade genética. Portanto, conhecer a distribuicdo da variabilidade genética
entre e dentro de populacbes nativas de uma espécie € fundamental para o
estabelecimento de estratégias adequadas de coleta dos recursos genéticos e
direcionamento de cruzamentos. Para o melhoramento, informacdes sobre as
diferencas genéticas entre individuos de uma populacdo e o estabelecimento de
relacdes genéticas entre diferentes acessos de uma colecdo de germoplasma séo
fundamentais para auxiliar o melhorista na tomada de decisbes (KAGEYAMA e
DIAS, 1982).
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2.5. FLUXO GENICO

A terminologia aplicada para o fluxo génico em modelos
populacionais néo é potencialmente clara por causa dos muitos significados dos
termos migracdo e dispersdo, que ndo correspondem aos seus significados quando
aplicados ao fluxo (ZUCCHI, 2002). Migracéo, em uma definicdo ampla, pode ser
qualquer movimento, incluindo movimentos ciclicos que podem regularmente
retornar o organismo ao seu local de origem. Em contraste, o termo dispersao é
mais precisamente restrito para movimentos a distancia entre 0s organismos,
gametas ou propagulos da fonte dispersora (NEIGEL, 1997).

Neste contexto, fluxo génico pode ser definido como um termo
coletivo que inclui todos os mecanismos que resultam no movimento de alelos de
uma populacdo (subpopulacdo) para outra (SLATKIN, 1985). Existe grande
associagdo entre o fluxo génico e a estrutura genética das popula¢gdes das espécies
arboreas tropicais, de forma que a distancia de voo dos polinizadores e dispersores
de sementes pode predizer a variacdo geneética das espécies em questado
(KAGEYAMA e LEPSCH-CUNHA, 2001).

O fluxo génico principalmente via polen, ou o potencial de
deslocamento dos alelos via animais polinizadores, tem sido pouco mensurado,
considerando que a grande maioria das espécies arboreas tropicais é polinizada por
animais (BAWA, 1974 e BAWA et al., 1985).

O fluxo génico ou a dispersdo de pdlen e sementes entre
populacdes estabelecidas reduz a diferenciacdo genética entre elas, sendo um dos
mecanismos responsaveis pela introducdo da variacdo genética na populacéo
receptora (Wright, 1931). A taxa de fluxo génico pode ser medida em termos do
namero equivalente de migrantes que se move de uma populagdo a outra
(SILVERTOWN e DOUST, 1993).

Estimativas de fluxo génico podem ser feitas por métodos diretos ou
indiretos, SLATKIN (1987) recomendou o uso desses dois métodos conjuntamente
por produzirem informacdes diferentes e complementares. Os métodos diretos
utiizam-se de estimativas das distancias de dispersdo e do sucesso no
estabelecimento de imigrantes, enquanto que os métodos indiretos usam as

freqUéncias alélicas ou medidas de diferencas genéticas para estimar o fluxo génico.
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A analise da estrutura de populacbes naturais € baseada
freqientemente nos modelos de ilhas ou de alpondras, sendo que os coeficientes
obtidos a partir de probabilidades de identidade por descendéncia, tais como Fsr,
sdo estimados e comparados as expectativas sob um modelo de ilhas (ROUSSET,
1997).

Um dos métodos mais confiaveis para a estimativa indireta de fluxo
génico é a partir da obtencdo de Nm através de Fsr (Que € a medida de
diferenciacédo populacional usando frequéncias alélicas) (WRIGHT, 1951).

O tamanho efetivo de vizinhanga, Ny, pode ser da mesma ordem de
magnitude que Nm, dependendo das caracteristicas da populacdo (SLATKIN e
BARTON, 1989).

O nivel de fluxo génico entre as populacdes de espécies vegetais é
fundamental para estimar os efeitos da fragmentacdo. A fragmentacdo pode
modificar imediatamente, a curto e a longo prazo a composi¢cdo genética das
espécies de plantas. Com altas taxas de fluxo génico, pouca variabilidade genética
sera perdida nos fragmentos em niveis individuais e na espécie como um todo. Por
outro lado, se as taxas de fluxo génico sao reduzidas abaixo dos niveis anteriores a
fragmentacdo, entdo a estruturacdo genética entre fragmentos aumentara e a
variabilidade nos fragmentos diminuird (HAMRICK, 2004).

O fluxo génico e a deriva genética sdo parametros evolutivos
associados e atuam na natureza como forcas evolutivas contrarias. O grau com que
a deriva genética pode levar as populacbes de plantas ao isolamento, a
homogeneizagéo e consequente ao aumento da divergéncia entre elas, depende da
forca evolutiva contraria a deriva que é o fluxo génico (PERECIN, 2000).

O fluxo génico é, portanto, a principal forca que atua de forma
contraria ao efeito de deriva genética, promovendo o aumento da riqueza alélica e
do numero de heterozigotos em cada populacdo. Segundo Wright (1951), quando
um ou mais individuos migram por geracdo, a divergéncia entre populacdes por
deriva é impedida. Ainda, segundo Perecin (2000), o fluxo génico tem o importante
efeito de uniformizar a composicéo genética das populagdes isoladas, de modo que,
na auséncia de selecdo, se a populagéo for grande o suficiente para que a deriva
genética possa ser ignorada, o fluxo génico ird homogeneizar as frequéncias alélicas

em todas as populacgdes.
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2.6. FRAGMENTACAO DAS POPULACOES VEGETAIS

A estrutura genética de uma espécie pode ser definida como a
distribuicdo da variabilidade genética entre e dentro de populacdes, resultando da
combinacdo entre mutagdo, migracdo, selecdo e deriva genética. Em populacdes
naturais, a distribuicdo da variabilidade genética é influenciada pelo sistema de
acasalamento, tamanho da populacéo, distribuicdo geografica, fluxo génico e deriva
genética (HAMRICK, 1982), além de ser estruturada no tempo e no espaco.

Para a maioria das espécies arbéreas, a maior parte da diversidade
génica € constituida pela variagdo genética dentro das populagbes (HAMRICK e
GODT, 1989). Com relacdo a variabilidade genética inter populacional esta €&
refletida, ao menos em parte, a acdo de processos genéticos em nivel populacional,
como selecdo e deriva genética. Esses processos, ou seja, a selecdo para
microhabitats e deriva genética devido ao fluxo génico restrito, tém sido citados
como as possiveis causas da distribuicdo ndo aleatéria de gendétipos em populagcdes
naturais (LOVELESS e HAMRICK , 1984; SOKAL et al., 1989, EPPERSON, 1990).

A conservacao genética de espécies de arboreas tropicais € um dos
topicos mais preementes da atualidade, uma vez que as elevadas taxas de
destruicdo das comunidades naturais e massiva extincdo de espécies é eminente
(ZUCCHlI, 2002).

O Estado do Parana, pela sua grande riqueza de ecossistemas
terrestres e aquéticos, é também privilegiado por uma significativa biodiversidade
(SEMA, 1995). Entretanto, é considerado como uma das areas que vem sofrendo
intensa pressdo antropica especialmente na bacia do rio Tibagi, cuja situacao
ambiental é bastante precaria, tanto em relagdo as aguas quanto a vegetacdo (DIAS
et al, 1998). Essa pressdo ocorreu principalmente pela expansao da fronteira
agricola, na qual extensas areas continuas de vegetac&do natural foram substituidas
por monoculturas e pastagens. Em fragmentos que se restringem a areas pequenas
e isoladas, existe uma facilidade de haver o cruzamento entre individuos
aparentados ou endogamia. As conseqiiéncias da endogamia em espécies florestais
tropicais ndo sdo bem conhecidas, porém existem alguns dados de perda de vigor,
evidenciado em altura e producédo de folhas (MOFFETT e NIXON, 1974). Quanto
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maior a ocorréncia destes fenbmenos, menor o numero de heterozigotos observados
e, consequentemente, maior o coeficiente de endogamia. Caso a populacdo tenha
um nivel de endogamia estavel, ao longo das geracdes, como consequéncia de
caracteristicas do sistema reprodutivo da espécie, diz-se que a mesma estd em
equilibrio de endogamia (WRIGHT, 1951).

O coeficiente de endogamia, (f) expressa a existéncia de
autofecundacdo ou de cruzamentos entre aparentados na populacdo, a ele esta
associada a atuacao de outra for¢ca microevolutiva, a deriva genética. Esta for¢ca nao
esta condicionada diretamente apenas por caracteristicas do sistema reprodutivo da
espécie, mas sim por variacfes aleatérias da contribuicdo de cada individuo da
populacdo no processo reprodutivo. FUTUYMA (1992) definiu a deriva genética
como uma flutuacdo aleatéria das frequéncias alélicas, que tém como consequéncia
a perda e/ou a fixacdo de alelos. A deriva pode promover a perda de alelos da
populacédo e, a longo prazo, pode gerar um aumento da endogamia, em funcédo da
maior probabilidade de autofecundacédo e cruzamento entre individuos aparentados
(KAGEYAMA et al., 1998). O aumento da endogamia pode afetar a conservacéo da
diversidade genética da populacdo segundo SEBBEN et al. (2000). J& CROW e
KIMURA, 1970; ALLARD, 1971; METTLER e GREGG, 1973; GEBUREK, 1986;
FALCONER e MACKAY, 1997 relataram que na endogamia pode haver a exposi¢ao
de genes deletérios a homozigose, fato que pode promover reducdo da
produtividade, fertilidade, viabilidade das sementes, vigor e adaptacdo. Por outro
lado, algumas vezes os individuos heterozigotos podem apresentar vantagens
adaptativas (“fitness”) e tendem a ser selecionado no processo de recrutamento,
reduzindo o coeficiente de endogamia (f) (SEBBENN et al., 2001).

A selecdo de heterozigotos entre individuos adultos, segundo
revisdes de Sebbenn et al., (2001), € um fendbmeno importante para a conservacao
da variabilidade genética em populacdes naturais, e foi detectada em populagfes de
varias espécies arbdéreas.

Entre populacbes de uma mesma espécie (subpopulacbes), as
forcas micro-evolutivas podem atuar em diferentes intensidades, afetando de formas
distintas os coeficientes de endogamia de cada uma. Quando isso ocorre, diz-se que
h& uma estruturacdo genética entre as populacdes, a qual pode ser avaliada por
meio das estatisticas-F de Wright (WRIGHT, 1951 e 1965), bem como por meio de

outros métodos, tais como a analise da diversidade em populacfes subdivididas
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(NEI, 1973) e os coeficientes de coancestralidade de Cockerham (COCKERHAM,
1969).

Varios sdo os meétodos utilizados para detectar a distribuicdo
espacial da variacdo genética em populacbes. Em uma populacdo claramente
fragmentada ou em populac¢des continuas onde se observam unidades fisionémicas,
a distribuicdo da variacdo genética pode ser estudada entre 0s grupos existentes
(LINHART et al.,, 1981). A andlise da autocorrelacdo espacial (SOKAL e ODEN,
1978) é uma metodologia que permite a avaliacao de padrdes da variacdo genética
em diversas escalas espaciais, podendo inclusive, determinar as causas
evolucionarias do padrdo espacial detectado (SLATKIN e ARTER, 1991;
EPPERSON, 1990).

Estudos sobre a autocorrelagcdo espacial em espécies arboreas
indicam tanto a completa auséncia de estruturacdo (EPPERSON e ALLARD, 1989;
GANDARA, 1996) como uma estrutura genética significativa em pequena escala
conforme detectado em Acer saccharum (PERRY e KNOLES, 1991) e em Pinus
banksiana e Pinus contorta (WAGNER et al., 1991).

O aumento da utilizacdo dos recursos florestais, em face da perda
gradual da sustentabilidade e do potencial das florestas (GALLO, 2002), enfatiza a
importancia do estudo da variacdo genética em florestas naturais; uma vez que as
arvores, geralmente, sdo consideradas as espécies chave dos ecossistemas
florestais e muitas associacfes da fauna e flora dependem do ambiente criado em
decorréncia de sua instalacio (RAJORA e MOSSELER, 2001). Ainda a
conservagdo e 0 manejo da biodiversidade mesmo em areas protegidas, constituem
se em um desafio complexo que requer o conhecimento basico sobre a distribuicdo
e abundéancia no numero de espécies, sua biologia reprodutiva e a estrutura
genética de suas populagdes (ZUCCHI, 2002).

A intensa fragmentacdo de paisagens e a sua ocupagao
desordenada, tanto para exploracdo agricola como para a expansdo de areas
urbanas e industriais tém acarretado preocupac¢des com o uso dos recursos naturais
para a sociedade como um todo (BARBOSA e MANTOVANI, 2000). Em funcéo dos
sucessivos ciclos de uso do solo, grande parte das regides tropicais apresenta sua
cobertura florestal nativa altamente fragmentada e/ou restrita a pequenas por¢coes
de terra onde a expansao agropecuaria ou urbana néo foi possivel. Neste processo

de degradacdo, ndo foram poupadas nem mesmo as areas ciliares ou de
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preservacdo permanente, sendo que a agricultura sempre foi o principal fator
causador de degradacdo desses ecossistemas (RODRIGUES et al., 2004).

A fragmentacgédo florestal € definida como a substituicdo de amplas
areas de floresta nativa por outros ecossistemas, deixando uma série de manchas
remanescentes ou fragmentos de mata entremeadas por uma matriz de vegetacao
diferenciada e/ou de usos diversos. Alteram-se assim os fluxos de vento, radiacéo e
dgua ao longo da paisagem bem como a migracdo de alelos. Todos o0s
remanescentes de vegetacdo estdo expostos a essas mudangas, em maior ou
menor grau, mas seus efeitos sdo modificados pelo tamanho, forma e posicdo na
paisagem de cada fragmento em particular (SAUNDERS et al., 1991).

Grande proporcao dos ecossistemas florestais existentes encontra-
se fragmentados, reduzidos a remanescentes florestais isolados ou fragmentos
(WILLIANS-LINERA, 1990).

A fragmentacédo florestal contribui para o declinio da riqueza de
espécies e para o crescente de risco de extincdo de espécies vegetais que é
preocupante (HARRIS, 1980). Estima—se que, em 50 anos, aproximadamente 25%
das espécies vasculares estardo extintas (KALA, 2000). Muitos fatores estéo
envolvidos com a extingdo de espécies, e entre eles o mais visivel é a destruicdo de
habitats e consequente fragmentacao das populagdes (MATOCQ e VILLABLANCA,
2001).

Nos ultimos tempos, identificar os efeitos da fragmentacdo dos
habitats sobre a biodiversidade e propor linhas de acdo para minorar seus impactos
tem sido um dos grandes desafios enfrentado pela ciéncia. Em fungcdo da alta
riqueza de espécies arbdreas da maioria das florestas tropicais, frequentemente com
100 a 400 diferentes espécies por hectare, € importante que se defina quais
espécies devem ser consideradas, tomando suas populacdes como referéncias. Se
de fato se preconiza a sustentabilidade desses fragmentos, e 0 aspecto demografico
dessas espécies, deve se acrescentar também a genética de suas populacdes, ja
gue nem sempre um numero grande de individuos identifica uma populacdo normal,
ou geneticamente viavel (KAGEYAMA e GANDARA, 1998).

A partir da dltima década, vem-se intensificando os estudos
genéticos em populacdes de espécies arboreas tropicais, com o uso de tecnologias
genéticas adequadas para quantificar essa diversidade (KAGEYAMA e GANDARA,

1998). Para os ultimos autores esse acumulo de dados vem apontando algumas
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direcbes importantes para se tomar como referéncia para as acées de minimizacao
dos impactos ambientais nesses ecossistemas. Uma vez que estudos genético-
ecologicos em espécies representativas, tanto em florestas ndo perturbadas como
em matas secundarias, vém mostrando o efeito das acbes antropicas em suas
populacdes, auxiliando na definicdo dos parametros genéticos mais adequados para
orientar e monitorar as acdes de conservacao (KAGEYAMA e GANDARA, 1998).

A perda de espécies ndo se da simplesmente por um efeito de
reducdo de area ou perda de heterogeneidade ambiental, algumas espécies nao
persistem em fragmentos devido as alteracdes das condi¢cdes microclimaticas em
relacdo a floresta continua, resultantes do efeito de borda (LOVEJOY et al., 1983).

Outras espécie sdo extintas nos fragmentos devido a eventos
genéticos ou demogréficos (SHAFER, 1981), perda de variabilidade genética
(LANDE, 1988) e declinio da reproducéo devido a perda de polinizadores (AIZEN e
FEINSINGER, 1994). Tal efeito se explica pela interacdo entre dois ecossistemas
adjacentes, fragmento florestal e matriz, que se da através de uma transicao
abrupta, a regido da borda do fragmento, denominada “efeito de borda” (MURCIA,
1995). /o el Td1988) rn”era

abrpidat347ado0 entbors nesera
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isolamento reprodutivo de individuos que contéem apenas uma pequena amostra do
conjunto génico da populacao original (gargalo genético), e ao mesmo tempo, perda
de alelos devido a deriva genética, caso a populacdo remanescente permaneca
isolada por vérias geracfes (SOUZA, 1997).

Corry e Nassauer (2002) acreditavam que a fragmentacéo do habitat
era inerente ao modelo contemporaneo de ocupacdo das terras e que fora das
unidades de conservacdo as manchas de habitat remanescentes continuavam
sendo diminuidas e eliminadas. Tal realidade refor¢ca a necessidade de estudos de
pequenos fragmentos visando estratégias para a manutencdo da conectividade
(TOLEDO, 2005). Este esforco € pratica recente no manejo da biodiversidade e na
ecologia da restauracdo (TOLEDO, 2005), que se completam com o estudo da
genética de populagbes, uma vez que a variacdo genética é a base da
biodiversidade (ZUCCHI, 2002).

A fragmentacéo florestal criou um mosaico ao longo da paisagem e
assim a variabilidade entre &reas remanescentes tendeu a ser maior (TOLEDO,
2005).

A heterogeniedade de ambientes segundo Linhart et al., 1981 pode
afetar a distribuicdo da variabilidade genética dentro de uma populacdo ou mesmo
entre popula¢gdes de uma mesma espécie. Nestes casos, diz-se que a variabilidade
genética € estruturada no espaco, podendo ocorrer uma diferenciacdo genética a
distancias relativamente pequenas (LINHART et al., 1981).

Estudos genético-ecoldgicos em espécies representativas, tanto em
florestas ndo perturbadas como em matas secundérias, vém mostrando o efeito das
acOes antrépicas em suas populagbes, auxiliando na definicAo dos parametros
genéticos mais adequados para orientar e monitorar as acdées nesses ecossistemas
(KAGEYAMA et al., 1998).

A fragmentacé&o dos ecossistemas florestais provoca a diminui¢cédo do
namero de individuos de uma populacdo de espécies encontradas nas matas
nativas e impacta os ambientes que elas se encontram, o que tem favorecido a
perda de variacdo genética. Assim, a populacdo remanescente passa a ter tamanho
menor que o minimo adequado (Ne minimo) para que possa ter sua continuidade
normal. Nessa populacdo menor pode ocorrer, a curto prazo, deriva genética, o que
signica ter as frequéncias de seus genes afastadas daquelas da populacéo original,

inclusive chegando a perder alelos. A mais longo prazo, ainda pode haver um
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aumento da endogamia decorrente da maior probabilidade de autofecundacdo e
acasalamento entre aparentados (KAGEYAMA et al.; 1998). A endogamia leva a
homozigosidade, como ja foi colocado e geralmente causa perda de adaptabilidade.

Os mecanismos que controlam a relacdo entre heterozigosidade e
adaptabilidade tém sido objeto de intensiva pesquisa e ainda sao muito discutidos.
Muitas espécies animais e vegetais exibem heterose, na qual a maioria dos
individuos heterozigotos tem melhor desempenho que os homozigotos (WADT,
2001).

Existem duas hipoteses principais que explicam a heterose: a
sobredominancia, quando o heterozigoto por si s6 explica esse fenbmeno; e a
dominancia, que sugere que a maioria dos homozigotos endogamicos expressa
simplesmente uma alta propor¢céo de alelos recessivos deletérios (GRIFFIN, 1990),
sendo por isso eliminados.

Os poucos exemplos existentes de quantificacdo da perda da
diversidade genética pela fragmentacdo se referem a espécies arbdreas e
herbaceas de clima temperado, com poucos casos estudados de espécies arboreas
tropicais. A reducdo da variacdo genética foi observada na espécie arborea
Eucalyptus albens (YOUNG et al., 1996). HALL et al. (1996), observaram menores
niveis de diversidade genética em populacdes menores de Pithecelobium elegans.

Os parametros mais utilizados para quantificar a variacdo genética
sdo as proporcdes de locos polimérficos dentro de espécies (Pe) e dentro de
populacdes (Pp) e a diversidade geral de espécie (He) e de populacdes (Hp)
(HAMRICK, 1994). A distribuicdo dessa variacdo dentro e entre populacdes pode ser
estimada pelas estatisticas F de Wright ou Gst de Nei. No entanto, a escala na qual
a estrutura genética é considerada torna-se importante, pois diferentes padrdes
podem ser obtidos dependendo da importancia relativa dos fatores que afetam a
estrutura genética em determinada escala espacial. Modelos de autocorrelacao
espacial também podem ser usados para avaliar a estrutura genética de populacdes
( SLATKIN, 1985; EPPERSON, 1995).

Espécies arboreas da floresta tropical apresentam alta propor¢céao de
locos polimérficos e elevados niveis de diversidade genética dentro de espécies,
sendo que, de maneira geral, a maior parte da variacdo genética € mantida dentro
de populagcdes e nao entre elas (HAMRICK, 1994). Na literatura, confirma se esta

afirmacédo pelo trabalho de Hamrick (1994) que avaliou dez espécies arboreas
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tropicais, verificando que a variacdo genética entre populacdes foi muito baixa
(Gst<0,05). Entretanto Lepsch-Cunha (2001) mostraram que a diversidade genética
entre populacdes (Gst) € crescente dependendo dos agentes polinizadores das
espécies em questao: morcegos (Gst=0,021), abelhas grandes (Gst=0,035), abelhas
médias (Gst=0,041), abelhas pequenas (Gst=0,062) e vento (Gst=0,065). Hamrick e
Loveless (1986) também detectaram diversidades genéticas crescentes entre
populacdes de espécies arboreas com dispersdo de sementes na seguinte ordem:
morcegos (Gst=0,028), passaros (Gst=0,040) e autopropulsdo (Gst=0,065). Quanto
maior o potencial de v6o do polinizador ou do dispersor das sementes menor sera a

divergéncia genética entre as populacdes envolvidas (LEPSCH-CUNHA, 2001).
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2.7. MARCADORES MOLECULARES

Marcadores genéticos sdo caracteristicas qualitativas com heranca
Mendeliana, facilmente reconhecidas e cuja expressdao nado sofre influéncia
ambiental (ROBINSON, 1998). Eles podem ser morfologicos, bioquimicos
(isoenzimas) ou moleculares (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998). Estes mesmos
autores definem marcadores moleculares como todo fenétipo molecular originario de
um gene expresso como isoenzimas ou de um segmento especifico de DNA.

Marcadores morfolégicos sdo identificados em sua maioria, com a
presenca da planta inteira ou adulta e contribuiram significativamente para o
desenvolvimento tedrico da analise de ligacdo génica e para a construcdo das
primeiras versdes de mapas genéticos (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

Caracteres morfolégicos e agrondémicos, usados para mensurar
diversidade genética em determinada populacdo de individuos, possuem uma
consideravel dificuldade na identificacdo de grupos taxondmicos discretos. Esta
limitacdo deve ao fato de que a grande maioria dos caracteres vegetais sao
influenciados por fatores ambientais, exibindo variacdo continua e alto grau de
plasticidade fenotipica (PAKER et al., 1998).

O desenvolvimento dos marcadores genéticos de natureza
bioquimica e molecular, a partir da década de 60, e principalmente no decorrer dos
anos 80 e 90, revolucionaram a pesquisa ha area de genética de populacdes,
ampliando a disponibilidade de marcadores genéticos para estudos populacionais,
que até entdo era aplicavel a poucas espécies, segundo COELHO (2002). Esses
marcadores facilitaram a investigacédo da variabilidade genética e o desenvolvimento
de estratégias para a conservacao e restauracdo dos recursos genéticos florestais
(RAJORA et.al., 1998, RAJORA, 1999 e 2000; GALLO, 2002).

Os marcadores proporcionam estimativas acuradas da diversidade
genética em populacbes naturais visando monitoramento e a conservacdo da
variabilidade genética, a identificacdo de genotipos, a avaliacdo de germoplasma e o
mapeamento genético (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998). O sucesso de
qualguer programa pré-melhoramento ou de conservacdao €é dependente do
conhecimento da quantidade de variacdo presente na espécie de interesse
(ZUCCHlI, 2002).
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Uma ampla variedade de técnicas sdo empregadas para o estudo de
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dos alelos (MEDRI, 2002). Pela primeira vez, a variacdo genética encontrada em
plantas e animais pode ser analisada ao nivel de DNA (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1998; HAIG, 1998).

Uma série de marcadores que detectam polimorfismo foram
desenvolvidos nas Ultimas décadas. Os marcadores RFLPs baseiam—-se no
polimorfismo de tamanho de fragmento, por meio do uso de enzimas de restricdo. O
polimorfismo no comprimento de fragmentos obtidos por corte da fita dupla de DNA,
€ evidenciado pela fragmentacdo do DNA através do uso de enzima de restricao e
observado por hibridacdo destes fragmentos com sequéncias homologas de DNA
marcadas com radiatividade ou compostos que desencadeiam uma reacdo de
luminescéncia (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998). E uma técnica limitada pelo
seu alto custo, por exigir elevada concentracdo de DNA com alto grau de pureza,
sendo de dificil emprego e manipulacdo, uma vez que envolve a construcdo de
sondas freglentemente radioatiavas para a deteccdo de fragmentos gerados
(GALLO, 2005). Esses marcadores apresentam uma forte limitagdo no nivel de
polimorfismo detectado o qual dependera do niumero de sondas disponiveis para a
espécie em estudo (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

O surgimento da técnica da reacao polimerase em cadeia (PCR -
Reacdo Polimerase em cadeia) permitiu a sintese enzimética de milhdes de copias
de um segmento especifico de DNA inovando as técnicas de biologia molecular e
ao mesmo tempo otimizando e facilitando o trabalho em laboratério. A PCR envolve
a sintese enzimética in vitro de milh6es de copias de um segmento especifico de
DNA na presenca da enzima taq polimerase, baseia —se no anelamento e extensao
enzimatica de um par de oligonucleotideo (pequenas moléculas de DNA de fita
simples) utilizados como indicadores (“primers”) que delimitam a sequéncia de DNA
de fita dupla alvo da amplificacdo (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

A PCR é uma técnica versétil, pois varios tipos de primers podem
ser usados, dependendo do objetivo do estudo. Um ciclo de PCR envolve
desnaturacdo da fita dupla de DNA, o anelamento do primer com sequéncias
complementares da regido alvo e a extensdo da cadeia de DNA a partir de cada
terminal 3' do primer através da adicdo de nucleotideos, realizado pela DNA
polimerase. O ciclo é repetido vérias vezes e apés 20 ciclos sdo produzidas mais de
um milh&o de copias, permitindo a visualizacdo em gel de eletroforese através de
corantes especificos (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).
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Um dos aspectos fundamentais da PCR foi a possibilidade de se
gerar grandes quantidades de DNA de segmentos especificos do genoma, o que
facilitou a deteccéo diretamente em gel de eletroforese através de corante especifico
(GALLO, 2002).

A facilidade, a rapidez e a sensibilidade da técnica de PCR
possibilitaram o surgimento de uma nova geracdo de marcadores moleculares. Os
diferentes tipos de marcadores moleculares hoje disponiveis, RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA), AFLP (amplified fragment length polymorphism)
(BROWN e KRESOVICH, 1996; FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998; MILACH,
1998; COSTA et al.,, 2000; ROLDAN-RUIZ et al., 2001) e microssatélites (SSR -
Simple Sequence Repeats), diferenciam-se em fungdo da metodologia empregada
para revelar a variabilidade (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998; MILACH, 1998).

Em 1990, dois grupos de pesquisadores desenvolveram uma técnica
para deteccdo de polimorfismo que ndo requer informacdes prévias sobre a
sequéncia de DNA para o desenho dos primers especificos. Williams et al. (1990)
patentearam a tecnologia como RAPD, nome mais comumente utilizado, e Welsh e
Mcclelland (1990) a denominaram de APPCR (Arbitrarily Primed-Polymerase Chain
Reaction).

A tecnologia RAPD baseia-se na amplificacdo de segmentos de
DNA ao acaso, utilizando primers mais curtos, com dez pares de bases de extenséo,
cuja sequéncia nucleotidica é arbitraria. A sequéncia amplificada pode ser
visualizada na forma de uma banda no gel de agarose. Cada primer arbitrario dirige
a sintese de varios segmentos de DNA, simultaneamente, em diversos pontos do
genoma (WAUGH, 1997; FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998). O polimorfismo é
reconhecido pela presenca de um fragmento amplificado em um dos genoétipos em
relacdo a auséncia, deste mesmo fragmento, em outro genétipo (CRUZ, 1998).

Os marcadores RAPD sdo muito utilizados para analise da
diversidade genética molecular em populacdes naturais de plantas (CAVALLARI,
2004), e embora de carater dominante, tém sido utilizados para estimar parametros
genéticos que definem a estrutura de populacdes (AYRES e RYAN, 1999; KELLER,
2000) e a taxa de cruzamento (GJURIC e SMITH JUNIOR, 1996; GAIOTTO et al.,
1997).

Quando comparada a outras técnicas moleculares, a técnica RAPD

apresenta como vantagens a simplicidade de execucao e custos inferiores, a rapida
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obtencdo de marcadores, a necessidade de pequenas quantidades de DNA e a
possibilidade de gerar um numero ilimitado de marcadores com alto nivel de
polimorfismo. As limitagbes dos marcadores RAPD consistem no baixo contetdo de
informacdo genética por loco, pois sdo marcadores genéticos dominantes, nao
sendo possivel distinguir o genoétipo heterozigoto do homozigoto dominante, e na
alta sensibilidade da técnica, ocasionando baixa reproducibilidade dos resultados
(HALLDEN et al., 1996; ZHIVOTOVSKY, 1999).

Apesar desses problemas, a técnica RAPD €, até o momento, a
mais amplamente utilizada nos estudos de diversidade genética, auxiliando nos
programas de melhoramento e conservacdo dos recursos genéticos (ZUCCHI,
2002).

Os marcadores RAPD, devido a sua simplicidade e rapidez, tém sido
amplamente utilizados nas seguintes situacdes: identificacdo de origem parental,
identificacdo e protecdo de variedades e/ou clones patenteados, certificacdo de
pureza genética de linhagens e hibridos, caracterizagdo do germoplasma,
construcdo de mapas genéticos, selecdo assistida de caracteres de interesse
agrondmico, estimativas de distancias genéticas e em genética de populacdes
(TIMMERMAN e MCCALLUM, 1993, FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998; MILACH,
1998; SILVEIRA et al., 2003; HUFF, 1997; BOLARIC et al., 2005; ZIMBACK et al.,
2004; WADT e KAGEYAMA, 2004).

Os marcadores AFLP tém como vantagens o grande numero de
marcadores analisados em um unico gel, com alto poder de deteccdo de
variabilidade genética; ndo requerem informacao prévia de seqiéncia de DNA; h4 a
possibilidade de diferentes combinagbes entre primers e enzimas de restricdo; e
possuem grande confiabilidade dos resultados. Entretanto, a principal limitacdo dos
marcadores AFLP é o baixo contetdo de informacdo genética por loco, pois, sdo de
natureza dominante. Além disso, a andalise AFLP envolve um maior nimero de
etapas, necessitando de maior quantidade de reagentes e equipamentos,
aumentando o custo das andalises (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998; HOEZEL,;
GREEN, 1998; ZHIVOTOVSKY, 1999; COSTA et al., 2000).

Os marcadores microssatélites consistem de pequenas sequéncias
repetidas e adjacentes, distribuidas no genoma (SCHLOTTERER, 1998; FERREIRA
e GRATTAPAGLIA, 1998; Salles et al., 2003). Estes marcadores possuem

vantagens, como a expressao co-dominante e o multialelismo, que conferem a esses
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marcadores 0 mais alto polimorfismo, quando comparados aos demais marcadores
moleculares, sdo abundantes e uniformemente dispersos no genoma, podendo ser
eficientemente analisados empregando-se a reacdo de PCR, além de possibilitar a
utilizacdo de dois ou mais primers na mesma reagédo de PCR. Para o0 uso rotineiro
dos microssatélites ¢é necessario, primeiramente, amplificar uma regiéo,
posteriormente sequencia-la e, finalmente, sintetizar os iniciadores especificos para
cada loco. A partir de entdo, o loco marcador pode ser utilizado indefinidamente
naquela espécie. Sendo assim, ha um custo elevado e trabalho intenso no inicio,
mas subsequentemente torna-se baixo e simples (BROWN e KRESOVICH, 1996;
BRONDANI et al., 1998; FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998; SCHOLOTTERER,
1998; SALLES et al., 2003).

Segundo Excoffier et al. (1992) a introducdo das estatisticas (¢),
proporciona uma nova alternativa para o uso de marcadores dominantes. Uma
analise de variancia, denominada de AMOVA, que produz estimativas dos
componentes de variancia analogas as estatisticas F de Wright, sem a necessidade
de conhecimento das frequéncias alélicas. O método acomoda diversos tipos de
matrizes de entrada fornecidas por diferentes marcadores moleculares, e diferentes
pressuposicdes evolutivas, sem modificar a estrutura basica da analise. A
significancia dos componentes de variancia e das estatisticas (¢), sado testadas
através do uso de permutacdes. A AMOVA é facilmente aplicavel em diferentes
situacBes e constitui uma estrutura coerente e flexivel para a andlise de dados
moleculares (ZUCCHI, 2002).

Até o momento, poucos sao os estudos de diversidade genética em
M. aquifolium, Perecin (2001) avaliou indices de diversidade em cinco populacdes
naturais de M. aquifolia e em uma populacdo natural de M. ilicifolia. De acordo com
os dados obtidos pela autora, M. ilicifolia compartilha com M. aquifolia grande parte
dos alelos, sugerindo que estas espécies podem ser filogeneticamente muito
proximas. Nas populacdes de M. ilicifolia avaliadas e estudadas por Perecin (2001),
identificou grande diferenca entre as heterozigosidades esperada e observada
(f=0,562), e elevado numero médio de alelos/loco (A=2,1), bem como elevada
diversidade genética (HE=0,255).

Em ambas as espécies de Espinheira-Santa, Perecin (2000),
encontrou alta percentagem de locos polimérficos sendo P=70,0% para M. ilicifolia e

entre 40 % e 70% para M. aquifolia.
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Perecin (2000) analisando geneticamente os 246 individuos de M.
aquifolium e os 31 individuos de M. ilicifolia encontrou repectivamente para cada
espécie 32 alelos e 22 alelos.

Analisando a divergéncia genética entre populacbes de M.
aquifolium com marcadores isoenzimaticos e RAPD, Kageyama et al. (2003)
encontraram a maior parte da diversidade genética dentro das populacdes com valor
acima de 85%. A alta divergéncia genética encontrada por esses autores 14,7%,
estava associada a amplitude da amostra realizada, que compreendeu cinco

populacdes com individuos adultos variando de 27 a 55 plantas.
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3. ARTIGO: Variabilidade genética em populagcfes naturais de Maytenus

aquifolium de Florestas em Telémaco Borba, Parand, Brasil.

RESUMO

A M. aquifolium é uma espécie medicinal de ocorréncia natural da Floresta Ombrofila
Mista do Estado do Parana. A comprovacao terapéutica em males gastricos e 0 uso
em larga escala tem causado a devastacdo de populacfes naturais desta espécie
com perdas do complexo genético. O objetivo deste estudo foi avaliar a variabilidade
genética entre e dentro de populacfes nativas de M. aquifolium por meio da analise
do polimorfismo de DNA utilizando marcadores (RAPD). Avaliou-se trés populacdes
naturais (Mortandade, Vila Preta e Trinita) da Fazenda Monte Alegre, Telémaco
Borba, Parand, Brasil. Com treze primers foram obtidos 283 marcadores de RAPD. A
espécie apresentou alta propor¢cdo de locos polimérficos e elevados niveis de
diversidade genética dentro da espécie. A diversidade genética total (Ht) obtida foi
de 0,224 e a diferenciacdo genética dentro de popula¢cdes (Hs) obtido foi de 0,197.
Do total da variancia genética molecular encontrada para a espécie, 21,77% deveu—
se a divergéncia entre as populacbes, enquanto que 78,23% foi atribuida aos
individuos dentro das populacdes. O indice de variacdo genética obtido entre as
populacdes foi de 0.21765. Os niveis moderados a altos de diversidade genética
para a espécie justifica a conservagdo da variabilidade genética e a manutencéo
apenas das populacdes de Mortandade e Trinita porém os niveis de variabilidade
genética entre as populacdes encontradas foram considerados altos, a perda de
uma ou mais populacdes pode levar a perda de alelos raros exclusivos de

determinada populagéo.

Termos para indexacdo: Espinheira Santa, marcadores RAPD, diversidade
genética, planta medicinal.
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ABSTRACT: Genetic variability of natural populations of Maytenus aquifolium

from Forests in Telémaco Borba, Parand, Brazil

The M. aquifolium is a medicinal species of natural occurrence of the Mixing Ombrdfila
Forest of the State of the Parana. The therapeutical evidence in males gastric and the
use in wide scale have caused the devastation of natural populations of this species
with losses of the genetic complex. The objective of this study was to evaluate the
genetic variability inside enters and of native populations of M. aquifolium by means of
the analysis of the polimorfism of DNA using marking (RAPD). It was evaluated three
natural populations M. Aquifolium (Mortandade, Vila Preta and Trinita) of the Farm
Monte Alegre, Telemaco Borba, Parana, Brazil. It had been selected thirteen primers
and it had gotten 283 markers of RAPD. The species inside presented high ratio of
Polymorphic loci and raised levels of genetic diversity of the species. The full genetic
diversity (Ht) was of 0,224 and the genetic differentiation inside of populations (Hs) was
of 0,197. Of the full of the found molecular genetic variance for the species, 21.77% had
it the divergence between the populations, while that 78.23% were attributed to the
individuals inside of the populations. The index of genetic diversity was of 0.21765. The
moderate levels the high ones of genetic diversity for the species justify the
conservation of the genetic variability and the maintenance only of the populations of
Mortandade and Trinita however the levels of genetic variability between the joined
populations had been considered high, the loss of one or more populations can take the
loss of exclusive rare alleles of determined population.

Index terms: Espinheira Santa, RAPD marker, genetic diversity, medicinal plant.
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1. Introducéao

Espinheira Santa (M. aquifolium Mart) esta entre as espécies
medicinais nativas da floresta ombrofila mista do Estado do Parand mais utilizadas
na medicina popular devido principalmente a sua comprovagcdo cientifica no
tratamento de Ulceras do estdmago e gastrites (VILEGAS et al., 1994; VILEGAS et
al., 1995; CORDEIRO et al., 1998) e pela grande variedade de atividades bioldgicas
que seus principios ativos tém (BHATAGAR et al., 1951; GONCALVES DE LIMA et
al.,, 1969, GONCALVES DE LIMA et al, 1971, BHATNAGAR et al.,, 1979,
PAVANAND et al., 1989, CORSINO et al., 2000, MOSSI, 2003). Em ambito nacional
foi selecionada entre pesquisadores de plantas medicinais como espécie prioritaria
para a realizacdo de estudos de conservacdo e manejo e estudos envolvendo a
elucidacdo de aspectos do sistema reprodutivo, diversidade genética, dinamica de
populacdes e reproducédo, bem como ac¢des de coleta de germoplasma (EMBRAPA/
IBAMA, 2002).

A caracterizacdo da diversidade genética em M. aquifolium tem sido
feita com base em marcadores isoenziméticos (PERECIN, 2000) e com marcadores
genéticos (KAGEYAMA et al., 2003).

Perecin e Kageyama, 2002 analisaram variabilidade genética
utilizando marcadores isoenzimaticos para 194 individuos de M. aquifolia
encontraram 31 alelos e uma porcentagem de locos polimorficos bastante alta (40%
a 70%), quando comparados aos encontrados para plantas superiores em geral,

com polimorfismo em aproximadamente M. aquifolia
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combinacfes genotipicas e ampliar a base genética das populacdes (KAGEYAMA
et al., 2003).

Nesse sentido, o conhecimento da diversidade, baseado em
informacgdes geradas pelos marcadores moleculares permite otimizar procedimentos
para a conservacao de recursos genéticos e avaliar a base genética disponivel
(DIAS, 1998).

A manutencdo da variabilidade genética justifica-se por aspectos
econdmicos, genéticos, ecoldgicos, sociais e culturais que envolvem desde a
regularizacdo de mananciais hidricos a conservacao da biodiversidade envolvendo a
possibilidade de manejo e o melhoramento genético dos recursos florestais multiplos
(plantas medicinais, frutos, madeira, mel, 6leos essenciais, etc.) (REIS, 1996 a,b;
MARIOT, 2000). Segundo Freitas et al. (2005), a sustentabilidade das florestas
combina com a conservacdo da biovariabilidade e a variacdo genética com
interesses econdmicos e fins sociais.

Dentro da classe de marcadores moleculares, baseados na técnica
de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), destaca-se o polimorfismo de DNA
amplificado ao acaso (RAPD), em virtude do baixo custo e de ndo ser necessario
conhecimento genético prévio da espécie (Milach, 1998). Por meio da técnica
de RAPD pode-se avaliar a estrutura e a diversidade genética em populacdes
naturais e selecionadas de plantas (LAMEGO et al., 2006), niveis de similaridade
entre e dentro das mesmas permitindo inferir sobre o relacionamento entre
populacdes naturais e as mantidas em instituicbes como fonte de germoplasma
(GUNTER et al., 1996). Por serem altamente variaveis (HALLDEN et al., 1996; WU
et al., 1999), os marcadores RAPD sao apropriados para estudos de populagbes
nativas e podem fornecer informacdes que permitem o estudo da diversidade
genética conforme Nei (1973), e a porcentagem de loci polimorficos pode ser usada
como indice de diversidade para caracterizar e comparar 0s niveis de variacao
genética nas populacdes naturais.

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi detectar a variabilidade
genética entre e dentro de trés populacdes naturais de M. aquifolium de Floresta
Ombrdfila Mista, em Telémaco Borba, Parana, Brasil, por meio da analise de
polimorfismo de DNA utilizando marcadores de RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA).
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2. Material e Métodos

As trés populacdes naturais distribuidas na Fazenda Monte Alegre,
no municipio de Telémaco Borba, Parana, foram selecionadas e georeférenciadas, a
populacdo de Mortandade localizada a altitude de 827 m, latitude de 24 14’ 901 “S,
longitude de 50 ° 32'920” W, a populacdo Vila Preta localizada a altitude 808 m,
latitude de 24 ° 06’ 981 “S, longitude de 50 ° 22’ 037" W e a populacédo de Trinita
localizada a altitude 797 m, latitude 24 ° 17°245 “S, longitude 50 ° 31’ 058" W.

A menor distancia entre as populagbes de M. aquifolium foi 6,6 Km

entre as de Mortandade e Trinita e a maior 24,7 Km entre populagdes de Trinita e
Vila Preta (Figura 1).

FIGURA 1: Distancias geograficas entre as trés populacbes de M. aquifolium
[Mortandade (M), Vila Preta (VP), Trinita (T)] da Fazenda Monte Alegre, Telémaco
Borba, Parana, Brasil.
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Para o estudo de variabilidade genética foram utilizadas as plantas
das trés populacdes de Espinheira Santa (M. aquifolium) de uma floresta ombrdéfila
mista. A planta de Espinheira Santa tem os seus registros no herbario da Klabin do
Parana Produtos Florestais Ltda sob o numero 214 coletado em 16 de Abril de 2004
e pertencente a familia Celastraceae.

De cada populacdo de areas de aproximadamente 8.000 m2
(KLABIN, 2007) foram amostrados 30 individuos, de cada individuo coletou-se 10
folhas jovens e expandidas que foram acondicionadas em sacos plasticos
identificados com silica gel e transportados até o laboratorio.

Considerou-se para a coleta das folhas uma distancia de 5,0 a 6,0 m
entre um individuo e outro dentro da mesma populac¢do. Outro critério adotado foi a
realizacdo da amostragem de individuos separados por barreira fisica dentro de
cada populacdo como também evitar as coletas de individuos nas bordas.

O DNA foi extraido por DNeasy Plant mini Kit Quiagen, metodologia
descrita originalmente por Doyle e Doyle (1987). Foi realizado o DNA total em gel de
agarose 1% corado com 5 pL com brometo de etideo (10 mg. L™) e diluido em 100
mL TAE 1X tampé&o.

A concentracdo de DNA foi estimada através de um Fluorémetro
DyNA Quant 200 da Hoefer-Pharmacia segundo as instru¢goes do fabricante. Cada
amostra foi diluida para 10 ng uL™ ap6s a quantificacao.

Noventa (90) amostras foram testadas com o objetivo de verificar a
eficiéncia das mesmas. Posteriormente, foi realizada a selecdo com os “primers”
Operon Tecnology das séries OPN e OPAF visando verificar quais possuiam melhor
padrdo de amplificacdo e maior nimero de bandas. Para a determinacdo da
variabilidade genética dentro de cada populacédo e entre as mesmas foram utilizadas
30 amostras de cada area.

As reacgOes de amplificacdo apresentaram volume de 15,6 pL. As
amostras foram amplificadas em um ciclador térmico PTC 100 da MJ Research com
96 pocos durante 48 ciclos de RAPD. As condi¢cdes de amplificacdo envolveram uma
etapa inicial de 3 minutos a 94°C para a desnaturacao inicial do DNA e em seguida
por 47 ciclos de RAPD de 1 minuto a 94°C (desnaturacdo), 1 minuto e 45 segundos
a 38°C (anelamento) e 2 minutos a 72°C (polimerizagéo), seguido por um ciclo final
de 7 minutos a 72° C (extens&o). Apds o término dos 48 ciclos, a temperatura caiu a

4°C, e assim permaneceu até o produto do RAPD ser submetido a eletroforese.
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Os fragmentos de RAPD foram fracionados em gel de agarose 1,4%
em tampdo TAE (0,04 M Tris-acetato; 0,01 MEDTA, pH 8,0) a uma voltagem de
110V por cerca de 2 horas, corado com brometo de etidio e visualizado sob luz
ultravioleta (UV 302 nm).

As fotografias foram armazenadas em um disco rigido do
computador para posterior analise.

Os marcadores moleculares obtidos (RAPD) foram avaliados pela
presenca (1) e auséncia (0) de bandas de DNA homdlogas entre os individuos de
cada populacdo estudada. Apenas os fragmentos bem amplificados foram
considerados.

Os dados gerados foram analisados utilizando-se os programas
POPGENE 1.3.1 (Yeh et al., 1996) e NTSYS 2.1 (Rohlf, 2000). A identidade genética
e a distancia genética entre as populacdes foram estimadas de acordo com Nei
(1978). As frequiéncias dos marcadores utilizadas para calcular a diversidade génica
dentro de populacdes (Hs) e a diversidade génica total (Ht) estdo de acordo com a
formula de Nei (1987), e a diversidade génica de cada populagdo por Nei (1973)
estd fundamentada na distribuicio da heterozigosidade do conjunto das
subpopulacdes - Ht e dentro (Hs) das mesmas. Utilizando-se o software Arlequin 1.1
(Schneider et al.,1997), a analise de variancia para os dados moleculares (AMOVA)
(Excofferier et al., 1992) foi realizada com a obtencdo do Fst e da variabilidade
dentro e entre populacdes. O procedimento de AMOVA ¢é baseado na analise de
variancia que utiliza valores de distancia entre fenétipos RAPD dois a dois, as

estimativas produzidas sédo analogas as das estatisticas—F.
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3. Resultados e Discussao

Entre os primers utilizados os selecionados foram: OPN-02, OPN-
03, OPN-05, OPN-09, OPN-1 1, OPN-12, OPN-18, OPN-19, OPAF-02, OPAF-04,
OPAF-06, OPAF-09, OPAF-10. Estes geraram um total de 283 marcadores de boa
amplificacdo e alta taxa de polimorfismo. Nao foram observadas bandas
monomorficas em nenhum dos géis analisados.

Esses marcadores foram submetidos a um bootstrap para o nimero
de marcadores resultando em um coeficiente de variagao (CV) menor que 0,07.

Um alto grau de polimorfismo dentro das populacées em estudo foi
detectado pelo grande numero de fragmentos polimorficos que variaram de 17 a 31.

Para a populacdo de Mortandade foi obtido o maior nimero de locos
polimérficos (240), 84,81% dos locos polimérficos da populacdo. Em Vila Preta, o
valor foi um pouco menor (228), 80.57 % de locos polimorficos nesta populacéo. Ja
em Trinita, o numero de locos polimérficos foi bem menor (204), 72,8 % dos locos
polimorficos desta populagéo.

Este alto polimorfismo detectado através de marcadores RAPD em
trés populac¢des naturais de M. aquifolium também foi observado por Perecin (2000),
que trabalhou com a mesma espécie com o0 uso de marcadores isoenzimaticos
encontrou aproximadamente 60% de locos polimoérficos para 246 individuos
distribuidos em cinco populac¢des naturais. Segundo Perecin (2000), as populagbes
de M. aquifolium por ela estudada com o uso de marcadores isoenzimaticos
apresentaram polimorfismo com indices bastante expressivos de riqueza alélica e
diversidade genética encontrados.

A diversidade génica total obtida mostrou que essas populacdes
encontram-se com moderados niveis de variabilidade genética total
(Ht=0,224).Segundo Anthony et al. (2000), um indice de diversidade total pode ser
considerado alto se seu valor estiver acima de 0,25. Ainda segundo esse mesmo
autor, a diversidade génica dentro de grupos Hs é considerada alta caso o seu valor

esteja acima de 0, 36, portanto Hs=0,197 aqui encontrado ndo pode ser considerada
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alta para a Espinheira Santa. Para tanto, os niveis de diversidade genética dentro
deste grupo sdo considerados moderados.

A analise de variancia dos dados moleculares de 283 locos
polimérficos mostrou que 21,77 % da variabilidade genética estd entre as
populacdes e 78,23 % da diversidade genética esta dentro das populacdes, e que 0
nivel de divergéncia entre as trés populacdes de M aquifolium foi estimado em
0,21765 (Fst) (Tabela 1). A maior parte da variabilidade genética encontrada para M
aquifolium esta realmente dentro de cada popula¢édo o que concorda com dados que
ocorrem em diversas espécies arboreas tropicais na literatura de acordo com Zucchi
et al. (2005).

Segundo Harlt (1994), o Fst obtido de 0,21765 mostrou niveis que se
enquadram como altos. O Fst ndo pode quantificar os niveis de variabilidade
genética entre populacbes pois este indice forneceu dados qualitativos de
diferenciacéo genética. Desta maneira, o valor de Fst = 0,21765 indicou apenas que

as populagdes estudadas foram diferenciadas geneticamente em torno de 21,765%.

Tabela 1 — Andlise de variancia para dados moleculares (AMOVA) para as trés
populacdes de M. aquifolium (Mortandade, Vila Preta e Trinita) baseada no método
Fst. Telémaco Borba, Parand, Brasil.

Fonte de Variagdo G.L. Componentes Porcentagem
da variacéao de variacéao
Entre populacdes 2 9,42913 21,77*
Dentro das 87 33,89272 78,23
populacdes
Total 89 43,32185

indice de Fixacdo Fst 0,21765

*P< 0,05 (teste de significancia dado por 1023 permutacdes)
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Observou-se indices de divergéncias genética (Fst) bem distintos
com menor divergéncia genética entre Mortandade e Vila Preta (0,16077), bem
como a maior divergéncia genética entre Mortandade e Trinita (0,29387), valor

praticamente dobrado (Tabela 2).

TABELA 2 - Estimativa de Fst analisada par a par obtida para trés populacdes de M
aquifolium ( Mortandade, Vila preta e Trinita) Telémaco Borba, Parana, Brasil.

Populacdes Populacdes
Mortandade Vila Preta Trinita
Mortandade 0,00000
Vila Preta 0,16077 0,00000
Trinita 0,29387 0,19187 0,00000

As distancias genéticas de Nei (1973) forneceram distancia genética
de 0.0683 entre Mortandade e Trinita como sendo as mais distantes e mais
estruturas (Tabela 3). Esta estruturacao € visualizada também na Figura 3. Segundo
Perecin (2000), Maytenus sp apresentou alta diversidade alélica nas populactes
com pouca heterozigosidade devido possivelmente a estruturacdo produzida pela
baixa capacidade de dispersdo dos gametas que levaram a fixacao de alelos.

Os valores de Fst indicaram que a variabilidade genética foi alta de
acordo com Wright (1951), este autor considera valores de Fst entre 0,05 e 0,15
como indicativo de variabilidade genética alta entre populagbes (Tabela 1 e 2). O
Fst aqui estimado é alto e corrobora com os valores de distancia genética

representada na tabela 4 e figura 3.
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Tabela 3 - Identidade genética das trés populacbes de M. aquifolium em
Mortandade, Vila Preta e Trinita, segundo Nei (diagonal superior) e distancia
genética (diagonal inferior) [Nei (1973) Genetics 89:583-590].

Populacdes Populacdes
Mortandade Vila Preta Trinita
Mortandade el 0,9658 0,9340
Vila Preta 0,0348 ekl 0,9614
Trinita 0,0683 0,0394 kkekek

Os resultados obtidos tornaram-se ainda mais soélidos quando
comparados com 0s outros estudos como o de Perecin (2000) que encontrou
diversidade génica média ou heterozigosidade esperada média para M. aquifolium
de Ht=0,259, o que evidéncia um nivel médio e satisfatério de diversidade génica
total (Ht= 0,224) para as trés populacdes naturais da mesma espécie aqui
estudadas.

A analise de agrupamentos através do alogaritimo UPGMA (Figura
2) permitiu separar as 90 plantas analisadas em trés grupos correspondentes a trés
populacdes avaliadas, com excecao de uma planta de Vila Preta (1VP) que agrupou
com a populacdo de Mortandade e uma planta de Mortandade (21M) que agrupou
com a populacédo de Vila Preta, indicando que as populacdes nao estao inteiramente

isoladas geneticamente.
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FIGURA 2 - Dendrograma da similaridade genética obtida pelo célculo do
coeficiente de Dice entre as trés populagbes de M. aquifolium [Mortandade (M), Vila
Preta (VP), Trinita (T)] da Fazenda Monte Alegre, Telémaco Borba, Brasil,

agrupamento UPMG.
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FIGURA 3: Dendrograma baseado na distancia genética estimada por Nei (1973)
das trés populacdes de M. aquifolium (Mortandade, Vila Preta e Trinita) Telémaco
Borba, Parana, Brasil.

No dendrograma das distancias genética entre populagcdes (Figura
3) formaram-se dois grupos distintos, o primeiro agrupou Mortandade e Vila Preta e
o segundo foi constituido por Trinita. Verificou—se que populacbes proximas
geograficamente sdo as mais distantes geneticamente, sugerindo a auséncia de
associacao entre a distancia geografica (Figura 1) e a distancia genética (Tabela 3).

Esses valores corroboraram com o dados obtidos nas comparacdes
com Fst (Tabela 2).

A relacdo entre individuos e populacbes foram sumarizada pela
coordenada principal (Figura 4). As popula¢gdes aparecem bem separadas entre si
com poucas sobreposicoes entre populacdes de Mortandade e Vila Preta
corroborando com os dendrogramas (Figuras 2 e 3). Verificou—se pela coordenada
principal que ocorreram também poucas sobreposifes de individuos da mesma
populacao indicando que esses individuos sao diferentes (Figura 4).

A distribuicdo dos individuos nas populacdes representadas na
coordenada principal usando distancias euclidianas corroboram com a

representacdo do dendrograma que mostrou a distribuicdo baseada no coeficiente
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de similaridade de Dice (Figura 2). Associando estas informacdes aos dados da
figura 1, observou-se que as populacbes ndo se separaram de acordo com a
distancia geogréfica, mas que estas populacdes se agruparam devido as condi¢cdes
ambientais as quais estiveram expostas. Evidenciou-se, portanto, que 0s grupos que
se formaram estéo arranjados de acordo com as caracteristicas geoldgicas e com as
classes de solos em que os individuos se encontram.

A distancia genética entre as populacbes demonstrou que a
divergéncia genética entre as populacdes de Vila Preta e Mortandade foi de 0.0348,
entre Trinita e Vila Preta foi de 0.0394 e entre Mortandade e Trinita foi de 0.0394
indicando que as populacdes séo diferentes (tabela 3).

Os niveis moderados a altos de diversidade genética para a espécie
podem justificar a conservacdo da variabilidade genética e a manutencdo apenas
das populacbes de Mortandade e Trinita, 0 que ndo seria uma inferéncia correta,
uma vez que os nhiveis de variabilidade genética entre as populacdes encontradas
foram considerados altos. Assim, a perda de uma ou mais populacdes pode levar a
perda de alelos raros exclusivos de determinada populacdo. Cabe ressaltar, que
quaisquer medidas a serem tomadas no sentido da preservagcao de germoplasma ex

situ, ndo descartam a necessidade de conservacgao in situ.
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Figura 4 — Representacdo bidimencional da andlise da coordenada principal de 90
individuos amostrados nas popula¢des de [Mortandade (M), Vila Preta (VP), Trinita
(T)] da Fazenda Monte Alegre, Telémaco Borba, Brasil.

Em 1963, aconteceu o grande incéndio florestal que atingiu a regido
central do Estado do Parana, entre os meses de agosto e setembro. Em Monte
Alegre, o fogo chegou no final de agosto e atingiu cerca de 85% do patrimdnio da
Klabin. Apds o ocorrido, a companhia redobrou seus cuidados com a protecédo as
florestas, iniciando a implantacdo de um programa especifico de protecéo florestal
com o0 objetivo de proteger as suas extensas areas florestadas e reflorestadas
(Klabin, 2007).

Segundo informacdes cedidas pela da Empresa Klabin do Parana
Produtos Florestais Ltda, apenas a populacdo de Mortandade néo foi afetada pelo
incéndio. E importante ressaltar que mesmo com esse fato marcante essa espécie
medicinal M. aquifolium aqui estuda sdo de populacbes nativas e apresentaram
niveis moderados a altos de diversidade genética (Klabin, 2006).

As informagBes obtidas neste estudo para essas arbdreas
medicinais climéxicas indicaram que as estratégias para a conservacdo de M.

aquifolium devem ser estruturadas de acordo com 0s parametros ecogeograficos
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locais realizando se a coleta em cada um dos compartimentos ambientais em que 0s
individuos se encontram.

O Fst, indice de divergéncia genética, caracteriza as populacdes
nativas aqui estudadas com alta diferenciacédo genética qualitativa (tabelas 1 e 2).

As populacdes nativas de M. aquifolium das regides de Mortandade,
Vila Preta e Trinita aqui estudadas tém grande potencial genético portanto elas sédo
indicadas para a realizacdo de futuros programas domesticacdo, estudos

fitoquimicos e melhoramento genético para a espécie.
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4. Conclusdes

A metodologia de RAPD detectou a variagcdo genética entre e dentro
de populac¢des naturais de M. aquifolium.

Foram obtidos 283 marcadores de RAPD analisados que detectaram
nenhuma banda monomorfica.

A analise molecular indicou maior variabilidade genética dentro das
populacdes que entre elas.

Os niveis de diversidade genética encontrados foram de moderados
a altos.

As populagdes de Mortandade, Vila Preta e Trinita se agruparam
devido as condi¢cbes ambientais as quais estiveram expostas.

As populacbes de Mortandade e de Trinita estdo proximas
geograficamente e ao mesmo tempo sdo as que se apresentam mais distantes

geneticamente.
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