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RESUMO GERAL

A Usina Hidrelétrica Belo Monte é uma das maiores iniciativas do setor
energético brasileiro. Sua instalacdo, na Bacia do Rio Xingu, traz uma série de
consequéncias sociais, econdmicas e ambientais. A ameaca a biodiversidade é
um dos seus principais impactos negativos. O pau-cravo (Dicypellium
caryophyllaceum, Lauraceae) é uma espécie arbdrea que sofreu forte exploracao,
durante os séculos, por ser considerada uma especiaria e, atualmente, é bastante
rara no territorio brasileiro. Portanto este estudo teve como objetivo analisar a
diversidade genética de wuma populacio natural de Dicypellium
caryophyllaceum, presente na Area de Influéncia Direta da Usina Hidrelétrica
Belo Monte, em Altamira (Pard). A analise foi feita com base em 22 primers
ISSR. No total, foram identificados 180 fragmentos, sendo 125 polimdrficos
(69,44%). O numero de locos por primer variou de cinco a 15, com média 8,2 (£
2,68). O numero de alelos (N;) e namero de alelos efetivos (N.) foram,
respectivamente, 1,672 e 1,470. A heterozigosidade esperada (He) e o Indice de
Shannon (1) foram 0,266 e 0,389, respectivamente. A analise de estrutura
genética espacial, realizada com base no coeficiente kinship de coancestria, foi
significativa (p < 0,05) para distancia de 21 m. O teste de Wilcoxon, para
ocorréncia de gargalo genético, apresentou resultado significativo (P = 0,03125),
indicativo de que a populacdo estudada passou por uma reducdo no tamanho
populacional recentemente. Os resultados deste estudo mostraram que, apesar de
se tratar de uma espécie endémica e ameacgada, a populacdo estudada de D.
caryophyllaceum possui moderada diversidade genética. Os individuos
distanciados entre si a menos de 21 m apresentam tendéncia de estruturacdo
familiar e foi observado que a populagdo passou por gargalo genético. A forte
exploracdo da espécie, ocorrida nos ultimos séculos, ocasionou sua reducdo
populacional. A diminuicdo do tamanho populacional e o isolamento das
populacBes podem levar a ocorréncia de endogamia e deriva genética, o que
reduz a diversidade genética e aumenta o risco de extingao.

Palavras-chave: Conservacgao genética. Marcador molecular. Pau-cravo.



GENERAL ABSTRACT

The Belo Monte Hydropower Plant is one of the largest initiatives of the
Brazilian energy sector. Its installation in Xingu River Basin brings a range of
social, economic and environmental consequences. One of the main negative
impacts of its installation is threat to biodiversity. Brazilian clove bark
(Dicypellium caryophyllaceum, Lauraceae) is an arboreal specie that suffered
strong exploitation for centuries for being considered a spice and is currently
quite rare in Brazil. Therefore, this study aimed at analyzing the genetic
diversity of a natural population of Dicypellium caryophyllaceum present at the
Direct Influence Area of Belo Monte Hydropower Plant in Altamira (Para). The
analysis was based on 22 ISSR primers. A total of 180 fragments were
identified, being 125 polymorphic (69,44%). The number of loci per primer
ranged from five to 15, with mean of 8,2 (x 2,68). The number of alleles (N,)
and the number of effective alleles (N.) were, respectively, 1,672 and 1,470.
The expected heterozygosity (He) and Shannon index (1) were 0,266 and 0,389
respectively. Spatial genetic structure analysis based on coancestry kinship
coefficient was significant (p < 0,05) for a distance of 21 m. The Wilcoxon test
for the occurrence of genetic bottleneck showed a significant result (P =
0,03125), indicating that the studied population has recently experienced a
reduction in population size. The results of this work showed that although it is
an endemic and endangered species, the D. caryophyllaceum population has
moderate genetic diversity. Individuals distant from less than 21 m exhibited a
trend of family structure and it was observed the population underwent a genetic
bottleneck. The strong exploitation of the species occurred in recent centuries
leading to the reduction in its population size. Reduction in population size and
isolation of populations may lead to inbreeding and genetic drift, which reduce
the genetic diversity and increase its risk to extinction.

Keywords: Genetic conservation. Molecular marker. Brazilian clove bark.
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1. INTRODUCAO

O crescimento demografico e o desenvolvimento industrial no Brasil
trouxeram consigo aumento na demanda por energia elétrica. Assim, novos
investimentos se tornaram necessarios para suprir a demanda e garantir a
seguranca energética no pais.

O Brasil possui uma das matrizes energéticas mais limpas do mundo e as
usinas hidrelétricas respondem por, aproximadamente, 65% da oferta energética
interna (EMPRESA DE PESQUISA ENERGETICA - EPE, 2015). Essa grande
representatividade ocorre, principalmente, pela grande disponibilidade hidrica e
condi¢des favoraveis de relevo.

A Bacia Amazbnica detém, aproximadamente, metade do potencial
hidrelétrico brasileiro, sendo 0 Rio Xingu um dos seus rios mais importantes. A
Bacia do Xingu é extremamente relevante para o patriménio cultural e natural
brasileiro. Essa regido € considerada um complexo historico e etnografico, além
de possuir elevada diversidade bioldgica (BERCHIN et al., 2015).

A Usina Hidrelétrica Belo Monte (UHE Belo Monte) é uma das maiores
iniciativas brasileiras dos Gltimos tempos no setor energético. Belo Monte é o
terceiro maior complexo hidrelétrico do mundo, atras apenas de Itaipu, no Brasil
e Paraguai, e Trés Gargantas, na China (LESSA et al., 2015).

Apesar dos beneficios gerados com a instalagdo de usinas hidrelétricas
(aumento na oferta energética, geracdo de empregos, melhorias em
infraestrutura, entre outros), VvAarios impactos socioambientais negativos,
também, sdo gerados. A perda de biodiversidade pela construcdo de barragens e
reservatérios é um exemplo dos impactos ambientais negativos.

A biodiversidade diz respeito a variedade de organismos em niveis de

genes, espécies e ecossistemas (MCNEELY et al., 1990). As pressdes antropicas
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tém causado perdas significativas na biodiversidade e muitas espécies estdo
ameacadas de extingdo. Para evitar o desaparecimento da biodiversidade, séo
necessarios estudos que subsidiam a tomada de decisdes para conservagao in situ
e ex situ, como aqueles destinados a conservagao genética.

Um dos objetivos da conservacdo genética é o estudo da diversidade
genética e sua distribuicdo no espaco (estrutura genética). A diversidade
genética é fundamental para os seres vivos, pois é base para evolucao e,
portanto, essencial para resposta das espécies as mudancas ambientais bidticas e
abidticas.

Em espécies com reduzido tamanho populacional efetivo (Ne), como as
espécies ameacadas de extincdo, a diversidade genética é fortemente
comprometida. 1sso ocorre, porque pequenas populacdes estdo mais sujeitas a
deriva genética e endogamia. Assim, o conhecimento da diversidade genética é
fundamental para conservar, efetivamente, essas espécies e evitar seu
desaparecimento.

Dicypellium caryophyllaceum, vulgarmente conhecida como pau-cravo
e canela-cravo, é uma espécie arbdrea pertencente a familia Lauraceae cuja
ocorréncia, no Brasil, foi relatada nos estados do Para e Maranhdo. No periodo
colonial brasileiro, teve inicio a forte exploracdo do pau-cravo, principalmente,
por suas caracteristicas aromaticas. Essa exploragdo se manteve, durante os trés
séculos seguintes, 0 que tornou a espécie extremamente rara no territorio
brasileiro e ameacada de extin¢éo (SALOMAO; ROSA, 2012).

Assim, este estudo teve como principal objetivo analisar a diversidade
genética de individuos de Dicypellium caryophyllaceum (Mart.)) Ness
(Lauraceae), existentes na Area de Influéncia Direta da Usina Hidrelétrica Belo
Monte em Altamira, Para. A partir deste estudo, buscou-se, também, (i) analisar
a ocorréncia de estrutura genética espacial (EGE) e (ii) verificar a ocorréncia de

gargalo genético na populacédo estudada.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Usinas hidrelétricas

Atualmente, as hidrelétricas sdo as maiores fontes de energia renovavel
do mundo, respondendo por 16% da oferta mundial. Essa forma de geracdo de
energia tem sido usada em cerca de 160 paises e China, Brasil, Canada e Estados
Unidos respondem juntos por metade da geracdo hidrelétrica mundial. Esses
paises, somados & Russia, Noruega, india, Venezuela, ao Jap&o e & Franca, sdo
responsaveis por 70% da geracao total mundial (LESSA et al., 2015).

A matriz energética brasileira estd entre as mais limpas do mundo,
74,6% da oferta interna de energia provém de fontes renovaveis. As usinas
hidrelétricas sdo as maiores fontes de energia do Brasil, respondendo por 65,2%
da oferta interna (BERCHIN et al., 2015; EPE, 2015; SANTOS et al., 2012).

No Brasil, estima-se que a produgéo energética a partir das hidrelétricas
aumentara em torno de 30% até 2020. Esse desenvolvimento ocorrerd em
virtude, principalmente, da expansdo das inciativas na regido Norte do pais,
como no complexo do rio Tapajos e na hidrelétrica de Belo Monte (LESSA et
al., 2015).

As usinas hidrelétricas sdo fontes renovaveis de energia que se mostram
solucBes, para paises como o Brasil, com caracteristicas favoraveis (relevo e
disponibilidade hidrica), para diminuicdo no consumo de combustiveis fdsseis
(BERCHIN et al., 2015; LOPES, S. et al., 2014). Seu funcionamento se baseia
na construgdo de uma barragem para o represamento da dgua que é utilizada na
alimentacdo de uma ou mais turbinas, que, por sua vez, movem um gerador que
produz energia elétrica (ELETROBRAS; MINISTERIO DE MINAS E
ENERGIA, 2009).
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A geracdo de energia por hidrelétricas apresenta vantagens como
menores custos comparados as termelétricas e a maioria das fontes renovaveis,
fornecimento de energia em escala com maior estabilidade que fontes edlicas e
solares e, potencialmente, capacidade de gerar energia com menor emissdo de
gases do efeito estufa que as termelétricas, embora essas emissdes, ainda, sejam
consideraveis (LESSA et al., 2015; STICKLER et al., 2013).

Como as demais fontes de energia elétrica, as fontes hidrelétricas,
também, apresentam impactos sociais e ambientais negativos. No que diz
respeito aos impactos sociais, o estabelecimento das barragens e as inundacdes
podem afetar, negativamente, a vida dos moradores locais incluindo seu
deslocamento forcado, destruicdo de areas comunitarias e ancestrais, facilitagdo
da disseminacdo de doencas e aumento do desemprego ao término da construgao
das barragens (STICKLER et al., 2013). Em relacdo aos impactos ambientais, a
construcdo de barragens e reservatdrios impde mudancas significativas ao
comportamento hidrico, destrui¢cdo de habitats, fragmentacdo dos ecossistemas,
isolamento da fauna e flora, entre outros (LOPES, S. et al., 2014).

A dindmica ecologica e o funcionamento dos reservatorios estdo
relacionados as caracteristicas da bacia hidrogréafica, fatores atuantes (ciclos
ecoldgicos, hidrologicos e climatologicos) e as acdes antropicas nessas areas
(TUNDISI; MATSUMARA-TUNDISI; TUNDISI, 2015). A construgdo de
barragens altera o comportamento natural dos rios transformando os trechos a
montante em ambientes Iénticos e os trechos a jusante em ambientes I6ticos.
Essa acdo gera uma série de mudancas nas caracteristicas da agua e dos
ecossistemas afetados (BERCHIN et al., 2015; SOUSA JUNIOR; REID, 2010).

A construcdo de barragens, para represamento de agua e geracdo de
energia elétrica, foi realizada, em muitas regides do Brasil, sem o entendimento
necessario das consequéncias ambientais (LOPES, S. et al., 2014). Contudo as

discussdes a respeito dos impactos gerados pelas usinas hidrelétricas se
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intensificaram nos ultimos tempos (LESSA et al., 2015; LOPES, S. et al., 2014;
SANTOS et al., 2012).

2.1.1 Usina Hidrelétrica Belo Monte (UHBM)

As regides Sul e Sudeste ja possuem seu potencial hidrelétrico bastante
explorado e baixas perspectivas para novos investimentos. Assim, a regido Norte
e, consequentemente, a Amazbnia brasileira tém atraido crescentes
investimentos hidrelétricos pelo seu grande potencial e pela demanda por
energia (LESSA et al., 2015; SOUSA JUNIOR; REID, 2010).

A crise do petréleo, ocorrida na década de 1970, motivou o governo
ditatorial brasileiro a buscar a diversificacdo da matriz energética nacional para
garantir a seguranca energética. A partir dai, a Bacia do Rio Xingu foi mapeada
por um grupo de engenheiros (Consércio Nacional de Engenheiros Consultores
S.A.) que apresentou propostas para construgdo de cinco hidrelétricas nessa
bacia (BERCHIN et al., 2015).

A Usina Hidrelétrica Belo Monte (UHEBM) esta localizada em um
trecho do rio Xingu (Para) denominado Volta Grande. Trata-se de um trecho de
corredeiras proximo ao municipio de Altamira que recebe esse nome em razdo
de uma mudanca abrupta que o rio faz em sua trajetoria no sentido ao Norte da
Amazdnia. O projeto envolve trés localidades: sitio Belo Monte, localizado na
interse¢do do Rio Xingu com a rodovia Transamazonica; sitio Pimental, situado
nos municipios de Vitéria do Xingu e Altamira; e sitio Bela Vista, localizado
entre os sitios Belo Monte e Pimental (SOUSA JUNIOR; REID, 2010).

A Figura 1 mostra a Usina Hidrelétrica Belo Monte e suas areas
adjacentes: a agua do rio Xingu é desviada pela barragem Pimental e é
transferida lateralmente até a barragem de Belo Monte onde, apds a geracéo da
energia, retorna ao rio (SOUSA JUNIOR; REID, 2010).



Figura 1 — Usina Hidrelétrica Belo Monte.
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Fonte: Sousa Janior e Reid (2010).

A Usina Hidrelétrica Belo Monte, no estado Para, é o maior plano
hidrelétrico do Brasil nos udltimos 10 anos (TUNDISI; MATSUMARA-
TUNDISI; TUNDISI, 2015). Sua capacidade hidrelétrica é de 11.233,1 MW o
que torna Belo Monte uma das maiores hidrelétricas do mundo, atras apenas das
hidrelétricas Trés Gargantas (China) e Itaipu binacional (Brasil e Paraguai), que
possuem capacidades de geracdo de 22.500 MW e 14.000 MW, respectivamente
(BERCHIN et al., 2015; ELETROBRAS; MINISTERIO DE MINAS E
ENERGIA, 2009; SANTOS et al., 2012; STICKLER et al., 2013).
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Em fevereiro de 2016, foi finalizado o enchimento dos reservatorios e
teve inicio o funcionamento de uma turbina em fase de teste (CRAIDE, 2016).
Atualmente, a Usina Hidrelétrica de Belo Monte ja funciona comercialmente e a
previsdo é de que o pleno funcionamento seja alcancado em 2019 (AGENCIA
BRASIL, 2016; BRASIL, 2016).

O processo de geracdo energética, em Belo Monte, produzird,
aproximadamente, 40% da energia estimada pelas condi¢Ges sazonais de
pluviosidade. A geracdo média anual esperada é de 4.500 MW e a capacidade
méaxima (11.233 MW) ¢é esperada apenas nos periodos mais chuvosos
(BERCHIN et al., 2015). Apesar do rendimento limitado, a usina Belo Monte
apresenta relacdo area/capacidade de 0,05 km2/MW, valor inferior a média
nacional (0,49 km?MW) e de outras usinas brasileiras como Serra da Mesa
(1,40 km&/MW), Tucurui (0,29 kmzMW) e Itaipu (0,10 km2/MW) (SANTOS et
al., 2012; SOUSA JUNIOR; REID, 2010).

Originalmente, 0 mecanismo, para aumentar a producdo energética de
Belo Monte, na época de seca, consistiria na criacdo de varias barragens e
reservatérios grandes acima do reservatério principal. Contudo uma alteracéo foi
feita de forma a desviar parte do rio para um canal que desdgua em uma cascata
natural de, aproximadamente, 90 metros. Apesar de inundar uma area florestal e
da ndo regulacdo da sazonalidade, essa alternativa reduz o tamanho do
reservatério de 1.225 km? para 516 km? porque ndo sera mais necessaria a carga
hidraulica de um reservatério artificial profundo (BERCHIN et al., 2015;
ELETROBRAS; MINISTERIO DE MINAS E ENERGIA, 2009; STICKLER et
al., 2013).

A instalagdo da UHBM causa impactos positivos e negativos na regido e
no pais. Seus principais impactos positivos sdo: aumento no fornecimento de
energia; a forma de operagdo diminuira os impactos socioambientais na regiao;

armazenamento de agua em outras hidrelétricas para producdo de energia no
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periodo de seca; criacdo de empregos. J& 0s principais impactos negativos séo:
desalojamento de moradores; interferéncia na vida social e relagdes historico-
culturais; alteracfes em seus modos de producdo e consumo; crescimento
populacional; alteracdes da paisagem; perda de biodiversidade (BERCHIN et al.,
2015; ELETROBRAS; MINISTERIO DE MINAS E ENERGIA, 2009).

A construcdo da barragem causa grande impacto na biodiversidade uma
vez que a continuidade dos ambientes riparios é interrompida. Isso pode levar a
restricdo do fluxo génico de plantas e animais, deteriorando a diversidade
funcional e genética ao longo do tempo e expondo as populagdes as drasticas
mudancas no ambiente (LOPES, S. et al., 2014).

2.2 Conservacdo da biodiversidade

De acordo com McNeely et al. (1990), biodiversidade é a variacdo e a
variabilidade de organismos vivos e processos ecologicos dos quais eles fazem
parte. Segundo esses autores, a biodiversidade ocorre em trés niveis: (i)
diversidade genética, que consiste na informacao genética total contida em todos
0s seres vivos que habitam a Terra; (ii) diversidade especifica, que se refere a
variedade de organismos vivos na Terra e; (iii) diversidade ecossistémica, que
diz respeito a variedade de habitats, comunidades bidticas e processos
ecoldgicos presentes na biosfera.

As acles humanas afetam direta e indiretamente a biodiversidade. As
consequéncias da destruicdo de habitats, na viabilidade de populacdes, séo
relevantes, para 0s estudos em conservacdo e, consequentemente, para
manutencdo da biodiversidade. Um grande e desconhecido nimero de espécies
ja foram extintas e outras tiveram suas populagdes tdo reduzidas que se
encontram em risco de extin¢cdo (FRANKHAM, 2003).
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Conservagdo é 0 manejo no uso humano da biosfera de forma a
beneficiar as geragdes presentes e manter o potencial para o as necessidades e
desejos das futuras geracbes. A conservagdo dos recursos naturais, portanto
consiste no manejo sustentavel desses recursos (INTERNATIONAL UNION
FOR CONSERVATION OF NATURE - IUCN; UNITED NATIONS
ENVIRONMENT PROGRAMME - UNEP; WORLD WILDLIFE FUND -
WWF, 1980).

A conservacdo pode ser realizada de duas maneiras: in situ e ex situ.
Conservacao in situ diz respeito as acdes realizadas in loco, isto é, nos locais de
ocorréncia natural da(s) espécie(s) alvo. As Unidades de Conservacdo sdo 0s
principais mecanismos para conservagéo in situ. A conservagao ex situ, por sua
vez, é aquela realizada em locais diferentes ao local de ocorréncia natural da
espécie. A criacdo de jardins botanicos, bancos de germoplasma, zooldgicos,
programas de reproducdo em cativeiro, entre outros, sdo exemplos de acfes de
conservacdo ex situ (IUCN; UNEP; WWF, 1980).

Para conservacdo e sustentabilidade de populagdes, no ambiente, ao
longo do tempo, € fundamental identificar se as populagfes mantém um
conjunto de caracteristicas genéticas distintas (ALVARES-CARVALHO et al.,
2015; HU et al.,, 2014). A conservacdo da diversidade genética é um dos
principais objetivos da biologia da conservacdo uma vez que essa variacdo é a
base para evolucdo e, portanto, para o processo de adaptagdo as mudangas no
ambiente (AGUIAR et al., 2008; WU et al., 2015).

2.2.1 Espécies raras e espéecies ameacgadas de extin¢éo

Ultimamente, a preservacdo de espécies selvagens tem sido uma das

maiores preocupagdes da biologia da conservacdo. As taxas de extingdo dessas
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espécies vém aumentando, significativamente, em resposta as a¢gdes humanas
(SHAH et al., 2008).

Em decorréncia de perturbages naturais ou antrdpicas, muitas espécies
podem sofrer dréstica reducdo populacional. Em casos extremos, poucos ou um
Unico individuo podem restar em toda area de ocorréncia da espécie
(FRANKHAM, 2003; LI et al., 2012).

Espécies naturalmente raras sdo aquelas que possuem distribuicdo
geografica restrita, restrita especificidade de habitat, reduzida dispersdo de pélen
e sementes, baixa taxa reprodutiva ou reduzido tamanho populacional local.
Essas espécies possuem diferentes tamanhos populacionais, estruturas genéticas
e distribuicdo geografica (VINSON et al., 2015). Segundo Karron (1991), as
espécies raras podem ser divididas em trés grupos: espécies amplamente
distribuidas com baixa densidade em nivel local, espécies que apresentam alta
especificidade de habitat e espécies endémicas distribuidas entre uma e cinco
populacdes.

Normalmente, espécies raras sdo geneticamente menos diversas que
aquelas amplamente distribuidas ou comuns (AGUILAR et al., 2008; SHAH et
al., 2008; VINSON et al., 2015). Em razdo, também, de aspectos demogréaficos e
ameacas ambientais, essas espécies apresentam maior risco de extingdo
estocastica. Dessa forma, espécies raras necessitam de rapida intervencdo para
sua sobrevivéncia (FRANKHAM, 2003; VINSON et al., 2015).

As espécies ameagadas de extingdo sdo aquelas com alto risco de
desaparecimento na natureza em futuro proximo, assim reconhecidas pelo
Ministério do Meio Ambiente, com base em documentagdo cientifica disponivel
(BRASIL, 2008). Comumente, a maioria das espécies ameagadas de extin¢do
apresenta sucesso reprodutivo reduzido. Isso € uma consequéncia da depressao
por endogamia e do seu reduzido potencial evolutivo (FRANKHAM, 2003). Sdo

exemplos de espécies ameacadas de extin¢do: pinheiro-brasileiro (Araucaria
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angustifolia, Araucariaceae), Jussara (Euterpe edulis, Arecaceae), pau-brasil
(Caesalpinea echinata, Fabaceae), pau-cravo (Dicypellium caryophyllaceum,
Lauraceae), entre outras (BRASIL, 2008).

A conservacdo de espécies ameacadas de extingdo se tornou uma
preocupacdo global por seus valores ecoldgicos, educacionais, historicos,
estéticos, recreacionais e cientificos (ZHOU et al., 2014). Segundo Frankham
(2005), a extincdo bioldgica ocorre pela combinacdo dos efeitos de fatores
deterministicos (destruicdo de habitat, exploragdo excessiva, introdugdo de
espécies e poluicdo) e estocasticos (demograficos, ambientais, genéticos e
catastroficos).

Geralmente, grande parte das espécies ameacadas se encontra dividida
em grupos de individuos que reproduzem entre si, seja em diferentes fragmentos
de habitats, unidades de conservagdo ou colecOes e criadouros. Dessa forma, a
caracterizacdo e gestdo da diversidade genética dessas espécies devem ser feitas
considerando-se as estruturas populacionais idiossincraticas (TORO;
CABALLERO, 2005).

Para espécies raras e ameacadas de extincdo, o conhecimento da
diversidade genética e sua distribuicdo nas populacGes é extremamente relevante
na determinacdo de estratégias eficientes para conservagdo (SHAH et al., 2008;
WU et al., 2015). Muitas espécies de plantas estdo ameacadas de extincdo pela
destruicdo de habitat. Para que a protecdo dessas espécies seja efetiva, €
necessario conhecimento da diversidade genética e sua distribuicdo dentre e
entre populacdes, além do entendimento das causas da raridade (Cl et al., 2008;
ZHOU et al., 2014).

Aspectos fundamentais para biologia da conservacdo como a perda da
diversidade genética em programas de conservacdo e a restauracdo de
populagdes ameagadas s6 podem ser considerados a partir de detalhados estudos
em conservacao genética (HU et al., 2014; ZHOU et al., 2014).
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2.3 Conservacao genética

A perda de caracteristicas genéticas dos recursos floristicos e faunisticos
¢ uma das maiores consequéncias da pressdo antrépica sobre 0s recursos
naturais. Essa pressdo coloca em risco parte da biodiversidade existente, no
planeta, o que tornou necessario o desenvolvimento de estudos que subsidiassem
técnicas e praticas que possibilitassem a reversdo dessa situacdo (AGUIAR et
al., 2013).

Os estudos genéticos adquirem papel cada vez mais importante na
conservacdo da biodiversidade. A quantificacdo da distribuicdo da variacdo
genética, estruturacdo genética espacial dos gendtipos, fluxo génico e taxas de
cruzamentos sao informacdes que contribuem fortemente para o bom
planejamento e manejo da biodiversidade (HU et al., 2014; MELO JUNIOR et
al., 2015).

A conservacdo genética tem como objetivo estudar as informacdes
genéticas dos seres vivos e, a partir delas, auxiliar na determinacao das melhores
estratégias para conservacdo, preservagdo e restauracdo de suas populagOes
(GONCALVES et al.,, 2014; LOPES, M. et al., 2014). De forma geral, as
informacgbes genéticas dizem respeito as sequéncias de DNA, genes individuais,
Cromossomos ou variagdo genética quantitativa (TORO; CABALLERO, 2005).
A obtencdo das informacBes a respeito dos niveis de diversidade genética
ocorrentes nas populagdes naturais contribui para o entendimento da ecologia da
espécie bem como a distribuigéo da diversidade genética no espago (ALVARES-
CARVALHO et al., 2015).

Segundo Frankham (2003), a conservacdo genética lida com fatores
genéticos que afetam o risco de extincdo bem como de praticas de manejo

genético que reduzam esse risco. De acordo com esse autor, as principais
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questdes genéticas sdo: efeitos deletérios da endogamia na reproducdo e
sobrevivéncia (depressdo por endogamia); perda de diversidade genética e
capacidade de evolucdo em resposta as mudancas ambientais; fragmentacdo de
populagdes e reducdo do fluxo génico; deriva genética como principal processo
evolucionario (superando a selecdo natural); acumulacdo e perda de mutacdes
deletérias; adaptacdo genética ao cativeiro e seus efeitos adversos no sucesso da
reintroducdo; resolucdo de incertezas taxonémicas; definicdo de unidades de
manejo; uso de analises genéticas moleculares na analise forense; entendimento
de aspectos da biologia da espécie importantes para conservacdo e efeitos

deletérios no sucesso decorrentes de cruzamentos (depressao exogamica).

2.3.1 Diversidade genética

As plantas apresentam um conjunto de genes capazes de codificar a
producdo de aminoacidos que, por sua vez, sdo usados na sintese de proteinas.
Esses genes sdo divididos em duas classes: monomorficos e polimoérficos. Os
genes monomérficos sdo aqueles que apresentam um alelo por loco (frequéncia
do alelo mais comum > 99%) e estdo presentes em todos os individuos de todas
as populacbes de uma dada espécie. Os genes polimorficos sdo aqueles genes
gue apresentam mais de um alelo por loco e variam entre individuos de uma
populagdo, entre populacdes e entre espécies. As proporcGes de genes
monomdrficos e polimoérficos variam de acordo com os grupos taxonémicos,
sendo que em plantas a proporcdo média é de 50% (FALK; KNAPP;
GUERRANT, 2001). Os genes polimérficos tém sido amplamente estudados
uma vez que eles correspondem as regibes do DNA onde a variabilidade
genética se manifesta.

Segundo Toro e Caballero (2005), a diversidade genética é definida

como a variedade de alelos e gendtipos presentes em uma populacdo. Essa
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variagdo tem como reflexos diferencas morfoldgicas, fisioldgicas e
comportamentais entre individuos e populagdes.

De acordo com Hedrick (2001), a diversidade genética pode ser dividida
em neutra, deletéria e adaptativa. A variacdo neutra é aquela que ndo apresenta
efeitos (positivos ou negativos) em populagbes pelo baixo efeito do(s)
coeficiente(s) seletivo(s) em relacdo ao tamanho efetivo populacional. A
variacdo deletéria, por sua vez, é aquela que ocasiona efeitos negativos no
fitness, muitas vezes, por mutagcdes ou aumento na deriva genética. A variacdo
adaptativa esta relacionada as vantagens no fitness consequentes do surgimento
de novas variantes ou por aquelas mantidas pelo equilibrio de selecdo. Conforme
afirmam Toro e Caballero (2005), geralmente, as variantes neutras sdo usadas
em abordagens conservacionistas, enquanto as variantes deletérias e adaptativas
séo relevantes nos contextos de sobrevivéncia e caracteristicas economicamente
importantes.

A diversidade genética é a matéria-prima para a evolugdo, uma vez que
permite a adaptacdo das espécies as condicdes adversas (HU et al., 2014;
LOPES, M. et al., 2014; WU et al., 2015; ZHOU et al., 2014). Essa variacdo tem
origem pelo processo da mutacdo e é moldada a parir do fluxo génico,
recombinacdo, deriva genética aleatéria e selecdo natural (FRANKHAM, 2003).

Shah et al. (2008) ressaltam que a diversidade genética é um
componente fundamental da biodiversidade, sendo fortemente relacionada a
distribuicdo geografica dos gendétipos que constituem as subespécies, ragas e
ecotipos. Portanto, ela contribui ndo apenas com o sucesso das populagdes, mas
também com o funcionamento e a resiliéncia dos ecossistemas (THOMAS et al.,
2014).

A diversidade genética em populacBes esta fortemente relacionada a
resposta aos estresses ambientais em curto prazo e para mudanga evolutiva em
longo prazo (LIU et al, 2013; SHAH et al., 2008). Sua manutencdo é
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fundamental, pois permite as espécies responderem as mudangas ambientais,
tanto bidticas quanto abidticas (CI et al., 2008; DUARTE; CARVALHO;
VIEIRA, 2015; ELLSTRAND; ELAM, 1993; FRANKHAM, 2003; TORO;
CABALLERO, 2005). A baixa diversidade genética tem como consequéncias o
baixo tamanho populacional efetivo, a elevada depressdo por endogamia, maior
sensibilidade ao ataque de pragas e doencas e a reducdo do potencial evolutivo
adaptativo da populacdo (FRANKHAM, 2003; VINSON et al., 2015).

Geralmente, espécies arboreas apresentam elevada diversidade genética.
Isso ocorre como resultado da interacdo de fatores como elevada taxa de
cruzamento e sistemas reprodutivos que envolvem sofisticados mecanismos de
autoincompatibilidade e polinizagdo zoocérica (DUARTE; CARVALHO;
VIEIRA, 2015; KAGEYAMA et al., 2003; WARD et al., 2005).

A diversidade genética é medida, normalmente, pelas frequéncias de
alelos e gendtipos, proporcdo de locos polimorficos, heterozigosidade observada
e esperada e diversidade alélica (TORO; CABALLERO, 2005). Seu
monitoramento deve fazer parte de um contexto bioldgico significativo de forma
que os efeitos de suas provaveis alteracdes sejam conhecidos. Para isso, é
essencial a combinagdo de indicadores ecoldgicos e genéticos (THOMAS et al.,
2014).

A frequéncia de monitoramento da diversidade genética deve ser
determinada com base em aspectos praticos como recursos humanos, financeiros
e numero de espécies de interesse. A analise periddica da diversidade genética,
associada a estudos de dinamica florestal, em parcelas permanentes, pode
contribuir, significativamente, para conservagdo. Assim, perdas na diversidade
genética podem ser rapidamente identificadas e medidas podem ser tomadas
(ELLSTRAND; ELAM, 1993).
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2.3.2 Estrutura genética espacial

A estrutura genética espacial (EGE) em populagdes naturais diz respeito
a distribuicdo ndo aleatdria dos gendtipos. Essa caracteristica é resultado da agao
de diferentes processos, como eventos historicos e pressdo de selecdo
(VEKEMANS; HARDY, 2004).

O estudo da estrutura genética espacial dentro das populacGes (pequena
escala espacial) possibilita a identificacdo de grupos de individuos aparentados
através da deteccdo dos genGtipos ou frequéncias genéticas (MELO JUNIOR et
al., 2015; MORAES; KAGEYAMA; SEBBENN, 2005). Nessa escala, a
estruturacdo dos genoétipos ocorre, provavelmente, pela limitada dispersdo de
alelos. Assim, a similaridade genética é maior entre individuos geograficamente
proximos que entre individuos mais distantes, o que comprova a teoria do
isolamento por distancia (VEKEMANS; HARDY, 2004).

A autocorrelacdo espacial, com base em relagbes de parentesco, é um
método bastante eficiente na caracterizacdo da estrutura genética espacial. O
coeficiente kinship é dos mais utilizados. Ele representa a probabilidade de
genes tomados, ao acaso, de cada individuo serem idénticos por descendéncia
(JIN; HE; LU, 2006; VEKEMANS; HARDY, 2004).

A estrutura genética espacial esta relacionada a dindmica da endogamia
biparental, depressdo por endogamia e sele¢do natural. Isso ocorre, pois a
distribuicdo espacial pode estar associada & probabilidade de cruzamento e
parentesco, principalmente, em espécies polinizadas por animais nas quais ha
tendéncia de individuos mais proximos se intercruzarem mais que individuos
amplamente espacados (MORAES; KAGEYAMA; SEBBENN, 2005).

A estrutura genética espacial positiva indica a localizagdo préxima de
individuos aparentados dentro de uma populacdo. Além disso, pode indicar,

também, a ocorréncia de cruzamentos endogamicos. Esse tipo de informacéao é
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relevante para conservacdo, pois implica na distancia minima entre individuos
que deve ser respeitada na coleta de sementes para programas de melhoramento
ou para recuperacdo de areas degradadas visando a manutencdo da diversidade
genética (MELO JUNIOR et al., 2015).

A ocorréncia de estrutura genética espacial em populacdes indica que
maiores tamanhos populacionais efetivos devem ser levados em consideracdo
para conservagao uma vez que a endogamia e o parentesco reduzem o tamanho
efetivo populacional (MORAES; KAGEYAMA; SEBBENN, 2005). Assim, 0
conhecimento da estrutura genética espacial auxilia no desenvolvimento de
estratégias adequadas para coleta de sementes visando a preservacdo ex situ e

selecdo de populacBes para conservacao in situ (JIN; HE; LU, 2006).

2.3.3 Tamanho efetivo populacional, deriva genética e endogamia

O tamanho efetivo populacional (Ne) diz respeito ao nimero de
individuos que contribui, geneticamente, com a préxima geracdo, reproduzindo
de forma a manter a variabilidade genética dos descendentes (PINA-
RODRUIGUES; FREIRE; SILVA, 2007). O tamanho populacional € um fator
extremamente importante no monitoramento da diversidade genética (WU et al.,
2015).

A deriva genética é a mudanca aleatéria, na frequéncia alélica, que
ocorre de uma geragdo para outra pela amostragem. Geralmente, em populacdes
grandes, as alteragdes, nessas frequéncias, sdo pouco significativas. Contudo, em
populagdes pequenas (< 100 individuos), as frequéncias alélicas estdo sujeitas a
mudangas grandes e imprevisiveis (ELLSTRAND; ELAM, 1993; PINA-
RODRUIGUES; FREIRE; SILVA, 2007).

Populagdes com tamanho efetivo reduzido sdo mais suscetiveis a perda e
reorganizagdo da variacdo pela deriva genética (ELLSTRAND; ELAM, 1993).
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Como nessas populacdes a selecdo é menos efetiva que em popula¢Ges maiores,
alelos deletérios se tornam seletivamente neutros, sendo seu destino determinado
pela deriva genética. Consequentemente, esses alelos podem ter suas frequéncias
aumentadas, o que implica na redugdo do fitness. Em longo prazo, a fixagéo de
um ntmero suficiente desses alelos pode levar ao decréscimo populacional e a
extincdo (FRANKHAM, 2005).

A endogamia, por sua vez, consiste no cruzamento entre individuos
aparentados. Em plantas, a endogamia, normalmente, ocorre de duas maneiras:
(i) autofecundacdo e (ii) endogamia biparental. A autofecundagdo € a forma mais
extrema de endogamia. Ela pode ser evitada ou minimizada pelos mecanismos
de autoincompatibilidade e dioicia, como pode ser observado em algumas
espécies arboreas tropicais (WARD et al., 2005). A endogamia parental ocorre
mais comumente em populacdes pequenas ou quando ocorre estrutura genética
espacial (ELLSTRAND; ELAM, 1993).

O cruzamento entre individuos aparentados é prejudicial as geracdes
subsequentes uma vez que reduz a capacidade reprodutiva e de sobrevivéncia de
espécies que, naturalmente, possuem fecundacdo cruzada. Isso ocorre pelas
alteracBes na producdo de espermas, capacidade de cruzamento, fecundidade
feminina, sobrevivéncia juvenil, maturidade reprodutiva e expectativa de vida
em animais e componentes relacionados em plantas (FRANKHAM, 2003,
2005).

A depressdo por endogamia origina individuos com fitness reduzido
guando comparados aqueles oriundos de cruzamentos ndo endogamicos. Dessa
forma, a depressdo por endogamia é extremamente relevante para espécies
ameacadas uma vez que essas espécies normalmente possuem tamanho
populacional reduzido e, consequentemente, o cruzamento entre individuos
aparentados ¢é inevitavel (FRANKHAM, 2005; LI et al., 2012).
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O declinio da diversidade genética e 0 aumento da endogamia dependem
do tamanho efetivo populacional genético (FIGURA 2). Normalmente, o
tamanho populacional efetivo é menor que o nimero de adultos potencialmente
reprodutores existentes nas populacfes e que o tamanho populacional bruto
(FRANKHAM, 2005).

Figura 2 - Perda proporcional de diversidade genética (Ht/HO) ao decorrer das
geracBes em populacfes com diferentes tamanhos efetivos (Ne).
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Fonte: Frankham (2005).

Em pequenas populagdes, a deriva genética e a endogamia podem ser
determinantes da diversidade genética e manutengdo da espécie (ELLSTRAND;
ELAM, 1993). A deriva genética e a endogamia levam a reducédo da diversidade
genética, o que € uma potencial ameaca & sobrevivéncia dessas populagdes (LI et
al., 2012; SHAH et al., 2008; WU et al., 2015; ZHOU et al., 2014). Essa
reducdo, na diversidade genética, pode acarretar na diminuigdo da capacidade de
adaptacdo as mudangas ambientais (potencial evolutivo), o que aumenta o risco
de extincdo (FRANKHAM, 2005; WU et al., 2015).
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Populagdes submetidas as pressdes que levam a reducao significativa no

tamanho populacional, também, podem apresentar perda de diversidade

genética. Isso ocorre porque essas pressdes podem gerar estreitamento da base
genética (gargalo genético) (ELLSTRAND; ELAM, 1993).

2.3.4 Gargalo genético

Em locos neutros, o nimero de alelos e suas frequéncias de populacoes
naturais sdo produtos do equilibrio entre mutacdo e deriva genética. O gargalo
genético consiste no desiquilibrio entre mutacdo e deriva genética gerado pela
dréstica redugdo do tamanho efetivo populacional (Ne). Como consequéncia
disso, espera-se que a diversidade de alelos seja reduzida mais rapidamente que
a diversidade genética, o que resulta em um excesso de heterozigosidade
(CORNUET; LUIKART, 1996).

O gargalo genético € prejudicial as populagBes. Sua ocorréncia pode
gerar aumento nas taxas de endogamia, perda de varia¢do genética e fixacao de
alelos deletérios, além de levar a reducdo do potencial adaptativo e ao aumento
do risco de extingdo. Dessa forma, o gargalo genético deve ser evitado,
principalmente, em espécies ameacadas de extingdo (CORNUET; LUIKART,
1996).

Existem dois modelos muito utilizados na detec¢do da ocorréncia de
gargalo genético: Modelo do Alelo Infinito (Allele Infinite Model — IAM) e
Modelo de Passos de Mutagdo (Stepwise Mutation Model - SMM). Esses
modelos sdo considerados os dois extremos da amplitude de modelos de
mutacdo (CORNUET; LUIKART, 1996).

De acordo com Kimura e Crow (1964), o Modelo do Alelo Infinito
assume que cada mutagdo gera um novo alelo, previamente inexistente, na

populagdo, tendo como base o equilibrio entre mutacéo e deriva.
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Segundo Kimura e Ohta (1978), Modelo de Passos de Mutagdo, em sua
forma original, considera que as mutacdes, que provocam mudangas no estado
do alelo, ocorrem em taxa Unica (uma unidade de repeticdo € adicionada ou
removida por geragdo), em direcdo positiva ou negativa e essas alteracdes nos
estados dos alelos podem ser expressas por nimeros inteiros (..., A, Ao, Ay, ...).

A deteccdo da ocorréncia de gargalo genético é muito importante para
conservacdo de espécies, pois as populacBes que sofreram drastica reducdo
populacional podem ndo ter tempo suficiente para se adaptar ao baixo tamanho
efetivo populacional. Quanto mais rapida a deteccdo de gargalo, maiores as
chances de minimizacdo ou evasao de efeitos deletérios por acdes mitigadoras
(LEE et al., 2002).

2.3.5 Marcadores moleculares e marcadores ISSR

O desenvolvimento das técnicas bioquimicas e moleculares gerou novas
dimensdes nos estudos sobre 0s seres vivos, uma vez que permitiram a analise
dos seres vivos em relacdo ao seu DNA (AGUIAR et al., 2013). Com isso, a
estimativa da diversidade genética, para uma série de organismos, tornou-se
possivel (HAMRICK; GODT, 1996; LOPES, M. et al., 2014).

A analise da diversidade genética compreende o estudo dos niveis inter e
intraespecificos da variacdo genética. Essa andlise das caracteristicas genéticas
das populagdes depende de uma série de fatores. Dentre eles, a disponibilidade
de marcadores moleculares que detectam variabilidade adequada é um dos mais
relevantes (Cl et al., 2008; GONCALVES et al., 2014).

Marcadores moleculares sdo sequéncias de DNA capazes de caracterizar
a variabilidade genética em populacdes (GONCALVES et al., 2014). Esse tipo
de marcadores possui vantagens sobre os marcadores morfoldgicos. Dentre elas,

pode-se destacar a neutralidade desses marcadores, visto que eles ndo sdo
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afetados pelo ambiente e estado fisioldgico da planta; simplicidade na deteccao
dos niveis de polimorfismo; acesso rapido (alguns meses) a variagdo genética de
um grande numero de individuos; utilizacdo de pequenas amostras de tecido
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998; PINA-RODRUIGUES; FREIRE;
SILVA, 2007).

O uso de marcadores moleculares, baseados na amplificacdo do DNA,
permitiu avangos no entendimento dos padrdes genéticos e relacBes entre 0s
individuos de uma espécie (DUARTE; CARVALHO; VIEIRA, 2015). Eles tém
sido amplamente empregados em estudos de estrutura genética, de maneira a
fornecer informacdes relevantes a respeito da distribuicdo da variabilidade entre
e dentre as populacgdes (GOIS et al., 2014).

ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) sdo marcadores moleculares
dominantes, baseados na amplificacdo de fragmentos existentes em distancias
amplificaveis entre dois microssatélites idénticos e repetidos, orientados em
direcbes diferentes (5° ou 3’). ISSR pertencem ao grupo dos marcadores
moleculares que usam a PCR (Polimerase Chain Reaction) para amplificacdo
dos fragmentos de DNA (BRANDAO; VIEIRA; CARVALHO, 2011; HU et al.,
2014; LIU et al., 2013; LOPES, M. et al., 2014; MELO JUNIOR et al., 2015).

Marcadores ISSR sdo altamente variaveis dentro de uma espécie,
apresentam ampla superficie de ancoragem e suportam altas temperaturas de
anelamento, o que lhes garante reprodutibilidade e robustez nos resultados
(DUARTE; CARVALHO; VIEIRA, 2015). Esse tipo de marcador, também,
possui como caracteristicas: baixos custos de desenvolvimento; facilidade de
transferéncia dos procedimentos laboratoriais para qualquer espécie de planta;
ndo requer conhecimento prévio do genoma, procedimentos de clonagem ou
sondas caracterizadas; alto grau de polimorfismo (BRANDAO: VIEIRA:;
CARVALHO, 2011; ClI et al., 2008; DUARTE; CARVALHO; VIEIRA, 2015;
GONCALVES et al., 2014; LOPES, M. et al., 2014).
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Por suas caracteristicas, marcadores ISSR tém sido amplamente
utilizados em estudos genéticos de plantas (ALVARES-CARVALHO, 2015;
BRANDAO; VIEIRA; CARVALHO, 2011; Cl et al., 2008; DUARTE;
CARVALHO; VIEIRA, 2015; GONCALVES et al., 2014; HU et al., 2014; JIN;
HE; LU, 2006; MELO JUNIOR et al., 2015), inclusive, em espécies ameacadas
de extingdo (LIU et al., 2013; LOPES, M. et al., 2014; ZHOU et al., 2014).

2.4 Dicypellium caryophyllaceum (Mart.) Ness

Dicypellium caryophyllaceum (Mart.) Ness é uma espécie arblrea da
familia Lauraceae ocorrente na Amazonia em florestas do Brasil, Peru e Equador
(SALOMAOQ; ROSA, 2012). Essa espécie é tipica das formacdes florestais de
terra firme e Floresta Ombrofila (Floresta Pluvial) presentes nos estados do Para
e Maranhdo (LISTA..., 2016).

Popularmente conhecida como pau-cravo, a espécie, também, ¢é
conhecida como cravo-do-maranhdo, cravo-do-Para, cravo-do-mato e canela-
cravo. No periodo colonial do Brasil, D. caryophyllaceum sofreu forte
devastacdo por sua casca e inflorescéncia serem produtos equivalentes ao cravo-
da-india (Syzygium aromaticum, Myrtaceae) e a canela-do-ceildo (Cinnamomum
zeylanicum, Lauraceae), respectivamente (SALOMAOQ; ROSA, 2012).

D. caryophyllaceum (FIGURA 3) é uma arvore de porte médio que
atinge, em média, 20 metros de altura. Possui flores miudas réseo-avermelhadas
e com odor forte e agradavel. Seus frutos sdo pequenos, carnosos e, também,
bastante aromaticos (SALOMAO; ROSA, 2012; ZOGHBI; SALOMAQ:;
GUILHON, 2013).
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Figura 3 - Dicypellium caryophyllaceum: detalhes das flores e frutos (acima),
individuos adulto, lenho e individuo regenerante (abaixo).
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te: Saloméo (2008).

O uso do pau-cravo abrange alimentagdo, perfumaria e medicina
(MARTINELLI; MORAES, 2013). No que diz respeito ao potencial econdmico,
0s principais produtos, obtidos de D. caryophyllaceum, sdo madeira e 6leo. A
madeira do pau-cravo é aromatica, amarelada, compacta e resistente, sendo
aplicada na construgdo civil e naval (SALOMAO; ROSA, 2012). O 6leo,
extraido da inflorescéncia e tronco, é uma fonte rica em eugenol (95,5%),
substdncia com propriedades antifungica, anticarcinogénica, antialérgica,
antimutagénica, antioxidante, inseticida, anti-inflamatéria e atividades
antinociceptiva periférica (SALOMAQ; ROSA, 2012; ZOGHBI; SALOMAO;
GUILHON, 2013).
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A forte exploracdo sofrida pela espécie ao decorrer dos séculos tornou
D. caryophyllaceum uma espécie extremamente rara no territorio brasileiro
(SALOMAO; ROSA, 2012). Atualmente, seu nome consta na lista da flora
brasileira ameacada de extincdo (BRASIL, 2008) e na lista vermelha de espécies
ameacadas da International Union for Conservation of Nature — sob a categoria
vulneravel Alcd - (IUCN, 2016), além de fazer parte do Livro Vermelho da
Flora do Brasil sob a categoria Criticamente em Perigo (CR) CR A2acd; B2ab
(iii,iv) (MARTINELLI; MORAES, 2013).
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3. CONSIDERAGOES GERAIS

Apesar dos beneficios gerados, a instalacdo de usinas hidrelétricas gera
impactos negativos significativos sobre a biodiversidade. Dessa forma, séo
essenciais acdes que subsidiem a efetiva conservacdo das espécies prejudicadas.

Estudos em conservagdo genética sdo essenciais para que a conservagao
in situ e ex situ sejam efetivas.

A diversidade genética é fundamental para manutencdo das espécies em
curto e longo prazo, uma vez que fornece bases para o suporte das perturbacdes
ambientais e adaptacdo as condicOes bidticas e abidticas. A baixa diversidade
genética é prejudicial, podendo levar a extingao.

Geralmente, espécies que possuem tamanho populacional reduzido,
como as espécies ameacgadas de extingdo, estdo sujeitas a deriva genética e
endogamia.

Dicypellium caryophyllaceum (Lauraceae) € uma espécie arbérea que
sofreu intensa exploracdo, o que contribuiu para tornad-la rara no territério

brasileiro e enquadra-la em listas de espécies ameacadas de extincao.
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RESUMO

A instalacdo da Usina Hidrelétrica Belo Monte causa uma série de impactos na
Baia do Rio Xingu. Dentre o0s impactos sobre o ambiente, a perda da
biodiversidade é um dos mais evidentes. O pau-cravo (Dicypellium
caryophyllaceum, Lauraceae) é uma espécie arbérea que, no Brasil, é encontrada
nos estados do Maranhdo e Pard. As caracteristicas aromaticas de sua casca e
inflorescéncia fizeram com que a espécie fosse intensamente explorada desde o
periodo colonial brasileiro, 0 que tornou a espécie extremamente rara no Brasil.
Esse estudo teve como objetivo analisar a diversidade genética de uma
populacdo natural de Dicypellium caryophyllaceum (Lauraceae) utilizando-se 22
primers ISSR. A populacdo estudada esta localizada na Area de Influéncia
Direta da Usina Hidrelétrica Belo Monte, em Altamira (Pard). Dos 180
fragmentos identificados, 125 foram polimoérficos (69,44%). O numero de alelos
(Na), nimero de alelos efetivos (N.), heterozigosidade esperada (He) e indice de
Shannon (I) foram, respectivamente, 1,672, 1,470, 0,266 e 0,389. Foram
identificadas, também, a ocorréncia de gargalo genético (P = 0,03125) e
estrutura genética espacial para distancia geografica de 21 m (P = 0,019). A
populacdo analisada apresenta moderada diversidade genética, passivel de ser
explorada em programas de conservacdo genética. Apesar da exploracdo
econdmica do pau-cravo, durante séculos, ter contribuido para sua drastica
reducdo populacional, a populacdo estudada ndo mostrou perdas significativas
na diversidade genética. O reduzido tamanho populacional e isolamento de
populacdes podem proporcionar a deriva genética e endogamia, 0 que aumenta o
risco de extingdo da espécie.

Palavra-chave: Conservacgdo genética. Marcador molecular. Pau-cravo.
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1. INTRODUCAO

O Brasil detém uma das matrizes energéticas mais limpas do mundo. As
fontes hidrelétricas contribuem, significativamente, com esse quadro uma vez
que correspondem a, aproximadamente, 65% da oferta energética interna
(EMPRESA DE PESQUISA ENERGETICA - EPE, 2015).

A Bacia Amazobnica é uma regido que apresenta elevado potencial
hidrelétrico sendo o Rio Xingu um dos seus principais rios. A Bacia do Rio
Xingu é, extremamente, relevante para o patriménio cultural e natural brasileiro.
Essa regido é considerada um complexo historico e etnografico, além de possuir
elevada diversidade biologica (BERCHIN et al., 2015; IVANAUSKAS;
MONTEIRO; RODRIGUES, 2008). Nessa Bacia, encontra-se a Usina
Hidrelétrica Belo Monte (UHEBM), o terceiro maior complexo hidrelétrico do
mundo, atrds apenas de Itaipu, no Brasil e Paraguai, e Trés Gargantas, na China
(BERCHIN et al., 2015).

Apesar dos beneficios gerados, a instalacdo da UH Belo Monte traz
consigo impactos significativos na qualidade de vida dos moradores locais e nos
ecossistemas existentes. As mudancgas na paisagem, intensificacdo do trafego,
crescimento demogréfico, alteracdes na qualidade da &gua, destruicdo de fontes
de subsisténcia indigenas, perda da biodiversidade e patriménio cultural, séo
alguns exemplos de impactos ambientais e sociais causados pela instalagdo da
UHE Belo Monte (BERCHIN et al., 2015).

A construcdo de barragens, para aproveitamento hidrelétrico, interrompe
a continuidade dos ambientes riparios. Isso pode levar a restricdo do fluxo
génico de plantas e animais, deteriorando a diversidade funcional e genética ao
longo do tempo e expondo as populages a drasticas mudancas no ambiente
(LOPES et al., 2014).
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Frequentemente, populagdes naturais enfrentam perturbaces ambientais
como novas doengas, pestes, parasitas, competidores e predadores, poluicao,
eventos climaticos e mudancas climaticas induzidas por agGes antrdpicas. Para
evoluir e superar essas novas condi¢des, as espécies precisam da diversidade
genética (DUARTE; CARVALHO; VIEIRA, 2015; FRANKHAM, 2003; LIU et
al., 2013). Por serem organismos sésseis, espécies arboreas apresentam altos
niveis de diversidade genética, inclusive, maiores que os niveis de espécies de
ciclo de vida mais curtos, como herbaceas (VEKEMANS; HARDY, 2004; WU
et al., 2015).

A diversidade genética em populacdes de espécies arbdreas é bastante
variada. Geralmente, populacGes pequenas apresentam menor diversidade
genética quando comparadas com espécies que ocorrem em grandes populacdes
(FRANKAHM, 2003). Isso ocorre pela acdo da deriva genética e endogamia.
Dessa forma, espécies raras e ameacadas de extingdo, com distribuicdo
geografica limitada, normalmente, apresentam menores niveis de diversidade
genética que aquelas amplamente distribuidas (WU et al., 2015).

A estimativa dos niveis e da distribuicdo da diversidade genética em
espécies ameacadas é um dos principais objetivos da genética da conservacao
(HU et al., 2014; ZHOU et al., 2014). Em geral, 0 manejo dos recursos genéticos
de populagdes selvagens de espécies ameacadas de extingdo é pouco efetivo
(FRANKHAM, 2003). Estudos a respeito da diversidade genética dessas
espécies podem auxiliar no conhecimento de seu processo evolucionario,
mecanismos responsaveis por sua suscetibilidade e determinagdo de informagGes
que podem ser aplicadas na sua protecdo (LIU et al., 2013).

Dicypellium caryophyllaceum (Lauraceae) é uma espécie arbérea com
ocorréncia nas florestas da Amazbdnia no Brasil, Peru e Equador. Por ser
considerada uma especiaria, essa espécie foi fortemente explorada, desde o

periodo colonial do Brasil, o que levou a sua dréastica reducdo populacional
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(SALOMAOQ; ROSA, 2012). Atualmente, essa espécie consta na Lista da Flora
Brasileira Ameacada de Extincdo (BRASIL, 2008), lista vermelha de espécies
ameacadas da Unido Internacional para Conservacdo da Natureza
(INTERNATIONAL UNION FOR CONSERVATION OF NATURE AND
NATURAL RESOURCES - IUCN, 2016) e no Livro Vermelho da Flora do
Brasil (MARTINELLI; MORAES, 2013).

D. caryophyllaceum foi redescoberta, recentemente, na Area
Diretamente Afetada (ADA) da Usina Hidrelétrica de Belo Monte (LEMOS et
al., 2015) e inserida no Plano de Acdo Nacional para a conservacao das espécies
da Flora ameacadas de extincdo da Regido do Médio e Baixo Xingu (PAN
Xingu Flora). Isso reforca a necessidade de ampliagdo do conhecimento a
respeito desta espécie pouco conhecida e que apresenta alto potencial
econdmico. Assim, faz-se necessario o estudo da diversidade genética destas
populac¢des/individuos remanescentes para a elaboracdo de plano de conservagéo
in situ e ex situ e reintroducdo da espécie na regido.

Portanto o principal objetivo deste estudo foi analisar a diversidade
genética de uma populacdo natural de D. caryophyllaceum (Lauraceae) existente
na Area de Influéncia Direta da Usina Hidrelétrica Belo Monte em Altamira,
Pard. Além disso, buscou-se, também, (i) verificar a ocorréncia de estrutura

genética espacial e (ii) identificar a existéncia de gargalo genético.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Area de estudo

A Usina Hidrelétrica Belo Monte (UHEBM) esta localizada em um
trecho do Rio Xingu (Para) denominado Volta Grande (FIGURA 4). Esse trecho
esté situado entre a cidade de Altamira e as localidades de Belo Monte e Belo
Monte do Pontal, pertencentes aos municipios de Vitéria do Xingu e Anapu,
respectivamente (LEMOS et al., 2015). A paisagem de Volta Grande do Rio
Xingu apresenta-se ocupada por diferentes formas de uso, desde formacges
vegetacionais nativas até a criacdo extensiva de gado e agricultura (SOUSA
JUNIOR; REID, 2010).

A Area de Influéncia Direta (AID) compreende as areas adjacentes a
UHEBM e seu reservatorio (FIGURA 4). Essa area abrange os municipios de
Altamira, Anapu, Brasil Novo, Senador José Porfirio e Vitéria do Xingu
(ELETROBRAS; MINISTERIO DE MINAS E ENERGIA, 2009).

A vegetacdo existente na AID é variavel, com ocorréncia de florestas de
terra firme, florestas aluviais e vegetacdo ocorrente nos ambientes de pedrais.
Nos altimos 30 anos, a vegetacdo, ocorrente na AID, vem sofrendo com o
desmatamento, visto que 35% estdo alterados, restando apenas pequenos trechos
de florestas (ELETROBRAS; MINISTERIO DE MINAS E ENERGIA, 2009).
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Figura 4 - Volta Grande (Pard) e a localizacdo da Usina Hidrelétrica Belo
Monte.
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2.2 Espécie estudada

Dicypellium caryophyllaceum (Mart.) Ness (Lauraceae), vulgarmente
conhecida como pau-cravo e canela-cravo, é uma espécie arborea tipica das
formacOes florestais de terra firme e Floresta Ombrofila (Floresta Pluvial)
ocorrente na Amazonia brasileira (Para e Maranhdo), peruana e equatoriana
(LISTA..., 2016; SALOMAO; ROSA, 2012). Os individuos arboreos atingem,
em média, 20 metros de altura e possuem flores pequenas roseo-avermelhadas
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com forte odor e frutos pequenos, carnosos e, também, bastante aromaticos
(SALOMAO; ROSA, 2012; ZOGHBI; SALOMAO; GUILHON, 2013).

No que diz respeito ao uso, D. caryophyllaceum é utilizado nos ramos da
alimentacdo, perfumaria e medicina (MARTINELLI; MORAES, 2013). A
madeira e 0 6leo essencial (extraido de sua inflorescéncia e tronco) sdo seus
principais produtos, sendo o primeiro, empregado na construcao civil e naval e 0
segundo, na obtencdo de eugenol, substdncia com diversas propriedades
biolégicas  (fungicida, anticarcinogénico, antialérgico, antimutagénico,
antioxidante, inseticida e anti-inflamatorio, além de atividades antinociceptivas
periféricas) (SALOMAQ; ROSA, 2012; ZOGHBI; SALOMAO; GUILHON,
2013).

No periodo colonial do Brasil, D. caryophyllaceum era considerada
grande concorrente ao cravo-da-india (Syzygium aromaticum, Myrtaceae) e
canela-do-ceildo (Cinnamomum zeylanicum, Lauraceae), sendo mais vantajosa
gue essas espéecies por permitir a extracdo da canela e do cravo na mesma planta.
Os aumentos no consumo interno e nas exportagdes contribuiram fortemente
para tonar a espécie cada vez mais rara, colocando-a em risco de extingdo
(SALOMAO; ROSA, 2012). Atualmente, seu nome consta na lista da flora
brasileira ameacada de extin¢do (BRASIL, 2008) e na lista vermelha de espécies
ameacadas da Unido Internacional para Conservacdo da Natureza — sob a
categoria vulneravel Alcd - (IUCN, 2016), além de fazer parte do Livro
Vermelho da Flora do Brasil sob a categoria Criticamente em Perigo (CR) CR
A2acd; B2ab (iii,iv) (MARTINELLI; MORAES, 2013).

D. caryophyllaceum é uma espécie pouco conhecida, cientificamente,
visto que poucas populagdes foram identificadas em pesquisas (LEMOS et al.,
2015; SALOMAO; ROSA, 2012). Provavelmente, com base na classificagdo de

espécies raras, proposta por Karron (1991), D. caryophyllaceum se enguadra no



46

grupo de espécies endémicas cuja distribuicdo se restringe entre uma e cinco

populacdes.

2.3 Amostragem

Originalmente, a amostragem seria feita com 41 individuos arbéreos de
D. caryophyllaceum encontrados na Area de Influéncia Direta da Usina
Hidrelétrica de Belo Monte, em Altamira (PA). Contudo a ndo localizacdo de
dez individuos fez com que a amostragem contemplasse 31 individuos. Em
Junho de 2014, esses individuos foram localizados, identificados com placas de
aluminio e suas coordenadas geograficas foram obtidas com um aparelho GPS
de navegagdo. Amostras de tecido foliar foram coletadas, identificadas,
armazenadas em silica gel e, posteriormente, enviadas para o Laboratério de
Conservacdo Genética de Espécies Arboreas do Departamento de Ciéncias
Florestais (DCF) da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

Na Figura 5, é mostrada a distribuicdo espacial dos individuos de
Dicypellium caryophyllaceum amostrados (coordenadas UTM). E importante

ressaltar que esses foram os Unicos individuos encontrados.
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Figura 5 - Distribuigdo espacial dos individuos de Dicypellium caryophyllaceum
amostrados com base em suas coordenadas UTM.
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Extracdo do DNA gendmico e amplificagcdo

395150 395160 395170

As analises foram realizadas no Laboratério de Melhoramento Florestal

e Conservacdo Genética do Departamento de Ciéncias Florestais da
Universidade Federal de Lavras (DCF - UFLA).

As extragBes foram realizadas, segundo o protocolo Mogg e Bond

(2003), com algumas alteracGes, que é recomendado para amostras liofilizadas

ou dessecadas em silica gel. Do tecido foliar

amostrado de cada individuo,

retirou-se secdo de, aproximadamente, 1 cm? que foi macerada com 600 pL
tampéo de extragdo (100mM de Tris pH 8,0; 50mM de EDTA 0,5 M pH 8,0;
500mM de NaCl 5M; 0,7% de SDS 7%:; 50 pg.mL™ de Proteinase K 10 mg.mL"
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1

;e 50 pg.mL™ de RNAse 10 mg.mL™). Os produtos da maceracdo foram
colocados em microtubos de 1,5 mL os quais, por sua vez, foram mantidos em
estufa a 37°C por, aproximadamente, 12 horas. Ap6s a incubacdo, adicionaram-
se 260 pL de NaCl 5M nos microtubos que, apds agitacdo, foram centrifugados,
por 5 minutos, a 12000 rpm. Apds a retirada dos microtubos da centrifuga, o
sobrenadante (fase superior aquosa) foi transferido para novos microtubos que
continham 800 pL de isopropanol gelado. Posteriormente, os microtubos foram
armazenados a -20°C, por 3 horas, para precipitacdo do DNA. Apoés a
precipitacdo, as amostras foram centrifugadas, por 10 minutos, a 12000 rpm e a
4°C. Os microtubos foram centrifugados a 4000 rpm, por 10 minutos, ap6s a
adicdo de 500 pL de etanol 70%. Os pellets foram deixados a temperatura
ambiente para secar. Entdo, os acidos nucleicos foram solubilizados em 50 pL
de TE.

As reacles de amplificacdo foram realizadas utilizando-se 22 primers
ISSR. As reacBes foram preparadas em microplacas para PCR (PCR-96-Axygen
Scientific), sendo que em cada poco foram colocados 3 pl de DNA (dilui¢dao
1:100) e 10 pL de mix de reacdo [1,5 mM de tampao IB Phoneutria (constituido
de 100 mM de Tris-HCI pH 8,4; 500 mM de KCI; 1% Triton X-100; 15 mM de
MgCl,), 1,5 mM de dNTP, 1 U de Taq polimerase (5 u/uL), 2 mM de cada
primer e completado o volume final com agua ultrapura (4,85 uL)]. Os ciclos de
amplificacdo foram constituidos de uma etapa de iniciacdo de 2 minutos a 94°C,
seguidos de 37 ciclos de 15 segundos a 94°C, 30 segundos a 42°C, 1 minuto a
72°C e uma etapa de elongacdo final de 7 minutos a 72°C. As reacdes de
amplificacdo foram realizadas em Termociclador GeneAmp PCR System 9700 e
seus resultados foram analisados por meio da eletroforese em gel de agarose a

1,5% e coloragdo com brometo de etideo.
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25 Andlise dos dados

A construcdo da matriz binaria, utilizada nas andlises estatisticas, foi
feita com base na presenca (1) e auséncia (0) dos fragmentos ISSR resultantes da

amplificacéo.

2.5.1 Diversidade genética

A andlise da diversidade genética foi feita por meio da estimativa da
porcentagem de locos polimdrficos (P), nimero total de alelos (N,), nimero de
alelos efetivos (Ne), heterozigosidade esperada (H.), de acordo com o Equilibrio
de Hardy-Weimberg e indice de Shannon (l). O indice de Shannon foi calculado
utilizando-se o programa PopGene (YEH; YANG; BOYLE, 1997), enquanto 0s
demais parametros foram calculados pelo programa Genalex (PEAKALL;
SMOUSE, 2006).

A porcentagem de locos polimoérficos (P) foi calculada pela relacdo
entre o nimero total de locos polimorficos encontrados e o nimero total de locos
analisados.

A heterozigosidade esperada (H.), proposta por Nei (1978), para cada

loco, foi calculada pela formula:

H, =1 —Zzﬂf )

em que p; é a frequéncia do alelo i na populacdo analisada, A heterozigosidade
esperada, para populacdo, foi obtida pela média aritmética de H, para todos os
locos.

O indice de Shannon () de diversidade fenotipica foi calculado pela

formula:
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I'=— ZP‘:‘ Lnp;/n (2)

em que p; é a frequéncia da banda e n é o nimero de marcas avaliadas.

A analise da suficiéncia do nimero de bandas polimorficas foi realizada
no programa Genes (CRUZ, 1998) utilizando-se método bootstrap. Para ser
considerado efetivo na determinacgdo da diversidade genética, o valor de estresse,
que representa a correlagdo entre a matriz original e simulada, deve ser menor
que 0,05 (DUARTE; CARVALHO; VIEIRA, 2015).

2.5.2 Analise de agrupamento dos individuos

Para verificar o nivel de dissimilaridade entre os individuos integrantes
da populagdo, foi realizada uma Analise de Coordenadas Principais (PCoA), a
qual foi baseada em uma matriz de distAncias genéticas. Essa andlise foi
realizadas pelo programa GeneAlex (PEAKALL; SMOUSE, 2006).

Utilizando-se programa NTSys (Numerical Taxonomy and Multivariate
Analysis System) (ROHLF, 2000), foi feita uma analise de agrupamento, para
verificar a similaridade genética entre os individuos amostrados, utilizando-se o
método UPGMA (Unweighted Pair Group Method Arithmetic Mean).

2.5.3 Estrutura genética espacial

A anélise da estrutura genética espacial foi feita no programa SPAGeDiI
(HARDY; VEKEMANS, 2002) por meio da estimativa do coeficiente kinship de
coancestria. Esse coeficiente representa a probabilidade de dois genes, tomados

ao acaso, serem idénticos por descendéncia (HARDY, 2003), sendo calculado
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entre pares de individuos dentro de classes de distancias geogréaficas. O
coeficiente kinship (Fj;) é obtido pela formula:

R =S ©
1-Qnm
em que Fj é o coeficiente de coancestria entre i e j; Qj corresponde a
probabilidade de genes, tomados ao acaso, serem idénticos em razdo do
parentesco; e Qn representa a probabilidade de dois genes serem idénticos por
descendéncia em uma populacdo de referéncia ou amostra de referéncia.

Os intervalos de confianca a 95% de probabilidade, para o coeficiente
médio de coancestria, foram obtidos pela reamostragem jackkinfe e utilizando-se
as estimativas do erro padrdo da média. A identificacdo da ocorréncia de
estrutura genética espacial foi feita, com base em 1.000 permutacdes, para cada
classe de distancia (HARDY; VEKEMANS, 2002).

2.5.4 Gargalo genético

A verificacdo de recente e significativa reducdo no tamanho efetivo
populacional (gargalo genético) foi feita com uso do programa Bottleneck
(PIRY; LUIKART; CORNUET, 1999), utilizando-se os modelos do alelo
infinito (IAM) e o de passos de mutacdo (SMM), propostos por Kimura e Crow
(1964) e Kimura e Ohta (1978), respectivamente. Os dois modelos foram
testados, porque eles representam os dois extremos dos modelos de mutagéo e,
provavelmente, um modelo intermediario seria mais adequado para maioria dos
locos (CORNUET; LUIKART, 1996).

A significancia do ajuste do modelo mais adequado foi analisada pelo
teste hierarquico de Wilcoxon (Wilconxon signed rank test), com base em 1.000

repeticoes.
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3. RESUTADOS E DISCUSSAO

Os 22 primers ISSR utilizados mostraram-se adequados, gerando bandas
robustas, de boa intensidade e com bom perfil de amplificacdo. Esses primers
produziram 180 bandas e o nimero de bandas por primer variou de cinco
(UBC809, UBCB845, UBC842 e UBC902) a 15 (UBC807). A média e 0 desvio
padrdo de bandas por primer foram 8,18 e 2,68, respectivamente. Os resultados
da amplificagdo mostram um elevado monomorfismo (FIGURA 6). Das 180
bandas identificadas, 125 (69,44%) sdo polimorficas e 55 (30,56%)
monomorficas. Os primers ISSR utilizados e seus respectivos numeros de

bandas obtidos sdo apresentados na Tabela 1.

Figura 6 - Amplificacdo de DNA de individuos de Dicypellium caryophyllaceum
utilizando-se o primer UBC887.
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M: marcador de peso molecular (1 kb); 1 — 31: individuos amostrados.
Fonte: Do autor (2016).

Tabela 1 - Primers ISSR utilizados para amplificagdo do DNA dos individuos de
Dicypellium caryophyllaceum, suas sequéncias e nimero de bandas
reveladas (continua).

Primer Sequéncia N° de bandas
UBCB807 (AG)8-T 15
UBCB808 (AG)8-C 10

UBC809 (AG)8-G 5
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Tabela 2 - Primers ISSR utilizados para amplificagdo do DNA dos individuos de
Dicypellium caryophyllaceum, suas sequéncias e nimero de bandas

reveladas (concluséo).

Primer Sequéncia N° de bandas
UBCB825 (AC)8-T 5
UBC827 (AC)8-G 9
UBCB834 (AG)8-YT 8
UBCB835 (AG)8-YC 8
UBCB841 (GA)8-YC 6
UBCB842 (GA)8-YG 5
UBCB844 (CT)8-RC 7
UBCB855 (AC)8-YT 9
UBC557 (AC)8-YG 12
UBCB864 (ATG)6 8
UBC887 DVD(TC)7 9
UBCB889 DBD(AC)7 10
UBC901 (GT)6-YR 7
UBC902 (GT)6-AY 5

Chris (CA)7-YG 8
John (AG)7-YC 6
Manny (CAC)4-RC 13
Omar (GAG)4-RC 9
Terry (GTG)4-RC 6
Total - 180

R = purina (A ou G) e Y = pirimidina (C ou T)
Fonte: Do autor (2016).

Em estudo sobre a diversidade genética de trés espécies arbéreas da

familia Lauraceae, utilizando dez marcadores ISSR, Zhang et al. (2012)

encontraram, no total, 113 bandas, sendo 107 bandas encontradas na espécie

Phoebe chekiangensis (111 individuos amostrados) e 111 encontradas nas

espécies Phoebe bournei (110 individuos amostrados) e Machilus pauhoi (45

individuos amostrados). O nimero de bandas por primer variou de 9 a 14. Os
nameros de locos polimoérficos foram 88 (82,24%), 102 (91,89%) e 104
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(93,69%), para as espécies P. chekiangensis, P. bournei e M. pauhoi,
respectivamente.

Liu et al. (2013) analisaram a diversidade genética de 205 individuos da
espécie ameacada Machilus thunbergii (Lauraceae), usando oito marcadores
ISSR e detectaram, ao todo, 92 bandas e 84 (91,30%) desses locos eram
polimorficos. O nimero de bandas por primer variou de 6 a 11.

Em estudo sobre a diversidade genética de Ocotea odorifera
(Lauraceae), utilizando cinco primers ISSR, 44 bandas foram registradas, sendo
40 polimorficas (RIBEIRO, R.M., 2016, informagdo pessoal).

Na Tabela 2, estdo sintetizados os resultados de estudos de diversidade

genética de espécies da familia Lauraceae, com base em marcadores ISSR.

Tabela 3 - Resultados encontrados para diversidade genética de espécies da
familia Lauraceae utilizando marcadores ISSR.

Espécie NIA NPU NBI P He I Fonte
. . Zhang et
P. chekiangensis 111 10 107 82,24 0,195 0,294 al. (2012)
. Zhang et
P. bournei 110 10 111 91,89 0,259 0,388 al. (2012)
. Zhang et
M. pauhoi 45 10 111 93,69 0,347 0,505 al. (2012)
.. Liu et al.
M. thunbergii 210 8 92 91,30 0,234 0,370 (2013)
Ribeiro,
O. odorifera 56 5 44 90,91 0,330 0,492 R.M.
(2016)
D.caryophyllaceum 31 22 180 69,44 0,266 0,389 D(cz’gfé;’r

NIA: nimero de individuos amostrados; NPU: nimero de primers utilizados; NBI:
numero de bandas identificadas; P: polimorfismo (%); H: heterozigosidade esperada; I:
indice de Shannon.

Fontes: Do autor (2016), Liu et al. (2013), Ribeiro, R. M. (2016) e Zhang et al. (2012).

Estudos que abordam a diversidade e estrutura genética de espécies

arboreas, utilizando marcadores ISSR, empregam um namero variavel de
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primers. De modo geral, 0 nimero maximo de primers ISSR tem sido em torno
de 10.

Como o numero de bandas é bastante varidvel entre as espécies da
mesma familia, a andlise do nimero de bandas indica a suficiéncia para a
continuidade das analises. A analise mostrou que a utilizacdo de 82 bandas
resulta no valor de estresse e correlacdo de 0,048 e 0,75, respectivamente. A

Figura 7 mostra a andlise e a correlacdo das bandas utilizadas.

Figura 7 - Namero de bandas utilizadas para analises da diversidade genética em
individuos de Dicypellium caryophyllaceum.
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Alguns dados de analise de suficiéncia amostral com marcadores ISSR
mostram que o0 numero de bandas polimoérficas, para Ficus bonijesulapensis de
63, foi considerado 6timo, para analise da diversidade genética (valor de estresse
< 0,05 e correlagdo de 0,97) (DUARTE; VIEIRA; CARVALHO, 2015); 55, para
Myrcia splendens (valor de estresse < 0,05 e correlacio de 0,96) (BRANDAO;
VIEIRA; CARVALHO, 2011); para Ceiba pubiflora foi de 87 bandas (valor de
estresse < 0,05 e correlacdo de 0,98) (BRANDAO, 2012).
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Nybom (2004), em estudo que analisou dados compilados de pesquisas
que utilizaram marcadores moleculares, na estimativa da diversidade genética
intraespecifica, obteve um valor médio de 54,9 bandas para o nimero de
marcadores ISSR.

A Figura 8 ilustra o padrdo de bandas e a heterozigosidade obtida pelos
individuos de Dicypellium caryophyllaceum amplificados pelos primers ISSR.

Figura 8 - Padrdo de bandas e a heterozigosidade (H) obtida pelos individuos de
Dicypellium caryophyllaceum com uso de primers ISSR.
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Fonte: Do autor (2016).

No presente estudo, o nimero de bandas (180) obtido foi mais que
suficiente, para o estudo da diversidade genética de D. caryophyllaceum, o que
permitiu precisdo na estimativa dos pardmetros utilizados. No estudo da
diversidade genética, em populacbes e sua distribuicio no espago, €
imprescindivel levar em consideracdo a quantidade de locos necessarios para o
alcance de alta precisdo nas estimativas. Essa consideragdo permite o uso de um
menor nimero de marcadores representativos do genoma, o que possibilita a
otimizag&o de recursos e tempo (GONCALVES et al., 2014).

3.1  Diversidade genética
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A heterozigosidade esperada (H.) assumindo-se que a populacdo se
encontra sob equilibrio de Hardy-Weinberg foi 0,266. O indice de Shannon (1),
calculado para populacéo, foi 0,389. O numero de alelos (N,) e de alelos efetivos
(N) foram, respectivamente, 1,672 e 1,470. Os parametros calculados e seus

respectivos desvios sdo mostrados na Tabela 3.

Tabela 4 - indice de diversidade em individuos de Dicypellium caryophyllaceum
amostrados na Area Influéncia Direta da UHE Belo Monte, Altamira,
PA.

Populacéo N Na Ne H. I

26,733 1,672 1,470 0,266 0,389

Altamia — 0271) (0,035  (0.029) (0,015  (0,0212)

N: nimero de individuos analisados, N,: ’nl]mero de alelos, N.: nimero de alelos
efetivos, He: diversidade genética; I: Indice de Shannon; ( ) Erro Padrdo.
Fonte: Do autor (2016).

Liu et al. (2013) analisaram a diversidade genética, em populagdes da
espécie ameacada Machilus thunbergii (Lauraceae), utilizando oito marcadores
ISSR e encontraram os valores 0,234 e 0,370 para heterozigosidade esperada e
indice de Shannon, respectivamente. Esses autores relataram que houve grande
variacdo da diversidade genética, nas populacdes amostradas e as diferencas, nas
condicdes ecoldgicas e ambientais, podem ser o0s principais fatores responsaveis
por essas variagoes.

Zhang et al. (2012) usaram dez primers ISSR no estudo da diversidade
genética de trés espécies pertencentes a familia Lauraceae. Para espécie rara e
ameacada Phoebe chekiangensi, a heterozigosidade esperada e o indice de
Shannon foram, respectivamente, 0,195 e 0,294. Os valores de H e | para a
espécie com ampla distribuicdo geografica e ameacada Phoebe bournei foram
0,259 e 0,388, respectivamente. Ja, para Machilus pauhoi, espécie amplamente
distribuida, os valores para esses indices foram, respectivamente, 0,347 e 0,505.

Os autores sugeriram que tragos Unicos da espécie P. chekiangensi restringiram
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sua distribuicdo, o que pode ter levado ao aumento gradual nas taxas de
endogamia e reducéo da heterozigosidade.

Como pode ser observado, a diversidade genética de D.
caryophyllaceum, na populagéo estudada, foi moderada (H. = 0,266 e | = 0,389).
Quando comparada com outras espécies da mesma familia (TABELA 2), os
valores de diversidade genética sdo bastante diferentes. Essa variacdo ocorre
pelas caracteristicas distintas das espécies e, também, por fatores como
desmatamento e reducdo da area de ocorréncia da espécie, entre outros. No caso
de D. caryophyllaceum, a intensa exploracdo da espécie pode ter gerado
isolamento dessa populacdo e reducdo no tamanho efetivo populacional, tendo,
como consequéncias, a perda de alelos e diminuicdo da diversidade genética. O
valor de diversidade genética, para a populacdo estudada, foi de 0,266 e a
amostragem contemplou apenas individuos adultos. Para que seja verificado o
efeito do baixo nimero de individuos presentes nessa area na diversidade
genética, é necessario amostrar 0s regenerantes e ou as progénies. Essa
investigagdo ndo foi realizada, pois ndo foram encontrados individuos

regenerantes e frutos da espécie.

3.2 Anélise de agrupamento dos individuos

A Andlise de Coordenadas Principais (PCoA) mostrou que as duas
primeiras coordenadas explicam 31,00% e 15,53% da divergéncia genética entre
os individuos de D. caryophyllaceum amostrados, conforme pode ser
visualizado na Figura 9. A baixa representatividade da dissimilaridade, nos
eixos, pode estar relacionada ao fato da amostragem ter contemplado apenas
individuos de uma mesma populagao. Este resultado sugere que a magnitude das
distancias genéticas entre os individuos ndo repercute em uma distincdo em

grupos entre os individuos da populacéo.
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Figura 9 - Andlise de Componentes Principais (PCoA) para os individuos de
Dicypellium caryophyllaceum amostrados.
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Fonte: Do autor (2016).

O dendrograma que representa o resultado da andlise de similaridade
genética entre os individuos de D. caryophyllaceum é apresentado na Figura 10.
Nota-se a formacdo de trés agrupamentos principais. O primeiro grupo envolve a
maioria dos individuos (Dcl, Dc8, Dc2, Dc7, Dc3, Dc4, Dc5, Dc6, Dcl0, Dcl2,
Dc13, Dc14, Dc18, Dcll, Dcl7, Dc29, Dc30, Dc31, Dc28, Dcl5, Dc25, Dcl9,
Dc20, Dc26). O segundo envolve os individuos Dcl16, Dc24, Dc27, Dc22, Dc23
e o terceiro grupo é formado apenas pelo individuo Dc21. Esses trés grupos
identificados apresentaram uma similaridade genética de, aproximadamente,
79%. Apesar de ndo ser exibido no dendrograma, o individuo Dc9 esta inserido
no primeiro grupo porque sua similaridade genética com o individuo Dc10 é

superior a 95%.
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Figura 10 - Similaridade genética entre individuos da populacdo de Dicypellium
caryophyllaceum, utilizando o indice de Jaccard.
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Fonte: Do autor (2016).

Os individuos Dc13 e Dcl4, Dc29 e Dc30, pertencentes ao maior grupo,
apresentaram similaridade genética de, aproximadamente, 93%, o que indica um
parentesco muito proximo. O individuo Dc21 (terceiro grupo) foi o individuo
mais distante e ndo se incluiu em nenhum dos agrupamentos citados. Sua
similaridade genética com os demais individuos é de 76%.

A andlise de agrupamento da similaridade genética mostrou, em um
nivel de 79% de similaridade genética, a divisdo em trés grupos dos individuos
de D. caryophyllaceum. Esses agrupamentos apontam que, para a conservacgao
ex situ, a amostragem deve contemplar esses grupos, uma vez que dentro deles a
similaridade genética é maior e pode gerar redundancia nos genotipos
amostrados. A coleta de sementes, concentrada apenas em individuos
pertencentes a0 mesmo grupo, gera menor variabilidade genética, pois 0s
individuos possuem elevada similaridade genética. Portanto, para a conservacéo

ex situ, deve-se priorizar individuos pertencentes a agrupamentos distintos.
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3.3 Estrutura genética espacial

A andlise da estrutura genética espacial realizada, com base no
coeficiente kinship de coancestria (HARDY, 2003), mostrou significancia (p <
0,05) na populacéo de D. caryophyllaceum estudada. Conforme mostra a Figura
10, ha estruturacdo genética espacial com valores significativos de coancestria
(Fij = 0,041; P = 0,019) até a segunda classe de distancia. O correlograma
(FIGURA 11) indica a ocorréncia de distribuicdo agregada dos genétipos, na
area amostrada, possivelmente, pelo baixo fluxo génico, o que potencializa o
cruzamento entre individuos aparentados. A estruturacdao familiar foi observada

para os individuos da populacdo distanciados até 21 m (FIGURA 11).

Figura 11 - Autocorrelograma de estrutura genética espacial da populacdo de
Dicypellium caryophyllaceum localizada em Altamira (PA). O eixo
X indica distancia em metros e o eixo Y refere-se a estimativa do
coeficiente médio de coancestria (linha continua).

0,30

0,20
0,15 4
0,10 +
0,05 +
0,00 + i " : : _

0 21 47 —90 130 14896 15860 15904

-0,05 A

Coancestria

-0.10 4

0,15 1

Distancia (m)

Fonte: Do autor (2016).
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Estrutura genética espacial tem sido observada, em varios estudos,
utilizando ISSR, para as diferentes espécies arbdreas como Erythrina velutina
(GONCALVES et al., 2014), Myrcia splendens (BRANDAO; VIEIRA;
CARVALHO, 2011), Cavanilleisa arborea (MELO JUNIOR et al., 2015) e
outros tipos de marcadores, para as espécies Myracrodruon urundeuva
(MORAES; KAGEYAMA,; SEBBENN, 2005), Dimorphandra mollis
(GONGALVES et al., 2010) e Bertholletia excelsa (SUJII et al., 2015). Nesses
estudos, a estrutura genética espacial foi relacionada a diversos fatores,
principalmente, a exploracgdo, reducdo do tamanho populacional.

A estrutura genética espacial (EGE) consiste na distribuicdo ndo
aleatéria dos gendtipos que ocorre pela acdo de diferentes processos, como
eventos historicos e pressdo de selecdo (VEKEMANS; HARDY, 2004). A
drastica reducdo populacional, decorrente da exploracdo sofrida por D.
caryophyllaceum, pode ser a principal causa da ocorréncia de estrutura genética
espacial na populacdo estudada. Dessa forma, nas coletas de sementes, para
propagacdo e conservacdo ex situ da espécie, recomenda-se respeitar uma
distdncia minima de 21 m na amostragem. Além do distanciamento entre
individuos a serem amostrados, para programas de conservacdo ex situ, o

respeito a essa distancia possibilita a obtencdo de maior variabilidade genética.

3.4 Gargalo genético

O teste de Wilcoxon, para ocorréncia de gargalo genético, apresentou
resultado significativo (P = 0,03125) para o0 Modelo do Alelo Infinito. Isso
indica que a populacédo estudada de D. caryophyllaceum passou por uma reducao
recente no tamanho da populagdo e apresentou significativo excesso de
heterozigosidade (CORNUET; LUIKART, 1996).
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A ocorréncia de gargalo genético, também, foi relatada por Lee et al.
(2002), em populacdes de Intsia palembanica, por Alvares-Carvalho et al.
(2015), em populagdes de Schinus terebinthifolius e por Vieira e Carvalho
(2008), em estudo sobre a espécie Protium spruceanum. Nesses trés estudos, o
Modelo do Alelo Infinito (KIMURA; CROW, 1964), também, mostrou-se o
modelo mais adequado.

O gargalo genético ocorre em populagbes cujo tamanho populacional
efetivo foi drasticamente reduzido, como ocorreu com D. carypophyllaceum na
area estudada. Essa reducdo leva a um desequilibrio nas taxas de mutacdo e
deriva genética que ocorre por uma correlativa e progressiva redugcdo no nimero
de alelos e na heterozigosidade (CORNUET; LUIKART, 1996).

A identificacdo da ocorréncia de gargalo genético, em populacdes,
evidencia a ocorréncia historica de processos de fragmentacdo (VIEIRA;
CARVALHO, 2008). Isso permite a inferéncia do risco de extin¢ao local dessas
populacBes por ndo estarem adaptadas as perturbaces geradas por seus
reduzidos tamanhos populacionais (LEE et al., 2002). Os efeitos prejudiciais da
ocorréncia de gargalo genético podem ser evitados ou minimizados pela
introducdo de novos individuos (VIEIRA; CARVALHO, 2008).

3.5 ConsideracGes para conservacao genética

O uso de primers ISSR se mostrou eficiente no estudo da diversidade
genética de D. caryophyllaceum. A anélise de suficiéncia de bandas mostrou que
em se adotando um namero minimo de 82 fragmentos poderiam ser obtidos,
com precisdo, 0s parametros genéticos para populagao analisada.

Tratando-se de uma espécie endémica e ameagada de extingdo, 0s
resultados encontrados, para diversidade genética (H, = 0,266 e | = 0,389),

foram moderados. Para o aumento da diversidade genética na populagdo
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estudada, recomenda-se a inser¢do de novos individuos (respeitando-se a baixa
densidade natural da espécie) e aumento no fluxo génico com populagdes
adjacentes pela criacdo de corredores de vegetacdo. A insercdo de novos
individuos pode ser realizada com o plantio de mudas, resgate de plantulas (de
areas que serdo suprimidas, por exemplo) e semeadura direta.

A andlise de agrupamento mostrou, em um nivel de 79% de similaridade
genética, a divisdo dos individuos amostrados em trés grupos. 1sso mostra que a
amostragem de sementes, para propagacdo da espécie, deve contemplar esses
grupos uma vez que dentro deles a similaridade genética é maior e pode gerar
redundancia nos genétipos amostrados.

A ocorréncia de estrutura genética espacial mostrou que os individuos
distanciados entre si a 21 m possuem alto grau de parentesco. A coleta de
sementes para propagacado deve respeitar essa distancia minima entre individuos
para evitar a ocorréncia de endogamia.

Neste estudo, foi observado que a populacdo passou por uma recente
reducdo no tamanho populacional (gargalo genético). E importante a avaliacio
genética, recorrente das progénies e regenerantes, para verificacdo dos efeitos do
gargalo genético nas futuras geracdes. A insercdo de novos individuos é uma
alternativa que pode minimizar esse problema.

O conhecimento da diversidade genética de D. caryophyllaceum e sua
distribuicdo no tempo e espago sdo imprescindiveis para elabora¢do de planos
eficientes na conservagdo da espécie in situ e ex situ. Como s&o incipientes 0s
estudos sobre essa espécie, pesquisas sobre a ecologia da espécie, biologia
reprodutiva, fenologia e propagacdo, também, podem  contribuir,

significativamente, para sua conservacao.
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4, CONCLUSOES

A diversidade genética para D. caryophyllaceum foi de 0,266 e o indice
de Shannon de 0,389.

A analise de agrupamento da similaridade genética mostrou, em um
nivel de 79% de similaridade genética, a divisdo dos individuos amostrados em
trés grupos distintos de gendtipos.

Foi detectada estrutura genética espacial dos individuos distanciados
entre sia 21 m.

A populagéo de D. caryophyllaceum passou por uma recente reducdo no

tamanho populacional (gargalo genético).
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