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RESUMO

Os objetivos deste estudo foram investigar por locos microssatélites, a diversidade genética, o
sistema de reproducdo, a distribuicdo espacial de genotipos, a distancia e os padrfes de
dispersdo de pdlen e sementes, e a dindmica da endogamia entre geracdes, em uma populacdo
fragmentada da espécie arborea didica Myracrodruon urundeuva (F.F. & M.F. Allemdo). O
estudo foi conduzido na Estacdo Ecoldgica de Paulo de Faria (435,73 ha), onde a populacéo
da espécie em estudo ocupa uma area aproximada de 142 ha. Todas as 467 arvores adultas
encontradas foram amostradas, tiveram o diametro a altura do peito (DAP a 1,3 m) medido e
foram mapeadas. Adicionalmente amostraram-se 149 regenerantes e 514 progénies de
polinizacdo aberta, coletadas de 30 arvores matrizes da populagdo. Sobre a amostra total de
cinco locos em 1130 gendtipos (adultos + regeneracdo + progénies) foram observados 60
alelos, o que sugere um nivel de polimorfismo relativamente alto. O nimero de alelos por
loco variou de 7 a 25, com média de 12 alelos por loco. A heterozigosidade esperada média
em equilibrio de Hardy-Weinberg foi de 0,662, enquanto que a heterozigosidade observada
foi de 0,713. O indice de fixacao variou de -0,348 a 0,215 entre locos, com média de -0,076,
sugerindo excesso de heterozigotos. A andlise da distribuicdo espacial dos gendtipos indicou a
presenca de estrutura genética espacial (EGE) na populacéo adulta até aproximadamente 40 m
e nos regenerantes até aproximadamente 30 m. Foram detectados cruzamentos entre parentes,

pela diferenga entre a unidade e a taxa de cruzamento uniloco (1-t,=0,019, P<0,05). A

estimativa da correlacdo de paternidade (r_,,) indicou que as progénies sao compostas por

p(m)
misturas de meios-irmdos e irmdos-completos, embora estes Gltimos em menor proporcao
(média de 0,158). O coeficiente de coancestria (®x,) dentro das progénies foi maior do que o
esperado em progénies de meios-irméos (®,=0,125), com média populacional de 0,150. O

tamanho efetivo de variancia (N_) dentro das progénies variou de 2,74 a 3, com média

populacional de 2,98. Os calculos indicam, portanto, que para se obterem lotes de sementes
com tamanho efetivo de 150, é necessario coletar sementes de pelo menos 50 arvores

matrizes. A diferenciacdo no conjunto de pdlen (. ) recebido pelas diferentes arvores

matrizes amostradas foi de 0,075. A arvore materna foi encontrada dentro do fragmento para
todos 149 regenerantes amostrados, o que indica auséncia de imigracdo de sementes. Ja a
arvore paterna foi encontrada para 145 (97,3%) dos 149 regenerantes e para 507 (99%) das

514 progénies de polinizacdo aberta, indicando baixa taxa de imigracdo de polen. O pdlen foi



disperso dentro da populagdo a distancias relativamente grandes, variando para 0S
regenerantes de 3,0 a 903 m (mediana de 62 m) e para as progénies de 3,1 a 890,5 m (mediana
de 191,7 m). Aproximadamente 50% dos polens das progénies e 70% dos pdlens dos
regenerantes foram transportados por menos de 200 m. A comparagéo da curva de frequéncia
de dispersdo de pdlen medida nas progénies e a curva de frequéncia de distancia entre as
arvores masculinas e as 29 arvores matrizes, permitiu rejeitar a hipotese de cruzamentos
aleatorios na populacdo (teste de Kolmogorov-Smirnov’s: D =0,224, P =0,00067 ).
Igualmente a diferenca entre as distancias da curva de dispersdo de pdlen medida nos
regenerantes e a curva de distancia entre todos os machos e todas as fémeas foi significativa

(D =0,713, P =0,0000 ). Estes resultados indicam que a distancia das arvores masculinas em

relacdo as arvores matrizes ndo explica o padrdo de cruzamento observado. A analise dos
regenerantes mostrou curta distancia de dispersdo de sementes, a qual variou de 0,8 a 739 m,
com mediana de 62 m. Aproximadamente 68% das sementes desenvolviam dentro de um raio
de 100 m da arvore maternal. O tamanho efetivo da populagéo reprodutiva indicou que as 467
arvores adultas correspondem a apenas 335 individuos ndo parentes e endogamicos

(N,/N =0,76 ). Os resultados, em termos gerais, mostram alto grau de isolamento

reprodutivo da populacdo, auséncia de imigracdo de sementes, estrutura genética espacial
intrapopulacional, desvios de cruzamentos aleatorios, dispersdo de polen e sementes em alta
frequéncia a curtas distancias e que o tamanho efetivo da populacdo é menor do que o nimero
de individuos que a comp@e. As implicacdes destes resultados sdo discutidas em termos de

conservacdo genética.

Palavras-chaves: Myracrodruon urundeuva. Espécies arboreas tropicais. Diversidade

genética. Sistema de reproducdo. Microssatélites. Disperséo de p6len. Dispersdo de sementes.



ABSTRACT

The aims of this study were to investigate for microsatellites loci the genetic diversity,
mating system, the intrapopulational spatial genetic structure, the distance and patterns of
pollen dispersal, and the dynamics of inbreeding among generations, in a fragmented
population of the dioicious tropical tree Myracrodruon urundeuva (F.F. & M.F. Allemé&o).
The study was carried out in the Paulo de Faria Ecological Station (435.73 ha), where the
studied population occupies about 142 ha. All 467 adult trees found in the stand were
sampled, have the diameter at breast height (D.B.H of 1.3 m) measured and were mapped.
Additionally 149 juveniles and 514 open-pollinated offspring from 30 seed-trees were
sampled in the population. On the total of five loci sampled in 1135 genotypes (adults +
juveniles + offspring), 60 alelos were detected, suggesting a relative high level of
polimorphis. The number of alleles per locus ranged from 7 to 25 alleles, with average of 12
alleles. The average expected heterozygositys in Hardy-Weinberg equilibrium was of 0.662,
were the average observed heterozygosity was of 0.713. The fixation index ranged among
locus from -0.348 to 0.215, with average of -0.076, suggesting excess of heterozygous. The
analysis of the intra-population spatial genetic structure (SGS) detected the presence of SGS
in adults until about 40 m and in juveniles until about 30 m. Mating among relatives were also
detected by the difference between the unit and the single-locus outcrossing rate

(1-t,=0.019; P<0.5). The paternity correlation (r,,) indicated that the offspring were

composed by mixtures of half-sibs and full-sibs, where the last one occurred in low frequency
(average of 0.158). The coancestry coefficient (®xy) within families was larger than expected
in half-sibs (®xy=0.125), with population average of 0.150. The variance effective population
size (N, ) within families ranged from 2.74 to 3.0, with average of 2.98. The calculations
indicate, therefore, that for to obtain seed lots with the effective population size size of 150, is
necessary to collect seeds from at least 50 seed-trees. The pollen gene pool differentiation

among seed-trees (® . ) was 0.075. The mother-tree was found inside of the fragment for all

149 juveniles, indicating absence of seed immigration. The paternal trees was found for 145
(97.3%) of the 149 sampled juveniles and for 514 of the 507 offspring (99%), indicating a low
pollen immigration rate in the stand. The pollen was dispersed inside of the population at

distances relatively large, ranging for juveniles from 3.0 to 903 m (with median of 62 m) and



for offspring ranging from 3.1 to 890.5 m (with median of 191.7 m). About 50% of the pollen
of the seeds and 70% of the pollen of the juvenile ones were transported for less than 200 m.
The comparison of the frequency curve of pollen dispersal measured in offspring with the
frequency curve of distance among all male trees and seed-trees rejected the hypothesis of
random mating in the population (Kolmogorov-Smirnov’s test: D =0.224, P =0.00067 ).

Similary, the frequency curve of pollen dispersal measured in juveniles and between all male
trees and all female trees also reject the hypothesis of random mating in the population
(D =0.713, P =0.0000 ). These results show that distance among the trees in the population
not explain the observed patterns of pollen dispersal. In the juveniles, the distance of pollen
dipesal ranged from 0.8 to 739 m, with median of 62 m. About 68% of the seed growth within
100 m of the radius of the mother-tree.The estimates of the effective population size indicated
that the 467 trees correspond to only 335 individuals nor inbred and not relatives

(N,/N =0.76 ). The results, in general terms, showed a very high level of reproductive

isolation, absence of seed immigration, intra-population spatial genetic structure, deviation of
random mating, short pollen and seed dispersal and that the effective population size is lower
than the size of the population. The implications of the results are discussed in terms of

conservation genetics.

Key words: Myracrodruon urundeuva. Tropical tree species. Genetic diversity. Mating

system. Microsatellite. pollen dispersion. Dispersion of seeds.
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1 INTRODUCAO

A conservagdo da biodiversidade representa um dos maiores desafios da atualidade,
em funcdo do elevado nivel de perturbacGes antropicas que tem culminado na fragmentagéo
dos sistemas naturais dos ecossistemas tropicais. Rico em diversidade de espécies e na
complexidade ecolégica (LAURANCE et al., 1997; WHITMORE, 1997), os ecossistemas
tropicais retem metade do nimero de espécies mundiais em somente 7% da area do planeta e,
apesar de sua importancia bioldgica, sua vegetacdo vem sendo amplamente desmatada,
fragmentada, queimada, suas madeiras exploradas e seus animais cagados em taxas
alarmantes (FLEURY, 2003; WILSOM, 2001).

Presente em todas as etapas da ocupacdo territorial no pais, desde as mais antigas, na
Mata Atlantica nordestina, até as atuais nas areas de cerrado do Centro-Oeste e nas florestas
Umidas da Amazonia, a fragmentacdo florestal € um fenbmeno grave, resultante do processo
de expansao da fronteira agricola no Brasil (VIANA et al., 1992). As implicacdes diretas da
fragmentacdo sobre a biodiversidade sdo muitas. No entanto, algumas tém efeitos
devastadores como a reducdo do tamanho dos ecossistemas e a extingdo local de espécies.
Como consequéncia, tem-se 0o comprometimento evolutivo das populacGes das espécies
remanescentes, em funcdo da perda de diversidade genética, que é a matéria prima
responsavel pela capacidade das populacGes se adaptarem as mudangas ambientais (SILVA,
2006).

A espécie arborea tropical Myracrodruon urundeuva F.F. & M.F. Alleméo, conhecida
vulgarmente por aroeira, além de apresentar importante papel ecolégico nos ecossistemas em
gue se encontra, possui relevante importancia econdémica devido a producdo de madeira de
alta qualidade, como, por exemplo, madeira de alta densidade e imputrescivel. Entretanto, a
acdo do homem, ao longo dos anos, tem promovido a destruicdo de suas populagdes naturais,
reduzindo-as a pequenas manchas espalhadas e isoladas pelo pais. Como consequéncia,
atualmente, essa espécie é pouco presente na regido centro-sul do Brasil, especialmente no
Estado de Séo Paulo onde ndo é mais possivel encontra-la em grandes proporcdes em seu
estado silvestre, a ndo ser em reservas estaduais e pequenas reservas particulares (MORAES
et al., 2005).

Dessa forma, é premente a implantacdo de medidas efetivas de conservacdo da

espécie. Um aspecto fundamental para o delineamento de estratégias de conservagdo é que 0



22

mesmo seja subsidiado por informagdes a respeito da diversidade genética, endogamia,
estrutura genética espacial intrapopulacional, sistema de reproducdo e fluxo génico entre
populacbes remanescentes. Tais informacfes também servem como ponto de partida para o
melhoramento genético e para a exploracao florestal sustentada da espécie.

O incentivo a programas de conservacao genética de determinadas espécies com risco
de extingdo, como o caso do M. urundeuva é de vital importancia. A exposicdo de espécies
arboreas, a condigdes extremas de exploracdo e manejo inadequados pode leva-las a perda da
diversidade genética, aumento da endogamia e consequentemente a depressao endogamica. A
consequéncia da perda de diversidade genética para uma espécie significa a reducdo no
nimero de locus heterozigotos e perda de alelos nas populagBes e consequente reducdo na
capacidade adaptativa. A depressdao endogamica, em condigdes adversas, promove a reducao
da sobrevivéncia de individuos inaptos e a geracdo de individuos de baixa fecundidade
(AMOS; BALMFORD, 2001). A conservacdo dos recursos geneticos, mesmo para aquelas
populacdes que estdo fora da lista de espécies ameacadas de extin¢do, € fundamental para as
futuras geracdes, no que diz respeito ao melhoramento da espécie e aproveitamento de genes
especificos de interesse econdmico (FREITAS et al., 2006).

Programas de conservacao genética para especies arbdreas tém procurado dar énfase a
determinag@o dos niveis de diversidade genética mantidos dentro e entre populagdes, como
forma de planejar o uso sustentavel e a conservacao in situ. Esse tipo de conservagdo €
considerado ideal para as espécies arboreas tropicais, visto que permite conservar ndo sé a
populacdo alvo, mas também populacdes de outros organismos que vivem em mesmo
ambiente (GIUDICE NETO et al., 2005). Outra forma de conservacdo € a ex situ, uma forma
complementar da in situ, e que deve ser adotada quando a in situ € insuficiente para que uma
espécie ou populacdo de interesse ndo seja extinta. Ndo ha hierarquia entre as formas de
conservacdo in situ e ex situ. Em algumas situacGes a conservacdo ex situ é essencial e
complementar a in situ, principalmente em espécies raras, em risco de extincao
(KAGEYAMA, 1987). Porém, a utilizacdo exclusiva da conservacdo ex situ tem contribuido
decisivamente para a sobrevivéncia de populacées de espécies florestais que estdo sendo
fragmentadas (VALOIS, et al., 2001). Dentro deste contexto, nos Gltimos anos, varios estudos
de genética de populacdes de espécies arbdreas tém sido realizados, inclusive para M.
urundeuva (FREITAS et al., 2005; FREITAS et al., 2006 ; MORAES, 1992; MORAES et al.,
2005) com o objetivo de oferecer subsidios para programas de conservacao in situ, ex situ e

melhoramento genético.



23

1.1 OBJETIVOS

Os objetivos deste estudo foram investigar a diversidade genética, o sistema de
cruzamento, a distribuicdo espacial intrapopulacional de gendtipos, o fluxo contemporaneo de
polen e sementes e a dindmica da endogamia entre geracdes em uma populacéo natural de M.
urundeuva, na Estacdo Ecoldgica de Paulo de Farias, estado de Sdo Paulo, usando cinco locos

microssatélites.

1.1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estimar e comparar os niveis de diversidade genética entre diferentes geracdes de

uma populacéo fragmentada da espécie;

2. Estudar a distribuicdo espacial intrapopulacional dos gendtipos adultos e

regenerantes da populacéo;

3. Verificar os niveis de endogamia em diferentes fases ontogénicas (adultos,

regenerantes e progénies);

4. Estimar parametros do sistema de reproducdo, como taxas de autofecundacao, taxas
de cruzamento, cruzamento entre parentes, tamanho efetivo de vizinhanga

reprodutiva e cruzamentos correlacionados;

5. Determinar a distancia e os padrbes de dispersdo de pdlen e sementes dentro do

fragmento da Estacdo Ecoldgica, usando andlise de paternidade;

6. Quantificar o tamanho efetivo das arvores adultas, regenerantes e progénies e
determinar o nimero de arvores matrizes para a coleta de sementes para fins de

conservacao genética ex situ.
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1.2 HIPOTESES

Em detrimento de algumas questdes abordadas sobre a biologia da espécie arborea M.

urundeuva as seguintes hipéteses foram testadas:

1. Arvores adultas e regenerantes de M. urundeuva ocorrem agrupadas na area da
Estacdo Ecoldgica de Paulo de Faria, provavelmente devido a dispersdo de sementes
préximas as arvores matrizes, levando ao aparecimento de estrutura genética espacial
intrapopulacional. Isto por sua vez, provavelmente causa a ocorréncia de cruzamentos

entre individuos parentes, gerando endogamia biparental nas geracdes descendentes;

2. Os cruzamentos provavelmente ocorrem predominantemente entre individuos
proximos, causando estruturacdo genética no conjunto de polen recebido por arvores
localizadas espacialmente distantes dentro da populacéo e, consequentemente, a area

de vizinhanga reprodutiva de polinizacao deve ser pequena;

3. Considerando que ndo existem populacbes da espécie proximas ao fragmento
estudado, acredita-se que a presente populacédo esta isolada para a imigracao de polen

e sementes;

4. Como a selecdo natural € um fato em espécies arboreas, acredita-se que 0s niveis de
endogamia medidos em termos de indice de fixacdo sejam maiores na fase de
sementes, seguido pela fase de plantulas e finalmente menores ou ausentes na fase

adulta, devido a eliminacéo de genotipos endogamicos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 AFRAGMENTACAO DAS FLORESTAS DO ESTADO DE SAO PAULO

O histérico da degradacdo das florestas do estado de S&o Paulo ndo foi diferente do
que ocorreu com o restante do pais, coberto por matas semideciduas e cerrados. Atualmente o
que se observa ¢ uma rede de fragmentos descontinuos na vegetacdo de cerrado e Mata
atlantica, circundados por diferentes culturas e pastagens (FERES, 2009). A ocupagdo sem
planejamento, o cultivo de espécies agricolas como o café, que no passado foi um dos
principais produtos de exportacdo brasileiro, o desenvolvimento da pecuaria e a expanséo da
area de cana-de-acicar com o Pro-Alcool, foram alguns dos eventos que intensificaram a
fragmentacdo do estado. Atualmente, com a crise mundial do petroleo e a procura por
combustiveis alternativos incentivaram mais uma vez, o cultivo da cana-de-agucar reduzindo
ainda mais o tamanho e o numero dos fragmentos paulistas. Dentre os fatores citados
anteriormente, ndo se pode deixar de mencionar também as atividades de expansdo das
empresas de reflorestamento comercial, que hoje podem oferecer riscos para algumas regides,
principalmente aquelas com remanescentes do cerrado. O bioma do cerrado dentre as
unidades de gerenciamento de recursos hidricos estudadas no estado foi o que sofreu reducéo
mais drastica entre os periodos de 1962 a 2001, equivalente a 1,57 milhGes de hectares. Além
da perda em extensdo, essas areas encontram-se extremamente fragmentadas (KRONKA et
al., 2005). Conforme um levantamento recente de Kronka et al. (2005), as areas com
vegetacdo natural no Estado de S&o Paulo vém sofrendo reducdes sucessivas ao longo dos
anos. Na década de 60, o estado paulista possuia uma area de 7,26 milhdes de hectares de
cobertura vegetal (29,3%), nos anos 70 essa area havia sido reduzida para 4,39 milhdes de
hectares (17,7%), e em 90 a area total de vegetacdo natural era de 3,33 milhdes de hectares
(13,43%). No ultimo levantamento realizado nos anos 2000 e 2001, observou-se gque a area de
cobertura vegetal foi superior ao verificado no levantamento anterior (década de 90). De
acordo com esse estudo acredita-se area de cobertura vegetal remanescente do estado para a
década de 2000, correspondem a 3,46 milhdes de hectares, ou seja, restam apenas 13,9% da

vegetacdo natural.
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A fragmentacdo pode modificar a historia evolutiva de populagbes naturais, alterar a
dindmica dos ecossistemas e comprometer a sobrevivéncia de diferentes espécies arboreas no
longo prazo. Portanto, a implantacdo de medidas efetivas de conservagdo deve ser premente
para a recuperacdo e manutencao dos escassos fragmentos de vegetacao natural do estado.

2.2 EFEITOS GENETICOS DA FRAGMENTACAO DE HABITATS

A fragmentacdo de habitats é definida como o processo pelo qual uma extensa area de
cobertura vegetal natural sofre uma separacdo artificial, transformando-se em pequenas
manchas isoladas e de tamanho reduzido, que sdo envolvidos por uma matriz altamente
modificada ou degradada, que pode ser constituida por culturas agricolas ou outro tipo de
atividade (ISHIHATA, 1999). Nesse tipo de processo ndo estdo inclusos apenas a diviséo dos
habitats e a reducao significativa da area (FAHRIG, 2003). Geralmente, a fragmentacdo esta
associada a uma série de outras intervencgdes, tais como a extracao de espécies madeireiras de
interesse econdmico, queimadas, implantacdo de vegetacdo exdtica, exaustdo do solo,
assoreamento das bacias hidricas, caca, entre outros, contribuindo decisivamente para a perda
da biodiversidade (LAURANCE et al., 2002; TABARELLI et al., 2004).

A fragmentacdo ndo é originaria exclusivamente da acdo antropica, eventos naturais
como montanhas, lagos e outras formacdes vegetativas sdo capazes de diminuir,
significativamente, o fluxo de animais, pélen e/ou sementes (VIANA, 1990). No entanto, a
fragmentacdo promovida pelo homem tem efeitos devastadores e ocorrem em um curto
espaco de tempo, agindo de forma drastica sobre todo o ecossistema pré-existente. Muitas
vezes, as alteracdes sdo tdo profundas que algumas comunidades ndo conseguem se
reorganizar e acabam por se extinguir.

A reducdo das florestas e a fragmentacédo florestal séo duas das principais ameacas as
populacdes naturais de espécies arboreas tropicais (YOUNG; BOYLE, 2000b). Vaérios
estudos detectaram que a reducdo do habitat natural e subsequente isolamento espacial das
populacdes tém consequéncias negativas sobre o sucesso reprodutivo, fluxo génico, tamanho
efetivo populacional, endogamia e diversidade genética das espécies arbdreas tropicais
(AGUILAR et al., 2008; BITTENCOURT; SEBBENN, 2007; FREITAS et al., 2006;
HAMRICK, 2004; JUMP; PENUELAS, 2006; KRAEMER et al., 2008; SEOANE et al.,
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2000). A fragmentacdo contribui ainda para a erosdo genética e aumento da divergéncia entre
populacOes, através de eventos como aumento da deriva genética, aumento da endogamia,
reducdo do fluxo génico e aumento da probabilidade de extingdo local (BALERONI, 2003;
YOUNG; BOYLE, 2000b). Tais eventos tém implicacbes em relacdo a persisténcia das
espécies. No curto prazo, a perda da heterozigose pode reduzir a aptiddo individual da
espécie, inviabilizando o remanescente populacional. No longo prazo, a reducdo da riqueza
alélica deve limitar a habilidade das espécies a responderem as mudancas advindas da acao de
forcas seletivas (CHARLESWORTH, D.; CHARLESWORTH, B., 1987; SEOANE et al.,
2000).

Embora exista a dificuldade em se definir um padrdo Unico e o sentido dos efeitos da
fragmentacdo sobre as populacbes das espécies arboreas, em virtude da ampla gama de
estudos realizados com o tema (BERNACCI et al., 2006; FAHRIG, 2003; RIES et al., 2004)
os efeitos genéticos mais Obvios observados na fragmentacdo de um continuo florestal sdo as
diminuicBes da diversidade genética nas populacdes e espécies, as mudangas na estrutura
genética populacional, as modificacfes no sistema de cruzamento, e alteracdes na composicéo
dos agentes polinizadores ou mesmo, seu comportamento individual (AGUILAR et al., 2008;
BALERONI, 2003; BITTENCOURT; SEBBENN, 2007; DICK et al, 2003; JUMP;
PENUELAS, 2006; KRAEMER et al., 2008; PRIMACK; RODRIGUES, 2001; YOUNG;
BOYLE, 2000b). A fragmentacdo de habitats pode reduzir a diversidade genética de uma
populacdo de plantas por duas vias: reducdo do tamanho populacional e posterior deriva
genética. A redugdo do tamanho populacional cria gargalos genéticos (“bottlenecks”), pois os
individuos remanescentes contém apenas uma pequena amostra do conjunto (pool) génico
original. Consequentemente, a pequena populacdo remanescente, caso permaneca isolada por
muitas geracOes, terd continua perda de alelos, reducdo na heterozigosidade e aumento do
parentesco e endogamia, devido a deriva genética aleatoria (BITTENCOURT; SEBBENN,
2007; WARD et al., 2005). A diversidade genética € de importancia fundamental, para o
potencial evolutivo de uma espécie, e determina suas chances de sobrevivéncia em longo
prazo (FLEISHMAN et al., 2001; JONES et al., 2001). Trata-se da "matéria-prima" que
possibilita as mudancas evolutivas de uma espécie (PITHER et al., 2003; MAMURIS et al.,
2001). Populacdes com pouca diversidade genética podem ser incapazes de responder as
mudancas ambientais (JONES et al., 2001; MATOCQ; VILLABLANCA, 2001; SHARMA,
2001; SHARMA et al., 2000; TANSLEY; BROWN, 2000). Mais especificamente, a perda da
diversidade genética resulta em baixo potencial evolutivo (HOLSINGER; GOTTLIEB, 1991)

e provoca a reducdo da adaptagdo (fitness), tanto do individuo quanto da populacéo
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(BOUZAT, 2001; KOPPITZ, 1999; MATOCQ); VILLABLANCA, 2001). A reducdo da
diversidade genética pode conduzir uma espécie a extincdo (BOUZAT, 2001; SHARMA,
2001; SHARMA et al., 2000), sendo, portanto, uma das principais ameacas a existéncia de
uma espécie (JAGGI et al., 2000; TANSLEY; BROWN, 2000).

A estrutura genética das populacfes de plantas é resultado da combinacdo do sistema
de reproducdo da espécie e da acdo de diversos fatores evolutivos como a deriva genética,
selecdo natural, divergéncia mutacional e recombinagdo genética (OUBORG et al., 1999). A
distribuicdo espacial e temporal da diversidade genética em popula¢cdes naturais é
determinada principalmente pelos mecanismos de dispersdo de polen e sementes, e também
pela sua distribuicdo geografica (HAMRICK; GODT, 1996). A fragmentacdo do habitat afeta
a reproducdo das plantas dos remanescentes florestais e a magnitude do seu efeito esta
diretamente relacionado com a biologia da reproducéo da espécie, especialmente as espécies
polinizadas e dispersas por animais, como € o caso da maioria das espécies arbdreas tropicais
(FUCHS et al., 2003; NASON; HAMRICK, 1997; TEMPLETON et al., 1990; YOUNG et
al., 1996). As drasticas mudancas na geometria da paisagem tendem a afetar as interacdes
entre plantas e animais e, consequentemente, a demografia e recrutamento de plantas (HOWE,
1984; JANZEN, 1983). A fragmentacdo pode afetar a densidade populacional de animais, a
amplitude de flutuacdo das suas populacGes, as atividades dos polinizadores e o0 arranjo de
forrageamento dos mesmos (PULLIAM, 1988; SHAFFER, 1981), atingindo potencialmente a
polinizacéo e o nivel de producdo de sementes nas plantas (JENNERSTEN, 1988; MENGES,
1991).

A reproducdo das plantas também é afetada pelas mudangas no microclima devido a
fragmentacdo, em resposta as alteracGes do vento, da insolacdo e da dessecacdo (SAUNDERS
et al.,, 1991). Assim, as consequéncias geneticas da fragmentacdo sobre o sistema de
reproducdo de populactes sdo alteraces na taxa de fluxo génico, refletindo diretamente na
taxa de cruzamento por alterar o tamanho das populac@es das espécies, ou indiretamente, por
influenciar a abundancia ou comportamento dos agentes polinizadores (KARRON et al.
1995). Portanto, estas consequéncias tendem aumentar a frequéncia de autofecundacdo e
cruzamentos endogamicos nas populacdes remanescentes (ALDRICH; HAMRICK, 1998;
CASCANTE et al., 2002; DICK et al., 2003; FUCHS et al., 2003; LOBO et al., 2005). O
aumento da endogamia ou homozigosidade pode resultar em depressdo endogamica, sendo
esta mais severa em espécies predominantemente de cruzamento que mantém altos niveis de
carga genética em suas populagées (NASON; HAMRICK, 1997).
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A baixa densidade populacional, presenga de sistemas de auto-incompatibilidade e as
consequentes altas taxas de cruzamento de muitas espécies arboreas dos tropicos tornam-nas
vulnerdveis a fragmentacdo (CASCANTE et al., 2002). A fragmentacdo florestal isola
individuos e populacBes, reduz a densidade populacional e o tamanho da vizinhanga
reprodutiva, podendo diminuir o fluxo de genes entre populacdes e aumentar a endogamia
dentro das populagdes e, consequentemente, aumentando a diferenciacdo entre as populacdes
remanescentes (BITTENCOURT; SEBBENN, 2009; JUMP; PENUELAS, 2006; YOUNG et
al., 1996).

A conservacdo e 0 manejo da diversidade biolégica nos ecossistemas naturais em
processos de fragmentacdo e a restauragdo de ecossistemas fragmentados sdo desafios
complexos que requerem conhecimento fundamental sobre a fitossociologia, dindmica,
biologia reprodutiva e a estrutura genética de suas populactes. Informacdes sobre os sistemas
de cruzamento, fluxo génico e os niveis da variabilidade genética entre e dentro de populagdes
sdo fundamentais para o delineamento de estratégias apropriadas de conservagao in situ e ex
situ de espécies arboreas tropicais (ASINS; CARBONELL, 1987).

2.3 FLUXO GENICO

O Fluxo génico é a troca da informacdo genética entre individuos, populacdes ou
espécies. Em plantas, o fluxo génico pode-se estabelecer pelo movimento de pdlen ou
sementes (BOREM, 2002). E definido como sendo um termo coletivo que inclui todos os
mecanismos que resultam na movimentacéo de alelos entre as populacdes (SLATKIN, 1985).
De acordo com Levin e Kerster (1974), é uma medida da fertilizacdo (pdlen), ou
estabelecimento de individuos férteis (sementes), em razdo da distancia percorrida da origem
até o local onde a dispersdo ocorreu. E um fator evolutivo que tem o efeito de homogeneizar a
composicdo genética, de modo que se ele for o Unico fator atuante, todas as populagdes irdo
convergir para uma mesma frequéncia alélica (FUTUYMA, 1992).

Em espécies arbdreas a importancia do fluxo génico (via polen e sementes) reside na
sua influéncia sobre a estrutura genética e no tamanho efetivo das popula¢des, determinando a
natureza e o nivel de diversidade genética, fazendo-se necessario sua consideracdo para o
estabelecimento e manejo de reservas genéticas (ADAMS, 1992; DOW; ASHLEY, 1998;
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SOUSA; HATTEMER, 2003). O fluxo génico é considerado o mecanismo evolutivo com
maior capacidade de manter a coesdo genética de uma espécie (DICK et al., 2003). Em
populacdes 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
populacdes (BURCZYK et al., 2004). Fatores microevolutivos como o fluxo génico, deriva
genética e a selecdo natural ao longo do tempo atuam e se contrapdem entre si, determinando
a genética das populagdes em espécies arboreas. Durante todo o processo de evolucdo das
populacdes, o fluxo génico opera no sentido de homogeneizar a diversidade genética espacial.
Por outro lado, fatores como a deriva genética, mutacdo e selecdo natural apresentam um
efeito oposto contribuindo para a divergéncia entre populacbes (HAMRICK; NASON, 2000;
SLATKIN, 1987). A selecdo natural favorece a adaptacdo a condigdes ambientais locais,
provocando a diferenciacdo genética entre populacdes e a deriva genetica provoca a fixagado
aleatoria de diferentes alelos nas diferentes popula¢fes (SLATKIN, 1987).

Os fatores que afetam a reproducdo e o fluxo génico sdo particularmente
determinantes da estrutura genética de populagdes (LOVELESS; HAMRICK, 1984).
Polinizadores como morcegos e beija-flores, devido a sua capacidade de voo, promovem o
aumento da variabilidade dentro de populacdes, enquanto diminuem a divergéncia entre
populacdes ao manté- las ligadas por fluxo génico. Da mesma forma, sementes dispersas pelo
vento promovem o deslocamento de alelos dentro da populacdo e eventualmente entre
populacdes. O limitado fluxo génico mesmo dentro de populacfes pode levar a formacéo de
pequenos grupos de individuos geneticamente mais similares, de modo que uma populagéo
pode ser constituida de varias subpopulacdes geneticamente diferenciadas (FISCHER et al.,
2000).

De acordo com Hamrick e Loveless (1989), populacdes de espécies arboreas que tém
sua polinizacdo realizada por animais que percorrem longas distancias apresentam maior
diversidade genética comparadas com aquelas polinizadas pelo vento ou por animais que
percorrem curtas distancias. Ja a dispersdo das sementes pelo vento ou por animais apresenta
maior diversidade genética dentro das populacdes do que a dispersao pela gravidade, em que a
deposicdo das sementes é realizada préxima a arvore mée.

A fragmentacdo do habitat possui uma acdo devastadora e em alguns casos
intensificadora sobre os fatores evolutivos atuantes em uma determinada populacdo. O
tamanho efetivo e a diversidade genética dentro de popula¢bes diminuem, a diferenciacdo
genética entre populagdes aumenta, afetando a viabilidade da populagdo a curto e médio prazo
(CASCANTE et al., 2002; YOUNG et al., 1996). Os efeitos da fragmentacéo séo devidos
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principalmente ao aumento do nivel de endogamia e deriva genética nos remanescentes
populacionais em pequenas areas e com fluxo génico reduzido entre fragmentos, como
relatado para algumas espécies arbdreas tropicais (DAY ANANDAN et al., 1999; FUCHS et
al., 2003; WHITE et al., 1999).

Quando populagbes de plantas se encontram geneticamente isoladas, tornam-se
vulneraveis a perda da diversidade genética o que é critico a sua sobrevivéncia no longo prazo
(SORK; SMOUSE, 2006). A fragmentacdo de habitat promove uma perda imediata de alelos
que esta associado com a reducdo no tamanho da populacdo (BITTENCOURT; SEBBENN,
2009; JUMP; PENUELAS, 2006; WHITE et al., 1999). Porém, a longevidade de arvores,
combinadas com sementes viaveis e dispersdo de pdlen, pode aumentar a resisténcia aos
efeitos negativos da fragmentacdo florestal (HAMRICK, 2004; JUMP; PENUELAS, 2006).
Assim, o elemento fundamental para predizer os efeitos da fragmentacéo é o nivel de fluxo de
genes (via pdlen e semente) entre populagdes (HAMILTON, 1999; HAMRICK, 2004) e a
caracterizacao da distribuicdo genetica espacial dentro de vizinhancgas reprodutivas.

Estudos de fluxo génico com abordagens ecoldgicas tém mostrado que a distancia de
migracdo de pdlen e sementes é espacialmente restrita (SLATKIN, 1985) e com pequena
proporcao dispersa a longas distancias. Em relacdo a maioria das espécies florestais, o polen é
raramente transportado a distancias maiores que 1000 m (LOVELESS; HAMRICK, 1984).
Sementes tendem a ser distribuidas proximas as arvores matrizes e raramente sdo levadas a
distancias maiores de 200 m (HOWE; SMALLWOOD, 1982; LEVIN, 1981). No entanto,
recentemente com estudos baseados na utilizacdo de marcadores genéticos do tipo
isoenzimas, de marcadores altamente polimdrficos como os microssatélites e 0 uso de analises
estatisticas como a andlise de paternidade e TWOGENER, tém comprovado que tanto o polen
como a semente pode mover-se a distancias consideraveis dentro de populagdes e que o fluxo
de genes dentro de populacdes é muitas vezes alto (APSIT et al., 2001; BITTENCOURT;
SEBBENN, 2007; BITTENCOURT; SEBBENN, 2008; CARNEIRO et al., 2007,
CARNEIRO et al., 2009; DICK et al., 2003; DUNPHY et al., 2004; NASON et al., 1998;
WHITE et al., 2002). Nason et al. (1998), estudando a estrutura reprodutiva de sete espécies
arbdreas tropicais monoicas do género Ficus no Panama, detectaram que o fluxo de polen
ocorria rotineiramente em distancias variando de 5,8 a 14,2 km entre coespecificos e que a
unidade reprodutiva de populacdes dessas espécies era constituidas de 150 a 750 individuos
distribuidos sobre &reas de 106-632 km? De acordo com 0s autores o vetor espécie-
especifico, no caso vespas, favorecia o longo fluxo de polen. Tais resultados levaram a

conclusédo de que o tamanho efetivo reprodutivo das populacdes das espécies de Ficus era
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maior do que a &rea fisica ocupada pelas popula¢es. Assim, mesmo com a fragmentacéo e o
aumento do isolamento dos coespecificos, as espécies de Ficus podiam trocar genes e ndo se
tornaram isoladas reprodutivamente. Inclusive, nesse caso, é possivel que a fragmentacdo
tenha induzido a um aumento no tamanho da area de vizinhanca reprodutiva. Esta hipdtese
também foi levantada em outras espécies. White et al. (2002) detectaram na espécie arborea
tropical Swietenia humillis, que alguns fragmentos recebiam grande contribuicdo de polen
vindo de mais de 4,5 km de distancia, interpretando esse resultado como um fator positivo da
fragmentacdo que teria favorecido a longa distancia pela abertura de espaco, favorecendo o
vbo dos polinizadores. Em concordéncia, Aldrich e Hamrick (1998) observaram que muitas
das sementes produzidas dentro de fragmentos de Symphonia globulifera eram os resultados
da contribuicdo de pdlen de arvores isoladas localizadas em pastagens a centenas de metros
dos fragmentos, embora também detectassem que muitas sementes produzidas nos fragmentos
foram resultantes da contribuicdo polinica de poucas arvores polinizadoras, 0 que reflete a
presenca de deriva genética no processo de reproducdo como um resultado da fragmentacéo
da paisagem. Em outros termos, os resultados de Aldrich e Hamrick (1998) refletem uma
grande area de vizinhanga ocupada por uma pequena vizinhanga genética. Por sua vez, Nason
e Hamrick (1997) detectaram na espécie arborea tropical Spondias mombim que, em pequenas
populacdes fragmentadas, 90% a 100% das progénies produzidas, eram o produto do fluxo de
polen originado de fragmentos localizados de 80 a 1.000 m de disténcia. Igualmente, Dunphy
et al. (2004), estudando Hymenaea courbaril em Porto Rico, detectaram que 42% a 62% do
polen vieram de fora das populacGes. Em termos gerais, estes resultados sugerem que existe a
possibilidade das espécies responderem ao aumento da distancia entre coespecificos pela
fragmentacdo. Contudo, estes estudos sdo preliminares, e como Vvisto muito poucas espécies
foram avaliadas em termos de isolamento reprodutivo, ainda mais considerando as grandes
diferencas no sistema sexual, distribuicdo espacial, densidade, longevidade, mecanismos e
vetores de polinizacdo e dispersdo de sementes, porte e caracteristicas como auto-
incompatibilidade, existentes entre as centenas de espécies arbdreas que vegetam nas florestas

tropicais.
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2.4 ESTUDO DE FLUXO GENICO POR MARCADORES E ANALISE DE
PATERNIDADE

A taxa de imigracdo, a distancia e os padrdes de fluxo génico em populagcdes naturais
podem ser estudados por meio de métodos diretos ou indiretos. Os métodos diretos permitem
a obtencdo da estimativa do fluxo génico atual, j& os métodos indiretos fazem uma referéncia
aos niveis historicos do fluxo génico (MARTINS, 2005). O método mais comum para se
medir o fluxo génico de forma direta em plantas é o baseado na observacdo do movimento
dos agentes polinizadores e dispersores de sementes ou ainda por meio do acompanhamento
da distancia de dispersdo dos grdos de pdlen ou das sementes marcados com corantes
(BOREM, 2002; OUBORG et al., 1999; SLATKIN, 1985). Devido ao fluxo génico por
sementes ser o responsavel por dois tercos do tamanho da vizinhanga genética, o
conhecimento de sua extensdo também & essencial para estimar o tamanho reprodutivo de
populacdes de espécies arboreas tropicais (HAMILTON, 1999).

Outros métodos diretos utilizam marcadores genéticos, e, nesse caso, pode-se estimar
o fluxo génico atual (contemporaneo). Um método simples é introduzir ou identificar uma
planta em uma populacdo com caracteristica Unica, bem como analisar sua frequéncia na
populacdo da geracdo seguinte (LATTA et al., 1998). Os metodos indiretos utilizados para
fazer a inferéncia dos padrGes de fluxo génico sdo baseados na estrutura genética das
populacdes (ZUCCHI et al., 2002), sendo eles via Fsr, alelos privativos e andlise de
autocorrelacdo espacial. O uso do Fst vem sendo rotineiramente empregado para estimar o
namero de migrantes por geracao (Nm) para um conjunto de populacdes ou de subpopulacées.
Este é chamado também de fluxo génico histdrico. O uso de alelos privativos para avaliacdo
do fluxo génico foi descrito inicialmente por Slatkin (1985), e € baseado na frequéncia média
de alelos que sdo exclusivos de uma ou poucas populacdes (alelos raros). A frequéncia destes
alelos ¢é utilizada para estimar a média do numero de migrantes permutados entre as
populacdes (RAPOSO, 2007).

Um outro método mais sofisticado e efetivo para a estimacao do fluxo génico atual é o
descrito por Dow e Ashley (1998), que requer o uso de marcadores moleculares para
identificar o pai de progénies de polinizacdo aberta. Se o marcador molecular é altamente
polimérfico, como no caso dos microssatélites, e o nimero de pais potenciais é relativamente

pequeno, o pai de cada semente pode ser identificado de forma precisa (BOREM, 2002). De
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acordo com Zucchi et al. (2002), a anélise de paternidade é uma excelente ferramenta para a
definicdo do fluxo de polen e, consequentemente, o fluxo génico nas populagdes.

Os primeiros estudos de andlise de paternidade eram baseados na estimativa de
exclusdo de paternidade. Entretanto, este método pode identificar erroneamente o candidato a
pai verdadeiro por apresentar alguns problemas causados por erros de genotipagem ou
mutagoes (MARSHALL et al., 1998). A estatistica Delta (A), definida por Marshall et al.
(1998), auxilia na determinacdo da paternidade e é baseada no método da maxima
probabilidade que tolera erros de genotipagem e define o individuo com mais chance de ser o
pai de um descendente (semente, regenerante ou juvenil) com base nas frequéncias alélicas. A
analise considera o nimero de candidatos a pai, a proporcdo de individuos amostrados e as
falhas ou erros nos dados genéticos. Nesse caso, de acordo com Marshall et al. (1998), o
programa Cervus 3.0 € indicado para as analises de paternidade, utilizando-se de marcadores

codominantes.

2.5 EMPREGO DE MARCADORES MOLECULARES NO ESTUDO DE
ESPECIES FLORESTAIS

A utilizacdo de marcadores genéticos em estudos populacionais de espécies florestais
tem demonstrado tratar-se de uma ferramenta de alto potencial (FREITAS et al., 2005).
Nessas espécies, 0os marcadores moleculares tém sido utilizados, tanto nos programas de
melhoramento, visando ao aumento de produtividade e qualidade dos produtos, como a
geracdo de dados genéticos (diversidade genética, sistema de reproducdo, estrutura genética
populacional, fluxo génico) que permitem a elaboracdo de estratégias de conservacao e
melhoramento de espécies vegetais (PAULA, 2006).

Embora a aplicacdo da biologia molecular em espécies florestais tenha sido
relativamente mais lenta do que nas espécies agricolas, na ultima década houve grande
aumento de publicacBes de marcadores genéticos para espécies florestais. Avangos recentes,
em genética molecular de arvores, contribuiram para um melhor entendimento da organizacéo
do genoma, estrutura, funco, e evolucio de espécies florestais (GONZALEZ-MARTINEZ et
al., 2006). Estudos utilizando marcadores genéticos contribuiram, expressivamente, para a

compreensdo de fluxo de genes, hibridacéo, estrutura de populagdo, deriva genética e sistema
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reprodutivo (HAMRICK; NASON, 2000; LINHART, 2000; NEWTON et al., 1999;
OUBORG et al., 1999). Em espécies florestais, especificamente, a aplicagdo comum de
marcadores moleculares foi utilizada para mensurar a diversidade genética (PETIT et al.,
2005) testar hipdteses de glaciacéo relacionadas a padrbes de migracdo (PETIT et al., 2003)
caracterizar a expansdo de gendtipos particulares, mediada pela a¢do antropica (GIL et al.,
2004) e descrever a estrutura de reproducéo e fluxo de gene (ADAMS; BURCZYK, 2000;
NASON et al., 1998; SMOUSE; SORK, 2004). Dessa forma, os microssatélites (SSR) tém
sido a classe de marcadores moleculares mais extensamente utilizados em estudos de genética
de populacdes, com diversas aplicacdes incluindo a conservacdo genética, a genética de
populacdo, sistema de reproducdo, teste de paternidade, e, também, para o estudo de
populacdes de espécies florestais (COLLEVATTI et al., 1999; DAYANANDAN et al., 1997).
Sua crescente utilizacdo deve-se ao fato de que esses marcadores sdo co-dominantes,
multialélicos, altamente reproduziveis, polimorficos, tém grande resolucéo e estdo baseados
na reacdo da polimerase em cadeia (PCR) (OLIVEIRA et al., 2006). Marcadores moleculares,
baseados em PCR, destacam-se por requererem um menor nimero de locos para fornecer uma
estimativa satisfatdria das relagdes entre individuos, no caso, de microssatelite de 30-40 locos
(BLOUIN, 2003).

Embora a distribuicdo dos microssatélites no genoma eucarioto ocorra ao acaso
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998), no caso especifico do genoma de plantas, eles estdo
associados, preferencialmente, com o DNA ndo repetitivo, isto é, ocorrem, frequentemente,
proximos ou mesmo dentro de genes (MORGANTE et al., 2002). A irregularidade dessa
distribuicdo deve-se as diferencas em suas frequéncias dentro do codon e das sequéncias do
anti-cédon (ARCOT et al., 1995; WILDER; HOLLOCHER, 2001) e a possibilidade funcional
das diferentes repeticBes. A frequéncia de microssatélites no genoma varia também por taxon,
em termos de numeros absolutos de locos do microssatélite e de repeticdo preferencial
(HANCOCK, 1999).

O ndmero de repeticdes é fundamental para determinar a dindmica evolutiva do
microssatélite. 1sso significa que a espécie com microssatélites curtos deve ter taxas mais
baixas de mutacdo de microssatélite do que espécies com microssatélite mais longos (AMOS
et al., 1996).

Até a alguns anos, pensava-se que 0s microssatélites fossem marcadores seletivamente
neutros, ndo sendo afetados por pressbes seletivas. Entretanto, agora é evidente que a
expansdo do numero de repeticOes pode causar alteracfes fisioldgicas, como por exemplo,

doencas em humanos (MOXON; WILLS, 1999). Embora os microssatélites sejam usados
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extensivamente em um namero consideravel dos estudos que cobrem as mais variadas areas
da genética, a dindmica mutacional dessas regifes gendmicas & pouco compreendida
(SCHLOTTERER, 2000), embora se saiba que a taxa mutacional desses locos é muito mais
elevada do que a que ocorre em outras partes do genoma, variando de 10 a 10°° nucleotideos
por loco a cada geracédo (SIA et al., 2000).

O progresso no uso dos microssatélites encontrou retrocesso devido ao custo elevado
no desenvolvimento de primers especificos. Entretanto, muitos estudos mostram que primers
projetados para uma determinada espécie podem ser usados para outra espécie do mesmo
género (CIPRIANI et al., 1999; ISAGI; SUHANDONO, 1997;) ou até mesmo para géneros
diferentes da mesma familia (ROA et al., 2000; WHITE; POWELL, 1997; ZUCCHI et al.,
2002). Esse atributo do microssatélite € conhecido como transferabilidade ou amplificacdo
cruzada de espécies. A transferabilidade é muito importante para facilitar o uso de
microssatelites porque reduz custos ao trabalhar com taxas de frequéncias baixas de
microssatélite ou microssatélites dificeis de isolar. A transferabilidade de microssatélite entre
espécies relacionadas é permitida pela natureza homologa da sequéncia do DNA em regides
flanqueadoras do microssatélite (PRIMMER; MERILA, 2002).

Apesar de alguns aspectos, com relacdo ao custo, marcadores microssatélites tem sido
desenvolvidos para varias espécies arboreas, como por exemplo, Pinus sylvestris (KOSTIA et
al., 1995), Pinus radiata (SMITH; DEVEY, 1994), Quercus macrocarpa (DOW et al., 1995),
e Populus nigra (RAHMAN; RAJORA, 2002; VAN DER SCHOOT et al., 2000). Colec6es
grandes de microssatélites estdo disponiveis para Pinus taeda (245 SSRs) (WILLIAMS;
AUCKLAND, 2002).

Contudo, uma das criticas ao emprego de marcadores SSR refere-se ao fato de alguns
métodos de analise genética populacional apresentarem problemas de estimacéo, oriundos de
erros de derivacbes dos estimadores, causado pelo alto polimorfismo dessa classe de
marcadores, em termos de nimero de alelos. No entanto, novas derivacGes de parametros e
métodos de estimacdo, solucionaram esses entraves, de maneira que 0 poder estatistico
disponivel para detectar a diferenciacdo entre grupos de espécies com risco de extingcéo &,
atualmente, muito elevado (HEDRICK, 2001).

Na espécie arbdrea Myracrodruon urundeuva, os primeiros estudos com marcadores
genéticos envolviam a utilizacdo de isoenzimas (MORAES, 1992), RAPD e sequéncia de
cpDNA (REIS, 1999; REIS; GRATTAPAGLIA, 2004). Porém, outras técnicas moleculares
foram sendo propostas, como o marcador dominante AFLP (FREITAS et al., 2005; VOS et
al., 1995;) e os microssatélites (CAETANO et al., 2005; CAETANO et al., 2008). Os estudos
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genéticos de M. urundeuva, utilizando-se primers SSR sdo recentes e restritos apenas ao
conhecimento da diversidade existente dentro e entre popula¢es do Paraguai e da Argentina
(CAETANO et al., 2005) e da estrutura genética de 53 popula¢des naturais da América do Sul
(CAETANO et al., 2008). No Brasil, as primeiras publicacdes da utilizagcdo de primers de
microssatélites especificos para a espécie no estudo da diversidade, estrutura genética e
sistema de reproducdo das populacdes do Pais, surgiram agora no ano de 2009 (GAINO et al.,

no prelo).

2.6 A ESPECIE Myracrodruon urundeuva (F.F. & M.F. Allem3o)

A espécie M. urundeuva, conhecida vulgarmente como aroeira, aroeira-do-sertdo ou
urundetva pertence a familia Anarcadiaceae. E uma espécie arborea tropical, secundaria,
tardia e de ampla distribuicdo geografica que ocorre no Brasil, Argentina, Bolivia e no
Paraguai (3°30'S, Brasil a 25°S, Argentina). No Brasil, distribui-se naturalmente desde o
Ceara até o Mato Grosso do Sul, sendo mais frequente nos Estados do Maranh&o, Piaui,
Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Sergipe, Bahia, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Goias, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Espirito Santo, Sdo Paulo e com poucas
aparicoes no Parana (LORENZI, 1998; RIZZINI, 1995).

Myracrodruon urundeuva é uma arvore decidua, heliofila, seletiva xerofila,
caracteristica de terrenos secos e rochosos, ocorrendo em agrupamentos densos, tanto em
formacdes abertas e muito secas (caatinga) como em formacgdes muito umidas e fechadas
(floresta pluvial com 2000 mm de precipitacdo anual) (LORENZI, 1998). Porém, ocorre,
preferencialmente, em ambientes secos, de solos pedregosos, sendo uma arvore encontrada
nos mais variados tipos de vegetacao, da caatinga a floresta pluvial tropical, passando através
de formacdes de cerrado (SANTIN, 1989). A altura da arvore varia conforme a regido de sua
ocorréncia (LORENZI, 1992), podendo atingir 30 m de altura (RIZZINI, 1971).
Myracrodruon urundeuva é considerada uma espécie didica (SANTIN; LEITAO FILHO,
1991; Figura 1), mas ha relato de monoicia (NOGUEIRA et al., 1982) e ocorréncia de
hermafroditismo juntamente com dioicia (CARVALHO, 1994). A floracdo é ampla e variada:
em janeiro, em Pernambuco; de marco a abril, no Ceara; de maio a julho, em Minas Gerais;

de junho a agosto, no Estado de Sdo Paulo; de julho a agosto, no Distrito Federal; de agosto a
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setembro, Mato Grosso do Sul e em outubro, no Rio Grande do Norte. Os diasporos séo
dispersos por anemocoria (CARVALHO, 1994) e a polinizacéo é feita por abelhas. Os frutos
sdo do tipo drupa globosa ou ovéide, com calice persistente, considerado um fruto-semente
(FIGUEIROA et al., 2004). A semente é Unica (0,2 a 0,4 cm de didmetro), globosa,
desprovida de endosperma, com epicarpo castanho-escuro, mesocarpo castanho, carnoso,
resinifero, com odor caracteristico e tegumento membranaceo (ALMEIDA et al., 1998;
MEDEIROS, 1996). Tambeém apresenta dorméncia embriondria e um comportamento
ortodoxo, podendo ser desidratadas e armazenadas por longo periodo de tempo em bancos de
germoplasma de sementes a baixas temperaturas (MEDEIRQOS, 1996).

Considerada madeira de lei, € muito densa, dura, elastica, resistente a cupins, recebe
excelente polimento e, quando seca, ¢é de dificil trabalhabilidade (MORAES; FREITAS, 1997;
RIZZINI, 1995; SANTOS, 1987). Quando recem cortada, apresenta coloracdo rosa-clara e
torna-se vermelha-escura quando é exposta ao sol, sendo considerada a madeira mais
resistente do Brasil. Enquanto um centimetro quadrado de concreto suporta uma carga de 250
Kgf, a M. urundeuva pode suportar até 696 Kgf. Nos registros do Institudo de Pesquisa
Tecnologicas (IPT) de Sdo Paulo, € classificada como ‘duravel’ e se coloca no fechadissimo
grupo das madeiras com durabilidade secular, as chamadas ‘imputresciveis’ (BRAGA, 1990;
RIBEIRO, 1989;). Além das propriedades mecéanicas que formam uma barreira fisica de
protecdo, existe também uma barreira quimica, formada por substancias produzidas pela
propria arvore, denominadas de extrativos, que possuem efeitos fungicida e inseticida
(BRAGA, 1990).

A madeira de M. urundeuva é muito utilizada em cercados, construcdes rurais e civil e
na indastria moveleira. A arvore também pode ser utilizada como planta ornamental, na
atividade apicola, como forrageira e para reflorestamentos ambientais (CARVALHO, 1994;
FREITAS et al., 2005). Na regido nordeste do Brasil, a M. urundeuva é largamente
empregada na medicina popular, com utilizagio em tratamentos ginecoldgicos,
dermatoldgicos e gastricos, com propriedades analgésicas e antiinflamatorias. Poréem, Vilar et
al. (2004) em uma pesquisa no Hospital Universitario Walter Cantidio da Universidade
Federal do Ceard, verificaram que 2% dos 137 pacientes submetidos ao tratamento de
dermatites, utilizando substancias extraidas da M. urundeuva, desenvolveram lesbes graves e
até dermatites cronicas. Sua casca, devido ao alto conteddo de tanino, ¢ utilizada no curtume e
suas folhas, quando maduras, na alimentacdo do gado nos sertdes nordestinos (SANTIN,
1989). Suas excelentes qualidades fazem da M. urundeuva uma raridade em madeira, 0 que

torna cada vez mais rapida sua devastagdo em todo o pais (RIBEIRO, 1989).
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Atualmente, M. urundeuva € pouco encontrada na regido sudeste do Brasil, suas
populacdes estdo restritamente localizadas em unidades de conservacdo (MORAES et al.,
2005). A acdo do homem ao longo dos anos tem promovido a destrui¢do de populacfes de M.
urundeuva, reduzindo-as a pequenas manchas espalhadas pelo pais.

Figura 1. Fotos ilustrativas destacando caracteristicas morfologicas da espécie didica M. urundeuva. (A) arvore;
(B) tronco; (C) folhas; (D) inflorescéncia; (E) frutos (Fotos: Lorenzi, 1992; Fernando Tatagiba).



40

3 CAPITULO |

DIVERSIDADE E ESTRUTURA GENETICA ESPACIAL
INTRAPOPULACIONAL EM POPULACAO FRAGMENTADA

DE Myracrodruon urundeuva (F.F. & M.F. Allem&o)
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3.1 INTRODUCAO

Os ecossistemas naturais vém sofrendo drasticamente com a atividade humana e essa
acdo devastadora traz alteragdes irreversiveis as espécies predominantes nestes ambientes
(PINTO et al., 2004). Assim, informacdes como diversidade genética e estrutura genética de
populacdes remanescentes em fragmentos florestais sdo importantes para o delineamento de
estratégias a serem utilizadas na conservacdo, melhoramento genético e exploracéo florestal
sustentada das espécies arboreas (RAJORA; PLUHAR, 2003).

A diversidade genética promove a matéria prima para adaptacdo, evolucdo e
sobrevivéncia das espécies e individuos, especialmente sob mudancas ambientais e condicbes
de doencas. Reducbes na diversidade genética podem predispor as espécies a alteracGes
patologicas, reduzir a produtividade e limitar o melhoramento genético (RAJORA; PLUHAR,
2003). Fatores intrinsecos a biologia das espécies arbdreas tropicais como o tamanho efetivo
da populacdo, a distribuicdo geografica das populacdes, 0 modo de reproducéo, o sistema de
cruzamento, o mecanismo de dispersdo de sementes e o tipo de comunidade em que a espécie
habitualmente ocorre, podem influenciar a constituicdo genética dos individuos de uma
populacdo (HAMRICK, 1983).

O estudo da diversidade genética em populacdes naturais compreende a descri¢do dos
niveis de variacdo genética mantida dentro das populaces, bem como a forma em que a
variacao genética é dividida entre e dentro das populagdes (LOVELESS; HAMRICK, 1987).
A diversidade genética intrapopulacional pode ser caracterizada pelos indices: porcentagem
de locos polimorficos (P), nimero medio de alelos por loco (A), heterozigosidade esperada ou

diversidade génica (H,) em equilibrio de Hardy-Weinberg, heterozigosidade observada (H, )

e indice de fixacdo (F ) (BERG; HAMRICK, 1997).

O padréo espacial ou a estrutura genética espacial intrapopulacional € um componente
importante dos processos genético-ecoldgicos e evolutivos de populagdes naturais de plantas
(GUSSON et al.,, 2005). A estrutura genética espacial intrapopulacional é o resultado,
primeiramente, da dispersdo de sementes a curtas distancias, na vizinhanga da arvore materna
e, em segundo lugar, da disperséo de p6len também a curtas distancias (HARDY et al., 2002).
O conhecimento da estrutura genética espacial pode melhorar a eficiéncia da amostragem para
maximizar a diversidade génica ou minimizar os cruzamentos endogamicos (EPPERSON,

1990). Cruzamentos endogdmicos e autofecundacdes geram endogamia a qual desencadeia a
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depressdo endogamica (perda de vigor, fertilidade, mortalidade precoce, ma formacéo, etc). A
depressdo endogdmica € uma realidade nas populacBes remanescentes em fragmentos
florestais. Portanto, estudos em fina escala da distribuicdo espacial de gendtipos, do sistema
de reproducdo, e de comparacGes dos niveis de endogamia existentes em diferentes estagios
ontogénicos das plantas sdo necessarios para compreender como se processa a dindmica da
endogamia entre geracGes, bem como para determinar a distdncia minima entre arvores
matrizes para a coleta de sementes para a conservacdo ex situ e reflorestamentos ambientais.
Assim, 0s objetivos desta pesquisa foram verificar os niveis de diversidade genética,
endogamia e a estrutura genética espacial intrapopulacional entre diferentes geracdes de uma
populacdo fragmentada da espécie arbdrea tropical didica Myracrodruon urundeuva (F.F. &
M.F. Alleméo), na Estacdo Ecoldgica de Paulo de Faria, estado de Sdo Paulo, usando locos
microssatelites. As seguintes questdes foram abordadas: a) Quais sdo os niveis de diversidade
genética e endogamia nas geracOes adulta, regenerante e progénies? b) EXiste estrutura
genética espacial na populacdo adulta e na regeneracdo ou a distribuicdo dos gendtipos é

aleatoria?

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Local de estudo

O estudo foi conduzido na Estacdo Ecoldgica de Paulo de Faria do Instituto Florestal
de S8o Paulo. A Estacdo Ecologica possui uma area de 435,73 ha, localizada entre as
coordenadas 19°55' e 19°58' de latitude S e 49°31' e 49°32' de longitude W, com altitude
variando de 400 a 495 m (Figura 2). O clima da regido segundo a classificacdo de Koeppen é
do tipo Aw, tropical quente e Umido, caracterizando-se por apresentar duas estacOes
climaticas: uma seca, de abril a setembro, com média pluviométrica de 167 mm; e uma outra
chuvosa, de outubro a marco, com média de 978 mm. O solo encontrado na Estacdo
Ecologica de acordo com Oliveira et al. (1999) é do tipo Latossolo Vermelho (LV6),
eutroférrico e distroférrico, em relevo plano e suavemente ondulado, associado a Nitossolo

Vermelho eutroférrico, em relevo suave ondulado e ondulado, ambos com horizonte A
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moderado e chernozémico e textura argilosa. J& nas planicies aluviais, observa-se um solo
superficial pouco desenvolvido com predominédncia de argila orgénica e deposito aluvial com
composi¢do granulométrica arenosa, nos aluvides recentes.

A regido onde esta situada a Estacdo Ecoldgica é de transicdo entre a floresta semi-
decidua e o cerrado e algumas espécies ocorrem também no cerrado. A area fica na regido
norte do estado de Sdo Paulo, & margem esquerda do rio Grande (Represa de Agua
Vermelha), na divisa dos estados de Sdo Paulo (mata semi-decidua) e Minas Gerais (triangulo
mineiro—cerrado). Coberta por uma vegetacdo natural com pouca perturbacdo antropica, a
cobertura vegetal apresenta uma grande diversidade de espécies composta por exemplares de
51 familias botéanicas. Destas, 33 apresentam espécies arboreas, ou seja, aproximadamente
64,7% (Tabela 1). Na Estacdo estdo presentes espécies das familias Leguminosae (14,7%),
Bignomiaceae (6%), Euphorbiaceae (5,5%) e Apocynaceae (4,6%). As espécies arboreas
representaram 36,9% do total de espécies (STRANGHETTI, 1996). Na Estacdo Ecoldgica de
Paulo de Faria, os individuos que compdem a populacédo da espécie M. urundeuva ocorrem na

porcdo norte, onde ocupam uma area de aproximadamente 142 ha.

Figura 2. Vegetacio da Estacdo Ecoldgica de Paulo de Faria (A); Arvore Matriz de Aroeira (B) (Fotos de Mario
L. T. de Moraes); Imagem de satélite mostrando a &rea da Estacdo Ecoldgica (C).
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Tabela 1. Algumas espécies que ocorrem na Estacdo Ecologica de Paulo de Faria:

classificacdo por Familia botanica.

Familia

Nome popular

Nome cientifico

Anacardiaceae

Apocynaceae

Bignoniaceae

Bombacaceae

Boraginaceae

Burseraceae

Caricaceae

Cecropiaceae

Clusiaceae

Combretaceae

Euphorbiaceae

Flacourtiaceae

Lauraceae

Lecythidaceae
Lecythidaceae
Leguminosae-Caesalpinoideae
Leguminosae-Mimosoideae
Leguminosae-Papilionoideae

Meliaceae

Moraceae

Myrsinaceae

Myrtaceae

Nyctaginaceae

Opiliaceae

Polygonaceae

Rhamnaceae

Rubiaceae

Sapindaceae

Sapotaceae

Solanaceae

Aroeira
Guatambu-marfim
Ipé-rosa
Barriguda-do-pantanal
Guajuvira
Almecegueira

Jaracatia

Embaulba

Bacupari
Capitdo-do-campo
Canudo-de-pito
Espeteiro
Canela-de-folha-grande
Jequitiba-branco
Jequitiba-rosa
Amendoim-bravo
Farinha-seca

Catereté (jacaranda-branco)
Cedro-do-brejo
Figueira

Capororoca
Jaboticaba-do-mato
Maria-mole
Pau-marfim-do-cerrado
Pajel
Cafezinho-do-mato
Guatambu-preto
Camboata

Guapeva

Fruta-de sabia

Myracrodruon urundeuva
Aspidosperma parvifolium
Tabebuia impetiginosa
Chorisia publifora
Patagonula americana
Protium heptaphyllum
Jacaratia spinosa
Cecropia pachystachya
Rheedia gardneriana
Terminalia argentea
Mabea fistulifera
Casearia gossypiosperma
Nectandra rigida
Cariniana estrellensis
Cariniana legalis
Pterogyne nitens

Albizia hasslerii
Machaerium paraguariense
Cedrela odorata

Ficus guaranitica
Rapanea ferruginea
Myrciaria trunciflora
Guapira opposita
Agonandra brasiliensis
Coccoloba latifolia
Rhamnidium elaeocarpum
Simira sampaioana
Cupania vernalis
Pouteria torta

Acnistrus arboresceens
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Tabela 1. Continuacéo

Familia Nome popular Nome cientifico
Sterculiaceae Xixa Sterculia striata
Tiliaceae Acoita-cavalo Luehea divaricata
Ulmaceae Candiuba Trema micrantha
Verbenaceae Lixa Aloysia virgata

Fonte: STRANGHETTI, 1996.

3.2.2 Estratégia de amostragem

Para a amostragem foi realizado um censo em toda a area. A ocorréncia da grande
maioria das arvores adultas reprodutivas esta restrita a uma area de 142 ha. Todas as arvores
adultas encontradas e parte da regeneracdo foram georeferenciadas (GPS). O diametro a altura
do peito (DAP) foi medido e materiais biologicos foram coletados para as analises genéticas
(Figura 3). O crescimento de individuos de M. urundeuva é considerado lento, entre 0,45 a
0,62 cm por ano, até os 10 anos de idade (BALERONI et al., 2003). Entdo, foram
consideradas arvores adultas, aquelas com DAP>11 cm. Todas as 467 arvores adultas
reprodutivas ocorrentes na area foram amostradas. O DAP destas arvores variou de 11,03 a
94,54 cm, sendo que aproximadamente 50% das arvores tinham DAP menor que 25 cm
(Figura 4). Para o estudo de diversidade genética e estrutura genética temporal entre geracdes
também foram amostrados 149 plantas da regeneracdo, as quais tinham DAP variando de 0,64
a 10,98 cm (Figura 4). Eles foram amostrados préximos as 30 arvores matrizes, que deram
origem as sementes utilizadas para a implantacdo de um teste de progénies, cujas informacdes
também foram usadas neste estudo (Figura 3). O teste de progénies foi instalado na Fazenda
de Ensino, Pesquisa e Extensdo da FEIS/UNESP, localizado no municipio de Selviria - MS
(FREITAS, 2003). O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados, no
espacamento 3 x 1,5 m, com 30 tratamentos (progénies), trés repeticbes e parcelas lineares
com 10 plantas. De cada arvore matriz, foram amostradas 20 plantas para analise de DNA.
Entretanto, em virtude de alguns individuos apresentarem informac6es para um ndmero de
locos inferior a cinco, estes foram eliminados das analises totalizando apenas 514 progénies

de 30 arvores matrizes. O DAP das 30 arvores matrizes variou de 19,74 a 94,54 cm.
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Figura 3. Distribuicdo espacial de &rvores adultas, regenerantes e das matrizes de M. urundeuva na Estacéo
Ecoldgica de Paulo de Faria.
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Figura 4. Distribuicdo de frequéncias para o didmetro a altura do peito (DAP) de individuos de M. urundeuva na
Estacdo Ecoldgica de Paulo de Faria, SP.
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Figura 5. Teste de progénie de Aroeira (A) (Foto de Marcela A. de Moraes); Imagem de satélite mostrando a
disposicdo do teste de progénie na Fazenda da UNESP campus de llha Solteira (B); Imagem de satélite da
Fazenda de Ensino e Pesquisa da Faculdade de Engenharia de Ilha Solteira — UNESP (C).

3.2.3 Coleta e identificacdo de material bioldgico para extracdo do DNA

genbmico

O material biologico utilizado para a extracdo do DNA genémico de individuos de trés
geragdes (adulto, regenerante e progénie) da populagdo de M. urundeuva foi constituido por
amostras de tecidos foliares. O material foliar das arvores reprodutivas e das progénies foi
retirado da copa com o auxilio de um pod&do. Em seguida, as folhas foram identificadas com
uma numeracgdo e acondicionadas em sacos de papel. Depois esses sacos foram armazenados

para a viagem em caixa térmica contendo silica gel. O material vegetal das plantas
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regenerantes também foi coletado, identificado e armazenado da mesma forma que o material
das plantas adultas e do teste de progénies. No laboratorio, os sacos de papel contendo as
amostras foram colocados em caixas de plastico contendo silica gel e essas receberam uma
identificacdo com a procedéncia, espécie e data da coleta. Durante este estudo, verificou-se
que a viabilidade do material biolégico para espécie arborea M. urundeuva armazenado em
silica gel foi reduzida, apresentando boas condicBes para extracdo, até o limite de

aproximadamente trés meses.

3.2.4 Extracéo e quantificacdo do DNA

Para a extracdo do DNA das amostras de M. urundeuva, empregou-se o protocolo
CTAB (DOYLE, J. J.; DOYLE, J. L., 1990), com modificacdes no tampéo de extracdo pela
adicdo de proteinase K (100 ug/mL), PVP-40 (4%), PVP-360 (1%) ¢ B mercaptoetanol (2%).
A extracdo do DNA e a quantificagdo foram realizadas no Laboratério de Genética de
Populacdes e Silvicultura do Departamento de Fitotecnia, Tecnologia de Alimentos e Socio-
economia da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Faculdade de Engenharia, campus de
Ilha Solteira. A qualidade do DNA foi verificada por meio da técnica de eletroforese em gel
de agarose 0,8%, com TEB 1X (Tris 28mM, acido bdrico 88 mM, EDTA 7mM, pH 8,3), e
posterior coloracdo com brometo de etidio (5 pg/ mL). Em seguida, as bandas de DNA foram
visualizadas sob luz ultravioleta. Para a quantificacio do DNA das progénies de M.
urundeuva utilizou-se o Biofotdmetro modelo Eppendorf, medindo-se a absorbancia em
contraste com uma amostra de TE, no comprimento de onda de 260 nm. Na estimativa da
quantidade de DNA considerou-se que uma unidade de densidade o&ptica (DO) no
comprimento de 260 nm equivale a 50 pg DNA fita dupla por mL (SAMBROOK et al.,
1989). A pureza foi avaliada pela relacdo de densidade oOptica 260 nm/280 nm e 260
nm/230nm. A obtencdo da estimativa da quantidade de DNA dos individuos adultos e dos
regenerantes foi realizada por meio da eletroforese em gel de agarose a 0,8 %, mediante

comparagdes visuais com concentragdes conhecidas de DNA de fago A, corado com gel red.
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3.2.5 Marcadores Microssatélites

3.2.5.1 Otimizacgao das condic¢des da reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Foram realizados ensaios de temperaturas de anelamento dos primers SSR
desenvolvidos por Caetano et al. (2005), com objetivo de verificar a melhor temperatura para
amplificacdo de cada um deles, nas condicGes de trabalho no Laboratdrio. Para a otimizacéo
foram usadas cinco amostras de DNA. A reacdo de amplificacdo foi realizada conforme
Caetano et al. (2005), cujo volume da reacdo de amplificacdo foi de 12 pL utilizando-se
tampao PCR (1X), 0,2mM de cada dNTP, 0,5 mg/mL de BSA, 2,5 mM de MgCl, , 1uM de
cada primer F e R (Tabela 2), 3 unidades de Taq DNA polimerase, 0,6 uL de DNA genémico.
O equipamento utilizado para a PCR foi o termociclador Eppendorf MasterCycle, com as
seguintes condicdes de amplificacdo: um ciclo de 94°C por 3 min., 35 ciclos de 94°C por 30
seg., temperatura de pareamento por 30 seg., 72°C por 30 seg., e um ciclo final de 72°C por 5
min. Para cada primer, foram testadas de 12 a 17 temperaturas de pareamento, descritas a
seguir: 36°C, 36,2°C, 37,3°C, 39,1°C, 41,3°C, 43,9°C, 46,7°C, 49,4°C, 52°C, 54°C, 55,8°C,
56,7°C, 58,5°C, 61°C, 63,1°C, 64,7°C e 65,6°C. Os fragmentos amplificados foram separados

por eletroforese em gel de agarose 3%, em TEB 1X.

Tabela 2. Sequéncias, temperatura de anelamento e marcacdo com fluoréforo dos Primers
SSR desenvolvidos por Caetano et al. (2005), utilizados nos estudos genéticos da espécie
Myracrodruon urundeuva.

Loco SSR Seqiiéncia 5> - 3’ Tm Tm’ Marcacao
°C) (°O) com
fluoroforo
Auru D200 -F TTCACCACAGGTTTGCG 56 55,8 NED
Auru D200 - R TAGTGAGCAACGACGAGAGC  emmeeees
Auru E062 -F CAAAATTGCCGTCTGGGC 56 49,4 NED
Auru E0O62 -R GGATCGGATTCAGCGGG e
Auru A392- F GCAAGAAATAAAAGAATCAGATG 59 43,9 NED

Auru A392-R  GTGTAACAGCCCACAGTATCAG ==




50

Tabela 2. Continuacéo

Loco SSR Seqiiéncia 5° - 3’ Tm Tm’ Marcacao
(°C) (°C) com
fluoroforo
Auru C072-F ATGCATCTAGCTTGCTCTTTC 58 61 FAM
Auru C072-R  TTAACTGTCGGGGGTTCG e
Auru D094-F CACATTTGAAAAATGCTAGGG 60 61 HEX

Auru D094- R ATGGTGATGGGGAAACTCTC  meeeee-

Tm — Temperatura de anelamento em graus Celsius dos primers SSR de acordo com Caetano et al. (2005).
Tm’ — Temperatura de anelamento dos locos SSR otimizados para condig@es de trabalho no Laboratorio.

3.2.5.2 Amplificacéo dos locos SSR

As reacOes de amplificacdo dos locos SSR foram realizadas no Laboratério de
Genética Vegetal (CENARGEN/EMBRAPA), conduzidas de forma a avaliar cinco locos
descritos para M. urundeuva, conforme Caetano et al. (2005). As amplificacdes foram
efetuadas usando-se os conjuntos de iniciadores Auru (Tabela 2). A reacdo de amplificacao de
6 pL foi realizada utilizando-se 1 ng de DNA gendmico, 200uM de cada dNTPs, 2,5 mM de
MgCl,, 0,33 uM de cada iniciador, agua ultrapura estéril e 1X Go Taq Master Mix
PROMEGA. O componente Foward de cada par de primers foi marcado na sua extremidade
5 com um fluoréforo especifico. As reagcdes de amplificagdo foram realizadas em
termocicladores 9600 e 9700 (Applied Biosystem) programado nas seguintes condi¢fes: um
ciclo de 94°C por 3 min., 35 ciclos de 94°C por 30 seg., temperatura de pareamento do primer
por 30 seg., 72°C por 30 seg., e um ciclo final de 72°C por 5 min. Os produtos de amplicacdes
foram diluidos (1 pL de reacdo para 5 pL de agua ultrapura), depois foram montados
multiplex com 2 e 3 amplificados de locos distintos (1 uL de cada amplificado, 9 pL de
formamida Hi Di, 0,65 nL de agua ultrapura autoclavada e 0,35 L do marcador interno
fluorescente (ROX)) (BRONDANI; GRATTAPAGLIA, 2001). Entdo, os multiplex foram
desnaturados a 94°C por 5 minutos e submetidos a eletroforese capilar em equipamento ABI
Prism 3700 (Applied Biosystem). Utilizou-se o software ABI Prism GeneScan versédo 3.7

(Applied Biosystems) para detectar e estimar o tamanho dos alelos em pares de bases. Para a
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filtragem dos picos e interpretacdo do gendtipo de cada individuo os dados da estimativa do
tamanho de alelo obtidos foram importados para o software ABI Prism Genotyper verséo 3.7
NT (Applied Biosystems). Obtidos os valores alélicos estes foram ajustados em categorias
discretas, com base em quadrados minimos pelo software AlelloBin (IDURY; CARDON,
1997).

3.2.6 Analises estatisticas

3.2.6.1 Analise da diversidade genética e indice de fixacao

Para verificar se 0s locos segregavam independentemente entre si, aplicou-se um teste
de desequilibrio de ligacdo entre os pares de locos de cada amostra (adultos, regenerantes e
progénies), utilizando um teste G de méaxima verossimilhanca. As probabilidades de
significancia do teste foram obtidas por 1000 permutacBes e aplicando uma correcdo de
Bonferroni (95%, «=0,05). A diversidade genética para amostra total e em cada geracédo da
populacdo (adultos, regenerantes e progénies) foi caracterizada para o numero total de alelos

(k), numero médio de alelos por loco (A), heterozigosidade observada (H,) e
heterozigosidade esperada em Equilibrio de Hardy-Weinberg (H,). Os niveis de endogamia

dentro das amostras foram quantificados pelo indice de fixacdo (F ). A significancia
estatistica dos valores de F foi testada por permutacdo (1000), utilizando uma correcao de
Bonferroni (95%, «=0,05), para evitar falsos positivos. Todas estas analises foram realizadas
utilizando o programa FSTAT, versdo 2.9.3.2. (GOUDET, 2002). O numero de alelos
exclusivos nas amostras (ocorrem em apenas uma geracdo) foi contado diretamente das

estimativas das frequéncias alélicas, obtidas pelo programa FSTAT.
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3.2.6.2 Andlise da diferenciacdo genética entre geragdes

A diferenciagdo genética entre as geracOes amostradas foi estimada utilizando a
estatistica G, de Hedrick (2005), que corrige para diferentes nimeros de alelos entre as

populacbes e é o método mais adequado para locos microssatélites devido ao alto grau de
polimorfismo deste tipo de marcador, em termos de numero de alelos por locos. A

significancia dos valores de G, entre populacdes foi testada utilizando permutag&o, usando o

método de Monte-Carlo (10000). Estas estimativas foram calculadas usando o programa
GDA_NT (DEGEN, 2006).

3.2.6.3 Analise da distribuicéo espacial dos gendtipos

As andlises da distribuicdo espacial intrapopulacional de gendtipos foram realizadas

utilizando-se o estimador do coeficiente de coancestria (6,,) proposto de Loiselle et al.

(1995). Como estas estimativas dependem da frequéncia alélica da populacdo parental, a
analise dos regenerantes foi conduzida utilizando-se as frequéncias alélicas das arvores
adultas como referéncia e de toda a populacdo quando a analise foi realizada para adultos. O

coeficiente 6,, mede a extensdo da similaridade entre os individuos X e Y, relativo a

similaridade genética média entre dois individuos aleatérios da amostra (HARDY;

VEKEMANS, 2002). O coeficiente 6,, € definido para cada k-ésimo alelo do I-ésimo loco em

cada par de individuos, x e y, como:

. ZZ(pxlk_ﬁlk)(pylk_ﬁlk) 1
o —| T x |
N Zz Pr (1 Pi) Jr|:|Z (2n, —1)}

emaque p,, € p,, sdo as frequéncias do alelo k no loco I no individuo x e y, respectivamente

(assumindo valores de zero, 0,5 e 1 em homozigotos para alelos alternativos, heterozigotos e

individuos homozigotos para o alelo em consideracéo, respectivamente). p, é a frequéncia

média do alelos k no loco | na populagdo amostrada, em que n, € o nimero de alelos
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existentes no loco | (nimero de individuos multiplicados pelo nivel de ploidia, menos o
namero de alelos ndo amplificados). Para visualizar a estrutura genética espacial, os valores

de 4,, foram calculados para a média de pares de individuos dentro de classes de distancia

pré-determinadas. Foram usadas 10 classes de distancia de 25 m para analise dos adultos e
classes de diferentes distancias para a analise dos regenerantes, procurando-se alocar um
nimero similar de pares dentro de cada classe. Para testar se os valores médios eram
significativamente diferentes de zero e existia estrutura genética espacial, o intervalo de
confianga a 95% de probabilidade foi calculado para cada valor observado em cada classe de
distancia, usando permutacdo de individuos entre locais (1000 permutacgdes). O intervalo de
confianga foi usado para construir o correlograma. As analises foram conduzidas utilizando o
programa SPAGEDI versdo 1.2 (HARDY; VEKEMANS, 2002).

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Desequilibrio de ligacéo entre locos

Dos 10 testes realizados entre os pares de locos avaliados em cada uma das trés
geracOes (adultos, regenerantes e progénies), nenhum par evidenciou indicios de desequilibrio
gametico (Tabela 3), apos a correcdo de Bonferroni («=0,05). Portanto, estes locos podem ser
usados em estudos da estrutura genética espacial, estrutura e diversidade genética, sistema de

reproducdo e fluxo génico visto que ndo vao gerar vicios nessas estimativas.

Tabela 3. Desequilibrio de ligacdo entre os locos.Os valores na tabela sdo as probabilidades
ap0os 1000 permutacBes. O valor limite de significAncia apos correcdo de Bonferroni € 0,0017.

Pares de locos Adultos Regenerantes Progénies
C072 X D094 0,0367 0,0783 0,0033
C072 X A392 0,1050 0,3667 0,6083
C072 X D200 0,3200 0,2083 0,0283
C072 X E062 0,0400 0,9283 0,0317

D094 X A392 0,0083 0,0483 0,2183
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Tabela 2. Continuacéo

Pares de locos Adultos Regenerantes Progénies
D094 X D200 0,6817 0,2683 0,6733
D094 X E062 0,4550 0,0700 0,2950
A392 X D200 0,0033 0,1167 0,1950
A392 X E062 0,0450 0,3800 0,1950
D200 X E062 0,9450 0,8433 0,0033

3.3.2 Diversidade genética na amostra total

Sobre a amostra total de cinco locos em 1130 gendtipos (adultos + regeneracdo +
progénies) foram observados 60 alelos (Tabela 4), o que sugere um nivel de polimorfismo
relativamente alto. O nimero de alelos por loco variou de 7 (E062) a 25 alelos (C072), com
média de 12 alelos por locos. O numero efetivo de alelos por locos foi menor do que o
nimero meédio de alelos por locos, variando de 2,39 a 7,46 alelos, com media 3,56 alelos,
indicando que muitos alelos tém baixa frequéncia (0,05<frequéncia<0,25) ou sao raros
(frequéncia<0,05). A presenca de alelos raros pode contribuir para a adaptacdo em condicdes
de estresse ambiental, ou alteragcdes bruscas do ambiente (KRUSCHE; GEBUREK, 1991). A
heterozigosidade esperada em equilibrio de Hardy-Weinberg variou de 0,581 (D094) a 0,866
(C072), com media de 0,662, enquanto que a heterozigosidade observada variou de 0,472
(D200) a 0,839 (C072), com media de 0,713. O indice de fixacdo variou de -0,348 (D094) a
0,215 (D200), com média de -0,076. O indice de fixacdo foi significativo nos locos D094,
D200 e E062, sugerindo desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg. Nos locos D094 e E062,
estes desvios foram causados por excesso de heterozigotos e nos locos D200 por excesso de

homozigotos.
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Tabela 4. indices de diversidade genética para a amostra total de Myracrodruon urundeuva. k é
0 numero total de alelos; A, € o nimero efetivo de alelos nos locos; H, é a heterozigosidade

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

de fixagéo.

o F-rr:gnrﬁ:r?tcc))g o~ i i i >
C072 144-204 25 7,46 0,839 0,866 0,031
D094 104-126 9 2,39 0,783 0,581 -0,348 **
A392 181-203 11 2,88 0,699 0,653 -0,070
D200 199-213 8 2,51 0,472 0,601 0,215 **
E062 78-100 7 2,55 0,770 0,608 -0,266 **
Média - 12 3,56 0,713 0,662 -0,076

3.3.3 Diversidade genetica entre geracdes

Um maior numero de alelos foi encontrado na amostra da populacéo adulta (60 alelos),
seguida das progénies (50 alelos) e dos regenerantes (41 alelos; Tabela 5). Alelos exclusivos
foram encontrados apenas na populacdo adulta (10 alelos em relagédo as progénies e 19 alelos
em relacdo aos regenerantes). Em todas as trés geracOes avaliadas (Tabela 5), o ndmero
efetivo de alelos foi menor que o nimero de alelos nos locos e média entre locos, indicando
novamente que muitos alelos tém baixa frequéncia (0,05< frequéncia<0,25) ou sdo raros
(frequéncia <0,05). A heterozigosidade observada foi maior nos adultos do que nos
regenerantes e nas progénies, o que sugere que algum processo possa estar reduzindo esta
heterozigosidade em geracbes recentes, como 0 cruzamento entre parentes. A
heterozigosidade esperada em equilibrio de Hardy-Weinberg, por sua vez, foi menor do que a
heterozigosidade observada nas trés amostras. Consequentemente, o indice de fixacdo foi
negativo em todas as amostras (Figura 6), sugerindo excesso de heterozigotos. Contudo, este
excesso foi maior e significativamente diferente de zero nos adultos (F= -0,153; P<0,05) e nas

progénies (F=-0,083; P<0,05). Nos regenerantes, o indice de fixacdo foi proximo a zero.
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Tabela 5. indices de diversidade genética e indice de fixacdo para arvores adultas, regenerantes
e progénies de Myracrodruon urundeuva. k € o nimero total de alelos; A, é o numero efetivo

de alelos nos locos; H, € a heterozigosidade esperada em Equilibrio de Hardy-Weinberg; H, é
s80 respectivamente

as probabilidades de excluir o primeiro parente (quando nenhum dos parentes sdo conhecidos)
e 0 segundo parentes (quando um dos parentes é conhecido).

a heterozigosidade observada; F € o indice de fixacdo; P,

eP

° Parente 2° Parente

Arvores adultas (n=467)

Loco k Ae H 0 H e F 1° Parente 2° Parente
Co072 25 7,75 0,849 0,871 0,025 0,411 0,258
D094 9 2,25 0,823 0,556 -0,480** 0,843 0,736
A392 11 2,65 0,682 0,622 -0,096 0,785 0,638
D200 8 2,40 0,462 0,583 0,207** 0,804 0,627
E062 7 2,32 0,810 0,569 -0,423** 0,834 0,723
Média 12 3,47 0,725 0,640 -0,153* 0,8174 0,9450
IC (85%) +1,63 +0,52 +0,035 +0,029 +0,064
Total 60

Regenerantes (n=149)
Loco k A, H, H, F
Co072 14 8,20 0,860 0,878 0,020
D094 7 2,97 0,819 0,663 -0,235**
A392 9 2,75 0,685 0,637 -0,075
D200 6 3,01 0,333 0,668 0,501**
E062 5 2,39 0,757 0,582 -0,301**
Média 8,2 3,86 0,691 0,686 -0,018
IC (85%) +0,78 +0,53 +0,046 +0,025 +0,069
Total 41

Progénies (n=514)

Loco k A, H, H., =
Co072 18 7,04 0,830 0,858 0,033
D094 7 2,35 0,735 0,575 -0,278**
A392 11 3,04 0,718 0,671 -0,070**
D200 8 2,44 0,508 0,591 0,140 **
E062 6 2,47 0,737 0,595 -0,239**
Média 10 3,47 0,706 0,658 -0,083 *
IC (85%) +1,06 +0,44 +0,026 +0,026 +0,017
Total 50

* P<0,01.
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Figura 6. Comportamento do indice de fixacdo entre diferentes geracdes de uma populacao
de M. urundeuva na Estacdo Ecologica de Paulo de Faria, SP.

3.3.4 Teste de Equilibrio de Hardy-Weinberg

O teste de equilibrio de Hardy-Weinberg por loco em cada geracdo («=0,05, ap0s
correcdo de Bonferroni) foi analisado pelo indice de fixacdo em cada loco. Valores
significativos negativos ou positivos do indice de fixacdo indicam desvios das proporcoes
esperadas pelo modelo de EHW. Desvios das proporc¢des esperadas pelo equilibrio de Hardy-
Weinberg foram observados em trés locos nas arvores adultas, trés nos regenerantes e em
quatro nas progénies (Tabela 5). Os locos D094, D200 e E062 apresentaram desvios em todas
as amostras, sendo os desvios nos locos D094 e E062 causados por excesso de heterozigotos,
provavelmente, selecdo para alelos de locos do mesmo grupo de ligacdo. Ja o loco D200
apresentou desvios por excesso de homozigotos, sugerindo endogamia. A selecdo
provavelmente ndo ocorre para os alelos dos presentes locos, visto que marcadores SSR sdo
teoricamente neutros, mas sim em algum loco ou locos do mesmo grupo de ligacdo em que se
encontra o respectivo loco microssatélite. Por outro lado, o excesso de homozigotos no loco
D200 poderia ser explicado pelo cruzamento entre parentes, causando endogamia biparental.
Por sua vez, a grande variacdo no indice de fixacdo entre os locos pode ter origem no
processo de fundacdo da populacdo (efeito fundador) e na deriva genética que possa ter

ocorrido em geragdes subsequentes.
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3.3.5 Divergéncia genética entre diferentes geracdes

A medida de diferenciacdo genética de Hedrick (2005) foi utilizada para medir as
diferencas entre as diferentes geracGes, visto que esta é a mais indicada para ser usada em
locos microssatélites (Tabela 6). A diferenciacéo genética foi relativamente baixa em todos os
casos, variando de 0,043 entre adultos e progénies a 0,100 entre regenerantes e progénies. A
medida de divergéncia genética entre geragdes demonstrou que ocorreu uma variacao de 4,3%
e 4,5% entre adultos-progénies e adultos-regenerantes, respectivamente, e que 95,7% e 95,5%
da diversidade encontra-se dentro de cada geracdo. Como ja comprovado pelos resultados da
diversidade genética, a maior diferenciacdo ocorreu quando se comparou progénies e
regenerantes. A diversidade genética entre as duas geragdes foi de 10% e, portanto, a maior
diversidade 90% encontra-se dentro de cada geracdo. Isto se deve ao fato de que os adultos
possuiam todos os alelos presentes nos regenerantes e nas progénies, mas estas duas ultimas

geracOes tinham alelos exclusivos entre si.

Tabela 6. Diferenciacdo genética entre trés geracfes de Myracrodruon urundeuva com
base na estatistica Gsr (HEDRICK, 2005).

Populacoes Regenerantes Progénies
Adultos 0,045 0,043
Regenerantes 0,100 **

3.3.6 Distribuicéo espacial de genotipos

Em todas as analises realizadas foi possivel verificar a presenca de estrutura genética
espacial (EGE) na populacdo, com coeficiente de coancestria entre pares de arvores reduzindo
da primeira classe de distancia para as classes finais, o que representa um claro padrdo de
isolamento por distancia (Figura 7). Quando a analise foi conduzida s6 com os gendtipos dos
adultos, observou-se EGE até aproximadamente 40 m. O coeficiente de coancestria na
primeira classe foi de aproximadamente 0,06, ou proximo ao esperado entre primos de

primeiro grau. Os regenerantes apresentaram um padrdo um pouco diferente, com estrutura
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genética espacial significativa até a distancia de 30 m e coancestria na primeira classe (0 a 5

m) proxima a esperada entre meios-irméaos (0,125).

0.08 - a) Adultos (n=467)
S
*um - T' L] L L Li L Li L] L L | L L L L L Li L L L L]
5 15 25 3% 45 5 6 75 8 95
0.14 4
0.12 1 B) Regenerantes (n=149)
o 0.10
= 0
g 0
s 0
S

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 5 B0 BS 70

Classes de distancia ()

Figura 7. Distribuicdo espacial de gen6tipos adultos e regenerantes separadamente em populacéo
natural de Myracrodruon urundeuva. A linha continua representa o valor médio do coeficiente de
coancestria e as duas pontilhadas representam o intervalo de confianca a 95% de probabilidade.

3.4 DISCUSSAO

3.4.1 Diversidade genética e indice de fixacdo na amostra total

A avaliacdo do conjunto amostral da populacdo da Estacdo Ecoldgica apresentou um

nivel relativamente alto de diversidade genética (60 alelos). Ao comparar os resultados deste
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estudo com outros trabalhos, onde foram utilizados mais de cinco locos microssateélites, torna-
se evidente que o numero de alelos aqui identificados pode ser superior ou proximo dos
encontrados em algumas espécies arbdreas tropicais. Como € o caso do estudo de Caetano et
al. (2005), com trés populacfes naturais de M. urundeuva (duas provenientes do Paraguai e
uma da Argentina), utilizando os mesmos cinco locos de microssatélites aqui usados foram
observados 38 alelos. Raposo (2007), estudando a espécie Carapa guianensis com a
utilizacdo de sete locos microssatélite, obteve 56 alelos. No trabalho de Feres (2009), com
populacbes de Tabebuia rosea-alba oriundas de duas regides distintas e com individuos de
geracgdes diferentes e utilizando oito primers SSR, o nimero de alelos observados variou de
6,5 a 12,88. Branddo (2008), com populagdes da espécie Myrcia splendens utilizando dez
locos de ISSR, obteve 70 alelos. Portanto, o alto grau de diversidade genética dentro da
populacdo de M. urundeuva, confirma o elevado conteudo de informacdo genética dos
marcadores SSR utilizados.

A riqueza alélica da populagio (A = 12) também apresentou resultados proximos ou
superiores aqueles observados em algumas espécies florestais brasileiras estudadas por meio
de marcadores SSR. Quando comparados com as espécies Carapa guianensis (A = 8)
(RAPOSO, 2007) e Solanum lycocarpum (A = 3,9) (MARTINS, 2005), o nimero médio de
alelos/loco da populacdo de M. urundeuva foi superior. Em relacdo a espécie do cerrado
Caryocar brasiliensis o nimero médio de alelos por locos foi relativamente proximo (A = 16)
(COLLEVATTI et al.,, 1999). A diversidade génica ou heterozigosidade esperada em M
urundeuva (He=0,662), também foi maior em relacdo a outras espécies arboreas tropicais
utilizando marcadores microssatélites, como o que ocorreu com a Myrcia splendens (He=0,33)
(BRANDAO, 2008), Theobroma grandiflorum (H.=0,428) (ALVES, 2002) e Carapa
guianensis (He=0,609) (RAPOSO, 2007). Em contrapartida para espécies como Caryocar
brasiliensis (H.=0,840) (COLLEVATTI et al., 2001), Hymenaea courbaril (H.=0,715)
(LACERDA et al., 2008) e Tabebuia rosea-alba (He=0,746) (MARTINEZ, 2008), o indice de
diversidade genética foi proximo ou superior ao encontrado em M. urundeuva. Apesar do
indice de diversidade génica se mostrar menor em relacdo a algumas espécies florestais
estudadas, os locos de SSR utilizados nao apresentaram indicios de desequilibrio de ligacdo e
apresentaram boa resolucdo, permitindo a verificacdo de que a populacdo de M. urundeuva
possui uma grande diversidade genética. Os relativos altos indices de diversidade genética
detectados neste estudo podem estar associados a ampla distribuicdo geografica da espécie,
adaptacdo a diferentes condigdes ambientais de solo e clima, e a baixa perturbagdo antropica

em que a populacdo tem sido exposta ao longo dos anos. Em espécies como M. urundeuva,
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que se reproduzem obrigatoriamente por cruzamentos, ocupam grandes extensdes geogréficas
e diferentes habitats, espera-se que apresentem altos niveis de diversidade genética
(HAMRICK; LOVELESS, 1986).

O indice de fixacdo mede os desvios da frequéncia de heterozigotos em relagdo ao
esperado em uma populacdo panmitica. Assim, quando o valor do indice de fixacao for igual a
zero, a populacdo esta ajustada as propor¢des do Equilibrio de Hardy—Weinberg e quando 0s
valores sdo significativamente maiores ou menores que zero, indica que ha um excesso de
homozigotos ou de heterozigotos, respectivamente. Na populacdo da espécie M. urundeuva
este indice foi significativamente menor que zero nos locos D094 e E062, sugerindo que estes
desvios foram causados por excesso de heterozigotos, provavelmente devido a acdo da
selecdo natural em locos seletivos no mesmo grupo de ligagdo. Ja nos locos D200 o indice foi
significativamente maior que zero, sugerindo que o desvio no EHW foi ocasionado por
excesso de homozigotos, possivelmente devido a endogamia gerada por cruzamentos entre
parentes.

A dindmica dos processos micro-evolutivos, como o caso da sele¢do natural é de suma
importancia, j& que possui a capacidade de moldar e selecionar individuos mais aptos as
transformacdes dos ecossistemas, 0 que € imprescindivel diante das condi¢es de ambientes
extremamente fragmentados. Por outro lado, os efeitos dos processos de fragmentacdo sao
extremamente destrutivos, devido a reducdo no tamanho das populacGes, o que associada a
baixa densidade populacional favorece a ocorréncia de baixo numero de individuos
reprodutivos de muitas espécies arbdreas. Além disso, se 0 mecanismo de fluxo génico for
reduzido ou ineficiente, pode-se verificar um aumento na taxa de cruzamento entre individuos
aparentados, resultando no aumento da endogamia nas popula¢des (NASON; HAMRICK,
1997).

3.4.2 Diversidade genética entre as diferentes geracoes

Na avaliacdo dos indices de diversidade genética entre os individuos das diferentes
geracOes da populacdo da Estacdo Ecoldgica, observou-se que houve uma reducdo no namero
de alelos por locos, na rigqueza alélica e na heterozigosidade observada dos adultos para as

progénies, seguidos dos regenerantes. Ndo estd claro se o pequeno numero de alelos
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detectados nos regenerantes € uma consequéncia da fragmentacdo florestal ou o resultado do
tamanho da amostra (pequeno nimero de regenerantes amostrados). Em relacdo ao nimero
efetivo de alelos por loco e a heterozigosidade esperada observou-se que foi ao contrario, ou
seja, estes se mostraram maior nos regenerantes, seguidos das progénies e menor nos adultos.
De acordo com Cournuet e Luikart (1996), populagcdes que experimentaram uma recente
reducdo de seu tamanho efetivo populacional exibem uma redugdo mais rapida do nimero de
alelos do que da heterozigosidade esperada pelas proporc¢ées de EHW nos locos polimorficos.
Assim, segundo Luikart et al. (1998), populacfes que passaram por um recente processo de
gargalo genético (bottleneck) apresentam um excesso temporario de heterozigosidade. Nestes
casos, a estimativa da riqueza alélica pode refletir com maior precisdo os indices de
diversidade genética de uma determinada populacdo remanescente do que o nimero de alelos
por locos e as heterozigosidades observadas e esperadas (COURNUET; LUIKART, 1996;
VARVIO et al., 1986). Em concordancia, poucos estudos que consideram os efeitos da
fragmentacdo florestal sobre as espécies de arvores encontraram diminuigdes significativas na
diversidade genética em populacbes fragmentadas, especialmente se a analise for conduzida
apenas usando arvores adultas (AGUILAR et al., 2008; KRAEMER et al., 2008; LOWE et
al., 2005).

A presenca de alelos exclusivos apenas nos individuos adultos pode ser uma evidencia
de que a populacdo de M. urundeuva possa estar sofrendo os efeitos da fragmentacao
florestal, como deriva genética no processo de recombinacdo da diversidade genética.
Entretanto, estes alelos exclusivos ndo foram completamente perdidos da populacdo, uma vez
gue ainda existem em arvores adultas, e podem ser transferidas para as geracdes futuras em
futuros eventos reprodutivos. A ocorréncia de alelos exclusivos sugere que a populacdo possa
estar isolada reprodutivamente e que apenas parte dos adultos esta participando dos
cruzamentos, caso contrario, estes alelos deveriam estar nas geracdes descendentes. E o caso
do estudo de Martinez (2008), com a espécie Tabebuia roseo-alba em que foram encontrados
alelos exclusivos ndo apenas nos individuos adultos (4 alelos) como também nas progénies
(15 alelos). No trabalho de Martins et al. (2008), com trés populacGes de Copaifera
langsdorffii no Pontal do Paranapanema também foram encontrados alelos exclusivos nas
geracOes descendentes, sendo que apenas em uma das populacdes (Fragmento Tucano), o
namero de alelos exclusivos observados foi maior nos individuos adultos (4 alelos) do que
nos regenerantes que apresentaram apenas um alelo.

O indice de fixacdo foi outro indicador discutido neste estudo, que ndo mostra

claramente os efeitos da fragmentacdo florestal. A relacdo entre a heterozigosidade observada
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e a esperada gerou valores de fixacdo negativos, indicando o excesso de heterozigotos na
populacdo adulta seguido das progénies. Isto sugere que ocorreu reducdo de heterozigosidade
entre a fase adulta até a fase de plantulas, eliminando plantas menos heterozigotas. O excesso
de heterozigotos pode ser causado por selecdo a favor de heterozigotos, embora isso ndo
signifique que estes locos estdo sofrendo selecdo. A selecdo pode estar atuando em outros
locos localizados no mesmo grupo de ligacdo onde se encontram os respectivos locos
microssatélites, de forma que a selecdo neste, afete os locos microssatélites devido a ligacdo
fisica entre eles. Indicio de um excesso significativo de heterozigotos ja tinha sido detectado
por Moraes et al. (2005), na espécie de M. urundeuva em um estudo de estrutura de progénies
com locos enziméaticos da mesma populacdo. De acordo com Reis (1996), o excesso de
heterozigotos tem sido descrito para varias espécies tropicais. Sua presenca € de extrema
importancia, pois, altos niveis de diversidade genética possibilitam a ocorréncia de um grande
namero de novas combinagdes genotipicas, aumentando o potencial evolutivo das espécies,
pela maior capacidade de adaptacdo as possiveis mudancas ambientais (SEBBENN et al.,
2000), sendo obrigatoria, sua contemplacdo em atividades de coleta de sementes (REIS,
1996).

Embora a verificacdo de que esta populacdo apresenta altos indices de variabilidade
genética, a avaliacdo da diversidade entre as diferentes geracdes da espécie de M. urundeuva,
sugere que a populacdo possa estar sendo afetada pelas transformagdes (fragmentacdo) que
ocorrem em seu entorno, mesmo sob condi¢Ges de baixa influéncia antropica dentro da
unidade de conservacgdo. Entretanto, os resultados deste estudo indicam que a deteccdo dos
efeitos da fragmentacdo florestal sobre a diversidade genética e endogamia na populacao
estudada, sO serd possivel mediante a inclusdo de muitas geragdes futuras. As analises
genéticas realizadas neste estudo ndo foram capazes de mostrar 0s possiveis efeitos da
fragmentacdo da floresta em virtude de razdes como: a espécie é de vida longa e didica, e a
endogamia s6 pode ser produzida por meio de cruzamentos entre parentes; essa populacéo é
relativamente grande (470 arvores adultas reprodutivas); a fragmentacdo da populacdo é
recente, pois ocorreu ha menos de 100 anos, e; finalmente, como a populacdo esta restrita
apenas a uma parcela da area total, ela pode se beneficiar da existéncia de areas

potencialmente adequadas e crescer.
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3.4.3 Diferenciacdo genética entre geracoes

Estudos em espécies arbdreas tém mostrado que o grau de diferenciacdo entre grupos
de individuos de um determinado nivel hierarquico da subdivisdo de espécies é relativamente
baixo e que a maior parte da diversidade genética se encontra dentro desses grupos
(KAGEYAMA et al., 2004; LOVELESS; HAMRICK, 1984). Moraes et al. (2005), estudando
a estrutura genética de duas populacdes de M. urundeuva sob diferentes condi¢bes de
antropizacdo por meio de locos isoenziméticos, encontraram uma divergéncia genética
semelhante ao observado no presente estudo (0,043). De acordo com Moraes (1992), em
populagbes de M. urundeuva a maior parte da diversidade genética encontra-se dentro de
populacdes (97,26%) e apenas 2,74%, entre populacdes. A distribuicdo da diversidade
genética entre e dentro de grupos de individuos de um nivel hierarquico, em locos neutros,
como 0s marcadores microssatélite, é determinada pelo sistema de reproducdo, deriva
genética e fluxo génico. Espécies alogamas, polinizadas por animais e dispersas pelo vento,
como M. urundeuva, geralmente apresentam baixos niveis de divergéncia genética entre
grupos de individuos (HAMRICK; LOVELESS, 1986). A divergéncia intermediaria (10%),
observada entre as geracdes de individuos regenerantes e das progénies pode ser explicada
pela presenca de alelos exclusivos na geracdo adulta. Seone et al. (2000) relatam que a
presenca de alelos exclusivos em algumas populacdes de espécies arboreas € um indicativo de
fluxo génico restrito, 0 que culminaria no aumento da diferenciacdo genética entre grupos de
individuos. Em suma, os resultados da diferenciacdo genética indicam que algumas alteracdes
estdo ocorrendo entre as geracdes desta populacdo de M. urundeuva. Uma possivel
explicacdo é que nem todos os adultos estéo participando do processo de reproducao, devido a
variacGes na fenologia de florescimento e/ou isolamentos por distancia, o que leva a uma
deriva genética amostral durante o processo de reproducdo, além da ocorréncia de

cruzamentos entre parentes.
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3.4.4 Distribuicdo espacial de genotipos

A estrutura genética espacial é determinada principalmente pela dispersdo de sementes
préxima as arvores matrizes, embora ela possa ser amplificada pela dispersdo de pélen a
curtas distancias. Diversos estudos realizados com espécies arbdreas tropicais tém observado
estruturacdo genética espacial intrapopulacional e este padrdo tem sido atribuido a disperséo
de sementes a curtas distancias (AZEVEDO et al., 2007; BITTENCOURT; SEBBENN, 2007;
BITTENCOURT; SEBBENN, 2008; CARNEIRO et al.,, 2007; CLOUTIER et al., 2007;
LACERDA et al., 2008; SILVA et al., 2008). O padrdo observado no presente estudo foi
também originado provavelmente pela dispersdo de sementes a curtas distancias da arvore
materna. De acordo com Moraes et al. (2005), os poucos remanescentes de M. urundeuva
localizados no estado de S@o Paulo apresentam uma distribuicdo agrupada em forma de
manchas, sendo essas formadas pela dispersdo das sementes proximas as arvores matrizes, o
que favorece a estrutura genética intrapopulacional. Em espécies arboreas polinizadas por
animais, individuos préoximos tendem a se cruzar mais do que individuos localizados
espacialmente distantes e se estes sdo relacionados pela dispersdo de sementes proxima a
arvore materna (s@o parentes), a endogamia vai aumentar na populacdo com o passar das
geracOes (COLES; FOWER, 1976), caso a pressdo de sele¢do contra individuos endogamicos
ndo seja efetiva. Caso a dispersdo de polen ocorra a curtas distancias, também podem ocorrer
cruzamentos entre parentes, dando origem a endogamia biparental, embora ndo foi observada
endogamia em ambas geracbes (progénies e regenerantes). Estes resultados, aparentemente
incongruentes, devido a auséncia de endogamia nos adultos, regenerantes e progénies, na
realidade podem estar refletindo outro aspecto: a presenca de selecdo natural contra
homozigotos. Isso se deve ao fato de que as progénies analisadas tém mais de dez anos de
idade e encontram-se estabelecidas no campo, em um teste de progénies, de forma que a
selecdo natural possa ter eliminado individuos endogamicos entre o periodo da fertilizacéo e o
momento da analise das progénies. A depressdo endogadmica em espécies arboreas é fato e,
em espécies tropicais, tem sido relatada entre a fase de fertilizacdo e a fase de plantulas em
Platypodium elegans (HUFFORD; HAMRICK, 2003), Neobalanocarpus heimii (NAITO et
al., 2005) e Pinus chiapensis (DEL CASTILLO; TRUJILLO, 2007). Possivelmente isso
também venha acontecendo em M. urundeuva. Uma consequéncia pratica da observada

estrutura genetica espacial em M. urundeuva é de que a selecdo de arvores matrizes para a
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coleta de sementes para fins de melhoramento florestal, conservagdo genética e recuperacdo
ambiental devem ser preferencialmente marcadas em distancias maiores do que 40 m, para
evitar coletar sementes de arvores parentes. Quando sementes de arvores parentes Sdo
envolvidas em um mesmo teste, ocorre um aumento adicional na identidade por descendéncia
dos alelos, na populagdo descendente, o que reduz o tamanho efetivo da populagédo. Contudo,
é importante ter em mente que isso ndo evita que algumas arvores masculinas tenham
fertilizado varias arvores matrizes localizadas a distancias maiores do que 40 m, o que
adiciona a amostra meios-irmdos paternos e também reduz o tamanho efetivo da amostra.
Assim, adicionalmente a importancia de se conhecer a extenséo da estrutura genética espacial,
é fundamental conhecer a distancia e os padrées de dispersao de pdlen para selecionar arvores
matrizes que ndo sobreponham o conjunto de pdlen recebido por cada uma ou que esta

sobreposicao seja pequena, para evitar a inclusdo de meios-irmaos paternos.

3.5 CONCLUSOES

1. N&o existem indicios de desequilibrio de ligacdo entre os cinco locos nas trés geracoes
(adultos, regenerantes e progénies) e, portanto, estes cinco locos podem ser usados para
estudos da diversidade e estrutura genética, sistema de reproducdo e fluxo génico
contemporaneo;

2. A populacdo adulta apresenta maior diversidade genética em termos de nimero de alelos
do que os regenerantes e as progénies;

3. A populacdo ndo se encontra nas proporces esperadas pelo equilibrio de Hardy-
Weinberg;

4. Existem indicios de selecdo para heterozigotos entre a fase de plantulas e a fase adulta da
populacéo;

5. Existe estrutura genética espacial intrapopulacional nas geracdes, adultas e regenerantes e,
devido a isso, arvores matrizes para a coleta de sementes para fins melhoramento florestal,
conservacdo genética e recuperacdo ambiental devem ser preferencialmente marcadas em
distancias maiores do que 40 m, para evitar coletar sementes de arvores matrizes

aparentadas.
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4 CAPITULO II

SISTEMA DE REPRODUCAO DE Myracrodruon urundeuva
(F.F. & M.F. Allem3o): SUBSIDIO PARA A SELECAO DE
ARVORES MATRIZES PARA A RECUPERACAO

AMBIENTAL
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4.1 INTRODUCAO

O conhecimento do sistema de reproducdo das espécies arboreas é de extrema
importancia para a compreensdo dos padrdes de fluxo génico e da diversidade genética entre e
dentro populacdes (BAWA, 1974; CLEGG, 1980; HAMRICK, 1989). O estudo do sistema de
reproducdo pode fornecer informacOes importantes sobre os padrfes de cruzamentos, a
dindmica dos processos micro-evolutivos e as melhores formas para a conservagao e manejo
dessas espécies (OLIVEIRA et al., 2002).

O sistema de reproducdo das espécies arbdreas tropicais geralmente é caracterizado
como misto associado as complexas interacdes com agentes polinizadores e dispersores de
sementes, com predominio de cruzamentos. Tais espécies apresentam geralmente baixa
densidade populacional e dependem de animais para a dispersao de pdlen e/ou sementes. Suas
reproducbes sdo geralmente por fecundagdo cruzada (BAWA, 1974). A reproducdo por
cruzamentos favorece a alta heterozigosidade dentro das populacdes e reduz os niveis de
diferenciacédo genética entre as populacdes, devido ao intenso fluxo génico entre populacdes e
aos grandes tamanhos de vizinhanca reprodutiva, com reduzida subdivisdo dentro de
populacdes (LOVELESS; HAMRICK, 1984).

Espécies arboreas tropicais apresentam altas taxas de cruzamentos (0,880). No
entanto, uma grande parte dos cruzamentos ndo ocorre de forma aleatdria, mas sim entre
arvores aparentadas (cruzamentos endogamicos) e de forma sistematica entre mesmas arvores
(cruzamentos correlacionados), gerando progénies compostas por misturas de irmaos de
autofecundacdo, irméos-completos, meios-irmaos e irmdos de cruzamento e autofecundacao
(SEBBENN, 2001). Embora, essas espécies apresentem elevadas taxas de cruzamentos, seus
sistemas de reproducdo podem variar entre espécies, populacdes de uma espécie, eventos
reprodutivos de uma populacédo e entre flores de uma arvore, devido ao seu controle estar sob
a influéncia genética e ambiental (SEBBENN, 2006).

Fatores genéticos e ecoldgicos como: o sistema sexual e a presenca de auto-
incompatibilidade (FINKELDEY, 1998; LEE, 2000; MURAWSKI; HAMRICK, 1991); o
tamanho e a densidade populacional, que corresponde ao numero de arvores florescendo por
hectare (FRANCESCHINELLI; BAWA, 2000; ROUTLEY et al., 1999); a estrutura genética
espacial, relativa ao modo de distribuicdo das arvores florescendo (FINKELDEY, 1998); a

fenologia do florescimento, relacionada a variagGes entre os periodos de floracdo das plantas



69

(BOSHIER et al., 1995); o modo de polinizacdo e o comportamento dos polinizadores
(FRANCESCHINELLI; BAWA, 2000), podem promover uma grande interferéncia no
sistema de reproducdo de uma espécie arbdrea, alterando as taxas de cruzamentos entre 0s
individuos de uma populacéo e entre as espécies (SEBBENN, 2006). A amplitude de variacao
na taxa de cruzamento das espécies arboreas tropicais tem fortes implicacdes para a coleta de
sementes para reflorestamentos ambientais, uma vez que o seu conhecimento pode ser
utilizado na determinagdo do numero de &rvores matrizes necessério para a coleta do
germoplasma (SEBBENN, 2006).

Fatores antropogénicos como fragmentacdo florestal e corte seletivo de &rvores
também podem afetar o sistema de reproducdo das espécies arboreas tropicais (ALDRICH;
HAMRICK, 1998; DEGEN et al., 2006; DICK et al., 2003; LOWE et al., 2005; NASON;
HAMRICK, 1997). A fragmentacdo pode afetar a densidade populacional de animais, a
amplitude de flutuacdo das suas populacGes, as atividades dos polinizadores e o0 arranjo de
forrageamento dos mesmos (PULLIAM, 1988; SHAFFER, 1981;), atingindo potencialmente
a polinizacdo e o nivel de producdo de sementes nas plantas (JENNERSTEN, 1988;
MENGES, 1991).

As consequéncias genéticas da fragmentacdo estdo relacionadas com alteragdes no
fluxo génico original, refletindo diretamente na taxa de cruzamento por alterar o tamanho das
populacdes das especies, ou indiretamente, por influenciar a abundancia ou comportamento
dos agentes polinizadores (KARRON et al., 1995). De acordo com Moraes et al. (2007),
varios estudos recentes relatam que populacdes de espécies arboreas tropicais fragmentadas
apresentam uma reducdo nas taxas de cruzamentos e no tamanho da vizinhanga reprodutiva
comparada as populacdes com baixa antropizacao. As consequéncias da fragmentacéo tendem
a aumentar a frequéncia de cruzamentos endogamicos nas populacdes remanescentes. O
aumento da endogamia ou homozigosidade para alelos idénticos por descendéncia pode
resultar em depressdo endogamica, sendo esta mais severa em espécies predominantemente
alégamas que mantém altos niveis de carga genética (NASON; HAMRICK, 1997).

A baixa densidade populacional, presenca de sistemas de auto-incompatibilidade e as
consequentes altas taxas de cruzamento de muitas espécies arbdreas dos trdpicos tornam-nas
vulneraveis a fragmentacdo (CASCANTE et al., 2002). Portanto, o conhecimento do sistema
reprodutivo é de grande importancia para os programas de melhoramento e conservacdo dos
recursos genéticos das espécies, pois permite delinear estratégias que otimizem a amostragem
da variabilidade genética e também indica os modelos genético-estatisticos apropriados para a
estimativa dos parametros genéticos (FREITAS et al., 2004; SOUZA et al., 2003). Permiti,
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ainda, a aplicacdo de métodos amostrais mais efetivos e 0 uso de modelos matematicos mais
realistas no estudo da heranca quantitativa de caracteres de interesse econdmico (SEBBENN,
2001).

O objetivo deste estudo foi investigar o sistema de cruzamento de uma populacdo
natural de Myracrodruon urundeuva, da Estacdo Ecoldgica de Paulo de Faria, por meio de
marcadores microssatélites. Nesta etapa as seguintes questfes foram abordadas: i) Qual é a
taxa de cruzamentos endogamicos e correlacionados na populacao? ii) Qual o nimero efetivo
de arvores doadoras de pdlen? iii) Qual o coeficiente médio de coancestria dentro de
progénies e qual o tamanho efetivo populacional médio dentro de progénies de polinizacdo

aberta? iv) Qual o nimero de arvores matrizes necessario para a coleta de sementes?

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Coleta do material biolégico e analise do DNA gendmico

Para o presente estudo, foi realizada uma amostragem semelhante a descrita no
capitulo 1, no subitem 3.2.2. Neste caso, alem do georeferenciamento e medidas do diametro
a altura do peito (DAP) das arvores adultas, também foi determinado o sexo das mesmas
(Figura 8). Da amostra total de 467 plantas, 175 eram plantas femininas, 268 eram masculinas
e 24 ndo puderam ter seu sexo determinado, devido a auséncia de flores durante o evento
reprodutivo avaliado (Figura 9). Em testes de progénies tem se verificado que M. urundeuva
inicia a reproducdo com menos de cinco anos de idade (MORAES, informacao pessoal).
Assim, aqui considerou-se arvores com DAP>11 cm como adultas. Contudo, a floracéo e
frutificacdo sdo baixas nos primeiros anos (BALERONI et al., 2003). Para o estudo do
sistema de cruzamento, também foram amostradas 514 progénies de 30 arvores matrizes.

O material amostral foi constituido por tecido foliar armazenado em silica gel. O DNA
genébmico foi extraido pelo emprego do protocolo CTAB (DOYLE, J. J.; DOYLE, J. L.,
1990), com algumas modificacbes no tampdo de extracdo. Assim, o DNA gendmico dos
individuos de M. urundeuva foram estudados por meio de cinco locos de SSR (CAETANO et

al., 2005). As reacdes e condigdes de amplificagdo foram conduzidas conforme proposto por
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Caetano et al. (2005), e descritas no capitulo 1 subitem 3.2.5.2. Desta forma, as PCRs foram
constituidas de 1 ng de DNA gendmico em um volume final de 6 pL contendo: 200uM de
cada dNTPs, 2,5 mM de MgCl,, 0,33 uM de cada iniciador, &gua ultrapura estéril e 1X Go
Tag Master Mix PROMEGA. O componente Foward de cada par de primers foi marcado na
sua extremidade 5’ com um fluor6foro especifico. O programa de PCR utilizado para a
amplificacdo das regifes microssatélites foi constituido de um ciclo de 94°C por 3 min., 35
ciclos de 94°C por 30 seg., temperatura de pareamento do primer por 30 seg., 72°C por 30
seg., € um ciclo final de 72°C por 5 min. As reacdes de amplificacdo foram realizadas em
termocicladores 9600 e 9700 (Applied Biosystem). Os produtos de amplicagdes foram
diluidos e depois foram montados multiplex com 2 e 3 amplificados de locos distintos
(BRONDANI; GRATTAPAGLIA, 2001). Entdo, os multiplex foram desnaturados a 94°C por
5 minutos e submetidos a eletroforese capilar em equipamento ABI Prism 3700 (Applied

Biosystem).

Estagio Ecoldgica

de Paulo de Fana

-

Paulo de Faria

Figura 8. Localizacdo geogréfica da &rea de coleta do material bioldgico de
individuos adultos e de germoplasma de arvores matrizes de M. urundeuva.
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Figura 9. Imagem de satélite mostrando a distribuicéo de individuos machos (@ ), fémeas ( ®) e néo
identificados ( O ) da populagdo de M. urundeuva na Estacéo Ecolégica de Paulo de Faria, SP.

4.2.2 Analise dos dados

4.2.2.1 Sistema de cruzamento

As analises do sistema de cruzamento foram baseadas nos modelos mistos de
reproducdo (RITLAND; JAIN, 1981) e de cruzamentos correlacionados (RITLAND, 1989).
As estimativas foram realizadas utilizando o programa ‘“Multilocos MLTR” (RITLAND,
2004) e o método de maxima verossimilhanca (Algoritmo Newton-Rapson). Os parametros
estimados foram a taxa populacional de cruzamento multiloco (t,), taxa populacional de
cruzamento uniloco (t,), taxa de cruzamento entre aparentados (t, —t,), taxa efetiva de
cruzamento entre parentes em caso de especies didicas (1-t, ou 1-t,, dependendo de qual

das estimativas for a menor, t; ou t ) e, correlagdo multiloco de paternidade (r,,, ). Estes

pardmetros foram também estimados em nivel de progénies. O intervalo de confianca das

estimativas foi obtido por 1000 reamostragens bootstraps. A unidade de reamostragem foi as
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progénies na andlise populacional e plantas dentro de progénies nas analises individuais para
progénie. Estes parametros foram utilizados para estimar outros parametros demogréficos e

genéticos, como: nimero efetivo de pais polinizadores ou tamanho da vizinhanca reprodutiva
(N, =1/%)) e coeficiente médio de coancestria (®xy) entre plantas dentro de progénies,
calculado usando a expressdo para espécies didicas com cruzamentos entre parentes:

©,, =0,125( (1+F,)(L+F,) + 0,251~ {,)[2f, 1+ F, +20,) +{, 1+ F, +60,)L—F,)]+
+0125(1—f,)° [+ F, +60,)A—F,) + L+ F, +20,)2¢ ] (SEBBENN, 2006).

sendo que pr é o coeficiente de endogamia na populacao reprodutiva, fp é a correlagdo de

paternidade, ép é o coeficiente de coancestria na geracao parental e fS ¢ a taxa de cruzamento

uniloco.

O indice de fixacdo das progénies (F,) foi usado para estimar o coeficiente de

coancestria entre os parentais que efetivamente se cruzaram. Como a especie é dioica, toda

endogamia nas progénies € produzida pelo cruzamento entre parentes (F, ) e como a

coancestria entre os parentais cruzados € igual, @ endogamia nas progénies, o coeficiente de

coancestria entre parentes é simplesmente o valor da endogamia nas progénies ( Ift L= ép).

Adicionalmente, para conhecer a representatividade genética dentro das progénies foi

estimado o tamanho efetivo populacional (N, ):

A 0,5
Ne(v) = N
. (n—lj 1+F,
6, |+
U'n 2n

em que n é o tamanho amostral. O nimero de arvores matrizes (m ) para a coleta de sementes

(COCKERHAM, 1969).

foi calculado assumindo que o objetivo € reter na amostra total o tamanho efetivo de

referéncia de 150:

=N IN,,, (SEBBENN, 2003).

e(referénciav)

Esta ultima expressdo é baseada em trés suposicdes: i) que as arvores matrizes onde foram
coletadas as sementes ndo sao parentes entre si; ii) que estas arvores matrizes ndo se cruzaram

entre si; iii) que as arvores matrizes amostram conjuntos génicos polinicos ndo sobrepostos.
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4.3 RESULTADOS

4.3.1 Sistema de reproducgao

A taxa de cruzamento multilocos (t, ) variou entre progénies de 0,816 a 0,982 (Tabela

7), com média populacional de 1,002 (Tabela 8). Estes valores menores do que a unidade nas
estimativas individuais na taxa de cruzamento indicam a presenca de cruzamentos entre
individuos parentes ou estdo associados a erros de estimacdo, advindos do pequeno tamanho
amostral de cada progénie (aproximadamente 20 plantas). Como a espécie em questdo tem
sistema sexual didico, era esperado se observar uma taxa de cruzamento igual a unidade (1,0).

Estes resultados confirmam a dioicia na espécie. A taxa de cruzamento unilocos (t,) foi

menor do que a taxa de cruzamento multilocos em 28 das 30 progénies, reforcando a hipotese
de ter ocorrido cruzamento entre parentes. A média populacional da taxa de cruzamento

unilocos foi igualmente menor que a multilocos (t, =1,001; Tabela 8). A diferenca entre a taxa
de cruzamento multilocos e unilocos (t, —t,) mede a taxa de cruzamento entre parentes. Esta

variou entre as 28 progénies que apresentaram diferencas positivas de 0,006 a 0,089, o que
indica a ocorréncia de cruzamento entre parentes. Contudo, em espécies didicas a taxa de
cruzamento entre parentes corresponde a diferenca entre a unidade e a menor das taxas de

cruzamento calculadas, ou seja, pode ser medida por 1-t, ou 1—t_. Assim, a taxa efetiva de

cruzamento entre individuos parentes foi estimada estar entre 0,051 a 0,125, com média
populacional de 0,019. O cruzamento entre parentes era esperado, considerando que a andlise
da estrutura genética espacial detectou a presenca da distribuicdo ndo aleatdria de gendtipos
dentro da populacdo. Portanto, certos niveis de endogamia podem ser esperados ocorrer em
sementes coletadas de polinizacdo aberta da presente populacao.

A estimativa da correlagdo multilocos de paternidade (r,,, ) indicou que as progénies

p(m
sdo compostas de uma mistura de meios-irmaos e irmaos-completos, estes Gltimos em menor
proporcao. A correlacdo multilocos de paternidade variou entre progénies de 0,057 a 0,152,
com média populacional estimada em 0,158. Portanto, entre 5,7 a 15,2% das progénies eram
irmdos-completos, com media populacional estimada em 15,8%. A diferenca entre a

correlagdo unilocos e multilocos de paternidade (r, —r,m. ) Mede a ocorréncia de
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parentesco entre as arvores masculinas que atuaram como polinizadores. Esta diferenga foi
positiva em 22 das 30 progénies e significativamente diferente de zero em pelo menos trés
casos, 0 que mostra que arvores masculinas que fertilizaram algumas progénies também eram
parentes entre si. O parentesco entre os machos ndo causa endogamia nas progénies, mas
aumenta a identidade por descendéncia dos alelos dentro das progénies e reduz o tamanho
efetivo.

O ntmero efetivo de arvores masculinas fertilizando as arvores matrizes foi estimado
variar de 6,6 a 14,5 (Tabela 7), com média populacional de 8,33 (Tabela 8). O coeficiente de
coancestria (®xy) dentro das progénies foi maior do que o esperado em progénies de meios
irméos (®xy=0,125), variando de 0,146 a 0,168, com média populacional de 0,150. O tamanho

efetivo de variancia (N, ) dentro das progénies foi, portanto, também menor do que o
esperado em progénies de meios-irmaos (N, =4), variando de 2,74 a 3, com meédia

populacional de 2,98. O tamanho efetivo total das 30 progénies foi estimado em apenas 86,45.
Este ultimo valor é 28% menor que seria esperado caso as progénies fossem perfeitamente

parentes no grau de meios-irmaos (N, =120). Os calculos indicam, portanto, que para

obterem-se lotes de sementes com tamanho efetivo de 150, é necessario coletar sementes de

pelo menos 50 arvores matrizes.

Tabela 7. Estimativa de parametros do sistema de reproducdo em uma populacéo de
Myracrodruon urundeuva. t, é ataxa de cruzamento multilocos; t, é a taxa de cruzamento

unilocos; t, —t, € ataxa de cruzamento entre parentes; r,., € correlagdo multilocos de
paternidade; r, —r,., Mede a ocorréncia de parentesco entre as polinizadoras efetivas; 1/f, € o
nimero efetivo de pais polizadores; ®,, € a coancestria dentro de progénies; N, € o tamanho
efetivo da progénie; média + erro padrdo da média 95% de probabilidade.

Progénie _tm L tn — L Fo(m) Lo ~Nm L @, New
1 0976:0,008 0,9420,010 003430010 0,145:0,088 -0,014+0,055 69 0,163 2,74
2 0965:0,008 0922+0,012 0,043+0,010 0,057+0,012 0,080,008 175 0146 3,00
3 0965:0,020 0943+0,010 002240016 0,095:0,059 0,011+0,037 105 0147 298
4 0957+0,033 0914:0016 0,0420,027 0,0970,055 0,005+0,037 10,3 0152 2,90
5 0971+0,008 0910+0,012 00610012 0,070+0,024 0,022+0,014 143 0149 294
6  0982:0,010 0936+0,010 0,046+0,010 0,107+0,061 0,002+0,047 9,3 0150 294
7 0982:0,010 0937+0,008 0,045:0,008 0,109+0,086 0,008+0,057 9,2 0150 294
8  0816:0,153 0,8830,025 -0,067+0,016 0,081+0,025 0,014+0,129 123 0155 2,85
9 0982:0,010 0929+0,008 0,053+0,008 0,120+0,082 -0,009+0,057 83 0152 2,89
10 0957+0,037 091940022 0,038+0,035 0,082+0,039 0,016:0,025 122 0149 2,94
11 09710,016 0,934+0012 0,037+0,010 0,085:0,045 0016:0,027 118 0147 2,98
12 0925:0,088 091040025 0,016+0,073 0,122+0,069 -0,014+0,051 82 0156 2,84
13 0,982:0,010 0,934+0,008 0,048+0,008 0,107+0,045 0,004:0,029 93 0150 2,93
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Progénie L, L, LT L Fo(m) Fos) = Fpem) 1/ fp Oyy Ne(v)
14 0,979+0,006 0,922+0,012  0,058+0,014 0,101+0,039 0,000+0,029 99 0,151 2,91
15 0,965+0,024  0,903+0,027  0,062+0,029  0,084+0,035 0,019+0,022 119 0,152 2,89
16 0,964+0,016 0,910+0,018  0,054+0,018 0,075+0,029 0,017+0,022 13,3 0,150 2,93
17 0,977+0,002 0,906+0,022  0,070+0,022 0,069+0,027 0,025+0,018 14,5 0,168 2,66
18 0,975+0,004 0,907+0,018  0,068+0,016 0,093+0,049  0,004+0,033 10,8 0,153 2,89
19 0,903+0,108 0,896+0,031  0,006+0,086 0,110+0,057 -0,005+0,043 91 0,157 2,83
20 0,893+0,112 0,883+0,035 0,013+0,020 0,082+0,027 0,013+0,094 12,2 0,155 2,85
21 0,966+0,031 0,877+0,041  0,089+0,043  0,139+0,094 -0,031+0,067 7,2 0,163 2,73
22 0,979+0,006 0,898+0,029  0,080+0,029 0,081+0,035 0,015+0,025 12,3 0,153 2,89
23 0,909+0,096 0,886+0,027  0,022+0,078 0,102+0,045 0,000+0,035 9,8 0,157 2,82
24 0,875+0,104 0,893+0,020 -0,018+0,035 0,112+0,049 -0,009+0,090 89 0,160 2,77
25 0,965+0,031 0,909+0,022  0,056+0,029 0,078+0,041 0,013+0,027 12,8 0,151 2,92
26 0,975+0,006 0,933+0,010  0,041+0,008 0,101+0,057 0,002+0,037 9,9 0,149 2,94
27 0,941+0,037 0,899+0,014  0,042+0,029 0,114+0,043 -0,007+0,033 838 0,157 2,83
28 0,957+0,055 0,922+0,018 0,035+0,045 0,099+0,041 0,010+0,027 10,1 0,151 2,91
29 0,946+0,039 0,918+0,016  0,028+0,029  0,078+0,031 0,016+0,018 12,8 0,149 2,94
30 0,982+0,010 0,949+0,006  0,033+0,006 0,152+0,096 -0,021+0,055 6,6 0,153 2,88

Média -- -- - - -- 10,7 -- 2,88
Total 86,45

Tabela 8. Estimativa de parametros do sistema de reproducdo em uma populacéo de
Myracrodruon urundeuva.

Parametro

Paulo Farias-SP (1C95%)

NUmero de arvores matrizes
NuUmero total de descendentes: n

Taxa de cruzamento multiloco: t,,

Taxa de cruzamento uniloco: t,
Taxa de cruzamento entre parentes: t,, —t,

Correlacdo multiloco de paternidade: r

p(m)

Namero médio de arvores polinizadoras: 1/,
Coancestria média dentro de progeénies: ©,,

Parentesco dentro das progénies: r,,
Tamanho efetivo de variancia: N,

NUmero de matrizes: m

30
514

1,002 (1,002-1,168)
1,001 (0,971-1,072)

0,018 (0,033-0,096)
0,158 (0,100-0,178)

8,33 (9,35-17,24)

0,150 (0,146-0,167)
0,300 (0,291-0,334)

2,98 (2,70-3,06)

50 (49-56)

Sendo: m é o numero de arvores matrizes necessarias para a coleta de sementes visando reter o tamanho
efetivo de 150.
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4.4 DISCUSSAO

4.4.1 Taxa de cruzamento multiloco e uniloco

A estimativa da taxa populacional de cruzamento multilocos, reafirmou a condigdo do
sistema sexual didico da espécie M. urundeuva, com a garantia de taxas de fecundacdo
cruzada maximas. O estudo do sistema de reproducdo da espécie, realizado por Moraes et al.

(2004a), apresentou resultados sobre a taxa de cruzamento multiloco (t,) congruente ao do

valor observado neste estudo. Taxas de fecundacdo cruzada maximas também ja tinham sido
relatadas em outras espécies arboreas brasileiras didicas, como: Araucaria angustifolia
(SOUSA et al., 2005), e bissexuais como Caryocar brasiliensis (COLLEVATTI et al., 2001),
Teobroma grandiflorium (ALVES, 2002) e Hymenaea courbaril (LACERDA et al., 2008).
As estimativas da taxa de cruzamento multilocos individuais para as progénies foram
inferiores as esperadas para uma espécie dioica. Para essas espécies, em virtude da auséncia
de autofecundacdo, todas as diferencas da taxa de cruzamento multiloco ou uniloco da
unidade, sdo atribuidas aos cruzamentos entre individuos aparentados ou a erros de estimacao.
Estudos realizados nas espécies didicas llex paraguariensis (WENDT, 2005) e Cecropia
pachystachya (RIBAS, 2003), também observaram taxas de fecundacgédo cruzada inferiores aos
da unidade, reforcando a influéncia do tamanho amostral em termos de locos e nimero de

plantas por progénies nas respectivas estimativas.

4.4.2 Taxa de cruzamento entre parentes

Confirmando as expectativas do baixo valor da taxa de cruzamento uniloco em relacéo
a multiloco, a analise da taxa de cruzamento entre aparentados, evidenciou a ocorréncia de um
padrdo de cruzamentos entre individuos com grau de parentesco na populacdo de M.
urundeuva. No entanto, a proporcdo desses cruzamentos em nivel de populacdo quando
comparados com 0s de outras espécies arbdreas estudadas sdo relativamente inferiores e

semelhantes aos observados em Hevea brasiliensis (FURLANI et al.,, 2005) e Hymenaea
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courbaril (SANTOS, 2002). Em nivel de analise por individuo, a taxa de cruzamento entre
parentes apresentou variacdo e mostrando-se consideravelmente alta, denotando que uma
parte das progénies utilizadas nesta analise é proveniente de cruzamentos entre parentes e,
portanto apresentam endogamia. Fatores genéticos e ecoldgicos intrinsecos a espécie como a
estruturacdo genética espacial e o fluxo génico, podem contribuir decisivamente para a
ocorréncia de cruzamentos entre individuos parentes. Consequentemente o que se observa é
uma amplitude significativa dessa taxa entre as espéecies arboreas brasileiras. Nessas espécies

a taxa de cruzamento entre aparentados (t,, —t,) tem variado de 0,01 em Hevea brasiliensis

(FURLANI et al.,, 2005) a 0,30 em Hymenaea stignocarpa (MORAES et al., 2007).
Autofecundacgdes, associadas a altas taxas de cruzamentos biparentais e cruzamentos
endogamicos, aumentam a endogamia nas sementes, desencadeando a depressdo endogamica
(SEBBENN, 2002). A endogamia é originada pela diminuicdo da frequéncia dos
heterozigotos, nos varios locos e pela carga genética da populacdo (BARRET; KOHN, 1991;
FALCONER, 1989; MURAWSKI; HAMRICK, 1991). Para pequenas populacGes de espécies
arbdreas tropicais, o rapido crescimento da endogamia € um problema, pois essa produz um
aumento da homozigosidade de alelos recessivos deletérios, que por sua vez, em grandes
populacdes sdo mantidos como raros em heterozigose pela selecdo natural, além da
possibilidade da fixacdo desses alelos por deriva genética (ALLARD, 1971; FALCONER;
MACKAY, 1996). Portanto, a coleta de sementes para reflorestamentos ambientais de acordo
com Sebbenn (2002), deve visar a eliminacdo da endogamia nas futuras geracdes e conservar
0 potencial evolutivo das espécies. Para isso a amostragem deve ser realizada de tal forma,
que as amostras representem a variabilidade da populacdo. Para garantir um minimo de
variabilidade genética nos plantios, € necessaria a coleta de sementes em um numero

adequado de arvores matrizes.

4.4.3 Taxa de cruzamentos correlacionados

A ocorréncia de cruzamentos ndo aleatdrios foi também observada na estimativa da

correlagdo multiloco de paternidade (r,.,) dentro de progénies e na analise em nivel

populacional, revelando uma quantidade significativa de irmaos-completos provenientes de

cruzamentos correlacionados. Contudo, a propor¢do de progénies de meios-irméos observadas
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na populacdo de M. urundeuva é notavelmente superior, mostrando que apesar da
identificacdo de estrutura genética espacial e de indicios de isolamento fisico do fragmento
pela presenca da cultura da cana-de aglcar em seu entorno, cerca de aproximadamente 85%
da fecundacdo cruzada que ocorre na populacdo é de cruzamento aleatério. Estimativas de
correlacdo de paternidade semelhantes foram encontradas em algumas espécies tropicais,

como: Bagassa guianensis (r, ., = 0,14) (SILVA, 2005), Caryocar brasiliensis (r, ., = 0,16)

p(m) p(m)

(COLLEVATTI et al., 2001), Cedrela odorata (r = 0,16) (JAMES et al.,, 1998) e

p(m)

Hymenaea courbaril (r ., =0,15) (SANTOS, 2002).

p(m)

De acordo com Sebbenn (2006), os cruzamentos correlacionados em populagdes de
espécies arboreas tropicais, podem ser explicados pelo assincronismo das plantas, pelo
pequeno tamanho da populacdo reprodutiva e pelo comportamento de forrageio dos
polinizadores com visitas sistematicas a arvores proximas. Nunes et al. (2008), estudando os
aspectos ecologicos relacionados a fenologia de M. urundeuva, observaram que a sua
reproducdo € diretamente influenciada pela temperatura e precipitacdo. Citam ainda, que a
fase reprodutiva da espécie é reduzida (dois meses) e restrita ao periodo de déficit hidrico. De
acordo com Mantovani e Martins (1988), fatores ambientais, principalmente a precipitacao,
podem afetar a atividade de agentes polinizadores e das espécies vegetais, as quais por sua
vez, podem desenvolver mecanismos de resposta aos estimulos ambientais. Aspectos da
fenologia, aliados as caracteristicas da biologia da espécie podem favorecer a ocorréncia de
cruzamentos nao aleatorios entre os individuos, conforme ja relatado em outras espécies
arbdreas tropicais.

A diferenca entre a correlagdo uniloco e multiloco de paternidade (r,q —Fym)

detectou que alguns genitores possuem grau de parentesco. Esse parentesco aumenta a
identidade por descendéncia dos alelos dentro das progénies, consequentemente pode-se
observar uma elevacdo no indice do coeficiente de coancestria, que por sua vez, reflete na
reducdo do tamanho efetivo da populacéo.

A deteccdo do sistema reprodutivo (misto ou mistura de cruzamentos aleatérios e
correlacionados) de uma espécie arbdrea é de extrema impotancia para a conservacdo
genética, melhoramento florestal e nas atividades de coleta de sementes para reflorestamentos
ambientais. Essa deteccdo esta relacionada com a determinacdo do tamanho amostral para a
retencdo de tamanhos efetivos de referéncia. Espécies de sistema misto de reproducao
requerem maiores tamanhos amostrais para reter tamanhos efetivos de referéncia, do que as
de cruzamentos perfeitamente aleatérios (SEBBENN, 2002, 2003).
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4.4.4 Numero efetivo de doadores de pélen

A partir da correlacdo de paternidade, é possivel estimar o nimero de individuos que
efetivamente polinizaram as &rvores maternas. Ou seja, essa estimativa indica a meédia do
namero provavel de individuos que contribuiram com p6len no evento de reproducéo de uma
arvore-mae. Para a populacdo de M. urundeuva, o nimero de arvores polinizadoras de uma
arvore matriz foi relativamente alto, comparado com o numero médio de individuos
polinizadores encontrados em outras espécies arboreas tropicais. Os resultados observados
neste estudo, corroboram com os encontrados para as espécies de Bagassa guianensis (SILVA
et al., 2008) e Hymenaea courbaril (SANTQOS, 2002).

4.4.5 Coeficiente de coancestria e tamanho efetivo de variancia

Em virtude, da constatacdo de parentesco entre os individuos polinizadores de uma
arvore-matriz e do cruzamento entre aparentados na populacdo de M. urundeuva, o
coeficiente de coancestria dentro das progénies foi superior ao valor esperado em progénies

de meios irmaos (®,,=0,125). Como mencionado anteriormente, o parentesco entre arvores

masculinas pode promover uma elevacdo no numero de alelos idénticos por descendéncia.
Consequentemente aumenta-se o coeficiente de coancestria entre os individuos e reduz o
tamanho efetivo de variancia das popula¢fes. Cruzamentos entre aparentados, também podem
aumentar o numero de alelos idénticos por descendéncia promovendo a endogamia e
reduzindo o tamanho efetivo.

A determinacdo do coeficiente de coancestria € interessante para se conhecer o
tamanho efetivo de variancia, j& que esse mede a representatividade genética de uma
populacdo a partir de suas progénies (WENDT, 2005). Em uma populacdo idealizada
(tamanho infinito, cruzamentos aleatorios, auséncia de sele¢cdo, mutacdo e migracdo) o
tamanho efetivo de variancia dentro de progénies (>1000 sementes) corresponde a quatro

individuos ndo parentes e ndo endogamicos (N, =4). Entretanto, desvios das pressuposicdes

que caracterizam a populacdo idealizada causam reducfes no tamanho efetivo de variancia.

Foi 0 que se observou neste estudo, longe de ser uma populacdo idealizada, o conjunto de
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individuos da espécie M. urundeuva, apresentou um tamanho efetivo menor em relacdo ao
estabelecido para uma populacdo panmitica, porém foi moderado e compativel com a maioria
das espécies tropicais estudadas. O resultado do tamanho efetivo de variancia encontrado para
a espécie M. urundeuva, corrobora com os observados nas espécies tropicais Cariniana
legalis (SEBBENN et al., 2000) e Parapiptadenia rigida (RIBAS, 1999).

Os poucos exemplares de populacdes de espécies arbdreas no Brasil, ndo atendem o
modelo panmitico de populagdo, devido principalmente aos ambientes extremamente
fragmentados pela acdo antropica. De acordo com Sebbenn (2002), os efeitos da
fragmentacdo de habitas promovem o aumento da coancestria e a reducdo do tamanho efetivo
nas progénies das populagdes remanescentes. Portanto, para um programa de coleta de
germoplasma se faz necessario a coleta em um maior nimero de arvores do que seriam
necessarios caso 0s cruzamentos fossem perfeitamente aleatorios e as populagdes tendessem a
um tamanho infinito (SEBBENN, 2002).

A coleta de sementes para programas de recuperacdo ambiental, utilizando
germoplasma da populacdo de M. urundeuva da Estacdo Ecoldgica de Paulo de Faria, deve
visar para um tamanho efetivo de referéncia de 150, a coleta de propagulos de 50 arvores
matrizes. Este valor estd dentro da média de 67 arvores matrizes (m=150) recomendadas por
Sebbenn (2006), para a implantacdo de pomares de sementes utilizando as espécies tropicais
ja estudadas. Apesar de a populacdo apresentar desvios nas pressuposi¢cées de um modelo
panmitico, seu conjunto de individuos estdo aptos a serem utilizados em programas de

melhoramento e conservacéo genética.

4.5 CONCLUSOES

1. Existem cruzamentos entre parentes e cruzamentos correlacionados na populacdo e
progénies de polinizacdo aberta sdo compostas por misturas de meios-irmdos e irmaos
completos;

2. Coletas de sementes para conservacdo genética, melhoramento e recuperacdo ambiental
visando reter o tamanho efetivo de 150, requerem que as sementes sejam coletadas de pelo

menos 50 arvores matrizes.
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5 CAPITULO 111

FLUXO DE POLEN E SEMENTES EM UMA
POPULACAO FRAGMENTADA DE Myracrodruon urundeuva
(F.F. & M.F. Allemao): IMPLICACOES PARA A
CONSERVACAO GENETICA E MARCACAO DE ARVORES-

MATRIZES PARA A COLETA DE SEMENTES
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5.1 INTRODUCAO

A reducdo de florestas continuas a fragmentos florestais é um dos principais
problemas ambientais nos paises tropicais € no mundo. Os fragmentos tornam-se as
populacdes de origem das futuras geracOes das espécies arbdreas que ali vivem. Se o tamanho
efetivo das populacbes remanescentes for muito baixo (<20) pode-se esperar um rapido
declinio nas populagdes com sua consequente extingdo. Contudo, embora a fragmentacgéo seja
um distdrbio comum nas florestas tropicais, o entendimento dos seus efeitos sobre o fluxo
génico, sistema de reproducdo e a diversidade genética ainda € restrito (NASON et al., 1998;
WHITE et al., 2002). A resposta das espécies arboreas a fragmentacéo depende de um niimero
de fatores espécie-especificos que podem influenciar padrées de conectividade genética e
reprodutiva entre populacbes fragmentadas (ALDRICH; HAMRICK, 1998; NASON;
HAMRICK, 1997). A reducdo no tamanho das populacfes, associada a baixa densidade
populacional faz com que o nimero de individuos reprodutivos remanecente nos fragmentos
seja baixo para muitas espécies arbdreas. Se 0 movimento dos vetores de polinizacdo e
dispersdo de sementes também € reduzido pela fragmentacéo, entdo os fragmentos se tornam
unidades geneticamente e demograficamente isoladas em pequenos tamanhos efetivos,
tornando as espécies arboreas vulneraveis a extingdo local. (NASON; HAMRICK, 1997).

Em termos gerais, a fragmentacdo tem trés principais efeitos sobre as populacGes de
espécies arboreas: i) reducdo no numero total de individuos; ii) reducdo no tamanho médio
das populagbes, quando individuos sdo restritos a pequenos fragmentos florestais e; iii)
isolamento espacial das populagdes remanescentes, em uma paisagem intercalando
fragmentos e usos de terras para diferentes fins (YOUNG; BOYLE, 2000b). Esses efeitos
demogréaficos podem levar as populacdes a perderem alelos, reduzir a heterozigosidade
(YOUNG; BOYLE, 2000a; SOUZA et al., 2004), aumentar a divergéncia genética entre
populacdes por deriva genética (DAYANANDAN et al., 1999; HAMILTON, 1999; SOUZA
et al., 2004; YOUNG; BOYLE, 2000) e, principalmente, romper o fluxo de genes via pdlen e
sementes entre popula¢ées (HAMILTON, 1999), alterando o tamanho genético da vizinhanca
reprodutiva, o sistema de reproducdo (ALDRICH; HAMRICK, 1998; SEOANE et al., 2001)
e, consequentemente, a endogamia, a coancestria e o tamanho efetivo das populacdes

descendentes. Esses efeitos da fragmentacdo tém implicacdes diretas sobre a conservacdo in
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situ, coleta de germoplasma para conservacgdo ex situ, marcacdo de &rvores matrizes e coleta
de sementes para a recuperacdo ambiental.

Com a drastica reducdo e a consequente fragmentacdo da vegetacdo natural do estado
de Séo Paulo, tem-se observado na ultima década um aumento na demanda por sementes de
espécies florestais nativas para a recuperacdo ambiental, embora ainda ndo exista nenhum
pomar de sementes de tais espécies em franca producdo. Esforgos estdo sendo feitos no
sentido de marcar arvores matrizes em fragmentos florestais remanescentes do estado, para a
realizacdo da coleta de sementes a serem utilizadas em reflorestamentos ambientais (Projeto
Matrizes — BIOTA/FAPESP). Entretanto, se conhece muito pouco sobre as consequéncias
genéticas da fragmentacdo sobre os niveis de diversidade genética, endogamia, coancestria e
tamanho efetivo nas geracdes descendentes (sementes), de arvores matrizes localizadas em
fragmentos florestais ou em arvores isoladas em campos e pastagens. Tais informagdes séo
fundamentais no delineamento de estratégias para a marcacdo de matrizes e coleta de
germoplasma.

Dois aspectos fundamentais quando se pensa na coleta de sementes de arvores
matrizes em populacdes naturais sdo o tamanho e a area de vizinhanca reprodutiva. O fluxo de
polen pode viajar longas distancias sem que isto represente um grande tamanho de
vizinhanga. A distancia do fluxo pode ser longa devido a baixa densidade populacional, sem
que isto represente um grande nimero de parentais contribuindo para descendéncia de uma
arvore matriz. Em contraste, quando o polen € recebido de arvores de fora da populacdo o
tamanho efetivo da populacdo reprodutiva pode ser maior do que a area ocupada pela
populacdo recipiente (NASON et al., 1998). Identificando as arvores doadoras de pdlen de
uma determinada progénie de uma arvore matriz, é possivel determinar o tamanho e a area
reprodutiva que esta arvore matriz ocupa, ou seja, a sua vizinhanca genética. Estimativas do
tamanho da vizinhanca reprodutiva de populacGes sdo essenciais para a predi¢do dos efeitos
da deriva genética e endogamia em pequenas populacGes, além de promoverem uma
perspectiva ecologica sobre a extensdo espacial da unidade reprodutiva de plantas e,
indiretamente, do comportamento dos polinizadores a partir de padrbes geneticamente
determinantes de depdsito de pélen (APSIT et al., 2001).

O fluxo de pdlen é um dos fatores mais importantes influenciando a estrutura genética
de espécies arboreas. Extensivo fluxo génico via pdlen promove altos niveis de diversidade
genética dentro de populacdes e baixa diferenciacdo entre populacbes e é o principal
mecanismo mantendo a coesdo genética de uma espécie (DICK et al., 2003). A determinagéo

da influéncia contemporanea do movimento do polen sobre o tamanho efetivo da populacéo
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reprodutiva ou tamanho da vizinhanga requer detalhada anélise da estrutura reprodutiva das
populagdes. Tais andlises incluem a identidade do doador de pdlen e sua distancia da planta
materna (NASON et al., 1996). Esses estudos tém sido eficientemente conduzidos com base
em marcadores genéticos altamente polimérficos, como microssatélites. Estudos preliminares
baseados na observacdo do comportamento do voo dos polinizadores indicavam que o
movimento desses agentes ocorria predominantemente entre arvores vizinhas. Entretanto,
estudos recentes baseados em dados de marcadores isoenziméaticos e de microssatélites,
utilizando analises estatisticas refinadas como analise de paternidade e analise TWOGENER,
tém comprovado que o pdélen move-se a distancias consideraveis e que o fluxo de genes
dentro de populacBes é muitas vezes alto (APSIT et al., 2001; BITTECOURT; SEBBENN,
2007; CARNEIRO et al., 2009; DICK et al., 2003; DUNPHY et al., 2004; NASON et al.,
1998; WHITE et al., 2002).

Dentro deste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da fragmentagéo
florestal sobre o processo de dispersdo de sementes e pdlen de uma populacdo de
Myracrodruon urundeuva, utilizando cinco locos microssatélites e analise de paternidade.
Assim, as seguintes questdes foram abordadas: i) Qual é a taxa de imigracdo de poélen e
sementes na populacdo? ii) Qual € a distancia e os padrdes de dispersdo de pdlen e sementes
dentro da populacéo e qual é a area efetiva de polinizacdo? iii) Existe relacdo entre o tamanho
das arvores masculinas polinizadoras e a taxa de sucesso de fertilizacdo? iv) O polen recebido
por diversas arvores maternas da populacdo é homogéneo ou existe estrutura genética
espacial? v) Qual a coancestria e o tamanho efetivo dentro de progénies de polinizacdo aberta

e qual o nimero de arvores nescessario para a coleta de sementes?

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Local de estudo, coleta do material bioldgico e analise do DNA gendmico

O estudo foi conduzido na Estacdo Ecoldgica de Paulo de Faria do Instituto Florestal
de Sdo Paulo. Para este fim, foi realizada uma amostragem semelhante a descrita no capitulo

1, no subitem 3.2.2. Nesta amostragem todas as arvores reprodutivas e parte da regeneragdo
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da populacdo foram georeferenciadas (GPS), o didmetro a altura do peito (DAP) foi medido, o
sexo determinado e tecidos foliares coletados. Da amostra total de 467 plantas, 175 eram
plantas femininas, 268 eram masculinas e 24 ndo puderam ter seu sexo determinado, devido a
auséncia de flores durante o evento reprodutivo avaliado. Em testes de progénies tem-se
verificado que M. urundeuva inicia a reproducdo com menos de cinco anos de idade
(MORAES, informacdo pessoal). Assim, aqui foram consideradas arvores com DAP>11 c¢cm
como adultas. Para o estudo da dispersdo de sementes e pdlen, também foram amostrados 149
plantas de regeneracdo. A coleta do material biolégico dos regenerantes foi realizada em
individuos localizados proximos as 30 arvores matrizes reprodutivas utilizadas nesta pesquisa.
Adicionalmente, para a avaliacdo do fluxo de pélen também foram amostradas 514 progénies
das 30 arvores matrizes mencionadas anteriormente.

O DNA genbmico foi extraido pelo emprego do protocolo CTAB (DOYLE, J. J.;
DOYLE, J. L., 1990), com algumas modificacdes no tampao de extragdo. Assim, o DNA dos
individuos de M. urundeuva foi estudado por meio de cinco locos de SSR (CAETANO et al.,
2005). As reacdes e condicoes de amplificagdo foram conduzidas conforme proposto por
Caetano et al. (2005), e descritas no capitulo 1 subitem 3.2.5.2. Desta forma, as PCRs foram
constituidas de 1 ng de DNA genémico em um volume final de 6 uL contendo: 200uM de
cada dNTPs, 2,5 mM de MgCl,, 0,33 uM de cada iniciador, &gua ultrapura estéril e 1X Go
Taq Master Mix PROMEGA. O componente Foward de cada par de primers foi marcado na
sua extremidade 5° com um fluoroforo especifico. O programa de PCR utilizado para a
amplificacdo das regides microssatélites foi constituido de um ciclo de 94°C por 3 min., 35
ciclos de 94°C por 30 seg., temperatura de pareamento do primer por 30 seg., 72°C por 30
seg., € um ciclo final de 72°C por 5 min. As reacGes de amplificacdo foram realizadas em
termocicladores 9600 e 9700 (Applied Biosystem). Os produtos de amplicacdes foram
diluidos e depois foram montados multiplex com 2 e 3 amplificados de locos distintos
(BRONDANI; GRATTAPAGLIA, 2001). Entdo, os multiplex foram desnaturados a 94°C por
5 minutos e submetidos a eletroforese capilar em equipamento ABI Prism 3700 (Applied

Biosystem).
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5.2.2 Analise dos dados

5.2.2.1 Fluxo de polen e semente

A estimativa do fluxo génico contemporaneo a partir do polen (progénies e
regenerantes) e de sementes (regenerantes) foi realizada utilizando analise de parentesco e o
programa CERVUS 3.0 (KALINOWSKI et al. 2007; MARSHALL et al. 1998). As anélises
do fluxo de pélen (andlise de paternidade) foram conduzidas a partir dos gendétipos de 30
arvores maternas e suas respectivas 514 progénies e das demais 268 arvores masculinas,
usadas como candidatos a pai. Esta analise também foi realizada para os 149 regenerantes,
utilizando como candidatos a pai, as arvores masculinas (268) e como mae as arvores
femininas (175). O fluxo génico critico ou, em outros termos, a probabilidade de encontrar um
candidato compativel como pai ou mae de uma semente ou plantula dentro da populacéo,
quando o verdadeiro pai ou mae encontra-se fora da populacdo (fluxo génico critico), foi
calculado segundo método de Dow e Ashley (1998). Como todas as arvores da populacédo
tinham o seu genotipo determinado e sua posicdo espacial conhecida, em termos de
coordenadas X e Y, as sementes que tiverem o pai determinado dentro da populacdo foram
utilizadas para determinar com preciséo as distancias minima, maxima e media de dispersao
de polen na populacdo. A partir destas estimativas, uma média ponderada pela frequéncia de
dispersdo de pdlen foi calculada. O fluxo de sementes realizado foi calculado utilizando os
regenerantes amostrados e todas as arvores femininas adultas (175 arvores) como candidatos a
mae. A distancia entre a posicdo da candidata & mae e o regenerante foi usada para inferir a
distancia de dispersdao de sementes. A distancia de dispersdo de pdlen correspondeu a
distancia entre o candidato a pai e o candidato a mée. Tais informacgdes foram também usadas
para a construcdo de curvas de dispersdao de pdlen e sementes, utilizando funcbes de
densidade. A taxa de imigracdo de pdlen e sementes (m ) foi calculada como a propor¢édo de

sementes que ndo tiverem um candidato a pai ou mde determinada dentro das populacGes

(Nimigrane) €M relacdo ao total de sementes genotipadas (n,, ) dentro das populagdes,

M = Apgrane / Mot (BURCZYK et al. 1996; BURCZYK et al. 2004; SMOUSE; SORK, 2004).
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5.2.2.2 Numero efetivo de doadores de pdlen, coancestria, tamanho efetivo e

area efetiva de polinizacéo

O numero efetivo de doadores de polen (N,,) de cada arvore matriz foi estimado de

acordo com Burczyk et al. (1996) do nimero de doadores de polen (n,) detectados dos

~ np
resultados da analise de paternidade como: Nep=1lz p;, em que n, é o nimero de
i=1

embrides analisados, p, € a proporcdo de sementes filhas do pai i. Da média entre todas as
progénies foi estimado a correlagdo de paternidade como: f =1/ Nep. Da correlacdo de
paternidade, o coeficiente médio de coancestria dentro de progeénies (©,,) foi estimado como:
éxy =0125(1+ lfp)(1+ F,), emque F; € o coeficiente de endogamia na populacao reprodutiva

(SOUSA et al., 2005). O indice de fixacdo foi estimado como anteriormente apresentado. O

tamanho efetivo de variancia (N, ) para as progénies foi estimado como:

~ 0,5
Ne(v) = N
. (n—l) 1+F,
O, — |+
U'n 2n

O erro padrdo foi usado para determinar o intervalo de confianca a 95% de

(COCKERHAM, 1969).

probabilidade. A area efetiva de polinizagdo ( A,,) foi calculada para cada arvore matriz da

variancia de dispersdo de polen (o?), assumindo uma area circular ao redor de cada arvore

matriz, A, =276 (LEVIN, 1988).

5.2.2.3 Diferenciacdo no conjunto de polen

A diferenciacdo no conjunto de pdlen recebido por diferentes arvores maternas foi
estimada por analise TWOGENER (AUSTERLITZ; SMOUSE, 2001; SMOUSE et al., 2001).
O principio do método TWOGENER € estimar a diferenciacdo nas frequéncias alélicas entre o

conjunto de polen cruzado (® ) entre diferentes &rvores maternas de uma populacdo, de
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forma a poder se verificar a extensdo da dispersdo de polen. Baixa diferenciacdo no fluxo de
polen indica uma alta taxa de dispersdo efetiva de pdlen e que o pdlen é disperso a longas
distancias e que grande numero de arvores estd polinizando as arvores maternas, enquanto
uma alta diferenciacdo no fluxo de pdlen entre as arvores indica restrita dispersao de pdlen e
que poucas arvores polinizadoras estdo contribuindo para os cruzamentos. A analise
TwOGENER foi realizada utilizando-se o genotipo multilocos de arvores maternas e suas
respectivas sementes de polinizacdo aberta. Como o gendtipo materno é conhecido, e sabe-se
que cada semente recebe metade de seus alelos da arvore mde, o genétipo paterno foi
deduzido pela subtracdo dos alelos maternos do genotipo das sementes. A diferenciacdo nas

frequéncias alélicas do pdlen recebido pelas &rvores maternas (@) foi estimada por
ANAVA (EXCOFFIER et al., 1992). O parametro @, foi calculado como uma correlagéo

intra-classe de gametas masculinos (po6len) dentro de arvores femininas:

~2
_%n
A2 ~2 !
Oy +t0,

(O
em que, o5 é a estimativa da variacdo genética entre os gametas maternos recebidos por
diferentes arvores matrizes e ¢ € a estimativa da variacdo genética entre os gametas dentro

das progénies (SMOUSE et al., 2001). O parametro ® , foi convertido em outros parametros.

De @, foi possivel calcular uma medida do nimero médio de arvores efetivamente doadoras

de polen, Nep =1/2®,, igualmente como € feito pela estimativa da correlacdo de paternidade
(SMOUSE et al., 2001; SMOUSE; SORK, 2004). A estimativa do N, , juntamente com

informacGes de campo da densidade de arvores reprodutivas (d) nas populacdes foi usada para
calcular o coeficiente de coancestria dentro de progénies, o tamanho efetivo de variancia e o
namero de arvores matrizes necessario para a coleta de sementes. Estas analises foram

calculadas pelas mesmas expressdes apresentadas no topico “sistema de cruzamento”

(Capitulo 2; subitem 4.2.2.1).
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5.3 RESULTADOS

5.3.1 Heterogeneidade no conjunto do pélen cruzado

Da amostra de progénies foi estimada a diferenciacdo no conjunto de pdlen recebido

pelas diferentes arvores matrizes (Tabela 9). A diferenciacdo no conjunto de polen (@, ) foi

de 0,075. Este valor € menor do que o que tem sido estimado para outras espécies arbOreas
tropicais. Por exemplo, Moraes et al. (2007) estimaram uma diferenciacdo no conjunto de
polen de arvores isoladas de H. stigonocarpa em 0,308. O valor aqui calculado é também

geralmente menor do que o reportado em outras espécies polinizadas por animais [Ex: Dizinia

excelsa: &, =0,002-0,104 (DICK et al., 2003); Albizia julibrissin: &, = 0,244 (IRWIN et
al., 2003); Symphonia globulifera: Cibﬂ =0,205 (DEGEN et al., 2004); e Cornus florida:

ﬁbﬁ =0,090-0,174 (SORK et al., 2005)]. A causa da menor diferenciagdo no conjunto de

polen esta provavelmente associada a amostragem. As sementes para este estudo foram
coletadas, em muitos casos de arvores matrizes localizadas espacialmente proximas (Figura 3;
Capitulo 1), de forma que estas compartilham o mesmo conjunto génico polinico. Uma
explicacdo alternativa ou complementar é que o polen é disperso a longas distancias, de forma
que arvores matrizes localizadas espacialmente distantes compartilhem o mesmo conjunto
génico de polen. Isto explica esta menor diferenciacdo na presente populacdo de M.
urundeuva em relagdo as outras espécies arboreas tropicais estudadas.

A diferenciacdo no conjunto de polen é associada a correlacdo de paternidade. De

fato, a diferenciacdio @, é uma medida de coancestria entre as arvores masculinas

polinizadoras e a correlacdo de paternidade € uma medida de parentesco entre 0s machos

polinizadores, de forma que ambos estimadores sdo relacionados por: @® =r,, /2, na

auséncia de endogamia na geracdo parental. Estimando a correlacdo de paternidade da

diferenciagdo no conjunto de pélen cruzado (r,,, =2®, =2x0,075=0150), chega-se a um

p(m)
valor muito préoximo ao valor estimado diretamente pelo modelo de cruzamentos

correlacionados (r,.., =0,158) de Ritland (1989). Esta alta coeréncia na estimativa da

p(m)

correlacdo de paternidade por andlise TWOGENER e pelo modelo de cruzamentos
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correlacionados ndo tem sido confirmada em outros estudos (CARNEIRO et al., 2007). A
causa tem sido a presenca de autofecundagdo, que vicia a estimativa via andlise TWOGENER.
Anélise TWOGENER ndo acomoda autofecundagdes no modelo e autofecundagdes tendem a

inflar a estimativa de @ . Por outro lado, 0 modelo de cruzamentos correlacionados estima a

correlacdo de paternidade apenas para a proporgdo das sementes produzidas por cruzamentos,
livre da autofecundacdo. Assim, a alta coeréncia obtida se deve ao fato de M. urundeuva ser
uma espécie didica, logo ndo se autofecunda, e as estimativas foram obtidas apenas para

individuos advindos de cruzamentos.

Tabela 9. Estimativa de parametros do sistema de reproducdo em uma populacéo de
Myracrodruon urundeuva.

Parametro Estimativas

Diferenciagéo no polen entre matrizes: @ 0,075
Correlagdo multiloco de paternidade: r,, 0,150
Numero medio de arvores polinizadoras: N, 6.67
Coancestria média dentro de progeénies: ©,, 0,144
Parentesco dentro das progénies: r,, 0,288
Tamanho efetivo de variancia: N, 3.48
NUmero de matrizes: m 43

Sendo: m é o numero de &rvores matrizes necessarias para a coleta de sementes visando reter o tamanho
efetivo de 150.

A correlacao de paternidade estimada pelo método TwoGener confirma que muitas das
progénies sdo parentes no grau de irmaos-completos, como ja discutido. O nimero de arvores

efetivamente polinizando as arvores matrizes foi calculado de N, =1/2®,, em 6,67.
Igualmente a coancestria dentro de progénies (0,144), estimada de @, foi um pouco menor
do que a previamente estimada via r,,, . Por sua vez, o tamanho efetivo de variancia medio

das progénies (3,48) foi maior do que o previamente calculado, levando a indicacdo de que
para a conservacdo, implantacdo de testes de progénies e coleta de sementes para a
recuperacdo ambiental, € necessario coletar sementes de pelo menos 43 arvores matrizes. A
diferenca entre os valores observados entre os dois métodos estd associado ao processo de
estimacdo. O modelo de cruzamentos correlacionados estima a correlacdo de paternidade com
base nas informagBes multilocos enquanto o método TWOGENER faz este calculo em nivel de

médias de locos. Adicionalmente, 0 método TWOGENER ¢€ viciado pela presenga de estrutura
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genética espacial, como observado na popula¢do em questdo. Assim, os resultados obtidos via
modelo de cruzamentos correlacionados séo aparentemente mais confidveis, por ndo serem
afetados pela estruturacdo genética espacial.

A andlise da relacdo entre a diferenciacdo entre o conjunto de polen recebido por
diferentes arvores matrizes e o logaritmo da distancia espacial entre as arvores mostrou uma
baixa correlacdo, indicando auséncia de isolamento por distancia (Figura 10). Além do fato de
que muitas arvores matrizes terem sido amostradas préximas entre si, a espécie é didica, de
forma que aproximadamente apenas a metade da populacdo é masculina e fertiliza as arvores
femininas. Isso associado a variagdo na fenologia de florescimento, limita o nimero de
parentais efetivamente fertilizando as matrizes e, possivelmente, afeta o conjunto de pélen
recebido pela arvores femininas, no sentido de homogeneizar o pdlen na populacdo. Este
resultado revela um aspecto importante: o de que em arvores o conjunto génico do polen é
diversificado e apresenta um alto grau de homogeneidade entre diferentes matrizes, o que €

favoravel a recombinacéo da diversidade genética da populacéo.

0.30 -

y = 0.0007x + 0.0764 . %
R?=0.0001 *

0.25 ~
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Figura 10. Relacdo entre a matriz de diferenciacdo do polen recebido pelas diferentes
arvores maternas e o logaritmo da distancia entre estas arvores matrizes.
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5.3.2 Fluxo génico critico

A possibilidade da estimativa de imigracdo de pélen estar subestimada, devido a
algum gameta de origem externa poder ter um genotipo multiloco que também poderia ter
sido gerado por um macho local (fluxo génico critico) foi baixa. O poder de exclusdo do par
de parentes foi 0,9998 e a probabilidade de fluxo génico critico por pélen medido nas
progénies foi de 0,027 (1-0.9998") (DOW; ASHLEY, 1996) e nos regenerantes de 0,015 (1-
0.9998"). Isso sugere que o nimero de progénies e regenerantes que poderiam ter sido
geradas por um falso pai de dentro da populagéo foi baixo, ou seja, de cada 100 sementes e
100 regenerantes, trés sementes e dois regenerantes poderiam ter sido geradas por pais
localizados fora da populacdo, mas que tinham uma arvore masculina dentro da area que

poderia ter gerado 0 seu gameta paterno.

5.3.3 Analise de paternidade nas progénies

Das 514 progénies genotipadas, a arvore paterna foi encontrada dentro do fragmento
para 507 (99%: Tabela 10). As outras sete plantulas representam provavelmente polen
originado de fora do fragmento (p6len imigrante) ou de alguma possivel arvore que ficou por
acaso fora da amostra, mas encontra-se no fragmento. Das 507 progénies, 49 tinham mais de
um candidato masculino, sendo que 33 podiam ter dois possiveis pais; sete, trés pais; seis,
quatro pais; dois, cinco e uma seis pais na populacdo masculina. Dos 268 potenciais machos
doadores de pélen, 137 (51%) geraram pelo menos uma semente. Entre estes 137 machos, um
foi o pai de 23 sementes; 10 deixaram mais de 10 descendentes e 47 apenas um descendente
(Figura 11). Estes resultados sugerem alto grau de isolamento reprodutivo do fragmento, que
0S cruzamentos ndo ocorrem aleatoriamente e apenas parte dos possiveis polinizadores
participam do processo de reproducéo a cada geracdo e que parte das progénies sdo parentes

no grau de irmdos-completos.
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Tabela 10. Estimativa do fluxo de pdlen dentro de uma populagdo de Myracrodruon urundeuva. m é
a taxa de imigracdo; r, € correlagdo de paternidade; N., € o nimero efetivo de arvores
polinizadoras; @, € a coancestria dentro de progénies; N, € o tamanho efetivo da progénie; 5 € a
distancia de dispersédo de polen (média + desvio padrdo da média); A,, € a area de vizinhanca de

polinizacéo; t é ataxa de cruzamento entre parentes.

parentes

Fluxo de pdlen

A, t
Matriz n Dentro fora o Nep ® Ne S (m) p parentes

m
Mat_1 20 20 0 0 0,113 8,89 0,139 3,18 107+240 36 0,200
Mat_2 18 18 0 0 0,086 11,57 0,136 3,20 177+189 23 0,444
Mat_3 16 16 0 0 0,078 12,80 0,135 3,17  202+199 25 0,438
Mat_4 20 20 0 0 0,105 9,52 0,138 3,20 182+192 23 0,150
Mat_5 18 17 1 0,06 0,156 6,42 0,144 3,02 119+152 15 0,000
Mat_ 6 20 19 1 0,05 0,080 12,45 0,135 3,24 229+122 9 0,211
Mat_7 20 20 0 0 0,080 12,50 0,135 3,26  260+144 13 0,300
Mat_8 18 18 0 0 0,105 9,53 0,138 3,16  233+168 18 0,389
Mat_ 9 20 20 0 0 0,100 10,00 0,138 3,21 216+115 8 0,050
Mat_10 14 14 0 0 0,092 10,89 0,136 3,08  279+169 18 0,286
Mat_11 20 19 1 0,05 0,069 14,44 0,134 3,27 2174148 14 0,053
Mat_12 16 16 0 0 0,078 12,80 0,135 3,17  266+136 12 0,188
Mat_13 18 18 0 0 0,074 13,50 0,134 3,23 177+147 13 0,222
Mat_14 18 18 0 0 0,080 12,46 0,135 3,22 253+139 12 0,278
Mat_15 15 15 0 0 0,138 7,26 0,142 3,01 144+147 14 0,133
Mat_16 16 16 0 0 0,070 14,22 0,134 3,19 162+92 5 0,250
Mat_17 20 19 1 005 0,119 8,40 0,140 3,15 137+140 12 0,368
Mat_18 16 13 3 019 0,112 8,89 0,139 3,00 212+168 18 0,077
Mat_19 12 12 0 0 0,167 6,00 0,146 2,85 2574299 56 0,231
Mat_20 14 14 0 0 0,112 8,89 0,139 3,00  418+222 31 0,154
Mat_21 19 19 0 0 0,061 16,41 0,133 3,29  361+261 43 0,263
Mat_22 18 18 0 0 0,167 6,00 0,146 3,02  657+263 43 0,056
Mat_23 19 19 0 0 0,064 15,70 0,133 3,28  328+259 42 0,105
Mat_24 16 16 0 0 0,109 9,14 0,139 3,10  280+183 21 0,125
Mat_25 19 19 0 0 0,069 14,44 0,134 3,27 190+254 41 0,105
Mat_26 14 14 0 0 0,143 7,00 0,143 2,97 80+78 4 0,071
Mat_27 17 17 0 0 0,114 8,76 0,139 3,12 134+98 6 0,000
Mat_28 13 13 0 0 0,089 11,27 0,136 3,05  206+143 13 0,077
Mat_29 14 14 0 0 0,071 14,00 0,134 312 267+293 54 0,000
Mat_30 16 16 0 0 0,078 12,80 0,135 3,17 360+203 26 0,000
Média 514 507 7 001 0,09 109 0,137 3,14 2374112 22+15 0,17440,131

+0,03 +2,95 0,004 0,11
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Figura 11. Namero de filhos gerados por cada genitor determinado como pai das sementes de
M. urundeuva.

5.3.4 Anélise de paternidade nos regenerantes

A éarvore mae foi encontrada dentro do fragmento para todos 149 regenerantes
amostrados, os quais foram gerados por 74 (42%) das 175 arvores femininas. A arvore
paterna foi encontrada para 145 (97,3%) dos 149 regenerantes, os quais foram gerados por 78
(29%) dos 268 candidatos a pai. Para confirmar estes parentescos entre pais e filhos, estimou-
se 0 coeficiente de coancestria entre os regenerantes que tiveram o pai e a méde determinado
dentro da area, o qual tem um valor esperado de 0,25. O coeficiente de coancestria médio

entre todos 0s pares de regenerantes e as putativas arvores maternas foi de 0,288+ 0,046, e
entre 0s regenerantes e 0s putativos pais foi de 0,327 +0,031. O intervalo de confianca do

erro padrdo a 95% de probabilidade mostra que estas estimativas sdo significativamente
diferentes de zero. Tais resultados reforcam a hipdtese de que os verdadeiros pais foram
encontrados dentro da area de estudo. Em termos gerais, estes resultados sugerem auséncia de
imigracdo de sementes e baixa taxa de imigracdo de polen (<3%). Portanto, o fragmento

apresenta alto grau de isolamento genético de outras populacdes da espécie.
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5.3.5 Distancia de dispersao do polen medido nas progénies e regenerantes

O pélen foi disperso dentro da populacdo a distancias relativamente grandes (Tabela
10, Figuras 12 e 13). A distancia de movimento do pélen medida nas progénies variou de 3,1
a 890,5 m, com mediana de 191,7 m (média aritmética de 252+204 m). Em nivel de média de
arvores matrizes, a disperséo variou de 80 m a 657 m, com média geral de 237 m (Tabela 10).
A distancia média de dispersdo de polen nos regenerantes, medida pela distancia entre as
arvores determinadas como mae e as determinadas com pai das sementes variou de 3 a 903 m,
com mediana de 62 m (138+169 m). Estas distancias sao muito menores do que a distancia
média entre todos 0s machos e as arvores matrizes (366+233 m) e entre todos 0s machos e as
fémeas (3741235 m) na populacdo. Aproximadamente 50% dos polens das progénies e 70%
dos pdlens dos regenerantes viajaram menos de 200 m e mais de 90% menos de 600 m
(Figuras 12 e 13). Nenhuma semente originou-se da fertilizacdo de &rvores amostradas no
grupo distante a 4 km da populacdo. Foi detectada uma correlagdo negativa e significativa

entre 0 nimero de progénies fertilizadas (R*=0,84,P <0,01) e regenerantes

(R?=0,93,P <0,01) com a distancia entre os parentais maternos e paternos. A comparagao

da distribuicdo de frequéncia de distancia entre os potenciais machos e os machos efetivos das
30 arvores matrizes, possibilitou rejeitar a hipdtese de cruzamentos aleatorios na populacéo
(Figura 13a, b). A diferenca entre as distancias entre a curva de dispersao de pdlen e a curva
de distancia entre todos os machos em relacdo as 30 arvores matrizes (Figura 13a), avaliada

pelo teste de Kolmogorov-Smirnov’'s foi significativa nas sementes (D =0,224,
P =0,00067). Igualmente a diferenca entre as distancias entre a curva de dispersao de pdlen
medida nos regenerantes e a curva de distancia entre todos 0os machos e todas as fémeas
(Figura 13b) foi significativa (D =0,713, P =0,0000). Estes resultados indicam que a
distancia entre os potenciais polinizadores das arvores matrizes ndo explica o padrdo de
cruzamento observado. Existe uma forte tendéncia para 0s cruzamentos ocorrem entre

arvores, localizadas préximas.
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Figura 12. Distancia de dispersdo de p6len estimada nas progénies que tiveram
0 pai determinado dentro da rea e curva de regressao exponencial, com
respectiva funcéo e coeficiente de determinacéo (r°). a) Dispersdo de pélen
medida nas progénies; b) Dispersao de pdlen medida nos regenerantes.
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Figura 13. Frequéncia de distancia na dispersao efetiva de polen e frequéncia de
distancia entre as arvores masculinas e as arvores matrizes de M. urundeuva. a)
Disperséo de pélen medida nas progénies; b) Dispersao de pdlen medida nos
regenerantes.

5.3.6 Correlagado entre DAP dos pais e numero de filhos gerados

Para verificar se o tamanho das arvores, em termos de DAP, determinava a
paternidade das sementes, correlacionou-se 0 DAP das arvores consideradas como putativos
pais das sementes com o nimero de sementes originadas da fertilizacdo destas arvores
masculinas (Figura 14). Os resultados mostraram auséncia de associacao entre DAP e nimero
de sementes originadas da fertilizacdo destas arvores (r= -0,065). Portanto, o tamanho da

arvore ndo influenciou o nimero de filhos gerados.
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Figura 14. Dispersao e relacdo entre o didmetro a altura do peito (DAP)

das arvores masculinas determinadas como pai das sementes e ndmero

de descendentes gerados por cada parental paterno em populagdo de M.
urundeuva.

5.3.7 Distancia do fluxo génico realizado via sementes (regenerantes)

A andlise dos regenerantes mostrou uma curta distancia de dispersdo de sementes
(Figura 15a, b). Todas as plantas analisadas da regeneracdo tinham a mée determinada dentro
da populacdo, sugerindo auséncia de imigracdo de sementes. A distancia de dispersao de
sementes medida pela distancia entre os regenerantes e a mde variou de 0,8 a 739 m, com
mediana de 62 m (media aritmética de 124+150 m). Aproximadamente 68% das sementes
desenvolviam dentro de um raio de 100 m da arvore maternal e 90% dentro de um raio de 400

m (Figura 15a, b). A correlacdo entre 0 nimero de regenerantes e a distancia da mée foi

negativa, alta e significativa (at¢é 900 m:R*=0,69,P<0,01 e até 150 m:
R*=0,75,P <0,01). O coeficiente médio de coancestria entre as maes e os regenerantes foi

de 0,326+0,037 (zerro padrdo a 95% de probabilidade), reforcando a hipdtese de correta
determinacdo das putativas mées por analise de paternidade. O numero de filhos gerados por
estas mdes variou de 1 a 11 (Figura 16).

A distancia de dispersdo de sementes medida em relacdo aos regenerantes e aos pais
determinados dentro da area (Figura 17) variou de 3 a 904 m, com mediana de 63 m (média
aritmética de 169+204 m). Estes resultados demonstram que muitos dos cruzamentos tém
ocorrido em curtas distancias e as sementes sdo dispersas em grande parte na vizinhanca da

arvore matriz.
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Figura 15. Distancia de dispersdo de sementes estimada na regeneracao
que tiveram a mée determinada dentro da area e curva de regressao
exponencial, com respectiva funcéo e coeficiente de determinacio (r?). a)
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Figura 16. Numero de filhos gerados por cada arvore fémea determinada como mae dos
regenerantes de M. urundeuva.
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Figura 17. Distancia de dispersdo de sementes estimada na regeneracao em
relacdo ao pai determinado dentro da area e curva de regressdo exponencial,
com respectiva funcéo e coeficiente de determinacio (r?).

5.3.8 Area de vizinhanca efetiva de polinizacio

Com base nas progénies, a estimativa da area efetiva de polinizagdo ( A,,) variou entre
arvores matrizes de 4 a 56 ha, com média de 22 ha (Tabela 10). Quando A,, foi estimada para

0s regenerantes, este foi quantificado em 26,25 ha. Resultados semelhantes para a area de
vizinhanca reprodutiva foram encontrados em outras espécies arboreas como: Cordia
alliodora (BOSHIER et al., 1995) e Gliricidia sepium (LATOUCHE-HALLE et al., 2004).

Estas areas correspondem a um circulo de raio (r,, =,/A,, /7 ) variando de 112 a 422 m, com

média 289 m para progénies e de 264 m para 0s regenerantes.
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5.3.9 Coancestria e tamanho efetivo da populacéo reprodutiva

O coeficiente de coancestria entre fémeas, machos e entre machos e fémeas foi
respectivamente, 0,000359, 0,0, e 0,000000409 (total 0,000325). Isto demonstra que sob
cruzamentos aleatorios, a endogamia biparental esperada € baixa (0,00032). O tamanho
efetivo da populacdo reprodutiva indicou que as 467 arvores adultas correspondem a 335

individuos néo parentes e endogadmicos (N, /N =0,76).
O numero efetivo de doadores de polen estimados da analise de paternidade (N.,)

variou de 6 a 14,44, com média de 10,9 por arvore matriz (Tabela 10). A correlacdo de

paternidade (r,) variou entre matrizes de 0,061 a 0,167, com média de 0,099, indicando que

alguns cruzamentos correlacionados estdo ocorrendo. O coeficiente médio de coancestria

dentro de progénies (®yy) e 0 tamanho efetivo de variancia (N, ) dentro de progénies foram

maiores e menores, respectivamente, do que o esperado em progénies de meios-irmaos (0,125
ed).

5.4 DISCUSSAO

5.4.1 Isolamento do Fragmento

Conhecer os niveis de isolamento genético das populacdes de espécies arboreas €
fundamental para a compreensdo da dindmica genética dessas populac@es. O fluxo de genes é
responsavel pela homogeneizacdo da diversidade genética entre as popula¢bes (SMOUSE;
SORK, 2004). No entanto, a auséncia de fluxo génico, no longo prazo, pode resultar em
aumento da diferenciacdo genética entre as populacdes. Se uma populacdo € isolada, o
tamanho efetivo da populacdo serd reduzido nas geracdes futuras, devido a falta de fluxo
génico e, portanto, um aumento na frequéncia de alelos idénticos por descendéncia sera
observado. Os resultados das andlises de maternidade e da paternidade deste estudo

mostraram auséncia total de imigracdo de sementes na anélise dos regenerantes estabelecidos
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e baixos niveis de imigracdo de polen nos regenerantes (2,7%) e progénies (1,6%). A
estimativa do fluxo génico indica que as taxas de imigracdo de sementes e pdlens sdo
consistentes. Como ndo existem outras populacbes proximas a estudada, alguns machos nédo
puderam ser genotipados no presente estudo. Outras arvores masculinas podem nao ter sido
encontradas durante o trabalho de amostragem no campo, e devido a possiveis erros que
possam ter ocorrido durante as genotipagens, é possivel que ndo exista imigracdo de p6len na
populagéo.

Sementes de M. urundeuva sdo dispersas por gravidade e anemocoria e as arvores sao
polinizadas por abelhas (NUNES et al., 2008). Teoricamente, a dispersdo de sementes por
anemocoria e a polinizacdo por abelhas tém o potencial para dispersar sementes e pélen a
longas distancias, porém, alguns fatores como a densidade vegetal elevada e a auséncia de
outras sementes e fontes de pdlen em torno do fragmento podem limitar a distancia de
dispersdo. Alta densidade arbdrea pode limitar tanto a distancia de dispersdo de sementes
quanto a de polen, devido a baixa permeabilidade no interior do fragmento, podendo produzir
a EGE nas populagbes. O fragmento estudado apresenta elevada densidade vegetal
(observacdo pessoal) e diversidade de espécies (STRANGHETTI; RANGA, 1998). Com
relacdo ao pdlen, alguns estudos tém mostrado que a densidade de espécies arbdreas pode
limitar a distancia de dispersdo do pdlen realizada pelo vento (DYER; SORK, 2001,
ROBLEDO-ARNUNCIO et al., 2004) e pelos insetos polinizadores (SORK et al., 2005).
Assim, a alta densidade do povoamento vegetal provavelmente contribuiu para a auséncia de
imigracdo de sementes e a baixa imigracdo de pdlen no fragmento. No entanto, acredita-se
que a causa mais provavel dos baixos niveis de imigracdo é a auséncia de outras fontes de
polen e sementes proximos ao fragmento. O povoamento florestal estudado é fisicamente
isolado por um rio largo e por plantacdes de cana-de-agucar. Observaram-se alguns pequenos
fragmentos de floresta isolados na regido, porém ndo ha ocorréncia da espécie M. urundeuva
nestes. E importante salientar que a presente analise da imigracio de pdlen e sementes
utilizando locos microssatélites verificou que esta ocorrendo diminui¢do nos niveis de fluxo
génico, confirmando os padrdes observados e os elevados niveis de isolamento da populacéo.
Assim, os niveis elevados de isolamento genético detectados sugerem para o futuro um
aumento na diferenciacdo genética desta populacdo isolada em relacdo a outras populacdes da
espécie que ira resultar em uma reducdo do tamanho efetivo da populacdo nas geracGes

futuras.
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5.4.2 A dispersao de sementes e polens

Os resultados deste estudo mostraram que uma alta frequéncia de sementes foi
dispersa a uma curta distdncia da arvore-mae. Aproximadamente 53% das sementes
produzidas foram dispersas dentro de um raio de 50 m da &rvore-mde (Figura 13a). Os
resultados também mostraram uma forte associacdo entre o numero de regenerantes por

arvore-mée e a sua respectiva distancia da arvore materna ( f =-0,83, P <0.01), sugerindo um

padrédo de isolamento por distancia. Esta dispersdo de sementes de curta distancia pode
explicar a EGE observada em ambas as gera¢des (adultas e regenerantes) (Figura 7; Capitulo
1). Curta distancia de disperséo de sementes tem sido encontrada em muitas outras espécies
de arvores tropicais, como Jacaranda copaia (JONES et al., 2005), Fraxinus excelsior
(BACLES et al., 2006), Araucaria angustifolia (BITTENCOURT; SEBBENN, 2007) e
Copaifera langsdorffii (SEBBENN et al., 2009). A alta frequéncia de dispersdo de sementes a
curta distancia e EGE parece ser um padrdo comum em muitas populacGes de espécies
arbdéreas. Como mencionado acima, sementes de M. urundeuva sdo dispersas por gravidade e
anemocoria (NUNES et al., 2008). A dispersdo de sementes por gravidade tem alto potencial
de produzir EGE, ja que o recrutamento ocorre perto da arvore-mde. Por outro lado, a
dispersdo de sementes por anemocoria tem o potencial para dispersar sementes a longas
distancias. No entanto, como discutido anteriormente, a dispersdo de sementes pelo vento
pode ser afetada pela densidade de espécies vegetais. Como o fragmento possui alta densidade
vegetal, a dispersdo de sementes pelo vento é provavelmente restrita. Assim, tanto a dispersdo
de sementes por gravidade e a alta densidade vegetal limitam a dispersdo de sementes por
anemocoria, e provavelmente sdo responsaveis pela alta frequéncia de dispersdo de sementes
a curtas-distancias e a baixa frequéncia de dispersdo de sementes a longas-distancias. Se esta
estrutura de familias permanece até as arvores atingirem a idade reprodutiva e a dispersdo do
polen também ocorrer a distancias curtas, 0 cruzamento entre parentes é inevitavel.
Cruzamento entre parentes produz endogamia biparental, que é a Unica forma de endogamia
entre espécies didicas.

O resultado deste estudo também mostrou que o pdlen tem alta frequéncia de
dispersdo a curtas-distancias, embora essa distancia seja maior que a observada para as
sementes. Em M. urundeuva, ocorre a polinizacdo pelas abelhas que sdo capazes de percorrer

longas distancias durante o forrageamento. No entanto, muitas espécies de abelhas mostram
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fidelidade ao local ou territorio que geralmente frequentam (GHAZOUL, 2005). Por exemplo,
as abelhas meliferas de floresta forrageiam em manchas muito pequenas (algumas dezenas de
metros de largura) e outras abelhas tendem para o transporte de pdélen entre apenas um ou
alguns individuos adjacentes (WILMER et al., 1994). Este padrdo de forrageamento pode
explicar a curta distancia de dispersdao do pdlen observado. Outro fator poderia ser a alta
densidade do povoamento vegetal que pode restringir 0 movimento das abelhas entre
coespecificos mais distantes. Assim, como ambas as sementes e dispersdo do pélen ocorrem
predominantemente em distancias curtas, pode-se esperar 0 acasalamento entre parentes e
cruzamentos correlacionados nesta populacdo nas geracfes futuras e, consequentemente,

alguns niveis de endogamia e baixo tamanho efetivo da populacéo.

5.4.3 Coeficiente de coancestria e tamanho efetivo da populagéo

O coeficiente de coancestria entre as arvores do sexo masculino e feminino indica que
sob cruzamentos aleatorios, baixos niveis de endogamia biparental sdo esperados nesta
populacdo (F <1%). No entanto, neste estudo, foram observados fatores que podem produzir a
endogamia biparental. Dentre esses citam-se a estrutura genética espacial significativa entre
os individuos adultos, a frequente dispersdao de sementes e polens a distancias curtas, e
padrdes de dispersdo de pdlen, que indicam a presenca de cruzamentos correlacionados na
populacdo. Entretanto, nenhuma endogamia foi observada em arvores adultas, jovens ou
progénies (Tabela 5). Esta discrepancia pode ser explicada pela depressdo endogamica, que
pode ter eliminado individuos menos heterozigotos entre o evento de fertilizacdo e 0 momento
da andlise do genotipo por meio de marcadores microssatélites. Outra explicacdo é o fato de
gue nem todos o0s regenerantes ou progénies devem ser endogamicos, mas o indice de fixacao
foi estimado utilizando-se todas as plantas, endogamicas e ndo edogamicas. Logo, esta
mistura pode estar mascarando a endogamia na populagéo.

A estimativa do tamanho efetivo da populacdo reprodutiva e das progénies pela
analise de parentesco foi inferior ao nimero de individuos na populacdo e esta diferenca foi
maior entre as progénies do que nos adultos. A diferenca entre 0 nimero de individuos na
populacdo e no tamanho efetivo da populacdo reflete o relacionamento entre as arvores

(presenca de alelos idénticos por descendéncia entre os individuos) no interior do fragmento.
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Como a coancestria média pareada foi maior nas progénies, o seu tamanho efetivo da
populacdo foi menor. Em geral, estes resultados sugerem que a frequéncia de individuos
relacionados esta aumentando nas novas geracdes da populacdo. Este resultado é esperado,
pois em populagdes isoladas sdo esperadas que apresentem aumento de parentesco e
endogamia em geracdes subseqlientes. A presenca da estrutura genética espacial, dispersdo de
sementes e pblens a curta distdncia, e a auséncia de endogamia indicam que, embora a
coancestria esteja aumentando com as novas geragoes, alguns fatores evolutivos estdo atuando
para reduzir a endogamia, como a depressdo endogamica, como ja comentado. Espécies
didicas e auto-incompativeis sdo provavelmente mais suscetiveis aos efeitos negativos da
endogamia biparental, ja que sua carga genética ndao é acessada por autofecundacdo e ndo faz
parte de sua historia evolutiva (LATOUCHE-HALLE et al., 2004). Assim, grande parte da
endogamia pode ter sido eliminada entre a fase de semente para a fase adulta.

5.4.4 ImplicagOes para a conservagdo genética e coleta de sementes para

reflorestamentos ambientais com a espécie

O estudo da estrutura genética espacial, sistema de reproducdo e dispersédo
contemporanea de polen e sementes de espécies arboreas apresenta implicacdes praticas na
realizacdo da amostragem para marcacdo de arvores matrizes, conservacdo genética e coleta
de sementes para recuperacdo ambiental (BITTENCOURT; SEBBENN, 2007). O tamanho
efetivo da populacéo de progénies oriundas de sementes de polinizacdo aberta é determinado
por quatro fatores: i) o sistema de reproducdo (autofecundagédo, cruzamentos correlacionados,
cruzamentos endogamicos e apomixia), ii) 0 parentesco entre as arvores matrizes; iii) se as
sementes sdo coletadas de arvores auto-compativeis (porcentagem de autofecundacéo), e iv) o
conjunto genético efetivo de polen amostrado para cada progénie. Como autofecundacdo nao
ocorre na espécie didica, o parentesco dentro da familia é determinado por meio de
cruzamentos entre parentes machos e fémeas e cruzamentos correlacionados. Em sementes de
polinizacdo aberta coletadas de espécies didicas em populacdes que apresentem estrutura
genética espacial, pode-se encontrar uma mistura de meio-irmaos e irmaos-completos nédo
endogamicos e meios-irmdos e irmaos-completos endogamicos. Consequentemente, o

coeficiente de coancestria dentro de cada familia sera maior que o esperado em progénies de
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meios-irmaos (®y,=0,125) e o tamanho efetivo da popula¢éo serd menor do que quatro (valor
esperado para progénies de meios-irmdos em uma populacdo panmitica). Isso afeta
diretamente no nimero de &rvores necessario para a coleta de sementes (SEBBENN, 2002,
2003, 2006). Se as sementes forem coletadas de arvores matrizes que ocorrem dentro da area
de estrutura familiar, tais matrizes podem ser parentes entre si e isso vai reduzir o tamanho
efetivo da amostra total (conjunto das progénies de diferentes matrizes), pois individuos de
diferentes progénies serdo parentes entre si, como primos, além do parentesco existente dentro
das progénies. Assim, de acordo com os resultados observados na analise da estrutura
genética espacial (~ 42 m), a coleta de sementes na populacdo de M. urundeuva deve ser
realizada com uma distancia de pelo menos 50 m entre amostras. Isto ira reduzir a
probabilidade de coleta de sementes a partir de sementes de arvores parentes.

Ainda, como a espécie € didica, as sementes ndo serdo produzidas por autofecundacéo
e ndo vao ocorrer cruzamentos entre as matrizes. Sendo assim, a pressuposicao iii mencionada
anteriormente ndo influenciara o tamanho efetivo das sementes amostradas na populagédo e
ndo vai ocorrer aumento no parentesco entre progénies de diferentes arvores matrizes, pois
estas ndo se cruzardo. Contudo, o conjunto de pdlen pode afetar o tamanho efetivo da
populacdo da amostra total devido ao fato que algumas arvores masculinas poderdo ser pai de
mais de uma semente selecionada de uma arvore matriz. Portanto, na amostragem realizada
podera incluir alguns individuos meios-irmaos paternos. A alta frequéncia observada de
dispersdo do pdlen a curta distancia, sugere que o conjunto génico esta localizado, embora
alguns eventos de baixa frequéncia de dispersdo de pdlen a longa distancia possa ocorrer.
Observou-se que cerca de 70% do polen foi disperso até uma distancia de 200 m, e 90% até
500 m. Assim, teoricamente, deveria haver uma distancia de pelo menos 1000 m entre as
arvores matrizes para a coleta de sementes para garantir que as mesmas possam representar
diferentes conjunto génico de pdélen. Entretanto, exigir uma distancia tdo grande entre as
arvores dentro do fragmento vai reduzir significativamente o nimero potencial de sementes a
serem utilizadas para a coleta. Alternativamente, essa distancia pode ser reduzida para cerca
de 200 m. Embora, o nimero de arvores a partir da qual as sementes serdo coletas devera
aumentar. Este método compensa a reducdo no tamanho efetivo total da populacdo sobre
todas as familias, pois é provavel que ocorra alta frequéncia de meios-irmaos paternos entre as
familias.

Na conservacdo genética, o numero de arvores matrizes para a coleta de sementes

pode ser determinado dividindo-se o tamanho efetivo de referéncia pelo tamanho efetivo
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medio da populacdo, m= N /NE(V) (SEBBENN, 2002). Mas, para fazer isso, como ja

e(referénciar)
mencionado, é necessario assumir que (i) em média, cada familia tem um tamanho efetivo da
populacdo de 3,14 (Tabela 10), (ii) as sementes serdo coletadas a partir de arvores que ndo sdo
parentes entre si e, (iii), sementes de arvores que amostram conjunto de pdélen diferente
(distancia minima de 200 m). Assim, por exemplo, para conservar um tamanho efetivo de
referéncia de 150 (3x50) (NUNNEY; CAMPBELL, 1993), a partir dos resultados de anélise
de paternidade, o nimero de arvores necessario para a coleta de sementes nessa populacdo
seré 48.

Em concluséo, ndo foram observados efeitos claros da fragmentacao florestal sobre a
diversidade genética da presente populacdo. Isto se deve ao fato de que a espécie € didica e de
longa vida; a populacdo é relativamente grande; o evento de fragmentagdo ocorreu apenas
recentemente. Devido as grandes distancias entre o fragmento e outros coespecificos ou
populacdes da espécie, nenhuma imigracdo de sementes foi detectada no fragmento e niveis
baixos de imigracdo de polen foram observados. Dentro do fragmento, alta frequéncia de
sementes e polen foram dispersos em curta distancia, o que explica os padrbes de estrutura
genética espaciais observados. Consequentemente, a populacdo foi organizada em estruturas
familiares, resultando em uma redugdo no tamanho efetivo da populacdo de ambas as
geracOes (adultos e regenerantes) em relacdo ao nimero total de individuos na populacéo. Os
resultados deste estudo tém um impacto importante sobre o plano de amostragem para a
coleta de sementes para a conservacdo genética, melhoramento e projetos de restauracao
ambiental. Este estudo demonstrou que é necessaria a coleta de semente de um grande nimero
de arvores, distantes em pelo menos 200 m para compensar 0 aumento do parentesco entre e

dentro das familias incluidas na amostra.

5.5 CONCLUSOES

O conjunto de polen recebido por diversas arvores matrizes € pouco diferenciado;
N&o existe imigracdo de sementes na populacgéo;

A presente populacdo apresenta alto grau de isolamento reprodutivo;

M w0 D e

Um numero bem menor de potenciais arvores polinizadoras participa do processo de

reproducéo;
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Embora o poélen e as sementes sejam dispersos dentro da populacdo a distancias
relativamente grandes, a maior intensidade de dispersdo ocorre a curtas distancias;

As sementes foram dispersas em grande quantidade na vizinhanca das arvores matrizes.
N&o existe correlacdo entre diametro das arvores polinizadoras e o nimero de filhos
gerados;

Amostras de sementes da presente populacdo devem ser coletadas de individuos distantes
para evitar coletar de individuos parentes e de arvores matrizes que receberam conjunto

polinicos sobrepostos.
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