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RESUMO

A fragmentacdo florestal reduz o tamanho da populagdo reprodutiva, a densidade
populacional e aumenta a distancia entre coespecificos. Também pode isolar populagdes ¢
individuos em campos ¢ pastagens. Em curto prazo, isso pode afetar processos como sistema
de reprodugdo e dispersdo de polen e sementes e resultar no aumento da taxa de
autofecundagdo e cruzamentos correlacionados, redugdo na taxa de imigracdo de polen e
sementes (isolamento reprodutivo do fragmento), reducéo na distancia de dispersio de pdlen e
sementes e no aparecimento de estrutura genética espacial dentro das populagdes. Dentro
desse contexto, os objetivos desta dissertagdo foram estudar por marcadores microssatélites a
estrutura genética espacial, a taxa de imigragao e a distincia de fluxo de polen e sementes em
uma pequena populagao em fragmento de 4,8 ha de Copaifera langsdorffii Desf., localizada
no municipio de Sao José do Rio Preto, no estado de Sao Paulo. Para tanto, foram mapeadas e
genotipadas para oito locos microssatélites todas as 112 arvores adultas reprodutivas e 128
plantulas da regeneragao existentes no referido fragmento. O teste de desequilibrio de ligacao
nao detectou indicio de ligacdo fisica entre os locos avaliados, o que indica que estes podem
ser usados em estudos genéticos de diversidade e fluxo génico. Na amostra total das 240
plantas foram encontrados 186 alelos. Altos niveis de diversidade genética foram encontrados

para a média dos locos na populagio (A4=2325, A =867, H,=0,774; H,=0,878).
Comparando arvores adultas com regenerantes, 54 alelos foram exclusivos aos adultos e
nenhum nos regenerantes. Adultos apresentaram maior nimero médio de alelos por loco e

nimero médio efetivo de alelos (A4=23,25; 213=10,07, respectivamente) do que os
regenerantes ( 4 =16,5; /]e =6,70). As heterozigosidades observada e esperada foram similares
entre adultos (H,=0,757; H,=0,893;) e regenerantes (H4,=0,788; H,=0,838). O indice de

fixagdo foi significativamente diferente de zero nos adultos (ﬁ =0,152; P<0,05) e nao
significativo nos regenerantes (£ =0,124; P>0,05), o que sugere endogamia nos adultos,
provavelmente, advinda de autofecundagdes e cruzamentos entre parentes. Outra explicagdo
pode ser a segregagdo de alelos nulos nos locos ou o efeito Wahlund, devido a presenga de
estrutura genética espacial intrapopulacional. A estimativa do tamanho efetivo da populagio
revelou que este foi baixo e as 112 arvores adultas e os 128 regenerantes correspondem,
respectivamente, apenas a 65 e 68 individuos ndo endogidmicos e ndo parentes entre si.
Significativa estrutura genética espacial foi observada para os adultos até a distdncia de
aproximadamente 50 m e para os regenerantes at¢ 20 m. A causa ¢ a dispersdo de sementes
nas vizinhangas da arvore materna. A propagacao vegetativa foi rejeitada como acusa de tal
estrutura, visto que ndo havia gendtipos idénticos. O poder de exclusio do primeiro e segundo
parente foi alto para o conjunto de locos (~,, = =09998; P,  =0,9999), mostrando que

este tem alto poder de resolver testes de paternidade. A analise de dispersdao de polen e
sementes por analise de paternidade e maternidade foi avaliada nos regenerantes ¢ em uma
amostra de 65 gendtipos da populagdo adulta (DAP<40 cm), classificadas como sub-adultos.
Dos 65 sub-adultos, foi encontrado o parental materno para 12 e 0 materno e paterno para
apenas dois individuos, o que indica uma taxa de imigra¢ao de sementes ¢ pdlen na populagido
de 81% (m ) e97% (m ), respectivamente. Dos 128 regenerantes, o parental materno

foi encontrado para todos (m,,,,,,,.. =0%), indicando auséncia de imigracdo de sementes. Ja o
parental paterno foi encontrado para 122 (m ,, =4,7%). Estes resultados evidenciam uma alta

polen

sementes polen

taxa de fluxo génico no passado, mas uma aparente baixa taxa atual, provavelmente devido ao
isolamento da populagdo pelo ao aumento da fragmentagido na regido. A distancia média de



dispersio de sementes medida nos sub-adultos e nos regenerantes foi de 38,4 m e 61 m,
respectivamente, sendo que aproximadamente 58% das sementes foram dispersas até 30 m
nos sub-adultos e 50% até 52 m nos regenerantes. A distancia de dispersdo de polen medida
nos sub-adultos (118 m) e regenerantes (105 m) foi maior que medida nas sementes. Os
resultados, de modo geral evidenciam que a populagido apresenta altos niveis de diversidade
genética, mas que devido ao alto grau de isolamento esta sofrendo um processo de aumento
no parentesco e redugao no tamanho efetivo.

Palavras-chave: ESpécies arboreas tropicais; analise de paternidade; fluxo génico;
marcadores microssatélites.

ABSTRACT

Forest fragmentation to decrease the size of the reproductive population, the population
density, increase the distance among coespecifics and can isolate populations and individuals
in pastures. This in short term, can affect process as mating system and pollen and seed
dispersal and result in increase in selfing rate and correlated matings, decrease in the pollen
and seed immigration rate (reproductive isolation of the fragment) and distance of pollen and
seed dispersal and, result in intra-population spatial genetic structure. Thus, the aims of this
master these were to study by microsatellite markers the spatial genetic structure, the seed and
pollen immigration rate and dispersal in a small fragmented population of 4.8 ha of Copaifera
langsdorffii Desf., located inside of the Sio José do Rio Preto municipality, in State of Sdo
Paulo. Thus, it were mapped and genotyped for eight microsatellite loci all 112 adult
reproductive trees in the fragment and in a sampled of 128 individuals of the regeneration.
The test of linkage disequilibrium not detected anyone indicative of physic linkage between
the evaluated loci, indicating that these can be used for studies of genetic diversity and gene
flow. In the total sample of 240 plants it was found 186 alleles. Consequently, high levels of

genetic diversity were found for the average of loci in the population (A =23.25; 213 =8.67,

H,=0.774; H_=0.878). Comparing adult trees with regeneration, 54 alleles were exclusives
in the adults and no one in the regeneration. Adult trees have higher average number of alleles

per loci and effective number of alleles per loci (A4=23.25; 4, =10.07, respectively) than
regeneration ( A =16.5; 213 =6.70). The observed and expected heterozygosities were similar
among the adults (H,=0.757; H,=0.893) and regeneration (H,=0.788;, H,=0.838). The
fixation index was significantly different from zero in the adults (13“ =0,152; P<0.05) and not
significant in the regeneration (£ =0,124; P>0.05), whit suggest inbreeding in the adults,
probably originated from selfing and mating among relatives. Other explanation can be the
segregation of null alleles in the loci or the Wahlund effect, due the presence of intra-
population spatial genetic structure. The estimative of effective population size of the
population reveled that it is low and the 112 adult trees and 128 individuals of regeneration
correspond, respectively, to only 65 and 68 individuals not inbreed and not relatives.
Significantly spatial genetic structure was observed for adult trees until the distance of about
50 m and for the regeneration until 20 m. The cause is the seed and pollen dispersal in the
neighbor of the seed-tree. The vegetative propagation was rejected as the cause of spatial
genetic structure, considering that al genotypes were different. The power of exclusion of the
first and second parent was high for theloci (2, ~=0.9998; P, =0.9999), showing that



these have high power to resolve parentage test. The paternity analysis of seed and pollen
dispersal was evaluated in the regeneration and a sample of 65 genotypes of adult population
(Dbh<40 cm), classified as sub-adults. From 65 sub-adults, it was found the maternal parent
for 12 and both maternal and paternal parents for only two individuals, what indicates a pollen
and seed immigration of 81% (m__, ) and 97% (m_, ), respectively. From 128 individual of

regeneration, the maternal parent was found for al (m,,, =0%), indicating absence of seed

seeds
immigration. Paternal parent was found for 122 individuas (m,,,,, =4.7%). These results

evidence a high rate of gene flow in the past, but an apparent low actual rate, probably due the
isolation of the population due the increase in the fragmentation of the region. The average
distance of seed dispersal measured in the sub-adults and in the regeneration was 38.4 m and
61 m, respectively, and about 58% of seeds were dispersed until 30 m in the sub-adults and
50% until 52 m in the regeneration. The distance of pollen dispersa measured in the sub-
adults (118 m) and regeneration (105 m) was higher than measured in the seeds. The results,
in general terms evidence that the population present high levels of genetic diversity, but that
due the high levels of isolation it suffering a process of increase in the relatedness and
reduction in the effective population size.

seeds pollen

Key-words: Tropical tree species; paternity analysis; gene flow; microsatellite markers.
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1 INTRODUCAO

O grande aumento da populagdo humana no planeta nos ultimos dois séculos ¢ o
incremento na qualidade de vida de seus habitantes gerou um aumento na demanda de
produtos agricolas e silviculturais entre outros recursos naturais, aumentando a pressio sobre
as florestas naturais e causando graves problemas ao meio ambiente. As pressoes exercidas ao
meio ambiente resultaram na intensa fragmentagao das paisagens, na extingdo de espécies, ¢
no isolamento reprodutivo de populagdes e individuos. Os fragmentos sio geralmente
isolados uns dos outros por paisagens degradadas ou modificadas (PRIMACK;
RODRIGUES, 2006). Os fragmentos florestais de diferentes tamanhos e formas reduzem o
tamanho efetivo das populagdes ocasionando o isolamento dos individuos e
conseqiientemente, provocando alteragdes no sistema de cruzamento das espécies, cOmo 0
aumento do grau de parentesco entre individuos (COSTA, 2003).

As ateracdes a que as florestas tropicais vém sofrendo podem causar redugdo na
adaptacao das geracoes futuras, devido a erosdo genética, colocando em risco a conservagao e
manutengdo das espécies, como também dos ecossistemas existentes. OS ecossistemas
florestais abrigam diversas espécies vegetais e animais, muitas das quais vivem em simbiose.
Sdo responsaveis pela manutengdo dos mananciais hidricos e do equilibrio da temperatura no
planeta. Muitas das espécies que ocorrem nestes ecossistemas tém grande valor econdmico
atual e muito mais espécies terdo valor futuro, com o desenvolvimento da Ciéncia e
tecnologia. Quando as florestas sio cortadas para varios propositos, como a expansdo para
area agricola, construcdo de estradas, barragens hidrelétricas, entre outros, ocorre a
fragmentagdo de habitats em pequenas ou médias areas que apenas suportam um pequeno
nimero de espécies e individuos (COSTA, 2003). A continuacdo do processo de
fragmentagdo pode resultar em diminui¢do no tamanho médio dos fragmentos, aumento da
distancia entre eles, aumento do efeito de borda (TOWSEND et a., 2006), e perda de espécies
do interior dafloresta que ndo podem sobreviver em habitats limitados (DAJOZ, 2006).

As modificagdes na paisagem ameagam a existéncia de espécies vegetais de varias
maneiras, reduz a alimentagdo dos animais aumentando mortalidade, pode levar a extingdo e o
declinio de uma populagdo ou dividir uma populagdo em duas ou mais subpopulagdes onde as
menores tornam-se mais vulneraveis a depressdo endogimica, também pode limitar o
potencial de uma espécie para dispersdo e colonizagdo, pois passaros, mamiferos e insetos

provenientes do interior da floresta ndo conseguiriam alcangar uma faixa mesmo que estreita
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de ambiente aberto, podendo ser eliminados por outros predadores. Com isto, muitas espécies
ndo recolonizariam os fragmentos apds a populagido ter desaparecido, plantas com frutos
carnosos ou sementes aderentes seriam afetadas, pois necessitam dos animais para fazerem a
dispersio, diminuindo o numero de espécies no fragmento com o passar do tempo
(PRIMACK; RODRIGUES, 2006). Com a fragmentagdo ¢ a diminui¢do do tamanho da
populagdo ocorrera uma maior propensdo de ocorréncia de deriva genética ¢ aumento da
endogamia, favorecendo a perda de variabilidade genética. Por isso, ¢ fundamental conservar
estes ecossistemas para que futuras geragdes possam usufruir dos mesmos beneficios que eles
fornecem hoje para humanidade. Nesse contexto, a conservagido genética in situ é a mais
indicada, porque preserva nao s6 o organismo alvo, mas também outros que vivem
associados, como os animais.

A extingdo de populagdes de espécies arboreas ¢ ainda mais pronunciada nos tropicos,
onde em alguns locais a diversidade de espécies pode chegar a mais de 280 espécies por
hectare (PHILLIPS et al., 1994), sendo que grande parte dessas ocorrem em baixa densidade
popul acional, tipicamente menos do que um individuo por hectare (CARNEIRO et al., 2007,
LACERDA et al., 2008; SILVA et a., 2008). Assim, pequenos fragmentos (<10 ha) podem
conter populagdes formadas por poucos individuos reprodutivos. Contudo, para efetivamente
conservar tais espécies, é necessario entender os processos que afetam a diversidade genética

e demografia das espécies que compdem estes ecossistemas.

1.1 Objetivos

O objetivo deste estudo foi investigar a estrutura genética espacial e o fluxo de pdlen e
sementes em uma peguena populagio de 4,8 ha de C. langsdorffii do Bosque Municipa de
S3o0 José do Rio Preto, em um fragmento de Floresta Estacional Semidecidual, usando locos
microssatélites. Objetivos especificos foram:

1. Quantificar os niveis de diversidade genética para oito locos microssatélites e o tamanho
efetivo da populagdo adulta e da regeneracao;

2. Estudar a distribuigéo espacial de gendtipos de C. langsdorffii em um pegueno fragmento
isolado;

3. Determinar as taxas de autofecundagdo e taxa de fluxo génico via podlen e sementes

externos a populag@o, usando analise de paternidade;
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4. Determinar a distancia e os padrdes de dispersdo de polen e sementes dentro do fragmento
C. langsdorffii, usando analise de paternidade;

5. Comparar os niveis de endogamia em adultos e regenerantes.

1.2 Hipoteses

As principais hipoteses testadas foram as seguintes:

1. Como a espécie ocorre isolada por area urbana e pelo fato de tratar-se de pequena area,
acredita-se que a regeneragdo tenha sido originada do cruzamento entre individuos do
proprio fragmento e ndo existe fluxo génico via sementes. Por isso, acredita-se que exista
estrutura genética espacial na populacao regenerante;

2. Acredita-se que grande parte, se ndo todos os cruzamentos, ocorrem apenas entre 0S
individuos da prépria populagdo, ou seja, a populagdo esta isolada reprodutivamente;

3. Em relagao a dindmica da endogamia entre geragdes, acredita-Se que 0S hiveis de
endogamia medidos em termos de indice de fixa¢do sejam maiores na fase de plantulas ¢
menor, nulo ou até negativo na fase adulta, devido a ocorréncia de depressio por

endogamig;

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Floresta Latifoliada Semidecidua e efeitos da fragmentacéo

Entre as diversas formagdes florestais brasileiras, a Floresta Latifoliada Semidecidua
constitui uma das mais importantes pela grande biodiversidade que abriga. Seus recursos
naturais tiveram papel fundamental no processo de ocupagdo e colonizagdo do pais,
principalmente com a extracao da madeira. Contudo, devido a expansdo de fronteiras

agricolas no estado de Sio Paulo, restam poucos remanescentes dessa vegetagdo, em geral sdo
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encontrados em pequenos fragmentos isolados na paisagem por culturas anuais, pecuaria ou
silvicultura intensiva de espécies exoticas.

Segundo VALERI; SENO, (2004), a fragmentagio de uma area de vegetagio natural
ou reflorestada cria barreiras para a dispersio dos organismos entre os fragmentos, ja que o
movimento de algumas espécies depende da habilidade de dispersdo e do comportamento
migratorio das mesmas € 0S fragmentos encontram-se isolados por barreiras naturais ou por
intervencdo antropica. As barreiras naturais podem ser constituidas de rochas, mares, rios,
lagoas, varzeas, desertos. As barreiras de agdo antropica sdo: atividades agropecuarias,
grandes cidades, hidrelétricas, rodovias e pontes sobre aterros em areas de preservacao
permanente. Algumas espécies cruzam estas barreiras com pequena ou nenhuma dificuldade,
dependendo da dimensio do terreno desfavoravel, outras espécies relutam em se aventurar em
habitat nao familiar, muitos passaros tropicais ¢ borboletas ndo cruzam riosS ou areas
desflorestadas, por inibi¢des intrinsecas a dispersao.

Oliveira (2000) menciona que cada espécie tem um tamanho minimo viavel de
populagdo que ¢ necessario para possibilitar cruzamentos e produzir descendéncias
geneticamente variaveis (para espécies de reprodugdo cruzada), para sobreviver a flutuagdes
aleatorias no tamanho, e para produzir propagulos que poderdo colonizar novas arecas em
longo prazo. O isolamento de populagdes em pequenos fragmentos reduz o nimero de
individuos reprodutivos e a densidade populacional, podendo afetar os principais processos
genéticos como deriva genética, fluxo de genes, selecdo e sistema de reproducdo (YOUNG;
BOYLE, 2000), também pode isolar populagdes reprodutivas e aumentar a estrutura genética
espacial dentro das popul agdes.

A resposta das espécies a estes efeitos vai depender das suas caracteristicas ecologicas,
como sistema de reproducdo, sindrome de dispersdo, longevidade, nivel de ploidia e
demografia (YOUNG; BOY LE, 2000). Os trés mais obvios efeitos genéticos da fragmentacdo
Sdo: a) perda de diversidade genética no nivel de populagdo e espécie; b) aumento da estrutura
genética entre as populacdes e; c¢) aumenta a endogamia (YOUNG; BOYLE, 2000).
Imediatamente apds a fragmentagdo, com a redugdo do tamanho das populagdes, tem-Se um
efeito de gargalo na diversidade genética das espécies, pela redugao no nimero de individuos
nas populagdes. Esta redugdo pode causar a perda de alelos e reducdo na heterozigosidade
(YOUNG et a., 1996). Isto afeta diretamente as futuras geragdes das populagdes, porque
reduz o nimero de individuos reprodutivos, desencadeando a deriva genética no processo de
recombinagdo dos gametas a cada geragdo. Se as populagdes mantiverem-se isoladas e

pequenas por longas geragoes, pode-Se esperar um aumento da estrutura genética espacial e,



16

portanto, da endogamia por cruzamento entre parentes e, conseqiientemente, uma perda rapida
de diversidade genética. Por outro lado, se as populagdes mantiverem certos niveis de fluxo
génico (um simples imigrante por geracdo ¢ teoricamente suficiente para manter as
populagdes coesas; N.m>1, Wright, 1931) e ocorrer um crescimento da populacdo, estes
efeitos podem ser minimizados e a variabilidade genética das populagdes pode voltar os niveis
pré-fragmentagao (JUMP; PENUELAS, 2006).

O estudo genético por marcadores moleculares de geragdes pos-fragmentagao como
sementes e regeneragdo natural podem ajudar a evidenciar estes processos. Por exemplo,
White et a. (2002), usando locos microssatélites, observaram em sementes coletadas de
polinizagdo aberta em fragmentos de Swietenia humilis um aumento de fluxo de polen entre
os fragmentos, indicando que a fragmentacdo ndo isolou as populagdes. Em contraste, Jump e
Penuelas (2006) observaram naregeneragio de fragmentos de Fraxinus excelcior um aumento
nos niveis de endogamia em comparagdo a geracdo adulta, em populacdes de florestas
continuas, demonstrando claramente os efeitos da fragmentacdo afetando as geragdes

subsequentes pelo processo de deriva genética.

2.2 Fluxo génico

Em populagdes de plantas o fluxo génico ocorre durante as geragdes gametofiticas e
esporofiticas, portanto através da dispersdo do pdlen e de semente (MARTINS, 1997). O
fluxo génico via polen e sementes é um dos fatores mais importantes influenciando a estrutura
genética de populagdes de espécies arboreas (SMOUSE et al., 2001, SMOUSE; SORK, 2004,
ROBLEDO-ARNUNCIO; GIL, 2005, SORK; SMOUSE, 2006) apresenta uma gama de
estratégias de reproducdo que vai desde mecanismos que garantem a totalidade de
cruzamentos entre individuos distintos até a autofecundagao (NASS, 2007).

Futuyma (1992) menciona quatro modelos basicos de fluxo génico que correspondem
a diferencas na estrutura de populagdes: a) o modelo continente-ilha, em que o movimento
dos genes ¢ unidirecional, partindo de uma populagdo maior para outra menor e isolada ou,
para colonizagdo; b) o modelo de ilhas, onde a migragdo ocorre ao acaso entre um grupo de
pequenas populagdes bem definidas; ¢) 0 modelo de alpondras ou “stepping-stone”, onde as
populagdes trocam migrantes entre populagdes vizinhas ¢ d) o modelo de isolamento por

distancia, no qual o fluxo ocorre entre grupos vizinhos, em uma populagdo continua.
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O grau em que uma popul agao pode ser delimitada de outras depende da intensidade o
fluxo génico entre elas (FUTUYMA, 1992), assim, a distribuigdo esperada da informagao
genética dentro e entre populagdes estd intimamente relacionada com a organizagao fisica e a
capacidade de dispersio da espécie (NASS, 2007). O padrao de dispersdo de polen esta
diretamente ligado com o comportamento dos agentes polinizadores, que podem sofrer
influéncia de certos fatores como: territorialidade, especificidade ao recurso, disponibilidade
de recursos e sociabilidade dos animais, sendo estes fatores determinantes para os padroes de
distancia no transporte de polen (HIGA; SILVA, 2006).

A taxa média de fluxo génico entre populagdes estabelecidas de uma espécie é, com
fregiiéncia, mais baixa e tem probabilidade de ser menor se os individuos imigrantes
necessitarem competir com os residentes para sobreviver e reproduzir (FUTUYMA, 1992),
porém a taxa de média se fluxo génico pode ser maior do que sugere a sua taxa média, se
populagdes locais se extinguirem com freqiiéncia e oS Sitios forem recolonizados por
individuos retirados de diversas populagdes, quanto mais elevada a taxa de extin¢do e
recolonizagdo, maior sera a taxa de fluxo génico e menor a variancia nas freqiiéncias alélicas
entre populagdes (FUTUYMA, 1992).

Extensivo fluxo génico via polen promove altos niveis de diversidade genética dentro
de populagdes e baixa diferenciagdo entre populagdes ¢ ¢ o principal mecanismo mantendo a
coesio genética de uma espécie (DICK et al., 2003; SORK; SMOUSE, 2006). Em populagdes
naturais o fluxo génico intenso pode efetivamente contrapor os efeitos detrimentais da deriva
genética ou selecdo direcional e pode ser a origem de novos alelos nas populagdes
(BURCZYK et al., 2004). No entanto, devido ao fluxo génico por sementes ser o responsavel
por dois ter¢os do tamanho da vizinhanga genética, o conhecimento de sua extensdo também ¢
essencial para estimar o tamanho reprodutivo de populagdes de espécies arboreas tropicais
(HAMILTON, 1999). Em suma, para predizer as mudangas genéticas causadas pela
fragmentagdo em populagdes de espécies arboreas tropicais, ¢ necessario estudar o fluxo
génico contemporaneo (atual) via sementes e via polen (HAMILTON, 1999, HAMRICK,
2004) e caracterizar adistribuicao genética espacial e a vizinhangas reprodutivas.

A determinagdo da influéncia do movimento do pdlen sobre o tamanho efetivo da
populagao reprodutiva, ou tamanho da vizinhanga requer detalhada analise do sistema de
reproducdo das populagdes. Tais analises incluem a determinag@o da paternidade de sementes
de polinizagdo aberta ¢ da distancia entre a planta materna e o doador de pdélen (NASON et
al., 1996), bem como da distancia de dispersdo das sementes (BURCZYK et al., 2004). Estes

estudos tém sido eficientemente conduzidos com base em marcadores genéticos altamente
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polimérficos, como microssatélites. Alguns desses estudos tém mostrado que o polen pode
mover-se a distancias consideraveis entre plantas dentro de populagdes ¢ que o fluxo de genes
dentro de populagdes é muitas vezes alto (NASON et al., 1998, APSIT et al., 2001, WHITE et
al., 2002, DICK et a., 2003, DUNPHY et a., 2004, HARDESTY et al., 2006, CARNEIRO et
al., 2007, DUNPHY; HAMICK, 2007, BITTENCOURT,; SEBBENN, 2007, CLOUTIER et
al., 2007, FUKUE et al., 2007, ISAGI et a., 2007, MILLAR et al., 2007, WANG et al., 2008,
BACLES; ENNOS, 2008, BITTENCOURT; SEBBENN, 2008, LACERDA et a., 2008,
SILVA et a., 2008), embora outros tenham mostrado justamente o oposto (DEGEN et .,
2004, VERON et a., 2005, SORK; SMOUSE, 2006, NAITO et al., 2008; PAKKAD et al.,
2008).

2.3 Dindmica da endogamia entre geracdes

Segundo Costa (2003), Wright definiu como sendo endogamia a correlagdo entre
gametas que se unem, sendo assim refere-se ao processo de cruzamento entre individuos mais
aparentados entre s do que sio membros aleatorios da populagdo, tendo por conseqiiéncia um
aumento na homozigose para alelosidénticos por descendéncia na populagio.

Para Pires (2006), a endogamia ¢ definida como todo sistema de cruzamento que
promove 0 aumento de homozigose nas descendéncias, ou seja, refere-Se a0 cruzamento de
materiais genéticos aparentados ou a autofecundagio, levando ao acimulo de genes comuns
em homozigose, 0 que pode ser prejudicial nas espécies de polinizagdo cruzada, uma vez que
as populagdes naturais destas espécies sdo portadoras de alelos recessivos deletérios, que
podem provocar a perda de vigor na descendéncia pelo aparecimento de genes detrimentais e
letais em condigdo homozigota, refletido pela redugdao na média da populagdo, denominada
depressio endogamica.

Em populagdes naturais a endogamia pode ocorrer por meio de cruzamentos entre
individuos aparentados em espécies didicas, cruzamentos entre individuos aparentados e
autofecundagdes em espécies monoicas ou com sistema reprodutivo misto (RESENDE,
2002). Em espécies arboreas, a distribuigdo espacial, o parentesco intrapopulacional e o
sistema de reproducao podem estar associados, especidmente em espécies arboreas
polinizadas por animais. Individuos proximos tendem a se cruzar mais do que individuos
localizados espacialmente distantes (HARDESTY et al., 2006, DUNPHY; HAMICK, 2007,
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BITTENCOURT,; SEBBENN, 2007, FUKUE et al., 2007; ISAGI et al., 2007, WANG et al.,
2008, BACLES; ENNOS, 2008, BITTENCOURT; SEBBENN, 2008, LACERDA et 4.,
2008, SILVA et a., 2008), sendo relacionados pela dispersio de sementes proxima a arvore
materna, a endogamia biparental pode aumentar na populagio com o passar das geragdes
(COLES, FOWER, 1976, YOUNG et a., 1996; YOUNG; BOY LE, 2000), caso a pressio de
selegdo contra individuos endogamicos ndo seja efetiva. Para compreender como se processa
adinamica da endogamia entre geragdes, sdo necessarios estudos em fina escala do sistema de
reprodugdo, distribuigdo espacial de genotipos e comparagdes dos niveis de endogamia,

existentes em diferentes estagios ontogénicos das plantas.

2.4 Conservacio ex situ e coleta de sementes

O conhecimento do sistema de reproducao das espécies ¢ de fundamental importancia
para coleta de sementes de polinizagdo aberta, ¢ responsavel pela transferéncia das
informagdes genéticas de uma geragdo para outra. O sistema de reprodugdo refere-se a forma
como as populagdes de uma espécie recombinam seus genes a cada geragdo para formar a
populagao descendente. Pode apresentar grande variagao entre e dentro de populagdes de uma
espécie, devido 0 seu controle estar sob influéncia genética (genes controlando a auto-
incompatibilidade, determinado sistema sexual, a maturidade reprodutiva e a depressio
endogamica) e ambiental (fatores ambientais influenciando a fenologia de florescimento e o
comportamento dos polinizadores) (SEBBENN, 2002).

Devido aintensa fragmentacdo das paisagens florestais da regido sudeste do Brasil ¢ a
crescente demanda de sementes para reflorestamentos visando a recuperagao ambiental,
atualmente tem-se discutido muito as implicagcdes de se coletar sementes em fragmentos e
arvores isoladas em pastagens. Os poucos estudos existentes realizados com espécies arboreas
tropicais foram desenvolvidos na América central (ALDRICH; HAMRICK, 1998,
CASCANTE et al., 2002, FUCHS et a., 2003), tém detectado que arvores isoladas em
campos e pastagens ndo estdo reprodutivas, mas uma maior taxa de autofecundacao e
cruzamentos correlacionados tém sido detectados nas arvores isoladas do que as ocorrentes
em fragmentos ou florestas continuas (ALDRICH; HAMRICK, 1998, CASCANTE et al.,
2002, FUCHS et al., 2003). Por exemplo, em um estudo conduzido com a espécie arborea

tropical Paquira quinata na Costa Rica, foram detectadas taxa de autofecundagio de 8,5% e
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correlagdo de paternidade de 47% em florestas continuas e 22,3% e 74%, respectivamente em
arvores isoladas em pastagens (FUCHS et al., 2003). Resultado semelhante foi observado em
na espécie arborea Samanae saman, também na Costa Rica (CASCANTE et al., 2002). Isto
implica que um maior nimero de arvores matrizes deveriam ser utilizadas para a coleta de
sementes em arvores isoladas, em comparagdo a coleta de sementes em florestas continuas e
gue seria necessaria a selegdo das sementes e plantulas, a fim de evitar o aumento dos custos
de replantio, devido a alta taxa de mortalidade nos referidos plantios. Finalmente, com estas
informagdes ¢ possivel determinar o tamanho efetivo de varidncia e o nimero de arvores
matrizes necessarias para coleta de sementes para reter o tamanho efetivo desgjado na amostra
de sementes (SEBBENN, 2006).

2.5 Marcadores microssatélites (SSR)

Estudos genéticos em populagdes naturais de espécies arboreas tropicais por
marcadores moleculares tiveram inicio na Malasia, porém tiveram um grande avango nas
florestas neotropicais no Panama, Costa Rica ¢ no Brasil (KAGEYAMA et al., 2003). Por
marcador molecular define-se todo e qualquer fenétipo molecular oriundo de gene expresso, ¢
uma caracteristica capaz de detectar diferengas entre dois ou mais individuos ou organismos.
Assim, pode-se considerar como marcador genético, toda caracteristica fenotipica ou qualquer
segmento de DNA que sgjam transmitidas pelos pais para as progénies e que permitam a
analise de similaridade e diversidade genética entre individuos. As diferengas na sequéncia
génica podem ser diretamente observadas e descritas com ato grau de precisio. Os
marcadores moleculares sio utilizados no estudo da extensdo e distribuigdo da varia¢do entre
espécies como também para investigar questoes taxonomicas e evolutivas (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998).

Um fragmento de DNA pode ser considerado, de fato, um marcador quando ¢
confirmada a associagdo entre ele ¢ uma caracteristica de interesse, como por exemplo, no
melhoramento genético de animais, de plantas ou de microorganismos, a identificacao de
marcadores moleculares e 0 seu uso podem acelerar e otimizar 0 processo como um todo
(VIANA et a., 2003).

Os marcadores moleculares foram usados pela primeira vez na década de 70 em um

experimento destinado a deteccdo de mutagdes em DNA em virus, com o desenvolvimento da
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técnica RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) ou polimorfismo de tamanho de
fragmentos de restrigdo, que sdo fragmentos de DNA obtidos por clivagem do DNA de
enzimas de restrigao seguida de hibridizagdes com sondas de sequéncias homologas marcadas
com radioatividade ou fluorescéncia. As principais vantagens deste marcador sio a
codominancia e a alta reprodutibilidade, como desvantagens exige uma grande quantidade e
qualidade de DNA, necessita de sondas especificas para a hibridizagdo e o fato de a técnica
ser mais trabalhosa, demorada e cara em comparagdo a outras técnicas mais recentes
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998; VIANA, 2003, BOREM; CAIXETA, 2006,
FALEIRO, 2007). Os RFLPs podem ser utilizados para a identificagdo de germoplasma,
identificacao de variedades, controle de qualidade na produ¢do de sementes hibridas,
caracterizagdo genética de populagdes, monitoramento nos retrocruzamentos e auxilio na
identificagdo e clonagem de genes, entre outras (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Com o desenvolvimento datécnica de PCR (Polymerase Chain Reaction 0OU reagdo em
cadeia da DNA polimerase) na década de 80, novos tipos marcadores foram desenvolvidos,
por meio da PCR, amplificam-se porg¢des especificas do genoma desde que as sequéncias
adjacentes sgjam conhecidas. Com base na técnica de PCR, foi possivel desenvolver varias
metodologias para detectar marcadores moleculares de DNA entre 0s quais os marcadores
microssatélites (SSR - Simple Sequence Repeats - Sequéncias simples repetidas) (VIANA et
al., 2003).

Os microssatélites constituem uma das classes mais polimoérficas de marcadores
moleculares disponiveis atualmente, apresentam uma taxa de mutagdo mais alta, sendo o mais
indicados para estudos de genética de populagdes, diversidade genética, sistemas de
cruzamentos e mapas de ligacao (NASS, 2007). Por sua natureza altamente informativa,
combinada com a especificidade e rapidez da tecnologia do PCR, faz desses marcadores uma
eficiente ferramenta para estudos de genes eucaridticos, (BOREM; CAIXETA, 2006),
constituem um loco genético altamente, multialélicos, consistem de pequenas sequéncias 1-
5pb repetidas em tandem, ou sgja, uma apos a outra, encontradas nos genomas de eucariotos
sendo bastante frequentes e distribuidas ao acaso (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998,
FALEIRO, 2007).

A obtencdo dos marcadores envolve a amplificagdo dos microssatélites via PCR,
utilizando-se de primers especificos (geralmente de 20 a 25 pb), para as regides do DNA que
flanqueiam os microssatélites, ou seja desenvolvimento de primers especificos para uma
espécie em estudo. A técnica de SSR revela polimorfismo em um loco devido as diferencas

no numero de vezes em que uma repeticio ou motivo se repete naquele loco, estas repeti¢des
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congtituem variagdes no comprimento dos segmentos amplificados pela reagdo de polimerase
em cadeia e separados em gel de eletroforese (NASS, 2007). A visualizagdo das bandas no gel
¢ realizada por meio de coloragdo com brometo de etidio, Gel Red™ ou nitrato de prata, como
também tem sido usados primers fluorescentes em combinagdo com sequenciador semi-
automatico de DNA (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998, BOREM; CAIXETA, 2006).

Possuem como vantagens sobre os métodos classicos de genética quantitativa na
analise da estrutura genética de populagdes como: elevado conteido de informagdo de
polimorfismo, qualquer populagido segregante pode ser utilizada como populagdo referéncia
para estudos de ligagdo ¢ mapeamento genético, a heranca das caracteristicas detectadas pode
ser facilmente observada; a maioria dos locos sio co-dominantes facilmente reproduziveis e
as fregiiéncias alélicas podem ser calculadas diretamente sem a necessidade de cruzamentos
genéticos; as estimativas da variabilidade genética podem ser comparadas diretamente entre
populagdes ou espécies e um conjunto de locos pode ser acessado usando-Se pequena
quantidade de material (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998, BOREM; CAIXETA, 2006).

A restricio para aplicacdo desta tecnologia na analise genética esta na grande
guantidade de trabalho desenvolvido, necessitando de equipamento sofisticado e o alto custo
para o desenvolvimento de primers especificos, quando ndo estdo disponiveis para espécies a
serem estudadas (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998, FALEIRO, 2007). Embora para
esses marcadores 0 desenvolvimento de primers especificos para o loco microssatélites entre
espécies relacionadas seja necessario um grande demanda de trabalho, atualmente com o
desenvolvimento das pesquisas relacionadas ao desenvolvimento de primers denominados
heterologos, ¢ possivel utilizar primers que foram desenvolvidos para uma espécie e emprega-
los em outras espécies do género (FERREIRA; GRATTPAGLIA, 1998).

2.6 Consideracoes sobre a espécie

O género Copaifera L., descrito por Linnaeus em 1762, apresenta quatro espécies
distribuidas na Africa e 28 na América (DWYER, 1951), é composto por arvores e arbustos
com a casca do tronco aromatica, caracterizado pela combinagéo da folha paripinada com dois
ou mais foliolos; inflorescéncia em espigas paniculiformes com flores, apétalas, legume
coriaceo, elipsoide ou ovato-falcado, achatado, deiscente, com uma semente envolta por um

arilo abundante, colorido apresentando ou nao pontuagdes nos foliolos bem como o numero e
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aformados foliolos (DWYER, 1951, VAN DEN BERG, 1982). Segundo Veiga Junior; Pinto
(2002), o género possui 72 espécies, das quais 16 sdo endémicas do Brasil, ocorrentes
principamente na Amazonia e no cerrado (ALENCAR, 1982). As copaibas sdo nativas da
regido tropical da América Latina Sio encontradas espécies na regido que se estende do
México ao norte da Argentina e também da Africa Ocidental (CARVALHO, 2003).

O primeiro relato que se tem sobre a denominagdo do 6leo extraido das espécies do
género foi Copei, através de relatorio enviado ao Papa Ledo X por Petrus Martys publicado
em Strasburgo em 1534 e mencionado sob 0 nome cupayba em 1625, por um monge
Portugués que escreveu sobre o Brasil e suas riquezas naturais (DWYER, 1951).

O o6leo da copaiba pode ser usado puro (in natura ou destilado), ou como componente
na preparacdo de uma variedade de produtos, na industria de perfumes e cosméticos, na
manufatura de sabonetes, cremes e espumas de banho, xampus, cremes condicionadores,
logdes hidratantes e capilares. Como medicinal ¢ usado contra sinusite, nas inflamagdes de
garganta, bronquites, cistites, doencas venéreas como cicatrizantes. E também utilizado na
industria de vernizes, fotografia e confec¢do de borracha sintética, como inibidor de corrosédo
de ago em solu¢do salina, como fonte rica e renovavel de hidrocarbonetos, na sintese de
biomarcadores de sedimentos e residuos de petrdleo ¢ seu uso como combustivel
ecologicamente limpo tem sido extensamente avaliado (ALMEIDA et al., 1998,
RIGAMONTE-AZEVEDO et al., 2006.)

Copaifera langsdorffii Desf. ¢ uma espécie arborea da familia Leguminosae,
subfamilia Caesalpinioideae, conhecida popularmente por copaiba, pau-d’dleo, podoi,
cupaiba e cupitiva (CORREA, 1984, BARROSO et a., 1999). Segundo Leite e LLeras
(1993), a espécie C. langsdorffii apresenta grande importancia no Brasil, por estar distribuida
por todo o territério (da Amazonia a Santa Catarina, no nordeste e centro-0este) e por possuir
quatro diferentes variedades: C. langsdorffii var. grandifolia, grandiflora, laxa € glabra. E
uma arvore tropical, hermafrodita, polinizada por abelhas Apis melifera e Trigona sp € outros
insetos (CARVALHO, 2003). Apresenta um sistema misto de reprodugdo, mas com
predominio de cruzamentos (OLIVEIRA et al., 2002). Sdo arvores de crescimento lento que
alcangam de 25 a 40 m de altura, até 100 cm de didmetro a altura do peito e podem viver até
400 anos (PEDRONI et a., 2002). As folhas sio alternadas, compostas paripinadas,
pecioladas e penduladas, foliolos dois a seis pares, alternos ou subopostos, peciolulados, com
pontos tranducidos freqiientemente presentes (Figura 1). Os frutos sdo legumes deiscentes
com 3,5 a 4,0 cm, contém uma semente exalbuminosa, sendo a maioria elipsoide, podendo-se

encontrar algumas com formato irregular. A testa ¢ lisa, de coloragdo negra e brilhante ovoide
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envolvida por um arilo abundante e colorido (Figura 2) (ALMEIDA et a., 1998,
CARVALHO, 2003, GUERRA, 2006).

As flores produzem odor intenso, suave, e doce desde a abertura, Sio branco-
esverdeadas, opacas com cerca de 0,5 cm de didmetro e reunidas em inflorescéncias
paniculadas, terminais, multifloras, com uma média de 125 flores, androceu composto por dez
estames, de dois tamanhos diferentes, maiores e menores, intercalados, em um disco
nectarifero de cor verde-escura, na base do ovario. As anteras tém deiscéncia lateral e
longitudinal e sio dorsifixas. O ovario é supero, unilocular, com dois a trés 6vulos de
placentagdo sutural e o estilete € inclinado, o estigma ¢ pequeno, papiloso e seco (FREITAS;
OLIVEIRA, 2002).

A floragdao pode iniciar a partir do cinco anos de idade. A dispersio das sementes
envolve zoocoria e hidrocoria, devido a sua ocorréncia freqiiente junto aos cursos dos rios
(CARVALHO, 2003). A madeiratem a superficie lisa, lustrosa, duravel, de alta resisténcia a
ataque de xilofagos e baixa permeabilidade, propria para fabricagdo de pegas torneadas ¢ de
marcenaria em geral. A arvore também ¢ utilizada na fabricagdo de carvdo e pelas industrias
de construgéo civil e naval (LORENZI, 2002).

No estado de Sao Paulo floresce de outubro a abril e frutifica de agosto a outubro,
embora a frutificagdo ndo seja anual. Anos com alta frutificagdo sdo seguidos por anos com

baixa frutificagio (PEDRONI et al., 2002).
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Figura 1. Detalhes da arvore de Copaifera langsdorffii. A- Copa; B- Fuste; C- Folhas;
alternadas, compostas paripinadas, foliolos com dois a seis pares, alternos ou

subopostos; D- Retidoma; E-Base. Fotos: Ana Cristina M. Carvalho.
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Figura 2. Detalhes do fruto e semente de Copaifera langsdorffii. A- Fruto fechado maduro; B-
sementes; C-arilo recobrindo a semente; D- Fruto aberto.ar- arilo; se-semente; fr-
fruto. Fotos: Ana Cristina M. Carvaho.

A ocorréncia de C. langsdorffii no estado de Sio Paulo restringe-se a pegquenos
fragmentos isolados por culturas agricolas e pecuaria onde restam poucos exemplares. Por
exemplo, no Bosgue Municipal de Sio José do Rio Preto (4,8 ha), existem 112 individuos
adultos dispersos por toda a area. Essas populagdes remanescentes tornar-se-ao as populagdes
de origem das futuras geragdes da espécie e, se o tamanho efetivo dessas for muito baixo

(<50), pode-se esperar um rapido declinio nas populagdes com sua consequente extingao.
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3. Diversidade genética, endogamia e fluxo génico em pequeno fragmento florestal de

Copaifera langsdorfii Desf.

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi investigar por marcadores microssatélites a taxa de imigragdo e a
distancia de fluxo de polen e sementes em adultos e sub-adultos em uma pequena populagio
fragmentada de Copaifera langsdorffii Desf., localizada no municipio de Sdo José do Rio
Preto, no estado de Sio Paulo. Foram mapeadas e genotipadas para oito locos microssatélites
todas as 47 arvores adultas (DAP>40 cm) e 65 sub-adultas (DAP<40 cm) existentes no
fragmento. Adultos tinham um niimero menor de alelos (142) do que sub-adultos (164), sendo
20 alelos exclusivos aos adultos e 41 aos sub-adultos. Adultos tinham significativamente
menor diversidade genética e maior endogamia (A=17,75+0,51; ,216 =8,97+0,27,
H,=0,711+0,026; H,=0,879:0,004; F =0,191+0,017) do que sub-adultos (.4 =20,5+0,65;
A,=10,86+0,29; H,=0,792+0,012; H,=0,900+0,003; £ =0,119+0,013). O poder de
exclusio do primeiro parente foi alto para o conjunto de locos nos adultos (P,,  =0,9994),

mostrando que este tem alto poder de resolver testes de paternidades. Dos 65 sub-adultos, foi
encontrado o parental materno para 12 e o materno e paterno para apenas dois individuos, o
que indica uma taxa de imigragdo de sementes e polen na populagao de 81% (m, ) e97%

sementes

Joen)» TESPECtivamente. A distancia média de dispersio de sementes foi de 38,4 m. A

distancia de dispersdo de polen (118 m) foi maior que a medida nas sementes. Os resultados,
de modo geral evidenciam que a populagdo apresenta altos niveis de diversidade genética,
devido aumaintensa taxa de imigragao de sementes e polen, que ocorreu no passado.

(m

Palavras-chave: Espécies arboreas tropicais; analise de paternidade; tamanho efetivo.

ABSTRACT

The aim of this work was to study by microsatellite markers the seed and pollen immigration
rate and the distance of seed and pollen dispersal in a small fragmented population of
Copaifera langsdorffii Desf., located inside of the Sao José do Rio Preto municipality, in
State of Sio Paulo. Thus, it was mapped and genotyped for eight microsatellite loci all 47
adult trees and 65 sub-adults in the fragment. Adults had a lower number of alleles per locus
(142) than sub-adults (164), where 20 alleles were exclusives to adults and 41 to sub-adults.

Adults had significantly lower genetic diversity and higher inbreeding (4=17.75+0.51;
216 =8.97+0.27; [:[0 =0.711+0.026; I:[g=0.879i0.004; ﬁ=0.191i0.017) than sub-adults
(A4=20.5+0.65; 4,=10.86+0.29; H,=0.792+0.012; H,=0.900+0.003; £ =0.119+0.013). The
power of exclusion of the first parent was high over loci in adult-trees (£, , =0.9994),

showing that these have high power to resolve paternity tests. From 65 sub-adults, maternal
parent for 12 and both maternal and paternal parents for only two individuals was found, that

indicates a pollen and seed immigration of 81% (m,,,,) and 97% (m,,,, ), respectively.
These results evidence a high rate of gene flow in the past. The average distance of seed
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dispersal was 38.4 m, and about 58% of seeds were dispersed until 30 m. The distance of
pollen dispersal (118 m) was higher than measured in the seeds. The results, in general terms
evidence that the population present high levels of genetic diversity, due high seed and pollen
immigration occurred in the past.

Key-words: Tropical tree species; paternity analysis; effective population size.

3.1 INTRODUCAO

As arvores, por seu grande porte e longevidade sdo os organismos chaves dos
ecossistemas florestais (RAJORA et a., 2000). O isolamento de populagdes de espécies
arboreas em pequenos fragmentos reduz o nimero de individuos reprodutivos, a densidade
populacional, e pode afetar processos genéticos como deriva genética, fluxo de genes, sele¢ao
e sistema de reprodugdo (YOUNG; BOYLE 2000), além de poder isolar reprodutivamente
populagdes e aumentar a estrutura genética espacial dentro das populagdes. Imediatamente
apos a fragmentagdo, com a redugdo do tamanho das populagdes, tem-se um efeito de gargalo
na diversidade genética das espécies, pela redu¢do no numero de individuos nas popul agdes.
Esta redugao pode causar a perda de alelos em decorréncia dos cruzamentos entre parentes
(YOUNG et a., 1996). O estudo genético por marcadores moleculares de geragdes pos-
fragmentagdo por sementes e regeneragio natural podem ajudar a evidenciar estes efeitos. Por
exemplo, White et al. (2002), usando locos microssatélites observaram em sementes coletadas
de polinizagao aberta em fragmentos de Swietenia humilis um aumento de fluxo de pélen
entre os fragmentos, indicando que a fragmentagao ndo isolou as populagdes. Em contraste,
Jump e Penuelas (2006) observaram na regeneragdo de fragmentos de Fraxinus excelsior um
aumento nos niveis de endogamia em comparagdo a geragdo adulta, em populagdes de
florestas continuas, demonstrando claramente oS efeitos da fragmentagao afetando as geragdes
subsequentes pelo processo de deriva genética.

O fluxo génico via polen e sementes ¢ um dos fatores mais importantes influenciando
a estrutura genética de espécies arboreas (SMOUSE; SORK, 2004, ROBLEDO-ARNUNCIG;
GIL, 2005, SORK; SMOUSE, 2006). A determinagdo da influéncia do movimento do pdlen
sobre o tamanho efetivo da populagdo reprodutiva, ou tamanho da vizinhanga requer
detalhada analise do sistema de reprodugdo das populagdes. Estudos tém sido eficientemente

conduzidos com base em marcadores genéticos altamente polimorficos, como microssatélites.
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Alguns desses estudos tém mostrado que o pdlen pode mover-se a distancias consideraveis
entre plantas dentro de populagdes e que o fluxo de genes dentro de populagdes é muitas
vezes alto (WHITE et al., 2002, DUNPHY et a., 2004, HARDESTY et al., 2006,
CARNEIRO et a., 2007, DUNPHY; HAMICK, 2007, BITTENCOURT; SEBBENN, 2007,
2008, ISAGI et al., 2007, BACLES; ENNOS, 2008, LACERDA et a., 2008, SILVA et al.,
2008), embora outros tenham mostrado justamente o oposto (SORK; SMOUSE, 2006,
NAITO et a., 2008, PAKKAD et a., 2008).

O género Copaifera pertence a familia Leguminosae ¢ composto por 72 espécies, das
quais 16 sio endémicas do Brasil, ocorrentes principalmente na Amazonia e no cerrado
(ALENCAR, 1982, VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002). As copaibas sdo nativas da regido
tropical da América Latina Sio encontradas espécies na regido que se estende do México ao
norte da Argentina e também da Africa Ocidental (CARVALHO, 2003). Copaifera
langsdorffii Desf. ¢ uma espécie arborea da subfamilia Caesalpinioideae, conhecida
vulgarmente por 6leo-vermelho, copaiba da varzea, oleiro, copauba (ALMEIDA et al., 1998).
E uma éarvore tropical, hermafrodita, polinizada por abelhas Apis melifera e Trigona sp.
Apresenta um sistema misto de reprodugdo, mas com predominio de cruzamentos
(OLIVEIRA et al., 2002, CARVALHO, 2003). Sio arvores de crescimento lento que
alcangam de 25 a 40 metros de altura, até 100 cm de didmetro a altura do peito ¢ podem viver
até 400 anos (PEDRONI et al., 2002). Arvore melifera, recomendada para paisagismo, a
madeira ¢ usada na construgdo civil, vigas, batentes, cabos de ferramentas e marcenaria em
geral (ALMEIDA et al., 1998).

Atualmente, a ocorréncia de C. langsdorffii no estado de Sao Paulo restringe-se a
pequenos fragmentos isolados por culturas agricolas e pecuaria, onde restam poucos
exemplares. Assim, 0 objetivo deste estudo foi investigar o fluxo génico por pélen e sementes
em uma pequena populacdo de C. langsdorffii localizada no Bosgue Municipal de Sio José do
Rio Preto, utilizando locos microssatélites ¢ analise de paternidade. O estudo foi conduzido
com base em um censo da populagdo, amostrando-se arvores adultas e sub-adultas. As
seguintes questoes foram acessadas: i) existem clones na populagao? ii) existem diferencas
nos niveis de diversidade genética entre arvores adultas e sub -adultas? iii) qual foi a taxa de
imigragdo de sementes e polen nos sub-adultos? iv) quais os padrdes e a distancia de

dispersio de sementes e pélen dentro do fragmento?



3.2 Material e Métodos

3.2.1 Local de estudo

O estudo foi conduzido no Bosgue Municipal de Sao José do Rio Preto, o qual
compreende 4,8 ha de floresta semidecidua, localizado nas imediagdes periféricas do
municipio. A area ¢ isolada por uma cerca alta (>3 m), visto trata-ser de um parque de
recreacdo urbano e hospeda o zooldgico municipal. A area sofreu corte seletivo no passado e
¢ rodeada por area urbana em sua maior extensdo e cultura de cana-de-agticar em outra
(Figura 3). A populagdo de C. langsdorffii encontra-se distribuida por toda a area. Podem ser
observados desde individuos regenerantes até individuos com grandes dimensoes, atingindo
proximo a 1 m de didmetro a altura do peito (DAP) (Figura 4 A e E). Nao foram encontradas

outras arvores reprodutivas de C. langsdorffii nas redondezas da populagéo.

Bosque Municipal
b

]

Figura 3. Foto aérea digitalizada do Municipio de S3o José do Rio Preto, onde estdo
localizadas as arvores de C. langsdorffii amostradas do fragmento florestal
SP.Fonte: Google 01, fevereiro 2009.
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3.2.2 Amostragem

Foram amostradas, mapeadas (com um GPS) e medidos para 0 diametro a altura do
peito (DAP) todas as arvores acima de 15 cm de DAP. Foram encontradas 112 arvores, como
DAP variando de 15 a 93 cm. Tecidos foliares e o cambio do tronco das maiores arvores
foram amostrados para as analises genéticas (Figura 4). Para estudar os efeitos da
fragmentagdo nas arvores adultas a populagao foi dividida em duas classes, arvores com DAP
<40 cm e arvores com > 40 cm. O DAP de C. langsdorffii pode atingir at¢ 100 cm, mas o
crescimento ¢ lento (CARVALHO, 2003). Nogueira (1977) reporta um DAP de 14,75 cm aos
20 anos de idade, em plantio em Cosmopolis-SP. Isto sugere um incremento médio anual
(IMA) de 0,735 cm ano™ (CARVALHO, 2003), este IMA foi utilizado para determinar a
idade das arvores, visto tratar-se da medida que se dispde em idade mais avangada para

espécie. A idade das arvores na populacado foi estimada entre 21 e 123 anos.

Figura 4. Individuos de C. langsdorffii amostrados no Bosque Municipa de Sdo José do Rio
Preto. A- Vista Central do Bosgue, tronco. B- Medigdo do DAP (didmetro a altura do
peito); C- Coleta com o auxilio de poddo; D- Coleta de amostra de cambio; E-
Regenerantes. orf (orificio), cb (cambio em micro tubo). Fotos. Ana Cristina M.

Carvalho, Alexandre Marques da Silva.
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3.2.3 Analise de microssatélite

As anilises microssatélites foram conduzidas no Laboratério de Genética de
Populagdes e Silvicultura (LGPS), da Faculdade de Engenharia de Ilha Solteirsd UNESP. O
material vegetal foi submetido a extragdo de DNA gendmico total e a amplificagdo a partir de
reacoes da polimerase em cadeia (PCR) de regides de microssatélites utilizando oito primers
SSR. A extragdo de DNA foi efetuada com base na metodologia de Doyle ¢ Doyle (1990)
modificada por Alzate-Marin et a. (2005), para C. langsdorffii. O DNA foi quantificado em
gel de agarose a 1%, corado com Gel Red™. Procedeu-se a amplificacio de regides de
microssatélites por meio de reagdes da polimerase em cadeia (PCR) utilizando condigdes
descritas por Ciampi et al. (2000). As amplificagdes foram efetuadas usando-se 0s conjuntos
de iniciadores (primers) discriminados na Tabela 1. A reagdo de amplificagao de 10 pL foi
realizada utilizando-se 1 ng de DNA genomico, 200 uM de cada dNTP, 1,5 mM de MgCl2,
0,25 uM de cada par de primers 3 e 5 (forward e reverse), 1X Go Tagq Master Mix
PROMEGA e agua MiliQ estéril até completar o volume total da reag@o.

As reacdes de amplificagdo foram realizadas em termociclador marca Eppendorf. Os
locos amplificados foram separados sob condigdes desnaturantes em gel contendo 5% de
poliacrilamida (8M), 420g de uréia ¢ 10 X TBE (Tris-Borato 90 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0).
A visualizagdo dos produtos de amplificagdo foi feita com nitrato de prata (20%) segundo
protocolo de Sanguinetti et al. (1994). Fragmentos de diferentes mobilidades foram

considerados alelos diferentes.

3.2.4 Analises dos dados

A diversidade genética para amostra dos adultos e sub-adultos da populagdo foi
caracterizada para 0 nimero total de alelos nos locos (k), nimero médio de alelos (A), numero

efetivo de aelos por locos (4, ), heterozigosidade observada (H,) e esperada em Equilibrio
de Hardy-Weinberg ( H,). Os niveis de endogamia dentro das amostras foram quantificados

pelo indice de fixagdo (F) de acordo com o método de Weir e Cockerham (1984). A
significancia estatistica dos valoresde F' foram testados por permutagao (10.000). Aplicou-se
também neste caso uma corregdo sequencial de Bonferroni pra miltiplas comparagdes (95%,



o=0,05) para evitar falsos positivos. Todas estas analises foram realizadas com o0 uso do
programa FSTAT, versio 2.9.3.2 (GOUDET, 2002).

As estimativas do fluxo génico contemporaneo a partir do polen e de sementes (sub-
adultos) foram realizadas utilizando analise de parentesco e o programa CERVUS 3.0
(MARSHALL et a., 1998; KALINOWSKI et a., 2007). As analises de maternidade e
paternidade foram conduzidas a partir dos genotipos de 65 sub-adultos (DAP<40 cm) e dos 47
genotipos dos adultos (DAP>40 cm). O fluxo génico critico ou, em outros termos, a
probabilidade de encontrar um candidato compativel como pai ou mae de um individuo dentro
da populagdo, quando o verdadeiro pai ou méae encontra-se fora da populagéo, foi calculado
segundo método de Dow ¢ Ashley (1998). Como todas as arvores da populagdo tinham o seu
genotipo determinado e sua posi¢do espacial conhecida, em termos de coordenadas X e Y, as
plantas que tiveram o pai determinado dentro das popul agdes foram utilizadas para determinar
as distancias minima, maxima, média e mediana de dispersdo de pdlen e sementes na
populagdo. Quando um sub-adulto tinha apenas um candidato determinado dentro da
populagio, este foi considerado como o candidato materno e a distancia entre a posi¢do do
candidato a méae e o sub-adulto foi usado para inferir a distancia de dispersdo de sementes.
Quando um gendtipo sub-adulto tinha dois candidatos determinados dentro da populagdo, o
candidato localizado mais proximo ao sub-adulto foi considerado como o parental materno e o
mais distante como o parental paterno. Embora esse procedimento possa introduzir alguns
erros na estimativa da distancia direta de dispersdao de sementes, 0 mesmo tem sido o mais
utilizado na literatura corrente quando nao ¢ possivel distinguir com precisdo o parental
materno do paterno, como no caso de espécies monodicas ¢ hermafroditas (DOW; ASHLEY,
1998, SCHUELER et a., 2006, NAKANISHI et a., 2008).

Foram extraidas as informacdes referentes a distancia entre o subadulto e seu provavel
parental materno que forneceram as distancias de dispersao de sementes e a distancia entre os
provaveis parentais paternos e maternos que forneceram a distancia de dispersdo de polen. A

taxa de imigragdo de pdlen e sementes (/) foi calculada como a propor¢ao de sementes que
) em

In

nao tiverem um candidato a pai ou mae determinado dentro das populagdes (5

imigrante

relacdo ao total de sementes genotipadas (n, ) dentro da populacio, m =

imigrante total

(BURCZYK et al., 1996, BURCZYK et a., 2004, SMOUSE; SORK, 2004). Também foi
estimado o coeficiente de coancestria entre os sub-adultos e 0s putativos parentais maternos e
paternos determinados por analise de paternidade. O valor esperado para o coeficiente de

coancestria entre um pai e um filho é de 0,25.



3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Existem indicios de que C. langsdorffii possa regenerar vegetativamente a partir das
raizes. Contudo, a inspe¢@o dos genotipos microssatélites ndo indicou a presenga de clones na
populagdo, visto que nao houve genotipos idénticos.

A populagio de C. langsdorffii apresentou um ato nivel de diversidade genética para
os locos analisados. Os adultos apresentaram um numero menor de alelos (142) do que o
observado nos sub-adultos (164), sendo 20 alelos exclusivos aos adultos e 41 aos sub-adultos
(Tabela 1). Esse grande nimero de alelos exclusivos nos adultos sugere a ocorréncia de deriva
genética entre o processo de reproducdo e regeneracdo e que nem todos os individuos aptos a
deixarem descendentes estido se reproduzindo. Ja, o maior nimero de alelos exclusivos nos

sub-adultos sugere fluxo génico ou que os parentais ndo se encontram mais na populago.

Tabela 1. Diversidade genética e endogamia em locos microssatélites de arvores adultas e

sub-adultas de Copaifera langsdorffii. k ¢ o numero total de alelos; 4, ¢ o niimero
efetivo de alelos nos locos, H, ¢ a heterozigosidade esperada em Equilibrio de

Hardy-Weinberg;, H, ¢ a heterozigosidade observada; F ¢ o indice de fixagdo;

B purene ¢ o probabilidades de excluir o primeiro parente (quando nenhum dos

parentes é conhecido).

Loco k A, a, H, F 1° Parente
Adultos (N=47)

CLO1 20 9,52 0,933 0,895 -0,042 0,369
CLO2 23 9,43 0,702 0,894 0,215* 0,364
CLO6 10 5,03 0,383 0,801 0,522** 0,559
CL20 11 7,58 0,800 0,868 0,078 0,445
CL27 18 9,26 0,761 0,892 0,147* 0,369
CL32 24 14,49 0,810 0,931 0,130* 0,271
CL3 20 6,99 0,702 0,857 0,181** 0,449
CL37 16 9,43 0,596 0,894 0,333** 0,374
Média 17,75 8,97 0,711 0,879 0,191**  --
EP(95%) +0,51 +0,27 0,026 +0,004 +0,017

Total 142 -- -- -- -- 0,999

EP (959 %) Calculado por reamostragem jackkniffe entre locos.
* P<0,05. ** P<0,01.
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Tabela 1. cont...

L OCO k AE H o He F 1° Parente
Sub-dultos (N=65)

CLO1 28 12,66 0,892 0,921 0,031 --
CLO2 26 12,66 0,738 0,921 0,199** --
CLO6 12 6,33 0,547 0,842 0,350** --
CL20 13 6,58 0,833 0,848 0,018 --
CL27 17 11,63 0,754 0,914 0,175* --
CL32 29 14,29 0,897 0,930 0,035 --
CL34 20 10,99 0,933 0,909 -0,026 --
CL37 19 11,76 0,746 0,915 0,185* --
Média 20,5 10,86 0,792 0,900 0,119* --
EP (95%) +0,65 +0,29 +0,012 +0,003 +0,013 --
Total 164 -- -- -- -- --

EP (959 %) Calculado por reamostragem jackkniffe entre locos.
* P<0,05. ** P<0,01.

O namero efetivo de alelos por loco ( 4, ) foi menor do que o nimero médio de alelos

por locos (k) em ambos adultos e sub-adultos (Tabela 1), indicando que ha alelos raros
(fregiiéncia <0,05). Todos os indices de diversidade genética, e 0 indice de fixa¢do foram
significativamente diferentes entre adultos e sub-adultos, de acordo com o erro padrio da
média a 95% de probabilidade (Tabela 1). A estimativa do nimero médio de alelos por locos

(k), 0 namero efetivo de alelos por loco (4,), a heterozigosidade observada (/) € a
heterozigosidade esperada ( /7, ) foram maiores nos sub-adultos do que nos adultos, enquanto

gue a estimativa do indice de fixagdo (F) foi menor nos sub-adultos que nos adultos. 1sso
mostra que os sub-adultos tém maior diversidade genética ¢ menor endogamia do que os
adultos. Este resultado foi inesperado, visto que a hipotese inicial era de que existia algum
tipo de selegdo contra homozigotos entre a fase juvenil e adulta e, portanto, existiam menores
niveis de diversidade genética e maior endogamia nos sub-adultos do que nos adultos. Uma
explicagdo para este resultado ¢ de que os sub-adultos representam a recombinagao entre
muitos gendtipos de uma populagdo muito maior do que a constituida pelos atuais adultos e
gue foi dizimada durante o processo de fragmentagao e corte seletivo de arvores.

O indice de fixagdo foi positivo e significativamente diferente de zero em seis locos
nos adultos, quatro locos nos sub-adultos e para média dos locos em ambos adultos e sub-
adultos (Tabela 1), sugerindo desvios das propor¢oes do equilibrio de Hardy-Weinberg,
devido a excesso de homozigotos, provavelmente endogamia. C. langsdorffii ¢ espécie

predominantemente de cruzamento, embora uma certa taxa de autofecundagdo (8%) e de
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cruzamentos entre parentes (4%) tenham sido detectados em populagdes naturais (OLIVEIRA
et a., 2002). Ambas autofecundagio e cruzamento entre parentes geram endogamia, embora o
Cruzamento entre parentes gere uma taxa muito menor do que a autofecundagdo. A
autofecundagdo pode gerar no minimo 50% de endogamia a cada geragdo
[ F,,=05s(1+F,), emque F , € F Sio a endogamia nas progénies e na populagdo
parental e s ¢ taxa de autofecundagdo], enquanto que o cruzamento entre parentes gera, SOb
cruzamentos aleatorios, uma endogamia a uma taxa igual ao coeficiente de coancestria na
geragdo parental. Assim, a endogamia observada nos adultos poderia ter sido originada do

cruzamento entre irmaos-completos (ng =0,25) € nos sub-adultos do cruzamento entre
Meios-irmaos (6, =0125 ).

Outra explicagao para os altos niveis de endogamia observados em ambos adultos e
sub-adultos pode ser a presenca de alelos nulos segregando nos locos microssatélites. Alelos
nulos aumentam o niimero de individuos supostamente homozigotos, visto que apenas um dos
alelos amplifica em caso de plantas heterozigotas para o alelo nulo. Existem forte indicios da
segregacdo de alelos nulos nestes locos. No entanto, para detectar a presenca de tais alelos ¢
necessario estruturas de progénies de arvores matrizes de genotipo conhecido, 0 que ndo foi
possivel obter at¢é o momento. Outra explicagdo alternativa para estes altos niveis de
endogamia ¢ a presencga do efeito Wahlund, devido a presenga de estrutura genética espacial.

A probabilidade de fluxo génico critico (polen externo a populagdo que tem o gendtipo
multilocos que também poderia ter sido gerado por uma arvore local da populagdo) foi baixo
para o primeiro parente [0,028=(1-0,999447)]. Assim, 0 nimero de sub-adultos que poderiam
ter um adulto ndo parente dentro da area, mas com genétipo compativel, quando o verdadeiro
parente estava fora da area foi calculado em 1,8 (65x0,028). Este resultado indica que o fluxo
génico critico ndo afeta substancialmente a estimativa de dispersdo de polen e sementes por
analise de paternidade. Ainda, inspecionando os gendtipos dos adultos, verificou-se que nio
existem dois gendtipos iguais na populagdo, ou seja, todos os 47 adultos tinham um genotipo
unico, o que favorece o estudo de fluxo génico por analise de paternidade e maternidade, visto
gue mostra gque em geral poucos candidatos parentes poderdo ser confundidos nas analises e,
portanto, espera-se que apenas o verdadeiro parente sgja determinado dos candidatos.

Dos 65 sub-adultos amostrados foi encontrado o parental materno para 12 e o0 materno
e paterno para apenas dois, 0 que sugere uma taxa de imigragdo de sementes e polen na

populagao de 81% (m ) de 97% ( M psten ), respectivamente (Tabela 2). Essas sementes que

sementes

ndo tiverem parentais determinados dentro da populagio, provavelmente representam polen e
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sementes de arvores que vivem fora da populagdo, ou de arvores que viviam na presente

populagdo e foram cortadas, considerando que este parque sofreu corte seletivo de arvores.

Tabela 2. Dispersio efetiva de sementes e polen em populacao de Copaifera langsdorffii no
Bosque Municipal de Sdo José do Rio Preto.

Distancia (m) Coancestria (6,,)
Sub- N  Dentro Imigracao  Media Min/max Media Min/Max
adultos
Sementes 65 12(185%) 53(81,5%) 384  0,8/110 0,349 0,219/0,538
Polen 65 2(3,1%) 63 (96,9%) 118 93/143 0,235 0,213/0,257

A dta taxa de imigracdo de sementes ¢ pdlen foi inesperada, visto que a referida
populagido encontra-se dentro de um fragmento isolado por area urbana e agricultura e a area
encontra-se cercada, 0 que ¢ uma forte barreira para certos animais dispersores das sementes
da espécie. Na regido existem outros pequenos fragmentos florestais, mas distantes em pelo
menos 3 km. A dispersio de sementes em C. langsdorffii ¢ feita por gravidade, ao redor das
arvores matrizes e por animais, principalmente aves como o tucanugu (Ramphastos toco), a
gralha-do-campo (Cyanocorax cristatellus) e o sabia-laranjeira (Turdus rufiventris). Estas
aves engolem o arilo e regurgitam as sementes (MOTTA JUNIOR; LOMBARDI, 1987).
Contudo, ¢ bem possivel que estas aves fagam isso, ainda nas copas das arvores ou abaixo das
arvores, de onde coletam as sementes, de forma a dispersar as sementes nao tdo distantes da
matriz. O macaco muriqui (Brachyteles arachnoides) € 0 macaco-prego (Cebus apella
nigritus) também atuam provavelmente como dispersores (MENDONCA FILHO, 1996), mas
devido a fragmentacao intensa da regido, e possivel que estes ndo ocorram mais na regido.
Assim, uma explicagdo para esta alta taxa de imigragdo de sementes e polen ¢ de que os
parentais desses sub-adultos ndo ocorram mais na populagio e regido, devido ao corte seletivo
de arvores e fragmentagdo da paisagem local.

Para os sub-adultos que tiveram pelo menos um suposto parental determinado dentro
da populagao, a distancia de dispersdao de sementes variou de 0,8 a 110 m, com média de 38,4
m (Tabela 2, Figura 5). Aproximadamente 58% das sementes foram dispersas até 30 m,
embora uma alta taxa também (33%) tenha sido dispersos na distancia de 70 m da putativa
arvore materna.

Com base em apenas duas arvores sub-adultas que tiveram o suposto parental paterno

determinado dentro da area, verificou-se que 0 pdlen foi disperso a uma distancia maior que
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as sementes (93 e 143 m). Contudo, este tamanho amostral é insuficiente para tirarem-se
conclusdes consistentes sobre o padrao de dispersao de podlen. Uma interpretagdo mais

acurada deste padrio podera ser observada com regenerantes e sementes de polinizagdo

aberta.
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Figura 5. Distancia de dispersdo de sementes de Copaifera langsdorfii determinada por

analise de paternidade nos sub-adultos.

O coeficiente de coancestria esperado entre pais e filhos ¢ de 0,25, o que significa que
em média, existem 25% de genes idénticos por descendéncia entre estes individuos. A
estimativa do coeficiente de coancestria entre sub-adultos e as supostas maes determinadas
por analise de paternidade variaram de 0,219 a 0,538, com média de 0,349 (Tabela 2),
reforgando a hipotese destes individuos serem realmente parentes. O coeficiente de parentesco
entre os dois sub-adultos e o0s supostos pais determinados foi de 0,257 e 0,213, com média de
0,235 (Tabela 2), também confirmando este parentesco. Em todos os casos o intervalo de
confianga a 95% do erro das estimativas indica que estas Sio significativamente diferentes de
zero. Essas diferencas dos valores estimados para oS esperados (0,25) se devem as
dificuldades em estimar parentesco usando marcadores genéticos. Por exemplo, o cruzamento
entre duas plantas heterozigotas para alelos diferentes em determinado loco, uma com
genotipo A1A; e outra para o0 genotipo AsA,4 pode gerar filhos com genotipo A1Asz e AsAa.
Estes doisfilhos sio filhos do mesmo pai e mesma mae, isto ¢, sdo parentes no grau de irmaos
completos, mas possuem alelos totalmente diferentes entre si, e a estimativa de coancestria
entre estes dois filhos daria um valor zero, enquanto que o valor esperado seria também de

0,25. Contudo, quando varios locos sdo usados simultaneamente, o valor médio sobre os locos
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tende ao valor esperado. Assim, pode ser considerar que as estimativas obtidas refletem o

parentesco esperado entre pais e filhos.

3.4 CONCLUSOES

1. A populagdo de Copaifera langsdorfii estudada é pequena. No entanto apresenta altos
niveis de diversidade genética nas geragdes adulta e sub-adulta;

2. Néo houve clones na populagéo;

3. No passado ocorreu uma alta taxa de imigragdo de sementes e polen na populagdo, o que
explica a ata diversidade genética presente na populagio;

4. As sementes sio dispersas a distancias mais curtas do que o pblen o que proporcionou a

ocorréncia de estrutura genética espacial.



4. Fluxo génico via polen e semente de Copaifera langsdorffii Desf. em pequeno

fragmento florestal

RESUMO

Os padroes de dispersio de polen e sementes e a estrutura genética espacial (EGS) foram
investigados em um pequeno (4,8 ha) e isolado fragmento florestal da arvore tropical
Copaifera langsdorffii, utilizando analise de paternidade e oito locos microssatélites. Todas as
112 arvores adultas e os 128 regenerantes encontrados no povoamento foram amostrados,
mapeados e genotipados. Nao foi detectada imigragdo de sementes (m,,,. =0) € a

imigragdo de polen foi baixa (m ,, = 0,047). A taxa de autofecundagao foi também baixa no

polen
estagio de regenerantes (s=0,078). A distdncia média de dispersdo realizada de polen dentro
do fragmento foi 94 m, com 81% do polen sendo disperso a menos do que 150 m. Embora foi
observada uma correlagio significativa e negativa entre afregiiéncia e a distancia de dispersao
de pdlen (= -0,79, P <0,01), o teste Kolmogorov-Smirnov’s (D=0,092, P=0,26) indicou
que o padrdo observado de dispersdo de polen pode ser explicado pela distribuigdo espacial
das arvores no fragmento. A distancia média de dispersdo de sementes foi mais curta (61 m)
do que a do polen, com 82% dos regenerantes crescendo dentro de 100 m de raio da arvore
materna. Em concordancia, foi observado um significante EGE para ambos adultos (~50 m) e
regenerantes (~20 m). Os padrdes de estrutura genética espacial para ambos alelos maternos e
paternos foram similares, com coeficiente de coancestria na primeira classe de distancia (10
m) proximo ao valor esperado em progénies de meios-irmaos (0,125). Os resultados mostram
gue o isolamento espacia da populagdo pela fragmentacao do habitat pode restringir o fluxo
de pélen e sementes e aumentar a estrutura genética espacial nas futuras geragdes.

Palavras-chave: Copaifera langsdorffii, arvores tropicais, locos microssatélites, dispersao de
sementes, dispersio de polen, estrutura genética espacial.

ABSTRACT

Pollen and seed dispersal patterns and spatial genetic structure (SGS) were investigated in a
small (4.8 ha) and isolated forest fragment of the tropical tree Copaifera langsdorffii, using
paternity analysis and eight microsatellite loci. All 112 adult trees and 128 seedlings found in
the stand were sampled, mapped and genotyped. No seed immigration was detected

(m,,, =0)and pollenimmigration was very low (mpollen =0.047). Selfing rate was also very

low at the seedling stage (s=0.078). The average distance of realized pollen dispersal within
the stand was 94 m, with 81% of the pollen traveling lesser than 150 m. Although we
observed a significant negative correlation between the frequency and the distance of pollen

dispersa (= -0.79, P <0.01), the Kolmogorov-Smirnov’s test (D=0.092, P=0.26) indicated
that the observed patterns of pollen dispersal can be explained by the spatial distribution of
the treesin the stand. The average seed dispersal distance was shorter (61 m) than pollen, with
82% of the seedlings growing within a 100 m radius from the mother-tree. Accordingly, a
significant SGS for both adult (~50 m) and seedlings (~20 m) was found. Patterns of SGS for
maternal and paternal alleles were similar, with coancestry coefficients in the first distance
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class (10 m) close to the expected value in half-sib families (0.125). Our results showed that
the spatia isolation of populations by habitat fragmentation can restrict pollen and seed gene
flow and increase the spatial genetic structure in future generations.

Keywords: Copaifera langsdorffii, tropical trees, microsatellite loci, seed dispersal, pollen
dispersal, spatia genetic structure.

4.1 INTRODUCAO

Ha décadas o homem vem explorando as florestas de forma desordenada, ¢ a cada ano
gue passa novas formas de usos sio descobertas, provocando a extingdo de um grande nimero
de espécies nos diferentes biomas do planeta, especialmente naqueles situados nos tropicos.
Entre as varias causas dessas extingdes, as mais comuns sdo a perda ¢ a fragmentagdo de
habitats (OLIVEIRA, 2000). A maior parte dos remanescentes florestais se encontra na forma
de fragmentos, os altos indices de extingdo por agdo antropica ndo comprometem somente a
viabilidade dos ecossistemas, mas também a qualidade de vida humana, uma vez que podem
gerar graves desequilibrios ambientais. Além disto, possivelmente diversas espécies sdo
extintas antes mesmo de serem identificadas pela comunidade cientifica ¢ terem suas
potencialidades de uso descobertas (PRIMACK; RODRIGUES, 2006).

Se as populagdes mantiverem-se isoladas e pequenas por longas geragdes, pode-se
esperar um aumento da estrutura genética espacial e, portanto, da endogamia por cruzamento
entre parentes e, conseqiientemente, uma perda rapida de diversidade genética. Os trés mais
obvios efeitos genéticos da fragmentagdo sdo: a) perda de diversidade genética no nivel de
populagio e espécie; b) aumento da estrutura genética entre as populagdes e; ¢) aumento da
endogamia (YOUNG; BOYLE, 2000). Por outro lado, se as populagdes mantiverem certos
niveis de fluxo génico e ocorrer um crescimento da populagdo, estes efeitos podem ser
minimizados e a variabilidade genética das populagdes pode voltar aos niveis pré-
fragmentagio (JUMP; PENUELAS, 2006). A resposta das espécies a estes efeitos vai
depender das suas caracteristicas genéticas e ecologicas, como sistema de reproducio,
sindrome de dispersdo, longevidade, nivel de ploidia e demografia (Y OUNG; BOY LE, 2000),
afetando diretamente as futuras geragdoes das populagdes, porque reduz o numero de
individuos reprodutivos, desencadeando a deriva genética no processo de recombinacdo dos

gametas a cada geragdao. Devido ao fluxo génico por sementes ser o responsavel por dois
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tercos do tamanho da vizinhanga genética, o conhecimento de sua extensdo também ¢
essencial para estimar o tamanho reprodutivo de populagdes de espécies arboreas tropicais
(HAMILTON, 1999).

Extensivo fluxo génico via polen promove altos niveis de diversidade genética dentro
de populagdes e baixa diferenciagdo entre populagdes e € o principal mecanismo mantendo a
coesio genética de uma espécie (SORK; SMOUSE, 2006). Em populagdes naturais o fluxo
génico intenso pode efetivamente contrapor os efeitos detrimentais da deriva genética ou
selecdo direcional e pode ser a origem de novos alelos nas populagdes (BURCZYK et al.,
2004). Para predizer as mudangas genéticas causadas pela fragmentagdo em populagdes de
espécies arboreas tropicais, ¢ necessario estudar o fluxo génico contemporaneo via sementes e
via polen (HAMILTON, 1999, HAMRICK, 2004) e caracterizar a distribui¢do genética
espacial e avizinhangas reprodutivas. Tais analises incluem a determinagdo da paternidade de
sementes de polinizagdo aberta ¢ da distancia entre a planta materna e o doador de pdlen
(NASON et a., 1996), bem como da distancia de dispersdao das sementes (BURCZYK et al.,
2004).

Segundo Leite e LLeras (1993), a espécie Copaifera langsdorffii (Leguminosae-
Caesalpinioideag) é conhecida como copaiba ¢ Oleo-de-copaiba, apresenta uma grande
importancia no Brasil, por estar distribuida por todo o territorio (da Amazonia a Santa
Catarina, no nordeste e centro-oeste) e por possuir quatro diferentes variedades. C.
langsdorffii var. grandifolia, grandiflora, laxa e glabra (LEITE; LLERAS, 1993). Ocorre
principalmente nas areas de floresta semidecidua e bordas da mata, apresenta folhas alternas,
as folhas novas sio avermelhadas, compostas paripinadas, com 3 a 5 jugos, foliolos opostos
ou alternos, glabros, as flores sio brancas, pequenas, hermafroditas, reunidas em paniculas
terminais, os frutos sio legumes deiscentes com 3,5 a 4,0 cm, com uma semente preta
exalbuminosa ovoide envolvida por arilo de cor laranja, sendo dispersa por animais,
principalmente aves (ALMEIDA et a., 1998, PEDRONI et al, 2002, CARVALHO, 2003).

E uma arvore tropical, hermafrodita, as abelhas (4pis melifera e Trigona SP) Sio 0
principal agente polinizador e as aves o agente dispersor das sementes (MOTTA JUNIOR, 1990).
Asflores sao reunidas em inflorescéncias paniculadas, terminais, multifloras, com uma média
de 125 flores, (FREITAS; OLIVEIRA, 2002). A floragao pode iniciar a partir do cinco anos
de idade, a dispersio das sementes envolve, gravidade, zoocoria e hidrocoria, devido a sua
ocorréncia freqiiente junto aos cursos dos rios (CARVALHO, 2003). O 6leo ¢ de uso
medicinal considerado antiinflamatorio, cicatrizante e anticancerigeno usado para tratamento

de tlceras, sinusites, inflamag¢des de pele, rins e garganta, utilizado na manufatura de



sabonetes, cremes e espumas de banho, xampus, cremes condicionadores logdes hidratantes e
capilares (CARVALHO, 1994, ALMEIDA et a., 1998). A madeira tem a superficie é lisa,
lustrosa, duravel, de alta resisténcia a ataque de xilofagos e baixa permeabilidade, usada para
a construgdo civil, como vigas, caibros, ripas, batente de portas e janelas, propria para
fabricacao de pegas torneadas e de marcenaria em gera (CARVALHO, 1994, LORENZI,
2002).

Os objetivos deste estudo foram investigar os padrdes de dispersdo de sementes e
polen e a estrutura genética espacial em uma pequena populacdo isolada e fragmentada de C.
langsdorffii do Bosgue Municipal de Sio José do Rio Preto, um fragmento de Floresta
Estacional Semidecidual, usando locos microssatélites, analise de paternidade e analise da
distribuigao espacial de gendtipos. Para tanto, foram amostrados todos individuos e a
regeneragio. As seguintes questoes foram acessadas: i) Qual ¢ a taxa de imigragdo de polen ¢
sementes no fragmento? ii) Qual ¢ a taxa de cruzamento no estagio de sementes? iii) Qual é a
distancia e como sao os padrdes de dispersdo de sementes e pdlen dentro da area de estudo?

iv) Existem diferencas na distribuigdo espacial dos gendtipos entre adultos e regenerantes na

populagdo?

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1.Area de estudo e amostragem

Foram amostradas, mapeadas (georeferenciadas com um GPS) e medidos para o
diametro a altura do peito (DAP) 112 arvores adultas reprodutivas ocorrentes no Bosque
Municipal de Sio José do Rio Preto, o qual compreende 4,8 ha de floresta semi-decidua ¢
localiza-se nas imediagdes periféricas do municipio (Figura 6). O DAP variou de 15 a 93 cm.
Também foram amostrados e mapeados todos os 128 individuos da regeneragdo entre 7 a 116
cm de altura.

Tecidos foliares de 106 arvores adultas e das 128 regeneragdes foram coletados,
identificados, acondicionados em sacos de papel e armazenados em caixa de isopor com silica
gel. Das seis das maiores arvores o cambio foi retirado do tronco e acondicionado em micro
tubos de marca Eppendorf em solugdo de ethanol a 70% (Figura 6), em seguida foram
transportados para o Laboratério de Genética de Populagdes e Silvicultura (LGPS), da
Faculdade de Engenharia de Ilha Solteira/l UNESP para os estudos genéticos iniciais.



Figura 6. Individuos de C. langsdorffii dispersos na a area do Bosque Municipal de Sao José
do Rio Preto. A - D. Fotos. Alexandre Marques.

4.2.2 Analise de microssatélite

O material vegetal foi submetido a extracdo de DNA gendmico total e a amplificagdo
através de reagdes da polimerase em cadeia (PCR) de regides de microssatélites utilizando
oito primers SSR. A extragdo de DNA foi efetuada com base na metodologia de DOYLE;
DOYLE (1990) modificada por Alzate-Marin et al. (2005), para C. langsdorffii. O DNA foi
quantificado em gel de agarose a 1%, corado com Gel Red™. Procedeu-se a amplificagio de
regides de microssatélites através de reagbes da polimerase em cadeia (PCR) utilizando
condi¢oes descritas por Ciampi et al. (2000). As amplificagdes foram efetuadas usando-se 0s
conjuntos de iniciadores (primers) descriminados na Tabela 1. A reagdo de amplificagdo de
10 pL foi realizada utilizando-se 1 ng de DNA gendémico, 200uM de cada dNTPs, 1,5 mM de
MgCl2, 0,25 uM de cada par de primers 3' € 5' (forward e reverse), 1X Go Taq Master Mix
PROMEGA e agua MiliQ estéril até completar o volume total da reagao.

As reagdes de amplificagdo foram realizadas em termociclador marca Eppendorf. Os
locos amplificados foram separados sob condi¢des desnaturantes em gel contendo 5% de
poliacrilamida (8M), 420g de uréia e 10 X TBE (Tris-Borato 90 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0).
A visualizagdo dos produtos de amplificagao foi feita com nitrato de prata (20%) segundo
protocolo de Sanguinetti et al. (1994). Fragmentos de diferentes mobilidades foram

considerados alelos diferentes.

4.2.3 Analises estatisticas



4.2.3.1 Analises da diversidade genética e endogamia

O teste de desequilibrio gamético entre os pares de locos de cada amostra foi calculado
pelo teste G de maxima verossimilhanga. As probabilidades de significancia do teste foram
obtidas por permutagdo (10000) e aplicando uma corregdo seqiiencial de Bonferroni para
multiplas comparagdes (95%, a=0,05). A diversidade genética para amostra dos adultos da
populagdo foi caracterizada para o numero total de alelos nos locos (k), nimero médio de
alelos (A), namero efetivo de alelos por locos (4,), heterozigosidade observada (H,) e
esperada em Equilibrio de Hardy-Weinberg (H,). Os niveis de endogamia dentro das
amostras foram quantificados pelo indice de fixagdo ( F') de acordo com 0 método de Weir e
Cockerham (1984). Os desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg foram testados pelos valores
individuais dos locos para o indice de fixagdo na populacdo e utilizando O teste exato de
Fisher e 1000 permutacdes. Aplicou-se também neste caso uma correcdo seqiiencial de
Bonferroni pra multiplas comparagoes (95%, a=0,05) para evitar falsos positivos. Todas estas
analises foram realizadas utilizando o programa Fstat, versio 2.9.3.2 (GOUDET, 2002).

4.2.3.2 Analises da coancestria e do tamanho efetivo da populacio

Para conhecer o parentesco e a representatividade genética das arvores adultas
reprodutivas das populagoes e regenerantes foram estimados os coeficientes de coancestria

entre todos os pares de arvores (6,) dentro das populagdes, usando o programa Spagedi

(Hardy; Vekemans, 2002), os quais foram utilizados para calcular o coeficiente médio de

coancestria dentro das populagdes (@), que em termos praticos representa a endogamia que

podera ser gerada na geragdo descendente apds cruzamentos aleatorios:

05n(1+£,)+3 36,

i=1 i

A

Xy 2

n (SEBBENN; SEOANE, 2005),

em que n representa 0 nimero de individuos na populagdo, e F, representa o coeficiente

médio de endogamia na geracdo parental. O coeficiente ©, foi entdo usado para calcular o
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tamanho efetivo das arvores adultas (N,) na populagdo usando o método de Cockerham
(1969): N, =05/0, . Também se estimou arelagio entre o tamanho €fetivo e o tamanho da

populagdo (n), N,/N.
4.2.3.3 Analises da distribuicio espacial dos genétipos

A distribuigao espacial dos genotipos foi analisada para arvores adultas e regenerantes
conjuntamente, separadamente para adultos e para regenerantes. Estas analises foram

realizadas utilizando-se a estimativa do coeficiente de coancestria entre pares de arvores (6, )
proposto de Loiselle et al. (1995). O coeficiente 6,, mede a extensio da similaridade entre os

individuos X e Y, relativo a similaridade genética média entre dois individuos aleatorios da
amostra (Hardy; Vekemans, 2002). Este coeficiente ¢ definido para cada k-ésimo alelo do 1-

¢simo loco em cada par de individuos, x € y, como:
. Z Z (Pok — Pu )(py/k —Pu) 1
Zzplk A-p4) ™ (2n,-1)
Ik

em que p, € p, Sio as freqiéncias do alelo k no loco | no individuo x e vy,

respectivamente (assumindo valores de zero, 0,5 e 1 em homozigotos para alelos aternativos,

heterozigotos e individuos homozigotos para o alelo em consideragio, respectivamente). Pi ¢
a fregiiéncia media do alelos k no loco 1 na subpopulagdo amostrada, em que n, ¢ o numero
de alelos existentes no loco | (nimero de individuos multiplicados pelo nivel de ploidia,
menos o numero de alelos ndo amplificados). Para visualizar a estrutura genética espacial, os

valores de 0, foram calculados para a média de pares de individuos dentro das classes de

distancia determinadas. Foram utilizadas 14 classes de distancia de 5 m cada em cada
geracdo. Para testar se os valores médios eram significativamente diferentes de zero, o
intervalo de confianga a 95% de probabilidade foi calculado para cada valor observado em
cada classe de distancia, usando permutagdo (1000) de individuos entre diferentes classes de
distancia. O intervalo de confianca foi usado para construir o correlograma. Estas analises

também foram conduzidas utilizando o programa Spagedi versdo 1.2.
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4.2.3.4. Analise do fluxo génico contemporineo

As estimativas do fluxo génico contemporaneo a partir do pélen e de sementes
(adultos e regenerantes) foi realizada utilizando analise de parentesco com uso do programa
CERVUS 3.0 (MARSHALL et a., 1998, KALINOWSKI et al., 2007). Os 128 regenerantes
foram usados para o estudo da dispersio de pdlen e sementes, utilizando todas as 112 arvores
adultas reprodutivas como candidatos maternos e paternos. O fluxo génico critico ou, em
outros termos, a probabilidade de encontrar um candidato compativel como pai ou mae de um
individuo dentro da populagdo, quando o verdadeiro pai ou maie encontra-se fora da
populagdo, foi calculado segundo método de Dow e Ashley (1998). Como todas as arvores da
populagdo apresentaram O Seu genotipo determinado e sua posi¢do espacial conhecida, em
termos de coordenadas X e Y, as plantas que tiverem o pai determinado dentro das
populagdes foram utilizadas para determinar com precisdo as distdncias minima, maxima,
média ¢ mediana de dispersdo de pdlen na populagdo. A partir destas estimativas, uma média
ponderada pela freqiéncia de dispersdo de poélen foi calculada. Quando um regenerante
apresentou apenas um candidato determinado dentro da populagio, este foi considerado como
o candidato materno e a distancia entre a posigdo do candidato a mie ¢ o regenerante foi
usado para inferir a distancia de dispersio de sementes. Quando um genétipo regenerante
tinha dois candidatos determinados dentro da populagao, o candidato localizado mais proximo
do regenerante foi considerado como o parental materno e o mais distante como o parental
paterno. Embora isso possa introduzir alguns erros na estimativa da distancia direta de
dispersio de sementes, este método é que tem sido o mais utilizado na literatura corrente
guando ndo ¢é possivel distinguir com precisio o parental materno do paterno, como no caso
de espécies monodicas e hermafroditas (DOW; ASHLEY, 1998, NAKANISHI et al., 2008).
Neste caso, foram extraidas as informagoes referentes a distancia de dispersdo de sementes ¢
distancia de dispersao de polen, a qual correspondeu a distancia entre o candidato a pai e o
candidato a méie. A taxa de imigracdo de podlen e sementes (m) foi calculada como a
propor¢ao de sementes que nao tiverem um candidato a pai ou mae determinada dentro das

populagdes (72,,q,.) €M Trelagdo ao total de sementes genotipadas (n,,) dentro da

populagdo, 7 = i In,,, (BURCZYK et al., 1996, BURCZYK et a., 2004, SMOUSE;

imigrante
SORK, 2004). Para investigar se 0 sucesso reprodutivo era uma fungdo da distancia entre

arvores, foi comparado a distribuicao de frequéncias da dispersio de pdlen com a distribui¢ao



de frequéncia da distancia entre todas as arvores do fragmento, utilizando o teste
Kolmogorov-Smirnov (Sokal and Rohlf 1995). Também foi estimado o coeficiente de
coancestria entre 0s regenerantes e 0s supostos parentes maternos e paternos determinados por
analise de paternidade. O valor esperado para o coeficiente de coancestria entre um pai € um

filho ¢ 0,25.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Estrutura populacional

A distancia espacial entre as arvores adultas amostradas variou entre 0,59 a 257 m.
Observando-se a distribui¢do diamétrica da populagdo de C. langsdorffii do Bosque
Municipa de Sio José do Rio Preto, verifica-se a auséncia de arvores juvenis com DAP entre
1 e 15 cm (Figura 7). O menor DAP detectado dentro da area tinha 15,9 cm, o que
corresponde a uma idade entre 11 a 36 anos, considerando um incremento médio anual (IMA)
em DAP variando entre 0,436 e 1,46 cm (CARVALHO, 2003). Existe regeneracio
relativamente intensa na area (Figuras 7 ¢ 8). A altura dos individuos regenerantes variou de 7
a 116 cm, sugerindo que algumas plantas tenham no maximo dois anos de idade,
considerando um incremento médio anual (IMA) em altura variando entre 46 a 108 cm
(CARVALHO, 2003). Contudo, observou-se (Figura 8) que a maior parte da regeneragdo niao
ultrapassa 0s 40 cm de altura. A auséncia de plantas nas primeiras classes diamétricas indica
gue algum fator esta impedindo que os regenerantes atinjam a idade adulta. Uma explicagao
para este padrao populacional pode ser o manejo da area por capinas, visando eliminar a
regeneragdo, visto que se trata de um parque publico. Se for constatado que realmente tem
ocorrido capinas constantes na area ocupada pela populagéo, esta atividade de manejo devera
ser interrompida, visto que aparentemente esta afetando o desenvolvimento da populagio.

Outra explicagdo pode ser a intensa predagdo na area devido a falta de florestas na regido.
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Figura 7. Distribui¢ao de frequéncias do didmetro a altura do peito (DAP) de todos os
gendtipos adultos e da regeneracdo de Copaifera langsdorffii amostrados no

Bosque Municipal de Sio José do Rio Preto.
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Figura 8. Didtribuigdo de freqiiéncias da altura das plantas da regenera¢do de Copaifera

langsdorffii amostrados no Bosgque Municipal de Sao José do Rio Preto.



4.3.2 Diversidade genética, endogamia e desequilibrio de ligacio nos locos da amostra

total

A presente populagao de C. langsdorffii apresentou um alto nivel de polimorfismo e
diversidade genética para os oito locos microssatélites analisados. Da amostra total dos oito
locos em 240 gendtipos foram observados 186 alelos (Tabela 3), indicando um alto nivel de
polimorfismo. O namero de alelos por loco variou de 13 (CL06) a 34 alelos (CL32), com
média de 23,25 alelos por loco. O numero efetivo de alelos por locos foi menor do que o
nimero médio de alelos por locos, variando de 5,02 a 12,66 alelos, com média de 8,67 alelos,
indicando que muitos alel os sio raros (p<0,05). A heterozigosidade observada variou de 0,562
(CLO6) a 0,879 (CL01), com média de 0,774. A heterozigosidade esperada em Equilibrio de
Hardy-Weinberg foi maior que a observada em todos os locos e para média dos locos,
variando de 0,802 (CL06) a 0,921 (CL01), com media de 0,878.

Tabela 3. Diversidade genética ¢ endogamia na amostra agrupada de arvores adultas e
regenerantes de Copaifera langsdorffii. n ¢ o tamanho da amostra; k£ ¢ o numero

total de alelos;, A, ¢ o numero efetivo de alelos nos locos; H, ¢ a

heterozigosidade esperada em Equilibrio de Hardy-Weinberg, H, ¢ a
heterozigosidade observada; F ¢ o indice de fixacao.

Loco , Tamanho dos K 4, H H, P
fragmentos (pb)
CLO1 223 152-240 33 1266 0879 0921 0,046
CLO02 236 236-312 29 9,62 0,771 0,896 0,140*
CLO6 235 126-178 13 5,05 0,562 0,802 0,299 *
CL20 181 100-148 14 7,25 0,856 0,862 0,007
CL27 216 176-238 20 8,13 0,796 0,877 0,092*
CL32 218 142-250 34 8,70 0,807 0,885 0,088*
CL34 229 192-266 24 8,77 0,799 0,886 0,098 *
CL37 224 118-176 19 9,17 0,719 0,891 0,193 **
Média -- -- 23,25 8,67 0,774 0,878 0,118*
Tota 240 -- 186 -- -- -- --

P<0,05; ** P<0,01.
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Existem indicios de que C. langsdorffii possa Se regenerar vegetativamente a partir das
raizes. Contudo, a inspecao dos genotipos microssatélites nao indicou a presenca de clones na
populagdo, visto que ndo havia genotipos idénticos.

O indice de fixagao foi positivo e significativamente diferente de zero em seis locos e
para média dos locos, variando de 0,007 (CL20) a 0,299 (CL06), com média de 0,118,
sugerindo desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg, devido a excesso de homozigotos,
provavelmente endogamia (Tabela 3). C. langsdorffii ¢ uma espécie predominantemente de
cruzamento, embora certa taxa de autofecundagio (8%) e de cruzamentos entre parentes (4%)
tenham sido detectados em populagdes naturais (OLIVEIRA et al., 2002). Autofecundagido e
Ccruzamento entre parentes geram endogamia, embora o cruzamento entre parentes gere uma
taxa muito menor do que a autofecundagio. A autofecundacgdo pode gerar no minimo 50% de
endogamia a cada geragdo [ F,,, =0,5s(1+ F,), em que: F,, e F, sio a endogamia nas
progénies e na populagdo parental e s ¢ taxa de autofecunda¢ao], enquanto que o cruzamento
entre parentes gera endogamia em uma taxa de igual ao coeficiente de coancestria na geragao
parental. Assim, 0 nivel médio de endogamia observada na presente populagdo poderia ter

sido originado do cruzamento entre meios-irmaos (6,, = 0,25).

O equilibrio de ligagdo em locos marcadores ¢ uma das pressuposi¢des basicas para
sua utilizagdo em analise de diversidade e estrutura genética, sistema de reproducdo ¢ analise
de paternidade. Dos 56 testes realizados entre os pares de locos avaliados nos adultos e
regenerantes, trés pares nos regenerantes sugerem indicios de desequilibrio gamético (Tabela
4), apos a corre¢ao de Bonferroni (a=0,05). Contudo, como este desequilibrio foi encontrado
apenas nos regenerantes e ndo nos adultos, isto ¢ um indicativo de deriva genética ¢ ndo
ligagao fisica entre locos, caso contrario o mesmo resultado deveria ter sido observado em
ambas geragdes. Portanto, estes locos ndo estdo ligados e podem ser usados em estudos da
estrutura e diversidade genética, estrutura genética espacial, sistema de reprodugdo e fluxo

génico contemporaneo, visto que ndo vao gerar vicios nessas estimativas.
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Tabela 4. Desequilibrio de ligagdo entre os locos de arvores adultas e regenerantes de
Copaifera langsdorffii. Os valores na tabela sio as probabilidades apos 1000

permutacdes. O valor limite de significAncia apos correcdo de Bonferroni ¢

0,000893.
Pares de locos Adultos Regenerantes
CLO1 X CLO2 0,28393 0,00804
CLO1 X CLO6 0,72054 0,00089
CLO1X CL20 0,10714 0,46786
CLO1 X CL27 0,08393 0,34821
CLO1X CL32 0,00893 0,03839
CLO1 X CL34 0,04554 0,00089
CLO1 X CL37 0,48929 0,00893
CL0O2 X CLO6 0,21071 0,01071
CLO2X CL20 0,96339 0,22857
CLO2X CL27 0,55000 0,22768
CLO2 X CL32 0,34375 0,00714
CLO2X CL34 0,81429 0,04196
CLO2X CL37 0,24911 0,01250
CLO6 X CL20 0,89821 0,04554
CLO6 X CL27 0,09821 0,03304
CLO6 X CL32 0,36607 0,07321
CLO6 X CL34 0,01607 0,10536
CLO6 X CL37 0,30893 0,02768
CL20 X CL27 0,22232 0,14464
CL20 X CL32 0,40446 0,11607
CL20X CL34 0,85536 0,16696
CL20 X CL37 0,05893 0,05804
CL27 X CL32 0,05268 0,00357
CL27 X CL34 0,07679 0,24107
CL27 X CL37 0,41161 0,00893
CL32X CL34 0,43214 0,00893
CL32 X CL37 0,71518 0,00089
CL34 X CL37 0,06875 0,00446

4.3.3 Diversidade genética e endogamia nas geracgoes

A presente populagdo de C. langsdorffii apresentou um ato nivel de polimorfismo e

diversidade genética para os oito locos microssatélites analisados (Tabela 5). Os adultos



apresentaram um namero muito maior de alelos (186) do que o observado nos regenerantes
(132), e nenhum aelo exclusivo foi encontrado nos regenerantes. 1sso sugere a ocorréncia de
deriva genética entre o processo de reproducdo e regeneracao ¢ que nem todos os individuos

aptos a deixarem descendentes estao se reproduzindo. Contudo, a heterozigosidade média

observada foi significativamente maior nos regenerantes (FI,, =0,788) do que nos adultos
(ﬁ ,=0,757). Ja a heterozigosidade esperada foi significativamente maior nos adultos

(H,=0,893) do que nos regenerantes (A, =0,838). O indice de fixagio foi positivo e

significativamente diferente de zero em ambos adultos e regenerantes, sugerindo endogamia.
Este resultado foi inesperado, visto que a hipotese inicial era de que existia algum tipo
de selecdo contra homozigotos entre a fase juvenil e adulta. No entanto, estes altos niveis de
endogamia detectados nos adultos podem ter outras explicagdes, como a presenga de alelos
nulos nos adultos em alta fregiiéncia ou efeito Wahlund, devido a presenca de estrutura

genética espacial na populag@o, como sera discutido posteriormente.

Tabela 5. Diversidade genética e endogamia em locos microssatélites de arvores adultas e
regenerantes de Copaifera langsdorffii. K ¢ o numero total de alelos; H, ¢ a
heterozigosidade esperada em Equilibrio de Hardy-Weinberg;, H, ¢ a
heterozigosidade observada; F ¢ o indice de fixagdo; P,,

excluir o primeiro parente (quando um dos parentes é conhecido).

¢ probabilidades de

Adultos (N=112) Regenerantes (N=128)
Locus A H, H, F " Parent A H, H, F1
cLol 33 0,909 0,912 0,003 0,308 17 0850 0885  0,144*
CLO2 29 0,723 0,909 0,205 0,311 21 0,815 0881 0,085
CLO6 13 0477 0,829 0,425 0,509 7 0,637 0716  0,257*
CL20 14 0,818 0,855 0,043 0,459 14 088 0865 -0,011
CL27 20 0,757 0,910 0,168* 0,315 16 0832 0830 0,039
CL32 34 0,860 0,931 0,076 0,254 20 0,763 0805  0,149*
CL34 24 0,832 0,892 0,067 0,362 20 0,770 0876  0,133*
CL37 19 0,682 0,906 0,247 0,330 17 0,754 0847  0.177*
Média 232 0,757 0,893 0,152*  -- 16,5 0,788 0838  0,124*
Cl95% +0,81 +0,013 +0,030 -- -- +0,45 +0,008 +0,006 --
Total 186 - -- - 0,9998 132 -- -- --

* P<0,05. CI195%: Intervalo de confianca do erro a 95% de probabilidade calculada por
reamostragem jackknife. As medias dos parametros A, H, e H, Sio significativamente
diferentes entre adultos e regenerantes, de acordo com o intervalo de confianga a 95% de

probabilidade. 1: indice de fixagdo intra-individuo, calculado usando as frequéncias alélicas
dos adultos como referéncia e o programa Spagedi.



4.3.4 Tamanho efetivo

O coeficiente médio de coancestria entre todos os pares de arvores da populagdo (@ )

foi estimado em 0,007798 (Tabela 6). Este valor corresponde a endogamia que poderia ser
esperada pelo cruzamento aleatorio entre todas as arvores reprodutivas da populagdo.
Portanto, por cruzamentos aleatorios seria esperado um nivel de endogamia muito menor do

que observado na presente populagdo adulta (F,=0,152). Isto reforca a expectativa de desvios

de cruzamento aleatérios ¢ sera descrito detalhadamente quando as progénies estiverem
genotipadas. Deste coeficiente de coancestria, foi estimado que a populagdo tem um tamanho
efetivo baixo, 64,2. Isto significa que as 112 arvores adultas reprodutivas correspondem a
apenas 65 arvores ndo endogdmicas e parentes entre si, resultando em uma relacdo entre 0
tamanho efetivo e o nimero censo de 0,57. Os 128 regenerantes, por sua vez, tinham um
tamanho efetivo de 67,4, indicando que estes representam a apenas 68 plantas nao parentes e

endogamicas, resultando em uma relagdo entre N,/n de 0,52. Esta baixa relagdo entre o

tamanho efetivo e 0 nimero de plantas amostradas se deve a alta freqiiéncia de aelos
idénticos por descendéncia entre individuos dentro da populagdo, advindos da presenga de

parentesco e endogamia na popul agio.

Tabela 6. Parentesco, tamanho efetivo e nimero censo em populagido adulta de Copaifera

langsdorffii.
Geragdo N 0, N, N,IN
Adultos 112 0,007798 64,2 0,57
Regeneracao 128 0,007421 67,4 0,52

4.3.5 Estrutura genética espacial intrapopulacional

O coeficiente de coancestria nos adultos e regenerantes reduziu com o aumento da
distancia entre as arvores, como esperado em um modelo de isolamento por distancia (Figura

9). A estrutura genética espacial foi significativa até a distancia aproximada de 50 m nos
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adultos e até¢ 20 m nos regenerantes (Figura 9), sugerindo que arvores que ocorrem distantes
entre s até esta distdncia possam ser parentes. O coeficiente de coancestria estimado na
primeira classe para os adultos foi de 0,071 e para os regenerantes de 0,127, valores estes que

estdo entre o esperado entre primos de primeiro grau (6,,=0,0625) e meios-irmaos
(0,,=0,125). Esta estrutura genética espacial pode ser causada pela dispersdo de sementes

proximas a arvore materna, dispersdo curta de polen e propagacdo vegetativa. Embora
existam indicios de propagagdo vegetativa na espécie, nenhum genétipo idéntico foi
encontrado na amostra, indicando que esta nido ¢ a causa da estrutura observada nesta
populagdo. Uma alta taxa de propagacdo vegetativa ¢ esperada gerar uma forte estrutura
genética espacial e um coeficiente de coancestria na primeira classe de distancia proximo a
0,5.

A dispersio de sementes a curtas distdncias tem sido considerada como a principal
causa da estrutura genética espacial em diversos estudos realizados em espécies arboreas
(DEGEN et a., 2004, HARDY et a. 2006, CARNEIRO et al., 2007, CLOUTIER et al., 2007,
LACERDA et al., 2008, SILVA et al., 2008, BITTENCOURT; SEBBENN, 2007; 2008) e ¢
também a mais provavel na presente populagdo de C. langsdorffii. A fraca estrutura deve estar
associada a dispersao de frutos e sementes por zoocoria. Aves sdo importantes dispersores das
sementes desta espécie e tem o potencial de transportar sementes a longas distancias. Em um
estudo dos dispersores das sementes de C. langsdorffii foram observados dez diferentes tipos
de passaros como dispersores, como por exemplo, Ramphastos toco, Cyanacorax cristellus €
Turdus rufiventris, entre outros (CARVALHO, 2003). Estes engolem o arilo e regurgitam a
sementes. Os macacos Brachyteles arachnoides € 0 Cebus apella nigritus aorem o fruto para
retirar o arilo das sementes, que muitas vezes ¢ engolida e liberada nas fezes (CARVALHO,
2003). A dispersio de sementes por estes animais pode explicar a fraca estrutura observada,
visto que embora muitas sementes sgam dispersas nas vizinhangas da arvore matriz, a
dispersio secundaria por animais mistura as sementes de diferentes origens na populagio,
reduzindo a estruturagdo genética espacial.

E importante ressaltar que a estruturagio genética espacial detectada na geragio adulta
se manteve na regeneragio, de fato foi maior na regeneracdo do que nos adultos, sugerindo

que a populagio esteja sofrendo os efeitos da deriva genética devido a fragmentagao.
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Figura 9. Estrutura genética espacial na populagdo adulta e na regeneragdo de Copaifera
langsdorffii no Bosque Municipal de Sio José do Rio Preto e na regido. A linha
continua refere-se a estimativa do coeficiente de coancestria médio e as linhas

pontilhadas referem-se a estimativa do intervalo de confianga do erro a 95% de

probabilidade da hipotese de auséncia de estrutura genética espacial (HO: Oy =0).

4.3.6 Fluxo génico via pélen e sementes

Dos 128 regenerantes amostrados, foi encontrado o parental materno de todos,

indicando auséncia de imigragdo de sementes (m =0%; Tabela 7). Estas 128 plantas

regenerantes foram geradas por 45 (39%) das 112 arvores da populagdo. Cinco destas 45
arvores foram responsaveis pela producdo de 32% dos regenerantes. Uma correlagdo foi
aplicada para verificar se a fertilidade das arvores ou capacidade de gerar mais descendentes
estava associada ao DAP (Figura 10). Esta correlagdo foi ndo significativa e negativa
(R2=0,0005, P>0,05), indicando que o namero de filhos gerados por uma arvore niao esta

associado ao tamanho do DAP.



Tabela 7. Dispersio de polen e sementes medida nos regenerantes de Copaifera langsdorffii.

Dispersio Distancia de dispersdo (m) Coancestria
Amostra N s (%) Dentro Fora Media Mediana Min/Max Média Min/Max
Polen 128 0,78(Da 95% (122) 5% (6) 94+55 86 4,9/229 0,252 +0,015 0,001/0,527
Sementes 128 - 100% (128) 0% (0) 61+41 52 1170 0,255+ 0,018 -0,110/0,527

Min/Max: Minima e maxima distancia de dispersao.

N é o tamanho da amostra, s ¢ a taxa de autofecundagio. (media + desvio padrao).

ag
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Figura 10. Correlagdo entre niimero de filhos gerados por arvores maternas (a) ¢ paternas

(b) com seus respectivos diametros a altura do peito (DAP).

O parental paterno foi encontrado para 122 dos 128 regenerantes, o que indica uma

taxa de imigracao de polen de 4,7% (m Tabela 8). Estes sei's outros regenerantes foram

polen 1
originados provavelmente de polen de arvores localizadas fora do fragmento. Estas 122
plantas regenerantes foram geradas por 46 (40%) das 112 arvores da populag@o. Quatro destas
46 arvores foram responsaveis pela produgao de 30% dos regenerantes. Igualmente como foi
feito em relagdo as arvores maternas, uma corre¢ao foi aplicada para verificar se a fertilidade
das arvores estava associada ao seu DAP. Esta correlacdo (» =-0,41, P > 0,05), foi fracae
nao significativa, indicando que o numero de filhos gerados por uma arvore ndo esta
associado ao tamanho do DAP (Figura 10b).

Para os regenerantes, a distancia de dispersao de sementes variou de 1 a 170 m, com

média de 61 m (Tabela 7, Figuras 11b). Cinquenta por cento das sementes (mediana) foram
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dispersas até a distancia de 52 m (Tabela 7) e aproximadamente 82% das sementes foram
dispersas até 100 m. Detectou-se uma significantiva e alta correlagio (» =-0,85, P <0,01)
entre o nimero de juvenis ¢ a distdncia da arvore materna (Figura 11b), confirmando que os
filhos se regeneram predominantemente nas vizinhangas na arvore materna. Este resultado
guda a explicar a estrutura genética observada dentro da populagdo. Uma maior taxa de
dispersio ocorre em curtas distancias, aparentemente até 30 m da arvore matriz, mas uma
segunda alta propor¢do ocorre em uma distincia maior do que 50 m, reduzindo a estrutura
genética espacial da populagdo em distancias maiores do que 50 m.

A distancia de dispersao de polen medida nos regenerantes (Figura 11a, Tabela 7) pela
distdncia entre as arvores determinadas como maternas € as determinadas como paternas,
variou entre 4,9 e 229 m, com média de 94 m, e 50% do podlen sendo disperso até 86 m
(mediand) e 81% at¢é 150 m. Existe uma significativa e negativa correlagdo (» =-0,79,
P <0,05) entre 0 nimero de regenerantes fertilizados por doadores de polen e a distancia
entre os parentais maternos e paternos (Figura 11a). Isto sugere gue os cruzamentos tendem a
ocorrer mais freqiientemente entre arvores proximas do que arvores localizadas distantes.
Contudo, a comparagio entre a curva de distribui¢do de frequéncias de dispersdo realizada de
polen e a curva de frequéncia da distancia entre todas as arvores reprodutivas da populagio,
usando o teste de Kolmogorov-Smirnov (D =0,092, P =0,26; Figura 12), indicou que estas
nao sdo estatisticamente diferentes, sugerindo cruzamentos aleatorios entre os individuos da

popul agio.
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Figura 11. Distancia de dispersdo de polen (a), sementes (b) e distdncia entre os regenerantes
e aarvore polinizadora (c), determinada por analise de paternidade nos regenerantes

e distancia entre todas as arvores adultas da populagéo.
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Figura 12. Distancia de dispersao de pdlen de Copaifera langsdorfiii determinada por analise

de paternidade nos regenerantes e distancia entre todas as arvores adultas da

populagio

O coeficiente de coancestria entre regenerantes e as supostas maes determinadas por
analise de paternidade variaram de -0,110 a 0,527 e entre os regenerantes e os pais entre 0,001
a 0,527, com média de 0,255 e 0,252, respectivamente (Tabela 7). Em todos o0s casos 0
intervalo de confianga a 95% do erro das estimativas, indica que estas sdo significativamente
diferentes de zero. Estes resultados também refor¢am a hipotese destes individuos serem
realmente parentes entre si. Estas diferengas dos valores estimados para o esperado (0,25) se
devem as dificuldades em estimar parentesco usando marcadores genéticos, como comentado
no capitulo anterior.

Os resultados da estrutura genética espacial das sementes e polen dispersos foram
derivados da analise de 128 e 122 juvenis que tiveram O parental materno e o paterno,
respectivamente, determinado dentro da area. Valores significativos e positivos de coancestria
foram detectados entre as classes de distancia de 0 a 10 m para os alelos maternos e paternos
(P<0,05; Figura 13). Os valores de coancestria na primeira classe foram proximos aos
esperados entre meios-irmaos para ambos 0S aelos maternos e paternos (Figura 13). Os
valores de coancestria decrescem rapidamente e gradualmente quando a distancia aumenta.
Os valores positivos para as primeiras classes para o0s alelos maternos foram similares e nao
estatisticamente diferentes aos valores observados nos alelos paternos, de acordo com o
intervalo de confianga do erro obtido por 1000 permutagdes. Em estudo similar, Nakanishi et

al. (2008), estudando uma geragdo adulta e uma de regenerante de Quercus salicina,
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encontraram grandes diferengas na estrutura genética dos alelos maternos ¢ paternos. Os
coeficientes de coancestria na primeira classe para os alelos maternos e paternos foram
respectivamente de 0,275 e 0,046. Aqui, como visto, embora tenha sido detectada estrutura
genética espacial para ambos alelos maternos e paternos, ndo foram encontradas diferencas
entre estes dois grupos. A forte estrutura observada nos alelos maternos e paternos se deve a
dispersio altamente localizada de sementes e proxima das matrizes ¢ do cruzamento entre

arvores proximas.
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Figura 13. Estrutura genética espacial para gametas femininos (6vulos) e masculinos (pdlen)
em regenerantes de Copaifera langsdorffii no Bosgue Municipal de Sao José do
Rio Preto e na regido. A linha continua refere-se a estimativa do coeficiente de
coancestria médio e as linhas pontilhadas referem-se a estimativa do intervalo de
confianga do erro a 95% de probabilidade da hipétese de auséncia de estrutura

genética espacial (HO: 6, =0).
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5 CONSIDERACOES GERAIS

Os resultados de modo geral mostraram a partir da analise dos sub-adultos que no
passado ocorreu ata taxa de imigragdo, tanto de sementes (81%) como de polen (97%) na
populagdo (81%), ou os parentais foram cortados e nao estdo mais na populagdo. Por outro
lado, os resultados obtidos com o0s regenerantes, que representam o fluxo génico
contemporaneo, mostram justamente o oposto, que atualmente a taxa de imigragdo de
sementes é nula (0%) e de polen ¢ baixa (5%). Este ultimo resultado é reforcado com a
constatagdo de que a presente populagao adulta de Copaifera langsdorfii apresenta 54 alelos
exclusivos, enquanto os regenerantes nao apresentam alel os exclusivos, sugerindo auséncia de
fluxo génico.

Finalmente, os resultados também mostraram que o isolamento atual da populagdo no
pequeno fragmento causou o aumento dos niveis de endogamia e estrutura genética espacial.
IS0, por sua vez causou 0 aumento no parentesco e redugdo no tamanho efetivo da populagdo

regenerante.

6 CONCLUSOES

1. Os oito locos microssatélites avaliados nao estdo ligados e segregam independentemente.
Portanto, permitem o estudo do fluxo génico contemporaneo, pois ndo irdo gerar vicios
nestas estimativas,

2. O tamanho efetivo da populagdo adulta e dos regenerantes ¢ muito menor do que o
tamanho censo, devido a endogamia e presenga de parentesco entre os membros da
populagio;

3. Existe estrutura genética espacial dentro da populagdo para arvores adultas e
regenerantes;

4. As sementes tendem a ser disperso proximas as arvores matrizes;

5. O pdlen tende a ser disperso entre arvores proximas, ocorrendo em baixa freqiiéncia entre

arvores distantes.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

