Universidade Federal do Parana

Departamento de Botanica

Projeto de Pesquisa

Projeto Palmito: Desenvolvimento de uma base de dados para a
fiscalizagdo e conservag@o de uma espécie-chave da Floresta
Atlantica, no Estado do Parand

Responsavel técnico: Profa. Dra. Valéria Cunha Muschner

Curitiba, setembro de 2016



1 Introdugao

1.1 Objeto deEstudo

Euterpe edulis pertence a subtribo inteiramente Neotropical Euterpeinae, familia Arecaceae. E
popularmente conhecida como palmeira jucara, palmito, palmiteiro, jicara, icara, ripa, sarova,
entre outros (Martins & Lima 1999; Calvi & Pifia-Rodriguez 2005), se distribui no Brasil ao
longo da Floresta Atlantica, desde o sul da Bahia até o norte do Rio Grande do Sul (Cardoso &
Bovi 1974; Reis et al. 2000a). Além do Brasil, ocorre também no leste do Paraguai e norte da
Argentina (Klein 1974; Carvalho 1994). Na Floresta Atlantica ocorre principalmente em dreas
de Floresta Ombrofila Densa (FOD), entre o nivel do mar e 1000 metros (m) de altitude (Reitz
et al. 1988; Reis et al. 1996; Henderson 2000; Reis et al. 2000b). Compondo o estrato médio de
floresta, a espécie possui caracteristicas ombrofilas e higrofilas (Reitz et al. 1988; Reis et al.

1996).

Esta espécie possui flores dispostas em raquilas, reunidas em triades, com duas flores
masculinas e uma feminina (Henderson et al. 1995; Henderson 2000; Mantovani & Morellato
2000). As flores masculinas sdo formadas por trés pétalas abertas, seis anteras e por um
nectario floral no centro da flor (gineceu rudimentar abortivo). Os graos de pdlen sdo
pulverulentos. As flores femininas sdo menores, possuem trés pétalas imbricadas, trés
estigmas com nectarios em sua base e ovario tricarpelar com apenas um odvulo (Reitz et al.
1988; Dorneles 2010). Seus frutos pesam cerca de um grama (Reis et al. 1994), sdo drupaceos
e quando maduros apresentam coloracdo purpura. O mesocarpo carnoso é fino,
unisseminado, com embrido lateral e aloume abundantee homogéneo (Reitz 1974; Mantovani

1998).

Em geral E. edulis é alégama, pois as inflorescéncias didicas apresentam protandria acentuada
(Cardoso et al. 2000; Mantovani & Morellato 2000). Flores masculinas e femininas
permanecem abertas por cerca de sete dias. A antese das flores masculinas ocorre dois a
guatro dias antes das flores femininas. Contudo, flores masculinas de uma inflorescéncia
podem se tornar reprodutivas em sincronia com as flores femininas de outra panicula do
mesmo individuo (Reis 1996 et al.; Conte 2004) o que permitiria a ocorréncia de geitonogamia.
Dorneles et al. (2009), baseados em um estudo de Mantovani (1998) considera a espécie
autocompativel. No entanto, Dorneles (2010), em seu estudo sobre sistema reprodutivo desta
palmeira, observou que o tratamento de autopolinizagdo (flores femininas foram polinizadas
com poélen de flores masculinas do mesmo individuo) apresentou baixo sucesso quando

comparado ao experimento de polinizacdo cruzada (flores femininas foram polinizadas com
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polen de flores masculinas de outro individuo). Portanto, hd a possibilidade da existéncia de

mecanismos de autoincompatibilidade para a espécie.

A reproducdo em E. edulis é promovida principalmente pela polinizacdo entomdfila (Cardoso
et al. 2000). A abundante producdo de néctar e pdlen atrai varios visitantes florais, ja
registrados em E. edulis, pertencentes as Ordens Diptera, Hymenoptera, Coleoptera e
Lepidoptera (Reis et al. 2000a). Dentre estes, moscas (Diptera), abelhas (Hymenoptera:
Apidae, Anthophoridae e Halictidae) e vespas (Hymenoptera: Vespidae) sdo considerados
potenciais polinizadores (Mantovani & Morellato 2000; Dorneles 2010). Reis et al. (1993) e
Reis et al. (1996) consideram a espécie de abelha Trigona spinipes (Hymenoptera: Apidae,
Fabricius 1973) como principal polinizador. Em uma tese de doutorado do nosso grupo (Santos
2016) foram encontrados, no litoral do Parand, os seguintes visitantes florais: Polybia paulista,
Oxytrigona taitara, Apis mellifera, Trigona spinipes, euglossini indet., duas espécies de Diptera

e duas de Hymenoptera.

Um individuo de E. edulis pode produzir anualmente de 600 a 3000 frutos (Bovi et al. 1987,
Silva Matos & Watkinson 1998). Neste periodo as infrutescéncias levam de 165 a 270dias para
a maturacdo (Mantovani & Morellato 2000). Ao amadurecerem, os frutos sdo dispersos no
solo da floresta. Sem o pericarpo carnoso, extraido pelos dispersores ou degradado no préprio
solo, as sementes sdo expostas. Caso haja condicdes favoraveis de umidade, ou seja, umidade
elevada (Reis 1995) esombreamento (Conte et al. 2000), os propagulos germinam lentamente
e de forma heterogénea (Reis 1995). Dependendo das condi¢des climaticas que se encontram
podem levar de trés a seis meses para germinarem (Rede Jugara 2013). Apds o inicio do
desenvolvimento do sistema radicular surgem as duas primeiras folhas com formato de
bainha, que servem de protecdo para a terceira folha. Esta folha é fotossintetizante e sua
presenca indica que o individuo estd em fase de plantula. Muitos destes frutos caem muito
proximos a planta mae e a germinacdo de varias destas sementes permite a formacdo de um

banco de plantulas (Queiroz 2000).

O longo periodo reprodutivo e a grande producdo de frutos fazem com que esta espécie tenha
forte interacdo com frugivoros da Floresta Atlantica, uma vez que fornece grande quantidade
de frutos em periodos de escassez (Peres 2000). O fruto desta palmeira serve de alimento para
aves e mamiferos (roedores, marsupiais, primatas e morcegos), e estes podem atuar como

dispersores de E. edulis (Reis & Kageyama 2000).



Os fatores supracitados, que corroboram para a forte relacdo entre a palmeira E. edulis e a
fauna, caracterizam-na como uma espécie-chave de alguns ecossistemas da Floresta Atlantica,
uma vez que, sua auséncia desencadeia o “efeito dominé”, ou seja, a consequente extin¢cdo de
outras espécies que compde a mesma teia alimentar (Galleti et al. 2003; Andrade 2011). E
ainda, esta relacdo desempenha importante funcdo na recuperacdo de florestas em estdgio
secundario de sucessdo, pois polinizadores e dispersores que sdo atraidos pela E. edulis atuam
como colonizadores e promovem o fluxo génico entre varias espécies de plantas (Reis &

Kageyama 2000).

1.2 Ferramentas Genéticas para a Fiscalizagdo

Importdncia econémica

Além da importancia ecoldgica, E. edulis possui notdvel importancia econémica e social (Reis &
Reis 2000), sendo a causa da superexploracdo desta espécie. Esta relevancia esta associada
principalmente ao meristema apical da espécie, o palmito, sendo este considerado um dos
principais produtos florestais ndo madeiraveis explorados em regido de FOD na Floresta
Atlantica (Fatini et al. 2000; Meyers & Dornelles 2003). O palmito é muito apreciado no Brasil,
Estados Unidos e Europa, e para atender a demanda, estimou-se para o ano 2000 a produgado
de 30.000 toneladas/ano, 85% dessa produgdo provinda do Brasil (Pereira 2000). Esta palmeira
nao é estolonifera, ou seja, ndo possui a capacidade de rebrotar. Este fator em conjunto com
sucessivas extracdes consumiu com o potencial de regeneracdo natural da espécie,

comprometendo a viabilidade ecoldgica e econdmica de E. edulis (Fatini et al. 2000).

Depois de um longo periodo de exploragdo desregulamentada, somente a partir da década de
1970, ainda que muito superficiais, surgiram as primeiras leis referentes a regularizacdo da
exploracdo do palmito. Leis especificas relativas ao manejo do palmito foram criadas em 1992
no Estado de Sdo Paulo, em 1994 no Parand e em 1996 em Santa Catarina (Reis et al. 2000c).
No Parang, a legislacdo em vigor se trata da Resolucdo Conjunta IBAMA/SEMA PR (Instituto
Brasileiro de Meio Ambiente e Recursos Naturais/Secretaria Estadual do Meio Ambiente
Parana) n° 01/2002 (revoga a Resoluc¢do Conjunta SEMA/IBAMA n201/94; BRASIL 2002), que
prevé a exploragdo da espécie sob Plano de Manejo Sustentavel. Além da Resolu¢do SEMA n?
031/98 (BRASIL 1998), que resolve “estabelecer requisitos, critérios e procedimentos
administrativos referentes a licenciamento ambiental, autorizacbes ambientais, autorizacoes
florestais e anuéncia prévia para desmembramento e parcelamento de gleba rural, a serem

cumpridos no territério do Estado do Parana”.



Entretanto, o corte ilegal ainda é uma pratica muito comum, pois o longo periodo de
exploragdo irregular do palmito permitiu a consolidagdo das praticas de producdo e
comercializacdo clandestinas, mesmo sendo evidente que o manejo sustentdvel é lucrativo
tanto do ponto de vista ecolégico como do econdmico (Galetti & Chivers 1995; Nodari &
Guerra 1986; Odorizzi & Ribeiro 1998). Diante deste cenario, a espécie foi considerada extinta
em grandes areas que compde sua distribuicdo original (Reitz 1974; Nodari & Guerra 1986;

Fatini et al. 2000), e é nacionalmente declarada ameacada de extin¢do (BRASIL2008).

Alternativamente, sdo produzidas conservas de palmito de outras espécies de palmeiras
(Bactris gasipaes - pupunha, Archontophoenix alexandrea ou A. cunninghamiana - palmeira-
real e Euterpe oleracea - agai) cultivadas para esse propdsito. Em 1995, foram iniciados os
plantios comerciais de palmito no Parana, com lavouras e pupunha implantas primeiramente
do Litoral e na Regido Noroeste do Estado, ampliando-se para a regido do Alto Ribeira
(Rodrigues & Durigan 2007). Em meados do ano 2000 as atividades foram ampliadas com
plantios de palmeira-real no litoral, no Alto Ribeira e em municipios da Regido Norte (como
Londrina p.ex.). O palmito da palmeira-real é de melhor qualidade ao do pupunha e, portanto,
as lavouras desse palmito sobrepujam as de pupunha na regidao do Litoral paranaense
(Rodrigues & Durigan 2007). O palmito de acai ndo 4 cultivado no Parana, mas é a principal

espécie produzida no Brasil, principalmente no Estado do Para (Rodrigues & Durigan 2007).

N3do existem estimativas a respeito, mas ainda ha muito palmito de origem clandestina, cuja
entrada ocorre via agroindustrias legalizadas, além de fabriquetas ilegais que atendem
restaurantes, churrascarias e lanchonetes (Rodrigues & Durigan 2007). Frente a isso, tornam-

se necessarias medidas punitivas para a comercializagdo ilegal de E. edulis.
DNA barcode

No entanto isso ndo parece facil em um primeiro momento, sendo que duas perguntas sdo
pertinentes: como identificar se o palmito comercializado é o que realmente aparece no rétulo
do vidro? Quando apreendido na forma in natura, como saber se é o palmito jugara, o palmito

de pupunha, o palmito de palmeira-real ou o palmito de agai?

Uma metodologia adequada para responder a essas perguntas é o DNA barcode. Essa técnica
consiste de identificacdo das espécies a partir de curtas sequéncias ortdlogas de DNA
(Consortium for the Barcode of Life - WWW.

barcoding.si.edu).



Essa técnica permite identificar materiais desconhecidos de espécies conhecidas a partir de
sequéncias de DNA de regides génicas (DNA barcode). Para isso, precisa-se ter uma sequéncia
suficientemente variavel para a discriminacdo das espécies de interesse e uma biblioteca
génica de referéncia disponivel (Dong et al. 2015). Em animais a sequéncia mais utilizada é a
do gene da citocromo oxidase 1 (CO1) do DNA mitocondrial (Herbert et al. 2003; Herbert et al.
2004). Em plantas, as regides mais utilizadas sdo os ITS (Internal Transcribed Spacers) do DNA
ribossomal, espacador intergénico do DNA do cloroplasto (cpDNA) trnH-psbA e genes rbcL,
matK e ycfl também do cpDNA (Alvarez & Wendel 2003, CBOL Plant Working Group 2009,
Kress et al. 2005, Donget al. 2015).

1.3 Conservacgdo de Euterpe edulis no Parque Estadual das Laurdceas

Viabilidade populacional, variabilidade genética e fluxo génico

A fragmentacdo de habitat e a superexploracdo, resultantes de acdo antrdpica promovem
isolamento, alteram tamanho, forma e densidade de popula¢des de plantas. A demografia e a
diversidade genética sdo diretamente influenciadas pelo tamanho da populagdo (Gibbs 2001).
Estudos indicam que populacdes reduzidas e esparsas de plantas estdo sobre acdo do “Efeito
Allee” (Lamont et al. 1993; Ghazoul et al. 1998; Davis et al. 2004), ou seja, ha um
decrescimento da populagdo em funcdo da baixa densidade populacional (Drake & Kramer
2011). Variagdes reprodutivas sob estas condi¢des podem acarretar consequéncias negativas
em relacdo a producdo de sementes e em nivel de variabilidade genética. Estes fatores
influenciam diretamente a capacidade de persisténcia da populagdo em seu habitat (Ellstrand

& Elam 1993; Frankham 1995; Tamaki et al. 2009; Gonzalez-Varo et al. 2010).

Plantas polinizadas por animais, quando em popula¢des reduzidas, provavelmente, possuem
menor poder de atracdao do que em populacdes maiores. Menores taxas de visitacdo e menor
quantidade de pdlen depositado acarretam na reducdo da formagdo de frutos. A menor
frequéncia de interagdes mutualisticas também aumentara as chances de endocruzamentos
em populacdes de tamanho reduzido e, consequentemente, diminuird a variabilidade genética
(Agren 2008; Biittow 2012). A reducdo da variabilidade genética em populagdes reduzidas
pode gerar depressdo endogamica, fomentando assim, o decrescimento da capacidade de
geracdo de descendentes (fitness; Agren 2008; Biittow 2012), e o risco de extincdo da

populacdo sob estas condicGes (Kolb et al. 2010; Blittow 2012).

A baixa densidade populacional de plantas que possuem animais como vetores de reproducao,

altera a quantidade, qualidade e distancia do pdlen a ser carregado de uma flor para a outra, o
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gue por sua vez, afeta comunidades de polinizadores em sua composicao, abundancia e
comportamento (Harris & Johnson 2004). Além da interferéncia no processo de polinizagdo, a
baixa densidade populacional interfere na dispersdo de frutos, pois implica em menores
chances de encontros interespecificos, reduzindo o sucesso da dispersdo (Meyers & Dorneles

2003).

Em contrapartida, os trabalhos de Lammi et al. (1999) e Lander et al. (2010), que avaliaram
populacbes reduzidas de plantas, ndo detectaram baixa diversidade genética e reducdo de
fitness. Assim, dependendo da biologia da espécie e da localidade, plantas podem manter a
viabilidade populacional, mesmo quando em numero reduzido de individuos. Desta maneira,
estas populagdes ndo devem ser desconsideradas na composicdo de estratégias de

conservacao (Bittow 2012).

AcOes antrdpicas modificam o meio ambiente alterando a sua estrutura fisica e interferem em
interacGes bioldgicas, o que influencia diretamente na estrutura e variabilidade genética de
uma populagdo, como supracitado. Assim, observam-se modificagcdes de padrdo de dispersao
dos individuos dentro e entre as popula¢des locais e 0 aumento das taxas de extin¢do (Gibbs

2001).

A viabilidade das populacdes é afetada pela reducdo da heterozigosidade devido ao
endocruzamento elevado (fluxo génico reduzido) que, por sua vez, aumenta a probabilidade
de extincdo de uma metapopulacdo, pois ha menor chance de uma futura adaptacao evolutiva
(Frankham et al. 2008). As plantas possuem algumas particularidades que aumentam os
efeitos genéticos da fragmentacdo de habitat, dentre eles: hdabito séssil, diferencas
interespecificas na longevidade, tempo de geracdo e abundancia na pré-fragmentacao,

variedade de sistemas reprodutivos, fluxo génico por pélen e semente (Young et al. 1996).

A variabilidade genética pode ser reduzida em funcdo da baixa densidade de plantas
reprodutivas, pois a quantidade e qualidade do fluxo de pdlen e da dispersdo de sementes
tendem a sofrer reducdo (Nason & Hamrick 1997). Estudos evidenciam que plantas em areas
perturbadas tém o sucesso reprodutivo afetado pela reducdo da acdo de polinizadores (Aizen
& Feinsinger 1994b; Cunningham 2000a), deposicdo de pdlen (Aizen & Feinsinger 19943;
Cunningham 2000a; Ghazoul et al. 1998; Cascante et al. 2002) e reduc¢do da produgdo de
frutos e sementes (Aizen & Feinsinger 1994a; Ghazoul et al. 1998; Cunningham 2000b;
Cascante et al. 2002). Com consequente reducdo do fluxo génico, as geragbes subsequentes
serdo fortemente afetadas pelos efeitos deletérios proporcionados pela baixa variabilidade

genética (Charlesworth & Charlesworth 1987; Ellstrand 1992; Ellstrand & Ellam 1993).



Uma das estratégias utilizadas para verificar a estrutura e variabilidade genética em
populagBes de espécies ameagadas de extingdo é a utilizagdo de marcadores microssatélites
ou SSRs (Simple Sequence Repeats). Microssatélites sdo sequéncias curtas, de 2 a 5 pares de
base (pb), repetidas em tandem. Para a obtencdo destas sequéncias, é necesséaria a
amplificacdo via PCR (Polymerase Chain Reaction), a partir de primers especificos
(desenvolvidos a partir da espécie de estudo; 20 a 25 pb) que terdo a funcdo de flanquear as
regides microssatélites no DNA. Este tipo de marcador tem natureza codominante, o que
significa que é possivel identificar os alelos presentes em um Joco, o qual frequentemente é
multialélico (Freeland 2005). Gragas a natureza codominante e a hipervariabilidade, além de
possibilitar a verificacdo da estrutura e variabilidade genética em popula¢des de plantas, este
marcador permite distinguir entre individuos, definir sistemas reprodutivos e verificar a
maternidade e paternidade entre os individuos amostrados (Ashley & Dow 1994; Faleiro
2007). A andlise de parentesco é feita por exclusdo com base na identificacdo dos doadores de

polen e fontes das sementes (Ashley 2010).

A identificacdo geografica e genética dos doadores de pdlen e das fontes de sementes permite
a verificagcdo da dimensdo espacial da dispersdo polinica e de sementes (Dow & Ashley 1998;
Garcia et al. 2007; Garcia & Grivet 2011). Os marcadores moleculares, como os microssatélites,
tém sido amplamente utilizados para este fim (Dow & Ashley 1996; Streiff et al. 1999; Godoy &
Jordano 2001; Asuka et al. 2005; Bacles et al. 2006; Hardesty et al. 2006; Pairon et al. 2006;
Selkoe & Toonen 2006; Ashley 2010; Moran & Clarck 2011).

Area de estudo

O Parque Estadual das Lauraceas (PEL) foi criado em 1979, com o objetivo de conservar
importantes remanescentes de uma outrora vasta biodiversidade paranaense, e promover a
visitacdo publica, pesquisa e educacdo ambiental. Lauraceas é atualmente o maior parque
estadual do Parana, com aproximadamente 32 mil ha. Inserido em uma regido
caracteristicamente montanhosa e com vales profundos, o PEL abriga uma extensa rede de
drenagem, protegida pela Floresta Atlantica, onde também estdo presentes cavernas e

formacGes calcarias associadas a uma significativa biodiversidade.

Constituindo-se um dos ultimos remanescentes de Floresta Atlantica na regido, o PEL possui
atributos naturais que o enquadram em uma regiao estratégica em relacdo ao Componente
Corredor Central da Mata Atlantica, estabelecido para possibilitar a efetiva conservagdo da
diversidade biolégica no Brasil. No entanto, esse patrimOnio encontra-se severamente

ameacado pela sua gradativa situacdo de insularizacdo, pela dréstica diminuicdo do estoque de
8



palmito e pela caca de animais ameacgados de extingdo, como a anta (Tapirus terrestris) e a
jacutinga (Pipile jacutinga), entre tantas outras. As constantes ocupac¢des de dreas em seu
perimetro, queimadas, extracdo de madeira e o desmatamento, definem boa parte da

paisagem da sua drea de entorno.

O clima da regido é predominantemente Cfb (Kéeppen): subtropical imido mesotérmico, com
ocorréncia de geadas severas e frequentes, sem estacdo seca definida; temperatura média
anual entre 17°Ce 18°C; pluviosidade entre 1400 a 1500 mm/ano; umidaderelativa entre 80%

e 85%.
2 Objetivos

|. Desenvolvimento de um protocolo, a partir de DNA barcode, para a analise das espécies de
palmito, nativas e exdticas, de ocorréncia no Estado. Esse procedimento permitira a distingdo
entre as espécies comercializadas e atestara a Fiscalizagdo do Instituto Ambiental do Parana a

ocorréncia ou ndo do crime ambiental nos pontos de venda

Il. Avaliacdo da variabilidade genética, viabilidade e padrdo de dispersao via pdlen e sementes
da populacdo de Euterpe edulis inserida no Parque Estadual das Laurdceas. Especificamente:

verificar se a baixa densidade populacional de E. edulis no PEL interfere na/o:
- frequéncia e composicao de polinizadores;

- frequéncia e composicao de dispersores;

- capacidade de geragdo de descendentes (fitness) da populagdo

3 Justificativa

O comércio ilegal de E. edulis impacta diretamente na reducdo das populacdes silvestres desta
espécie. Esse processo, consequentemente tem um impacto direto sobre as populacbes de
importantes espécies da fauna, tais como aves mamiferos, empobrecendo dreas publicas,
comunidades tradicionais e Unidades de Conservacdo no Estado do Parana. Além disso,
representa um risco a saude publica quando ndo existe fiscalizacdo sanitaria dos

procedimentos de corte, extracdo, coccdo e envasamento em fabricas clandestinas.

A comunidade cientifica tem como um de seus principais desafios viabilizar a conservac¢édo do
bioma Floresta Atlantica, mantendo o uso de seus recursos de forma sustentavel. Para isto
observa-se que, tanto para E. edulis como para outras espécies é necessdrio o conhecimento

sobre ecologia e manejo (Favreto 2010).



Os fatores ecolégicos, como o comportamento de forrageamento de polinizadores e
frugivoros, aliados as ferramentas genéticas, proporcionam a avaliagdo quantitativa das
relacbes mutualisticas em um ecossistema. Desta forma, é possivel observar o papel da
dispersdo na composicdo de recursos ecoldgicos e evolutivos em populacdes de plantas

(Broquet & Petit 2009; Garcia & Grivet 2011).

Entender como as interagGes bidticas sdo afetadas por perturbagdo ambiental passou a ser
essencial. Em 1974, Daniel H. Janzen ja havia destacado que a conservagdo do meio ambiente
ndo estava so relacionada a extincdo de espécies, mas também a perda de interagdes bidticas

em virtude de perturbag¢des de natureza antrépica (Jordano et al. 2006).

Portanto, conhecer e avaliar a biologia reprodutiva, os processos de dispersdo de pdlen e
sementes de uma espécie de planta, tanto sob o aspecto ecoldgico como o genético, é
imprescindivel quando se deseja verificar a viabilidade da populagao (Fisch & Mantovani 1998;

Calvi & Pifa-Rodriguez 2005).

O plano de manejo do PEL realizado em 2002 indicou que a extrag¢do clandestina de palmito é
flagrante em muitos locais, levando a crer que a continuidade desta espécie pode estar
comprometida. Isso acarreta na diminui¢cdo da densidade populacional de E. edulis, tornando-
se necessdria a avaliacdo do fluxo génico mediado por pdlen e semente na populacdo de E.

edulis existente na RNSM, visto que, pretende-se restaura-la e conserva-la.

O baixo numero de interacdes bioldgicas em funcdo da baixa densidade populacional prejudica
a ocorréncia de fluxo génico e, consequentemente, a diferenciacdo genética entre as
populacGes e os individuos (Dick et al. 2008). Para minimizar o endocruzamento e manter a
diversidade genética, é necessario identificar pools génicos e maneja-los, além de restaurar as

interacOes bioldgicas. (Barbieri 2003; Frankham etal. 2004).

O manejo com base no conhecimento genético proporciona maior probabilidade de
sobrevivéncia das populacGes frente as constantes mudancas do meio (Frankham et al., 2008).
A ecologia de polinizagdo e a ecologia de dispersdo de sementes devem ser avaliados a nivel
local. Estes aspectos estdo relacionados a interacdo planta-animal, acarretando em processos
essenciais para a sobrevivéncia e manutencdo das populagdes (Reis & Kageyama, 2000). Por
fim, a avaliacdo do impacto da fragmentacdo, perda de habitat e da superexploracdo
econdmica sobre estruturacdo genética das populacées de E. edulis no PEL, em conjunto com
os fatores supracitados, potencializa o sucesso das estratégias de manejo a serem definidas

(Barbieri 2003; Frankham et al. 2004).
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Recentemente uma tese de doutorado produzida pelo nosso grupo (Santos 2016) mostrou que
o nivel de endocruzamento de uma populagdo com baixa densidade de E. edulis do Parana
(Reserva Natural Salto Morato - Guaraquecaba) esta bastante elevado, ameacando a sua
viabilidade de curto a médio prazo. Nesta mesma populacdo verificou-se que a distancia de
dispersdo das sementes é consideravelmente menor do que a dispersdo de pdlen (até 100 m x
1 km, respectivamente) devido, principalmente uma maior frequéncia de polinizadores do que
de dispersores. Frente ao exposto, tornam-se necessarios mais estudos em outras areas do
Estado do Parand para que sejam tomadas decisGes adequadas para a conservacao de uma
espécie-chave da Floresta Atlantica. Além disso, conforme o conhecimento do pool génico de
diferentes areas do Estado do Parana for aumentando, maiores serdo as possibilidades de
reconhecimento da procedéncia dos palmitos jucaraapreendidos pelo IAP (Instituto Ambiental

do Parand).
4 Material e Métodos

Para o objetivol:

Serdo testadas quais as sequéncias de DNA das regides génicas trnH-psbA, ITS, rbcL, matK ou
ycfl melhor correspondem a identificacdo das espécies Euterpe edulis, E. oleracea, Bactris
gasipaes, Archontophoenix alexandrae ou A. cunninghamiana. Essas sequéncias devem ser
suficientemente informativas para a correta identificagdo das espécies. Para isso serdo
coletadas amostras do caule de 20 individuos de cada espécie, que serdo desidratados em
silica gel. Apds esse material sera pulverizado com nitrogénio liquido em almofariz e o DNA
sera extraido através do kit de extragdo “Biopur Kit Extracdo Mini Spin Planta” (Biometrix). O

DNA serd avaliado e quantificado através de espectofotémetro.

Apéds, o DNA sera amplificado via PCR (Polymerase Chain Reaction) para as regidoes génicas
supracitadas (condigdes especificas serdo estabelecidas para cada uma delas) e sequenciados
em sequenciador automatico Genetic Analyzer 3500xL (Applied Biosystem). As sequéncias de

serdo alinhadas e avaliadas no programa Mega7 (Kumar et al. 2016).

A partir desse banco de dados, as amostras de palmito apreendidas pelo IAP passardo pelo
processo de extracdo, amplificacdo e sequenciamento de uma regido génica (a que melhor
corresponder a identificagdo correta das espécies) e comparadas as sequéncias do banco de

dados. Esse processo ocorrerd em, no maximo, cinco dias Uteis.

Para o objetivo ll:
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Serdo amostrados 100 individuos de cada estagio de desenvolvimento (adultos [reprodutivos
com DAP213 cm], juvenis [ndo reprodutivos com a estipe exposta 220 cm] e embrides [frutos])
de E. edulis distribuidos pela area do PEL. Os individuos serdo identificados e localizados
espacialmente através de coordenadas geogriaficas (GPS Garmin 62S). O material vegetal sera

acondicionado em silica gel para secagem e posterior extracao de DNA.

Depois de desidratados em silica gel, o material vegetal coletado serd pulverizado com
nitrogénio liquido em almofariz e o DNA sera extraido através de kit de extragdo “Biopur Kit
Extragdo Mini Spin Planta” (Biometrix). O DNA serd avaliado e quantificado através de

espectrofotémetro.

Oito regides de microssatélites desenvolvidas por Gaiotto et al (2001), e ja testadas por Santos
(2016), serdo amplificas via PCR e genotipadas em sequenciador automatico Genetic Analyzer
3500xL (Applied Biosystem). Apds, os alelos serao identificados (com base nos tamanhos —em

pares de base) através do programa GeneMapper v.3.7 (Applied Biosystems).

As métricas de variabilidade genética (Equilibrio de Hardy-Weinberg, nimero de alelos
efetivos, indice de Shannon, heterozigosidades esperada e observada, coeficiente de
endocruzamento [por estagio de desenvolvimento]) serdo avaliadas pelo software GenAlex (v.
6.502; Peakall & Smouse 2012). Adicionalmente, as amostras serdo analisadas através do
modelo desenvolvido por Santos (2016) para a avaliagdo do kernel de dispersdo de pdlen e

sementes.

Para testar se a baixa densidade populacional de E. edulis influencia a frequéncia e composicdo
de polinizadores, serdo identificados os visitantes florais e o comportamento dos mesmos
através da observagdo focal em, pelo menos, vinte individuos distribuidos na drea do PEL
(Dafni 1992). Neste processo, serdo registrados o periodo e a duracdo das visitas, e o
comportamento dos visitantes florais. Os visitantes florais serdo caracterizados como

polinizadores ou ndo. Outras analises serdo realizadas conforme Santos (2016).

Para testar se a baixa densidade populacional de E. edulis influencia a frequéncia e composicao
de dispersores, serdo realizadas observa¢des focais de, pelo menos, vinte individuos com
frutos maduros, que tenham boa visibilidade da copa. A observagdo focal consiste em
permanecer préximo ao individuo, registrando os animais que dela se alimentam (Cazetta et
al. 2002; Francisco & Galetti 2002, Galetti et al. 2003). As observacdes serdo realizadas com
auxilio de bindculo e camera fotografica. Outras andlises serdo realizadas conforme Santos

(2016).
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6 Cronograma de execugao

Objetivo l:

A padroniza¢do de um protocolo a partir de DNA barcode para as espécies de palmito ocorrera
em, no maximo, trés meses apos a coleta do material vegetal (extracdo, PCR, sequenciamento

e analise das regiGes génicas). Para o primeiro semestre de 2017.

Apds, as amostras apreendidas pelo IAP serdo processadas em até cinco dias

Objetivo ll:

2017 2018 2019
12Sem | 22Sem | 12Sem | 22Sem | 12Sem | 22Sem
Delineamento amostral
Coleta de material vegetal X X X
Analise microssatélites X X X X X
Ecologia de dispersao de X X X
sementes
Ecologia de polinizacdo X X X X
Andlise dos dados X X X X X X
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TERMO DE COMPROMISSO PARA DESENVOLVIMENTO
DE PROJETO DE PESQUISA EM UNIDADES DE
CONSERVACAO DO PARANA

Eu, Valéria Cunha Muschner, RG: 6037263768 - SPS/RS, CPF: 930116360-87
responsavel técnico pelo projeto Projeto Palmito: Desenvolvimento de uma base de
dados para a fiscalizacao e conservacéo de uma espécie-chave da Floresta Atlantica,
no Estado do Parana.

1-Comprometo-me a entregar, no vencimento da autorizagdo de pesquisa concedida
pelo Instituto Ambiental do Parana —IAP, relatérios parciais e finais, copias de
publicacbes em quaisquer periodos em que sejam realizadas, comunicacdes em todos
os encontros com finalidade cientifica, citando sempre esta autorizacéao.

2-Comprometo-me também, a encaminhar ao Instituto Ambiental do Parana —IAP /
DIBAP, sugestdes/recomendagdes de manejo da Unidade, tendo por base os
resultados desta pesquisa.

Em 23 de setembro de 2016.

\\f&u}dh @u nhg H UAchne

Assinatura do responsavel técnico pelo projeto
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