UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL i
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS

. ~ &

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA VEGETAL 3
%

S pyoL 08

THOMAZ DA SILVA GUERREIRO BOTELHO

Diversidade genética e fragmentacéo de habitats naturais de

Aspidosperma quebracho-blanco Schitdl. (APOCYNACEAE), questdes
para conservacao em vegetacdes de Chaco e Savana Estépica

Campo Grande — MS
2019



UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL i
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS

. ~ &

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA VEGETAL 3
%

S pyoL08

THOMAZ DA SILVA GUERREIRO BOTELHO

Diversidade genética e fragmentacéo de habitats naturais de

Aspidosperma quebracho-blanco Schitdl. (APOCYNACEAE), questdes
para conservacao em vegetacdes de Chaco e Savana Estépica

Dissertacdo apresentada como um dos

requisitos para obtencdo do grau Mestre
em Biologia Vegetal junto ao Instituto de
Biociéncias

Orientadora: Prof.2 Dr.2 Maria Ana Farinaccio — UFMS/CPAN
Coorientadora: Prof.2 Dr.2 Gecele Matos Paggi — UFMS/CPAN

Campo Grande — MS
2019



Agradecimentos
Primeiramente agradeco a Deus, nome pelo qual me direcionei até aqui.
Aos meus pais, Ana Paula da Silva e Heribaldo G. Botelho, fontes de amor e sabedoria.

A minha querida Selma Rodrigues Costa, por seu carinho, confianca, alegria e o seu
“SIM” para 0 nossSO amor.

A Dilma Guerreiro Botelho, minha segunda mae, pelas inimeras vezes que partilhou
sua sabedoria.

Aos meus eternos amigos Alessandra, André, Floriano, Francisco, Lucas, Mayara e
Romaério e aos demais envolvidos com o meu desenvolvimento pessoal.

Aos meus familiares que me apoiaram em estadias, incentivo e amor incondicional.
Ao senhor Célio, dona Roseli, Célia e Kétia, por me acolherem em sua familia.

As professoras Gecele Matos Paggi e Maria Ana Farinaccio, pela orientagio segura,
confianca e oportunidades oferecidas.

Aos meus colegas do Laboratorio de Botanica Graziela Maciel Barroso, onde iniciei
meus estudos e até hoje levo boas recordacdes.

Aos meus colegas do Laboratério de Genética do Campus do Pantanal, local onde me
especializei e criei boas experiéncias.

Ao Laboratorio de Ecologia Molecular e Genémica Evolutiva de Plantas da UNICAMP,
especialmente a professora responsavel Clarisse Palma da Silva, que ndo mediu esforcos
para auxiliar na realizacéo deste trabalho.

Aos membros do Laboratoério de Estudos Socioambientais do Campus do Pantanal.

Aos meus colegas do Programa de Pds-Graduacdo em Biologia Vegetal da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

Aos professores do Programa de Pos-graduacdo em Biologia Vegetal da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul, pelos com conhecimentos adquiridos durante estes dois
anos de formacao.

A Capes, pela concessdo da bolsa de estudos.

A Fundect, pelo apoio financeiro a este Projeto.



Sumario

Normas da Revista Brazilian Journal of Botany ...........cccccceevviiviviieiieiecce e 3
RESUMIO. ...t 6
ADSTFACT. ... e 7
1. INTRODUGAO GERAL ..ottt 6
1.1 Diversidade geneética e georreferenciamento de populacdes naturais ............. 6
1.2 APOCYNACEAL ...ttt e etee ettt ettt bt e bt e bt esbe e e beeasb e e be e sabeesbeeanbeebeesnne e e 7
1.2.1 Aspidosperma Mart. & ZUCC. .......cccveiueiieiiieiesie e s see e sie e e sre e e nne s 8
1.2.2 Aspidosperma quebracho-blanco Schitdl. ..............ccocoiiii 9
1.3 FOrmagdes de CNACO.........cccveiiiie et 10
2. OBIETIVOS. ...ttt ettt b e sbe e et e see e 12
2.1. ODJELIVO GEIAl.......cccuiiieciiiie e 12
2.2. ODbJetivoSs ESPECITICOS .....ocveieiirieiieiieiisierie e 12
3. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS..........ccoosieieeeeeeesersseesssereses s 13

........................................................................................................................................ 19
A1 ARTIGO ..ottt b et b e 22
5. CONSIDERAGOES FINAIS ..ottt 63



Normas da Revista Brazilian Journal of Botany

A introducéo geral aqui apresentada nao foi submetida, porém esta de acordo com
o regulamento do Programa de P6s-Graduagdo em Biologia Vegetal da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul, cujos critérios seguem a Revista Brazilian Journal of

Botany.
Citar cada figura e tabela no texto em ORDEM NUMERICA CRESCENTE.

Colocar as citagdes bibliograficas de acordo com os exemplos: Smith (1960) /
(Smith 1960); Smith (1960, 1973); Smith (1960a, b); Smith & Gomez (1979) / (Smith
& Gomez 1979); Smith et al. (1990) / (Smith et al. 1990); (Smith 1989, Liu & Barros
1993, Araujo et al. 1996, Sanches 1997).

Em trabalhos taxondmicos, detalhar as citacbes de material boténico, incluindo
ordenadamente: local e data de coleta, nome e numero do coletor e sigla do herbario,
conforme os modelos a seguir: BRASIL. MATO GROSSO: Xavantina, s.d., H.S. Irwin
s.n. (HB3689). SAO PAULO: Amparo, 23-X11-1942, J.R. Kuhlmann & E.R. Menezes
290 (SP); Matao, ao longo da BR 156, 8-VI1-1961, G. Eiten et al. 2215 (SP, US).

Nos demais tipos de trabalhos os materiais-testemunho devem ser referidos.

Os nomes de autores de taxons de plantas vasculares devem ser abreviados
seguindo Brummit & Powell (1992), colocando espacos apds cada ponto, como ex.:
Brassica nigra (L.) W. D. J. Koch. O(s) nome(s) do(s) autor(es) em nivel de espécie ou
abaixo deve(m) ser citado(s) no Abstract e na primeira vez que aparece(m) no texto e

opcionalmente no titulo.
Abreviaturas de obras em trabalhos taxondmicos devem seguir o BPH.,

Citar referéncias a resultados ndo publicados ou trabalhos submetidos da seguinte

forma: (S.E. Sanchez, unpublished data)
Citar nameros e unidades da seguinte forma:

- Escrever nimeros até nove por extenso, a menos que sejam seguidos de

unidades ou indiquem numeragéo de figuras ou tabelas.



- Separar as unidades dos valores por um espaco (exceto para porcentagens ou
para graus, minutos e segundos de coordenadas geogréaficas); utilizar abreviacOes

sempre que possivel.

- Utilizar, para unidades compostas, exponencia¢do e ndo barras (Ex.: mg day-1
nunca mg/day, ?mol min-1 nunca ?mol/min). Ndo inserir espagos para mudar de linha,

caso a unidade ndo caiba na mesma linha. N&o inserir figuras no arquivo do texto.

Referéncias bibliogréaficas: Adotar o formato apresentado nos seguintes exemplos:
Zar JH. 1999. Biostatistical analysis. 4th ed., Prentice Hall, Upper Saddle River.

Yen AC, Olmstead RG. 2000. Phylogenetic analysis of Carex (Cyperaceae): generic
and subgeneric relationships based on chloroplast DNA. In Monocots: systematics
and evolution (KL Wilson, DA Morrison, eds.). CSIRO Publishing, Collingwood,
p.602-6009.

Bentham G. 1862. Leguminosae. Dalbergiae. In Flora brasiliensis (CFP Martius, AG
Eichler, eds.). F. Fleischer, Lipsiae, v.15, pars 1, p.1-349.

Ddbereiner J. 1998. Fungéo da fixacdo de nitrogénio em plantas ndo leguminosas e sua
importancia no ecossistema brasileiro. In Anais do IV Simpdsio de Ecossistemas
Brasileiros (S Watanabe, coord.). Aciesp, Sdo Paulo, v.3, p.1-6.

Farrar JF, Pollock CJ, Gallagher JA. 2000. Sucrose and the integration of metabolism in
vascular plants. Plant Science 154:1-11.

Punt W, Blackmore S, Nilsson S, Le Thomas A. 1999. Glossary of pollen and spore
terminology. http://www.biol.ruu.nl/~palaeo/glossary/glosint.ntm (accessed 2003
Apr 10).

Tabelas

Usar os recursos de criacdo e formatacéo de tabela do Word for Windows. Evitar
abreviacdes (exceto para unidades).

Colocar cada tabela em pagina separada e o titulo na parte superior conforme exemplo:

Table 1. Total flavonoids and total phenol production (% of dry mass) in leaves of
Pyrostegia venusta.

N&o inserir linhas verticais; usar linhas horizontais apenas para destacar o
cabecalho e para fechar a tabela.


http://www.biol.ruu.nl/~palaeo/glossary/glosint.htm

Figuras

Enviar ilustracBes em pranchas (fotos ou desenhos, graficos, mapas, esquemas) no
tamanho méximo de 23,0 x 17,5 cm, incluindo preferencialmente o espaco necessario
para a legenda. N&o serdo aceitas figuras que ultrapassem o tamanho estabelecido ou
que apresentem qualidade gréfica ruim. Figuras devem ser geradas com pelo menos 600
dpi de resolucgdo, salvas no programa utilizado (CorelDraw, Photoshop) e, também, em
tif e nunca devem ser coladas no MS Word ou no Power Point. Gréaficos ou outras
figuras que possam ser publicados em uma Unica coluna (8,5 cm) serdo reduzidos;
atentar, portanto, para o tamanho de nimeros ou letras, para que continuem visiveis
apos a reducdo. Tipo e tamanho da fonte, tanto na legenda quanto no gréfico, deverdo
ser os mesmos utilizados no texto. Graficos e figuras confeccionados em planilhas
eletrénicas devem vir acompanhados do arquivo com a planilha original. Colocar cada
prancha em pagina separada e o conjunto de legendas das figuras, sequencialmente, em
outra(s) pagina(s). Utilizar escala de barras para indicar tamanho. A escala, sempre que
possivel, deve vir a esquerda da figura; o canto inferior direito deve ser reservado para
0O(S) NUMERO(S) DA(S) FIGURA(S). Letras devem ser utilizadas somente para
legenda interna. O ndo cumprimento de todas exigéncias acima, referentes ao envio das
figuras/imagens, podera implicar em ma qualidade na impresséo final e nestes casos o
comité editorial poderd decidir pela rejeicdo, mesmo de manuscritos anteriormente
aceitos. Sempre que houver ddvida consulte o fasciculo mais recente da RBB. O
trabalho somente recebera data definitiva de aceite apos aprovacdo pelo Corpo Editorial,
tanto em relacdo ao mérito cientifico quanto ao formato grafico. Para maiores
informacdes enviar e-mail para rbbot@ig.com.br


mailto:rbbot@ig.com.br

Resumo

As atividades de intensa retirada de madeira de Aspidosperma quebracho-blanco fazem parte de um
passado marcado pela economia extrativista do Chaco, sucedendo na reducdo de boa parte dos
quebrachais. E uma espécie tradicionalmente conhecida pelo uso medicinal no tratamento de
maléria, propriedades antiasmaticas e reconhecida por estudos quimicos pela presenca de alcaloides
em sua casca. A madeira também possui atributos que a tornaram uma 6tima opcéo para confeccdo
de carpintaria e fabricacéo de carvao. Nesse contexto, a¢cbes que visam apontar novas dire¢des para a
gestdo das populacBes naturais da espécie sdo extremamente necessarias. O presente estudo teve
como objetivo conhecer a diversidade genética da espécie com o intuito de subsidiar estratégias de
conservacdo nos habitats fragmentados da espécie. Para o seu desenvolvimento foram realizadas
expedicBes de coleta em toda area de distribuicdo conhecida (Argentina, Brasil e Paraguai). Os 25
individuos, provenientes de cinco populacGes, foram georreferenciados e posicionados nos arquivos
shapefile contendo as fitofisionomias de Chaco e Savana Estépica para identificacdo de habitats
fragmentados. Para descrever a diversidade genética foram utilizados seis marcadores do tipo ISSR,
que apresentaram o0 maior numero de fragmentos, boa resolucdo e carater mais informativo, apds os
testes iniciais. Os valores de coeficiente da matriz de similaridade obtidos entre as populacgGes
variaram entre 0,26 e 0,55, diferentemente dos encontrados entre os individuos (0,0 e 0,77). Ja as
médias de diversidade genética foram baixas e variaram de forma gradativa, variando entre 0,09 e
0,15 para o indice de Shannon (H’), e de 0,19 a 0,31 na diversidade de Nei (Ng), registros
coincidentes com padrdes de conteido de informac&o polimorfica (PIC). Quanto a distribuicdo das
populacdes, evidenciou-se impactos ambientais na regido norte do Chaco e na Savana Estépica,
locais onde esta localizada a maioria das populacdes amostradas. A autocompatibilidade e os efeitos
da fragmentacdo florestal podem ser os principais responsaveis pela reducdo da heterozigose e da
diversidade genética da espécie. Os resultados obtidos nas analises também sugerem que as
populacdes mais proximas sejam menos divergentes, principalmente nos ambientes de Chaco Arido,
onde anemocoria é facilitada. O histérico de perturbaces nos fragmentos em que as populacdes
estdo localizadas podem torné-las mais vulnerdveis aos efeitos de deriva genética, endogamia e
efeito de borda, comprometendo também as mais de 200 espécies de insetos associadas a A.
quebracho-blanco. Vale ressaltar que as populacdes de &reas &ridas, com condicfes climéticas
adversas, podem ter estabelecimento de mudas comprometido, condicdo indispensavel para coleta de
germoplasma em areas adequadas. Desse modo, os resultados obtidos apontam uma grande ameaca a
conservagdo dos recursos genéticos de A. quebracho-blanco, havendo necessidade de unidades de
conservacgdo e criacdo de novos bancos de germoplasma contendo material genético oriundos de

fragmentos mais conservados.

Palavras-chave: autocompatibilidade; Chaco; espécies ameacadas; ISSR; marcadores moleculares.



Abstract
The activities of intense wood removal of Aspidosperma quebracho-blanco are part of a
past marked by the extractive economy of the Chaco. It is a species traditionally known for
its medicinal use in the treatment of malaria, and anti-asthmatic properties, recognized by
chemical studies of the presence of alkaloids in their bark. Wood also has attributes that
makes it a great option for woodwork and charcoal fabrication. In this context, actions that
aimed to pointout new directions for natural population’s management and conservation are
extremely necessary. This work aimed to estimate the specie genetic diversity in fragmented
populations of A. quebracho-blanco, with the purpose of subsidizing conservation
strategies. Plant sampling were carried out in every known distribution area (Argentina,
Brazil and Paraguay). Thwenty-five individuals, from five populations, were collected and
georeferenced, each sampled area was positioned in the shapefile files containing the Chaco
and Savana Estépica phytophysiognomies to identify fragmented habitats. To describe the
genetic diversity, six nuclear ISSR primers were used, which presented the primers with the
highest number of fragments, good resolution and more informative characters, after initial
tests. The coefficient values of the similarity matrix obtained between the populations
varied from 0.26 to 0.55, differently from those found among individuals (0.0 and 0.77).
The genetic diversity averages were low and ranged from 0.09 to 0.15 for the Shannon
index (H") and from 0.19 to 0.31 for Nei (Ne) diversity index, proportionally related to the
polymorphic information content (PIC). The sampled populations are distributed in the
northern Chaco and Savane Steppique areas that present different levels of environmental
impact. Self-compatibility and the effects of forest fragmentation may be responsible for the
reduction of heterozygous and genetic diversity of the species. The results obtained also
suggest that the closest populations are less divergent, especially in environments where
seed dispersal is facilitated. The history of disturbances in the fragments in which the
populations are located may make them more vulnerable to genetic drift effects, endogamy
and border effect, also compromising more than 200 species of insects associated with A.
quebracho-blanco. It is worth emphasizing that in plant populations from arid areas, that
have adverse weather conditions, may have the establishment of seedlings compromised,
which is an indispensable condition for the collection of germplasm in suitable areas. Thus,
the results obtained indicate a great threat to the conservation of A. quebracho-blanco
genetic resources, requiring conservation units and the creation of new germplasm banks

containing genetic material from more conserved and representative fragments.

Keywords: Chaco; endangered species; ISSR; self-compatibility.



1 INTRODUCAO GERAL

1.1 Diversidade genética e georreferenciamento de populacdes naturais

De forma geral, a ferramenta basica usada para estudos de variabilidade genética
entre e dentro de populagdes € a utilizagdo de marcadores moleculares. Sua aplicacédo
permite determinar quais alelos estdo presentes, com a possibilidade de estimar o fluxo
génico e a estrutura genética populacional, torna-se importante também na producgéo de
mapas genéticos e para a biologia da conservagdo. Assim sendo, esses recursos sao
importantes para elucidacdes e maior compreensdo da historia evolutiva das espécies
(Conner & Hartl 2004, Borém & Caixeta 2009).

Estudos de populagbes naturais realizados em diferentes fitofisionomias tém
adotado os marcadores moleculares ISSR com o objetivo de fornecer informacdes sobre
a manutencdo da variabilidade genética; sua aplicacdo em qualquer espécie, sem
exigéncia de sequenciamento prévio, e seu nudmero significativo de sequéncias
polimorficas nos produtos amplificados, ampliaram a visibilidade deste marcador na
busca de resultados que possam oferecer subsidios para conservagdo de populacGes
naturais (Nagaoka & Ogihara 1997, Faleiro 2007).

A entrada da computacdo de comparagfes espaciais permitiu que fossem inseridas
novas varidveis aos estudos de genética de populacGes, passando a considerar padrdes
como a distribuicdo de genotipos, variacdo geografica de caracteres morfoldgicos e
frequéncias génicas aos estudos de conservacdo (Sokal & Oden 1978). Com a adocéo de
pressupostos provenientes de analises espaciais (Heywood 1991, Slatkin & Arter 1991,
Epperson 1997), novas formulagdes foram inseridas aos trabalhos que utilizavam
estritamente as analises de diversidade e estruturagdo genética para estimar a
distribuicdo da variabilidade genética, porcentagem de locos polimorficos, nimero de
alelos por loco e heterozigosidade media das populages (Telles et al. 2001).

O uso de comparacBes espaciais permitiu uma andlise mais eficiente para
descrever a variabilidade genética e posicionamento geogréfico de populagdes
(Epperson & Allard, 1989, Telles et al. 2001), permitindo que 0s pesquisadores
pudessem avaliar os padrdes espaciais da variacdo genética em populagdes naturais,
inferindo a respeito de provaveis processos evolutivos que podem estar agindo na
diferenciacdo genética dessas populacées (Slatkin & Arter 1991, Epperson 1997).

Diante das atuais ferramentas disponiveis, 0s estudos de associacdo entre a

fragmentacdo e a estrutura genética de populacGes naturais se fortaleceu nas ultimas
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duas décadas, acrescentando inimeros dados para se compreender os impactos gerados
na diversidade genética em ambientes ameacados pelas acGes antropicas. Também
foram definidos novos parametros para 0os programas de conservacao, estabelecendo
acOes consideradas prioritarias a fim de garantir a sustentabilidade das populagfes das
espécies existentes em fragmentos. Desse modo, a conservagdo pode ser potencializada
por enriquecimento genético mais eficiente (Kageyama et al. 1998; Rocha 2006, Avise
2010).

1.2 Apocynaceae

Para se chegar ao que se conhece hoje por Apocynaceae Juss., cuja a ordem é
Gentianales (APG IV 2016), muitas classificagdes foram realizadas. Ap6s delimitagdes
controvertidas, somente com os estudos de sistematica filogenética (Judd et al. 1994),
especialmente moleculares (Endress et al. 1996; Sennblad & Bremer 1996, 2002,
Potgieter & Albert 2001), que Endress & Bruyns (2000) apresentaram a familia
distribuida em cinco subfamilias até entdo reconhecidas: Rauvolfioideae Kostel,
Apocynoideae Burnett, Periplocoideae R.Br., Secamonoideae Endel. e Asclepiadoideae
R.Br. ex Burnett.

Apocynaceae contém especies que sdo vastamente disseminadas em regides
tropicais e subtropicais e apresenta poucos géneros que ocorrem nas regides temperadas.
Atualmente, possui aproximadamente 400 géneros e 5000 espécies (Rapini 2012,
Endress et al. 2014). No Brasil, somente Secamonoideae e Periplocoideae nao estdo
representadas, mas ainda assim, o pais abriga 754 espécies pertencentes a 77 géneros,
habitando todos os dominios fitogeograficos e com ampla distribuicdo em todos eles,
principalmente no dominio da Mata Atlantica, onde a familia se mostra mais diversa,
contando com 367 espécies (BFG 2015).

Apocynaceae estd entre as familias que possuem grande utilidade econémica,
destacando-se pela contribuicdo fotoquimica, no fornecimento de glicosideos
cardiotonicos, alcaloides, antibidticos, bem como na produgéo de sucos, polpas, geleias
e de madeiras, com énfase também para suas plantas ornamentais (Rizzini & Mors
1995), dentre elas Stapelia hirsuta L. “cacto estrela” e Adenium obesum (Forssk.) Roem.
e Schult. “rosa do deserto”. Além disso, as principais substancias extraidas das espécies
de Apocynaceae séo a leucocristina e a vincristina, encontradas em Catharanthus roseus
(L.) G.Don, substancias utilizadas para o tratamento de cancer (Rizinni & Mors 1995,
Vega-Avila et al. 2006).


http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S2175-78602018000200699&script=sci_arttext#B4
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S2175-78602018000200699&script=sci_arttext#B5

1.2.1 Aspidosperma Mart. & Zucc.

Entre os géneros neotropicais de Apocynaceae, Aspidosperma Mart. & Zucc.
possui aproximadamente 70 espécies, ocorrendo desde 0 México até a Argentina. Para o
Brasil, o numero de espécies reconhecidas € de aproximadamente 50, a maioria de
ocorréncia em areas de floresta, porém também sdo encontradas em areas de cerrado,
campo, caatinga e restinga (Marcondes-Ferreira & Kinoshita 1996, Kinoshita 2005,
Koch et al. 2012). Em Mato Grosso do Sul foram encontradas 15 espécies (Farinaccio &
Sim0es 2018). Este numero difere das 13 registradas na Lista de Espécies da Flora do
Brasil (Flora do Brasil 2020), devido a identificacdo de exsicatas relativas a trés
espécies (A. discolor A.DC., A. nobile Mill.Arg. e A. riedelli Mill.Arg.), até entdo ndo
citadas para o Estado, e pela exclusdo de A. pyricollum, uma vez que o material
atribuido a esta espécie corresponde, de fato, a A. australe Mull.Arg.

Assim como a familia a qual pertence, Aspidosperma possui delimitacdes melhor
definidas ap6s estudos filogenéticos, elevando-o na subfamilia Rauvolfioideae Kostel. e
posicionado na tribo Aspidospermeae Miers, juntamente a cinco outros géneros:
Geissospermum Allemé&o, Haplophyton A. DC., Microplumeria Baill., Strempeliopsis
Benth. e Vallesia Ruiz & Pav. (Simd@es et al. 2007, Endress et al. 2014). Uma das
distingbes do género estd na sua relevancia nas formagbes de Chaco, Floresta
Amazonica, Cerrado, Mata Atlantica e Caatinga (IBGE 1992), abundantemente
representado por arvores ou arvoretas (Woodson 1951).

A maioria das espécies do género sdo objetos de diversas investigaces na busca
de novas substancias com atividades bioldgicas (Di Stasi & Hiruma-Lima 2002). No
Brasil, o estudo de Gilbert (1966) com 33 espécies de Aspidosperma nativas resultou no
isolamento de mais de 100 alcaloides inddlicos, o que levou a conclusdo da
predominancia desta classe de alcaloides neste género. Posteriormente, ap0s um vasto
levantamento das estruturas de alcaloides identificados em espécies de Aspidosperma,
Pereira et al. (2007) observaram uma diversidade estrutural de 247 alcaloides indolicos
para 0 género. Aspidosperma também apresenta espécies com potencial uso na
arborizacao, paisagismo e reflorestamento, assim como, o fornecimento de madeira para
carpintaria e construcdo civil (Lorenzi 1992, 1998).

Estudos genéticos com espécies de Aspidosperma, especialmente com
Aspidosperma polyneuron Muell. Arg., tratam principalmente de efeitos da
fragmentacdo de habitats naturais e distancias geograficas entre populacGes (Torezan et
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al. 2005, Damasceno 2011, Zimback et al. 2011, Santos 2016). As propriedades e
utilidades da madeira de Aspidosperma polyneuron (Carvalho 1994, Paula & Alves
1997) sdo bem requisitadas no mercado, indicando a necessidade de estratégias em
programas de conservacdo e melhoramento (Sato et al. 2008). Essas informacdes
trouxeram um outro enfoque para o g@énero, servindo de premissa para 0
desenvolvimento e uso de distintos marcadores moleculares, com possibilidades até
mesmo para transferibilidade heteréloga (Torezan et al. 2005, Damasceno 2011,
Ferreira-Ramos et al. 2011, Zimback et al. 2011).

1.2.2 Aspidosperma quebracho-blanco Schitdl.

Aspidosperma quebracho-blanco Schitdl. (Figura 1) nomeia a seccdo Pungentia
(Pichon) Mar.-Ferr., seccdo facilmente distinta das demais, mesmo em estado
vegetativo, agrupa espécies que possuem as folhas com apices pungentes, Unicas no
género. A espécie arborea é perenifélia, esclerofitica e domina o Chaco Arido (Morello
et al. 1985). Embora conspicua nesta regido fitogeografica, pode ser encontrada
adentrando nos ecétonos de Espinal proximos a Argentina, sendo a mais frequente das
quatro espécies de Aspidosperma encontradas na regido (Meyer 1947, Ezcurra 1981).
No Brasil, A. quebracho-blanco, até o inicio do século XXI, tinha ocorréncia conhecida
apenas para MS, sendo somente reconhecida e registrada apos estudos de vegetacéo e
aspectos ecolégicos do Parque Estadual do Espinilho, Barra do Quarai, Rio Grande do
Sul (Galvani & De Moura 2003).

O “quebracho blanco” ou simplesmente “quebracho”, como A. quebracho-
blanco é conhecida, possui um passado marcado pela economia extrativa por volta dos
anos 30 aos 50 do século XX, onde houveram atividades de intensa retirada de madeira
em quebrachais. A exploracdo era tdo promissora que funcionavam no Paraguai quatro
grandes industrias de producdo de tanino extraido da madeira (Corréa e Corréa 2009).

Aspidosperma quebracho-blanco também é tradicionalmente conhecida pelo uso
medicinal no tratamento de maléria e propriedades antiasmaticas. Estudos quimicos
mostram a presenca de alcaloides em sua casca assim como em outras espécies de
Aspidosperma, entre estes alcaloides, foram descritos a aspidospermina, a
aspidosamina, a aspidospermatina e a quebrachina, que exercem efeitos significativos
no sistema nervoso (Durafiona & Dominguez 1928). Sua madeira é considerada pesada,
dura e flexivel, atributos que a tornaram uma Otima opg¢do para marceneiros

confeccionarem artigos que necessitam de resisténcia a choque e flexdo, como € o
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exemplo de carrocerias, alcas de ferramentas, calcados, etc. (Ezcurra 1981). Em
Santiago del Esterro, capital da provincia de Santiago del Estero no norte argentino, a
fabricacdo de carvao também foi uma das diversas aplicacfes da madeira desta espécie
(Leonardis 1948).

As evidéncias de uso de A. quebracho-blanco indicam os seus riscos diante dos
registros crescentes de areas de loteamentos, expansdo de areas urbanizadas e
exploracdo desenfreada do Chaco seco (Vallejos et al. 2014), situacdo que sugere agoes
que visam apoiar a investigacdo cientifica da espécie sdo extremamente necessérias,

esperando-se apontar novas direcdes para 0 manejo das populacdes naturais da espécie.

A% =\ X

Figura 1. Aspidosperma quebracho-blanco Schitdl. na formagdo de Chaco em Porto
Murtinho- MS, Brasil. (A) Individuo adulto, (B) Detalhe da inflorescéncia, (C) Detalhe
do Fruto. Fotos: Farinaccio, M.A.

1.3 Formagdes de Chaco

Os aproximadamente 1.000.000 km? das formacgfes de Chaco estdo restritos ao
continente sul americano, os quais sdo compartilhadas entre a Argentina, Bolivia, Brasil
e Paraguai. No territorio brasileiro encontra-se a menor parte das formagdes
chaquenhas, aproximadamente 70.000 km2, no Mato Grosso do Sul em uma faixa
estreita paralelamente ao rio Paraguai (Hueck 1972, Prado 1993, Zak & Cabido 2002).

Contrasta-se entre serras e areas planas, savanas secas e areas inundaveis, brejos e
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salitrais, apresentando em seus ecossistemas grande diversidade espécies, consideraveis
niveis de endemismos quando comparados a outras areas sub Umidas, aridas e
semidridas. (Hueck 1955, Veloso 1972, Chodat & Vischer 1919, Allem & Valls 1987).

O termo ‘“savana estépica”, nomenclatura também utilizada para o chaco
brasileiro, apresenta uma série de divergéncias, necessitando de uma definicdo e
delimitacdo mais adequada em estudos futuros (Barbosa & Miranda 2005). As
discordancias entre o emprego dos nomes podem ter origem da etimologia do termo
“savana”, derivada de uma palavra amerindia que se refere a uma paisagem “sem
arvores, mas com muita erva alta e baixa” (Beard 1953, Cole 1960, Brasil 1975). O
termo utilizado pelo Governador da Antigua Espanhola tem varias possibilidades para
uso (Eiten 1977, 1982), criando diversas interpretagdes para o sistema fisionémico-
ecoldgico de Savana Estépica.

Entre as limitagdes de savana conhecidas estd o Parque do Espinilho, classificado
como parte de uma disjungdo da vegetagdo chaquenha de formacgdo tipo “Savana
Estépica” (Veloso et al. 1991), com indicios de que esta fitofisionomia tenha sido mais
extensa no passado antes de estresses naturais e antropicos (Galvani & De Moura 2003,
Marchiori & Alves 2011, Evaldt et al. 2014), podendo indicar que o Parque e o Chaco
argentino tenham sido conectados no passado, posto que a Provincia do Espinal,
localizada na Argentina, contorna e perpassa levemente o Rio Grande do Sul, na regido
de Barra do Quarai, sugerindo uma continuacdo desta unidade fitogeografica (Cabrera
& Willink 1973, Marchiori & Alves 2010). Além disso, as Matas Ciliares sdo
consideradas como formadoras de corredores que apropriam o compartilhamento de
varios taxons (Waechter 2002), reforcando ainda mais a hipdtese pré-disjuncao.

Independente da classificacdo adotada, as formagfes de Chaco possuem histérico
de ocupagdo agropecuaria. Os registros para regido mostram supressdo da vegetacéo
nativa por areas continuas de pastagem plantada, pecudria extensiva e culturas agricolas.
Apesar desses dados agravantes trazidos por pesquisas realizadas nos paises com
por¢des de Chaco, algumas comunidades ainda tratam a regido com menosprezo,
principalmente por seus contrastes de temperatura, clima, dificuldade de acesso e até
mesmo pela quantidade de artrépodes e serpentes, ficando claro a necessidade de acdes
de politicas publicas para valorizacéo e protecdo deste ambiente (Torraca 2006, Costa &
Moretti 2016).

Estudos de variabilidade genética de plantas para fins de conservagdo e

inventario bioldgico aos poucos se fazem presentes no Chaco. Em funcdo da
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importancia e dos riscos que espécies da regido podem apresentar, alguns trabalhos ja
estimaram a estrutura genética de populacGes de espécies nativas, apresentando
diagndsticos de diversidade que podem ser aplicados a conservacgdo das espécies (Alves
et al. 2018, Godoy et al. 2018). Também, um estudo j& apresentou inferéncias sobre a
relacdo de eventos geoclimaticos na estrutura genética de plantas sul-americanas,

apontando possiveis migragdes para a planicie do Chaco-Pampa (Moreno et al. 2018).

2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Subsidiar estratégias de conservacdo de Aspidosperma quebracho-blanco a

partir do conhecimento de sua diversidade genética nos habitats naturais.

2.2. Objetivos Especificos
o Testar e otimizar a utilizacgdo de marcadores moleculares ISSR em

Aspidosperma quebracho-blanco;

o Relacionar os dados de distribuicdo espacial das populagdes com a diversidade
genetica.
o Definir populages e areas prioritarias para a conservacao da espécie.
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Resumo

Destaques da pesquisa: A exploracdo de Aspidosperma quebracho-blanco trouxe mudangas
econdmicas como a instalacdo de inddstrias em &reas de exploracdo nos paises de ocorréncia
da espécie. As fragmentacOGes de vegetacdes chaquenhas, decorrentes principalmente de
desmatamento, mostram uma grande necessidade na compreensao de padrdes de estruturacdo e
distribuicdo da diversidade genética em populacdes da espécie, sendo importantes indicadores
na tomada de estratégias de conservacdo e uso de recursos genéticos. Antecedentes e
Objetivos: As alteragdes do passado agravados pela perda de cobertura arbdrea tem colocado
os indices de desflorestamento do Chaco como um dos maiores do mundo, podendo causar
reducdo do fluxo génico nas populagdes naturais deste ambiente. Nesse sentido, o0 presente
estudo compara dados da diversidade genética aos de fragmentagdo de habitats naturais de A.
quebracho-blanco, subsidiando estratégias de conservacdo como a definicdo de éreas
prioritarias. Materiais e Métodos: Foram extraidos DNA genémicos de 25 individuos de A.
quebracho-blanco provenientes de cinco popula¢des da Argentina, Brasil e Paraguai, dos quais
foram amplificados utilizando seis marcadores ISSR. Os geno6tipos foram agrupados em matriz
de distancia e dendrograma, sendo avaliados de acordo com indices de diversidade genética de
Nei (He), Shannon (H’), Contetido de informagdo polimoérfica (PIC) e Heterozigose (H),
estabelecendo relagBGes entre os dados de georreferenciamento das areas de amostradas.
Resultados: As populacdes apresentam baixa diversidade genética, variando entre 0,09 e 0,15
para o indice de Shannon, e de 0,19 a 0,31 na diversidade de Nei, valores proporcionalmente
relacionados aos niveis de fragmentacdo observados. ConclusGes: A necessidade de unidades
de conservacao onde espécie se encontra é indispensavel para a conservagdo de seus recursos
genéticos. Em contrapartida, sdo necessarios bancos de germoplasmas da populacdo de
Cordoba (Argentina), regido com diversidade genética maior e menor fragmentacdo,
garantindo a conservagdo e multiplicacdo de material vegetal de Aspidosperma quebracho-

blanco.

Palavras-chave: Chaco; diversidade genética; fragmentacgdo; ISSR
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Introducéo

A exploracéo de Aspidosperma quebracho-blanco Schltdl., espécie caracteristica de
ambiente de Chaco na Argentina, Brasil e Paraguai [1,2], requer uma atencéo especial
no que diz respeito a conservacao da espécie, sendo esta alvo de exploracdo em larga
escala. Tal exploracéo se deve ao fato da presenca de tanino em sua madeira, substancia
utilizada na fabricacdo de produtos quimicos e curticdo de couros, que motivou a
instalacdo de industrias nas regides no entorno do Chaco, ameacando as populacfes
naturais da especie. [3,4].

Atualmente, as vegetacdes de Chaco passam por um processo generalizado e
crescente de desertificacdo, resultado da exploracdo dos recursos naturais,
especialmente por desmatamento [5]. As alteracfes do passado agravados pela perda de
cobertura arborea desde 2000 e a expansdo agricola, tem colocado os indices de
desflorestamento do Chaco como um dos maiores do mundo [6-8], situacdo que impde
desafios aos remanescentes desta fitofisionomia, visto que a fragmentacdo altera a
diversidade genética das populacdes [9].

A transformacdo das paisagens e a alteragdo da dindmica evolutiva de populacgdes
naturais devido a fragmentacdo foram estudadas recentemente nos tropicos, porém de
forma restrita a florestas Umidas. Dessa maneira, florestas secas, como boa parte das
vegetacbes do Chaco e Savana Estépica, continuam apontadas como carentes em
estudos desse tipo [10], os quais sdo indispensaveis para a compreensao dos efeitos da
fragmentacdo e a conservacao de espécies na regido.

Os efeitos da fragmentagdo dos habitats s&o apontados como causadores de
endogamia e reducdo do fluxo génico em populagdes naturais, acelerando a reducgéo e

extin¢cdo destas populacdes pelo isolamento reprodutivo [11]. Além disso, as populacbes
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correm o risco de apresentar comprometimento no processo de colonizacdo de outras
areas, em funcdo da diminuicdo da variabilidade genética por endocruzamento [12,13].
Essas caracteristicas sdo determinantes para o desenvolvimento e sobrevivéncia dos
individuos ap6s uma possivel regeneracdo, determinando inclusive a estrutura
populacional da espécie [14].

Ao serem expostas a perturbagOes, populacGes naturais em florestas tendem a se
reestruturar enquanto sdo modificadas, restabelecendo processos de reproducdo como
polinizag&o, dispersdo de sementes e recrutamento de propagulos [15] e de variabilidade
genética necessaria para a manutencdo de populagdes, como a migragédo e fluxo génico
[16]. Porém, mesmo que sua identidade e funcdo populacional seja mantida [17], ndo é
garantida a recuperagdo da estrutura genética original, visto que a diversidade genética
pode variar se as populacdes forem persistentes ou colonizantes.

As perturbacdes e distribuicdo restrita das espécies sdo apresentadas como
caracteristicas que podem contribuir para a evolugdo de sistemas de
autocompatibilidade, que inicialmente podem acarretar em baixa variabilidade genética
e, consequentemente, a amplitude de nicho, fator de grande influéncia na ocupagdo de
novas areas [18]. Tais condigdes podem estar ocorrendo nas populacBes de A.
quebracho-blanco devido a fragmentacdo de seus habitats naturais, mostrando a
necessidade de serem avaliadas.

AvaliacGes de diversidade genética de espécies ameacadas pela fragmentagdo de
habitat tém apresentado bons resultados em estratégias de conservacao e manutencao de
populacbes naturais [19,20], oferecendo dados para compreensdo de padrbes de
estruturacdo e distribuicdo da variabilidade genética, os quais sdo indicadores
importantes para compreender questionamentos acerca de populagfes naturais,

principalmente sobre os processos evolutivos. Estudos utilizando dados genéticos
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também podem sugerir areas para plantios que visem capturar a diversidade, porcao
significativa da diversidade genética e necessidades de unidades de conservacao [21].

Os crescentes avancos nos estudos de biologia molecular tém utilizado marcadores
moleculares em espécies ameacadas, sendo facilitadores nas estratégias de conservacao
e uso de recursos genéticos de forma mais adequada [22,23]. Assim, estratégias de
conservacdo que empregam 0 uso destes moleculares podem quantificar a
potencialidade dos recursos genéticos disponiveis nas populagdes, permitindo elucidar e
pressupor futuros eventos genéticos, assim como pontos de conexao entre as populagdes
e seus eventos evolutivos, atribuindo aos marcadores moleculares uma posicdo de
exceléncia, visto que outros tipos de marcadores sdo neutros frente as modificacdes
ambientais [24,25].

Entre tipos de marcadores moleculares utilizados nas analises de genética de
populacdes, os ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) vém ganhando espaco devido a
sua eficacia na deteccdo de polimorfismos, abundancia no genoma, reprodutibilidade
entre laboratorios, menor custo, e por ser uma técnica relativamente simples [26,27].
Estes marcadores também usam um Gnico primer para se obter fragmentos, e acessar o
“fingerprinting” do germoplasma de espécies cultivadas e nativas, auxiliando também
na elucidacdo de relagGes evolutivas entre espécies [28,29].

As particularidades de cada populacdo obtidas a partir de marcadores moleculares
podem ser quantitativamente relacionadas as caracteristicas geograficas [30]. Nesse
sentido, o presente estudo teve por objetivo relacionar os dados de distribuigdo espacial
das populacGes com a diversidade genética obtidas, definindo populacfes prioritarias

para conservacao.
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1. Material e Métodos

2.1 Area de estudo e amostragem

Para o desenvolvimento deste estudo foram realizadas expedicdes de coleta em toda
area de distribuicdo conhecida de Aspidosperma quebracho-blanco (Argentina, Brasil e
Paraguai), sendo os materiais testemunhos (Tabela 1) depositados nos Herbarios da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (CGMS e COR), Museu Botanico
Cordoba (CORD) e Universidad Nacional de Asuncién (FACEN).

As folhas coletadas foram armazenadas em frascos hermeticamente fechados
contendo silica gel, para rapida desidratacdo [31]. Os 25 individuos coletados séo
provenientes de cinco populacdes: BAQ (Barra do Quarai, Brasil); COB (Cordoba,
Argentina); FIL (Filadélfia, Paraguai); FOR (Formosa, Argentina); e PMU (Porto
Murtinho, Brasil).

As populagdes COB, FIL, FOR e PMU localizam-se em area de Chaco, ambiente
que passou por perturbaces no passado por meio da exploragdo madeireira e
desmatamento para a implantacdo de pastagens [7]. Nela hd& um maior nimero de
populacdes de A. quebracho-blanco, diferentemente da regido de Barra do Quarai
(Brasil), onde BAQ € a Unica representante. A fitofisionomia presente no municipio é
predominantemente de Savana Estépica, apresentando muitos campos com espinilhos.
Espinilno é o nome popular dado a Acacia caven (Mol.) Mol., uma das espécies

arboreas mais representativas na regido [2].

2.2 ExtragOes de DNA e selegéo de loci
O DNA genbmico foi extraido a partir de folhas segundo protocolo de extragdo [32]

com modifica¢des de quantidade de isopropanol (750 pL) apds a coleta da fase aquosa.
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O DNA extraido foi quantificado em gel de agarose 1%, corado com SyberGold™
(Invitrogen®) em comparagdo com DNA de fago A.

Foram testados 33 loci de ISSR, sendo 30 deles desenvolvidos pelo Laboratério de
Biotecnologia da Universidade Britanica de Columbia (UBCBL) [33] e outros trés por
Al-Otaibi [34]. As amplificacdes foram realizadas por PCR em reagOes de 25 pL,
contendo: =30 ng de DNA, 1X de tampédo da enzima, 2,0mM de MgCl,, 0,15mM de
dNTP mix, 0,5 pmol de “primer ISSR” e 1 U de Taq DNA polimerase (Go Tagq,
Promega®), amplificadas em termociclador Veriti 96-pocos (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA), utilizando as condic¢des previamente descritas [35,36]. Os
produtos amplificados foram visualizados em gel de agarose 1,5% corado com
SyberGold™ (Invitrogen©) e TBE 1X, sob corrente elétrica continua de 120 mA. O
marcador de peso molecular utilizado foi o ladder 1Kb (Invitrogen©), sendo os

produtos fotografados com a incidéncia de luz azul.

2.3 Analise de dados genéticos

Para caracterizar a diversidade genética das populagdes de A. quebracho-blanco
foram selecionados os loci de ISSR polimérficos com maior nimero de fragmentos, boa
resolucdo e carater mais informativo. Os loci polimdrficos obtidos foram observados e
fotografados em géis de agarose para uma analise categérica no software Image J®
[37], onde os dados coletados foram utilizados na construgdo de uma matriz binaria
baseada na presenca (1) e auséncia (0) de bandas para todos os loci selecionados,
utilizada para calcular a matriz de similaridade, considerando como complemento
aritmético o indice de Jaccard [38], com o qual foram obtidas as semelhancas genéticas

dentro e entre as populagdes.
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Para estabelecer um agrupamento de gendétipos baseado na similaridade genética e
construir um dendrograma utilizou-se o método UPGMA (“unweighted pair group
method with arithmetic mean™) [39]. A matriz de distancia e o dendrograma foram
obtidos com o auxilio do programa Past 3.0® [40]. Para analisar a diversidade dentro e
entre as populagdes estudadas foi utilizado o programa Genes® [41], estimando-se 0s
seguintes parametros de diversidade: a diversidade genética de Nei (He) [42], o indice
de Shannon (H”) [43], 0 conteudo de informacdo polimérfica (PIC), que varia de 0 a 0,5

em marcadores dominantes[44] e a heterozigose a partir de dados binarios[41].

2.4 ldentificagdo de habitats fragmentados por georreferenciamento das areas de
coleta

As populacOes coletadas foram representadas cartograficamente utilizando-se o
software QGIS® 3.0[45], com as limitagcbes de vegetacdo de Chaco e Campos com
Espinilho previamente delimitadas em estudos anteriores [47-48]. O software QGIS®
3.0 também fio utilizado para identificar degradacdo de paisagens que pudessem
representar possiveis riscos as populagdes amostradas. A representacdo dos objetos
cartograficos e locais das coletas foi feita com arquivos shapefile do tipo linha para
representar as areas de desmatamento no Chaco [49] e antropiza¢des nas proximidades

dos Campos com Espinilho [50]

2. Resultados

3.1 Sucesso das amplificacOes e polimorfismos
Os produtos amplificados apresentaram perfis eletroforéticos satisfatorios (Figura

1), totalizando 450 bandas nas regides de 200 a 5000pb. Dos 33 loci testados em A.
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quebracho-blanco, 16 amplificaram (48%) (Tabela 2), sendo seis loci selecionados
aqueles que apresentaram melhores padrdes de bandas e polimorfismos nas condicGes
testadas, amplificando 124 produtos (dois a seis produtos por populacdo), dos quais
foram identificados 37 polimorfismos (45,8%), com uma média de seis polimorfismos
por marcador.

Entre os loci selecionados para analises de diversidade e similaridade foram
observados uma média de 20 produtos por primer: 22 produtos (18,3%) em UBC 888;
21 (17,5%) em UBC 808 e UBC 856; 19 produtos (15,8%) em Primer No.7 e UBC 842
e; 18 produtos (15%) em UBC 857. O tamanho amostral das populacbes de A.
quebracho-blanco foi inferior a 50, sendo assim foram considerados como polimorficos

os loci com frequéncia do alelo mais comum em valores menores ou iguais a 95% [51].

3.2 Similaridades das populagdes

Os valores de coeficiente da matriz de similaridade entre as popula¢Ges variaram
entre 0,26 e 0,55, média de 0,41 (Tabela 3), onde a maior similaridade foi entre a
populagdo de FIL e de FOR. O dendrograma construido com base no UPGMA entre 0s
gendtipos populacionais analisados separou PMU das demais populacées, e formou
mais dois grupos com valores de similaridade superiores a 0,51. No ramo | foram
agrupadas FOR e FIL, e no ramo Il COB e BAQ (Figura 2).

Entre os individuos amostrados em diferentes populagdes os valores da matriz de
similaridade encontrados variaram entre 0,0 e 0,77, sendo os valores entre individuos da
mesma populacdo entre 0,0 e 0,92 (Tabela 4). Também, pelos mesmos critérios
utilizados para analise populacional, o dendrograma dos 25 individuos analisados

agrupou representantes de populacGes diferentes em ramos préximos, sendo PMU a
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populacdo que apresentou valores mais distintos de similaridade entre 0s seus

individuos (Figura 3).

3.3 Diversidade genética

As médias de diversidade genética observadas nas populagfes foram baixas e
variaram entre 0,09 e 0,15 para o indice de Shannon, e de 0,19 a 0,31 na diversidade de
Nei (Figura 4). A frequéncia de alelos e heterozigose (Tabela 5) apresentaram valores
relativamente proximos nas populacdes FOR, FIL, COB e BAQ, coincidindo com os
padrdes de contetdo de informacdo polimorfica (PIC) obtido com os acessos dos seis

marcadores testados (Tabela 6).

3.4 Distribuicéo das populag6es e impactos ambientais

A distribuicdo das populages estd concentrada, ou seja, mais préximas umas das
outras, nas limitacbes de Chaco Seco (ao norte das fitofisionomias amostradas),
contornando as formacgdes de Chaco Umido até chegar na disjuncdo da vegetagdo
chaquenha classificada como “Campos com Espinilho na Savana Estépica” (Figura 5).

Impactos ambientais em maior intensidade foram observados na regido norte do
Chaco e na Savana Estépica, locais onde estdo localizadas as populagdes de PMU, FIL,
FOR e BAQ (Figura 5). Foram identificadas também pelas andlises de
georreferenciamento, em uma escala menor, que a populagdo PMU esta na regido de
borda do Chaco, e regides desmatadas muito proximas de FIL, além de éareas
antropizadas no entorno do Parque Estadual do Espinilho (Brasil) em BAQ e unidades

de conservacao nas limitagdes do Parque Provincial Chancani, (Argentina) em COB.
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3. Discussao

4.1 Amplificacdes de loci de ISSR e polimorfismos

Assim como o presente estudo, outros trabalhos que utilizaram marcadores
moleculares em espécies do género Aspidosperma Mart. [52-54], mostraram a
ocorréncia de valores inferiores a 40% tanto na quantidade de produtos amplificados,
considerando os primers testados, quanto nos polimorfismos encontrados por primer.
Além dessa problematica, que envolve gastos e prolongamento na obtencdo de
resultados, a extracdo de DNA das folhas de Aspidosperma pode ser comprometida
devido a presenca de uma grande variedade de alcaloides [55-57] e polissacarideos [58],
responsaveis por possiveis inibi¢cdes da Taq DNA polimerase na reacdo de amplificacéo
por PCR [69,60]. Além da possibilidade de ocorréncias dessas substancias na extracao,
A. quebracho-blanco é uma espécie fonte de taninos [61], compostos que precipitam
junto com o DNA na extracdo, degradando assim sua qualidade e reduzindo o
rendimento [62,63]. Considerando as possiveis implicacdes dos procedimentos de

extracdo e amplificacdo, podemos considerar que os produtos obtidos estdo dentro do

esperado e puderam responder aos questionamentos propostos.

4.2 Diversidade Genética

A estrutura genética espacial observada em populagdes naturais € decorrente dos
padrdes especificos de distribui¢do espacial dos alelos e genétipos dos individuos dentro
das populacBes [64]. As analises genéticas mostraram que a distribuicdo dos gendtipos
de A. quebracho-blanco ndo ocorreu de forma aleatéria, uma vez que verificamos a
presenca de individuos de sitios proximos em ramos iguais, sugerindo isolamento por
distancia [65]. Além disso, a dispersdo de sementes e recrutamento de plantulas é

favorecido nas popula¢ées PMU, FIL e FOR, uma vez que o ambiente de Chaco arido e
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semiarido é marcado pela escassez de chuva [66], fator que favorece a anemocoria [67]
da espécie, aumentando a similaridade genética entre estes fragmentos, devido ao fluxo
génico via sementes [68].

A geitogamia é eficaz em A. quebracho-blanco, indicando que a espécie é
autocompativel [69], caracteristica ja registrada em espécies de Apocynaceae [70-72]. A
probabilidade de chegada de pdlen estrangeiro s6 € maior devido a existéncia de
protandria e posicdo das flores (pendentes e algumas vezes na posi¢cdo horizontal),
caracteristicas que impedem a autofertilizacdo [69]. Também, a mudanca de sistema
reprodutivo para autocompatibilidade é apontada como responséavel pela reducédo da
heterozigose [73,74] e possivelmente da diversidade genética em popula¢Bes naturais
[75-76], justificando em parte os valores obtidos para a frequéncia de alelos recessivos,
baixa heterozigose e informacéo polimoérfica (PIC) neste estudo.

O estabelecimento de popula¢des autogadmicas esté relacionado com as reducoes
de habitats naturais, que dificultam a polinizacdo cruzada e garantem sobrevivéncia
significativa de mutantes autocompativeis [77]. Efeitos similares j& foram observados
no chaco serrano em sistemas reprodutivos de plantas [78], como € o exemplo de A.
quebracho-blanco, cujo sistema reprodutivo é marcado pela limitada polinizacéo
noturna de tragas e de maneira enganosa por mariposas [69].

As porcdes norte e noroeste do Chaco sdo marcadas por repentinas mudancas da
cobertura do solo [79], locais onde s&o observados os menores valores na diversidade
das populacGes. Vale ressaltar que as areas ao entorno de BAQ, passaram por periodos
ja registrados com variacGes dos seus solos hidromdrficos com processo de degradacao
dos horizontes superficiais e regeneracdo natural de por¢Ges com sinais de degradacéo

antrépica como um todo na regido [80,81]. Sendo assim, as populacfes amostradas
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estdo localizadas proximas a impactos antropicos que ameacam sua diversidade genética
atual.

Assim como os resultados aqui apresentados, a perda de habitat pela
antropizacdo também ameaca a diversidade genética espécies arboreas de Apocynaceae.
Em um estudo com Hancornia speciosa Gomes em habitats fragmentados, o indice de
Shannon (H’) obtido foi de 0,26, e 0,18 no indice de Nei (He) [82], valores indicadores a
serem considerados no estabelecimento de novas unidades de conservagao, posto que o
historico de perturbacBes nos fragmentos possa tornar as populag@es mais vulneraveis
aos efeitos de deriva genética, com possivel endogamia e efeito de borda, decorrente da
maior probabilidade de autofecundacdo e cruzamento entre individuos aparentados e

proximos [83,84].

4.3  Conservagdo da espécie
As condicbes ambientais em locais é&ridos sdo fatores criticos para o
estabelecimento de mudas [85,86]. Para a regeneracdo e estruturacdo dessas regides,
plantulas podem recrutadas de unidades conservagdo, como ja foi observado em
plantulas proveniente do Parque Provincial Chancani (Argentina) [87], local onde esta
localizada a populacdo de maior diversidade genética observada (COB). Estes dados
mostram a importancia de se comparar as informacGes genéticas com outros dados,
sendo possivel inferir questdes que envolvem manejo, recuperacao de areas degradadas
e parametros de distancia para coleta de germoplasma, a fim de obter maiores indices de
variabilidade genética nas populacdes amostradas [88].
Ac0es de conservacdo sdo primariamente necessarias para a populacdo de Porto
Murtinho, uma vez que a regido € a que passou por mais fragmentaces entre as

formagdes chaquenhas conhecidas nas ultimas décadas [89,90]. Além disso, a
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variabilidade genética desta populacdo é similar as demais, apresentando genotipos
semelhantes as demais populagfes amostras. Também € possivel observar que ao longo
da distribuicdo geogréafica, as demais populacbes do Chaco apresentam maiores valores
de diversidade genética, em um gradiente de diversidade Norte - Sul, ou seja, 0 ponto
inicial a ser considerado para diversificacdo genética é novamente PMU. Portanto, a
regido de Porto Murtinho apresenta condi¢des prioritarias para criacdo de areas de
conservacao, assegurando o fluxo génico e diversidade genética entre os demais
fragmentos [91].

Além das estimativas de pardmetos genéticos apontarem a necessidade de criacdo
de unidades de conservacdo nas regides onde Aspidosperma quebracho-blanco foram
amostradas, aspectos ecoldgicos como o registro de mais de 200 tipos de insetos
associados a disponibilidade de exsudado extrafloral na espécie [69], também sugerem
uma atencdo especial para suas relagcdes ecoldgicas, uma vez que a degradacdo dos
habitats decorrente da urbanizacdo pode ter um papel alterando a diversidade dos
artropodes [92].

Diante das constatacfes aqui apresentadas, vale ressaltar que a situacdo genética e
posicdo geografica de Aspidosperma quebracho-blanco alerta para um provavel
comprometimento a diversidade genética dos individuos, questdo a ser considerada para
inclusdo da espécie em listas de espécies ameacadas, sendo estas ferramentas
importantes para conservacgédo, principalmente no planejamento de acGes e programas de

conservacao [93]

5. Conclusotes
Os resultados aqui obtidos apontam a importancia das unidades de conservagédo na

diversidade genética de populacGes naturais, representando uma solucdo para a
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conservacdo dos recursos genéticos de Aspidosperma quebracho-blanco, ja que os
prejuizos causados pela antropizacdo do chaco e campos com espinilhos sdo refletidos
na perda de habitat e diversidade genética nas populacdes estudadas. Em contrapartida,
sd0 necessarias mudancas no status de conservacdo da espécie e criacdo bancos de
germoplasmas de populagbes provenientes de regibes com menos efeitos de
fragmentacdo, garantindo a conservagdo e multiplicacdo de material vegetal como

mecanismo de seguranga para espécie.
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LEGENDA DAS FIGURAS

Figura 1. Padrdo de fragmentos gerados nas amplificacdes com marcadores ISSR
em amostras de A. quebracho-blanco (Primer No.7, UBC 808, 856, 857, 888 e 842).

Marcadores de peso molecular 1Kb (MM).

Figura 2. Dendrograma UPGMA das populacbes de A. quebracho-blanco
amostradas, considerando como complemento aritmético o indice de Jaccard. Ramo

I: (FOR e FIL), Ramo II: (COB e BAQ), Ramo Il (PMU).

Figura 3. Dendrograma UPGMA dos 25 individuos de A. quebracho-blanco
amostrados, considerando como complemento aritmético o indice de Jaccard. Porto
Murtinho, Brasil (PMU), Filadélfia, Paraguai (FIL), Formosa, Argentina (FOR),

Cdrdoba, Argentina (COB), Barra do Quarai, Brasil (BAQ).

Figura 4. Indice de Shannon (H’), diversidade genética de Nei (Ne), para as cinco
populacOes nativas de Aspidosperma quebracho-blanco. Porto Murtinho, Brasil (PMU),
Filadélfia, Paraguai (FIL), Formosa, Argentina (FOR), Coérdoba, Argentina (COB),

Barra do Quarai, Brasil (BAQ).

Figura 5. Distribuicdo das populagdes amostradas nas limitacdes de vegetacdo
chaquenha (Olson et al., 2001; Hasenack et al., 2010; Veloso et al. 1991); Mapeamento
da antropizacdo nas proximidades da Savana Estépica e desmatamento no Chaco,

relacionados com as populagdes amostradas: 1-PMU — Porto Murtinho, Brasil; 2- FIL-
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Filadélfia, Argentina;, 3- FOR-Formosa, Argentina; 4-COB-Cordoba, Argentina, 5-

BAQ, Barra do Quarai, Brasil; Software QGIS® 3.0 (QGIS, 2011).

Anexo 1. Origens geograficas e informacfes dos vouchers de materiais testemunho

de Aspidosperma quebracho-blanco de cada populagdo analisada no presente estudo.
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Tabela 1. Dados das populactes de Aspidosperma quebracho-blanco amostradas.

Populacao Coordenadas Cadigo da pop.
Barra do Quarai (Brasil) 30°11'31,7"S 57°31'21,3"0 BAQ
Cordoba (Argentina) 31°22'32,8"S 65°28'48,2"0 CcOB
FiladéIfia (Paraguai) 22°35'52,0"S 59°56'43,0"0 FIL
Formosa (Argentina) 24°40'37,5"S 60°36'27,9"0 FOR
Porto Murtinho (Brasil) 21°39'15,8"S 57°49'50,8"0 PMU
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Tabela 2. Teste de amplificacdo de primers de ISSR em A. quebracho-blanco.

Primers ISSR Amplificagao ifilﬁ:c;? Referéncia

Primer No. 12 E TCCTCCTCCTCCTCCGT Al-Otaibi (2008)

Primer No. 16 + ACACACACACACACACYT Al-Otaibi (2008)

Primer No.7 +* AGACAGACAGACAGACGC Al-Otaibi (2008)

UBC 807 - AGAGAGAGAGAGAGAGT NAPS Unit Standard Primers (2006)
UBC 808 4% AGAGAGAGAGAGAGAGC NAPS Unit Standard Primers (2006)
UBC 810 + GAGAGAGAGAGAGAGAT NAPS Unit Standard Primers (2006)
UBC 811 - GAGAGAGAGAGAGAGAC NAPS Unit Standard Primers (2006)
UBC 812 - GAGAGAGAGAGAGAGAA NAPS Unit Standard Primers (2006)
UBC 813 - CTCTCTCTCTCTCTCTT NAPS Unit Standard Primers (2006)
UBC 815 - CTCTCTCTCTCTCTCTG NAPS Unit Standard Primers (2006)
UBC 818 . CACACACACACACACAG NAPS Unit Standard Primers (2006)
UBC 820 - GTGTGTGTGTGTGTGTC NAPS Unit Standard Primers (2006)
UBC 823 F TCTCTCTCTCTCTCTCC NAPS Unit Standard Primers (2006)
UBC 824 - TCTCTCTCTCTCTCTCG NAPS Unit Standard Primers (2006)
UBC 827 - ACACACACACACACACG NAPS Unit Standard Primers (2006)
UBC 834 + AGAGAGAGAGAGAGAGYT NAPS Unit Standard Primers (2006)
UBC 835 - AGAGAGAGAGAGAGAGYC NAPS Unit Standard Primers (2006)
UBC 836 + AGAGAGAGAGAGAGAGYA NAPS Unit Standard Primers (2006)
UBC 840 + GAGAGAGAGAGAGAGAYT NAPS Unit Standard Primers (2006)
UBC 841 + GAGAGAGAGAGAGAGACTC NAPS Unit Standard Primers (2006)
UBC 842 +% GAGAGAGAGAGAGAGAYG NAPS Unit Standard Primers (2006)
UBC 844 - CTCTCTCTCTCTCTCTRC NAPS Unit Standard Primers (2006)
UBC 845 E CTCTCTCTCTCTCTCTRG NAPS Unit Standard Primers (2006)
UBC 848 - CACACACACACACACARG NAPS Unit Standard Primers (2006)
UBC 850 - GTGTGTGTGTGTGTGTYC NAPS Unit Standard Primers (2006)
UBC 851 - GTGTGTGTGTGTGTGTYG NAPS Unit Standard Primers (2006)
UBC 855 E ACACACACACACACACCTT NAPS Unit Standard Primers (2006)
UBC 856 4% ACACACACACACACACYA NAPS Unit Standard Primers (2006)
UBC 857 4% ACACACACACACACACYG NAPS Unit Standard Primers (2006)
UBC 866 - CTCCTCCTCCTCCTCCTC NAPS Unit Standard Primers (2006)
UBC 888 +* BDBCACACACACACACA NAPS Unit Standard Primers (2006)
UBC 889 + AGTCGTAGTACACACACACACAC NAPS Unit Standard Primers (2006)
UBC 891 - HVHTGTGTGTGTGTGTG NAPS Unit Standard Primers (2006)

(+) Amplificacdo bem sucedida; (+*) loci polimérficos usados nas andlises de populacBes; (-)
Amplificagdo sem éxito; (F) amplificacbes fracas; R=Aou G; Y=Cou T; B=G, T ou C; D=G, Aou

T;H=A,CouT; V=G, CouA.
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Tabela 3. Matriz de similaridade genética entre as populacdes de A. gquebracho-

blanco, considerando como complemento aritmético o indice de Jaccard [38].

Formosa (FOR); Filadélfia (FIL); Cordoba (COR); Porto Murtinho (PM); Barra do

Quarai (BQ).

PMU FOR FIL COB
FOR 0,42
FIL 041 0,55
COB 0,31 0,47 0,42
BAQ 0,26 0,46 0,36 0,551
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Tabela 4. Coeficiente da matriz de similaridade entre os individuos amostrados,

considerando como complemento aritmético o indice de Jaccard [38].

PMU 1
PMU 2
PMU 3
PMU 4
PMU 7
FOR11
FOR12
FOR13
FOR15
FOR16
FIL11
FIL12
FIL13
FIL14
FIL16
COB4
COB12
COB13
COB14
COB15
BAQ11
BAQ12
BAQ13
BAQ14
BAQ15

PMU FOR FIL COB BAQ

1 2 3 4 711 12 13 15 1611 12 13 14 16| 4 12 13 14 15[11 12 13 14
0,00

0,00 0,19

0,11 0,17 0,48

0,08 0,08 0,44 0,58

0,14 0,00 0,16 0,35 0,33

0,16 0,16 0,25 0,37 0,45 0,39

0,09 0,09 0,42 0,50 0,63 0,36 0,54

0,08 0,08 0,56 0,64 0,77 0,33 0,50 0,76

0,10 0,16 0,30 0,48 0,56 0,33 0,58 0,60 0,56

0,00 0,00 0,00 0,16 0,08 0,31 0,15 0,09 0,08 0,10

0,00 0,18 0,38 0,35 0,48 0,25 0,50 0,41 0,48 0,44 0,11

0,13 0,13 0,33 0,62 0,52 0,32 0,43 0,55 0,57 0,54 0,08 0,41

0,13 0,13 0,34 0,58 0,59 0,29 0,56 0,52 0,64 0,62 0,08 0,54 0,81

0,13 0,13 0,39 0,52 0,59 0,33 0,62 0,57 0,64 0,62 0,08 0,60 0,74 0,92

0,16 0,00 0,21 0,48 0,50 0,52 0,46 0,38 0,50 0,41 0,21 0,24 0,48 0,50 0,45

0,14 0,09 0,27 0,54 0,55 0,46 0,58 0,48 0,55 0,52 0,18 0,34 0,53 0,55 0,55 0,78

0,14 0,14 0,32 0,56 0,47 0,36 0,48 0,35 0,42 0,43 0,14 0,36 0,50 0,47 0,47 0,60 0,65

0,14 0,14 0,31 0,54 0,50 0,40 0,52 0,43 0,50 0,46 0,13 0,34 0,53 0,50 0,50 0,64 0,63 0,79

0,16 0,10 0,30 0,61 0,40 0,33 0,41 0,43 0,50 0,46 0,15 0,29 0,59 0,56 0,50 0,58 0,52 0,67 0,78

0,09 0,04 0,28 0,44 0,47 0,36 0,43 0,35 0,47 0,33 0,14 0,23 0,45 0,42 0,42 0,60 0,59 0,50 0,54 0,43

0,16 0,05 0,25 0,42 0,45 0,28 0,46 0,38 0,50 0,41 0,10 0,24 0,48 0,56 0,50 0,65 0,64 0,43 0,46 0,41 0,60

0,09 0,09 0,28 0,44 0,47 0,31 0,48 0,50 0,52 0,43 0,19 0,31 0,50 0,52 0,52 0,54 0,54 0,40 0,54 0,48 0,62 0,54
0,10 0,10 0,33 0,41 0,48 0,22 0,50 0,52 0,54 0,50 0,14 0,32 0,42 0,48 0,54 0,39 0,45 0,41 0,45 0,44 0,58 0,44 0,71
0,11 0,11 0,27 0,46 0,43 0,20 0,33 0,52 0,48 0,44 0,17 0,21 0,52 0,43 0,43 0,38 0,50 0,41 0,44 0,50 0,52 0,38 0,58 0,68
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Tabela 5. Valores de frequéncia de alelos obtidos e heterozigose (H) de acordo com as

populacbes de Aspidosperma quebracho-blanco amostradas com o software Genes®

(Cruz 2006).
Populacéo f(A) f(a) H=2pq
PMU 0,1 0,9 0,18
FOR 0,15 0,85 0,26
FIL 0,15 0,85 0,25
COB 0,17 0,83 0,28
BAQ 0,18 0,82 0,26
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Tabela 6. Padrdes de contetdo de informacéo polimorfica (PIC), que variade 0a 0,5
em marcadores dominantes[44] e a heterozigose a partir de dados binarios[41] obtido

com 0s acessos dos 6 marcadores testados no software Genes® (Cruz 2006).

Populagdo  Marcador A- aa f(A) f(a) H=2pg PIC

PMU Primer No.7 16 39 0,579 0,8421 0,266 0,2306
FOR Primer No.7 14 41 01366 08634 0,2359 0,2081
FIL Primer No.7 15 40 0,2472 0,8528 0,2511  0,2195
COB Primer No.7 19 36 0,191 0,809 0,309 0,2613
BAQ Primer No.7 28 27 0,2994 0,7006 10,4195 0,3315
PMU UBC 808 17 38 01688 0,8312 0,2806 0,2412
FOR UBC 808 16 39 01579 0,8421 0,266 0,2306
FIL UBC 808 17 38 01688 0,8312 0,2806 0,2412
COB UBC 808 17 38 01688 0,8312 0,2806 0,2412
BAQ UBC 808 13 42 01261 08739 0,2205 0,1962
PMU UBC 842 10 45 0,0955 09045 0,1727 0,1578
FOR UBC 842 13 42 01261 08739 0,2205 0,1962
FIL UBC 842 13 42 01261 08739 0,2205 0,1962
COB UBC 842 13 42 01261 08739 0,2205 0,1962
BAQ UBC 842 4 51 0,037 0,963 0,0714  0,0688
PMU UBC 856 7 48  0,0658 09342 0,1229  0,1154
FOR UBC 856 20 35 02023 0,7977 0,3227  0,2706
FIL UBC 856 14 41 01366 0,8634 0,2359 0,2081
COB UBC 856 19 36 0,191 0,809 0,309 0,2613
BAQ UBC 856 18 37 01798 0,8202 0,2949  0,2514
PMU UBC 857 6 49  0,0561 09439 0,1059  0,1003
FOR UBC 857 15 40 0,2472 0,8528 0,2511  0,2195
FIL UBC 857 8 47  0,0756  0,9244 10,1397 0,13

COB UBC 857 12 43 01158 0,8842 10,2048 0,1838
BAQ UBC 857 15 40 0,2472 0,8528 0,2511  0,2195
PMU UBC 888 7 48  0,0658 09342 0,1229  0,1154
FOR UBC 888 17 38 01688 0,8312 0,2806 0,2412
FIL UBC 888 24 31 02492 0,7508 0,3742  0,3042
COB UBC 888 23 32 02372 0,7628 10,3619  0,2964
BAQ UBC 888 20 35 02023 0,7977 0,3227  0,2706
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Fig. 3
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Fig. 4
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- Antropizacdo nas proximidades da Savana Estépica

- Desmatamento no Chaco
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Anexo 1. Origens geogréficas e informagdes dos vouchers dos materiais testemunho de Aspidosperma quebracho-blanco de cada populagédo

analisada no presente estudo.

ESPECIME VOUCHER COORDENADAS LOCALIDADE COD. HERBARIO
A. quebracho-blanco Farinaccio & Ucho6a 1013 30°11'31,7"S 57°31'21,3"0 Barra do Quarai (Brasil) CGMS
A. quebracho-blanco Cocucci 5680 31°22°5,46" S 65°28°08,04" O Cordoba (Argentina) CORD
A. quebracho-blanco Vogt & Farinaccio 1709  22°36°03,1” S; 59°56°43,3” O Filadenfia (Paraguai) FACEN
A. quebracho-blanco Farinaccio 1015 24°67°6,74” S 60°60°07,65” O Formosa (Argentina) CGMS

A. quebracho-blanco Farinaccio 980 21°39°14,83” S 57°49°51,02” O  Porto Murtinho (Brasil) CGMS




5. CONSIDERACOES FINAIS

A necessidade de banco de germoplasmas para A. quebracho-blanco é vital para
conservacao genética da espécie, uma vez que suas origens geogréaficas sdo alvo de
fortes pressdes antrépicas. Em conjunto, os gendtipos apresentam diversidade genética
consideravelmente baixa, com boa parte dos alelos encontrados presentes populacéo de
Porto Murtinho. Desta forma, a regido precisa prioritariamente de uma unidade de
conservacao.

Além das estratégias de cunho genético e socioambiental, as regies apresentam
caréncia de atividades que conscientizem governantes e moradores a respeito do Chaco
e a espécie estudada, trazendo pretextos para exploracdo indiscriminada dos mesmos.
Os argumentos populares com aspectos negativos devem ser esclarecidos com
discussbes e apresentacdes de informacbes que comprovem a importancia da regido,
incentivando a valorizagédo das espécies deste ambiente, inclusive A. quebracho-blanco

Amparado pelos estudos socio-histéricos na regido, a compilacdo de resultados
obtidos mostra a importancia de estabelecer relagbes entre os dados de
geoprocessamento das areas de amostradas aos estudos de diversidade genética,

assegurando estratégias de conservacdo de forma mais precisa.
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