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1 INTRODUCAO GERAL

As jabuticabeiras (Plinia sp., sinonimia Myrciaria sp.) pertence a familia
Myrtaceae e é endémica das regides Centro-Oeste, Sudeste e Sul do Brasil, e muito
cultivada em quintais urbanos e alguns pomares comerciais, principalmente em Minas
Gerais e Sdo Paulo (MATTOS, 1983). A fruta da jabuticabeira apresenta grande
potencial de comercializacdo, pois sdo muito apreciadas para consumo in natura
(BALERDI et al., 2006). Além disso, a jabuticaba apresenta alto teor de antocianinas
e flavonoides na casca (DANNER et al., 2011), o que pode ser aproveitado pela
industria farmacéutica e alimenticia, uma vez que a casca € rejeito do consumo in
natura. A farinha da casca ministrada a camundongos cobaias proporcionou redugao
de colesterol e diabetes (LENQUISTE et al., 2012) e de cancer de préstata e leucemia
(LEITE-LEGATTI et al., 2012), devido efeito antioxidante de combate aos radicais
livres. A jabuticabeira também €& muito utilizada como planta ornamental, devido a
beleza da floragéo e frutificagdo no tronco e ramos - caulifloria (DEMATTE, 1997).

Apesar do potencial citado e da ampla distribuicdo em quintais urbanos
no Brasil, a jabuticabeira ainda é uma espécie com poucos pomares plantados, os
quais se localizam principalmente nos municipios de Casa Branca, Sao Paulo, e
Hidrolandia, Goias. Em Sabara, Minas Gerais, anualmente é realizado o Festival da
Jabuticaba, com a comercializagdo de jabuticabas in natura e de produtos derivados
(geleia, vinho e licor), promovendo o turismo gastronémico e geragao de renda, a partir
de jabuticabeiras de quintais urbanos (VIEIRA e FERREIRA, 2013).

Na regido Sudoeste do Parana, a comercializagdo de jabuticabas €&
efetuada na forma in natura as margens de rodovias, e € efetuada por familias que
coletam os frutos de plantas nativas (sistema extrativista), proporcionando renda
adicional a essas familias durante o periodo de colheita (setembro a novembro). A
espécie Plinia cauliflora apresenta dispersao natural em alguns municipios da regiao
Sudoeste do Parana, e em 14 fragmentos florestais foi registrada a ocorréncia de 55
a 1.400 jabuticabeiras adultas (com média de 12,5 a 19,3 metros de altura e 32 a 54
cm de didmetro do tronco), totalizando 4.036 jabuticabeiras em 201,9 hectares
(DANNER et al., 2010).

No ultimo inventario florestal realizado no Parana verificou-se que

fragmentos florestais mais conservados (em estagio avancado de sucessao)



representavam apenas 0,8% da area original da Floresta Ombrdfila Mista ou Floresta
com Araucaria, formagéo florestal que ocorre na regido Sul e Sudeste do Estado
(CASTELLA e BRITEZ, 2004). A fragmentacgao florestal causa redugédo do tamanho da
populacao reprodutiva e da densidade populacional (efeito gargalo) das espécies
vegetais e isto gera efeitos genéticos prejudiciais a evolugdo e a conservagao, tais
como: aumento da endogamia devido ao aumento da taxa de autofecundagéo e de
cruzamentos entre individuos parentes; redugao na distancia de dispersao de polen e
sementes e na taxa de imigragdo de pdélen e sementes (isolamento reprodutivo); e
consequente reducdo da diversidade populacional por deriva genética (SEBBENN,
2006).

Uma vez que as matas contendo as jabuticabeiras na regido Sudoeste
do Parana sao pequenos fragmentos isolados, cercados por extensas areas de
lavoura e pastagens, estes efeitos genéticos prejudiciais a sua conservagéo podem
ter ocorrido e ainda estar ocorrendo. Além disso, observou-se nestes locais que ha
baixo numero de individuos regenerantes, principalmente de tamanho intermediario
entre plantulas e adultos, o que pode comprometer a sobrevivéncia da espécie em
longo prazo (DANNER et al., 2010). Por isso, é fundamental e urgente verificar a
composi¢ao e estrutura genética de populagbes de jabuticabeira, visando planejar
acdes de manejo e conservagao da espécie na regido Sudoeste do Parana.

Estudos de Genética de Populagdes em plantas sdo realizados para
verificar a dindmica da diversidade genética de grupos de individuos, envolvendo a
detecgdo dos seguintes parametros: diversidade genética intra- e interpopulacional,
estrutura genética espacial de gendtipos, endogamia e parentesco dentro das
populagdes, estrutura genética entre populagdes, fluxo génico (de pdlen e sementes)
remoto e contemporaneo e sistema de reproducao. Além disto, é possivel inferir sobre
a influéncia de fatores antropicos (manejo, fragmentacdo, conservacao e selegao
artificial) e fatores evolutivos (selegado natural, deriva genética, migracédo e mutagao)
sobre estes parametros genéticos. Estes estudos sao fundamentais para entender a
evolucdo das espécies e ter efetividade nas acdes de conservagao in situ e ex situ,
melhoramento genético e manejo sustentavel de populagdes naturais e de espécies
nativas em domesticagdo, que é o caso da jabuticabeira (STEFENON et al., 2009;
CARNEIRO et al., 2011; FERES et al., 2012; FERREIRA et al., 2012; MANOEL et al.,
2012; ARRUDA et al., 2015). Tais estudos sao realizados através de genotipagem de

individuos adultos, juvenis e sementes de populagbes naturais, com uso de



marcadores moleculares, principalmente do tipo microssatélites, por serem
codominantes e altamente polimorficos (SEBBENN, 2006).
Este trabalho tem como objetivo caracterizar a diversidade e a estrutura

genética espacial de uma populagao de jabuticabeira em Vitorino, Parana.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 AS JABUTICABEIRAS

As jabuticabeiras (Plinia sp., familia Myrtaceae, tribo Myrteae, subtribo
Eugeniinae) sdo nativas do Brasil, tento sua origem nas regides Centro-Oeste,
Sudeste e Sul. S&o conhecidas nove espécies de jabuticabeira, seis consideradas em
extingdo e encontradas apenas em algumas cole¢des de instituicbes de pesquisa. As
trés espécies com maior distribuigdo natural e em cultivos no Brasil sdo: P. trunciflora
(Berg) Mattos; P. cauliflora (DC.) Berg., e P. jaboticaba (Vell.) Berg. (MATTOS, 1983;
1998).

Na regido Sudoeste do Parana as jabuticabeiras adultas apresentaram
média de 15 metros de altura e 41 cm de didmetro a altura do peito (DANNER et al.,
2010). A folhagem é espessa e perenifdlia, e no inicio da brotacdo as folhas
apresentam coloracdo avermelhada. As folhas tem dimensdes médias de 5,8 cm de
comprimento e 1,8 cm de largura. As flores apresentam coloragao branca, com quatro
pétalas, e sao dispostas em racemos multifloros, sdo hermafroditas (contendo um
pistilo e em média 47 anteras) e a floragcdo ocorre em massa (tipo big-bang), quase
todas as flores abrem ao mesmo tempo e isto ocorre das 3-5 horas da manha. A
floracao ocorre de meados de agosto € inicio de setembro. Os frutos sao do tipo bagas
globosas de cor preta-arroxeada, com diametro médio de 2,2 a 2,4 cm e peso medio
de 7,0 a 8,2 gramas. A polpa é branca e mucilaginosa, de sabor doce e apresenta de
uma a quatro sementes, com média de 1,23 sementes por fruto. A casca da jabuticaba
apresenta elevado teor de antocianinas (367 a 1419 mg 100 g'). O pedunculo que
liga o fruto aos ramos tem comprimento variavel entre espécies (2,8 a 9,7 mm). A
maturacao dos frutos ocorre de final de setembro a final de outubro, em um ciclo de
desenvolvimento de 35-40 dias (DANNER et al., 2011a,b,c).

As abelhas africanizadas (Apis mellifera) sédo os principais insetos
polinizadores da jabuticabeira (MALERBO-SOUZA et al., 2004). A observagédo de
frutificacdo em ramos e flores ensacadas demonstra que as jabuticabeiras séo
autocompativeis e podem ser autbgamas (MALERBO-SOUZA et al., 2004; VILELA et
al., 2012). Por outro lado, Danner et al. (2011c) verificaram que o acesso dos
polinizadores as flores aumentaram significativamente a frutificagdo e que a espécie

Plinia cauliflora nao frutificou em ramos ensacados. Este fato parece ter ocorrido



devido a morfologia floral e ndo a autoincompatibilidade, pois P. cauliflora apresentava
flores com maior distancia estigma-anteras (4,0 mm) em relagdo as duas outras
espécies estudadas, P. ftrunciflora e P. jaboticaba (0,4 a 1,0 mm). Por isso, a
polinizacao foi dependente do acesso das abelhas as flores.

O comportamento das abelhas na coleta de podlen permite que ocorra
tanto a autogamia (contato do pdlen das anteras no estigma da mesma flor), quanto a
geitonogamia (contato do polen de uma flor em outra da mesma planta) e a polinizagéao
cruzada (trazendo pélen de flores de outras plantas). Desta forma, as progénies
oriundas de sementes de jabuticabeira podem ter mistura de irmaos de
autofecundagdo, meio-irmaos, irmaos-completos e irmaos de autofecundacao e
cruzamentos (FINKELDEY, 2005; SEBBENN, 2006). Além disso, as sementes de
jabuticabeira apresentam poliembrionia (DANNER et al., 2011a) o que pode ser devido
a formagédo de embrides por apomixia (assexualmente), os quais geram plantulas
clones da planta matriz.

Por isso, acredita-se que o sistema de reproducao da jabuticabeira pode
ser do tipo misto, em que as plantulas de uma progénie sdo geradas por mistura de
embrides de autofecundacéo, de cruzamentos e de apomixia. Mas, para melhor elu-
cidacao desse parametro, torna-se necessaria a genotipagem por marcadores mole-
culares, principalmente os microssatélites (RUIZ et al., 2000), comparando a segre-
gacao genética das progénies em relacao as plantas matrizes, para definir a taxa de
plantulas geradas de cada tipo de fecundacéo.

O cultivo da jabuticabeira € mais frequente em regides de clima
subtropical, embora esta se adapte também ao clima tropical, podendo tolerar o frio e
até geadas de curta duragdo. A planta é cultivada desde o Sul do Brasil até ao
Nordeste, mas é nos estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Espirito
Santo e Parana que se concentram as maiores produgdes (MATTOS, 1983;
DONADIO, 2000).

O potencial de comercializacdo da jabuticaba é grande em funcéo de
suas caracteristicas organolépticas (BALERDI et al., 2006) e também porque a casca
dos frutos apresenta elevado conteudo de flavonoides e antocianinas (TEIXEIRA et
al., 2008; DANNER et al., 2011a). Recentemente verificou-se efeito das antocianinas
e flavonoides da casca da jabuticaba no combate a radicais livres e consequente
reducao de cancer de prostata e leucemia (LEITE-LEGATTI et al., 2012), além de
reducéo do colesterol e do diabetes (LENQUISTE et al., 2012).
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Apesar do potencial que possui a jabuticabeira ainda é uma espécie com
poucos pomares plantados. No CEAGESP (Companhia de Entrepostos e Armazéns
Gerais de Sao Paulo), a comercializagdo da jabuticabeira € de aproximadamente
2.000 toneladas por ano, oriundas na maior parte de pomares da variedade ‘Sabar&’
do municipio de Casa Branca, Sdo Paulo. Em Hidrolandia, Goias, a jabuticaba &
produzida em mais de 100 propriedades e uma delas possui 31 mil jabuticabeiras
(maior pomar do Brasil). As festas tipicas da jabuticaba também sado importantes
fontes de renda em algumas cidades brasileiras, tais como em Sabara, Minas Gerais,
promovendo o turismo gastrondmico (VIEIRA e FERREIRA, 2013).

Pelo fato de algumas espécies de jabuticabeiras estarem localizadas em
Ecossistema Floresta com Araucaria, dos quais vem apresentando uma grave
situagdo de desmatamento, inclusive na regidao Sudoeste do Parana (CASTELLA e
BRITEZ, 2004), isso torna grande o risco de erosdo genética da jabuticabeira. Por
isso, deve-se estabelecer algumas estratégias de conservagao in situ e ex situ de

forma a evitar a perda de germoplasma de interesse.

2.2 CONSERVAGCAO E MELHORAMENTO GENETICO DE JABUTICABEIRA

Para tragar estratégias visando a conservacado dos recursos genéticos
de espécies arbodreas € essencial se ter conhecimento da diversidade e estrutura
genética de populagdes, do fluxo génico e sistema de reprodugédo e também dos
efeitos de fragmentacado, deriva genética e efeito gargalo sobre estes parametros
genéticos (SEBBENN, 2006). Da jabuticabeira ndo ha na literatura nenhum estudo de
genética de populagdes contemplando estes quesitos.

Na regido sudoeste do Parana foram mapeados 14 fragmentos florestais
pertencentes ao Ecossistema Floresta com Araucaria, onde ha a ocorréncia natural
da jabuticabeira (Plinia cauliflora). Atualmente estes fragmentos sdo mantidos como
area de reserva legal, especialmente em propriedades agricolas particulares. Estes
fragmentos totalizaram 201,9 hectares e continham 4.036 plantas adultas da espécie
(DANNER et al., 2010). Este conjunto de populagdes devem ser alvo de estudos de
genética de populagdes, pois esta regidao parece ser uma das unicas do Brasil com
tantas populagdes da espécie.

Segundo Donadio (2000) deveria ser realizada a criagdo de maiores

bancos de germoplasma da jabuticabeira, pois haviam apenas pequenas colegdes de
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plantas em alguns 6rgdos de pesquisa. Estas cole¢des sdo: (1) da Universidade
Federal de Vigosa (UFV), em Minas Gerais; (2) do Instituto de Botanica de Sao Paulo;
(3) da Estagao Experimental de Osoério, em Maquiné, Rio Grande do Sul; (4) do
Instituto Agronédmico de Campinas, Sao Paulo; (5) e da ESALQ/USP de Piracicaba,
S&o Paulo. Porém, atualmente, algumas se encontram em mau estado de
conservagao, colocando em risco de extingdo muitas das espécies de jabuticabeiras
que fizeram parte da flora nativa brasileira. Em 2009, na Universidade Tecnolégica
Federal do Parana (UTFPR), Campus Dois Vizinhos, foi implantado um pequeno
banco de germoplasma de jabuticabeira com 120 gendtipos (plantas) oriundos de
sementes coletadas em cinco fragmentos florestais da regido Sudoeste do Parana e
de algumas matrizes da UFV (MARTINS, 2013). Tais cole¢cbes deveriam ser ampliadas
e melhor exploradas com estudos de caracterizagdo e realizagdo de hibridacbes
dirigidas intra- e interespecificas, as quais sdo ainda incipientes na espécie (VILELA
et al., 2012).

Foram encontrados apenas dois estudos na literatura com o uso de
marcadores moleculares para caracterizagdo da divergéncia genética entre
jabuticabeiras (PEREIRA et al., 2005; VILELA et al., 2012), os quais compararam
gendtipos de varias espécies de jabuticabeira de colegbes de germoplasma, usando
marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA). Em ambos os trabalhos foi
verificada baixa diferenciagdo genética entre as plantas, mesmo sendo de espécies e
origens diferentes, demonstrando que a base genética entre espécies de jabuticabeira
e restrita. Entretanto, os autores utilizaram marcadores do tipo dominante (RAPD), os
quais geralmente detectam menor polimorfismo de DNA do que os marcadores
codominantes (por exemplo, os microssatélites).

De fundamental importdncia para desenvolver programas de
conservagao e melhoramento genético € o conhecimento do sistema reprodutivo da
espécie, pois este determina a forma como os genes sao transferidos e combinados
nas progénies (RITLAND e JAIN, 1981). A detecgédo do sistema de reprodugéo
também fornece informagdes importantes sobre os padrdes de cruzamentos, a
dindmica dos processos microevolutivos (fluxo génico, deriva genética, etc) e
determina quais seriam as melhores formas para a conservagdo e manejo das
espécies (SEBBENN, 2006). Para a jabuticabeira, ndo ha informagao claramente
definindo o sistema de reproducéo da espécie.

Ainda atualmente nd&o ha propostas de conservacdo in situ para
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jabuticabeira e ha poucas colecbes de conservagdo ex situ. S&o0 precisos mais
estudos para desenvolver ferramentas de coleta de sementes de matrizes em
populagdes naturais para incorporagao de genotipos em bancos de germoplasma.
Estes serdo importantes visando a conservagao e também o uso em hibridagbes
dirigidas e para selegdo de gendtipos promissores em programas de melhoramento

genético.

2.3 ESTUDOS DE GENETICA DE POPULAN\QOES COM USO DE MARCADORES
MOLECULARES VISANDO A CONSERVACAO DE ESPECIES ARBOREAS

Estudos de genética de populagdes envolvem verificar parametros
genéticos de grupos de individuos, tais como: diversidade genética intra- e
interpopulacional, estrutura genética espacial dos gendétipos, endogamia e parentesco
dentro de populagdes, estrutura genética entre populacgdes, sistema de reprodugao e
fluxo génico (por pdlen e sementes) tanto remoto quanto contemporaneo. E possivel
determinar também a interferéncia de fatores evolutivos (selegdo natural, mutacéo,
deriva genética e migracao) e dos fatores antrépicos (selegao artificial, fragmentacao,
poluicao, corte seletivo) sobre estes parametros genéticos de populagdes de espécies
arboreas. Isto é eficientemente realizado com a genotipagem de individuos adultos,
juvenis e sementes com uso de marcadores moleculares, principalmente os de
heranca codominante (SEBBENN, 2006; HEDRICK, 2011).

As técnicas desenvolvidas para verificar a variabilidade genética em
nivel molecular tiveram inicio com as isoenzimas - diferentes formas bioquimicas de
uma enzima (MARKERT e MOLLER, 1959), que sdo marcadores de herancga
codominante e foram muito utilizados em estudos de genética de populagdes. Nas
décadas seguintes foram desenvolvidos marcadores para avaliagdo direta do DNA,
iniciando-se por RFLP (Restriction Fragment Length Polimorphism —BOTSTEIN et al.,
1980) e apos o desenvolvimento da técnica de amplificacao in vitro do DNA por PCR
(Polymerase Chain Reaction) por Mullis e Faloona (1987) rapidamente varios
marcadores foram detectados e utilizados em estudos genéticos: RAPD (Random
Ampilified Polymorphic DNA - WELSH e MCCLELLAND, 1990; WILLIAMS et al., 1990),
AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism - VOS et al., 1995), SSR (Simple
Sequence Repeats) também denominados microssatélites (LITT e LUTY, 1989;
TAUTZ, 1989; WEBER e MAY, 1989) e SNP (Single Nucleotide Polymorphism)
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(COLLINS et al.,, 1998; BROOKES, 1999; CHO et al.,, 1999). Atualmente, os
marcadores microssatélites tem sido os mais utilizados em estudos de genética de
populagdes, pois tem elevado poder de diferenciagao entre individuos, devido ser de
herangca codominante (permite a diferenciacdo entre homozigoto dominante e
heterozigoto) e devido ao alto polimorfismo detectado (grande numero de alelos)
(HEDRICK, 2011).

O conhecimento da diversidade e estrutura genética das populagdes é
entendido como a etapa principal para a realizagdo de programas conservacionistas.
Isto porque os resultados destes estudos podem ser utilizados para definir unidades
de conservacgao in situ, indicando areas e populagdes de maior ou menor importancia
para a preservagao de espécies em questao. Além disso, permite determinar os niveis
de parentesco entre individuos dentro da populagdo e, em consequéncia, definir a
distancia entre matrizes para coleta de sementes visando incluir em bancos de
germoplasma para conservacgao ex situ e melhoramento genético (SEBBENN, 2003;
HEDRICK, 2011).

A diversidade genética existente em populagdes naturais deve ser
avaliada quanto a distribuicdo entre e dentro de populagbes (intra- e
interpopulacional). A distribuicdo da diversidade genética dentro das populagdes pode
apresentar grande variagao, por sofrerem influéncias do tamanho efetivo populacional,
modo de reproducdo da espécie e pelos mecanismos de dispersao de sementes e
polen (BAWA, 1992). Espécies que sado alégamas ou que apresentam sistema misto
de reproducdo com predominancia de cruzamentos, e que tém mecanismos eficientes
de dispersao de sementes e pdlen tém maior tendéncia a apresentarem uma alta
variabilidade genética dentro das populacdes e baixa entre as populag¢des. Por outro
lado, espécies das quais as populagdes sdo pequenas e fragmentadas, que se
reproduzem por autofecundacgao e/ou propagacao vegetativa ou apomixia, nas quais
a dispersdo de pdlen e sementes é limitada, normalmente apresentam baixa
variabilidade dentro e alta divergéncia entre as populagdes (LOVELESS e HAMRICK,
1984; BERG e HAMRICK, 1997; WARD et al., 2005).

Os parametros de diversidade genética intrapopulacional permitem
quantificar quais os niveis e a distribuicdo da diversidade genética dentro de um grupo
de individuos. Para estimar a dindmica da diversidade genética geralmente sao
calculados os seguintes parametros: porcentagem de locos polimoérficos, niumero de

alelos por locos, heterozigosidade observada, heterozigosidade esperada em
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equilibrio de Hardy-Weinberg e indice de fixagao (NEI, 1978; BERG e HAMRICK,
1997). A divergéncia e a estrutura genética interpopulacional pode ser estimada
usando as estatisticas F (WRIGHT, 1949, 1965; WEIR e COCKERHAM, 1984).

A analise da distribuicdo espacial dos gendtipos permite que se conhega
como esta organizada a diversidade genética dentro das populacbes e se os
individuos encontram-se agrupados segundo algum nivel de parentesco. Se
individuos que se encontram mais proximos sao mais parentes entre si do que os
individuos localizados mais distantes, isto acarreta a presencga de estrutura genética
espacial, a qual ocorre devido a distribuicdo de sementes nas vizinhancas da planta
materna. Ou ainda, se o0s genotipos estdo distribuidos aleatoriamente dentro da
populagdo, nao existindo nenhum padréao de agrupamento genético. A distribuicao
espacial normalmente é medida pelo indice /| de Moran (MORAN, 1950) ou o
coeficiente de coancestria entre pares de individuos (LOISELLE et al., 1995).

O estudo do sistema de reproducédo de uma espécie permite determinar
se é albgama, autégama ou de sistema misto de reprodugao, o que implica na forma
como as plantas recombinam seus genes a cada geragao para formar a populagao
descendente e, portanto, afeta os niveis de endogamia e de diversidade genética da
espécie. Por isso, o conhecimento do sistema de reproducdo é de fundamental
importancia no melhoramento genético, principalmente para a coleta e produgao de
sementes melhoradas de espécies florestais (SEBBENN, 2006). O modo de
reprodugcdo de uma espécie € controlado pelo sistema sexual, mecanismos de
autoincompatibilidade, sindromes de polinizacdo e padroes de florescimento
(HOLSINGER, 2000). Inclusive o sistema de reprodu¢cdo de uma planta pode variar
de um ano para outro, devido variagdes nas condi¢des ambientais, na fenologia ou no
comportamento dos polinizadores (NAKANISHI et al., 2005; BRAGA e COLLEVATTI,
2011).

Com as analises do sistema de reproducéo é possivel caracterizar qual
a proporgao de cruzamentos aleatérios, cruzamentos biparentais (envolvem os
mesmos parentais para formar mais de uma semente), cruzamentos endogamicos
(entre individuos aparentados), taxa de autofecundacédo e taxa de apomixia, que
ocorrem para a formagao das sementes. Permite estimar também o numero de
doadores de pélen para a formagdo das sementes de uma matriz, a distancia de
dispersdo do pdlen, o tamanho efetivo da variancia, o nivel de parentesco nas

progénies, a area de vizinhanga reprodutiva, o numero de matrizes para coleta de
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sementes, etc (RITLAND, 2002; SEBBENN, 2003, 2006). Para estes estudos é
necessario genotipar plantas matrizes e as progénies e na avaliagcéo estatistica para
descrever padrdes de reproducado sao utilizados o modelo misto de cruzamentos
(RITLAND e JAIN, 1981) e o modelo de cruzamentos correlacionados (RITLAND,
1989).

Em conjunto ao estudo dos sistema de reprodugdo, normalmente
também sao realizadas estimativas de fluxo génico. Este é definido como a
movimentagao de genes entre populagdes de uma espécie, através da imigragao de
polen e sementes. O fluxo génico tem por fungdo a manutencdo e/ou aumento da
diversidade genética das populagdes. Quanto maior o fluxo génico entre duas
populagdes, menor a divergéncia entre elas (ROBLEDO-ARNUNCIO e GIL, 2005;
FUCHS e HAMRICK, 2011). Em populagbes naturais e fragmentadas, € importante
que se tenha altas taxas de fluxo génico, assim a o aumento da diversidade genética
e do tamanho efetivo dentro das populagdes (BURCZYK et al., 2004; BITTENCOURT
e SEBBENN, 2007).

Existem duas formas de estimar os padroes de fluxo génico em
populag¢des naturais utilizando marcadores moleculares: (a) analise de fluxo génico
realizado (historico ou remoto) e (b) analise do fluxo génico contemporaneo. A primeira
abordagem €& baseada na fixagdo genética e diferenciagdo entre e dentro de
populagdes pelos indices F de Wright (Fis, Fire Fst) (WRIGHT, 1949, 1965; HAMRICK
e NASON, 2000). O segundo método ¢é realizado pela andlise de parentesco
(maternidade e paternidade) de sementes de polinizacdo aberta e de mudas
estabelecidas (plantulas e juvenis) da populagdo, em relagéo as plantas adultas da
populacao (provaveis pais e maes). Esta analise permite a reconstrugao genealdgica
de parentesco entre individuos dentro e entre as populagdes e € o modo direto para
medir o padrao da distribuicdo de pdlen e sementes em espécies arboreas. Se na
analise de maternidade de plantulas e juvenis nao for encontrada a arvore materna na
populagao, significa que houve imigracdo de sementes de outra populagao para gerar
este regenerante. Se na analise de paternidade nao for encontrado o doador de pdlen
na populagéo, significa que houve imigragcéo de polen (ALDRICH e HAMRICK, 1998;
DOW e ASHLEY, 1998; MARSHALL et al., 1998; WHITE et al., 2002; BURCZYK et al.,
2004; BITTENCOURT e SEBBENN, 2007; KALINOWSKI et al., 2007; ODDOU-
MURATORIO e KLEIN, 2008; ASHLEY, 2010; GAINO et al., 2010; SEBBENN et al.,
2011; FERES et al., 2012; SANT'ANNA et al., 2013).
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Assim, para fomentar a conservacéo in situ e ex situ e o melhoramento
genético, o ideal seria realizar estes estudos de genética de populagdes em Plinia
cauliflora dos fragmentos florestais contendo a espécie na regido Sudoeste do Parana
(DANNER et al., 2010).

2.4 QUANTIFICACAO DA DIVERSIDADE E ESTRUTURA GENETICA
INTRAPOPULACIONAL

Os indices mais utilizados para a quantificagdo da diversidade genética
intrapopulacional sdo (NEI,1978; BERG e HAMRICK, 1997):

Porcentagem de loco polimérficos (P):

Representa o percentual de loco com mais de um alelo, em relagéo ao
numero total de loco avaliados. Um loco é considerado polimérfico quando a
frequéncia do alelo mais comum é < 0,99 (99%) ou 0,95 (95%), escolhidos
arbitrariamente. Quando o numero de loco analisados € pequeno, P se torna pouco
informativo.

Numero médio de alelos por loco (A):

E uma medida de riqueza alélica dentro dos loco. Esta estatistica é
dependente do numero de individuos e de loco avaliados. Por isso, deve-se amostrar
muitos individuos para garantir a detecgdo de alelos de baixa frequéncia e evitar
subestimativas da riqueza alélica existente. Este parametro A é estimado através da

meédia aritmética do numero total de alelos amostrados, dividido pelo numero total de

loco: A = (%) em que n;, € o numero total de alelos nos loco e n; € o numero total
l

de locos avaliados.

Numero efetivo de alelos por loco (4,):

este indice mede o numero de alelos e a uniformidade das frequéncias
alélicas de um loco e representa o numero de alelos igualmente frequentes em uma
populacdo ideal, requeridos para produzir a mesma homozigozidade ou
heterozigozidade esperadas na populagdo real, melhor refletindo a diversidade
contida na mesma. Isto porque os alelos raros contribuirem pouco para a soma dos

quadrados das frequéncias alélicas. Este numero é calculado como a soma dos
11
Zpiz 1-He

quadrados das frequéncias alélicas:A, = .0 indice A,e a
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heterozigosidade esperada (H,) sdo positivamente correlacionados, sendo que as
duas medidas exibem similares aspectos da diversidade genética.

Heterozigosidade esperada (He) em equilibrio de Hardy-Weinberg
(EHW):

Este indice (He) mede a proporgao esperada de locos heterozigotos por
individuos, segundo o principio de EHW, com base nas frequéncias alélicas da
populacdo. E uma medida que sintetiza a variagdo genética de uma amostra em
termos de numero e frequéncia de alelos e pode ser calculado usando a expressao:
H, =1-— Y%P?. Em que p; & frequéncia alélica estimada do i-ésimo alelo; a € o nimero
de alelos nos locos. A He ndo depende de como os alelos estdo combinados nos
individuos, se em homozigose ou heterozigose, portanto ndo € afetada pelo sistema
de reproducdo e pode ser estimada tanto para espécies aldbgamas quanto para
autégamas.

Heterozigosidade observada (Ho):

Este indice compara a diversidade genética, pois é afetado pela
endogamia e outros processos envolvidos como mutagao, selegao e deriva genética,

o qual viola a suposigcdo de EHW. H, por loco é calculada por: H, =1 — Y p;; = Dij =

XixjNij . A " . . . a
———, em que p;i € a frequéncia dos gendtipos homozigotos; p;j € a frequéncia dos

genotipos heterozigotos; n; é o numero de individuos heterozigotos; n é o numero total
de individuos amostrados na populacdo. O indice H, médio entre locos € obtido pela

Zl 2. Em que / é o numero de locos avaliados.

média aritmética entre locos: H, =
indice de fixagao (F):
Este indice representa o coeficiente de endogamia F de Wright (1931).
Demonstra a correlagdo dos alelos nos gametas que formam um zigoto e mede 0s
desvios da frequéncia de heterozigotos em relagcéo ao esperado sob EHW. Portanto,
valores de F iguais a zero indicam a auséncia de endogamia, valores positivos e
significativos indicam que o excesso de homozigotos e os valores negativos e

significativos indicam excesso de heterozigotos. O indice F para n>50 pode ser

. o a .- A a
estimado porloco: F =1 — ﬁ—" E para médias dos locos, calcula-se por: F =1 — g —2,
e

o)

e

A estrutura genética espacial de uma populagao de espécies vegetais

pode ser medida basicamente por trés indices:
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Estimativa do indice / de Moran (1950):

Este indice € uma medida de autocorregdo espacial utilizada para
estudar a distribuicdo espacial de gendtipos em populagdes naturais. Mede a
associacao entre o valor de uma variavel em um local e o valor desta mesma variavel
em todos os locais dentro do espago ocupado pela populagdo ou conjunto de
populagdes (SOKAL e ODEN, 1978).

Estimativa do coeficiente de coancestria:

Este coeficiente corresponde a probabilidade de dois alelos iguais em
individuos diferentes serem idénticos por descendéncia, e representa a endogamia
que poderia ser gerada nas progénies sob cruzamentos aleatérios entre os individuos
do grupo genotipado. Para verificar a estrutura genética espacial, calcula-se o

coeficiente de coancestria (6,,) médio entre todos os pares de arvores localizadas

dentro de diferentes classes de distancia, pelo método descrito em Loiselle et al.
(1995), usados para gerar um correlograma. Assim, se as arvores dispersam suas
sementes na vizinhanga, espera-se que o coeficiente de coancestria seja alto préximo
de uma arvore materna e diminua com o aumento da distancia desta arvore. Em
espécies arboreas o coeficiente de coancestria entre irmaos de autofecundacéao
assume o valor 0,5, entre irmaos-completos de 0,25, entre meios-irmaos de 0,125,
entre pais e filhos 0,25 e entre primos de primeiro grau 0,0625 (HARDY e VEKEMANS,
2002; SEBBENN, 2006).

Estatisticas F de Wright (1949, 1965): estas estatisticas apoiam-se no
fato de que todos os desvios de panmixia (cruzamentos aleatérios) sejam causados
exclusivamente pelos efeitos da deriva genética, sistema de reprodugéo e migragao.
Em estudos de populagdes estruturadas, Wright (1949) mostrou que a variacéo na
frequéncia génica entre subpopulagcbdes pode ser analisada pelos indices de fixagcao
(estatisticas F), seguindo a relagédo: 1 — F;; = (1 — Fi5)(1 — Fgp). Assim, Wright
descreveu trés coeficientes de fixagdo aplicaveis a uma populagdo com um nivel
hierarquico de subdivisdo (As estatisticas F calculadas pelo método de WEIR e
COCKERHAM (1984), sao equivalentes as estatisticas F propostas por WRIGHT
(1949)):

F;r (Similar ao indice F de WEIR e COCKERHAM, 1984): mede o desvio
das frequéncias genotipicas da populacdo em relagdo ao equilibrio de Hardy-

Weinberg, desvios esses resultantes de cruzamentos ndo aleatérios dentro da
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populacdo. Representa a endogamia em todos os niveis da populagdo (endogamia
total).

Fsr (Similar ao indice 6 de WEIR e COCKERHAM, 1984): é o coeficiente
de ancestria que representa a probabilidade de dois individuos de subpopulagdes
diferentes possuir um alelo idéntico por descendéncia (correlagdo de gametas entre
as subpopulagdes). Demonstra a diferenciacdo genética entre populagbes (ou
subpopulag¢des) de uma espécie.

F,s (Similar ao indice fde WEIR e COCKERHAM, 1984): também é uma
correlagdo de gametas, medindo a probabilidade de que dois alelos de um loco que
estejam presentes no mesmo individuo sejam idénticos devido a descendéncia,

devido a endogamia dentro das subpopula¢des em nivel de individuos.

2.5 EFEITOS DA FRAGMENTACAO FLORESTAL NA DINAMICA DA DIVERSIDADE
GENETICA

A fragmentacéo florestal é consequéncia da modificagdo de uma grande
extensdo com florestas e formagao de paisagem com pequenas areas florestais
ladeadas por lavouras, pastagens ou cidades, gerando fragmentos de diferentes
tamanhos, formas, grau de isolamento, histérico de alteragdes e tipo de vizinhanca.
Quanto maior o grau de isolamento dos fragmentos, mais grave é a degradagéo em
populagdes de espécies arboreas, pois pode ter como consequéncia: perda de alelos,
reducao ou interrupcao do fluxo génico, reducédo da heterozigosidade, aumento dos
cruzamentos entre parentes (endogémicos) e de autofecundagdo, diminuigdo da
producao de sementes e, gerando em ultimo aspecto, a perda de diversidade genética
da espécie. Isto causa limitagbes evolutivas e de adaptacao para espécies arboreas
e em situagcdes mais drasticas de mudangas ambientais pode acarretar até a extingao
de espécies (NEI et al., 1975; ELLSTRAND e ELLAN, 1993; YOUNG et al., 1996;
WHITE et al., 1999; COUVET, 2002; FUCHS et al., 2003; AGUILAR e GALETTO,
2004; LOWE et al., 2005; AGUILAR et al., 2008; BITTENCOURT e SEBBENN, 2009;
CUARTAS-HERNANDEZ et al., 2010; SEBBENN et al., 2011; NAZARENO e REIS,
2014).

A perda de variagdo genética populacional em consequéncia da
fragmentagao ocorre primeiramente pelo efeito de gargalo genético (bottleneck), se

os individuos remanescentes apresentarem apenas uma pequena amostra do pool
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genético original da populagdo antes da fragmentag&o. Se a populagdo permanecer
pequena e isolada por muitas geragdes, continua a perda de alelos causados pela
deriva genética nas progénies. Normalmente, o que se verifica é a drastica redugao
da variabilidade genética nas geragcbes apdés muitos anos da fragmentagao ter
ocorrido (ELLSTRAND e ELLAN, 1993; AGUILAR et al., 2008; SEBBENN et al., 2008).

A reducdo da densidade de arvores reprodutivas em funcdo da
fragmentagao ou do corte seletivo também afetam o sistema de cruzamento por alterar
o comportamento dos insetos ou animais polinizadores de espécies arbdreas tropicais
(MURAWSKI e HAMRICK, 1991; LOWE et al., 2005; HIRAO et al., 2006; AGUILAR et
al., 2008; LACERDA et al., 2008; CARNEIRO et al., 2011; SEBBENN et al., 2011;
FERES et al., 2012).

Contudo, as espécies vegetais respondem ao processo de fragmentacao
de forma variaveis e esta resposta vai depender das caracteristicas ecoldgicas da
espécie e da dimensao das alteragdes ambientais ocorridas. Em algumas espécies
de plantas a fragmentagdo n&o ocasionou redugdo na variagdo genética, da
heterozigosidade e do fluxo génico (FORE et al., 1992; YOUNG et al., 1993; EL
MOUSADIK e PETIT, 1996; WHITE et al., 2002; DICK et al., 2003; LOWE et al., 2005;
BITTENCOURT e SEBBENN, 2007, 2008; LACERDA et al., 2008; KAMM et al., 2009;
LANDER et al., 2010; MEDINA-MACEDO et al., 2015).

Outro fator de importancia em estudos de genética de populacdes e que
esta atrelado a fragmentacao florestal é a deteccéo do efeito fundador. Este efeito se
refere ao estabelecimento de uma nova populagao formada por um pequeno numero
de individuos fundadores, causando deriva genética devido ndo ser amostrado todo o
pool génico da populagao original. Uma populagdo pode descender de um pequeno
numero de individuos basicamente por dois motivos: 1) um pequeno numero de
individuos oriundos de uma populacdo pode colonizar uma outra area previamente
desabitada pela espécie; 2) uma populagao que ja esteja estabelecida em uma area
pode sofrer redugao drastica do numero de individuos (bottleneck) e, mais tarde, uma
nova populagao pode ser formada a partir dos poucos individuos remanescentes. Nos
dois casos, quanto menor o numero de individuos fundadores e se estes tiverem
limitada variagdo genética, aumenta-se a chance da nova populagdo ter alta
homozigosidade e baixa diversidade genética. Tais efeitos podem ser contrapostos se
a nova populagao tiver elevado fluxo génico e distancia de dispersao de pdlen e
sementes (NEI et al., 1975; AUSTERLITZ et al., 2000; AUSTERLITZ e GARNIER-
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GERE, 2003).

Devido a aceleracédo da fragmentacgéo florestal e degradagdo da Mata
Atlantica (MORELLATO e HADDAD, 2000) torna-se cada vez mais importante o
entendimento dos impactos causados pela fragmentacdo em qualquer espécie
arborea nativa de interesse econdmico, dentre elas a jabuticabeira. Deve-se entender
e quantificar os efeitos desta fragmentagéo sobre a diversidade e estrutura genética
dentro e entre populagdes, o sistema reprodutivo, o fluxo génico intra- e
interpopulacional e na regeneragdo para implantar estratégias de manejo,
conservagao e melhoramento genético das espécies alvo (ECKERT et al., 2010;
NAZARENO e REIS, 2012).

2.6 APOMIXIA EM PLANTAS

A apomixia € um processo de formacao de embrides a partir de células
somaticas do 6vulo, sem ocorrer a fecundacgéo (sem a unido dos gametas masculino
e feminino). Tais embrides geram plantulas clones do gendtipo materno (KOLTUNOW,
1993). Este tipo de reproducao foi constatada em mais de 400 géneros e 40 familias
de angiospermas, com maior frequéncia nas familias Poaceae, Asteraceae, Rosaceae
e Rutaceae (CARMAN, 1997). A apomixia pode ter um importante papel como
ferramenta no melhoramento genético de espécies vegetais, pois permite que ocorra
a clonagem de plantas através de sementes (RICHARDS, 2003).

A apomixia pode ocorrer segundo trés diferentes vias principais:
diplosporia (subdividida em mitotica e meidtica), aposporia e embrionia adventicia. Os
mecanismos apomiticos se diferem pelo momento em que sao iniciados, durante o
desenvolvimento do 6vulo. A diplosporia surge no momento da diferenciagéo da célula
mae do megasporo (CMM), enquanto a aposporia aparece apos a formacéo da CMM.
Ambos os mecanismos sado decorrentes de uma falha do processo de reducgao
meibtica. Devido os embrides apomiticos se desenvolverem envoltos por um saco
embrionario, os processos diplosporicos e apospodricos sao também conhecidos por
apomixia gametofitica. Por sua vez, a embrionia adventicia s6 ocorre se houver
fertilizacdo, ou seja, € desencadeada pela reprodugéo sexual. Esse mecanismo é
também conhecido por apomixia esporofitica, pois nao ocorre o desenvolvimento de
um saco embrionario para conter os embrides apomiticos (KOLTUNOW, 1993;
BICKNELL e KOLTUNOW, 2004).
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Na diplosporia mitética a CMM nao sofre meiose, mas sim trés mitoses
sequenciais para formar um saco embrionario ndo reduzido. Na diplosporia meidtica
a CMM inicia a meiose, mas ocorre uma falha no pareamento cromossdmico,
formando um nucleo de restituicdo que sofre mais uma meiose, resultando em duas
células ndo reduzidas. Uma delas n&o sobrevive e a outra sofre trés mitoses
sequenciais para formar o saco embrionario nao reduzido. Portanto para as duas vias
diplospdricas, normalmente ocorre a formagao obrigatéria e exclusiva de embrides
apomiticos (apomixia obrigatéria). Tal processo de apomixia (diplosporia) ocorre nos
géneros Allium, Calamagrostis, Ixeris, Ochna, Poa, Tripsacum, Taraxacum, etc
(KOLTUNOW, 1993).

Na aposporia ocorre a degeneragcao da CMM e é formado um saco
embrionario ndo reduzido meioticamente, o qual se origina de mitoses de células do
nucelo (tecido de reserva do 6vulo), e o embrido se desenvolvera autonomamente
dentro do saco embrionario gerado. Isso ocorre em estagios muito precoces do
desenvolvimento do 6vulo (NAUMOVA e WILLEMSE, 1995). Pode também ocorrer o
processo sexual (CMM nao degenera e segue a meiose formando saco embrionario
reduzido) e co-existir com sacos embrionarios ndo reduzidos, formando um embrido
zigotico e outros somaticos (apomiticos) na mesma semente (poliembridnicas). Estas
plantas s&o designadas de apomiticas facultativas, uma vez que a reproducéo sexual
pode ocorrer em diferentes frequéncias. A aposporia ocorre nos géneros Brachiaria,
Panicum e Hieracium (KOLTUNOW, 1993).

Ja na embrionia adventicia, os embrides apomiticos sao formados mais
tardiamente, no final do processo de desenvolvimento padrdo do 6vulo. Células
somaticas da parede do ovario (nucelo ou integumento) sofrem mitoses até formar um
embrido. Este processo € dependente da fertilizacdo por cruzamentos ou
autofecundacao para formacado da semente. Normalmente, a embrionia adventicia
permite a formagéo paralela de um embrido zigético (pela fertilizagdo) e um ou mais
embrides apomiticos, gerando a poliembrionia nas sementes. A auséncia de produgao
de endosperma pelos embrides adventicios gera competicdo com o embrido sexual
pelas reservas nutricionais durante o desenvolvimento (KOLTUNOW e
GROSSNIKLAUS, 2003). Os tipos de embrides (zigéticos x apomiticos) sao
geneticamente distintos entre si e ambos podem gerar plantulas, como ocorre em
citros (Citrus sp.) e mangueira (Mangifera indica) (CORDEIRO et al., 2006; ALEZA et
al., 2010; KEPIRO e ROOSE, 2010; NAKANO et al., 2013). Por outro lado, para a
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especie Pachira oleaginea na maioria dos casos o embrido sexual morre durante
desenvolvimento da semente e o embrido adventicio se desenvolve mais rapido, o
que determina que a semente contém apenas embrides clones da arvore materna
(BAKER, 1960).

Estudos genéticos tem demonstrado que o mecanismo apomitico ndo é
independente do sexual e que a apomixia normalmente € de heranca simples e
dominante, ligada a locos em heterozigose, e que o controle génico esta sob regulagao
epigenética. Além disso, ha evidéncias evolutivas de que a poliploidia precedeu a
apomixia em plantas, ligando uma a outra caracteristica (CARMAN, 1997;
KOLTUNOW e GROSSNIKLAUS, 2003; BICKNELL e KOLTUNOW, 2004; OZIAS-
AKINS e VAN DIJK, 2007). Desta forma, a ocorréncia de apomixia poderia explicar a
divergéncia no numero cromossdmico encontrado entre as jabuticabeiras Plinia
(Myrciaria) cauliflora (2n = 22 cromossomos) e P. (M.) trunciflora (2n = 48
cromossomos) (SILVEIRA et al., 2006).

Algumas plantas podem apresentar ocorréncia concomitante de
diferentes processos apomiticos. Em algumas espécies da familia Rosacea, por
exemplo, foi encontrado diplosporia, aposporia e embrionia adventicia em um mesmo
saco embrionario (KOLTUNOW e GROSSNIKLAUS, 2003).

Porém, em algumas espécies a poliembrionia das sementes n&o esta
ligada com o mecanismo de apomixia. Em alguns hibridos de Citrus sp. (ALEZA et al.,
2010) e gendtipos de oliveira (TRAPERO et al., 2014), a poliembrionia foi resultante
da fragmentagdo por clivagem do embrido zigético primario, gerando multiplos
embrides zigbticos (poliembrionia zigotica). Neste caso, os embrides séo clones entre
si, mas geneticamente  distinguiveis da planta  matriz. Para a
identificacao/diferenciacao de individuos zigéticos e apomiticos foram utilizados
marcadores moleculares RAPD em mangueira (CORDEIRO et al., 2006) e
marcadores microssatélites em espécies de Citrus (RUIZ et al., 2000).

As jabuticabeiras possuem poliembrionia em taxas variaveis, desde 0
até 75% das sementes de cada matriz (GURGEL e SOUBIHE SOBRINHO, 1951;
DANNER et al., 2011a), com numero médio de plantulas emergidas por semente entre
1,3a 1,6 (GURGEL e SOUBIHE SOBRINHO, 1951; WAGNER JUNIOR et al., 2011) e
esta poliembrionia pode ser gerada por apomixia. Porém, ndo houve formacao de
frutos quando as flores de quatro espécies de jabuticabeiras (P. trunciflora, P.

cauliflora, P. jaboticaba e P. coronata) foram emasculadas e ensacadas para evitar a
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polinizagdo, o que levou a conclusédo de auséncia do mecanismo de apomixia nestas
espécies (VILELA et al., 2012). No entanto, a apomixia pelo mecanismo de embrionia
adventicia é dependente da fecundagdo (KOLTUNOW e GROSSNIKLAUS, 2003), o
que leva a hipétese de que este mecanismo de apomixia seja a forma de geragao da
poliembrionia de jabuticabeiras (DANNER et al., 2011a).

Conclusbes precisas sobre a origem embrionaria e do mecanismo
apomitico ocorrente em jabuticabeira, devem ser geradas a partir da aplicagdo de
técnicas histologicas, citologicas, bioquimicas e moleculares, durante a
embriogénese. Além disso, o uso dos marcadores microssatélites pode proporcionar
a detecgao da taxa de plantulas geradas por apomixia, pois estas tém perfil genético

idéntico a planta matriz, das quais sao clones (BRESSAN et al., 2013).
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3 APOMIXIA DETERMINANDO A ESTRUTURA GENETICA DE UMA POPULACAO DE
PLINIA CAULIFLORA NO SUDOESTE DO PARANA

3.1 RESUMO

As jabuticabeiras (Plinia sp.) pertencem a familia Myrtaceae e sdo endémicas do
Brasil. Na regiao Sudoeste do Parana existem varios fragmentos florestais contendo
plantas nativas de (Plinia cauliflora), com baixo potencial de regeneragao da espécie.
O objetivo deste trabalho foi caracterizar a diversidade e a estrutura genética espacial
de uma populacao de Plinia cauliflora. O estudo foi conduzido em um fragmento de
quatro hectares de Floresta Ombrodfila Mista, no municipio de Vitorino, regiao
Sudoeste do Parana. Foram identificadas, mapeadas, mensuradas (altura e diametro)
e coletadas folhas de 207 jabuticabeiras adultas e 110 juvenis. Realizou-se a extragao
de DNA e genotipagem dos individuos com uso de sete marcadores microssatélites.
Dois locos foram monomorficos, ndo apresentando variagao alélica. Os demais cinco
locos analisados exibiram diversidade genética baixa, tanto para jabuticabeiras
adultas quanto juvenis da populagao, devido baixo numero de alelos por locos (apenas
dois ou trés). Apesar disso, a heterozigose nos locos foi alta, sugerindo selecdo a
favor de heterozigotos na populacéo. De todos os 317 individuos da populagao foram
detectados apenas sete gendtipos multilocos unicos, sendo os demais clones destes.
Isto representa que a populacéao foi formada por poucos individuos geradores (efeito
fundador), seguida de multiplicagdo de individuos por clonagem através das sementes
geradas por apomixia. Os individuos juvenis apresentam apenas trés gendétipos
clonais daqueles presentes nos adultos, o que indica selecado para clones e deriva
genética na populagdo. A analise de estrutura genética espacial demonstra que os
genodtipos apresentam distribuicdo n&o aleatdria na populagédo. Os resultados deste
trabalho indicam que esta populagao de jabuticabeira € uma populagao clonal, com
baixa diversidade genética e baixa regeneracéo. Desta forma torna-se vulneravel a
mudang¢as ambientais, devido limitado potencial evolucionario. Este é o primeiro
trabalho realizado sobre aspectos de genética de populagdes em jabuticabeira, a qual
pode ser considerada uma espécie modelo para elucidar respostas do impacto da
apomixia na dindmica da diversidade genética de populagdes. Formar uma ampla
colecao de germoplasma deve ser uma estratégia de alta prioridade para promover a
conservacao e o uso futuro da espécie.

Palavra-Chave: Jabuticabeira, Diversidade Clonal, Genética de Populagdes,
Marcadores Microssatélites, Conservagao Genética.
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3.2 ABSTRACT

The jabuticaba trees (Plinia sp.) belonging to the Myrtaceae family and are endemic
from Brazil. In the Southwestern Parana region there are many forest fragments
containing native jabuticaba tree (Plinia cauliflora), which has low regeneration
potential of the species. The objective of this work was to characterize the diversity
and spatial genetic structure of a jabuticaba tree population. The study was conducted
in a four hectares fragment of Araucaria Forest in Vitorino, Parana State, Brazil. We
identify, map, measured (height and diameter) and collect leaves from 207 adult and
110 juvenile jabuticaba trees. We carried out DNA isolation and genotyping jabuticaba
trees with seven microsatellite loci. Two loci were monomorphic, showing no allelic
variation. The other five loci showed low genetic diversity, in both juveniles and adults
jabuticaba trees of the population, because low number of alleles per locus (only two
or three). Nevertheless, the heterozygosity was high, suggesting selection in favor of
heterozygotes in the population. On all 317 individuals in the population were only
detected seven unique multilocus genotypes, and the other were clones them. This
represents that the population was formed by few generators (founder effect), followed
by cloning of individuals through seeds generated by apomixis. The juvenile individuals
have only three clonal those genotypes present in adults, which indicates selection of
clones and genetic drift in the population. The spatial genetic structure analysis shows
that the random distribution genotypes present in the population. These results indicate
that this jabuticaba tree population is a clonal population with low genetic diversity and
low regeneration. Thus it becomes vulnerable to environmental changes because it
have limited evolutionary potential. This is the first work done on genetic aspects of
jabuticaba tree populations, which can be considered a species type model to elucidate
answers about apomixis impact in the genetic diversity dynamics populations. Forming
a broad germplasm collection should be a high priority strategy to promote
conservation and the future use of the species.

Key-words: jabuticaba tree, Clonal Diversity, Population Genetics, Microsatellite
marker, Conservation genetics.
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3.3 INTRODUGAO

O desmatamento ocasionou drastica reducdo da Floresta Ombrofila
Mista (FOM), também denominada Floresta com Araucaria, no estado do Parana, e
fragmentos florestais em estagio avangado de sucessao representavam apenas 0,8%
da area original (CASTELLA e BRITEZ, 2004). A fragmentacéo florestal reduz o
tamanho da populagao reprodutiva de espécies vegetais e pode resultar na ocorréncia
de deriva genética (perda de alelos), aumento da taxa de autofecundagao e de
cruzamentos correlacionados, redugao na distancia de dispersao de pdlen e sementes
e na taxa de imigragédo de polen e sementes (isolamento reprodutivo do fragmento),
conduzindo a reducédo da diversidade genética populacional. Estes efeitos genéticos
podem comprometer o potencial de conservagao, evolugdo e sobrevivéncia das
espécies (SEBBENN, 2006). Estes impactos negativos da fragmentacdo foram
verificados na espécie simbolo da FOM, Araucaria angustifolia (BITTENCOURT e
SEBBENN, 2009), mas também verificou-se que ocorre alta taxa de imigracdo de
polen, pois a espécie é dioica e polinizada pelo vento, o que reduz estes efeitos
negativos da fragmentacado (BITTENCOURT e SEBBENN, 2007, 2008; MEDINA-
MACEDO et al., 2015).

As jabuticabeiras (Plinia sp.) pertencem a familia Myrtaceae e sdo endé-
micas do Brasil, sendo cultivadas principalmente nos Estados de Goias, Minas Gerais,
Sédo Paulo e Parana. Sdo conhecidas nove espécies, algumas ja consideradas em
extincdo, das quais apenas trés tem distribuicdo natural e sdo cultivadas no Brasil:
Plinia trunciflora (Berg) Mattos; Plinia cauliflora (DC.) Berg.; e Plinia jaboticaba (Vell.)
Berg. Todas com sinonimia botanica Myrciaria sp. (MATTOS, 1983, 1998). Os frutos
das jabuticabeiras (jabuticabas) apresentam grande potencial de comercializacao,
pois sdo muito apreciadas para consumo in natura (BALERDI et al., 2006). Porém,
muitos outros usos podem ser dados a jabuticaba. A casca da jabuticaba apresenta
alto teor de antocianinas e flavonoides (TEIXEIRA et al., 2008; DANNER et al., 2011a),
0S quais sao responsaveis por efeitos benéficos a saude, destacando-se o controle
de colesterol e diabetes (LENQUISTE et al.,, 2012), controle da hipertensdo (AN-
DRADE et al., 2015) e controle de cancer de prostata e leucemia (LEITE-LEGATTI et
al., 2012). Este potencial pode ser aproveitado pela industria farmacéutica e alimenti-

cia.



37

A espécie também é utilizada como planta ornamental em funcéo da be-
leza da florac&o e frutificag&o por caulifloria (DEMATTE, 1997). Além disso, a produ-
cao de derivados da jabuticaba (aguardente, vinho, suco, molhos, picolés, licores, ge-
leias) € utilizada para fomentar o turismo gastrondmico em algumas cidades brasilei-
ras (VIEIRA e FERREIRA, 2013) e pode se tornar uma alternativa para aproveitar
integralmente os frutos que séo altamente pereciveis, para evitar perdas em pés-co-
Iheita e fomentar a exportacdo de um produto original brasileiro (ASQUIERI et al.,
2009). Nesse sentido, demonstrou-se que o ‘vinho’ tinto (fermentado da casca da ja-
buticaba), apresentou alto poder antioxidante, maior que os ‘vinhos’ rosé (fermentado
da mistura de casca e polpa) e branco (apenas da polpa) (SA et al., 2014).

Na regido Sudoeste do Parana foram mapeados 14 fragmentos florestais
com ocorréncia da jabuticabeira (Plinia cauliflora), que atualmente sdo mantidos como
area de reserva legal, principalmente em propriedades agricolas particulares. Estes
fragmentos totalizaram 201,9 hectares e continham 4.036 jabuticabeiras adultas
(DANNER et al., 2010). A comercializacdo de jabuticabas oriundas do extrativismo
das jabuticabeiras nativas é realizada ha muitos anos nesta regido e apresenta impor-
tancia econbmica e social para familias carentes.

Apenas dois trabalhos foram encontrados na literatura com uso de
marcadores moleculares em jabuticabeiras. Ambos estudos demonstraram baixa
variabilidade genética, por marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA),
nao compativel com a diferenciacao fenotipica de plantas e frutos das variedades e
espécies testadas (PEREIRA et al., 2005; VILELA et al., 2012), Isto denota a restrita
base genética das jabuticabeiras, a qual pode ser efeito do sistema de reproducgao da
especie, inclusive com a possibilidade de ocorréncia de apomixia.

As jabuticabeiras possuem flores hermafroditas e experimentos com
polinizagdo controlada e ensacamento de ramos demonstraram que as espécies de
jabuticabeira sdo aparentemente autocompativeis. Porém, a polinizagao por insetos,
especialmente abelhas Apis mellifera, aumentou a produgao de frutos (DANNER et
al., 2011b; VILELA et al., 2012). Aparentemente, a poliembrionia das jabuticabeiras
que ocorre em muitas sementes (DANNER et al., 2011a; WAGNER JUNIOR et al.,
2011), é devida a apomixia dependente da fecundagdo, uma vez que em flores
emasculadas e protegidas antes da antese nao houve formagao de frutos (VILELA et
al., 2012). Os detalhes da biologia reprodutiva das jabuticabeiras deveria ser alvo de

estudos para elucidar mais claramente o sistema de reprodugdao da espécie,
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importante aspecto para fomentar a conservagdo e melhoramento genético.

Os estudos de diversidade e estrutura genética espacial
intrapopulacional de jabuticabeira em populacbes naturais s&o inexistentes na
literatura. Estes estudos tem sido utilizados em outras espécies arbodreas e
demonstram como esta organizada e distribuida a diversidade genética dentro da
populacdo e sao importantes para determinar efeitos evolutivos ocorrentes nas
populagdes e para determinar o potencial de sobrevivéncia e evolugao das espécies
vegetais, especialmente em populagbes pequenas e/ou fragmentadas (WRIGHT,
1931; NEI et al., 1975; ELLSTRAND e ELAM, 1993; BITTENCOURT e SEBBENN,
2009; DEGEN e SEBBENN, 2014).

O objetivo deste trabalho foi caracterizar a diversidade e a estrutura
genética espacial de uma populacéo de jabuticabeira (Plinia cauliflora) em Vitorino,
Parana. Especificamente, buscou-se responder as seguintes questdes: 1) Qual o nivel
de diversidade genética nesta populagéo de jabuticabeira? 2) Ha ocorréncia de clones
originados por apomixia na populagado? 3) Qual é o nivel de estrutura genética espacial

nesta populagao?

3.4 MATERIAL E METODOS

Area de estudo e amostragem

O presente estudo foi conduzido em um fragmento de Floresta Ombréfila
Mista (26°19'0,9" S, 52°46'42" W, 818 metros de altitude), no municipio de Vitorino,
regidao Sudoeste do Parana (Figura 01A). Este fragmento florestal possui 4,0 hectares
e contém 241 jabuticabeiras adultas e 157 jabuticabeiras juvenis (Figura 01B). Houve
0 histérico de supressao da mata continua ha mais de 60 anos, formando este
fragmento florestal, também foi realizado o corte de arvores de grande porte,
principalmente de araucaria (Araucaria angustifolia) para comercializagdo da madeira.
Atualmente, a paisagem é formada por fragmentos florestais circundados por lavouras

de graos (soja/milho) e pastagens para alimentagao de bovinos leiteiros.
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Figura 01 - Area do fragmento florestal (A) e mapa da distribuicdo (B) de jabuticabeiras nativas (Plinia
cauliflora) de uma populagao de Vitorino, Parana. UTFPR Campus Pato Branco, 2016.
Fonte: O Autor (2016) Google Earth (2005).

As jabuticabeiras adultas ocorrem de forma agrupada na populagdo
(Figura 02A) e a colheita de jabuticaba é realizada ha mais de 40 anos na area, em
conjunto com colheita de erva-mate. Para facilitar a colheita da jabuticaba, anualmente
realizavam-se rogadas na vegetagao rasteira. A floracdo das jabuticabeiras ocorre
entre final de agosto e inicio de setembro e a maturacao dos frutos em outubro, em
um ciclo de desenvolvimento de 35 a 40 dias. As jabuticabas sao bagas globosas de
cor preta-arroxeada e ficam aderidas nos ramos através de pequenos pedunculos (2,8
mm), caracterizando a caulifloria (Figura 02B). Os frutos das jabuticabeiras da
populacdo estudada tém peso médio de 7,7 gramas, 23 mm de didmetro e 1,23
sementes/fruto (DANNER et al., 2011a). As sementes devem ser semeadas logo apos

a colheita, pois perdem rapidamente a viabilidade (DANNER et al., 2011c).

Figura 02 — Agrupamento de jabuticabeiras (Plinia cauliflora) adultas (A) e frutos de jabuticabeiras
nativas (B) do fragmento florestal de Vitorino, Parana. UTFPR Campus Pato Branco, 2016.
Fonte: O Autor (2016).
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Para este estudo foram coletadas folhas recém expandidas e sadias de
207 jabuticabeiras adultas e 110 juvenis, pois as demais plantas ndo se encontravam
mais com a identificacdo original, ambas foram armazenadas em sacos plasticos
contendo silica gel. Todas as plantas amostradas foram mapeadas (coordenadas UTM
— Universal Transversa de Mercator - com uso de estagao total e GPS de navegacéo),
mensuradas (altura e didmetro) e genotipadas.

Para diferenciar as arvores adultas das juvenis, as jabuticabeiras com
altura superior a trés metros foram observadas quanto a presenga de estruturas

reprodutivas (flores e/ou frutos) em setembro/outubro de 2014.

Extracdo de DNA e genotipagem por microssatélites

A extragdo de DNA e a analise por microssatélites foi conduzida no
Laboratério de Fisiologia do Desenvolvimento e Genética Vegetal da Universidade
Federal de Santa Catarina. Das folhas desidratadas realizou-se a extracdo do DNA
com o Kit NucleoSpin® Plant I, conforme o protocolo do fabricante (Machereu-Nagel).
O DNA foi quantificado em espectrofotometro NanoDrop® 1000 (Thermo Scientific), e
a qualidade do DNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 1,5%, sendo entéo
diluido a concentragéo de 5 ng L e estocado em freezer (-18 °C).

Foram utilizados sete locos microssatélites (Pli_01, Pli_02, Pli_10,
Pli_12, PIli_15, Pli_16 e Pli_18), desenvolvidos de uma biblioteca genémica de
jabuticabeira (Plinia sp.) no laboratério citado acima (dados nao publicados). As
reagdes de amplificacdo do DNA por PCR (Polymerase Chain Reaction - reagdo em
cadeia da polimerase) foram realizadas com volume total de 12 L, contendo 20 ng
de DNA, 0,2 mM de cada dNTP, 0,2 yM de cada primer microssatélite e 0,8 U da
enzima Taq polimerase (GENET BIO Prime Tag DNA Polymerase, Daejeon, Korea)
em tampao 10X (100 mM KCI; 0,5 mM EDTA; 20 mM Tris-HCI, pH 9,0; 0,1 mM DTT;
0,5% Tween 20; 0,5% Nonidet P-40; 20 mM de MgClz; 50% glicerol).

As amplificagdes foram realizadas usando termociclador modelo Veriti®
(Applied Biosystems) com o seguinte programa: desnaturagao inicial do DNA a 95°C
por 3 minutos, seguido de 35 ciclos de 95°C (desnaturagado) por 30 segundos,
temperatura de anelamento (56°C a 62°C) por 30 segundos e 72°C (polimerizagao)
por 30 segundos, seguido da extensao final a 72°C por 10 minutos. Os produtos de

amplificagdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5% e a
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visualizagdo em transiluminador sob luz ultravioleta, para verificar a efetividade da
PCR. As amostras foram mantidas a 4°C.

A genotipagem foi realizada por eletroforese capilar, com o uso de
sistemas biplex, de acordo com a fluorescéncia e/ou tamanho esperado do fragmento
(Tabela 1), em sequenciador ABI 3500x! (Applied Biosystems), com 24 capilares. A
reacao foi realizada com 1,0 pL da solugdo de DNA amplificado diluido 7,5X em agua
ultrapura, 8,0 uL de Tween 20 (0,1%), 26,4 uL de GS 600 LIZ® (padrao de tamanho de
fragmento), 924 uL de formamida Hi-Di®. Os tamanhos dos alelos (pares de base - pb)

foram identificados com o auxilio do software GeneMapper® (Applied Biosystems).

Tabela 1 - Informagées dos locos microssatélites utilizados no estudo. UTFPR Campus Pato Branco-
PR, 2016.

Locos Sequéncia T(C) Marcagéao Tamanho esperado (pb)
S I U T
S LSSSICISIOCISNT s oran
o LISSTITIOMGSAS e
Pli_18 F: CTCCTCATCGCTCACTCTCC 62 6-FAM 176-226

R:CACCCTCAAGCAACCTACCA

T (°C): temperatura de anelamento. Todos os alelos tem o motivo de repeticdo dinucleotideos, com
excegao de PLI_02 e PLI_10 (trinucleotideos). Utilizou-se os sistemas biplex das combinacdes: Pli_01
e Pli_10; Pli_02 e Pli_12; Pli_15 e PIli18. Pli_16 teve eletroforese individual.

Analise da diversidade genética intrapopulacional

A diversidade genética para jabuticabeiras adultas e juvenis foi caracte-
rizada pelo numero total de alelos, numero de alelos por locos (A), riqueza alélica (R)
calculada por rarefagdo (EL MOUSADIK e PETIT, 1996), heterozigosidade observada
(Ho) e heterozigosidade espera (He) sob equilibrio de Hardy-Weinberg, calculada pela

média aritmética entre todos os locos polimérficos analisados (NEI, 1987). A presencga

de endogamia foi investigada pelo indice de fixagdo (F =1 — %) ou coeficiente de

endogamia de Wright (1931) e sua significancia estatistica foi estimada utilizando 200
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permutacées de Monte Carlo (alelos entre individuos), seguida de corregdo de Bon-
ferroni (95%, a = 0,05) para evitar falsos positivos. Todos estes indices foram calcula-
dos utilizando o programa FSTAT (GOUDET, 1995).

Analise da diversidade clonal

A presenca de jabuticabeiras adultas e juvenis clonais na populagéao foi
estimada utilizando o programa CERVUS 3.0 (MARSHALL et al., 1998; KALINOWSKI

et al., 2007). A diversidade clonal (apomitica) foi analisada de acordo com a riqueza
genotipica, estimada por R = TGl_;ll onde G é o numero de gendtipos diferentes e n é

o numero de individuos analisados (DORKEN e ECKERT, 2001).
Analise da estrutura genética espacial (EGE)

A EGE para jabuticabeiras adultas e juvenis da populagao foi estimada

com base no coeficiente de coancestria de Nason (6,,) entre pares de individuos,
descrito em Loiselle et al. (1995). Para visualizar a EGE, o valor de 6, foi plotado em
classes de distancia (intervalos de 5 m, até 80 m), com uso do programa Spagedi 1.3
(HARDY e VEKEMANS, 2002). A significancia do 6,, para cada classe de distancia
foi obtida por comparacdo dos limites do intervalo de confianca a 95% de
probabilidade, calculados por 1000 permutacbes de Monte Carlo (individuos entre
classes de distancia). Para comparar a extensdao da EGE entre adultos e juvenis,
efetuou-se o calculo da estatistica S,, (VEKEMANS e HARDY, 2004) pela férmula: S, =

_bk
1-6,’

onde 6, é a média do coeficiente de coancestria calculado entre todos os pares

de individuos dentro da primeira classe de distancia (0-5 m) e b, € o declive da
regressao de coeficiente de coancestria contra o logaritmo da distancia espacial (O-
100 m). Para testar a EGE, a posigao espacial dos individuos foram permutadas (1000
vezes) para obter a distribuicao de frequéncia de b, sob a hipétese nula de que 6, e

In (d,,) n&o s&o correlacionados.

3.5 RESULTADOS

Diversidade genética intrapopulacional
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Os sete locos analisados exibiram diversidade genética baixa, tanto para
jabuticabeiras adultas quanto juvenis da populagao, pois o numero de alelos por locos
(1 a 3) foi menor que o esperado para locos microssatélites, que normalmente séo
altamente polimorficos (multialélicos). O numero total de alelos na populagéo foi 14,
encontrados nos individuos adultos, enquanto os individuos juvenis tiveram os
mesmos alelos, com excegao do alelo 162 do locos Pli_12, o qual foi exclusivo dos

adultos (Tabela 2). Os locos Pli_02 e Pli_16 foram monomoérficos (apenas 1 alelo).

Tabela 2 - indices de diversidade genética de jabuticabeiras nativas (Plinia cauliflora) adultas e juvenis
do fragmento florestal de Vitorino, Parana. UTFPR Campus Pato Branco, 2016.

Jabuticabeiras k R +SD H, +SD H,+SD F £ 5D
Adultas (n=207) 14 1,83+ 0,60 0,612 £ 0,022 0,502 + 0,030 -0,219 + 0,287
Juvenis (n=110) 13 1,86 £ 0,69 0,666 + 0,149 0,517 £ 0,037 -0,289 + 0,274*

K é numero de alelos; R é a riqueza alélica (EL MOUSADIK e PETIT, 1996); SD é o desvio padrao; H,
€ heterozigosidade observada; He. € heterozigosidade esperada; F é o indice de fixacao (WRIGHT,
1931). *Significancia (P<0,05) baseada em 200 permutag¢des de Monte Carlo.

Nao foi detectada diferenca significativa entre jabuticabeiras adultas e
juvenis em nenhum dos indices de diversidade genética calculados (R, Ho, He, F), O
que pode ser verificado pelo desvio-padrao (SD — standard deviation), demonstrando
o comportamento semelhante para estas estatisticas entre as duas classes de
plantas. A média de riqueza alélica (R) verificada para adultos (1,83) e para juvenis
(1,86) é similar a média de alelos por locos (2,0 e 1,86, respectivamente). Isto indica
que a frequéncia alélica é semelhante entre os alelos de mesmos locos, pois R é
baseada no numero e frequéncia de cada alelo nos locos (EL MOUSADIK e PETIT,
1996).

Os valores médios de H, e He foram 0,612 e 0,502 para jabuticabeiras
adultas e 0,666 e 0,517 para juvenis, respectivamente. Detectou-se valor de H,
significativamente superior a He para adultos e também para juvenis e isso gerou o
indice de fixagao (F) negativo e significativo para ambas as classes de jabuticabeiras.
Isso representa que ha excesso de heterozigotos na populagdo, em relagdo ao que
seria esperado segundo a Lei de Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), e o indicio de

que nao ha endogamia na populagao (WRIGHT, 1931).

Diversidade clonal

As 207 jabuticabeiras adultas apresentaram apenas sete gendétipos
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multilocos unicos, sendo os demais individuos clones destes gendtipos. Por sua vez,
as 110 jabuticabeiras juvenis apresentaram apenas trés gendtipos multilocos unicos,
sendo os demais individuos juvenis clones destes. Agrupando adultos e juvenis, as
317 plantas representam apenas sete genotipos unicos, pois os trés genotipos dos
juvenis ja estavam presentes nos adultos (Clones 1, 4 e 7). Um simples clone (Clone
1) foi o mais frequente em ambas classes de jabuticabeiras (adultas e juvenis),
totalizando 60,2% de todas as plantas genotipadas da populagdo. Desta forma a
riqueza genotipica foi baixa para adultos (0,030), juvenis (0,018) e agrupando adultos
e juvenis (0,019) (Tabela 3).

Tabela 3 - Numero e frequéncia de individuos dos sete clones e riqueza genotipica (R) de jabuticabeiras
(Plinia cauliflora) adultas e juvenis do fragmento florestal de Vitorino, Parana. UTFPR Campus Pato
Branco, 2016.

Adultos Juvenis Adultos + juvenis (%)
Tamanho da amostra: n 207 110 317
Numero de clones 7 3 7
Clone 1: n 107 84 191 (60,2)
Clone 2: n 32 - 32 (10,1)
Clone 3: n 18 - 18 (5,7)
Clone 4: n 10 22 32 (10,1)
Clone 5: n 28 - 28 (8,8)
Clone 6: n 5 - 5(1,6)
Clone 7: n 7 4 11 (3,5)
R 0,030 0,018 0,019

R é a riqueza genotipica.

Além deste baixo numero de clones, a diferenciagao entre os gendtipos
multilocos dos clones também foi pequena, pois os sete clones se diferenciam apenas
nos locos Pli_12 e Pli_15, tendo o mesmo gendtipo em heterozigose nos locos Pli_01,
Pli_10 e Pli_18 (Tabela 4).

Tabela 4 - Gendtipos multilocos (tamanho dos alelos, em pares de base) dos sete clones de
jabuticabeira (Plinia cauliflora) detectados no estudo. UTFPR Campus Pato Branco, 2016.
Pli_01 Pli_02 Pli_10 Pli_12 Pli_15 Pli_16 Pli_18

Clone 1 150/154 178/178 235/244 152/156 178/186 161/161 180/182
Clone 2 150/154 178/178 235/244 156/156 178/186 161/161 180/182
Clone 3 150/154 178/178 235/244 156/156 186/186 161/161 180/182
Clone 4 150/154 178/178 235/244 152/156 186/186 161/161 180/182
Clone 5 150/154 178/178 235/244 156/162 178/186 161/161 180/182
Clone 6 150/154 178/178 235/244 156/162 186/186 161/161 180/182
Clone 7 150/154 178/178 235/244 152/156 184/186 161/161 180/182

Com relacao a localizacdo dos sete clones pode-se observar que o
Clone 1 esta amplamente distribuido em toda a area do fragmento florestal, em fungao
do grande numero de individuos. No lado leste do fragmento florestal foram

encontrados a maior parte das jabuticabeiras adultas e juvenis. Nos cantos superior
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esquerdo e inferior do mapa, apesar de ter mais do que 25 jabuticabeiras adultas, n&o

foram encontradas jabuticabeiras juvenis (Figura 03).
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Figura 03 - Distribuicdo espacial dos sete clones de jabuticabeiras (Plinia cauliflora) adultas e juvenis
no fragmento florestal de Vitorino, Parana. UTFPR Campus Pato Branco, 2016.

Estrutura genética espacial (EGE)

Na analise do correlograma verificou-se que o0s coeficientes de
coancestria entre pares de individuos diminuem com o aumento da distancia,
demonstrando um tipico efeito de isolamento por distancia (WRIGHT, 1943). Entre as
jabuticabeiras adultas da populagao verificou-se EGE significativa até 10 metros de

distancia e entre os juvenis até 20 metros de distancia (Figura 04).
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Figura 04 - Estrutura genética espacial em jabuticabeiras (Plinia cauliflora) adultas e juvenis do
fragmento florestal de Vitorino, Parana. A linha continua representa o coeficiente médio de coancestria
(6xy) € as linhas tracejadas representam o intervalo de confianga a 95% de probabilidade da hipétese

de auséncia de estrutura genética espacial (hipotese Ho: 6,, = 0). UTFPR Campus Pato Branco, 2016.

A EGE significativa dos individuos nas duas ou nas quatro primeiras
classes de distancia (0-5, 5-10, 10-15 e 15-20 metros) representa que ha o
agrupamento de individuos com maior nivel de parentesco do que o esperado, uma
vez que o coeficiente de coancestria € um indice de parentesco entre os individuos.

Como a maior parte dos individuos de jabuticabeira desta populagédo s&o clones entre
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si, o coeficiente de coancestria esperado seria proximo de 0,5. Porém, este coeficiente
foi extremamente baixo (< 0,010) mesmo nas classes de distancia em que a EGE foi
significativa, sendo menor inclusive que o valor de parentesco esperado entre primos
(6xy = 0,0625) (SEBBENN, 2006). Este efeito inesperado pode ser explicado pelo

viés causado nos dados devido baixo polimorfismo detectado, em termos de numero
de alelos por locos (apenas 2 ou 3), bem como o baixo numero de locos utilizado e o
excesso de heterozigotos encontrado na populagao.

Ainclinagao da regresséo (bk) para o coeficiente de coancestria sobre o
logaritmo da distancia espacial (0-100 m) foi baixo mas significativo (P > 0,05) (sendo
diferente de zero) para ambas as classes, adultos (bx = -0,0027%) e juvenis (bx = -
0,0015%), confirmando a presenga de isolamento por distancia. Além disso, a
intensidade da EGE na primeira classe de distancia (0-5 m), medida pela estatistica
Sp foi maior para adultas (Sp = 0,0028) do que para juvenis (Sp = 0,0015), porém os
indices ndo foram significativos (P > 0,05) em ambas as classes, demonstrando a
distribuicdo aleatéria dos gendtipos na area, sem formagéo de estruturagado genética
(VEKEMANS e HARDY, 2004).

3.6 DISCUSSAO

Diversidade genética intrapopulacional

A baixa quantidade de alelos detectados na populagao (total de 14
alelos) ndo era esperada, uma vez que os locos microssatélites sdo altamente
polimorficos. Em estudos com espécies arboreas brasileiras, o valor mais baixo de
alelos verificado na literatura foi em cacau (Theobroma cacao), detectou-se total de
26 alelos em uma populagdo com propagacéao clonal, de 156 individuos adultos e 450
sementes genotipadas com oito marcadores microssatélites (SILVA et al., 2010). Por
outro lado, de 978 individuos de 25 progénies de polinizagdo aberta oriundas de 25
matrizes de duas populagdes de aroeira (Myracrodruon urundeuva) em oito locos
microssatélites foram detectados de 6 a 27 alelos por locos, no total de 118 alelos
detectados (VIEGAS et al., 2011).

Apesar da baixa diversidade alélica, as heterozigosidades observada e
esperada (H, e He) foram superiores a 0,5, tanto para jabuticabeiras adultas quanto
para as juvenis, que é considerado valor alto (HAMRICK e MURAWSKI, 1991). Isto
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indica que se houvessem cruzamentos entre estes genoétipos para formagao das
progénies, novas combinagdes alélicas poderiam ser geradas, ou seja, ha potencial
de geracgao de diversidade genética de jabuticabeira na populacédo estudada.

Em concordancia com o significativo maior valor de H, em relagéo a He,
o indice de fixacao (F) foi negativo e significativamente diferente de zero, tanto para
jabuticabeiras adultas quanto para as juvenis, o que € um indicativo de que ocorreu e
esta ocorrendo selegao a favor de heterozigotos na populagéo e que a espécie néo
apresenta endogamia devido ao sistema de reproducédo (WRIGHT, 1931). Selecdo a
favor de heterozigotos sdo documentadas especialmente em espécies aldogamas ou
de sistema misto de reproducdo com predominancia de cruzamentos, pois estas
especies nao toleram endogamia, uma vez que locos em homozigose podem tornar-
se deletérios, comprometendo a sobrevivéncia (depressdo endogamica). Este
processo ocorre pela eliminagédo de plantas endogémicas entre a fase de fertilizagao
e a fase adulta (SAVOLAINEM et al., 1992; GRIBEL e GIBBS, 2002; HUFFORD e
HAMRICK, 2003; NAITO et al., 2008; AGAPITO-TENFEN et al., 2011).

O excesso de heterozigotos detectado também pode ser um efeito da
ocorréncia de fragmentacéo florestal e drastica redugéo populacional de jabuticabei-
ras, condizente com o historico da area e da regido. E comum populacdes que passa-
ram por um processo recente de gargalo genético (bottleneck) apresentarem um ex-
cesso temporario de heterozigosidade (Ho > He), o qual persiste algumas dezenas de
geracdes até um novo equilibrio ser estabelecido (CORNUET e LUIKART, 1996; LU-
IKART et al., 1998; PIRY et al., 1999).

A riqueza alélica é mais sensivel a reducédo no tamanho populacional do
gue a heterozigosidade, devido a eliminagcédo preferencial de alelos raros, os quais
contribuem pouco para a estimativa de He (NEI et al., 1975; VARVIO et al., 1986;
COURNUET e LUIKART, 1996). Este efeito parece ter ocorrido na populagéo de ja-
buticabeira estudada, com a aparente perda de alelos. A longo prazo, a reducdo da
riqueza alélica pode limitar o potencial evolutivo desta populacao, ou seja, a habilidade
da espécie em responder as mudancas ambientais (ELLSTRAND e ELAM, 1993).

Apesar disso, a baixa diversidade alélica verificada nos locos
microssatélites pode ser apenas aparente, uma vez que mesmo em um loco
determinado como monomorfico para tamanho de alelo (133 pb) em mais de 100
individuos de Butia eriospatha, foi revelada variacdo nas sequéncias de DNA.

Verificou-se por alinhamento de sequéncias muitos sitios polimérficos na regido
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flanqueadora do motivo de repeticdo deste microssatélite, as quais foram geradas por
insercdes e substituigdes de nucleotideos. Esta pode ser uma fonte de variagcéo
genética em individuos de populag¢des naturais, a qual néo é detectada quando se
avalia o tamanho de alelos microssatélites (NAZARENO e REIS, 2011).

Diversidade clonal

A detecgdo de apenas sete gendtipos multilocos na populagdo de
jabuticabeiras adultas, permite delimitar a hipotese de um forte efeito fundador, com
poucos individuos geradores. Além disso, o alto indice de heterozigose nos locos é
um indicativo de que as plantas fundadoras podem ter sido geradas por cruzamentos,
o qual gera heterozigose em pelo menos 50% dos locos (SEBBENN, 2006). Uma vez
que ha elevada predominéancia de individuos com o mesmo gendtipo (Clone 1 =60,2%
das jabuticabeiras), e que as jabuticabeiras juvenis possuem apenas trés genotipos
multilocus uUnicos, ja presentes nas adultas, ha um forte indicio que a populagao
formou-se por apomixia nas sementes (clones das matrizes), seguida de selecédo a
favor de clones. Soma-se a isso que nao houve fluxo génico (por sementes e polen),
0 que causaria a introducédo de novos alelos de outras populagdes, o que indica que
esta populagéo esta geneticamente isolada, mesmo existindo um fragmento florestal
que contém 100 jabuticabeiras adultas localizado a distancia de 1,8 km do fragmento
estudado.

Além da evidéncia molecular, a hipétese de selecado a favor de clones é
reforcada pela auséncia de duas plantulas crescendo justapostas, o que indicaria
terem sido geradas da mesma semente. E comum a ocorréncia da poliembrionia
(presenca de mais de um embrido por semente), quando as sementes de jabuticabeira
sdo semeadas em viveiro, verificada pela emergéncia de mais de uma plantula por
semente nas trés principais espécies de jabuticabeiras, Plinia cauliflora, P. trunciflora
e P. jaboticaba (GURGEL e SOUBIHE SOBRINHO, 1951; DANNER et al., 2011a;
WAGNER JUNIOR et al., 2011).

Devido as jabuticabeiras juvenis da populagédo serem clones das
jabuticabeiras adultas evidencia a ocorréncia de apomixia em Plinia cauliflora. A
geracao de sementes com embrides apomiticos parece ser a provavel causa da
clonagem na populagao de jabuticabeira, uma vez que a clonagem natural por outros

propagulos ndo ocorre na espécie, e mesmo a estaquia em ambiente controlado



49

apresenta muito baixo enraizamento (SASSO et al., 2010a).

A poliembrionia de jabuticabeira parece ser resultado de apomixia
dependente da fecundagdo, com formagao por embrionia adventicia, em que séo
gerados um embrido zigotico (que pode ou ndo sobreviver na semente) € um ou mais
embrides apomiticos (clones da arvore materna), como ocorre em Citrus sp.
(NAKANO et al., 2013). Isto devido a auséncia de frutos/sementes em ramos que
tiveram as flores emasculadas e protegidas (VILELA et al., 2012) e em ramos
submetidos ao ensacamento (DANNER et al., 2011b). Com isto, sdo geradas duas
hipoteses sobre a apomixia de jabuticabeiras da populagéo estudada: 1) as sementes
das jabuticabeiras geram apenas embrides apomiticos, devido morte dos embrides
zigoticos em formacdo; ou 2) as sementes das jabuticabeiras geram embrides
Zigoticos e apomiticos e durante a germinacao ou crescimento das plantulas ocorre a
selegao natural a favor dos individuos clonais. A veracidade de uma dessas hipoteses
pode ser testada através do estudo do sistema de reproducgado, pela coleta e
genotipagem de sementes das plantas matrizes (SILVA et al., 2011; BRESSAN et al.,
2013) dos sete gendtipos multilocus detectados na populagdo, conjugados com
estudos da embriologia (KOLTUNOW e GROSSNIKLAUS, 2003), ou seja,
acompanhamento da formagao dos embrides em sementes de jabuticabeiras.

O processo de ocorréncia de apomixia gerando clones da planta-matriz
pode ser vantajoso no caso de nao haver disponibilidade ou haver baixa
disponibilidade de pdlen de outras plantas, de forma a evitar a ocorréncia de
autofecundacdo em espécies autocompativeis. Em consequéncia, a apomixia
preserva a heterozigosidade da planta-materna nas progénies, oferecendo vantagens
em relagdo a autofecundacdo, a qual resultaria na reducao da heterozigosidade e
conduziria a depressao endogamica (FINKELDEY, 2005). Este efeito de ocorréncia de
apomixia e manutencdo da heterozigosidade foi verificado na populagdo de
jabuticabeira do presente estudo, o que poderia ser uma estratégia desenvolvida pela
espécie na populacdo, para evitar a autofecundacdo ou cruzamentos de poucos
genotipos distintos.

Além disso, espécies que apresentam estrutura genética clonal sofrem
menor efeito da deriva genética, uma vez que evita a perda de variabilidade genética
na progénie através da clonagem (FISCHER et al., 2000). Outras vantagens da
apomixia inclui a facilidade de dispersao devido formagao de clones nas sementes e

que as plantas apomiticas disseminam genoétipos extremamente adaptados, pois os
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genotipos menos adaptados acabam sendo eliminados pela selegao natural. Por outro
lado, as desvantagens sao a incapacidade de evitar acumulo de mutagdes
desvantajosas e de acelerar a evolugdo da espécie frente a mudangas ambientais,
pois o nicho populacional é bastante estreito (RICHARDS, 2003). Por isso, do ponto
de vista adaptativo, seria melhor a espécie conjugar a ocorréncia de apomixia com a
reproducdo sexual. Em 248 estudos revisados, referentes a mais de 2000 populacdes
de 218 espécies de plantas, foi verificado que a maior frequéncia de clonagem ocorreu
em populagbes de plantas raras ou ameagadas e com 0 aumento da idade da
populacao (SILVERTOWN, 2008).

A diversidade clonal foi representada pela riqueza genotipica a qual foi
muito baixa (R = 0,019), devido a relagdo entre o numero de genétipos distintos (apenas
sete) e 0o numero de individuos genotipados (n=317) (Tabela 03). Isto representa uma
taxa de clonagem de 97,8% (310 individuos adultos e juvenis sdo clones de apenas
sete individuos distintos). Tao baixo numero de gendtipos multilocos unicos e baixa
diversidade clonal ainda ndo havia sido documentada na literatura para espécies
arboreas com uso de marcadores microssatélites. Em revisdo de 52 trabalhos com
genotipagem usando microssatélites de espécies de varios taxons que apresentam
clonagem, a média de riqueza clonal foi R = 0,60 (ARNAUD-HAOND et al., 2007).
Considerando uma espécie arbdrea, Magnolia tomentosa, de uma populagcdo de
Nagoya, Japao, de 1044 plantas genotipadas foram detectados 175 genotipos
multilocus (SETSUKO et al., 2004). Para o cacaueiro (Theobroma cacao), do total de
156 individuos analisados de uma populacao natural da floresta Amazénica no estado
do Para, 29 individuos foram clones de 21 gendétipos multilocus unicos, totalizando 50
individuos clonais (29+21), enquanto que as restantes 106 arvores foram genotipos
multilocus unicos. No cacaueiro a clonagem ocorre por brotagcdes de rizomas (SILVA
et al.,, 2011). No caso da espécie arbustiva Jatropha curcas, em um banco de
germoplasma de S&o Paulo, verificou-se que 13% das sementes deram origem a
clones das arvores maternas (mesmo genoétipo multilocus), o que foi um indicativo de
apomixia (BRESSAN et al., 2013).

A reducgéo do numero de gendtipos distintos nos juvenis em relagéo aos
adultos, indica a ocorréncia de deriva genética, ou seja, a perda dos gendtipos
multilocos dos clones 2, 3, 5 e 6, que foram exclusivos dos adultos (Tabela 03). Esta
deriva genética pode estar sendo causada pela menor producao de frutos/sementes

dos adultos reprodutivos destes quatro gendtipos clonais e também devido menor
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sobrevivéncia das plantulas. Especialmente para o Clone 1, evidenciou-se a relagao
entre maior numero de adultos reprodutivos (107) e maior numero de juvenis (84), o
que se justifica devido maior produgao de sementes e maior dispersao na area. Isto
deve gerar maior probabilidade de dispersao das sementes em micrositios adequados
ao estabelecimento das plantulas.

O numero de plantas genotipadas para jabuticabeiras adultas (n=207)
foi quase o dobro em relagao as juvenis (n=110), mas isso nao justifica terem sido
encontrados sete gendtipos diferentes nas adultas e apenas trés genétipos diferentes
nas juvenis. Isso porque os alelos detectados foram os mesmos entre adultas e
juvenis, a excegao do alelo 162 do locos Pli_12 que foi exclusivo das jabuticabeiras
adultas. Além disso, as 110 jabuticabeiras juvenis genotipadas representam 70% do

total (157) de individuos desta classe identificados na populacgéao.

Estrutura genética espacial (EGE)

Os resultados de EGE baseados no coeficiente de coancestria e nas
estatisticas bxe Sy suportam que o nivel de parentesco € baixo e que os gendtipos de
jabuticabeira da populagédo estdo distribuidos de forma nao aleatéria na area. Este
efeito nao foi verificado para outra espécie da familia Myrtaceae, Myrcia splendens,
para a qual os gendtipos estavam distribuidos aleatoriamente em todos os cinco
fragmentos florestais estudados (BRANDAO et al., 2011).

A EGE em populagdes naturais de plantas é definida como a distribuicdo
nao aleatoria da variagdo genética e demonstra que existem individuos aparentados
na populacdo que se encontram agrupados. Os fatores de importancia primaria para
a formacao da EGE séao a sele¢ao natural, a habilidade da espécie de dispersar polen
e sementes (fluxo génico), o tamanho efetivo populacional e a deriva genética
(LOVELESS e HAMRICK, 1984; LOISELLE et al., 1995). A causa mais prevalente para
o arranjo espacial dos gendtipos em estruturagdo de familias € a dispersdo de
sementes a curtas distancias, proximas da planta matriz, associada a baixa taxa de
imigracao de sementes de outros locais para a populagao, a qual pode ser restrita na
falta de animais dispersores (LATTA et al.,, 1998, SMOUSE e PEAKALL, 1999;
VEKEMANS e HARDY, 2004).

Em espécies arbdreas e frutiferas brasileiras € comum a detecg¢ao de
EGE até distancias curtas, por exemplo, até 20 metros para a espécie Euterpe edulis



52

- palmeira-jucara (VIEIRA et al., 2010), até 15 metros para Theobroma cacao - cacau
(SILVA et al., 2011), até cinco metros para Hymenaea stigonocarpa — jatoba-do-
cerrado (DEFAVARI et al., 2009). Estes agrupamentos familiares intrapopulacionais
favorecem cruzamentos entre parentes, gerando endogamia, o que ser prejudicial a
sobrevivéncia da espécie (SATO et al., 2006). Conhecer a estrutura genética espacial
de populacdes de espécies arbéreas é fundamental para programas de conservagao,
restauracdo ambiental e melhoramento genético, pois indica a distancia minima entre
matrizes para coleta de sementes de forma a obter maior diversidade genética ex situ
(SEBBENN, 2003; CLOUTIER et al., 2007; BITTENCOURT e SEBBENN, 2008).

O fluxo génico por podlen e sementes de outras populagbes € o
mecanismo para contrapor os efeitos de EGE e aumentar a diversidade genética desta
populacdo de jabuticabeira. Em uma populacéo de copaiba (Copaifera langsdorffii)
em Sao Paulo verificou-se altos niveis de diversidade genética devido a intensa
imigracao de polen e sementes (CARVALHO et al, 2010), assim como também
verificado em Araucaria angustifolia em Santa Catarina (MEDINA-MACEDO et al.,
2015).

Implicacdes para a conservacao da populacao

A populacdo de jabuticabeira estudada representa um fragmento
florestal de 4,0 hectares, criado do desmatamento e queimada para abertura de areas
de lavouras e pastagens, ocorrido ha mais de 60 anos. Antes deste periodo, a
populagao de jabuticabeira tinha um tamanho muito maior. Os resultados do presente
trabalho indicam o isolamento genético da populacéo, devido falta de imigracao de
polen e sementes, que poderia introduzir novos alelos ndo presentes nesta populagao.
Varios estudos de genética de populagdes indicam que a fragmentacéo florestal pode
causar varios danos a uma populagado, principalmente nas progénies, pois se as
populagdes permanecem pequenas e isoladas por muitas geragdes podera haver um
aumento da endogamia e da deriva genética, devido a ocorréncia de cruzamentos
entre os poucos individuos remanescentes e a limitagao do fluxo de genes via pdélen
e sementes entre fragmentos, e alterar processos de selegao e sistema de reprodugéo
(ALDRICH et al., 1998; DAYANANDAN et al., 1999; WHITE et al., 1999; MARGIS et
al., 2002; JUMP e PENUELAS, 2006; SORK e SMOUSE, 2006; NAITO et al., 2008;
PAKKAD et al., 2008; BITTENCOURT e SEBBENN, 2009). A principal consequéncia
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desses processos € a redugao da diversidade genética, que pode acarretar redugéo
na adaptabilidade de populacbes remanescentes e na extingdo da espécie
(ENGLAND et al., 2002).

Ainda nao esta claramente definido o sistema de reprodugdo da
jabuticabeira. Nos trabalhos realizados sobre o modo de reproducgao verificou-se que
os principais insetos polinizadores da jabuticabeira sao as abelhas africanizadas - Apis
mellifera (MALERBO-SOUZA et al., 2004) e que Plinia cauliflora necessita dos
agentes polinizadores para frutificar, uma vez que nao houve frutificagdo em ramos
ensacados com tecido evitando a entrada de insetos (DANNER et al., 2011b).
Inclusive, a composicédo e os niveis de parentesco das progénies de jabuticabeiras
ainda precisa ser investigado, através da genotipagem de sementes e de suas
matrizes com uso de marcadores microssatélites. Uma vez que as flores de
jabuticabeira  sdo  hermafroditas e  aparentemente n&o  apresentam
autoincompatibilidade (VILELA et al., 2012), a forma de forrageamento das abelhas
pode fazer com que a polinizagao/fertilizagcao seja por cruzamentos (pdlen trazido de
outras plantas), por geitonogamia (polen de flores da mesma planta) e por autogamia
(abelhas efetuam contato do polen da mesma flor no estigma). Assim, as progénies
geradas das sementes de jabuticabeira poderiam ser formadas por uma mistura de
irmaos-completos, meio-irmaos, irmaos de autofecundagdo e irmaos de
autofecundagao e cruzamento (SEBBENN et al., 2006), além dos embrides gerados
por apomixia.

Por outro lado, tal conformacgao das progénies pode nao ser verdadeira
se apenas os embrides apomiticos sobreviverem nas sementes, conforme sugerido
pela diversidade clonal apresentada anteriormente. Porém, a ocorréncia de formagao
por clonagem nesta populagdo ndo é um indicativo de que outras populagdes de
jabuticabeira também tenham este padréo de sistema de reprodugéo. Isto porque ha
alguns exemplos de plantas em que a clonagem por segmentos de ramos ocorre
naturalmente e nas quais verificou-se populagdes com apenas um ou poucos clones
e populagdes com muitos gendtipos multilocos detectados - alta diversidade clonal
(DORKEN e ECKERT, 2001; KAPRALOV, 2004; OLSEN et al., 2004). Desta forma,
justifica-se o estudo da diversidade e estrutura genética das outras populag¢des de
jabuticabeira localizadas em fragmentos florestais na regiao Sudoeste do Parana
(DANNER et al., 2010).

Apesar da alta densidade de individuos adultos (241/4,0 = 60,25
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individuos por hectare), esta populagao de jabuticabeira apresenta-se vulneravel, uma
vez que o numero de gendtipos distintos é baixo (apenas sete). Isto pode resultar no
baixo potencial adaptativo da espécie as mudangas ambientais (ISAGI et al., 2007;
DORKEN e ECKERT, 2001).

Além disso, ha baixa regeneragéo de jabuticabeira na mata. O numero
total de individuos juvenis foi de 157, que representa apenas 0,65 juvenil por
jabuticabeira adulta (total de 241). Isto pode ser efeito de trés fatores principais que
representam barreiras para a regeneragao da espécie na populagao: 1) as sementes
de jabuticabeiras sdo recalcitrantes e perdem rapidamente a viabilidade (DANNER et
al., 2011c), o que reduz a probabilidade de emergéncia de plantulas; 2) falta de
animais dispersores efetivos da espécie, uma vez que a mata € um pequeno
fragmento no qual ndo foram encontrados pequenos e médios mamiferos e aves
frugivoras, os quais sdo essenciais para dispersdo de sementes de frutos carnosos
de espécies da familia Myrtaceae (GRESSLER et al., 2006; JORDANO et al., 2006);
3) a acado antropica de coleta excessiva de frutos para comercializagdo reduz a
quantidade de sementes disponiveis para a regeneragao (PIZO e VIEIRA, 2004) e,
ainda, as rogadas realizadas no sub-bosque para facilitar a coleta de frutos ocasiona
o corte de juvenis de jabuticabeira.

Para a efetiva sobrevivéncia da espécie, deveria haver juvenis de
jabuticabeira de estagios ontogenéticos (estratos) intermediarios, de forma a
proporcionar recrutamento (passagem do estagio de juvenil para adulto reprodutivo),
para substituicdo das jabuticabeiras adultas quando morrerem. No periodo do estudo
(2014-2015) verificou-se a morte (tombamento devido ventos fortes) de duas
jabuticabeiras adultas na mata e ainda algumas jabuticabeiras adultas tem o tronco
apodrecido, ficando suscetiveis ao tombamento. Estima-se que as jabuticabeiras
adultas tenham mais de 150 anos, devido a jabuticabeira ser de crescimento lento
(DANNER et al., 2007) e devido a baixa fertilidade do solo nos locais de ocorréncia de
jabuticabeira na regido Sudoeste do Parana (DANNER et al., 2010). Apesar disso, as
jabuticabeiras adultas da populagao tem altura média de 17,57 metros e didametro a
altura do peito (DAP) médio de 40,25 cm (Apéndice 01).

Praticamente ndo ha individuos juvenis em estagio intermediario para
recrutamento. A maioria dos juvenis sdo de tamanho pequeno (média geral: altura =
0,54 m, DAP = 0,64 cm), indicando terem sido originados nos ultimos cinco eventos

reprodutivo (anos). Foram verificados apenas oito individuos juvenis com altura = 1,0
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metro (e maxima de 2,2 m), e apenas um individuo com altura maior que 2,2 metros
(individuo numero 161, altura = 6,0 m, DAP = 9,55 cm), o qual foi considerado juvenil
(Apéndice 02), pois nao apresentou estruturas reprodutivas nas duas safras
observadas durante o periodo do estudo.

As areas com maior numero de pléantulas (Figura 03) coincidem com a
area de mata fechada, com dossel dominado por varios agrupamentos de
jabuticabeiras adultas, mas com o sub-bosque relativamente descoberto e auséncia
de taquaras e outras gramineas rasteiras. Estas condi¢des deve proporcionar maior
disponibilidade de sementes e também abrigo aos animais dispersores, os quais
preferem se alimentar em zonas mais protegidas da mata (I0B e VIEIRA, 2008) e, em
consequéncia, isto deve proporcionar maior emergéncia das plantulas. Porém, a falta
de individuos juvenis em estagios ontogenéticos intermediarios (altura superior a 2
metros) indica que para a efetiva regeneracdo da jabuticabeira em area florestal, a
espécie depende da abertura de clareiras. Isto determinaria que a espécie € uma
pioneira de vida longa, ou seja, emerge e sobrevive crescendo pouco durante alguns
anos mas nao permanece durante longo tempo em ambiente sombreado, sem grande
incidéncia de luminosidade, assim como determinado para Araucaria angustifolia apos
varios estudos na Floresta Ombrofila Mista (SOUZA, 2007; SOUZA et al., 2008). Para
confirmar esta hipotese estudos especificos sobre a regeneracédo da jabuticabeira
(taxa de producado de frutos, predacdo de sementes, mortalidade de plantulas,
luminosidade e abertura do dossel em microssitios com regenerantes, etc) devem ser
realizadas em varias populag¢des na regido Sudoeste do Parana.

Sob condi¢gdes naturais, as sementes de jabuticabeira parecem ser
dispersas secundariamente por animais, principalmente pequenos primatas, roedores
e passaros. Entretanto, humanos parecem ser o mais eficiente agente dispersor. Esta
evidéncia é reforgada pois as sementes de jabuticabeiras sdo recalcitrantes e perdem
a viabilidade em menos de 10 dias ap6s coleta (DANNER et al., 2011c). Além disso,
em estudo com o cachorro-do-mato ou graxaim (Dusicyon thous), verificou-se cinco
sementes de jabuticabeira coletadas nas fezes, as quais nao apresentaram
capacidade de germinagdo (MOTTA-JUNIOR et al., 1994). Assim, provavelmente a
ocupacéao do local com as jabuticabeiras adultas ha mais de 150 anos, deva ter sido
efetuada em areas mais abertas e através de plantios por populagbes humanas
(indigenas e/ou caboclos que habitavam a regido). Tal acdo antrépica principalmente

dos indigenas tem sido comprovada em estudos arqueoldgicos e palinoldgicos,
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explicando a ampla ocupacgao e dispersao da espécie Araucaria angustifolia nos
campos do Sul do Brasil (BITENCOURT e KRASPENHAR, 2006; REIS et al., 2014).

Soma-se a isso que a producgao de frutos de jabuticabeiras na regido
Sudoeste do Parana aparentemente tém decrescido nos ultimos 10 anos em relagao
aos periodos anteriores. Isto pode ser efeito das mudancas climaticas com alteracdes
na fenologia das plantas (MORELLATO et al., 2016) e/ou devido a menor
disponibilidade de abelhas para polinizagdo, o qual € um problema para a polinizagao
de plantas detectado mundialmente (BREEZE et al., 2014), haja vista a importancia
das abelhas na formacao de frutos de jabuticabeira (DANNER et al., 2011b; VILELA
et al., 2012).

As jabuticabeiras s&do muito utilizadas em quintais urbanos no Brasil, mas
poucos sao 0s pomares comerciais da espécie, o que somado a intensa fragmentagao
florestal de sua regido de ocorréncia natural (Mata Atlantica brasileira — MORELLATO
e HADDAD, 2000) gera um baixo aproveitamento e conservagao de germoplasma da
especie. Devido a importancia econdmica e cultural da espécie no Brasil, torna-se
imprescindivel a formagdo de Bancos Ativos de Germoplasma (BAG) contendo
gendtipos dos varios locais de ocorréncia da jabuticabeira, contidos em cultivos ou em
populagdes naturais, visando a conservagao ex situ e proporcionando o uso futuro da
especie.

Os estudos com jabuticabeiras tem sido realizados principalmente em
Minas Gerais e Sao Paulo, basicamente sobre a caracterizagao de frutos em pomares
da variedade ‘Sabard’ (ex.: OLIVEIRA et al., 2003; BECKER et al., 2015). Poucos sao
os trabalhos com jabuticabeiras de populagdes naturais (CITADIN et al., 2005;
DANNER et al., 2011a), o que parece indicar que raras sao estas populagdes no Brasil
e que a regiao Sudoeste do Parana, a qual contém pelo menos 14 fragmentos
florestais com mais de 4 mil jabuticabeiras adultas nativas (DANNER et al., 2010),
representa uma importante regido para conservacao in situ e coleta de germoplasma
da espécie em ambiente natural.

Os resultados de baixa diversidade genética e ocorréncia de clones por
apomixia na populagao de jabuticabeira deste estudo, delimita que as estratégias de
coleta de germoplasma para conservagao ex situ devem priorizar a coleta de
genotipos de varios locais distintos no Brasil e baixo numero de gendétipos em cada
populagdo. Por outro lado, devido a evidéncia de variacdo epigenética na espécie,

pois esta documentada ampla variacdo de caracteres fenotipicos apesar da estreita
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base genética detectada por marcadores moleculares, seria viavel coletar sementes
de jabuticabeiras mesmo sendo clones entre si, para manté-las no BAG.

A confirmagao da producédo de sementes contendo somente embrides
apomiticos poderia ser utilizada em selegao e melhoramento genético, para obtengao
de clones de gendtipos promissores encontrados na natureza usando sementes, o
que facilita o transporte. No caso desta populagéo de jabuticabeira de Vitorino, a coleta
de sementes ou a propagacgao por enxertia ou alporquia (DANNER et al., 2006;
SASSO et al., 2010b) poderia ser utilizada para produ¢ao de mudas de matrizes dos
sete genotipos distintos detectados na populagdo, para inclui-las em bancos de
germoplasma de instituigdes publicas brasileiras.

Este é o primeiro trabalho realizado sobre aspectos de genética de
populagdes em jabuticabeira, a qual pode ser considerada uma espécie modelo para
elucidar respostas do impacto da apomixia na dindmica da diversidade genética de

populacdes.

3.7 CONCLUSOES

A populagdo de jabuticabeira foi formada por poucos individuos
geradores (efeito fundador), seguida de ocorréncia de clonagem por apomixia nas
sementes e selegado para clones com alta heterozigose.

N&o ha evidéncia de forte estrutura genética espacial entre os individuos
adultos e juvenis da populagao.

Para incluir gendtipos desta populagdo em bancos de germoplasma para
conservacao e melhoramento da espécie € viavel coletar sementes e propagar apenas

os sete gendtipos distintos detectados, pois os demais individuos sdo clones destes.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Para melhor entender e utilizar os resultados deste estudo € necessario
a realizacao de mais pesquisas, seguindo os seguintes passos: 1) ampliar o nUmero
de marcadores microssatélites utilizados na genotipagem, para discriminar com maior
confianca os genotipos clonais; 2) genotipar sementes formadas de matrizes dos sete
genotipos distintos na populacao, para confirmar ou refutar a ocorréncia de selecao a
favor de clones e verificar o sistema de reproducdo da espécie e a ocorréncia de imi-
gracao de pélen; 3) genotipar outras populacdes de jabuticabeira na regido Sudoeste
do Parand, para verificar se este padréo de ocorréncia de clonagem se repete. Estes
trabalhos permitirdo a ampliagdo do entendimento da ecologia e demografia da espé-
cie, visando subsidiar o manejo e conservacao in situ e a coleta de germoplasma para
a conservagao ex situ.

De forma complementar aos estudos de genética de populagcbes da
jabuticabeira, sdo necessarios estudos sobre biologia floral, fenologia reprodutiva,
distribuicao espacial e regeneragao da espécie, os quais sao ainda incipientes com a
especie no Brasil.

A caracterizagéo das populagdes de jabuticabeira na regido Sudoeste do
Parana deve ser prioridade visando a conservagao de recursos genéticos da espécie,
pois parece ser uma das unicas regides com grande distribuicdo desta planta em

florestas naturais no Brasil.
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APENDICE 01 - Altura (H, em metros) e diametro a altura do peito (DAP, em
centimetros) de jabuticabeiras (Plinia cauliflora) adultas no fragmento florestal de
Vitorino, Parana. UTFPR, Campus Pato Branco, 2016.

N° H |DAP | N° H |DAP | N° H | DAP | N° H |DAP | N° H | DAP
1 15,0 | 51,9 | 47 | 228|506 | 95 | 15,0 | 53,2 | 144 | 20,0 | 38,2 | 188 | 20,0 | 41,4
2 14,0 1430 | 48 |108 509 | 97 | 90 | 255 | 145|152 | 16,6 | 189 | 21,0 | 45,2
3 13,7392 | 49 |133|42,7| 98 | 17,0493 | 146 | 17,7 | 28,3 | 200 | 19,0 | 51,6
4 1155|528 | 50 |19,0|73,2| 102 | 18,0 | 45,8 | 147 | 17,2 | 25,2 | 201 | 21,3 | 66,2
5 12,8 1 145| 51 | 19,0 | 70,0 | 103 | 17,0 | 37,6 | 148 | 18,0 | 29,6 | 202 | 21,0 | 38,5
6 13,7 | 554 | 52 |13,5|57,3 | 104 | 16,3 | 35,7 | 149 | 21,0 | 40,1 | 203 | 20,5 | 69,7
7 125|452 | 53 |195|54,1| 105 | 16,9 | 25,8 | 150 | 22,0 | 41,4 | 204 | 20,0 | 27,1
8 212|473 | 61 |196 |51,6| 106 | 18,0 | 32,8 | 151 | 20,0 | 41,1 | 205 | 18,7 | 32,8
9 179 415| 62 |16,0 | 33,4 | 107 | 17,0 | 43,9 | 152 | 21,0 | 49,3 | 206 | 15,8 | 25,2
10 19,0 | 48,7 | 63 |163 |385 | 108 | 16,3 | 33,1 | 153 | 16,5 | 32,8 | 207 | 22,0 | 43,9
11 | 185|484 | 64 | 198|528 | 109 | 17,1 |38,8| 154 | 17,3 | 37,2 | 208 | 19,8 | 39,5
12 | 158 |435| 65 | 20,0 | 24,2 | 114 | 19,0 | 54,1 | 155 | 20,7 | 74,8 | 209 | 16,5 | 26,4
13 194|574 | 66 |160 175 | 115 | 17,8 | 43,9 | 156 | 20,5 | 44,3 | 210 | 18,2 | 10,5
14 18,7 | 490| 67 |18,0 |34,1| 116 | 135 | 14,0 | 157 | 17,9 | 49,3 | 212 | 16,8 | 46,8
15 | 190 (54,1 68 | 190|350 | 117 | 17,0 | 14,3 | 158 | 21,0 | 41,1 | 213 | 23,0 | 38,5
16 | 87 (234 | 69 |18,0|30,2| 118 | 11,4 439 | 159 | 156 | 36,3 | 216 | 17,0 | 32,5
17a | 19,6 | 449 | 70 | 17,7 | 43,6 | 119 | 12,4 | 38,2 | 160 | 22,0 | 43,0 | 217 | 23,6 | 82,4
17b | 18,0 | 430 | 71 |18,0|37,9| 120 | 10,8 | 37,6 | 161 | 23,8 | 37,9 | 218 | 17,8 | 49,0
18a | 19,0 1859 | 72 | 63 | 14,3 | 121 | 18,8 | 30,6 | 162 | 20,5 | 40,7 | 219 | 18,0 | 36,0
18b | 16,0 | 50,9 | 73 | 16,7 | 56,3 | 122 | 18,0 | 31,5 | 163 | 17,3 | 18,1 | 220 | 17,9 | 51,6
19 | 97 | 156 | 74 |16,8 | 468 | 124 | 11,7 | 14,6 | 164 | 19,8 | 53,8 | 221 | 19,0 | 31,8
25 | 140|166 | 75 | 20,0 |46,8 | 125 | 150 | 17,5| 165 | 21,0 | 49,3 | 222 | 15,3 | 43,3
27 | 200|423 | 76 | 19,0 50,9 | 126 | 14,2 | 41,4 | 166 | 21,0 | 49,0 | 223 | 20,5 | 48,4
28 (18,8 283 | 77 |18,7 21,7 | 127 | 14,3 | 45,2 | 167 | 19,6 | 32,8 | 224 | 23,0 | 50,6
29 188 |28,7| 78 | 88 | 14,6 | 128 | 145 |43,0| 168 | 19,5 | 29,9 | 225 | 22,5 | 49,0
30 | 75 (388 79 (10,0223 | 129 | 152|446 | 170 | 19,8 | 34,4 | 226 | 15,5 | 29,9
31 (183 12,7 | 80 | 155|379 | 130 | 11,0 | 258 | 171 | 19,0 | 30,6 | 227 | 19,0 | 36,0
32 (172|376 | 81 | 159|312 | 131 | 140|255 | 172 | 16,4 | 10,5 | 228 | 15,0 | 39,8
33 | 18,7484 | 82 |18,0 | 31,8 [132a| 11,0 | 35,7 | 173 | 21,2 | 49,7 | 229 | 20,0 | 38,2
35 [19,0|42,7| 83 | 18,0318 |132b| 11,0350 | 174 | 16,9 | 47,8 | 230 | 21,5 | 42,7
36 (172393 | 84 | 10,0 (17,8 | 133 | 14,0 | 38,5 | 175 | 23,5 | 49,3 | 231 | 20,5 | 42,3
37 |109 (339 | 8 | 156 |56,7| 134 | 150|188 | 176 | 23,5 | 57,3 | 232 | 22,0 | 52,2
38 | 186|525 | 86 |16,5|535| 135 | 22,6 |59,5| 177 | 20,0 | 48,4 | 233 | 20,0 | 42,0
39 | 19,2493 | 87 |18,0 | 37,6 | 136 | 20,0 | 50,9 | 178 | 21,5 | 57,3 | 234 | 20,0 | 42,7
40 | 145|376 | 88 |17,0|36,3 | 137 | 150|30,9 | 179 | 20,0 | 54,1 | 238 | 21,8 | 48,7
41 | 234|525 | 89 |22,0]423| 138 149 (30,9 | 181 |21,5|34,4| 239 | 19,0 | 15,6
42 1230|509 | 90 |139 357|139 |209|716| 182 | 10,0 | 31,2 | 240 | 23,0 | 43,0
43 1209|500 | 91 121|245 | 140 | 19,0 | 19,1 | 183 | 22,0 | 33,4 | 241 | 23,0 | 43,9
44 1124 116,9 | 92 | 14,8 | 40,1 | 141 | 16,6 | 54,8 | 184 | 21,5 | 55,7 | 242 | 24,0 | 43,9
45 1150(398| 93 | 16,0 |31,5| 142 | 23,3 |50,9 | 185 | 20,6 |446 | 244 | 12 | 41
46 | 23,7828 | 94 |10,7 |41,1| 143 | 20,5 | 43,0 | 185 | 20,6 | 44,6
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APENDICE 02 - Altura (H, em metros) e diametro a altura do peito (DAP, em
centimetros) de jabuticabeiras (Plinia cauliflora) juvenis no fragmento florestal de
Vitorino, Parana. UTFPR, Campus Pato Branco, 2016.

N° H | DAP | N° H | DAP | N° H | DAP | N° H | DAP | N° H | DAP
3 1220|350 | 43 |0,20(0,22| 74 0,90 |0,22 | 119 | 0,20 | 0,22 | 148 | 0,30 | 0,22
4 1040|022 | 44 |0,20(0,22| 76 |080|159 | 121 | 0,20 | 0,22 | 150 | 0,50 | 0,22
6 (050|066 | 45 |040|0,22| 83 |0,20|0,22| 122 | 0,20 | 0,22 | 152 | 0,50 | 0,22
8 |[1,70|201| 49 |030|0,22| 84 |0,20|0,22 | 123 | 0,30 | 0,22 | 153 | 0,50 | 1,18
17 0,80|09| 50 [{030|0,22| 93 |0,90 | 1,08 | 124 | 0,50 | 0,92 | 154 | 0,30 | 1,18
20 |060|089| 51 050 (0,22 | 94 |0,30|0,22 | 125 | 0,60 | 1,15 | 155 | 0,60 | 0,64
21 (050 (0,70 | 52 | 050|022 | 95 |0,30|0,22 | 129 | 0,80 | 1,24 | 156 | 1,40 | 1,59
22 (030|022 53 |120 178 | 97 |040 0,22 | 130 | 0,20 | 0,22 | 157 | 0,70 | 1,27
23 |040|105| 58 |030(0,22| 99 |0,20|0,22 | 131 | 0,50 | 0,22 | 158 | 1,70 | 1,59
24 1030|0,22| 59 |0,00|0,22 | 100 | 0,30 | 0,22 | 132 | 0,50 | 0,22 | 159 | 0,60 | 0,64
25 (050|046 | 61 | 0,30 0,22 | 101 | 0,30 | 0,22 | 133 | 0,30 | 0,16 | 161 | 6,00 | 9,55
27 030|022 | 62 | 040|022 | 102 | 0,20 | 0,22 | 135 | 0,60 | 0,22 | 162 | 0,60 | 0,32
29 1040|022 | 64 |040|0,22 | 103 | 0,30 | 0,22 | 136 | 0,20 | 0,22 | 163 | 0,60 | 0,64
30 {030 |0,22| 65 |0,20 0,22 | 104 | 0,60 | 0,60 | 137 | 0,30 | 0,22 | 164 | 0,40 | 0,80
34 (050|092 | 66 |0,30 0,22 | 106 | 0,40 | 0,22 | 140 | 0,40 | 0,22 | 165 | 0,70 | 0,64
35 (030|0,22| 67 | 0,30 |0,22| 108 | 1,00 | 1,21 | 141 | 0,40 | 0,22 | 166 | 0,70 | 0,64
36 [030|0,73| 68 |0,20 0,22 | 110 | 1,10 | 1,56 | 142 | 0,40 | 0,60 | 167 | 1,80 | 2,86
37 040|089 70 |0,20 0,22 | 113 | 0,30 | 0,22 | 143 | 0,40 | 0,83 | 172 | 0,30 | 0,64
40 (060|022 | 71 |030|0,22| 115 (0,30 | 0,22 | 144 | 0,90 | 1,37 | 188 | 0,70 | 0,37
41 (040|022 | 72 |030|0,22| 116 | 0,20 | 0,22 | 146 | 0,20 | 0,22 | 109a | 0,20 | 0,22
42 1040|092 | 73 |0,70 (1,23 | 118 | 0,30 | 0,22 | 147 | 0,40 | 0,22 | 109b | 0,20 | 0,22
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APENDICE 03 - Distribuicdo espacial dos sete clones de jabuticabeiras (Plinia
cauliflora) adultas e juvenis em fragmento florestal de Vitorino, Parana. UTFPR,

Campus Pato Branco, 2016.
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