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RESUMO
FERES, J.M. Diversidade genética, sistema reprodutivo e fluxo de pélen em
duas populacbes de Tabebuia roseo-alba (Ridl.) Sand.: Implicacdes para a
conservagao. 2009. 142 f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina de Ribeirao

Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto.

Tabebuia roseo-alba (Ridl.) Sand. (ipé branco) é uma arvore semidecidua que
floresce abundantemente entre os meses de Agosto e Setembro. Valiosa pela qualidade
de sua madeira, bem como por sua capacidade de ornamentagdo, esta espécie tem sido
largamente utilizada em reflorestamentos e arborizagdo urbana. A fragmentacgdo
florestal reduz o tamanho da populagdo reprodutiva, a densidade populacional e pode
isolar populagdes e individuos em campos e pastagens. Dessa forma, entender seus
efeitos ¢ fundamental para providenciar recomendagdes para conservagdo in Situ e ex
situ de espécies florestais. Assim, os objetivos desse trabalho foram: transferir,
padronizar e caracterizar marcadores moleculares microssatélites previamente
desenvolvidos em Tabebuia aurea para Tabebuia roseo-alba; avaliar a diversidade ¢
divergéncia genética, o sistema reprodutivo e o fluxo de pdlen em duas populacdes de
T. roseo-alba submetidas a diferentes condigdes de preservagdo localizadas em area
urbana no municipio de Ribeirdo Preto- SP e ambiente natural em Selviria-MS. Para
isso, sementes de polinizagdo aberta derivadas de arvores matrizes procedentes das duas
populagdes em estudo foram coletadas. Todas as amostras tiveram seu DNA extraido e
amplificado com oito pares de microssatélites heterdlogos. As andlises mostraram que
todos os locos avaliados apresentaram heranca mendeliana simples e segregam
independentes, sendo, portanto, adequados para estudos de sistema de cruzamento,

estrutura genética de populagdes e analise de paternidade. Também foi constatado que



as duas populagoes tém elevada diversidade genética (He variando de 0,743 a 0,835)
sendo as amostras de Selviria mais diversas. Os niveis de divergéncia genética entre as
populacdes foram altos e com tendéncia a aumentar quando comparadas as geracdes de
progénies. A analise do sistema de cruzamento, permitiu afirmar que as populagdes

estudadas sdo mistas (t,Ribeirdo Preto = 0,840 e tSelviria = 0,963) com maior

probabilidade de aumento na autofecundagdo nas arvores isoladas da populagdo urbana.
Significantes desvios do cruzamento aleatdrio foram observados através do cruzamento
entre parentes e cruzamentos correlacionados entre e dentro de frutos, indicando
endogamia nas populag¢des. O nimero efetivo de doadores de polen foi muito baixo para
um mesmo fruto (1,21 em Ribeirdo Preto e 1,50 em Selviria) e mais alto entre frutos de
uma mesma arvore (8,20 em Ribeirdo Preto e 9,8 em Selviria). A distancia média do
fluxo de polen acessada pela andlise TWOGENER foi baixa nas duas populagdes tanto
para o modelo normal (35,4m em Ribeirdo Preto e 57,3m em Selviria) quanto para o
exponencial (39,9m em Ribeirdo Preto e 64,6m em Selviria). Como o conhecimento da
endogamia, cruzamentos correlacionados, autofecundagdo e estrutura genética espacial
sao fatores chave na tomada de decisdes para a coleta de sementes e o plantio das
mudas, estes resultados podem auxiliar programas de restauracdo florestal e

conservagao da espécie.



ABSTRACT
FERES, J.M. Genetic diversity, mating system and pollen flow in two
populations of Tabebuia roseo-alba (Ridl.) Sand.: Implications for conservation.
2009. 142f. Dissertation (Master of Science) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo

Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto.

Tabebuia roseo-alba (Ridl.) Sand (Guayacan blanco) is one semideciduous tree
that blossoms massively between August and September. Valuable for the quality of its
wood, as well as its ability to ornamentation, this species has been used in urban
afforestation and reforestation. The forest fragmentation reduces the size of the
reproductive population, population density and can isolate populations and individuals
in fields and pastures. Thus, the knowledge of the fragmentation effects may be
indispensable for successful tree species conservation, breeding and regeneration. So,
the aims of this study were: transfer, standardize and characterize molecular markers
microsatellites developed for Tabebuia aurea; assess the diversity and genetic
divergence, the mating system and the flow of pollen in two populations of T. roseo-
alba in different preservation conditions in an urban area located in Ribeirao Preto- SP
and in a natural environment from Selviria-MS. Therefore, open-pollinated seeds
derived from seed-trees coming from the two populations above were collected. All
samples had their DNA extracted and amplified with eight pairs of heterologous
microsatellites. The analysis showed that all assessed loci have simple Mendelian
inheritance and independent segregation, and are, therefore, suitable for studies of
mating system, genetic structure of populations and paternity analysis. It was also noted
that the two populations have high genetic diversity (He ranging from 0.743 to 0.835)

being Selviria samples more diversified. The levels of genetic divergence among



populations were high and with a tendency to increase when the generations of

offspring were compared. The analysis of the mating system showed that the

populations have a mixed-mating system (tm Ribeirdo Preto = 0.840 e b Selviria =
0.963) with an increasing of self-fertilization in isolated trees from the urban
population. Significant deviations from random mating were observed through of
mating among relatives and correlated matings among and within fruits, indicating
inbreeding in the populations. The effective number of pollen donors was very low for
the same fruit (1.21 in Ribeirdo Preto and 1.50 in Selviria) and higher among fruits of
the same tree (8.20 in Ribeirdo Preto and 9.8 in Selviria ). The average distance of the
pollen flow accessed by TWOGENER analysis was low in the two populations in both
normal (35.4 m in Ribeirdo Preto and 57.3 m in Selviria) and exponential models (39.9
m in Ribeirdo Preto and 64.6 m in Selviria). As the knowledge of inbreeding, correlated
matings, self-fertilization and spatial genetic structure are key factors to making
decisions for the collection of seeds and planting seedlings, these results may help forest

restoration programs and conservation of this species.
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1. INTRODUCAO GERAL
1.1. Biodiversidade e conservacao

As modificagdes ambientais decorrentes do processo antropico de ocupacao dos
espacos e de urbanizagdo, que vém acontecendo em escala global, principalmente nos
dois ultimos séculos, ocorrem em taxas incompativeis com a capacidade de suporte dos
ecossistemas naturais, resultando em esgotamento dos recursos naturais ¢ polui¢do dos
ecossistemas (Philippi & Pelicioni, 2005).

Historicamente, o modo de producdo relativo a atividade agricola brasileira
sempre esteve intimamente ligado as atividades predatérias ao meio ambiente, sendo
insustentavel sob o ponto de vista ambiental. A propria historia do Brasil pds-descoberta
coincide com os impactos que a expansao da fronteira agricola vem apresentando sobre
areas ocupadas por florestas, principalmente com relacdo a Mata Atlantica (Young,
2002).

Este tipo de exploracdo, aliada ao desconhecimento das exigéncias culturais, da
biologia reprodutiva, da regeneracao e do padrao de distribui¢do genética das diferentes
espécies florestais nativas, tem ocasionado deterioragdo da base genética,
comprometendo o patrimonio genético dos ecossistemas (Pinto & Carvalho, 2004).

A fragmentagdo florestal ¢ um processo de formacdo de mosaicos de habitats,
incluindo fragmentos de diferentes tamanhos, areas agricolas e urbanas (Collevatti et al.,
2001). Os processos de desmatamento e fragmentacdo de florestas tropicais tém sido
intensos nas ultimas décadas. A devastacdo de florestas tropicais no mundo foi estimada
em 9,4 milhdes de hectares por ano, dos quais 2,3 milhdes correspondem as florestas
tropicais umidas no Brasil (FAO, 2001).

A crescente preocupagdo mundial com a conservagdo da biodiversidade ¢ o

resultado de um conjunto de valores econdmicos, sociais, bioldgicos, ecologicos,
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cientificos e estéticos que sdo proporcionados ao homem pelos recursos genéticos, além
de consideragdes éticas e de responsabilidade com as geragdes futuras (Primack
& Rodrigues, 2002).

A conservacao da natureza ¢ hoje definida em termos de patrimonios genéticos e
inclui também espécies nao salientes (Frankel & Soule, 1981). Sendo assim,
biodiversidade ¢ definida como a diversidade de espécies, ecossistemas e diversidade
genética presentes na natureza (Mcneely et al., 1990, apud Bittencourt, 2007).

Nas ultimas décadas, o foco das pesquisas internacionais tem sido direcionado
para o contexto genético da conservagdo da biodiversidade, pois atualmente as
ferramentas cientificas permitem quantificar a diversidade genética, os padrdes de
cruzamento e realizar estudos de dispersdao. Tais informagdes sdo importantes
teoricamente e podem ser aplicadas com o objetivo de responder questdes praticas em
ecologia (Freeland, 2005).

Nesse sentido, as pesquisas sobre recuperacdo das areas degradadas no Brasil,
considerando, sobretudo, a conservagao e/ou restauragdo da biodiversidade, associadas
aos processos de licenciamento ambiental e o estimulo aos programas de
reflorestamento, constitui-se hoje em um dos desafios estabelecidos nos principais
programas de politicas publicas das Secretarias de Estado do Meio Ambiente. No
Estado de Sao Paulo, por exemplo, diretrizes norteadoras do processo de repovoamento
florestal heterogéneo (ver Resolucdes SMA 21, de 21/11/2001; SMA 11, de
25/04/2002; SMA 15, de 04/04/2002 e Portaria conjunta CINP/CPRN, de 11/06/2002)
tém sido promovidas visando a conservagdo de espécies vegetais, especialmente
arboreas de ocorréncia regional (Barbosa, 2002).

Os recursos genéticos vegetais s6 podem ser conservados em sistemas vivos, na

forma de plantas, sementes ou tecidos, que devem ser mantidos vivos e com potencial
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para reproducgdo. Varios sdo os métodos para conservar o germoplasma, os quais sao
agrupados em duas estratégias distintas: conserva¢ao in Situ, quando as plantas sdo
mantidas em seus habitats naturais, € conservagao ex Situ, quando os recursos genéticos
sdo preservados em bancos de germoplasma, fora do ambiente natural (Primack
& Rodrigues, 2002).

Atualmente, a conservagdao genética in Situ vem ganhando espago devido ao
reconhecimento da riqueza perdida através da degradacdo causada pelo homem nas
ultimas décadas. Esta € a estratégia mais adequada para conservar espécies florestais, ja
que visa proteger aquelas que apresentam distribuicdo ecoldgica restrita, baixa
densidade populacional, baixa capacidade de regeneragdo natural, habitat vulneravel ou
ameagado, silvicultura desconhecida, além daquelas que sofrem um alto indice de

exploragdo (madeira, 6leo, alimento, resina e etc) (Primack & Rodrigues, 2002).

1.2. Biodiversidade e o fluxo de polen

O fluxo de polen ¢ um dos fatores mais importantes influenciando a estrutura
genética de espécies arboreas. Extensivo fluxo génico via podlen promove altos niveis de
diversidade genética dentro de populacdes e baixa diferenciacdo entre populagdes,
sendo o maior mecanismo mantenedor da coesdo genética de uma espécie (Dick et al.,
2003). Em populagdes naturais o fluxo génico intenso pode efetivamente contrapor os
efeitos detrimentais da deriva genética ou selecdo direcional (Burczyk et al., 2004).
Além disso, devido ao fluxo gé€nico por sementes ser o responsavel por dois ter¢os do
tamanho da vizinhanga genética, o conhecimento de sua extensdo também ¢ essencial
para estimar o tamanho reprodutivo de populagdes de espécies arboreas tropicais
(Hamilton, 1999). Resumindo, para predizer as mudancas genéticas causadas pela

fragmentacdo em populagdes de espécies arboreas tropicais, € necessario estudar o fluxo
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génico contemporaneo (atual) via sementes e via pélen (Hamilton, 1999) e caracterizar
a distribuicao genética espacial dentro de vizinhangas reprodutivas.

A determinagdo da influéncia do movimento do poélen sobre o tamanho efetivo
da populagdo reprodutiva ou tamanho da vizinhanga requer detalhada andlise da
estrutura reprodutiva das populacdes. Tais analises incluem a identidade do doador de
poélen e sua distancia da planta materna (Nason et al., 1996). Estudos preliminares
baseados na observacdo do comportamento do vdo dos polinizadores indicavam que o
movimento destes ocorria predominantemente entre arvores vizinhas. No entanto,
estudos recentes baseados em dados de marcadores genéticos do tipo isoenzimas e
microssatélites, em andlises estatisticas refinadas como analise de paternidade e analise
TWOGENER, tém mostrado que o podlen pode mover-se a distdncias consideraveis
entre plantas dentro de populagdes (Nason et al., 1998; Dick et al., 2003; White et al.,
2002).

Em espécies arboreas, a distribui¢do espacial, o parentesco intrapopulacional e o
sistema de reproducdo podem estar associados. Especialmente em espécies arboreas
polinizadas por animais, individuos préximos tendem a se cruzar mais do que
individuos espacialmente distantes. Caso estes individuos sejam parentes devido a
dispersdao de sementes proxima a arvore materna, a endogamia vai aumentar na
populacdo com o passar das geragdes se a pressdo de selecdo contra individuos
endogamicos ndo for efetiva (Coles & Fowler, 1976). Para compreender a dindmica da
endogamia entre geragdes sdao necessarios estudos em fina escala do sistema de
reproducdo, distribuicdo espacial de genotipos e de comparagdes dos niveis de
endogamia existentes em diferentes estagios ontogé€nicos das plantas.

Portanto, o conhecimento do sistema reprodutivo e os padrdes do fluxo génico

dentro dos sistemas tropicais pode ser fundamental para a sobrevivéncia de espécies
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comprometidas, pois pode evitar a perda de variabilidade e ajudar na tomada de

decisOes conservacionistas.

1.3.  Situacdo atual das matas dos Estados de Sao Paulo e Mato Grosso do Sul
1.3.1. Estado de S&o Paulo

O interior do Estado de S3o Paulo, anteriormente ocupado por matas
semideciduas e cerrados, estd praticamente tomado por diferentes culturas ou pastagens,
restando apenas algumas pequenas areas com vegetacdo de cerrado e Mata Atlantica.
De acordo com um recente levantamento do Instituto Florestal de Sdo Paulo, restam
apenas 13,9 % da cobertura vegetal natural paulista, o equivalente a 3,46 milhdes de
hectares (Zorzetto et al., 2003). Como conseqiiéncias verificam-se a exaustdo do solo, o
assoreamento de cursos d’adgua e de nascentes e a destruicdo da biodiversidade que
indicam drastica perda do patrimdnio genético florestal.

De acordo com o IBGE (1993), a Regido de Ribeirdo Preto situa-se em uma area
de transicdo entre Floresta Estacional Semidecidual e Cerrado, sendo esta transicdo na
forma de encraves. A formagdo savanica corresponde ao Cerraddo e ocorre em
aproximadamente um quarto da area do Municipio, predominantemente na Regido
Nordeste. A Floresta Estacional Semidecidual, ou Floresta Mesoéfila predomina no
restante do Municipio. Entretanto, em decorréncia do processo de ocupagdo
populacional, atualmente a vegetagdo natural encontra-se extremamente fragmentada e
cada vez mais exposta as a¢des antropicas, que incluem desde a abertura de trilhas, caca
e captura de aves, deposicdo de lixos e entulhos, corte seletivo de arvores e, inclusive,
aumento na incidéncia de fogo (Henriques, 2003).

A supressdo da vegetagdo natural no Municipio de Ribeirdo Preto ocorreu

associada a ciclos econdomicos. O desmatamento foi insignificante até 1870, quando o
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plantio de café comegou a substituir a vegetagdo nativa, principalmente florestas. Entre
1962 ¢ 1984, o aumento da area cultivada com cana-de-agucar, devido ao programa
governamental de incentivo a producdo do alcool, provocou diminui¢do dréstica na area
de cerrado (Henriques, 2003). Atualmente o municipio conta apenas com 1,46 % de sua
area florestada (Projeto Floresta USP, 2003; SEMA, 1995).

Como conseqiiéncia dessa intensa fragmentacdo, os remanescentes florestais ou
as matas ciliares sofrem impactos causados pela presenca da luz, que favorece o
crescimento de espécies pioneiras ndo arboreas (gramineas e trepadeiras) e pela

auséncia de animais polinizadores e dispersores de sementes (Engel et al., 1996).

1.3.2. Estado do Mato Grosso do Sul

Segundo o IBGE (2004), o Estado do Mato Grosso do Sul tem 61% do seu
territorio ocupado pelo Bioma Cerrado. Dos 204 milhdes de hectares originais de
cerrado, 57% ja foram completamente destruidos e a metade das dreas remanescentes
estdo bastante alteradas, dificultando a conservagao da biodiversidade. A taxa anual de
desmatamento no bioma ¢ alarmante, chegando a 1,5% (ou 3 milhdes de hectares) por
ano, estando o Estado do Mato Grosso do Sul entre as regides onde esta formagao esta
mais ameagada (International Conservation-Brasil, 2006).

Neste Estado, as atividades agricolas tiveram grande importancia no processo de
ocupacao do seu territorio, especialmente a partir das décadas de 60 e 70, quando se
constituiram extensas areas agropecudrias produtivas. Estima-se hoje que existam 23
milhdes de hectares ocupados pela atividade agro-pastoril, assim distribuidos: 2 milhdes
de hectares pela ocupagdo agricola, 13 milhdes de hectares com pastagens plantadas e 8

milhdes de hectares com pastagens naturais (Tierra, 2000).



Nesse sentido, uma area expressiva da vegetacdo natural do Estado do Mato
Grosso do Sul estd sendo sistematica e intensivamente reduzida, ou seja, perde-se cada
vez mais espago para a produgdo agropecudria. Portanto, existe a necessidade de mapear
os fragmentos florestais ou matas ciliares nas paisagens intensamente cultivadas, a fim
de preservar todo o potencial genético original ainda existente para a conservagao in situ

e/ou ex situ da biodiversidade (Rimoli-Odalia et al., 2000).

1.4.  Importancia de estudos de Biodiversidade em paisagens urbanas

A arborizagdo das cidades surgiu com a intengdo de garantir o vinculo do
homem com o “natural”. A literatura ¢ clara na lista de beneficios decorrentes da
arborizagdo urbana: reducdo de ruidos, modifica¢cdes do microclima, alteragdo do campo
visual, melhoria do habitat da fauna, recreagdo, lazer, dentre outros (Philippi &
Pelicioni, 2005).

Porém, nos ultimos anos, os ecossistemas urbanos tém chamado ateng¢ao dos
cientistas com relagdo a potencialidade de estudos conservacionistas nesses ambientes.

Ecossistemas urbanos constituem ambientes fragmentados e podem proporcionar
uma boa oportunidade para estudar o impacto da fragmentacao nos sistemas ecologicos.
Eles podem também ser de particular interesse para analise dos processos evolutivos
recentes das espécies de plantas e animais presentes neles (Shocat et al., 2006).

Ambientes urbanos consistem em uma matriz na maioria das vezes impropria
para a manutencdo das plantas devido as construcdes, asfalto, dentre outros fatores.
Dentro dessa por¢do majoritaria de ambientes improprios, pequenas e espagadas areas
adequadas constituem habitats altamente fragmentados onde plantas podem persistir

(Cheptou et al., 2006).



E interessante notar que estudos ecoldgicos nesses sistemas tém, algumas vezes,
reportado maior diversidade de variedades de espécies neles que em sistemas agricolas,
como demonstrado por Wania et al., 2006. Direta e indiretamente, espécies nao nativas
importantes ¢ uma grande variedade de mecanismos antropogénicos de dispersdo de
espécies contribuem para a riqueza de espécies nas cidades (Angold et al., 20006).

Por estes motivos, pesquisas recentes colocam a biodiversidade urbana como um
ponto importante da conservagdo (Angold et al., 2006). Diversos estudos chamam
atencdo para a conservacdo de elementos da paisagem urbana, até mesmo dareas
abandonadas e jardins (Gaston et al., 2005).

O primeiro passo para o manejo de ambientes urbanos é o completo
entendimento da interagdo entre a paisagem (efeitos da matriz) e fatores locais que
afetam a biodiversidade. Muitas cidades tém uma rede de habitat ou fragmentos
compreendendo areas verdes urbanas que podem constituir habitats semi-naturais,
habitats de sucessdo secundaria, ambientes pioneiros e areas abertas. Estes locais podem
ter caracteristicas importantes para a biodiversidade e para a manutencdo de habitats
(Mclntyre et al., 2001), como também podem funcionar como corredores ecoldgicos
para facilitar a dispersdo de espécies (Kirby, 1995). No planejamento do ambiente
urbano, portanto, a manutencdo e implantagdo de ambientes verdes e de corredores de
vida selvagem estdo sendo incentivados para promover a preservagao € o aumento da

biodiversidade nas cidades (Angold et al., 2006).

1.5. Estudos de diversidade genética com auxilio de marcadores moleculares
Microssatelites
Até meados da década de 60, os marcadores utilizados em estudos de genética e

melhoramento eram controlados por genes associados a caracteres morfologicos. A
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disponibilidade de marcadores morfologicos era essencialmente restrita as poucas
espécies de plantas utilizadas como sistemas modelos para o estudo de genética. Com a
introducdo da técnica de eletroforese de isoenzimas, ainda na década de 60, iniciou-se a
era dos marcadores moleculares. A aplicabilidade da técnica passou a incluir
potencialmente todas as espécies de plantas (Ferreira & Grattapaglia, 1995).

Por marcador molecular define-se todo e qualquer fen6tipo molecular oriundo de
um gene expresso, como no caso de isoenzimas, ou de um segmento especifico do DNA
correspondente a regides expressas ou ndo. Com os recentes avancos na biologia
molecular, surgiram diversas técnicas para detec¢do de variabilidade genética que
acessam diretamente a seqiiéncia de DNA. Estas técnicas permitem a obtencdo de um
nimero virtualmente ilimitado de marcadores moleculares cobrindo todo o genoma do
organismo. (Ferreira & Grattapaglia, 1995).

Os marcadores moleculares referem-se a diferencgas entre individuos nas suas
seqiiéncias de nucleotideos ao longo da fita de DNA e podem ser classificados em
funcdo de sua heranca, como dominantes e co-dominantes. Em individuos diploides
marcadores co-dominantes permitem a distingdo de ambos os alelos homologos de um
loco. Ja os marcadores dominantes sd3o menos informativos, pois ndo permitem
distinguir o fendtipo heterozigdtico do homozigdtico (Ferreira & Grattapaglia, 1995).

Diversas técnicas tém sido utilizadas para verificar a variabilidade genética
diretamente no DNA, destacando-se: RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism), SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions);
STS (Sequence Tagged Sites) e microssatélites. Estes marcadores podem diferir com

respeito a caracteristicas importantes como, abundincia gendmica, nivel de



polimorfismo detectado e informagdo genética, especificidade dos locos,
reprodutibilidade, requerimentos técnicos e investimento financeiro (Buso et al., 2003).

Entre os marcadores moleculares mais adequados para o estudo de estrutura
genética e reproducdo de populagdes arboreas encontram-se os marcadores
microssatélites (ou Seqiiéncias Simples Repetidas — SSR) que se tornaram uma
ferramenta util na constru¢ao de mapas genéticos, analise de paternidade e fluxo génico
(Chase et al., 1996).

As freqiiéncias dos microssatélites variam significativamente entre os diferentes
organismos (Gupta et al., 1996; Weising et al., 1998). O genoma de plantas contém, em
média, dez vezes menos microssatélites do que o genoma humano (Gupta & Varshney,
2000).

Os microssatélites formam uma classe de DNA caracterizada por seqiiéncias de
1 a 6 nucleotideos, repetidas em tandem que apresentam uma alta taxa de mutacgao,
variando de 10° a 107 por geragdo (Eisen, 1999). As mutacdes sio causadas por
alteracdes no numero das unidades de repeticdo, sendo que a maioria dessas alteragdes
resulta de mudancas no nimero integral de copias das unidades de repeticao (Eisen,
1999). Dois modelos podem explicar estas alteragdes: o crossing-over desigual entre as
moléculas de DNA, resultado da recombinagdo entre cromossomos homdlogos que nao
foram alinhados corretamente; ¢ o mecanismo do slippage da DNA polimerase. Este
ultimo modelo ¢ o mais aceito atualmente e ocorre durante a replicacio do DNA e
conduz ao aumento ou a diminui¢do do ntimero de repeti¢des (Tautz & Schlotterer,
1994).

As unidades de repeticdo dos microssatélites sdo geralmente mono-, di-, tri- ou
tetranucleotideos. Segundo Oliveira et al. (2006), microssatélites sdo classificados de

acordo com o tipo de seqiiéncia repetida, podendo ser perfeitos (a seqiiéncia repetida
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ndo ¢ interrompida por nenhuma base), imperfeitos (ha um par de bases dentro do motif
de repeticdo), interrompidos (ha uma pequena seqiiéncia de bases dentro da seqiiéncia
repetida do microssatélite) e compostos (em que ha duas seqiiéncias repetidas distintas
adjacentes).

Segundo Eisen (1999), devido a distribuicdo preferencial nas regides nao
codificadoras, os microssatélites podem nao sofrer acdo da selegdo natural, o que os
torna seletivamente neutros e muito uteis para estudos da genética das populagdes
naturais. Entretanto, atualmente sabe-se que expansdo no numero de repeticdes pode
causar doencas humanas (como a de Huntington) além de desordens neurodegenerativas
(Oliveira et al., 2006). Em plantas, microssatélites tém ocorrido frequentemente dentro e
proximo a genes (Morgante et al., 2002).

O potencial dos SSRs como marcadores uteis para plantas foi reconhecido por
possuirem uma série de caracteristicas desejaveis como: distribuicdo ao acaso e
ocorréncia em grande quantidade em genomas de eucariotos e procariotos;
codominancia dos alelos, ou seja, ambos os alelos de um individuo heterozigoto sao
visualizados no gel; facilidade de deteccdo via PCR; alta diversidade alélica
(Dayanandan et al., 1997; Chase et al., 1996; Rossetto et al., 1999). Alem disso, sdo
suficientemente estaveis para serem utilizados em analises genéticas e de evolucdo de
populacdes naturais, especialmente em espécies arboreas altamente diversas, como ja
vem sendo demonstrado tanto para espécies tropicais (White & Powell, 1997; Ciampi et
al., 2000; Collevatti et al, 1999; Brondani et al, 2003; Zucchi, 2002; Alves, 2002) como
temperadas ( Steinkellner et al., 1997).

Outra caracteristica muito interessante dos SSRs é sua grande reprodutividade,
dado que ¢ possivel obter os mesmos resultados em qualquer laboratério do mundo

(Cenis, 2005).
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Embora os microssatélites tenham se tornado um instrumento popular no
mapeamento genético e estudos de fluxo génico, sua utilidade ¢ limitada devido ao alto
custo e tempo para desenvolver primers especificos para cada espécie. Uma alternativa
para eliminar tempo e despesas envolvidos no isolamento de marcadores microssatélites
para a espécie de interesse tais como, construcdo de biblioteca gendomicas de DNA e

sequenciamento de DNA, ¢ a utilizagdo de primers heterdlogos.

1.6. A espécie de estudo: Tabebuia roseo-alba

1.6.1. O género Tabebuia

O género Tabebuia pertence a familia Bignoniaceae, que ¢ composta por cerca
de 110 géneros e 800 espécies de distribuicao predominantemente neotropical (Spangler
& Olmstead, 1999). Dentro dessa familia o género esté inserido na tribo Tecomeae, que
concentra a maior parte das espécies arboreas da familia Bignoniaceae, com 19 géneros
e 203 espécies nos neotropicos.

O género Tabebuia compreende cerca de 100 espécies de arvores e arbustos
neotropicais, ocorrendo desde os 28° de latitude norte (Sonora e Chihuahua, México e
Ilhas Bahamas) até o norte da Argentina e Uruguai (Gentry, 1992).

Muitas das espécies do género Tabebuia sdo nativas do Brasil ¢ vulgarmente
denominadas ip€ (Lorenzi, 1992). Pertencem ao grupo ecologico das secundarias tardias
(Ferretti et al., 1995) e o nome vulgar de cada espécie esta relacionado com a coloragdo
das flores, que pode ser branca, amarela, rosa ou roxa (Figura 1). Dentre as espécies
nativas do Brasil mais usadas em reflorestamento urbano, T. roseo-alba (Ridl.) Sand. é

a unica que produz flores brancas (Maeda, 1984).
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Figura 1. Arvores de ipé utilizadas na arborizagdo urbana. Em A individuo

de ipé amarelo cujas flores sdo destacadas em B; em C flores de ipé branco e em D
arvore de ip¢€ rosa em uma florada abundante, caracteristica das espécies do género.

(fotos de Marcelo L.L. Martinez).

Algumas dessas espécies de Tabebuia que possuem floragdo anual apresentam
florada muito intensa e curta, estratégia de floragdo denominada de "big bang" por
Gentry (1974). Devido a essa caracteristica, os ip€s sdo extremamente ornamentais
(Figura 1) e nos ultimos anos tém sido utilizados na arborizagdo de ruas e parques

(devido ao seu porte ndo tdo grande) e em reflorestamentos destinados a recomposi¢ao
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de vegetagdo arboérea (Lorenzi, 1992). Sdo também importantes componentes da
vegetacao nativa dos biomas Cerrado e Mata Atlantica (Lorenzi 1992).

Muitos desses ipés sdo de grande importancia econdmica, devido a sua ampla
utilizagdo na industria madeireira (ferramentas, construgdes, moveis, dentre outros) e
valor paisagistico. Segundo Gentry, 1992, muitas espécies de Tabebuia possuem
madeiras leves utilizadas como tabua e ripas no Brasil.

Os ipés apresentam numero cromossdomico diploéide predominante de 2n = 40,
sendo os cromossomos pequenos ¢ uniformes. Caracteristicas como poliploidia e
poliembrionia sdo comuns dentro deste grupo (Ortolani, 2007).

Com relagdo aos interesses medicinais, tem havido uma série de evidéncias
demonstrando a atividade farmacoldgica de muitas espécies pertencentes a familia
Bignoniacea, sugerindo-a como uma ‘“farmdcia” das florestas tropicais (Gentry, 1992).
Ainda segundo esse autor, muitas espécies dessa familia tém sido estudadas,
evidenciando propriedades medicinais para o cancer, malaria, diabetes, sifilis, hepatites
e leishmanias, sendo que os mais famosos relatos sdo aqueles acerca das propriedades
do género Tabebuia para a cura do cancer (T. incana, T. impetiginosa, T. serratifolia e

T. rosea).

1.6.2. Tabebuia roseo-alba

Tabebuia roseo-alba (Ridl.) Sand. conhecida popularmente por ipé-branco, pau-
d'arco, ipé-do-cerrado (Figuras 1C e 2), possui altura de 7-16m, com uma copa
alongada, tronco ereto (de 40-50cm de diametro) e casca suberosa, superficialmente
fissurada. Suas folhas s@o compostas trifolioladas, com foliolos levemente pubescentes

em ambas as faces (Lorenzi, 1992).
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Na América Latina tem ocorréncia na Bolivia, Brasil, Colémbia, Peru e
Paraguai. Especificamente no Brasil ocorre na floresta latifoliada semidecidua ao norte
dos estados de Sdo Paulo, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul e Goids. O ipé branco
apresenta madeira moderadamente pesada, macia, superficie lustrosa, de Otima
durabilidade em ambientes internos. A arvore € extremamente ornamental, ndo somente
pelo exuberante florescimento que pode ocorrer mais de uma vez ao ano (nos meses de
agosto a outubro com a planta totalmente despida de folhagem), mas também pela
folhagem densa de cor verde azulada em forma piramidal da copa. Os frutos
amadurecem a partir de Outubro (Lorenzi, 1992).

Em fun¢do de sua adaptagdo a terrenos secos e pedregosos, Tabebuia roseo-alba
¢ muito util para reflorestamentos neste tipo de ambiente, destinados a recomposi¢ao da
vegetacdo arborea. T. roseo-alba é uma planta decidua, heliofita, seletiva xerofita,
caracteristica de afloramentos rochosos e calcareos da floresta semidecidua. Ocorre
tanto no interior da mata priméria como nas formagdes secundarias. E esparsamente
encontrada na caatinga do nordeste brasileiro e particularmente freqiiente nos terrenos
cascalhentos das margens do pantanal Matogrossense (Lorenzi, 1992).

T. roseo-alba apresenta sementes cordiformes com leve assimetria nas alas
(Figura 2) e diametro médio de 2,284 cm + 0,311 com alas e 0,923 cm £ 0,167 sem alas.
O sistema radicular ¢ axial e ramificado (Ortolani, 2007). Ainda segundo essa autora, as

sementes iniciam a germina¢ao no quarto dia e ndo se observa poliembrionia.
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Figura 2. Fotos ilustrativas de T. roseo-alba, destacando (A) folha

trifoliolada, (B) diversos estagios do desenvolvimento da flor e (C) fruto verde,

sementes e fruto seco de ipé€ branco. (Arquivo pessoal).

Poucos relatos foram encontrados acerca das propriedades medicinais de T.
roseo-alba. Porém, como muitas espécies desse género tém sido apontadas como
importantes na industria farmacoldgica, € interessante que seja atribuida maior atencao a
essa espécie do ponto de vista medicinal.

Finalmente, em um levantamento feito em fragmentos ao longo das bacias dos
rios Pardo e Mogi-Guagu na Regido de Ribeirao Preto por Henriques (2003), observou-
se que apenas arvores isoladas foram encontradas na regidao mostrando o claro risco de
extingdo dessa importante espécie florestal nesta area. Na maioria das vezes, tal espécie
foi encontrada apenas em propriedades particulares nas quais o ipé€ branco foi utilizado
para ornamentagdo. Ja na regido de Selviria-MS, o Prof. Dr. Mario Teixeira de Moraes
identificou uma populagdo natural de T. roseo- alba em bom estado de conservagao,
mostrando, que, embora raramente, arvores de ipé branco podem ainda ser encontradas
crescendo em ambientes naturais.

Assim, cientes de sua importancia ecologica, econdmica e etnobotanica, somado

ao processo de degradagdo dos ambientes naturais nos quais T. roseo-alba ocorre, fica
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evidente a importancia e a urgéncia de se realizarem estudos que visem auxiliar a

preservagao in Situ e ex situ dessa espécie.
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2.1.

OBJETIVOS

Objetivo geral

Estudar a diversidade e divergéncia genética, a taxas de cruzamento e fluxo

génico entre geragdes (adultos e progénies) em populagdoes de Tabebuia roseo-alba,

procedentes de area urbana de Ribeirdo Preto- SP e populacdo natural em Selviria- MS,

usando marcadores microssatélites transferidos.

2.2.

Objetivos especificos

1.

2.

3.

4.

Verificar a segregagdo, equilibrio de ligacdo, diversidade e poder de
exclusdo dos locos microssatélites transferidos de Tabebuia aurea
para Tabebuia roseo-alba;

Estimar parametros de diversidade genética, endogamia e estrutura
genética em individuos de T. roseo-alba presentes em Ribeirdo Preto
e em Selviria;

Estimar parametros do sistema de reprodug@o (como taxas de cruzamento
e autofecundagdo, cruzamento entre parentes, tamanho efetivo de
vizinhanga reprodutiva e cruzamentos correlacionados) e distincia
média de fluxo de pdlen em populacdes urbana e natural de T. roseo-
alba;

Contribuir para o mapeamento e conservagao da diversidade genética da

espécie arborea tropical T. roseo-alba.
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3. ORGANIZACAO DA DISSERTACAO

Para facilitar o entendimento, a dissertacdo encontra-se dividida em trés
capitulos. No Capitulo | sdo apresentados os estudos de transferibilidade e
caracterizagdo de marcadores microssatélites para Tabebuia roseo-alba. O uso desses
marcadores para a quantificacdo da diversidade genética e estruturacdo de duas
populagoes de T. roseo-alba sdo apresentados no Capitulo 11 ¢ o estudo sobre sistema

de cruzamento e fluxo de polen em duas populagdes de T. roseo-alba no Capitulo I11.
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itulo T

Cap




Transferibilidade e caracterizacao de oito locos microssatélites em duas populacées

da espécie florestal Tabebuia roseo-alba

RESUMO

Transferibilidade, heranca e desequilibrio de ligacdo entre oito locos
microssatélites (Tau 12, Tau 15, Tau 16, Tau 19, Tau 21, Tau 22, Tau 27 ¢ Tau 31)
desenvolvidos para Tabebuia aurea foram estudados em 46 matrizes ¢ 600 progénies de
polinizagao aberta de duas populagdes de Tabebuia roseo-alba procedentes de Ribeirdo
Preto- SP e Selviria- MS. Esses oito locos apresentaram condi¢des de amplificagdo
satisfatorias e foram polimorficos. A segregacdo Mendeliana foi confirmada para os
locos e das 28 possiveis combinagdes entre pares de locos nas matrizes e progénies de
cada uma das populagdes, s6 foram detectados indicios significativos de desequilibrio
de ligacdo entre pares de locos nas geragdes de progénies. Isso mostra que os locos
estdo em equilibrio de ligagdo e que as populagdes estdo sofrendo um processo de
deriva genética. A analise dos oito locos microssatélites revelou um total de 119 alelos,
cujo numero variou de 8 (Tau 22) a 29 (Tau 15) com uma média de 14,9. As médias das
heterozigosidades observada e esperada, foram, respectivamente, 0,520 e 0,852. Todos
os locos testados mostraram desvios do Equilibrio de Hardy-Weinberg devido ao
excesso de homozigotos e elevados valores de probabilidade de exclusdo de
paternidade. Esses resultados mostram que os marcadores microssatélites investigados
sdo adequados para estudos de sistema de cruzamento, estrutura genética de populacdes

e analise de paternidade.
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1. INTRODUCAO

O isolamento de populacdes em pequenos fragmentos reduz o numero de
individuos reprodutivos, a densidade populacional e pode afetar os principais processos
genéticos como fluxo de genes, selecdo e sistema de reproducao (Young & Boyle
2000). A resposta das espécies a estes efeitos vai depender das suas caracteristicas
ecoldgicas, como sistema de reprodugdo, sindrome de dispersao, longevidade, nivel de
ploidia e demografia (Young & Boyle, 2000). O estudo genético com marcadores
moleculares de geragdes de espécies arboreas pods-fragmentagdo pode ajudar a
evidenciar estes processos ¢ a sugerir medidas mitigadoras.

Com o advento das técnicas modernas da biologia molecular, foram propostos
diversos métodos de deteccdo de polimorfismo genético diretamente ao nivel de DNA,
utilizando-se marcadores moleculares. Muitas das complicacdes da analise fenotipica
podem ser mitigadas através da identificagdo direta de genotipos (Ferreira &
Grattapaglia, 1995). Por marcador molecular define-se todo e qualquer fenotipo
molecular originado de um gene expresso (como no caso de isoenzimas) ou de um
segmento especifico do DNA (correspondem a regides expressas ou nao do DNA)
(Ferreira & Grattapaglia, 1995).

Entre as classes de marcadores existentes, os marcadores microssatélites ou
Seqiiéncias Simples Repetidas (SSR) sdo os que mais se aproximam do marcador ideal
para os estudos de genética de populacdes Nesta classe de marcadores, a taxa de
mutagdo tem niveis elevados, revelando altos indices de polimorfismo onde outros
sistemas de marcadores podem detectar somente niveis baixos da diversidade (Rafalski

et al., 1996).
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Um dos grandes entraves para utilizagdo de marcadores SSR ¢ o grande
investimento e volume de trabalho necessario para o desenvolvimento de primers
especificos para os locos de microssatélites de cada espécie, processo que inclui entre
outros itens construcdo de bibliotecas genomicas e sequenciamento de DNA. No
entanto, uma alternativa para eliminar o tempo e as despesas envolvidos no isolamento
de marcadores microssatélites para a espécie de interesse € a transferéncia de primers
heter6logos. Diversos trabalhos tém demonstrado o sucesso da transferéncia de
marcadores SSR entre espécies do mesmo género (Cipriani et al., 1999; Collevatti et al.,
1999; Roa et al., 2000; Yamamoto et al., 2001; Alves, 2002; Decroocq et al., 2003;
Guidugli et al., 2008) ou entre espécies de géneros diferentes (Rossetto et al., 2000;
Zucchi, 2002). Sendo que em termos gerais, o grau de transferibilidade esta diretamente
relacionado com o grau de divergéncia evolutiva entre as diferentes segdes e
subgéneros.

Nao existem marcadores moleculares microssatélites especificos desenvolvidos
para Tabebuia roseo-alba. Porém, Braga et al., 2006 desenvolveram marcadores SSR
para Tabebuia aurea, possibilitando a transferibilidade para o ipé branco.

Entretanto, para que esse marcador molecular transferido possa ser usado como
um marcador genético é necessario investigar sua segregagdo, bem como o equilibrio de
ligacdo entre os locos (Gillet & Hattemer, 1989).

Sendo assim, o objetivo geral deste trabalho foi transferir e caracterizar locos
microssatélites para espécie florestal Tabebuia roseo-alba previamente desenvolvidos
para a espécie Tabebuia aurea.

Os objetivos especificos foram: a) Verificar a segregacdo de locos transferidos
de Tabebuia aurea para Tabebuia roseo-alba; b) Verificar o equilibrio de ligagdo entre

esses pares de locos; ¢) Quantificar a riqueza alélica e diversidade acessada por esses
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marcadores em um conjunto amostral de 645 plantas de T. roseo-alba; e d) Avaliar o
poder de exclusao desses locos microssatélites para estudos de parentesco.

Este controle de qualidade permitird validar esses marcadores moleculares
como uma ferramenta util na constru¢do de mapas genéticos, analise de paternidade,
fluxo génico, analise populacional, estudos ecologicos e biologia da conservagao (Chase

et al., 1996).
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2. MATERIAL E METODOS
2.1.  Locais de estudo

A amostragem do material biologico para o desenvolvimento desta pesquisa foi
realizada em duas areas distintas.

A primeira delas compreende uma area urbana do municipio de Ribeirdo Preto,
interior do Estado de Sao Paulo, localizada dentro do campus da Universidade de Sao
Paulo (Figura 3). Esta regido tem uma altitude média de 600m, temperatura média anual
de 22,5°C e 1482mm de precipitagdo/ano, clima tropical chuvoso com inverno seco e
verdo quente e ¢ predominantemente ocupada por floresta estacional semidecidual. A
maioria dos individuos de ipé branco dessa area foi plantada, sendo alguns
remanescentes do processo de fragmentacdo florestal. Estima-se que existam
aproximadamente 100 arvores de ipé branco em idade reprodutiva nessa 4area,
distribuidas aleatoriamente no campus, proximas a espécies exdticas e com o fuste
pouco encoberto por outras plantas (Figura 3).

A segunda populagdo utilizada é proveniente de uma éarea preservada de cerrado,
na Fazenda de Ensino e Pesquisa da Faculdade de Engenharia/ Unesp — Campus de Ilha
Solteira, localizada no municipio de Selviria, Estado do Mato Grosso do Sul. A area
encontra-se em processo de regeneracao florestal desde inicio da década de 70, quando
passou por remogdes de camadas de solo para utilizagdo nos aterros da construgdo da
Usina Hidrelétrica de Ilha Solteira, no rio Parana. Ela abrange aproximadamente 500 ha
e possui cerca de 60 individuos de ipé branco em fase reprodutiva. O clima da regido foi
classificado como Aw segundo o sistema de Kdeppen, apresentando chuvas no verdo e
seca no inverno. Dematté (1980) caracterizou o solo original do local como sendo do

tipo Latossolo Vermelho-Escuro com textura média (20 — 35 % argila), muito profundo
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e rico em sesquidxidos. A regido possui caracteristicas que permitem classifica-la como
area de transicdo entre os biomas Mata Atlantica e Cerrado (Méario Luiz Teixeira,
comunicagao pessoal).

As arvores de ipé branco amostradas em Selviria, ao contrario daquelas da
populagdo urbana em Ribeirdo Preto, possuem o fuste coberto por outras arvores
caracteristicas da vegetacao de cerrado e floresta estacional semidecidual (Figura 4).
Além disso, da area total florestada, os ip€s brancos restringem-se apenas a uma area em
uma regido mais baixa e imida.

A area estudada apresenta uma grande diversidade de espécies consideradas
importantes para a recuperacdo de areas degradadas, principalmente as de cerrado. O
Gongalo-alves (Astronium fraxinifolium) destaca-se como uma das espécies com
elevado numero de individuos, revelando grande potencial para regeneragdo de

ambientes degradados.
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Figura 3: Arvores de ipé branco floridas presentes no campus da USP/RP
(A e B); foto de satélite mostrando a drea do campus em que as amostras de ipé

branco foram obtidas (C).
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Figura 4: Foto de parte da floresta da Fazenda de Ensino e Pesquisa da
Faculdade de Engenharia/ Unesp (A); Arvore de ipé branco, cujos frutos foram
coletados, localizada na Fazenda de Ensino e Pesquisa da Faculdade de Engenharia/
UNESP (B); Foto de satélite mostrando a 4rea de ocorréncia da espécie T. roso-

alba na Fazenda de Ensino e Pesquisa da Faculdade de Engenharia/ Unesp (C).
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2.2. Coleta do Material bioldgico

O material biologico foi constituido por amostras de tecido vegetal foliar da
espécie T. roseo-alba (ipé branco) de uma popula¢do urbana de 22 arvores adultas,
coletadas no Campus da USP em Ribeirdo Preto- SP e de 24 arvores de uma populagao
natural de Selviria- MS. Todas as arvores adultas de ambas as populagdes foram
georreferenciadas como pode ser observado nas Figuras 5A e 5B. Além disso, foram
coletadas sementes de polinizacdo aberta de 15 matrizes escolhidas aleatoriamente
procedentes de cada regido. As sementes coletadas foram plantadas no viveiro de mudas
da USP/RP nos anos de 2006 (populagdo urbana de Ribeirdo Preto) e de 2007
(populacao natural de Selviria - MS, ver Figura 6).

Para cada arvore matriz da 4area urbana de Ribeirdo Preto foram obtidas
sementes procedentes de um a cinco frutos. Ja para a populagdo de Selviria, para cada
arvore foram conseguidas progénies de exatos cinco frutos (quatro

amostras/fruto/matriz).

Figura 5: Fotos de satélite mostrando a posi¢do geografica das arvores de

T. roseo-alba amostradas para o desenvolvimento deste projeto em (A) Selvira —

MS e (B) Ribeirdo Preto-SP.
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Portanto a amostragem total desse trabalho consistiu de 46 arvores adultas de ipé

branco e 600 juvenis procedentes de polinizagdo aberta de tais matrizes.

2.3. Coleta, armazenamento dos frutos e plantio das sementes

Ap0s a escolha das arvores matrizes a serem utilizadas nesse trabalho, os frutos
foram obtidos com o auxilio de tesoura de poda. Tais frutos devem ser
preferencialmente colhidos quando estiverem com a casca seca, pouco antes da abertura
para liberagdo das sementes. Esse procedimento garante a obtencdo de uma semente ja
formada, com o embrido suficientemente desenvolvido para o plantio. As siliquas
coletadas foram acondicionadas em sacos de papel separados e identificados (um fruto
por saco) para a manutenc¢ao da correspondéncia entre fruto e mae.

Apds a coleta dos frutos seguiu-se a etapa de secagem e plantio das sementes.
Apos secas ao ar livre, as sementes foram plantadas em tubetes de plastico contendo
substrato e adubo adequados. Em cada tubete foram depositadas duas sementes de
mesma procedéncia, com identificacdo e colocados em bandejas que comportam até 154
tubetes (Figura 6). Apo6s o plantio, as sementes e as posteriores mudas foram irrigadas

uma vez por dia no periodo da manha.
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Figura 6: Germinagdo das sementes de ipé branco coletadas em Selviria-

MS. Em A e B pode-se visualizar as bandejas com os tubetes onde as sementes
foram plantadas e as placas com a identificagdo da matriz e fruto; em C observam-

se as cotilédones e o primeiro par de folhas verdadeiras da espécie T. roseo- alba.

As sementes de ipé branco provenientes de ambas as localidades tiveram um
tempo de germinacdo médio de 7 a 10 dias, semelhante ao descrito na literatura por
Santos et al. (2005).

Decorrido um tempo apos o inicio da germinagdo (por volta de 15 dias apos o
plantio), os tubetes foram analisados com o objetivo de identificar aqueles que
apresentaram germina¢do de mais de uma semente. Neste caso, a muda mais sadia foi
mantida no tubete e a outra foi removida e replantada, um procedimento denominado

“repique de mudas”.
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Apo6s o desenvolvimento das primeiras folhas (cerca de 30 dias apos o plantio)
foram coletadas amostras de parte das pequenas folhas verdadeiras da espécie, as quais
foram acondicionadas em papel de aluminio, identificadas e posteriormente congeladas

em freezer -20°C para a extragdo do DNA.

2.4.  Extracdo e quantificacdo do DNA

O DNA das folhas amostradas foi extraido com base na metodologia de Doyle e
Doyle (1990), modificada por Alzate-Marin et al. in press), no Laboratorio de Genética
Vegetal do Departamento de Genética da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto —
USP.

A quantificagdo do DNA foi realizada em espectrofotometro modelo Spectronic
Genesys 5, medindo-se a absorbancia em contraste com uma amostra de TE, nos
comprimentos de onda 260 e 280 nm. Para estimar a quantidade de DNA, tomou-se
como referéncia que uma unidade de densidade 6ptica (DO) equivale a 50 pg de DNA
por mL (Sambrook et al., 1989) e aplicou-se a seguinte féormula:

[DNA] g/ L = (A, * DO * £)/1000 , onde:

Ay60 = absorbancia sob luz UV no comprimento de onda 260 nm;

DO = unidade de densidade optica (50 pg/mL);

f = 8,33 (fator de diluigdo).

Obteve-se boa qualidade e um bom rendimento (cerca de 260 a 312 ng/uL de
DNA a partir de 250-300 mg de tecido foliar das arvores de ipé branco) de DNA em

todas as amostras utilizadas.

32



2.5. Transferibilidade de marcadores microssatélites

No presente trabalho foram testados dez marcadores microssatélites (Tabela 1)

desenvolvidos para a espécie Tabebuia aurea (Braga et al., 2006) e amplificados em T.

roseo-alba (Feres et al., in press).

Tabela 1: Sequéncias dos Primers SSR testados para a transferibilidade em T. roseo-

alba.
Loco SSR Elementos repetidos Sequéncias do primer 5” - 3”
F: CATCATCAAGGTCAAGATCA
Tau 12 (TO)s(TANTG)2s R: CATTCTAGTCTTCCATAAGT
F: CCATCTCAATGCTTAACAGT
Tau 13 (TCRAACTCCONTO)(AC) R: TTGCAATGCTACCATACA
Tau 15 (AG) F: TTTGAGGGGTTGAAGCATTT
u 32 R: CATTGTGGTCCCTCTCAACA
F: GCTTGTAGCAACGTTAGGTTT
Tau 16 (CDs3(CAM R: TGTGCATTGTGACTACCAGCTA
Tau 19 (GA) F: AGGGCAAGCTTTTCCAGTTT
u 33 R: TTCCTCACACGGATATGTCG
Tau 21 (GA) F: CTTTTGGGGGTCTTTGGAAT
u 26 R: GAAAGAGACAGAGACAAAGATACA
F: TATCTCTCCGCCGTACACCT
Tau22  (CT)i(CCCTCTCGTCA)GT); R: CCAATCGAAGAGCCCATTTA
F: GGTAAATCATCTTCCGCTTCC
Tau 27 (CT4(CA)(CC) (CA) R: ACTGCAGAATCGCCTTTTGT
Tau 28 ©T) F: TCAGCCACTACACAACCAAAG
u 33 R: GGGAAGCAATGGAGTCAAAA
Tau 31 (CT)as(CAY(CTTY(GT)s F: TCGTGCAGCTTTTGAGTCTG

R: CTGCAAAACACAAAAGCGAAA

2.6. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Foi utilizada DNA polimerase (Tag) na concentragdo de 1 U/uL em tampao de

estocagem e dNTP estoque, contendo quatro solugdes separadas de 100 mM de cada

base (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), pH 8,3, sendo ambos reagentes da marca Biotools —

B ¢ M Labs, AS. Uma solugdo trabalho de dNTPs com 2,5 mM foi obtida diluindo-se,

com agua MilliQ autoclavada, a solugdo estoque (100 mM) de cada ANTP para uma
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solugdo unica. Os iniciadores (Primers forward e reverse) especificos para cada loco
foram diluidos em 4gua milliQ autoclavada, ficando a 50 pM (Bio-Synthesis). Da
solugdo inicial dos primers foi formada uma solugdo de trabalho (2,5 uM), em que
foram adicionados 10 puL do primer forward, 10 uL do primer reverse e 180 uL de agua
MiliQ autoclavada. Foram utilizados também MgCl, na concentragdo de 50 mM e
Tampao PCR livre de MgCl,, contendo Tris/HCl 75 mM pH 9,0, KCl 50 mM e
(NH4)2SO4 20 mM (Biotools — B e M Labs, AS).

O equipamento utilizado para a PCR foi o termociclador Mastercycler®
Eppendorf. A seqiiéncia geral das condigdes de amplificagdo foi a seguinte: 1 ciclo a
96°C por 3 minutos, 30 ciclos: 94°C por 30 segundos, 49-56 °C por 1 minuto, 72°C por
1 minuto, 1 ciclo: 72°C por 7 minutos, 22°C indefinidamente. Para cada reagdo foi
mantido um tubo contendo 4gua MilliQ como controle negativo. Foram realizados
ensaios de temperaturas de anelamento entre 49 e 56 °C a fim de avaliar a melhor

temperatura para amplifica¢do de cada primer.

2.7.  Ensaios de amplificacdo multiplex

Com a finalidade de otimizar a genotipagem dos individuos analisados nesse
projeto, trés sistemas de PCR biplex foram testados: Tau2l/Tau22, Taul2/Taul6 e
Taul5/Taul9. Esses ensaios foram feitos em um volume total de 15ul. Todos os
reagentes (tampao, dNTP, primers — solugdo de trabalho, MgCl, ¢ a Taq - DNA
polimerase), com exce¢do do DNA, foram misturados em um Unico tubo para garantir a
homogeneidade das reagdes. As quantidades exatas de cada um desses reagentes para

cada um dos testes de PCR biplex estudados estdo resumidas na Tabela 2.
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Tabela 2: Condigdes de PCR para 3 biplex da espécie T. roseo-alba.

Reagentes Locos
Tau21/Tau22 Taul2/Taul6 Taul5/Taul9
DNA (10ng/uL) 3,75ulL 3,75ulL 3,75ulL
dNTP (2,5mM) 1,5uL 1,5ul 1,5uL
Tampao 1,5uL 1,5ul 1,5uL
MgCl, (50mM) 0,45ulL 0,45ul 0,675uL
Primers (2,5uM) c;éilg;iieer calciil:)];iieer c;(iilg;iﬁweer
Taq (1U/uL) 0,3uL 0,3ul 0,45uL
Agua 3,9uL 3,9uL 3,525ul
Volume final 15ull 15ul 15ull
Temperatura de anelamento 56°C 50°C 50°C

2.8.  Eletroforese

Os produtos amplificados foram separados por eletroforese em géis de
poliacrilamida, podendo ser de glicerol (ndo desnaturantes) e uréia (desnaturantes). As
amplificagdes para a escolha da temperatura de anelamento dos primers microssatélites
foram primeiro separadas em géis de glicerol contendo um padrao de 10 pb (Invitrogen)
para confirmacdo da regido de amplifica¢do esperada. Tais géis ndo desnaturantes 10 %
(20 mL) possuem: 1,4 mL de glicerol, 9,72 mL de H,O destilada, 6,7 mL de solugdo
acrilamida/bis-acrilamida (29:1), 2,0 mL de TBE (10X), 15 uL de TEMED
(tetrametiletilenodiamina- Pharmacia Biotech) e 300 puL de solugdo de persulfato de

potassio.
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Apos a escolha da temperatura de anelamento e a confirmagdo da regido de
amplificacao, as separagdes dos produtos de PCR foram feitas em géis de poliacrilamida
desnaturantes para a determinacao fenotipica.

Tais géis de poliacrilamida desnaturantes 10% (30 mL) continham: 14,4 g de
uré¢ia, 10,0 mL solu¢do de acrilamida/bis-acrilamida (29:1), 3,0 mL de TBE (10X —
108,0 g de Tris; 53,0 g de acido borico; 40,0 mL de solugio de EDTA pH 8,0;
completar o volume para 1 litro de H,0O), 22,5 uL. de TEMED, 450 uL de solugdo de
persulfato de potassio e agua destilada).

Os géis desnaturantes polimerizados foram montados em cuba de eletroforese
vertical contendo tampao TBE (1X — 100 mL Tampao TBE (10X); 900 mL H,O) em
ambos os polos (porcdo superior e inferior). Esta cuba foi conectada a uma fonte de
eletroforese Amershan Pharmacia Biotech (EPS 1001), ajustada a corrente elétrica de 26
mA constante durante 4h, necessaria para uma boa separagdo dos fragmentos
amplificados.

Antes da aplicagdo das amostras (produtos de PCR) para a separagdo
eletroforética, estas foram submetidas as condi¢des de desnaturacdo em um tratamento
prévio com formamida: foram colocados 7 puL de tampao de amostra (900 pL de
bromofenol, 900 pL xilenocianol, 900 uL. TBE (10X), 4,5 mL de Ficol 30 % diluido em
agua destilada, 1,8 mL de EDTA 0,5 M pH 8,0, 3,6 g de sacarose; na proporc¢ao de 3:1
com formamida) em tubo eppendorf, junto com 5 pL do produto amplificado. Estes
tubos foram aquecidos a 94 °C por 7 minutos e subseqiientemente colocados em banho

de gelo (tratamento desnaturante), seguindo-se a aplica¢do no gel.
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2.9. Coloracéo do gel com nitrato de prata e secagem

A coloracdo do gel foi realizada de acordo com o protocolo adaptado de
Sanguinetti et al. (1994):

o Fixacdo: apos a retirada das placas de vidros e dos espacadores, o gel foi
colocado em um recipiente de vidro contendo 200 mL de solu¢do fixadora (160 mL de
etanol (PA), 7,0 mL de 4cido acético glacial (PA) e 833 mL de agua);

o Impregnacdo com nitrato de prata: adicionou-se 3,0 mL de solucdo de
nitrato de prata (2 g de nitrato de prata, 10 mL de &gua destilada) e agitou-se por 5
minutos. A solu¢do foi entdo descartada adequadamente e o gel lavado em agua por
cerca de 10 segundos, agitando levemente e, ao final, descartando a agua;

o Revelagdo: 200 mL solugdo reveladora (22 g de NaOH, 1 litro de agua)
foram despejadas cuidadosamente no recipiente contendo o gel juntamente com 1,5 mL
de formaldeido, sendo submetido a agitacdo por alguns minutos até que as bandas
aparecessem nitidamente. A solucdo reveladora foi pré-aquecida em forno de
microondas por 3 minutos em poténcia maxima para facilitar a reacdo de coloracdo;

o Bloqueio da reagdo: apos o gel ter sido revelado, a solucao reveladora foi
descartada e a reacdo bloqueada com a lavagem direta do gel em 200 mL de solugao
fixadora.

. Ap6s a conclusao do processo de revelagdo dos fragmentos amplificados,

os géis foram secos em papel celofane para andlise e posterior armazenagem.

2.10. Determinacao fenotipica
Os alelos de todos os locos para cada um dos individuos coletados foram

identificados por ordem crescente de tamanho, definida pela migracao eletroforética, ou
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seja, os alelos de menor tamanho migram mais rapidos e os de maior tamanho t€ém uma

migracao mais lenta.

2.11. Analises estatisticas
2.11.1. Anélise da heranca e de desequilibrio de ligacao dos locos

Neste trabalho adotou-se o método descrito por Gillet & Hattemer (1989) para
estudar a heran¢a dos marcadores microssatélites transferidos para T. roseo-alba, no
qual se comparam os alelos das arvores maternas heterozigotas com suas progénies de
polinizagdo aberta. As pressuposi¢des do modelo de Gillet & Hattemer (1989) sdo que

toda a progénie de uma arvore materna AjA; deve possuir o alelo Ai da arvore mae. Em
caso de uma arvore mae heterozigota (ex. AiAJ_, I # ) procedeu-se da seguinte maneira:
a) cada individuo de uma progénie deve possuir um dos alelos da arvore materna, Ai, Aj;
b) o nimero de progénies heterozigotas AiAJ_ (Nij) deve ser igual a soma das progénies
homozigotas AiAi (Nii) e AJ_AJ_ (ij), Nij = Nii + ij_, e ¢) o nimero de progénies
heterozigotas AiAk (Nik) deve ser igual ao numero de progénies heterozigotas AJ_Ak (Njk),
N, = Njk (k #1, ). A analise genética foi realizada com 30 arvores matrizes (15 de cada

regido de coleta), cada uma com 20 progénies de polinizacdo aberta. Os fendtipos
observados em cada progénie de arvores maternas heterozigotas foram comparados com
o esperado pela hipdtese de segregacdo 1:1, usando um teste G (Sokal & Rohlf, 1981)

com um grau de liberdade. Posteriormente, todos os testes individuais foram somados e
um teste G total foi obtido (ZGTotal_H ), com N graus de liberdade, sendo n o niimero
de progénies usadas no teste. Simultaneamente, os fendtipos observados foram somados

e um teste G agrupado para a segregagdo 1:1 (G ), com um grau de liberdade,

11 _agrupado
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foi realizado. A hipdtese nula desse teste € a de igual propor¢ao dos tipos de gametas na
progénie produzida por diferentes arvores maternas de gendtipo heterozigoto. Em

seguida, testou-se a hipotese de heterogeneidade de segregacdo entre progénies, usando-

se um teste G de heterogeneidade (GHetemgenddade ), obtido pela subtracdo do teste G

agrupado do teste G total. Esses testes sdo aditivos de forma que ZGTOELH =

Z GHetemgeneidade + z Gy agrupado €OM N, -1 € 1 grau de liberdade, respectivamente.

O Desequilibrio de ligagdo ¢ um procedimento estatistico que analisa a
recombinacdo das freqiiéncias entre pares de locos para determinar se dois locos ndo
segregam independentemente. Caso isso ocorra, significa que o nimero de marcadores
microssatélites utilizados no trabalho ndo sdo oito como foi assumido e sim um nimero
menor, de acordo com o numero de ligagdes.

Dessa forma, o teste de desequilibrio de ligacdo foi realizado entre todos pares
de locos (adultos e progénies) com base em uma estatistica G de razdes de logaritmos
de maxima-verossimilhanga. A significancia estatistica foi calculada com base em 1000
permutacdes e usando uma correcdo seqiiencial de Bonferroni (95%, a=0,05). Tais
analises foram calculadas com o programa FSTAT 2.9.3.2 (Goudet, 2002) usando o
método de permutacdo (10.000 reamostragens). Esses testes permitiram determinar

quais os locos s3o adequados para as analises genéticas populacionais.

2.11.2. Andlise da diversidade genética, equilibrio de Hardy-Weinberg e

endogamia

A diversidade genética da geracdo adulta (46) e das progénies (600) foi

caracterizada pelos indices: numero médio de alelos por loco (A), heterozigosidade
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observada (H,), heterozigosidade esperada segundo expectativas do equilibrio de

Hardy-Weinberg (H,) e numero efetivo de alelos por loco (AE =1/(1- |:|e) ). Também

foi estimado o indice de fixagdo ( F ), conforme Weir (1996):

Além disso, calculou-se a probabilidade de exclusdo do primeiro [ Pr(EXx )] e
segundo parentes [ Pr(EX, ) ]. Estes indices de diversidade, probabilidade de exclusao de

paternidade e o indice de fixagdo foram obtidos utilizando o programa CERVUS 3.0
(Marshall et al., 1998; Kalinowski et al., 2007). A significancia estatistica dos valores
médios entre locos do indice F foi calculada por permutacdo (10.000), usando o
programa FSTAT (Goudet, 2002).

Segundo o teorema de Hardy-Weinberg, as freqiiéncias genotipicas esperadas no

equilibrio podem ser estimadas a partir da expansdo do seguinte binomio:

2 2 2
Xi+Xj) = X" T 2xXj + X;

Em que:

2 s oA . . .
xi~ ¢ a freqiiéncia esperada dos homozigotos do alelo i;
2xix; ¢ a freqiliéncia esperada do heterozigoto ij;

2 s A . . .
X;j~ ¢ a freqliéncia esperada dos homozigotos para o alelo j.

Assim, a aderéncia das freqii€ncias genotipicas observadas as proporgdes
teoricas de Hardy-Weinberg foi verificada com o emprego do programa GDA versao

1.1 (Lewis & Zaykin, 2000).
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3. RESULTADOS
3.1. Transferibilidade de primers SSR de Tabebuia aurea para Tabebuia roseo-
alba
Dos dez pares de primers SSR previamente desenvolvidos para Tabebuia aurea
e testados em Tabebuia roseo-alba, nove pares amplificaram regides SSR com sucesso.
Dos primers transferidos oito foram escolhidos para o desenvolvimento desse trabalho.
As condigdes de amplificacdo utilizadas estdo descritas em Feres et al., in press (Anexo

1) e resumidas na tabela 3.

Tabela 3: Tabela contendo os primers de ipé branco padronizados e usados nesse

estudo e a temperatura de anelamento da PCR.

Temperatura de

Loco SSR Elementos repetidos Anelamento do
primer em °C
Tau 12 (TCO)3(TA)TG)29 50
Tau 15 (AG)3 50
Tau 16 (CT)33(CA)y 50
Tau 19 (GA)33 50
Tau 21 (GA)z6 56
Tau 22 (CT)5(CCCTCTCGTCA)(GT); 56
Tau 27 (CT)24(CA)5(CC) (CA), 49
Tau 31 (CT)25(CA)1o(CTT)(GT)s 56

3.2.  PCRs biplex testadas
Dos trés conjuntos de PCR biplex testados, somente os conjuntos Tau21/Tau22 e
Taul5/Taul9 foram satisfatoriamente tuteis (Figura 7). O biplex Taul2/Taul6 sofreu

sobreposi¢do dos produtos de amplificacdo, e nao pode ser utilizado nesse trabalho.
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Figura 7: Gel de poliacrilamida 10% contendo amostras de PCR biplex dos

primers Tau 21 (amostras superiores no gel) e Tau 22 (amostras inferiores no gel).

3.3.  Analise da heranca

Os valores da soma dos testes G individuais da segregacdo esperada total 1:1

(ZGTotal_lzl ), agrupando as progénies de arvores maternas de mesmo genotipo para o

loco sob consideragao sdo apresentados na Tabela 4.

O teste de segregacdo para locos em heterozigose nas matrizes pode ser
realizado 75 vezes. Destes 75 casos em 57 (76%) foi confirmada a segregacdo
Mendeliana esperada 1:1.

Os locos Tau 12 e Tau 31 ndo apresentaram nenhum desvio de segregacgao para
nenhuma das familias segregantes analisadas; o loco Tau 15 apresentou desvio apenas
nas familias 302 e 321 e o loco Tau 22 apresentou um discreto desvio apenas em uma
analise agrupada. Ja o loco Tau 16 apresentou desvio de segregacao 1:1 na familia 301
e também na andlise agrupada. No loco Taul 9 foram observadas 4 familias de 9 (44,4

%) em desacordo com as propor¢des de segregagdo 1:1. Ainda nesse loco, foi possivel



constatar desvio de segregagdo em todas as analises agrupadas. O loco Tau 21 também
apresentou desvio de segregacao em todas as analises agrupadas e na maioria das
familias estudadas. Por ultimo, o loco Tau 27 apresentou desvios de segregacao em
quatro familias (36,36 %) e em todas as analises agrupadas.

Dessa forma, a maioria dos locos foi consistente com a hipotese 1:1 de razdo de
segregacdo. Portanto, pode-se afirmar que esses locos possuem uma heranca

codominante com razao 1:1.
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Tabela 4: Testes G para hipotese de segregacdo codominante 1:1 em oito locos SSR de

Ipé branco.
.. Gendtipo p n G
Loco/familia materno i M iong Mo M ny (GL=1) G’
Taul2
312 19 09 06 03 0 0 - ---
317 19 11 05 04 0 0 0,20 ---
319 19 08 01 08 03 0 0,06 ---
Agrupado 28 12 15 55 03 0 03 0,02 ---
601 350 0 04 O 09 05 --- 1,16
602 350 08 06 04 01 01 0,22 ---
609 350 04 04 04 06 02 1,36 ---
Agrupado 12 14 08 34 16 08 24 2,99 2,72
Tau 15
302 10 11 4 10 3 2 1 5,02* 0,34
317 10 11 20 0 0 0 0 --- ---
313 10 11 10 3 1 4 2 2,66 0,68
321 10 11 5 10 3 0 1 3,68* ---
318 10 11 9 4 3 3 0 0,25 ---
Agrupado 48 27 10 8 9 4 13 1,43 1,97
308 10 16 6 4 2 7 2 -—- 2,94
304 10 16 1 1 1 10 8 0,34 0,22
Agrupado 7 5 3 15 17 10 27 0,07 1,84
312 11 16 1 0 3 6 10 1,05 1,01
320 11 16 7 5 2 2 3 --- 0,20
Agrupado 8 5 5 18 8 13 21 0,22 1,20
305 4 11 0 0 0 11 8 --- 0,48
319 4 11 7 1 4 4 4 0,33 ---
Agrupado 7 1 4 12 15 12 27 0,33 0,33
Tau 16
301 . 0 0 0 15 5 --- 5,23*
305 . 0 2 0 11 5 -—- 2,31
321 1 50 7 7 2 2 1 0,25 0,34
Agrupado 7 9 2 18 28 11 39 0,90 7,66 **
303 35 7 0 5 0 5 0,33 ---
304 35 8 7 5 0 0 0,81 ---
Agrupado 15 7 10 32 0 5 5 0,13 ---
310 6 50 0 7 6 0 7 --- ---
320 6 50 0 7 3 6 4 - 0,40
Agrupado 0 4 9 23 6 1117 -—- 1,49
613 12 3 2 6 4 5 2,36 0,11
603 12 7 0 2 5 6 2,94 0,09
Agrupado 10 2 8§ 20 9 11 20 - 0,20
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Tabela 4. Continuagao.

. Genétipo p n S
Loco/matriz materno i M ioon M M oy (GL=1) G’
Tau 19
305 510 20 0 0 0 0 --- ---
303 510 7 11 1 0 5 1,33 ---
Agrupado 27 11 1 39 0 5 5 5,92% -
304 59 1 6 1 3 4 5,06* 0,14
312 59 5 4 9 1 0 3,68% ---
320 59 4 7 1 1 7 1,36 5,06%*
Agrupado 10 17 11 38 5 11 16  8,88** 2,31
319 7 10 0 0 1 9 10 --- 0,05
307 7 10 3 2 11 1 1 6,74* ---
Agrupado 3 2 12 17 10 11 21  7,72%%* 0,05
313 57 8 3 1 8 0 1,36 ---
321 57 7 6 3 2 1 0,25 0,34
Agrupado 15 9 4 28 10 1 11 0,14 8,55%%*
Tau 21
305 6 7 1 3 7 3 8,55%* 0,51
320 6 7 1 4 9 4 1 12,2%%* 1,93
Agrupado 2 7 16 25 7 6 13 20,72** 0,08
603 13 1 0 1 3 10 --- 3,98%*
607 13 15 1 0 2 1 14,70** 0,34
Agrupado 16 1 1 18 5 11 16  12,40* 2,31
605 25 2 4 0 4 --- ---
606 25 1 0 9 1 5 7,36* 2,91
612 25 11 4 5 0 0 0,20 ---
614 25 4 4 2 2 8 0,40 3,85%
Agrupado 22 10 20 52 3 17 20 1,24 10,82%*%*
Tau 22
302 35 11 4 1 1 2 2,31 0,34
304 35 5 5 3 1 5 0,70 2,91
312 35 9 0 11 0 0 0,20 ---
307 35 9 3 6 0 2 --- ---
Agrupado 34 12 21 67 2 9 11 0,01 4,82%*
317 4 6 9 5 5 0 0 0,05 ---
313 4 6 7 4 7 2 0 0,90 ---
Agrupado 16 9 12 37 2 0 2 0,68 ---
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Tabela 4. Continuagio.

. Genbtipo p n G
Loco/matriz materno i M ioong Mo Mg (GL=1) G’
Tau 27
302 1 50 7 6 1 2 4 --- 0,68
307 1 .50 0 6 4 3 7 --- 1,65
Agrupado 7 12 5 24 5 11 16  4,30* 2,31
321 47 5 4 11 0 0 5,23* ---
304 47 2 3 0 10 2 0,20 5,82%
312 47 4 7 7 0 0 5,88%* ---
609 47 5 3 0 5 7 0,51 0,33
Agrupado 16 17 18 51 15 9 24  7.25%* 1,52
310 13 4 1 9 6 0 2,66 ---
318 13 2 126 3 5 14,7%% 0,51
Agrupado 6 13 15 34 9 5 14 1545*%* 1,16
611 2 50 3 4 3 7 2 1,65 2,94
612 2 50 6 9 0 0 5 0,60 ---
607 2 50 4 5 4 2 5 1,97 1,33
Agrupado 13 18 7 38 9 12 21  3,86* 0,43
Tau 31
302 2 4 11 2 7 1 2 0,20 0,34
303 2 4 9 11 0 0 5 0,20 ---
304 2 4 6 0 8 4 2 0,29 0,68
305 2 4 11 3 4 0 1 0,90 ---
307 2 4 7 2 2 5 3 0,83 0,51
320 2 4 8 5 5 1 1 0,22 ---
321 2 4 10 3 1 0 0 2,66 ---
319 2 4 6 3 8 0 0 1,49 ---
318 2 4 4 1 2 0 0 3,02 ---
Agrupado 7240 37 149 11 14 25 0,17 0,36
609 5_ 0 1 0 8 8 --- ---
601 5 7 1 1 6 4 2,94 0,40
Agrupado 7 2 1 10 14 12 26 1,65 0,15
605 35 5 0 2 6 4 1,33 0,40
613 35 6 3 3 2 4 --- 0,68
Agrupado 11 3 5 19 8 8 16 0,48 -
607 311 4 7 0 4 5 0,83 0,11
614 3 11 8 5 0 4 3 0,70 0,14
Agrupado 12 12 0 24 8 8 16 - -
7P<0,01; " P<0,05.
n;,N;+n; sdo os nameros observados de heterozigotos e homozigotos,

respectivamente

Njk sdo os niimeros observados de genotipos heterozigotos do tipo ik e jk, respectivamente.

Ny e Ny sdo os numeros de fenotipos encontrados
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3.4.  Analise de desequilibrio de ligacéo

No teste de desequilibrio de ligacao feito através do programa FSTAT 2.9.3.2
(Goudet 2002) usando a correcdo de Bonferroni foram detectados poucos indicios de
desequilibrio de ligagdo nos locos de T. roseo-alba (Tabela 5). Das 28 possiveis
combinagdes entre pares de locos nas matrizes e progénies de cada uma das populagdes,
s6 foram detectados indicios significativos de desequilibrio gamético entre os pares de
locos nas geragcdes de progénies. Nas geracdes adultas ndo foram detectados indicios de
ligacdo entre os pares de locos e pode-se afirmar que os alelos de diferentes locos nao

estdo associados e segregam independentemente.
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Tabela 5: Desequilibrio de ligagdo entre os locos microssatélites de T. roseo-alba. Os valores
na tabela sdo as probabilidades apds 1000 permutagdes. O valor limite de significAncia apds

corre¢do de Bonferroni é 0,000446.

Pares de locos RIB_Prog RIB_Ad SEL Prog SEL_Ad
Tau 12 X Tau 15 0,00045 0,54554 0,00045 1,00000
Tau 12 X Tau 16 0,00045 0,55982 0,00045 0,77143
Tau 12 X Tau 19 0,00045 0,41518 0,00045 1,00000
Tau 12 X Tau 21 0,00045 0,43973 0,00045 1,00000
Tau 12 X Tau 22 0,00045 0,78259 0,00045 0,11161
Tau 12 X Tau 27 0,00045 0,69688 0,00045 0,09866
Tau 12 X Tau 31 0,00045 0,26384 0,00045 0,45179
Tau 15 X Tau 16 0,00045 0,44241 0,00045 1,00000
Tau 15 X Tau 19 0,00045 0,09152 0,00045 1,00000
Tau 15 X Tau 21 0,00045 0,64643 0,00045 1,00000
Tau 15 X Tau 22 0,00045 0,22455 0,00045 0,20893
Tau 15 X Tau 27 0,00045 0,72902 0,00045 1,00000
Tau 15 X Tau 31 0,00045 0,07321 0,00045 1,00000
Tau 16 X Tau 19 0,00045 1,00000 0,00045 0,35759
Tau 16 X Tau 21 0,00045 0,20357 0,00045 1,00000
Tau 16 X Tau 22 0,00045 0,43750 0,00045 0,60357
Tau 16 X Tau 27 0,00045 0,89420 0,00045 0,74375
Tau 16 X Tau 31 0,00045 0,62634 0,00045 1,00000
Tau 19 X Tau 21 0,00045 0,53705 0,00045 0,24107
Tau 19 X Tau 22 0,00045 0,70179 0,00045 0,14464
Tau 19 X Tau 27 0,00045 0,37991 0,00045 0,06339
Tau 19 X Tau 31 0,00045 0,84241 0,00045 1,00000
Tau 21 X Tau 22 0,00045 0,76429 0,00045 0,16875
Tau 21 X Tau 27 0,00045 1,00000 0,00045 1,00000
Tau 21 X Tau 31 0,00045 0,12679 0,00045 1,00000
Tau 22 X Tau 27 0,00045 0,15670 0,00045 0,35670
Tau 22 X Tau 31 0,00045 0,43795 0,00045 1,00000
Tau 27 X Tau 31 0,00045 0,92723 0,00045 0,01295

RIB_Prog ¢ a amostra composta pelas progénies de Ribeirdo Preto;
RIB_Ad ¢ a amostra composta pelas arvores adultas de Ribeirdo Preto
SEL Prog ¢é a amostra composta pelas progénies de Selviria

SEL Ad ¢ a amostra composta pelas arvores adultas de Selviria
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3.5. Analise da diversidade genética, Equilibrio de Hardy-Weinberg e
endogamia na amostra total

Durante a andlise o nimero de individuos amostrados variou de 605 a 630 (do
total de 646). Esta diferenca na amostragem ¢ atribuida a problemas de rotina
laboratorial devido a qualidade do DNA (presenca de impurezas) e sua diluicao, que
acarretam falhas na amplificagdo de determinados locos SSR. Apesar disso, o nimero
de individuos usados para as analises pode ser considerado excelente.

Para os oito locos analisados, 119 alelos foram identificados entre todos os
individuos estudados. O niimero de alelos por locos variou de 8 (Tau 22) a 29 (Tau 15)
com uma média de 14,9 alelos/locos (Tabela 6). O numero efetivo de alelos por locos
foi menor do que o numero médio de alelos por locos, variando de 4,5 (Tau 22) a 12,35
(Tau 15) alelos, com média de 7,29 alelos/locos. Isso indica que muitos alelos sdo raros
(freqii€éncias menores ou iguais a 5%). De fato, poucos alelos nos oito locos tiveram
freqliéncia superior a 25% e, em geral, dois a quatro alelos tinham freqiiéncia maior do

que 10% e os demais eram raros (Figura 8).
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Tabela 6: Diversidade genética, endogamia e poder de exclusdo de locos microssatélites em

arvores de Tabebuia roseo-alba. n é o nimero de individuos analisados; k ¢ o numero total de
alelos; A, ¢ o numero efetivo de alelos nos locos; H, ¢ a heterozigosidade observada; H, ¢ a
heterozigosidade esperada em Equilibrio de Hardy-Weinberg; F ¢é o indice de fixagdo;
Pr(EX,)e Pr(Ex,) sdo respectivamente as probabilidades de excluir o primeiro parente

(quando um dos parentes é conhecido) e o segundo parente (quando nenhum dos parentes ¢

conhecido).
Loco n K A H, H. F Pr(Ex,) Pr(Ex,)
Tau 12 619 11 7,14 0,417 0,860 0,515 0,440 0,280
Tau 15 630 29 12,35 0,798 0,919 0,132 0,277 0,162
Tau 16 614 9 5,85 0,453 0,829 0,454 0,514 0,341
Tau 19 613 16 7,63 0,529 0,869 0,391 0,416 0,261
Tau 21 607 17 8,06 0,633 0,876 0,277 0,400 0,249
Tau 22 624 8 4,50 0,282 0,778 0,638 0,599 0,418
Tau 27 610 14 6,58 0,413 0,848 0,513 0,457 0,294
Tau 31 605 15 6,21 0,608 0,839 0,275 0,481 0,314
Média -- 14,9 7,29 0,520 0,852 0,394 -- --
Total 645 119 -- -- -- -- 0,998631 0,999961

A heterozigosidade observada variou de 0,282 (Tau 22 ) a 0,798 (Tau 15 ), com
média de 0,520. A heterozigosidade esperada em equilibrio de Hardy-Weinberg foi
maior em todos os locos e para média dos locos, variou de 0,778 (Tau 22) a 0,919 (Tau
22), com média de 0,852 (Tabela 6).

O indice de fixagao foi positivo e significativamente diferente de zero em todos
os locos e para média dos locos, variando de 0,132 (Tau 15) a 0,638 (Tau 22), com
média de 0,394 (Tabela 6), sugerindo desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg, devido

a excesso de homozigotos, provavelmente endogamia.
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Figura 8. Distribuicdo das freqiiéncias dos alelos nos oito locos

microssatélites analisados nas amostras de Tabebuia roseo-alba.

O poder de exclusao total para identificagdo de um candidato a pai em uma

progénie arbitraria, quando nenhum dos pais ¢ conhecido (Pr(EX,)) foi estimado em
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0,998631. Quando ¢ conhecido o gendtipo de um dos pais, a probabilidade de exclusao

(Pr(Ex,)) do conjunto de locos utilizado ¢ de 0,999961 (Tabela 6). Isto indica que o

poder de exclusdo de tais locos ¢ adequado para a andlise de parentesco, especialmente
analises de paternidade.

Os locos foram também testados quanto a aderéncia ao Equilibrio de Hardy
Weinberg (EHW). Weir (1996) esclarece que a andlise de dados genéticos deve ser
baseada em algum modelo ou teoria. O modelo cldssico que embasa a genética de
populacdes ¢ chamado de Teorema de Hardy-Weinberg (EHW). Este teorema presume
que uma populacdo de tamanho infinito, onde os individuos se acasalam aleatoriamente
e que nao sofre acdo de forgas perturbadoras (mutacdo, migracao, selecdo) estabelece
freqii€ncias genotipicas binomiais, que, nao irdo se alterar nas geragdes subseqiientes.
Os desvios das proporgdes esperadas pelo EHW significam que uma ou mais das
pressuposi¢oes do modelo foram alteradas (Futuyma, 1992).

No presente trabalho, através da andlise de aderéncia ao equilibrio de Hardy-
Weinberg, observou-se que todos os oito locos utilizados mostraram desvios das
propor¢des do EHW em pelo menos um dos conjuntos amostrais (Tabela 7). Ao
comparar as heterozigosidades esperada e observada, fica claro que esses desvios foram

causados pelo excesso de homozigotos, apontado também pelos altos indices de fixagao.
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Tabela 7. Probabilidades obtidas com o teste exato de Fisher para verificagdo do Equilibrio de

Hardy-Weinberg nas populagdes de T. roseo-alba.

Amostra Taul2 Taul5 Taul6 Taul9 Tau2l Tau?22 Tau 27 Tau 31
RIB Prog 0,000*  0,000* 0,000*  0,000* 0,000* 0,000* 0,000* 0,000*

RIB Ad  0.000* 0,000  0,000*  0,000* 0,000 0.028 * 0.0281* 0.00031*
SEL Prog 0,000*  0,000*  0,000*  0,000* 0,000 0,000* 0,000* 0,000*

SEL Ad 0,000* 0.8406 0.0006* 0,000* 0.092*  0,000* 0,000%* 0.476

*Desvio significativo (p < 0,05)

RIB Prog ¢ a amostra composta pelas progénies de Ribeirao Preto;

RIB_Ad ¢ a amostra composta pelas arvores adultas de Ribeirdo Preto

SEL Prog ¢ a amostra composta pelas progénies de Selviria

SEL_Ad ¢ a amostra composta pelas arvores adultas de Selviria
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4. DISCUSSAO
4.1.  Sucessos de transferéncia dos Marcadores Microssatelites

Apenas o loco Tau 28 ndo foi amplificado nas amostras de T. roseo-alba usadas
neste trabalho. Assim, conseguiu-se um sucesso de 90% nos testes de transferibilidade.
Em termos gerais, a chance de sucesso na transferibilidade (amplificagdo heterologa) de
seqiiéncias de DNA por PCR ¢ inversamente relacionada a distancia evolutiva entre as
duas espécies (Zucchi et al., 2003). Pesquisas de FitzSimmons et al. (1995) constataram
que pode-se conseguir uma eficiéncia superior a 50% em espécies que apresentam um
tempo de divergéncia entre 15-25 milhdes de anos, comparada a 6,2 % em um tempo de
divergéncia entre 80-100. Porém, a eficiéncia na utilizagdo estd mais fortemente
relacionada a taxa de evolucdo molecular do que ao tempo de divergéncia. Portanto, a
porcentagem obtida nesse trabalho foi possivel, principalmente, por se tratar de uma
amplificacdo heterdloga entre espécies do mesmo género, muito aparentadas

evolutivamente.

4.2.  Analise da herancga e de desequilibrio de ligagéo

Os desvios de segregacdao observados na descendéncia das referidas arvores
(Tabela 4) podem ter sido causados por erro de amostragem, devido ao pequeno
tamanho amostral usado para o teste (20 progénies/familia). Além disso, segundo Gillet
& Gregorius (1992), as distor¢des de segregacao podem ser pré-zigoticas (ocorrem entre
a meiose ¢ a fusdo dos gametas) ou pos-zigdticas (ocorrem entre a fertilizacdo e o
momento de acesso ao genotipo do individuo). De acordo com esses autores, as
distor¢des pré-zigdticas podem ser causadas por: deriva meidtica (maior quantidade de
um tipo de gameta do que de outro para um genotipo heterozigoto); viabilidade seletiva

gameética (o tipo gamético presente no produto da meiose difere em sua habilidade de
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sobreviver para o estagio de fertiliza¢ao) e sucesso diferencial (auto-incompatibilidade
gamética). Ja as distor¢des pds-zigoticas sao causadas por viabilidade seletiva pos-
zigbdtica (como a selecdo contra homozigotos), que alteram o padrdo de segregacao
gamética. Para avaliar precisamente se um desses casos esta ocorrendo € necessario um
estudo genético de sementes e plantulas, para que as andlises da freqiiéncia de
segregacdo entre os tipos gaméticos considerem a possibilidade de ocorrer mortalidade
entre os estagios de zigoto.

Outra explicagdo para esses desvios de segregagdo ¢ a presenca de alelos nulos
ou dominancia entre alelos. Por se tratar de locos transferidos (heterélogos) a
probabilidade de ocorréncia de alelos nulos ¢ maior nessas espécies do que nas espécies
em que os marcadores foram desenvolvidos (Kim et al., 2004). A presenca de alelos
nulos ¢ devido a alteragdes no sitio de anelamento dos primers microssatélites
acarretando em erros na caracterizagdo dos individuos (individuos heterozigotos sao
caracterizados como homozigotos). A presenca de alelos nulos ou alelos dominantes sao
dificeis de serem demonstrados, exigindo experimentos especificos como descritos por
Morand et al., (2002).

Contudo, quando progénies revelando desvios significativos foram excluidas das
analises, nenhum desses locos revelou heterogeneidade de segregacdo. Além disso, a
maioria dos locos foi consistente com a hipotese 1:1 de razdo de segregacdo. Assim,
como o ideal é que os testes de segregacao sejam baseados em grandes amostras (> 20
plantas por progénie), a fim de reduzir a chance de se detectar desvios de segregacdo
devido a variacdo amostral aleatéria, novos testes baseados em grande numero de
descendentes por arvore materna heterozigota sao desejados para confirmar os presentes

resultados.
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Foram encontrados indicios de ligacdes entre locos somente nas geragdes de
progénies. Resultado significativo de ligacdo entre locos apenas em uma geracao ¢
indicativo de deriva genética ou desequilibrio gamético e nao ligagdo fisica entre os
locos. Além disso, este fato pode ter ocorrido também por insuficiéncia amostral ou
pode indicar algum tipo de selecdo a favor de alguns alelos nas arvores matrizes.
Contudo, estudos de ligagdo entre locos sdo importantes porque geralmente os locos
ligados tendem a gerar vicios nas estimativas, por aumentarem o peso de um padrao.

Assim, pode-se considerar que todos os locos avaliados apresentaram heranga
mendeliana simples ¢ nenhum dos pares de locos parece estar em desequilibrio de

ligagdo.

4.3.  Analise de diversidade, EHW e endogamia

A riqueza alélica encontrada nesse trabalho (14,9 alelos/locos) foi semelhante
aquela encontrada em outras Bignoniaceas como T. aurea (18,8) (Braga et. al, 2006) e
Jacaranda copaia (13,3) (Jones et al., 2005). Se comparado com a média de alelos por
locos em espécies analisadas com primers heterdlogos, o valor ¢ notavelmente maior,
como por exemplo, para Acca sellowiana (média = 4.9) (Santos et al., 2007) e Pyrus
communis L (média 6,6) (Wunsch et al., 2007).

O indice de diversidade genética em T. roseo-alba (0,852) também foi menor
que o encontrado por Braga et al. (2006) em T. aurea (0.913), mas ¢ maior que os
relatados em outras espécies florestais da América do Sul: Carapa guianensis (Hg =
0.61, Dayanandan et al., 1999), Swietenia humilis (Hg = 0.53, White et al., 1999), S.
macrophylla (Hg = 0.66, Novick et al., 2003) e Solanum lycocarpum (Hg = 0.33,
Martins et al., 2006). Comparando com outros trabalhos realizados com primers

transferidos, o indice de diversidade em T. roseo-alba foi maior que em Acca
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sellowiana (He = 0.64, Santos et al. 2007) ¢ E. dysenterica (Hg = 0.44, Zucchi et al.
2002). Isso mostra que embora os indices de riqueza alélica e diversidade genética
tenham sido menores que aqueles encontrados na espécie para quais os primers
microssatélites foram desenvolvidos (como ¢ esperado), tais indices estdo de acordo
com os relatados em outras espécies arboreas.

Ao comparar as heterozigosidades observada e esperada pode-se concluir que os
desvios de EHW foram causados pelo excesso de homozigotos, provavelmente
originados por cruzamento biparental, autofecundacdo e/ou efeito Wahlund (reducao da
heterozigosidade devido a populagdo estar estruturada em subpopulagdes) nas
populacdes estudadas.

Esse excesso de homozigotos reflete em um elevado e significativo indice de
fixagdo, confirmando endogamia nas amostras. Analises de sistema de cruzamento
nessas populacdes serdo discutidas nos topicos seguintes do trabalho.

Outra explicagdo para os altos niveis de endogamia observados pode ser o a
presenca de alelos nulos nos locos microssatélites. Alelos nulos aumentam o nimero de
individuos supostamente homozigotos, visto que apenas um dos alelos amplifica em

caso de plantas heterozigotas para o alelo nulo.
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5. CONCLUSOES

Através das analises realizadas pode-se concluir que:

1) Oito locos microssatélites estudados podem ser usados em estudos
genéticos na espécie arborea florestal Tabebuia roseo-alba: Tau 12, Tau 15, Tau 16,
Tau 19, Tau 21, Tau 22, Tau 27 e Tau 31; Esses oito locos SSR apresentaram
segregacdo mendeliana;

2) Nao foram detectados indicios significativos de ligagdo entre os locos
analisados. Isto mostra que eles sdo adequados para estudos de sistema de cruzamento,
estrutura genética de populacdes e analise de paternidade;

3) A diversidade genética dos locos nas amostras estudadas foi semelhante a
encontrada em Tabebuia aurea ¢ outras espécies arboreas florestais;

4) Todos os locos apresentaram um excesso de homozigotos nas populagdes

analisadas.
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Capitulo 11




Diversidade e divergéncia genéticas em duas populagdes de Tabebuia roseo-alba

(Ridl) Sand.

RESUMO

A diversidade e a diferenciacdo genética de duas populacdes (uma urbana em
Ribeirdo- SP e uma natural em Selviria- MS) de Tabebuia roseo-alba (ipé branco) sob
diferentes condigdes de conservacdo foram acessadas utilizando oito locos
microssatélites (Tau 12, Tau 15, Tau 16 ¢ Tau 19, Tau 21, Tau 22, Tau 29 e Tau 31). O
nimero médio de alelos por loco nas duas populagdes, tanto na geragdo de adultos
quanto na de progénies, variou de 6,5 (adultos de Ribeirdo Preto) a 12,88 (progénies de
Selviria). A heterozigosidade observada, no conjunto amostral, variou de 0,482
(populacdo de progénies de Ribeirdo Preto) a 0,635 (populagdo de adultos de Ribeirdo
Preto). A heterozigosidade esperada foi mais elevada sendo o menor valor (0,743)
encontrado nas progénies de Ribeirdo Preto; enquanto a populacdo de adultos de
Selviria apresentou o maior valor desta estimativa (0,835). Para todos os conjuntos
amostrais o indice de fixagdo foi positivo e significativamente diferente de zero. Os
niveis de divergéncia genética entre as populagdes foram altos e com tendéncia a
aumentar quando comparadas as geragdes de progénies. Os resultados sugerem que a
fragmentacdo provoca diminuicdo na riqueza e aumento na divergéncia genética de

populagdes de ipé branco.
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1. INTRODUCAO

O componente genético da biodiversidade ¢ fundamental, pois ¢ a variagao
genética que fornece o material basico para a selecdo natural e, portanto, para a
evolugcdo de todas as espécies (Allcock et al., 1995). Em curto prazo, a perda de
variabilidade genética pode reduzir a aptidao individual da espécie, inviabilizando o
remanescente populacional (Seoane et al., 2000) e em longo prazo, a redugdo da riqueza
alélica deve limitar a habilidade das espécies a responderem as mudangas devidas a
acdo de forcas seletivas (Ellstrand & Ellan, 1993). Populagdes naturais normalmente
tém niveis altos de variagdo genética, que ¢ introduzida continuamente nelas por
mutagdo ou migragao de individuos de outras populagdes (Matioli, 2001).

Estudos genéticos visando a analise de estrutura populacional e o entendimento
da estrutura genética das espécies existentes nos fragmentos florestais remanescentes
sdo fundamentais para a escolha correta das estratégias de manejo e conservagdo a
serem adotados (Seoane et al., 2000). O conhecimento da distribuicdo da variagdo
genética entre e dentro de populagdes ¢ também de fundamental importancia quando a
espécie for manipulada geneticamente, dado que o sucesso de um método de selegao,
visando o melhoramento genético, ou a amostragem visando a conservacao dependera
da magnitude da variagdo genética disponivel na populagdo e do sistema reprodutivo da
espécie (Fonseca, 1982).

No caso de plantas, o fluxo génico ocorre através do pdlen e sementes
transportados pela fauna e outros meios (como o vento, por exemplo) de uma populagao
para a outra. A mutacdo génica ¢ fonte de produgdo de variabilidade nova (visto que
somente através dela surgem alelos novos) e o fluxo génico pode aumentar a

variabilidade de uma populagao pela entrada de alelos anteriormente inexistentes na
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mesma, ou pela entrada de alelos ja presentes, porém em freqiiéncias muito diferentes
daquelas da populacao residente (Freitas & Bered, 2003).

Assim, os objetivos do presente capitulo foram comparar a diversidade e
estrutura genética entre duas geragdes de T. roseo- alba provenientes de uma paisagem
urbana e de uma populagdo natural localizadas em Ribeirdo Preto (SP) e Selviria (MS),

respectivamente.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Coleta do material bioldgico e analise do DNA

A amostragem feita para os objetivos propostos nesse capitulo foi a mesma
descrita no capitulol, subitem 3.2: 22 arvores matrizes procedentes de Ribeirdo Preto-
SP, (com suas 300 progénies de polinizacao aberta) e 24 arvores matrizes procedentes
de Selviria- MS (também com suas respectivas 300 progénies de polinizacao aberta). As
regides de coleta podem ser geograficamente melhor observadas na Figura 9.

O material bioldgico foi constituido por amostras de tecido vegetal foliar de ipé
branco conservado em freezer -20 °C até o momento da extragdo de DNA [metodologia
de Doyle e Doyle (1990), modificada por Alzate-Marin et al. In press]. O DNA foi
acessado com oito pares de primers microssatélites transferidos de Tabebuia aurea (Tau
12, Tau 15, Tau 16 e Tau 19, Tau 21, Tau 22, Tau 29 e Tau 31).

Os protocolos de amplificagdo, condigdes de PCR e eletroforese foram similares
aos descritos no capitulo 1 subitens 3.5 ¢ 3.6. Em geral, para as amplificagdes de PCR,
2,5 ng de DNA gendémico foram usados em um volume final de 10 puL contendo: 0,3
uM de cada primer, 1 U Taq DNA polimerase, 0,25 mM de cada dNTP, tampao de
reacdo livre de MgCl, [75 mM Tris-HCI pH 9,0, 50 mM KCI1 e 20 mM (NHy4),SO4] e
1,5 mM MgCl, O programa de PCR usado para a amplificacdo das regides
microssatélites consistiu de 96°C por 5 min; 30 ciclos de desnaturagao a 94°C por 30 s,
anelamento a Ta °C (49-56°C) por 1 min, e 72°C por 1 min; seguido por uma extensao
final a 72°C por 7 min. Um sistema multiplex com os primers Tau 21/ Tau 22 e Tau 15/
Tau 19 foi utilizado. Os produtos de PCR foram desnaturados e separados em géis

depoliacrilamida 10%, corados, posteriormente, com nitrato de prata.
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Figura 9. Localizacdo geografica das areas de coleta de matrizes de

Tabebuia roseo-alba: (e) Ribeirao Preto- SP ¢ (A) Selviria- MS.

2.2.  Analises estatisticas
2.2.1. Analise da diversidade genética e endogamia
A diversidade genética da geracdo adulta e das progénies foi caracterizada pelos

indices: nimero médio de alelos por loco (A), heterozigosidade observada (H,),
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heterozigosidade esperada segundo expectativas do equilibrio de Hardy-Weinberg (H,)

e numero efetivo de alelos por loco (AE =1/(1- |:|e) ). Também foi estimado o indice de

fixacdo ( F ), conforme Weir (1996):

Estes indices de diversidade e o indice de fixacdo foram calculados utilizando o
programa CERVUS 3.0 (Marshall et al., 1998; Kalinowski et al., 2007). A significancia
estatistica dos valores médios entre locos do indice F foi calculada por permutagao

(10.000), usando o programa FSTAT (Goudet, 2002).

2.2.2. Estrutura genética entre as populagoes

A estrutura genética entre as populacdes de adultos e de progénies de T. roseo-
alba, amostradas em paisagem urbana e natural, foi acessada através de dois métodos:
estatistica Fgr classica de Nei (1977) e estatistica Ggr de Hedrick (2005) através do

programa GDA_NT (Degen, 2006).
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3. RESULTADOS
3.1. Diversidade genética
Os resultados da média da variagdo genética nas populagdes adultas e de
progénies de T. roseo—alba estdo apresentados na Tabela 8. A diversidade genética
discriminada por loco e por populagdo encontra-se nas Tabelas dos Anexos 2 e 3.
Através da analise da Tabela 8 nota-se que nas duas populacdes (Ribeirdo e
Selviria), tanto na geracdo de adultos quanto na de progénies, o conjunto de locos
revelou um elevado numero de alelos, variando de 6,5 (adultos de Riberirdo Preto) a
12,88 (progénies de Selviria). Em todas as populagcdes o numero efetivo de alelos foi

menor que o encontrado, mostrando que existem alelos em baixa freqiiéncia.

Tabela 8. Diversidade genética ¢ endogamia de locos microssatélites em arvores adultas e

progénies de Tabebuia roseo-alba. K ¢ o numero total de alelos; R ¢ a riqueza alélica; A, ¢ o
nimero efetivo de alelos nos locos; H, ¢ a heterozigosidade esperada em Equilibrio de Hardy-

Weinberg; H_ ¢é a heterozigosidade observada; F ¢ o indice de fixagdo.

0

RIB_Prog (ep 95%) RIB_Ad (ep 95%) SEL Prog (ep 95%) SEL Ad (ep 95%)

K 9,25 (2,93) 6,50 (1,17) 12,88 (4,78) 10,75 (2,91)
R 6,81 (1,15) 6,45 (1,15) 9,05 (2,56) 10,29 (2,56)
Ae 4,211 (0,80) 4,630 (1,00) 6,284 (2,61) 7,194 (2,27)
Ho 0,482 (0,12) 0,635 (0,10) 0,545 (0,17) 0,621 (0,19)
He 0,743 (0,006) 0,761 (0,06) 0,793 (0,08) 0,835 (0,05)
F 0,351 * 0,166 * 0,313 * 0,256 *
*: P<0,05;

RIB_Prog é a amostra composta pelas progénies de Ribeirdo Preto;

RIB_Ad ¢ a amostra composta pelas arvores adultas de Ribeirao Preto

SEL_Prog ¢ a amostra composta pelas progénies de Selviria

SEL_Ad ¢ a amostra composta pelas arvores adultas de Selviria

ep 95% ¢€ o erro padrio calculado com 95 % de confianca



Conforme pode ser visto na Tabela 8, a heterozigosidade observada, no conjunto
amostral, variou de 0,482 (populagdao de progénies de Ribeirdo Preto) a 0,635
(populagdo de adultos de Ribeirdo Preto). As estimativas de diversidade
(heterozigosidades esperadas) foram mais elevadas. O menor valor de heterozigosidade
esperada foi atribuido a populagdo de progénies de Ribeirdo Preto (0,743) enquanto a
populacdo de adultos de Selviria (0,835) apresentou o maior valor desta estimativa.

Para todos os conjuntos amostrais o indice de fixagdo foi positivo e
significativamente diferente de zero. A média do indice de fixacdo variou de 0,166
(populacdo de adultos de Ribeirdo Preto) a 0,351 (populagdo de progénies de Ribeirdo
Preto) sugerindo excesso de homozigotos.

Com relagdo a presenga de alelos exclusivos, foi constatado um nuamero
expressivo (24) nas populagdes, sendo 5 da populagdo de adultos de Ribeirdo Preto, 6
da populacao de progénies de Ribeirdo Preto, 2 da populagdo de adultos de Selviriae 11

da populagdo de progénies de Selviria (Tabela 9).
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Tabela 9. Distribuigdo de alelos privados nas populagdes de ipé branco de Ribeirdo Preto e

Selviria nas geragdes de adultos e progénies.

Loco Alelo Frequéncia Amostra
Tau 15 2 0.006873 SEL Prog
Tau 15 25 0.001718 SEL Prog
Tau 15 20 0.017182 SEL Prog
Tau 15 24 0.006873 SEL Prog
Tau 15 23 0.018900 SEL Prog
Tau 15 30 0.003436 SEL Prog
Tau 15 8 0.017007 RIB_Prog
Tau 15 61 0.020833 SEL Ad
Tau 19 18 0.001718 SEL Prog
Tau 19 16 0.023810 SEL Ad
Tau 21 18 0.001859 SEL Prog
Tau 21 13 0.005034 RIB Prog
Tau 21 20 0.003356 RIB Prog
Tau 21 50 0.068792 RIB Prog
Tau 21 15 0.016779 RIB Prog
Tau 22 13 0.023810 RIB_Ad
Tau 22 11 0.238095 RIB_Ad
Tau 22 16 0.095238 RIB_Ad
Tau 22 10 0.214286 RIB_Ad
Tau 27 12 0.017921 SEL Prog
Tau 27 14 0.003584 SEL Prog
Tau 27 11 0.025000 RIB_Ad
Tau 31 15 0.010714 SEL Prog
Tau 31 20 0.008865 RIB_ Prog

RIB_Prog ¢ a amostra composta pelas progénies de Ribeirdo Preto;
RIB_Ad ¢ a amostra composta pelas arvores adultas de Ribeirdo Preto
SEL Prog ¢ a amostra composta pelas progénies de Selviria

SEL Ad ¢ a amostra composta pelas arvores adultas de Selviria

Quando sdo comparadas as duas geragdes de uma mesma populagdo (progénies e
adultos) nota-se que para ambas as localidades (Ribeirdo Preto e Selviria) houve uma
redu¢do no numero efetivo de alelos, na heterozigosidade observada e na

heterozigosidade esperada na geracdo de progénies. Assim, percebe-se que houve uma

perda de diversidade genética entre as geracoes.
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3.2.  Estrutura genética entre as populacdes

A divergéncia genética entre as duas populagdes de adultos e de progénies de ipé
branco estudadas foi examinada através de duas ferramentas estatisticas. A Tabela 10
apresenta os valores de divergéncia genética entre as duas geragdes para as duas

estimativas: estatistica F de Nei (Fst) e de Hedrick (Ggsr).

Tabela 10. Parametros de diferenciagdo genética entre as populacdes de T. roseo-alba nas
geracgdes de adultos e progénies. O Hs ¢ a heterozigosidade esperada média entre as populagdes;
Ht ¢ a heterozigosidade esperada total para o conjunto das populagdes; o Fsr € a diferenciagéo
genética entre as populacdes segundo Nei; Ggr € a diferenciagdo genética entre as populacdes

segundo Hedrick.

Loco/Geragao Progénies Adultos
Hs Ht Fet Gst Hs Ht Fst Gst

Tau 12 0,767 0,860 0,108** 0,819** 0,776 0,868 0,105** (,833**
Tau 15 0,875 0,914 0,043** 0,645** 0,850 0,893 0,048** 0,592%%*
Tau 16 0,780 0,828 0,058** 0,469** 0,808 0,860 0,061** 0,574%%*
Tau 19 0,780 0,864 0,097** 0,785** 0,867 0,915 0,052** 0,730%*
Tau 21 0,829 0,876 0,054** 0,578** 0,851 0,880 0,032** (,398**
Tau 22 0,628 0,774 0,189** 0,827** 0,738 0,815 0,094** 0,624%*
Tau 27 0,792 0,851 0,069** 0,594** 0,791 0,828 0,044** 0,377**
Tau 31 0,693 0,840 0,175** 0,965** 0,704 0,838 0,16** 0,921**
Médial 0,768 0,851 0,098 0,747 0,798 0,862 0,074 0,659

*: P<0,05; **: P<0,01.

Como pode ser observado na tabela 10 a heterozigosidade esperada média entre
as populagdes e a heterozigosidade esperada total para o conjunto das populagdes em
ambas as geragdes foi alta. Isso reflete em um positivo e significativo valor de

divergéncia genética entre elas.
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Os resultados para divergéncia genética mostraram diferencas entre os métodos
aplicados. A estimativa de Nei (Fst ) sugeriu uma baixa variag@o entre os grupos (9,8 %
da variagdo genética entre as progénies e 7,4 % da variagdo genética entre os adultos).
Em contraste, as estimativas de Hedrick (Gst) mostraram elevadas diferengas entre as
populacdes (74,7 % da variagdo genética entre as progénies e 65,9 % da variacdo

genética entre os adultos).
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4. DISCUSSAO
4.1. Diversidade genética e indice de fixacéo

No conjunto amostral, uma reducdo no nimero de alelos por locos, no niimero
efetivo de alelos por locos, na riqueza alélica e no indice de diversidade do ambiente
natural em Selvira para o ambiente urbano fragmentado de Ribeirdo Preto (em ambas as
geragdes) foi observada. Pode-se notar uma diminui¢do mais acentuada na riqueza
alélica que nas demais estimativas. Isso porque a riqueza alélica ¢ mais sensivel a
reducdo populacional causada pela fragmentacdo florestal do que a heterozigosidade
devido a eliminacdo preferencial de alelos raros que contribuem pouco para esta
estimativa (Cournuet & Luikart, 1996). A riqueza alélica, nesse sentido, pode refletir
com maior precisdo os atuais niveis de diversidade genética dos remanescentes
florestais (Cournuet & Luikart, 1996, Varvio et al. 1986).

Tais perdas de riqueza alélica tém sérias implicacdes na sobrevivéncia da
espécie. Assim, o diagnostico e a manutencdo da variabilidade genética podem ser
fundamentais para a sobrevivéncia de espécies comprometidas, pois a perda desta
variabilidade afetard diretamente a adaptacdo das populacdes, diminuindo a proliferacao
continuada de espécies dentro dos sistemas tropicais (Fonseca, 1982).

A diminui¢do da riqueza alélica observada entre o ambiente urbano e o natural
pode também refletir o isolamento dos individuos de Ribeirdo Preto. Os trés efeitos
genéticos da fragmentagdo mais Obvios sdo: a) perda de diversidade genética no nivel
de populagdo e espécie; b) o aumento da estrutura genética entre as populagdes ¢; C)
aumento da endogamia (Young & Boyle, 2000). Imediatamente apos a fragmentagao,
com a redu¢do do tamanho das populacdes, tem-se um efeito de gargalo na diversidade
genética das espécies, pela redugdo no numero de individuos nas populagdes. Esta

reduc¢do pode causar a perda de alelos e redugdo na heterozigosidade (Young et al.,
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1996). Isto afeta diretamente as futuras geragdes das populagdes, porque reduz o
numero de individuos reprodutivos, desencadeando a deriva genética no processo de
recombinac¢do dos gametas a cada geragao.

Por exemplo, Jump & Pefiuelas (2006) observaram na regeneracao de
fragmentos de Fraxinus exselsa um aumento nos niveis de endogamia em comparagdo a
geragcdo adulta, em populagdes de florestas continuas, demonstrando claramente os
efeitos da fragmentagdo afetando as geragdes subseqiientes pelo processo de deriva
genética.

O indice de fixagdo foi alto e significativo em todos os conjuntos amostrais,
sugerindo excesso de homozigotos ¢ que algum processo estd levando a endogamia
nessas populacdes, tais como cruzamento entre parentes, deriva genética (efeito
Wahlund) ou segregagdo de alelos nulos. As analises de sistema de cruzamento e fluxo
génico, que esclarecem melhor esses valores serdo expostas no proximo capitulo.

Observa-se que a populagdo de adultos de Ribeirdo Preto foi a que apresentou
menores valores de indice de fixagdo. Isso pode ser reflexo da heterogeneidade da
populacdo, composta por arvores remanescentes da fragmentagdo florestal e de arvores
plantadas, com sementes podendo ser derivadas de diferentes locais. J4 em Selviria, em
se tratando de uma populagio natural, pode haver estruturagdo populacional,
favorecendo o cruzamento entre parentes.

No entanto, de uma forma geral, observa-se que ambas as populagdes
apresentam niveis altos de diversidade genética. Isso chama a atengdo para a
potencialidade de estudos conservacionistas em populacdes urbanas remanescentes e até
plantadas como detentoras de variabilidade genética. O presente trabalho evidencia que
as arvores urbanas usadas podem também serem utilizadas como arvores matrizes para a

obtencdo de sementes, facilitando o trabalho de coleta. Além disso, destacamos que
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ecossistemas urbanos constituem ambientes fragmentados, e podem proporcionar uma

boa oportunidade para estudar o impacto da fragmentagdo nos sistemas ecologicos.

4.2.  Estrutura genética

Os dois métodos estatisticos utilizados para analisar a estrutura genética entre as
populacdes de ipé branco mostraram diferengas evidentes de valores. Isso porque o
primeiro método (Fst de Nei) ¢ indicado apenas para genes com alelos com alta
freqliéncia. Como, no presente trabalho, o marcador utilizado (microssatélite) produz
um grande numero de alelos, muito deles em baixa freqiiéncia, tal estimativa pode
apresentar valores ndo representativos da realidade (Hedrick, 2005). A estatistica de Nei
mede a variagdo entre os grupos em relagdo a variacdo total da populagdo, mas sem
especificar a identidade dos alelos envolvidos. Em contrate, a estatistica de Hedrick
(2005) mede a diferenciagdo entre as populagdes levando em consideracao a freqiiéncia
e o tipo de alelo. Devido a esse fato, tal método acusa altos valores. Portanto, a medida
de Hedrick (2005) pode ser considerada mais especifica para microssatélites e sera
considerada como a hipotese mais plausivel para a divergéncia genética.

Sendo assim, os resultados mostram uma alta divergéncia genética entre as
populacdes estudadas. Além disso, ao analisar a geragdo de progénies percebe-se que ha
uma tendéncia em aumentar ainda mais essa diferenciacao.

Teoricamente, a fragmentacdo pode reduzir o tamanho populacional e aumentar
a diferenciagdo entre populacdes por elevar a deriva genética e a endogamia e restringir
o fluxo génico entre elas (Young et al., 1996). O ipé branco tem ampla distribui¢ao
geografica e espera-se que em populagdes isoladas e distantes (como € o caso das

estudadas no presente trabalho) exista uma elevada diferenciagdo.
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Tais resultados sdo importantes na tomada de decisdes conservacionistas. Ha
basicamente dois tipos principais de opg¢des de conservagdo, conservagdo in situ e
conservagdo ex Situ. Dentre essas, a conservagao in situ ¢ considerada a mais adequada
por manter a espécie no seu ambiente natural permitindo a continuidade dos processos
evolutivos. Por outro lado, quando a conservagdo in situ é impraticavel a conservagao ex
situ deve ser implementada (Dias & Kageyama, 1991). Como as populagdes mostraram
elevado grau de diferenciacdo ¢ importante que as estratégias de conservagdo de ipé

branco sejam desenvolvidas localmente, mantendo as duas populacdes.
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5. CONCLUSOES

De um modo geral, podemos concluir que:

1. Hé4 uma tendéncia em se encontrar maior diversidade genética entre
arvores de ipé branco no ambiente natural continuo que na populagdo urbana
fragmentada,;

2. Houve uma enorme diferenca entre as estimativas de divergéncia
genética, sugerindo que o Gst de Hedrick seja o mais adequado para os estudos com
microssatélites;

3. Hé grande diferenciacdo genética entre as populacdes de Ribeirdo Preto e
Selviria, provavelmente ocasionada pela fragmentacdo florestal (e, conseqiientemente,
deriva genética) e distancia geografica entre elas;

4. Finalmente, destacamos a importancia dessa pesquisa que coloca a
biodiversidade urbana como um ponto importante a ser tido em conta nas estratégias de

conservacao.
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Capitulo ITT




Sistema reprodutivo e fluxo de pdlen em duas populagdes de Tabebuia roseo-alba

(Ridl.) Sand.: ImplicacOes para a conservagao

RESUMO

Sistema de cruzamento e fluxo de polen sdao elementos muito importantes para o
entendimento da estrutura genética de espécies de arvores. Neste trabalho foram
utilizados marcadores microssatélites para investigar o sistema de cruzamento ¢ o fluxo
de polen em duas populagdes distintas de Tabebuia roseo-alba (ipé branco), localizadas
em Ribeirdo Preto- SP e em Selviria- MS. Para este fim foram amostradas 30 arvores
matrizes e suas 600 progénies de polinizagdo aberta. A andlise do sistema de
cruzamento, usando o modelo misto, permitiu afirmar que as populagdes estudadas sao

mistas (t, Ribeirdo Preto = 0,840 e t_ Selviria = 0,963) com tendéncia de aumento de

autofecundagdo nas arvores isoladas da populacdo urbana. Significantes desvios do
cruzamento aleatério foram observados através do cruzamento entre parentes

(t, —t Ribeirdo Preto = 0,368 e t, —t, Selviria = 0,398) e cruzamentos correlacionados

entre frutos (r Ribeirdo Preto = 0,824 ¢ r Selviria = 0,665) e dentro de frutos

p(m)d p(m)d
(rpsRibeirdo Preto = 0,811 e rpgSelviria = 0,579), indicando endogamia nas
populacdes. O numero efetivo de doadores de poélen foi muito baixo para um mesmo
fruto (1,21 em Ribeirdo Preto e 1,50 em Selviria) e mais alto entre frutos de uma mesma
arvore (8,20 em Ribeirdo preto e 9,8 em Selviria). A distancia média do fluxo de pdlen
acessada pela analise TWOGENER foi baixa nas duas populacdes tanto para o modelo

normal (35,4m em Ribeirdo Preto e 57,3m em Selviria) quanto para o exponencial

(39,9m em Ribeirdo Preto e 64,6m em Selviria).
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1. INTRODUCAO

O conhecimento dos sistemas de cruzamento e fluxo génico ¢ de extrema
importancia para compreender a organizacdo da diversidade genética em populagdes
naturais de plantas. Esses processos promovem a manutencao da variabilidade genética
das espécies vegetais, e, portanto, aumentam a adaptabilidade das espécies para futuros
problemas ambientais (Kanashiro et al., 2002).

Processos antropogénicos, como a fragmentagdo florestal e o corte seletivo de
arvores, podem afetar o sistema de cruzamento ¢ o fluxo de pélen dentro e entre as
populacdes de plantas, devido ao aumento da distdncia de coespecificos e dos
cruzamentos correlacionados (Cascante et al., 2002; Fuchs et al., 2003; Smouse & Sork,
2004; Lobo et al., 2005).

Estudos feitos com marcadores moleculares tém revelado que a taxa de
cruzamento e as distancias de dispersdo de polen s3o sensiveis a mudangas ambientais,
mostrando variacdo em escalas espaciais e temporais, como densidade populacional,
abundancia de polinizador e sincronia de florescimento (Nason & Hamrick, 1997)

A taxa de cruzamento e a distancia de dispersdo de polen podem ser sensiveis a
fatores ecologicos e antropogénicos (Ward et al., 2005). Populagdes tipicamente pouco
densas (<1 tree/ha) e com relagdo mutualistica entre arvores e polinizadores animais
podem ser susceptiveis a fragmentagdo de habitat (Dick et al. 2003). Reprodugao sexual
em populacdes pouco densas somente pode ocorrer por autofecundacdo ou longas
distancias de dispersdo de polen (Latouche-Hall¢ et al., 2004). Se a fragmentagdo
florestal afetar o comportamento do polinizador, reduzindo seu movimento, os efeitos
sobre a diversidade genética dessa populagdo podem ser drasticos, como aumento nas

taxas de autofecundacdo e endogamia. Aumento na autofertilizagdo em populagdes sob
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efeito de fragmentagdo ou corte seletivo de arvores em relagdo a populacdes nao
perturbadas foi reportado para muitas espécies de arvores tropicais (Murawski et al.,
1994, Aldrich & Hamrick, 1998, Cascante et al., 2002, Dick et al., 2003, Fuchs et al.,
2003, Lobo et al., 2005). Por outro lado, alguns trabalhos nao tém reportado diferencas
nas taxas de cruzamento e fluxo de pdlen, ou t€ém encontrado aumento na distadncia de
dispersao de pdlen em populagdes antropizadas em relagdo aquelas conservadas (Dyer
& Sork 2001, Dick et al. 2003, Sork et al. 2005). Isso sugere que processos
perturbatdrios ndo afetam o sistema de cruzamento de espécies arboreas ou favorecem a
distancia de dispersao de polen.

A estimativa de distancia de dispersdo de pdlen é importante porque prediz a
dindmica de populagdes de plantas e ¢ base de estratégias de manejo e conservagdo de
espécies presentes em ambientes altamente impactados (Austerlitz & Smouse, 2001a).
O fluxo génico ¢ o maior responsavel pela manutencdo dos niveis de diversidade
genética encontrada dentro de florestas e determina, também, a estrutura genética da
populacdo (Burczyk et al. 2004). O movimento génico em plantas envolve tanto o fluxo
de podlen quanto o de sementes (Sork & Smouse, 2006) e o incentivo a esse fluxo pode
reduzir a diferenciagdo genética, aumentando essa diversidade e o tamanho efetivo das
populagdes.

Dessa forma, o conhecimento do sistema de cruzamento € o movimento efetivo
de polen podem ser cruciais para o sucesso dos programas de conservagdo ¢ manejo de
espécies arboreas tropicais.

Sob essa perspectiva, novos métodos baseados na analise de paternidade foram
propostos para quantificar o fluxo génico atual, como por exemplo, a analise
TWOGENER. A andlise de paternidade ¢ um método direto de estudar a dispersdo de

polen, na qual permite acessar a arvore doadora de polen que originou as progénies e
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estabelece a distribuicao espacial de polinizacdo (Smouse & Sork, 2004). Para esse tipo
de andlise ¢ necessario fazer um mapeamento completo das arvores reprodutivas em
uma area demarcada (Smouse & Sork, 2004). Por outro lado, a analise TWOGENER ¢
um método indireto de estimar o fluxo de podlen, sendo um hibrido dos modelos que
utilizam a analise de paternidade e a estrutura genética (Austerlitz & Smouse, 2001).
Ela se baseia na heterogeneidade do pool génico do pdlen recebido por arvores matrizes
espacadamente localizadas e sobre modelos de dispersdo (Smouse & Sork, 2004). O
método TWOGENER tem sido usado para estudar os efeitos da fragmentagao florestal e
corte seletivo de arvores sobre a diversidade genética do polen em arvores matrizes.

Os marcadores microssatélites sdo ideais para estas analises de dispersdo de
polen em populagdes de plantas (Dawson et al., 1997), pois essas ferramentas permitem
estimar freqiiéncia alélica, possuem alto poder de exclusdo de paternidade, com
segregacdo mendeliana e alto polimorfismo (Lian et al., 2001).

Dessa forma o objetivo deste trabalho foi investigar o sistema de cruzamento e
os padrdes de dispersdo de polen em duas populagdes de Tabebuia roseo- alba com o
auxilio de marcadores microssatélites.

Os questionamentos dessa etapa do trabalho foram: a) Qual o tipo de sistema
reprodutivo da espécie?; b) Quais as taxas de cruzamento entre parentes e correlagido de
paternidade nas duas populag¢des?; ¢) Qual a distancia de dispersdo de polen nas duas
populacdes? d) Qual o nimero efetivo de doadores de polen e o tamanho efetivo da area
de polinizagdo nas duas populacdes?; e¢) Qual € o nimero de arvores matrizes
necessarias para a coleta de sementes objetivando a conservagao ex situ? f) Ha

diferengas nessas estimativas nas duas populagdes?
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2. MATERIAL E METODOS
2.1.  Coleta das amostras e analise do DNA

O sistema de cruzamento ¢ o fluxo génico da espécie florestal Tabebuia roseo-
alba foram investigados em duas populagdes distintas: uma localizada em area urbana ¢
fortemente antropizada no campus da USP em Ribeirdo Preto — SP e outra presente em
uma regido de regeneracgao florestal natural, no municipio de Selviria — MS.

Dessa forma, a amostragem feita para os objetivos propostos nesse capitulo foi a
mesma descrita nas se¢oes anteriores. Porem foram analisadas somente as matrizes que
forneceram sementes: 15 arvores matrizes procedentes de Ribeirdo Preto - SP com suas
300 progénies de polinizagdo aberta e 15 arvores matrizes procedentes de Selviria - MS
também com suas respectivas 300 matrizes de polinizacdo aberta.

Para cada arvore matriz da 4area urbana de Ribeirdo Preto foram obtidas
sementes procedentes de um a cinco frutos. Ja para a populagdo de Selviria, para cada
arvore foram conseguidas progénies de exatos cinco frutos (quatro
amostras/fruto/matriz).

O tecido vegetal foliar dessas amostras de ipé€ branco foi conservado em freezer -
20 °C até o momento da extragdo de DNA [metodologia de Doyle ¢ Doyle (1990),
modificada por Alzate-Marin et al. In press].

O DNA foi amplificado com oito pares de primers microssatélites transferidos
de Tabebuia aurea (Tau 12, Tau 15, Tau 16 e Tau 19, Tau 21, Tau 22, Tau 29 e Tau
31).

Os protocolos de amplificacdo, condigdes de PCR e eletroforese também sao
iguais aos que ja foram expostos no capitulo 1 (subitens 3.5 e 3.6). Resumidamente,

para as amplificagdes de PCR, 2,5ng de DNA gendmico foi usado em um volume final
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de 10 pL contendo: 0,3 uM de cada primer, 1 U Taq DNA polimerase, 0,25 mM de
cada ANTP, tampao de reagao livre de MgCl, [75 mM Tris-HCI pH 9,0, 50 mM KCl e
20 mM (NH4),SO4] e 1,5 mM MgCl,. O programa de PCR usado para a amplificagao
das regides microssatélites consistiu de 96°C por 5 min; 30 ciclos de desnaturacdo a
94°C por 30 s, anelamento a Ta °C (49-56°C) por 1 min, e 72°C por 1 min; seguido por
uma exten¢ao final a 72°C por 7 min. Um sistema multiplex com os primers Tau 21/
Tau 22 e Tau 15/ Tau 19 foi utilizado. Os produtos de PCR foram desnaturados e

separados em géis depoliacrilamida 10%, corados, posteriormente, com nitrato de prata.

2.2.  Analises estatisticas
2.2.1. Sistema reprodutivo

As andlises foram baseadas nos modelos misto de reproducdo (Ritland & Jain
1981) e cruzamentos correlacionados (Ritland 1989) e realizadas através do programa
Multilocos MLTR (Ritland 2004) usando o método de maxima verossimilhanga
(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,); correlagdo de autofecundacdo (r,) e correlagdo
multiloco de paternidade (r,, ). O intervalo de confianga foi obtido por meio de 1000

reamostragens bootstraps.
Os parametros do sistema de reproducdo foram utilizados para gerar outras
estimativas demograficas e genéticas. O numero efetivo de pais polinizadores ou

tamanho da vizinhanca reprodutiva foi calculado da correlacdo de paternidade por

N =1/F

€p p-
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Dos parametros do sistema de reproducdo foram ainda estimados a propor¢ao
média de pares de irmaos de autofecundacao (FA’I A =$), irmdos-completos ( If’,c =t e
meios-irmaos ( If’,\,II =t (1- f,) contidos nas progénies.

O coeficiente de Coancestria (©,,) € uma medida do parentesco dos individuos

dentro das populagdes, ou seja, ¢ uma quantificagdo do grau de parentesco
entre os individuos. Esse coeficiente pode variar de - 1,0 (sem genes em comum) até 1,0
(gémeos idénticos ou clones).

No presente trabalho calculou-e o coeficiente médio de coancestria (O, ) entre
plantas dentro de cada progénie através da seguinte expressao,
© =0.125(1+ F,)[4s(s +t,) +tZ (1+r,)]+
+0.25(t, —t)[2(0+ F, +20 )(s+t)+t,(1+F, +60 )(1-r,)]+
+0.125(t, —t)’[(1+ F,+60,)(1-r,)+(1+F, +20)2r,](Sebbenn, 2006).

Além disso, obteve-se a estimativa para a média geral do coeficiente de

coancestria (®, ) dentro de familias de polinizagdo aberta através da seguinte
expressao:
O =0.125(1+ F ) {4s[(d—r)(s+1t,) + r+t2(1-F)+tr ]+ r)}+
+0.25(t, -t )A-r)2(1+F, +20 )(s+t)+t, A+ F, +60 )(1-r,)]+
+0.125(t,, —ts)z(l -1+, —tOr A+ F, +60 )(1-r,)+(1+F, +20)2r,]

(Sebbenn, 2006).

Tal célculo ¢é feito para espécies bissexuais com variaveis niveis de endogamia

(F, >0), coancestria (®,>0) e reproduzindo por misturas de autofecundagdo e
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alogamia, cruzamentos correlacionados (r, >0) e cruzamento entre parentes
(t, —t;, >0) com variacdo individual na taxa de cruzamento (r, >0).
O indice de fixagdo das progénies ( F,) foi partido nos seus componentes devido

a autofecundagdes (F;) e cruzamento entre parentes (F, , ), F, =F,+F__ , sendo a

-t °
endogamia advinda de autofecundacdo (S) estimada por IfS =0,58(1+ pr), em que pr

¢ o coeficiente de endogamia na geracdo parental, e devido a endogamia advinda de

A

cruzamento entre parentes (1-s) estimada por F = é’p, de forma que,

If0 =0,55(1+ pr)+(1—§)ép. Assim, de posse de F, e F; pode-se estimar F,_, por

A A

F... = If0 —F,, sem pressupor o equilibrio de endogamia. Em equilibrio de endogamia

m S

A

o coeficiente de endogamia nas progénies foi estimado por F, =$§/(2-9).

Para conhecer a representatividade genética das progénies foi estimado o

tamanho efetivo de variancia médio (N, ), calculado da varidncia amostral das

e(v)
freqliéncias alélicas e utilizando uma populagdo idealizada (infinitamente grande e
panmitica, sem endogamia, sele¢do, mutacdo e migragdo) como referéncia, conforme

propds Cockerham (1969),

O namero de arvores matrizes para a coleta de sementes foi calculado assumindo
que infinitas sementes serdo coletadas de cada arvore (N =o0) e que o objetivo ¢ reter na
amostra total o tamanho efetivo de referéncia de 150,

m=N /N, (Sebbenn, 2003).

e(referénciav)
Um tamanho de populagdo efetiva de 50 tem sido sugerido como suficiente para

manter 90% da variacdo genética a curtas geracdes (10 geragcdes) em um loco com dois
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alelos vindos de uma populagdao idealizada e hipotética (populagdo infinita, com
cruzamentos aleatorios, sem endogamia, sele¢do ou mutacao) (Frankel & Soulé, 1981).
Porém, as populagdes naturais de arvores apresentam sobreposicao de geragdes, muitas
vezes autofecundacdo, estrutura genética espacial e os locos podem ter mais que dois
alelos. Tais fatores reduzem a variagdo genética mais rapidamente que observado por
Frankel & Soulé (1981) na populagdo hipotética. Dessa forma, Nunney & Campbell
(1993) sugeriram que para propositos conservacionistas ¢ aconselhdavel usar um
tamanho efetivo populacional de referéncia de 50 multiplicado até dez vezes, para
compensar as possiveis diferengas genéticas e reprodutivas entre as populagdes naturais
e a hipotética usada por Frankel & Soulé (1981) para encontrar esse valor alvo. Entdo,
nesse trabalho foi tomado como referéncia pra conservagdo um tamanho efetivo

populacional de 150 (N )). Este nimero representa 150 arvores ndo parentes €

e(reference

ndo endogamicas.

2.2.2. Fluxo de polen — Analise TWOGENER (Two-Generation Analysis)

Foi feita uma analise TWOGENER usando o gendtipo de progénies de 30 arvores
matrizes (15 de cada populagdo), assim como a posi¢ao geografica de cada arvore-mae.
Duas geragdes (pais e filhos) sdo utilizadas para esse estudo genético. Isso permite a
quantifica¢do da heterogeneidade entre os gametas masculinos amostrados pelas arvores
maternas em toda a paisagem e a estimativa média da distdncia de polinizagdo e do
tamanho efetivo de vizinhanga (Austerlitz & Smouse, 2002).

Usando esse método calculou-se a diferenciagdo global do pool génico do pdlen

(@ ) entre as arvores matrizes, que ¢ medido em todas as sementes das arvores de uma

dada populacdo e ¢ revelada através da andlise de amostras de progénies de meios-
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irmaos de cada arvore matriz. O programa estima essa diferenciagdo no pool génico do
polen entre diferentes arvores matrizes usando analise de variancia (Amova; Exoffier et

al., 1992),

b, =—22_ (Smouse et al,. 2001),

Em que o ¢ a variagdo da freqiiéncia génica no pdlen entre as arvores matrizes
e o, ¢ a variagio da freqiiéncia génica no poélen dentro de cada arvore matriz. O
intervalo de 95 % de confianga entre todas as arvores matrizes @, foi estimado por
permutacao dos gametas masculinos entre os doadores de sementes (1000 vezes).

O parametro® , pode ser superestimado devido a endogamia e autofecundagio
nas populagdes parentais. Entdo, segundo Austerlitz & Smouse (2001b) o pardmetro
@, foi corrigido para o coeficiente de endogamia na geragdo parental (F,) em que
(i)'ﬁ = o /(1 + pr) . Ja de acordo com Burczyk & Koralewski (2005) o parametro @
foi corrigido para a taxa de autofecundagao (S) em que: dA)’f; = (2(f)'ft —$§%)/2(1-9)°.

Deste modo, ao contrario da andlise de paternidade, a genotipagem das putativas
arvores paternas nao ¢ necessaria.

A partir disso foi estimada a distancia de dispersao do polen (5‘ ) assumindo uma
curva de dispersdo normal e exponencial, bem como uma densidade fixa de adultos

reprodutivos (d) nas populagdes. Assumindo uma distribuicdo normal bivariada de
dispersdo de polen, a variagdo do fluxo de pélen (o) foi feita como &2 =1/(8D" 7d)
e a média de distdncia de dispersdo de podlen foi computada por 5= \ (762 12)
(Austelitz & Smouse, 2001a). Ja para o modelo exponencial, a varidncia de dispersao

do polen (»?) foi encontrada pela expressdo > =1/(16d" zd) e a distancia média de
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dispersdo do podlen calculada poréA‘ =2y (Austelitz & Smouse, 2001a). O erro foi

calculado como um critério quadratico para o ajuste entre os valores esperado e

observado de pares das estimativas®; (Austerlitz & Smouse, 2001a). O intervalo de
confianga de 99% de @, foi obtido por bootstrapping entre progénies com 1000
replicacdes.

Também do pardmetro @, estimou-se o numero efetivo de doadores de poélen,

como Nep =1/2®", (Smouse et al,. 2001) e a area da vizinhanca efetiva de

polinizagao Aep = Nep /d, em que d ¢ a densidade de individuos reprodutivos por
hectare.

A partir do ®% e da taxa de cruzamento multilocos (t,) foi estimado o
coeficiente médio de coancestria (O, ) dentro das familias usando o método de Ritland
(1989):

0,, =0.125(1+F )[4 +{,’ (1+2D )].
De ©,, foi estimada a media do tamanho efetivo de variéncia (N, ) usando

Cockerham (1969), em que uma populagdo idealizada ¢ tomada como referéncia
(tamanho infinito, cruzamentos aleatorios, sem selecao, mutacao e migragao):

0.5
e(v) — @ .
Xy

N
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3. RESULTADOS
3.1.  Sistema de cruzamento

Os resultados obtidos das analises do sistema de cruzamento em T. roseo-alba
nas duas populagdes estdo resumidos na Tabela 11.

As estimativas de taxa de cruzamento multiloco e uniloco foram,
respectivamente, 0,840 ¢ 0,473 para as arvores de Ribeirdo Preto € 0,963 e 0,566 para as
arvores de Selviria, evidenciando um sistema de reprodu¢do misto (t < 0,95) em T.
roseo-alba, com predominio de fecundagdo cruzada. Nas duas areas de coleta a taxa de
cruzamento uniloco foi menor do que a de cruzamento multiloco, sugerindo auséncia de
mecanismos de auto-incompatibilidade na espécie.

A diferenca entre a taxa de cruzamentos multiloco e uniloco (t,, —t,) tem sido

utilizada para quantificar a ocorréncia de cruzamentos endogdmicos ou, em outros
termos, entre individuos aparentados. A diferenga da taxa de cruzamento multiloco e
uniloco foi positiva e significativa nas populagdes estudadas, mostrando a ocorréncia de
36,8 % e 39,8 % de cruzamento entre individuos parentes nas arvores de Ribeirdo Preto
e Selviria, respectivamente. O cruzamento entre parentes ¢ a forma de geracdo de
endogamia nas populagdes de espécies arboreas, embora seus efeitos sejam mais
brandos do que os da autofecundacdo em si.

As estimativas das taxas de cruzamentos individuais variaram de 0,077 a 0,997
na populacdo de Ribeirdo Preto e 0,852 a 0,997 na populagao de Selviria (Tabela 12).

A estimativa da correlagdo de autofecundagdo (r,) foi alta e significativa nas

populacdes: média de 0,508 em Ribeirao Preto e 0,068 em Selviria (Tabela 11).
Os cruzamentos biparentais foram medidos pela correlagio de paternidade

(rym > Ritland, 1989). A correlagdo r mede a propor¢ao de individuos de

p(m)
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cruzamentos que foram gerados pelas mesmas arvores genitoras, ou irmaos completos
(Ritland, 1989). No presente trabalho, a estimativa da correlagdo de paternidade foi
partida em dois componentes: entre progénies de diferentes frutos em uma mesma
arvore e entre progénies de um mesmo fruto. Ambas as estimativas foram altas e
estatisticamente diferentes de zero nas duas populacdes (Tabela 11). Os calculos
mostraram que, em média, em um mesmo fruto, 82,4 % e 66,5 % dos cruzamentos sao
biparentais nas arvores de Ribeirdo Preto e Selviria, respectivamente. J4 quando sao
analisados frutos distintos, apenas 12,2 % e 10,2 % dos cruzamentos em Ribeirdo Preto
e Selviria foram geradas pelo mesmo parental materno e paterno.

Uma alta taxa de correlacdo de paternidade implica que grande parte das
progénies seja aparentada no grau de irmdos completos. A taxa de cruzamento

multilocos (t,,) obtida para T. roseo-alba combinada com a correlagdo de paternidade

nas duas populagdes permite afirmar que 16 % e 3,7 % das progénies analisadas foram
formadas por autofecundacdo (1- t,) nas populagdes de Ribeirdo Preto e Selviria
(Tabela 11). Além disso, pode-se afirmar que somente 14,4 % e 32,3 % progénies foram
originadas por cruzamentos aleatorios [ Py, =t (1-r,)], sendo aparentadas no grau de
meio-irmaos e que a grande maioria delas (69,5 % em Ribeirdo Preto e 64 % em
Selviria) foram formadas por cruzamentos biparentais, sendo aparentadas no grau de

irméos completos (P, =r .t ). Em concordancia, o valor estimado para o coeficiente de
coancestralidade médio dentro de progénies (®,,= 0,374 em Ribeirdo Preto ¢ ©, =

0,381 em Selviria) atingiu valor préoximo ao esperado por progénies de irmaos
completos (0,25). Entretanto, tendo em vista que foram detectados cruzamentos entre

individuos aparentados, parte das progénies gerada por cruzamentos aleatorios e
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biparentais devem ser aparentadas em grau superior ao de irmaos completos, como pode
ser verificado na Tabela 12.

A reproducao parcial por autofecundacao, associada a correlagdo de paternidade
implica no aumento da coancestria nas progénies ¢ a necessidade de se ter maiores
tamanhos amostrais para a conservagdo eX Situ do que seria necessario se a populacdo
fosse perfeitamente panmitica. Nas populagdes estudadas, por exemplo, a coancestria
das progénies foi maior que a esperada para meios irmaos (0,125) e as vezes até maior
que irmaos completos (0,25) e a estimativa do tamanho da varidncia de uma unica

progénie foi 1,34 em Ribeirdo Preto e 1,31 em Selviria.
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Tabela 11. Estimativa de parametros de endogamia, sistema de reprodugéo e fluxo génico em Tabebuia roseo-alba.

Parametro Ribeirdo Preto Selviria
Taxa de cruzamento multiloco: t, 0,840 (0,700 a 0,942) 0,963 (0,934 a 0,987)
Taxa de cruzamento uniloco: t 0,473 (0,388 2 0,592) 0,566 (0,529 a 0,654)

Taxa de cruzamento entre parentes: t,, —{

Correlagdo de autofecundagdo: I

Correlagdo multiloco de paternidade dentro dos frutos: .4

Correlagdo multiloco de paternidade entre frutos: I,
Correlagdo uniloco de paternidade dentro de frutos: ry
Presenga de parentesco entre doadores de polen: I'psy- o)

Numero médio de arvores polinizadoras dentro de frutos: 1/1 4
Numero médio de arvores polinizadoras entre frutos: 1/,

Indice de fixa¢do na populagio adulta: F, (n=34)
Indice de fixagdo nas progénies: F,
Endogamia nas progénies por autofecundacdo: F, = 0,5s(1+F, )
Endogamia por cruzamento entre parentes: F, , =F, —F,
Proporgao de irmdos de autofecundagdo: P, =1-t_

Proporg¢do de meios-irmaos: Py, =t (1-r,)

Propor¢do de irmdos-completos: P =Tt

Coancestria média dentro de progénies: O,

Tamanho efetivo de variancia: N,
Numero de arvores para reter o tamanho efetivo de 150: m

0,368 (0,330 a 0,406)
0,508 (0,046 a 0,768)
0,824 (0,810 a 0,838)
0,122 (0,119 a 0,125)

0,811 (0,512 a 0,999)
-0,017 (0,125 a 0,091)
1,21 (1,09 a 1,63)

8,20 (8,0 a 8,4)

0,167 (0,092 a 0,257)
0,381 (0,262 a 0,487)
0,093 (0,032 a 0,189)
0,288 (0,230 a 0,298)
16,0 (5,8 a 30,0)

14,4 (8,1 2 26,9)

69,5 (43,0 a 86,0)
0,374 (0,349 a 0,410)
1,34 (1,43 a 1,22)
112 (105 a 123)

0,398 (0,333 a 0,405)
0,068 (-0,200 a 0,200)
0,665 (0,650 a 0,680)
0,102 (0,099 a 0,105)

0,579 (0,437 a 0,660)
-0,086 (0,046 a -0,042)
1,50 (1,42 2 2,10)

9,8 (9,5 a 10,10)
0,277 (0,219 a 0,338)
0,329 (0,200 a 0,487)
0,024 (0,008 a 0,044)
0,305 (0,192 a 0,443)
3,7(1,326,6)

32,3 (29,4 a 48,3)
64,0 (45,1 2 69,2)
0,381 (0,265 a 0,489)
1,31 (1,02 a 1,88)
114 (80 a 147)

P<0,01. () = intervalo de confianga a 95% de probabilidade.
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Tabela 12. Estimativa parametros de de coancestria,

génico em duas populagdes de ipé branco.

endogamia, sistema de reproducao e fluxo

Familia n O, F. F, t, t tn =L o O Neww

Ribeirdo Preto
1 20 0,026 0,234 0 0,997 0,68 0317 0,715 0,273 1,76
2 20 0,026 0,251 0 0,997 0,613 0,384 0951 0,313 1,54
3 20 0,026 0 0 0,903 0,73 0,173 0,821 0,239 1,99
4 20 0,026 0,204 0 0,997 0,815 0,182 0,500 0,232 2,01
5 20 0,026 0 0 0,853 0,534 0,319 0,832 0,248 1,92
6 20 0,026 0,341 0,067 0,077 0,180 -0,103 0,100 0,617 0,81
7 20 0,026 0,057 0 0,755 0,503 0,252 0,341 0,238 1,98
8 20 0,066 0 0,140 0,852 0,677 0,175 0415 0216 2,17
9 20 0,026 0,010 0,004 0,900 0,637 0,263 0,735 0,235 2,01
10 20 0,085 0,130 0,113 0,949 0,67 0,279 0,392 0,232 2,04
11 20 0,026 0,136 0,072 0,513 0,397 0,116 0314 0,329 1,47
12 20 0,018 0 0,020 0,997 0,791 0,206 0,494 0,191 2,42
13 20 0,036 0,061 0,037 0,997 0,728 0,269 0,703 0,236 2,01
14 20 0,026 0 0 0,949 0,67 0279 0392 0,190 243
15 20 0,026 0,723 0,071 0,513 0,397 0,116 0314 0,497 1,00

Selviria
1 20 0,043 0 0,011 0,949 0,096 0,253 0,561 0,213 2,20
2 20 0,043 0 0 0,997 0,706 0291 0454 0,196 237
3 20 0,043 0,062 0 0,997 0,808 0,189 0,689 0,233 2,03
4 20 0,043 0,084 0 0,852 0,692 0,16 0473 0,233 2,03
5 20 0,043 0,367 0 0,852 0,692 0,16 0473 0,292 1,66
6 20 0,043 0,381 0 0,949 0,575 0374 0,791 0,328 1,49
7 20 0,043 0,227 0 0,997 0,704 0,293 0,582 0,256 1,86
8 20 0,043 0,429 0 0,948 0,57 0,378 0,552 0,302 1,60
9 20 0,018 0 0,019 0,997 0,634 0363 0,658 0214 219
10 20 0,135 0 0,136 0,997 0,669 0328 0,347 0,218 2,13
11 20 0,043 0,087 0 0,997 0,586 0411 0449 0,215 2,18
12 20 0,043 0,037 0 0,997 0,69 0307 0455 0,203 2,29
13 20 0,043 0 0 0,852 0,581 0271 0,694 0,239 1,98
14 20 0,051 0,150 0,053 0,997 0,897 0,1 0,305 0,195 2,37
15 20 0,043 0,21 0 0,997 0,547 0,45 0,804 0,289 1,67

n — nimero de individuos

® , - coeficiente de coancestria na geragdo parental

F, - endogamia na geracdo parental
F

ts -taxa de cruzamento uniloco;

tm - taxa de cruzamento multiloco

tm-ts - taxa de cruzamento entre parentes
r

, - endogamia na geracdo de progénies

om - correlagdo de paternidade

®,, - coeficiente de coancestria nas progénies

N

e(v) - tamanho efetivo de variancia
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3.2.  Fluxo de po6len — Analise TWOGENER

A diferenca no pool génico do pdlen das arvores matrizes foi alta nas duas
populagdes (ﬁ) « Ribeirdo Preto = 0,426 ¢ @ « Selviria = 0,326 ), com um intervalo de
confianca de 99% (Tabela 13). A corre¢do de @, para o coeficiente de endogamia na

populacdo parental, reduziu esses valores para 0,366 em Ribeirdo Preto e 0,255 em

Selviria. Entretanto, a corregdo de @, para autofecundagdo aumentou esses valores

para 0,499 em Ribeirdo Preto e 0,275 em Selviria. As distancias médias de dispersao de
p6len para os modelos normal e exponencial foram, respectivamente, 35,4m e 39,9 para
a populacdo de Ribeirdo Preto e 57,3m e 64,6m para a populagdo de Selviria. A média
do ntimero efetivo de doadores de polen foi extremamente baixa em Ribeirdo Preto (1,0)

e em Selviria (1,82). O coeficiente de coancestria estimado dentro das familias (0,,) e

o tamanho efetivo de variancia (N, ) foram muito diferentes do esperado para uma

e(v)

populagdo panmitica (®,, =0.125, N, =4): O, Ribeirdo Preto = 0,299; ©, Selviria

e(v)

= 0,253; N . Ribeirao Preto

o) 1,67; N. .. Selviria = 1,98).

e(v)
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Tabela 13. Pardmetros da analise Twogener em uma populagdo urbana de T. roseo-alba.

Parametro Ribeiréo Selviria

Diferenciag@o do pool génico no pélen: @, 0,426 (0,376 20,514) 0,326 (0,238 a 0,486)
Correcao para o coeficiente de endogamia: é)'ﬂ =0 o /(14 If)a 0,366 (0,299 a 0,470) 0,255 (0,195 a 0,363)
Corregdo para o coeficiente de autofecundacao: <i)’ﬂ =29 «—8)/2(1-5)*" 0,499 (0,335 2 0,862) 0,275 (0,221 a 0,373)
Numero médio de doadores de pdlen: Nep = 1/2<i>'ft 1,00 (0,58 a 1,49) 1,82 (1,34 2 2,26)
Coeficiente de coancestria dentro das familias:

0, =0.12501+F )4 +£(1+26 ) [f 0,299 (0,276 a 0,418) 0,253 (0,232 2 0,293)
Tamanho efetivo de variancia: Ne(v) = 0.5/@Xy 1,67 (1,20 a 1,81) 1,98 (1,71 2 2,16)
Area da vizinhanga efetiva de polinizagio: Aep = Nep /d (ha) 1,00 (0,58 a 1,49) 2,85 (2,46 2 3,11)
Dispersdo de polen para modelo Normal: &, (m) 35,4 (26,8 a 43,2) 57,3 (49,2 a 63,8)
Dispersao de polen para modelo Exponencial: Aexponential (m) 39,9 (30,3 a 48.7) 64,6 (55,5 a 72,0)

(): Clgse, = Intervalo de confianga para uma probabilidade de erro de 95%; 1.96EP . *
* Corre¢do para endogamia na geragdo parental (Austerlitz & Smouse, 2001b).

® Correcdo para taxa de autofecundagdo (Burczyk & Koralewski, 2005).
A:de=1larvore/ha.
B: de=0.694 arvores/ha.
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4. DISCUSSAO
4.1.  Sistema reprodutivo — taxa de cruzamento e autofecundacao

Comparando as estimativas da taxa de cruzamento multiloco com a calculada para a
média das espécies arboreas tropicais (0,880 = 0,040; Sebbenn, 2001), observa-se que os
valores obtidos na populagdo de T. roseo-alba sdo semelhantes.

A taxa de cruzamento em plantas hermafroditas, como T. roseo-alba, depende de
fatores tais como: presenga ¢ intensidade de mecanismos de auto-incompatibilidade; grau de
protogenia e protandria; comportamento forrageiro dos polinizadores entre e dentro de
arvores, o qual ¢ influenciado pela densidade de florescimento das arvores na populagdo e;
aborto seletivo de frutos e sementes de autofecundag¢ao (Murawski & Hamrick, 1991).

Estudos sobre sistemas reprodutivos foram realizados em somente 37 das cerca de 800
espécies de Bignoniaceae, sendo que pelo menos 32 (86%) das espécies investigadas sao
auto-incompativeis (Bittencourt & Semir, 2005). Dessa forma, esperava-se encontrar alguma
evidéncia de auto-incompatibilidade em T. roseo-alba, ja que, de acordo com Gribel et al.,
1999, a auto-incompatibilidade pode ser filogeneticamente constrita. Ao invés disso, nossos
estudos mostraram uma plasticidade no sistema reprodutivo dessa espécie. As estimativas das
taxas de cruzamentos individuais mostraram uma tendéncia de aumento de autofecundagdo
nas arvores isoladas de Ribeirdo Preto (Figura 10). Devido a esse fato, a propor¢do de
sementes cruzadas mostrou uma tendéncia em ser maior nas arvores da populacdo continua de

Selviria que nas arvores isoladas, mas essa diferenca ndo foi estatisticamente diferente.
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Figura 10. Variagdo na taxa de cruzamento de Tabebuia roseo-alba nas
populagdes de Ribeirdo Preto e Selviria. *outliers- medidas extremas da taxa de

cruzamento.

Em adicdo, a correlacdo de paternidade sugeriu que arvores isoladas foram mais
passiveis de produzirem sementes de irmaos-completos que os individuos da populacdo

continua (Figura 11).

96



1,4 5
1,2 4
1,04

0,8—: AT

0,6

0,4—- J_

0,2 1

0,0

-0,2 -

Correlagao de paternidade dentro de frutos (rp)

o
IS

T T
Rbeir&o Preto Selviria
Populagbées
Figura 11. Variagdo na taxa de correlagdo de paternidade dentro de frutos em

Tabebuia roseo-alba nas populagdes de Ribeirdo Preto e Selviria. *outliers- medidas

extremas de correlacdo de paternidade.

Por ultimo, a correlagdo de autofecundagdo mostrou uma maior variagdo na taxa de
cruzamento nas arvores isoladas de Ribeirdo Preto que em Selviria (Figura 12). Embora
nenhuma dessas estimativas tenha sido estatisticamente diferente nos dois conjuntos
amostrais, a analise dos graficos deixa evidente uma maior variacao das taxas de cruzamento,
correlagdao de paternidade e correlagdo de autofecundacao em Ribeirdo Preto, que apresentou
valores mais extremos. Analises de sistema de cruzamento t€ém mostrado um potencial para
varia¢ao de taxas relativas de autofecundagdo e fecundacdo cruzada entre individuos dentro
de populagdes, entre populagdes e entre diferentes eventos de florescimento (Murawski &

Hamrick, 1991).
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Figura 12. Variagdo na taxa de correlagdo de auto-fecundagdo de Tabebuia
roseo-alba nas populagdes de Ribeirdo Preto e Selviria. *outliers- medidas extremas da

taxa de correlagdo de auto-fecundacao.

Trabalhos indicam que a plasticidade no sistema reprodutivo e fitness de plantas
podem ocorrer em resposta a mudancas de polinizador: auséncia ou diminui¢do do
polinizador muda o sistema reprodutivo de determinadas espécies de plantas a favor da
autofertilizacdo (Lobo, 2005). O movimento do polinizador pode também ser afetado pela
mudanga do habitat, conseqiientemente afetando o sistema reprodutivo de determinada
espécie de planta. Nas populagdes de ipé branco analisadas, observou-se uma varia¢do tanto
intrapopulacional, especialmente nas arvores de Ribeirdo Preto, cuja taxa de cruzamento
variou desde a completa autofecundagdo até a alogamia, quanto entre as populagdes, ja que
houve uma maior correlagdo de autofecundacdo nas arvores isoladas que nas da populagdo de

Selviria.
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A variagdo individual intrapopulacional na taxa de cruzamento ja foi relatada por
Murawski & Hamrick (1992) em C. pentandra (Malvaceae), que variou da completa
autofecundagdo até a alogamia; por (Lemes 2000, apud Ward et al., 2005) em Swietenia
macrophylla (Meliaceae) e por Latouche-Halle” et al. (2004) em D. guianensis (Fabaceae).

Por outro lado, diferengas interpopulacionais nas caracteristicas do sistema
reprodutivo tém sido observadas para diferentes espécies de plantas. Mudancgas na paisagem,
tais como corte seletivo de espécies arboreas, desflorestamento e destruicdo de habitat alteram
a densidade populacional, estrutura demografica, fenologia, diversidade e comportamento do
polinizador, implicando em mudangas no sistema reprodutivo de certas espécies (Lowe et al.,
2005).

Essa plasticidade do sistema de cruzamento em diferentes populagdes ja foi constatada
em outras espécies. Por exemplo, em um estudo conduzido com a espécie arborea tropical
Paquira quinata na Costa Rica, foram detectadas taxas de autofecundagdo de 8,5% e
correlacdo de paternidade de 47% em florestas continuas e 22,3% e 74%, respectivamente em
arvores isoladas em pastagens (Fuchs et al., 2003). Resultados semelhantes foram observados
na espécie arborea tropical Samanae saman (Cascante et al., 2002).

Estudos de sistema de cruzamento e mecanismos de auto-incompatibilidade da familia
Bombacaceae sugerem que estimativas populacionais da taxa de cruzamento podem ser
influenciadas por diferentes condi¢cdes de densidade (Fuchs et al., 2003). P. quinata, por
exemplo, em estudos de populacdes naturais continuas parecia ser auto-incompativel
(Quesada et al., 2001). Mas resultados de analises genéticas em arvores de diferentes niveis
de isolamento sugere que parcial auto-compatibilidade depende do grau de isolamento (Fuchs

et al., 2003). O autor sugere como possivel explicagdo dos resultados a possibilidade de que
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P. quinata tenha um sistema critico de auto — incompatibilidade que permite autofecundacdo
quando o conjunto de pdlen cruzado compativel é limitado.

As causas para esse fenomeno s3o explicadas por estudos genéticos que indicam que
populacdes fragmentadas ou arvores isoladas sdo mais susceptiveis a produzirem sementes de
autofecundagdo ou terem poucos doadores de polen (Cascante et al., 2002; Fuchs et al., 2003;
Lobo et al., 2005).

Em adicdo ao isolamento espacial causado pela fragmentagdo, o isolamento temporal
causado pelo assincronismo do florescimento dos individuos tem sido proposto como outro
importante fator que afeta a reproducdo e a estrutura genética em plantas de ambientes
perturbados (Murawski & Hamrick, 1991; Murawski & Hamrick, 1992; Fuchs et al., 2003).
O acompanhamento do florescimento das matrizes utilizadas nesse trabalho permite afirmar
que as arvores isoladas de Ribeirdo Preto tiveram um assincronismo muito maior que aquelas
de Selviria.

Sendo assim, apenas estudos futuros que conciliem informagdes sobre florescimento,
comportamento do polinizador ¢ dados de sistema reprodutivo poderdo afirmar

conclusivamente as causas dessa plasticidade do sistema de cruzamento do ipé branco.

4.2.  Sistema reprodutivo — taxa de cruzamento entre parentes e endogamia

Um alto e significativo coeficiente de endogamia foi detectado nas geragdes de adultos
e progénies nos dois conjuntos amostrais (Tabela 11). Ambas, autofecundagdo e cruzamento
entre parentes geram endogamia, embora o cruzamento entre parentes gere uma taxa muito
menor do que a autofecundagdo. A autofecundacdo pode gerar, no minimo, 50% de

endogamia a cada geragdo (F =0,5s(1+F,), em que, F e Fp sdo a endogamia nas progénies e

na populagdo parental e S ¢ taxa de autofecundacdo), enquanto que o cruzamento entre
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parentes gera endogamia em uma taxa de igual ao coeficiente de coancestria na geracao
parental.

Nas populagdes de ipé branco estudadas, a autofecundagdo ¢ uma das causas dessa alta
endogamia, mas nao pode explicar totalmente os valores observados. Por exemplo, as taxas de
autofecundag@o encontradas nas populagdes podem produzir um coeficiente de endogamia de
0,093 em Ribeirdo Preto e 0,024 em Selviria. Assim, o cruzamento entre parentes ¢ a
principal causa dessa endogamia, sendo responsavel por 75,6% e 92,7% da endogamia em
Ribeirdo Preto e Selviria, respectivamente. A estimativa de diferenca entre a taxa de

cruzamentos multiloco e uniloco (t, —t.) tem sido utilizada para quantificar a ocorréncia de

cruzamentos endogamicos ou, em outros termos, entre individuos aparentados. De fato foi
observado que parte dos cruzamentos ocorridos nas populacdes foram entre arvores
aparentadas. Assim, o nivel médio de endogamia observada nas populacdes estudadas poderia

ter sido gerado pelo cruzamento entre irmdos-completos (0,, = 0,25).

Este resultado também sugere que a populacdo parental de ambas as localidades
(Ribeirdao Preto e Selviria), na qual as sementes foram obtidas, provavelmente apresenta
estrutura genética espacial. A dispersao de sementes a curtas distancias tem sido considerada
como a principal causa da estrutura genética espacial em diversos estudos realizados em
espécies arboreas (Degen et al., 2004; Carneiro et al., 2007; Lacerda et al., 2008; Silva et al.,
2008; Bittencourt & Sebbenn, 2007; 2008). Além disso, o comportamento do polinizador
pode aumentar esse cruzamento preferencial: espécies forrageando flores de arvores proximas
aumentam a probabilidade de cruzamentos biparentais. Esse tltimo fator ¢ especialmente
importante para espécies como o ipé branco, cujas flores abrem-se simultaneamente em uma

mesma arvore € permanecem viaveis por no maximo 3 dias.
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Para ambas as populagdes (continua e isolada) a endogamia foi maior na geragao de
progénies em comparagdo a geracao parental. Contudo constatou-se que o aumento nos niveis
de endogamia na geragdo de progénies para a populagdo de arvores isoladas (Ribeirdo Preto)
foi mais pronunciado que na populagdo continua (Selviria). Jump & Pefiuelas (2006)
observaram na regeneracdo de fragmentos de Fraxinus exselsa um aumento nos niveis de
endogamia em comparagdo a geragdo adulta, demonstrando claramente os efeitos da
fragmentacdo afetando as geragdes subseqiientes pelo processo de deriva genética.

Outras explicagdes para o alto indice de fixacdo detectado sdo a presenca de alelos
nulos e o efeito Wahlund. Esse tltimo provoca o aumento de endogamia devido ao fato de as
amostras coletadas serem muito distantes (no caso das amostras de Ribeirdo Preto) e,

possivelmente, representarem subpopulagdes de uma populagao.

4.3. Cruzamentos correlacionados

As estimativas das correlagdes de autofecundacdo (r,), ou a probabilidade de

encontrar um individuo gerado por autofecundacdo onde foi encontrado outro de
autofecundagdo foram muito diferentes nas duas populagdes (Figura 11) e diferiram
estatisticamente entre si. Em Ribeirdo Preto essa estimativa foi muito mais alta (0,508) que
em Selviria (0,068). Isso mostra uma forte tendéncia de algumas arvores maternas deixarem
mais descendentes por autofecundacdo que outras, reforcando a conclusdo de que a espécie
possui uma plasticidade no sistema reprodutivo, estando as arvores isoladas mais susceptiveis
a autofecundacdo que aquelas presentes na floresta continua.

A correlagdo de paternidade mede a propor¢do de individuos de cruzamentos que
foram gerados por cruzamentos biparentais (Ritland, 1989). No presente trabalho essa

estimativa foi partida em dois componentes: a correlacdo de paternidade entre sementes de
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uma mesma siliqua (rps) ) € a correlagdo de paternidade entre sementes de diferentes frutos de

uma mesma arvore (1. )-

A estimativa Ips) em T. roseo-alba foi elevada e significativamente diferente de zero
nas duas populagdes (0,824 em Ribeirdo Preto e 0,665 em Selviria). Também verificou que
elas ndo diferenciam entre si, embora haja uma tendéncia desta estimativa ser maior nas
arvores isoladas de Ribeirdo Preto (Figura 13). Esses resultados apontam que parte das
progénies de cruzamentos foi gerada pelo mesmo parental materno e paterno e que as
progénies ndo sdo compostas exclusivamente por meios-irmaos, mas por uma mistura de
meios-irmaos, irmaos completos e irmaos de autofecundacdo. Em outra espécie do mesmo
género, Tabebuia cassinoides (Sebbenn et al., 2001) também foi detectada grande correlagao
de paternidade (0,547).

Os resultados de correlacdo de paternidade em diferentes niveis hierarquicos
mostraram que existe uma maior probabilidade de sementes compartilharem o mesmo
parental dentro de um mesmo fruto que entre frutos de uma mesma arvore.

As causas desses cruzamentos correlacionados podem ser atribuidas ao
comportamento dos polinizadores visitando de forma sistematica arvores proximas, poliandria
ou depdsito de multiplos graos de pdlen de um simples polinizador e pequeno nimero de
vizinhos proximos (Sun & Ritland, 1998) ou assincronismo no florescimento das arvores.
Possivelmente varios destes fatores tenham contribuido para a alta taxa de cruzamento
biparental observadas em T. roseo-alba.

Ortolani, 2007 estudando os graos de polen de ipé branco classificou-os como graos
simétricos, isopolares bilaterais, elipsoides e tricolpados. Dessa forma, provavelmente eles

ndo sejam dispersos como polinios. Assim, o comportamento do polinizador, somado ao
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assincronismo ¢ rapido florescimento da espécie devem ser as principais causas desses
cruzamentos correlacionados.

Fuchs et al., (2003) também observou que as arvores isoladas em pastagens t€ém uma
correlacdo de paternidade mais elevada (0,74) do que arvores situadas nas florestas naturais
(0,47), atribuindo este resultado a baixa densidade de arvores reprodutivas presentes em

ambientes deturpados.

4.4. Numero efetivo de doadores de pdlen
A partir da correlacdo de paternidade ¢ possivel estimar o nimero de individuos

polinizadores efetivos por arvore (1/r,,,.) e por fruto (1/r,,, ). Estes valores indicam a

p(me
média do nimero de individuos que contribuiram com polen no evento de reprodu¢do de uma
arvore materna e de um Unico fruto dessa arvore.

O numero de arvores polinizadoras de um Uunico fruto foi extremamente baixo, nao
chegando a dois em nenhuma das duas populacdes de ipé branco estudadas (1,21 em Ribeirao
Preto e 1,5 em Selviria). Este valor refor¢a a idéia de um comportamento sistematico do
polinizador que deposita grande quantidade de polen (derivado de uma arvore doadora) em
uma unica flor resultando em muitos irmdos completos no fruto. Por outro lado, o nimero de
arvores polinizadoras de uma &arvore matriz foi maior (8,2 em Ribeirdo Preto e 9,8 em
Selviria).

Esses valores sdo comparaveis aos encontrados em outras espécies florestais, com 2 a
7 doadores de polen (James et al., 1998; Rocha & Aguilar 2001; Dunphy et al., 2004;
Azevedo et al., 2007; Carneiro et al., 2007).

Assim, o numero de doadores de polen observado em T. roseo-alba esta dentro do

padrdo observado em outras espécies tropicais, sugerindo que espécies tropicais sao
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efetivamente polinizadas por um baixo nimero de doadores de pdlen contribuindo para a

existéncia de irmaos-completos em familias de polinizagdo aberta.

4.5.  Coeficiente de coancestria e tamanho efetivo de variancia

Em concordancia com as estimativas da correlagdo de paternidade, o valor estimado
para o coeficiente de coancestria dentro de progénies nas duas populagdes indica a presenga
de misturas de parentescos.

A reproducdo parcial por autofecundagdo, associada a correlagdo de paternidade
implica no aumento da coancestria nas progénies ¢ a necessidade de se ter maiores tamanhos
amostrais para a conservagdo eX Situ do que seria necessario se a populagdo fosse
perfeitamente panmitica. Nas populagdes estudadas, por exemplo, as coancestrias das
progénies foram quase o triplo (0,374 em Ribeirdo Preto e 0,381 em Selviria) daquela
esperada para meio irmaos (0,125) e ndo diferiram estatisticamente entre si.

A partir da coancestria calculou-se o tamanho efetivo da variancia de uma unica
progénie: 1,34 em Ribeirdo Preto e 1,31 em Selviria. Em uma progénie de tamanho infinito
advinda de uma populag¢ao panmitica, o tamanho efetivo de variancia é, no maximo, 4. Assim,
nas amostras estudadas, o tamanho efetivo alcancado foi cerca de 67% menor que o esperado
para uma populacdo perfeita. Em termos praticos, isso significa que se tiver a intengdo de
reter um tamanho efetivo de 150 em uma populagdo, é necessario coletar sementes de pelo
menos 112 e 114 arvores de ipé branco da populagdo de Ribeirdo Preto e Selviria
respectivamente, a fim de garantir uma variabilidade genética suficiente para a manutengao da

populacdo a ser implantada.
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4.6. Analise TWOGENER
4.6.1. Diferenciacdo do pool génico do pdlen

Os resultados mostraram uma elevada diferenciacdo genética no conjunto génico dos
graos de polen das arvores matrizes amostradas, sendo que o valor encontrado para as arvores
isoladas em Ribeirdo Preto (0,499) foi visivelmente maior que aquele encontrado para as
matrizes de Selviria (0,275). Isso confirma a hipotese de que a heterogeneidade do pool
génico dos graos de pdlen entre arvores isoladas e distantes ¢ maior que aquela presente em
matrizes de areas continuas naturais. Muitos fatores podem levar ao aumento dessa estimativa
em ambientes fragmentados.

Primeiramente, a baixa densidade de arvores reprodutivas causada pela fragmentacao
florestal isola coespecificos e pode alterar o sistema de cruzamento ¢ o comportamento do
polinizador de espécies polinizadas por animais (Cascante et al., 2002; Fuchs et al., 2003).

Também o assincronismo do florescimento pode reduzir o numero efetivo de doadores
de pdlen, restringindo o conjunto génico de pdlen disponivel, o que acarreta em um aumento
da diferenciacdo entre arvores matrizes distantes. Finalmente, a autofertilizacdo pode também
promover esse aumento por elevar a diferenciacdo do pool génico do pdlen devido ao
predominio de genes maternos nas progénies (Murawski & Hamrick, 1991).

A elevada taxa de endogamia encontrada na populagdo de Ribeirdo Preto, somada ao
isolamento das arvores e o assincronismo do florescimento (observacdo pessoal) contribuiram
para esse aumento na taxa de diferenciacdo génica do pdlen nessa populagao.

Os valores de @, encontrados nas duas populacdes de ipé branco foram maiores que

valores reportados em outras espécies arboreas polinizadas por animais (Dizinia

excelsa:Ci)ft =0,104, Dick et al., 2003; Symphonia globulifera: Ci)ft =0.205, Degen et al.,

2004; Cornus florida: &, = 0,174, Sork, et al., 2005).
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A partir do valor de @, foi possivel calcular o nimero médio de doadores de pdlen
Nep (1,00 em Ribeirao Preto e 1,82 em Selviria), o coeficiente de coancestria (:)Xy (0,299 em

Ribeirdo Preto e 0,253 em Selviria) e o tamanho efetivo de varidncia N (1,67 em Ribeirdo

e(v)
Preto e 1,98 em Selviria). Nota-se que todas as estimativas foram ligeiramente menores que
aquelas obtidas pelo método de correlagdo de paternidade. Porém todos os indices
mantiveram o padrdo de diferencia¢do entre as duas populacdes reforcando as hipoteses de
alteracdes do sistema de cruzamento e fluxo de poélen em arvores isoladas provenientes de
ambientes deturpados.

Tais diferencas dos valores encontrados para os dois métodos sdo conseqiiéncias de
diferengas matematicas no modo de estimar cada pardmetro. Além disso, a coancestria
calculada nos subitens anteriores possui uma corre¢do para a autofecundagdo (Sebbenn,
2006), elevando o valor do parentesco e das demais estimativas associadas. Como a espécie
estudada possui sistema misto de reproducdo, sugere-se que os valores obtidos anteriormente

sejam mais robustos.

4.6.2. Distancia média de dispersao do pélen

As distancias médias de dispersdo de poélen (oO) observadas em ipé branco nas
populacdes de Ribeirdo Preto e Selviria variaram, respectivamente, de 26,8 m a 48,7 m e de
49,2 m a 72 m para o modelo normal e exponencial.

Alguns estudos sugerem que o fluxo de polen obtido pela anadlise TWOGENER seja
restrito (Dyer & Sork, 2001; Smouse et al., 2001; Smouse & Sork 2004) enquanto que aquele
conseguido pela andlise de paternidade ocorra em grandes distancias (Smouse & Sork, 2004).
Estas diferencas podem ser conseqiiéncia de disparidades nas populacdes estudadas, nos

parametros assumidos e contrastes estatisticos (Smouse & Sork, 2004). Assim, podemos
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sugerir que talvez o fluxo de pdlen encontrado nas populagdes de ipé branco tenha sido
subestimado. Contudo, apenas uma comparagdo entre os dois métodos pode afirmar, com
certeza, se ha variag@o nas estimativas.

Esses valores foram, também, baixos quando comparados a distincia média de
dispersao de polen de outras espécies arboreas pelo mesmo método (64,8 m em Quercus
lobata, Sork et al. (2002); 1509 m em Dinizia excelsa, Dick et al. (2003); 65-89m em
Sextonia rubra, Veron et al. (2005); 101 - 444 m em Symphonia globulifera, Carneiro et al.
(2007).

Trabalhos recentes tém relatado um aumento da distancia média de dispersao de poélen
em espécies arboreas submetidas a fragmentacdo. Por exemplo, Dick et al. (2003) encontrou
pela andlise TWOGENER uma média de distdncia de dispersdo de pdlen de 1509 m para
Dinizia excelsa em uma populagdo fragmentada ¢ 212 m de distancia de dispersdao para a
mesma espécie em uma populagdo continua. Porém, no presente trabalho esse padrao nao foi
observado. Houve um aumento na distancia de dispersdo de pdlen na paisagem continua.
Provavelmente o assincronismo de florescimento e alteragdo no comportamento ou até no tipo
de polinizador podem ter causado essa diferenga. De qualquer maneira, estudos fenologicos

sdo requeridos para um completo entendimento do fenomeno.

4.7.  Implicacdes dos resultados para a conservacao da espécie

Em programas de restauracdo florestal, endogamia, cruzamentos correlacionados,
autofecundagdo e estrutura genética espacial sdo fatores chave na tomada de decisdes para a
coleta de sementes e o plantio das mudas.

No presente trabalho nossos resultados mostraram que T. roseo alba possui um

sistema misto de reproducdo, com elevada correlagdo de paternidade e cruzamento entre

108



parentes e baixo numero de doadores de pdlen. Tudo isso implica em um aumento da
coancestria ¢ uma diminui¢ao do tamanho efetivo de varidncia. Sendo assim, sementes para a
conservagdao genética, testes de progénies e reflorestamento devem ser coletadas de um
elevado numero de arvores matrizes (MRibeirdoPreto =112 e mSelviria =114) para reter
um tamanho efetivo populacional de 150.

Além disso, a pequena distancia de fluxo génico obtida sugere que fragmentacdo ou
corte seletivo de arvores pode isolar reprodutivamente as arvores de ipé€ branco. Isso
implicaria, como descrito para as arvores isoladas de Ribeirdo Preto, em um aumento da taxa
de autofecundacgdo e cruzamentos correlacionados, aumentando a diferenciacdo genética do
grao de pdlen.

Também a alta correlagdo de paternidade encontrada em cada um dos frutos das
arvores matrizes mostra que embora cada fruto produza uma grande quantidade de sementes
(um quilograma de capsulas de ipé branco contém aproximadamente 71.000 sementes, ou
seja, cada capsula contém aproximadamente 200 sementes) o ideal é que sejam coletados
varios frutos por matriz e poucas sementes por fruto, a fim de aumentar a variabilidade
genética.

O elevado coeficiente de coancestria sugere que as populagdes de ipé branco possuam
estruturacao espacial. Enquanto tal hipotese ndo € testada, sugere-se que arvores matrizes para
a coleta de sementes sejam escolhidas espagadamente, seja na floresta continua ou no

ambiente fragmentado, evitando redundancia genética nas progénies.
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5. CONCLUSOES

Com base nas analises realizadas concluimos que:

1. A espécie apresentou um sistema de reproducdo misto com predominio de
fecundagao cruzada;

2. Foi evidenciada uma plasticidade no sistema reprodutivo dessa espécie, sendo
que as estimativas das taxas de cruzamentos individuais mostraram uma tendéncia de
aumento de autofecundacao nas arvores isoladas de Ribeirao Preto;

3. As populagdes possuem alto e significativo coeficiente de endogamia sendo o
cruzamento entre parentes a principal causa dessa endogamia;

4. As estimativas da correlacdo de paternidade (partida em dois componentes:
entre progénies de diferentes frutos em uma mesma arvore e entre progénies de um mesmo
fruto) foram altas e estatisticamente diferentes de zero nas duas populagdes;

5. Além disso, tais correlagdes de paternidade sugeriram que arvores isoladas
foram mais passiveis de produzirem sementes de irmaos-completos que os individuos da
populagdo continua;

6. A grande maioria (69,5 % em Ribeirdo Preto e 64 % em Selviria) das progénies
foram originadas por cruzamentos biparentais, sendo aparentadas no grau de irmaos
completos;

7. O valor estimado para o coeficiente de coancestralidade médio dentro de

rogénies (O, = 0,374 em Ribeirdao Preto e ® = 0,381 em Selviria) atingiu valor préximo ao
prog Xy Xy g p

esperado por progénies de irmaos completos (0,25), sugerindo estruturacao populacional;
8. O tamanho efetivo da variancia de uma unica progénie foi baixo nas duas

populacdes (cerca de 67% menor que o esperado para uma populacao perfeita);
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9. A diferenga no pool génico do pdlen das arvores matrizes foi alta nas duas
populagdes;

10. A distancia de dispersdo de polen foi baixa nas duas populagdes tendendo ser
maior na populagdo continua de ipé branco;

11. Com a intencdo de reter um tamanho efetivo de 150 nessas populagdes, ¢
necessario coletar sementes de pelo menos 112 e 114 arvores de ipé branco da populacao de

Ribeirdo Preto e Selviria respectivamente.
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Abstract

Microsatellite loci that were previously developed in the tropical tree Tabebuia aurea
were used for the genetic analysis of Tabebuia roseo-alba populations. Nine of ten SSR
markers were amplified, and the polymorphism was assessed in 58 individuals sampled from
two stands in southeastern Brazil. All loci were polymorphic with Mendelian inheritance. The
allele numbers were high, ranging from five to 13 in Population I and three to seven in
Population II, with means of 8.9 and 5.5, respectively. We conclude that these markers can be

efficiently used for parentage and gene flow studies.
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As a consequence of the human-induced impact on ecosystems, the average annual
rate of loss for animal and plant populations and their habitats is estimated to be 1%
(Balmford et al. 2003). Forest devastation is thought to result in a loss of biodiversity even
within species. Consequently, the urgent maintenance of genetic variability is fundamental for
the survival of endangered species (Holsinger & Gottlieb 1991). Tabebuia roseo-alba
(Bignoniaceae), an endangered species commonly known as ipé-branco, is an important
ornamental and wood tree in Brazil. Nothing is known about the fine-scale population
structure of T. roseo-alba. Understanding the effects of spatial isolation on the level of genetic
diversity and gene flow is crucial for providing recommendations for in situ and ex situ
conservation of this species. For these purposes, microsatellite markers are informative tools
that can be used to assess the genetic structure of forest populations, and function as basic
quantitative genetic parameters. These markers may help us predict genetic impacts by
allowing us to identify evolutionarily meaningful management units as well as evolutionary
responses to selective harvesting. The ability to use the same microsatellite primers on
different plant species, called transferability, depends on the extent of sequence conservation
in the primer sites flanking the microsatellite loci and the stability of those sequences during
evolution (Choumane et al. 2000, Decroocq et al. 2003, Zucchi et al. 2003). It has been shown
that closely related species are more likely to share microsatellite priming sites than more
distantly related ones, but it is possible to transfer functional microsatellite primers even from
more distantly related species (Lorieux et al. 2000). In this study, we transferred nine
microsatellite loci from Tabebuia aurea to Tabebuia roseo-alba. These loci were
characterizated in two populations of Tabebuia roseo-alba in southeastern Brazil in order to

assess the genetic diversity and structure in this species.
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Fifty-eight reproductive trees of T. roseo-alba were sampled in two stands that are
highly impacted by agricultural practices: Population I, located in the Pardo river and Mogi-
Guagu river basins in Sdo Paulo state and Population II, situated on the campus of the
University of Sao Paulo-USP in Ribeirdo Preto; both sites are located in southeastern Brazil.
All trees in each of these two stands were tagged and mapped (36 individuals in Population I
and 22 individuals in Population II). The reproductive trees sampled in Population I are being
used as mothers of conserved progeny individuals in a tree Germplasm Bank at the University
of Sao Paulo in Ribeirao Preto city (GB-USP/RP).

The genomic DNA was extracted from frozen leaf tissue using CTAB extraction
method, as described by Doyle & Doyle (1990). The extracted DNA pellet was resuspended
in 200 pL of TE buffer and stored at —20°C until further use. Ten microsatellite loci
previously described by Braga et al. (2007) were tested. Each primer pair was screened with
polymerase chain reactions (PCR) at 12 annealing temperatures (between 45-56°C) in 10
individuals of T. roseo-alba. For PCR amplification, 2.5 ng of genomic DNA was used in a
final volume of 10 puL containing: 0.3 pM of each primer, 1 U Taqg DNA polymerase, 0.25
mM of each ANTP, 1 x MgCl,-free reaction buffer [75 mM Tris-HCI pH 9.0, 50 mM KCl and
20 mM (NH4),SO4] and 1.5 mM MgCl,. The PCR profile used to amplify the microsatellites
was 96°C for 5 min; 30 cycles of denaturation at 94°C for 30 s, annealing at Ta °C (Table 1)
for 1 min, and 72°C for 1 min; followed by a final elongation step at 72°C for 7 min.
Amplifications were performed in a MasterCycler Eppendorf. A multiplex system based on
the expected allele fragment size of each locus was tested using the same conditions for
amplification. PCR products were denatured and separated on 10% denaturing
polyacrylamide gels, stained with silver nitrate and sized by comparison to a 10 bp ladder

standard (Invitrogen).
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Mendelian inheritance analyses were made for each locus, based on two mother trees
and their open-pollinated family (20 individuals per family). Population genetic parameters,
such as the allele number per locus (A), the observed (Hp) and expected (Hg) heterozygosities,
the intrapopulation fixation index (Fis) and the divergence among populations (Fsr) were
calculated using GDA (Lewis & Zaykin 2001). FSTAT (Goudet 2002) was used to test all
loci for linkage disequilibrium, applying the Bonferroni correction for multiple comparisons.

From the two stands, nine microsatellite loci (90%) were amplified and all were found
to be polymorphic (Table 1). Satisfactory amplification products were obtained using
annealing temperatures of 49, 50 and 56°C for markers Tau 13/Tau 27,
Taul2/Taul5/Taul6/Taul9 and Tau2l/Tau22/Tau3l, respectively. Two biplex systems of
microsatellites for T. roseo-alba were optimized: the Tau2l/Tau22 and Taul5/Taul9. Each
biplex PCR was combined before electrophoresis and loaded into a single gel lane. All sibs
displayed at least one of the maternal alleles, and Mendelian inheritance was confirmed for all
nine SSR loci. All loci for T. roseo-alba were in linkage equilibrium, indicating that these
markers are appropriate for population genetics studies.

These nine SSR markers were selected for screening the 58 reproductive trees from
the two stands; 80 and 46 alleles were identified for Population I and Population II,
respectively (Table 1). The number of alleles per locus ranged from five (Tau 22) to 13 (Tau
13), with an average of 8.9 for Population I. For Population II, the number of alleles per locus
ranged from three (Tau 12) to seven (Tau 21 and Tau 15), with an average of 5.5 (Table 1). In
both stands the number of alleles per locus was observed to be lower than that in a population
of 36 individuals of T. aurea (mean = 18.8; Braga et al. 2007). In both Populations I and II,
the expected heterozygosity (Hg) was higher than observed heterozygosity (Hp) (Table 1).

The fixation index of the T. roseo-alba populations was 0.467 (Population I) and 0.340
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(Population II). These results suggest inbreeding at all loci. All loci from Population I and six
loci (Taul2, Taul3, Taul6, Tau21, Tau22 and Tau27) from Population II showed significant
departure from Hardy—Weinberg equilibrium (HWE). The observed departures from HWE
might be due to population substructure (Wahlund effect), the presence of null alleles,
biparental inbreeding and/or self-fertilization. Presence of null alleles was verified with
MICRO-CHECKER 2.2.3 (van Oosterhout et al.2004). Null alleles were suggested to occur
over most of loci, however, only the loci Taul2, Taul6 and Tau22 presented null alleles as
detected in the analysis of the mating system of T. roseo-alba in two populations (Feres JM,
unpublished data). Genetic differentiation between the populations was high and significant
(Fst=0.151; C.I. 95%), demonstrating that it will be important to collect future genotypes in
the populations.

We conclude that the nine microsatellite markers are suitable tools for population-
wide genetic and parentage studies. We are currently using these markers to investigate
questions of genetic diversity, gene flow and the mating system in natural populations of T.
roseo-alba. We aim to apply this scientific knowledge to implementing a strategy for the

conservation and management of this species.
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Table 1: Characteristics of the Tabebuia roseo-alba microsatellite markers in each population.

Primer name A H, H, Deviation from HWE
Accession Allele T
Primer sequence 5°- 3° Repeat motif size range a
1o. °C I I I 11 I 1 I 1l
(bp)
Tau 12 F: CATCATCAAGGTCAAGATCA
TC)g(TA)(T 140-1 42 ) 64 . 0022 NP .003 NP
DQ666987 R: CATTCTAGTCTTCCATAAGT (TO(TA(TG)2s 0-170- 50 -8 3 0429 0350 0647 0660 0.00 0.003
Tau 13 F: CCATCTCAATGCTTAACAGT (TC),(ACTCCC) ND ND
120-170 49 13 4 0483 0500 0.901 0.900 0 0.0002
DQ666988 R: TTGCAATGCTACCATACA (TC)4(AC);;
Tau 15 F: TTTGAGGGGTTGAAGCATTT D NS
DQ666990 R CATTGTGGTCCCTCTCAACA (AG)3, 120-150 50 9 7 0360 0.760 0.847 0.760 0 0.9292
Tau 16 F : GCTTGTAGCAACGTTAGGTTT D .
CT)33(CA 140-170 50 11 5 0.640 0250 0.898 0.780 0 0
DQ666991 R : TGTGCATTGTGACTACCAGCTA (CDs(CAM
Tau 19 F : AGGGCAAGCTTTTCCAGTTT D NS
A 190-2 2 62 . . 2112
DQ666994 R : TTCCTCACACGGATATGTCG GA)33 90-250 50 8 6 0267 0.620 0.768  0.700 0 0
Tau 21 F: CTTTTGGGGGTCTTTGGAAT
A 210-24 4 4 . . NP .0002 NP
DQ666996 R: AAGAGACAGAGACAAAGATACA (GA)z6 0-240 56 6 7 0438 0450 0.767 0.780 0 0.000
Tau 22 F: TATCTCTCCGCCGTACACCT (CT);5(CCCTCTCGT ND ND
DQ666997 R CCAATCGAAGAGCCCATTTA CAYGT), 130-140 56 5 6 0.121 0520 0426 0.780 0 0.0038
Tau 27 F: GGTAAATCATCTTCCGCTTCC (CT)»4(CA)$(CC) ND ND
170220 49 12 4 0375 0210 0.882 0.660 0 0
DQ667000 R: ACTGCAGAATCGCCTTTTGT (CA),
Tau 28 F: TCAGCCACTACACAACCAAAG 1)
DQ667001 R: GGGAAGCAATGGAGTCAAAA 3
Tau 31 F: TCGTGCAGCTTTTGAGTCTG (CT)»5(CA);o(CTT) D NS
240-300 4 0. 71 821 0. .0024 2
DQ666982 R: CTGCAAAACACAAAGCGAAA (GT)s 0-300 36 8 0.633 0710 08 0.570 0.00 0.2536
Mean 89 55 0416 0490 0.773 0.74

Ta °C, annealing temperature; A, total number of alleles per locus; I, population I; II, population II; Hp, observed heterozygosity; Hg, expected heterozygosity; HWE, Hardy—
Weinberg equilibrium; NS, not significant (P > 0.05); ND, significant (P < 0.05).
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ANEXO 2

Diversidade genética e endogamia de locos microssatélites em arvores adultas e progénies de Tabebuia roseo-alba. k é o nimero total de

alelos; R € a riqueza alélica; A, ¢ o numero efetivo de alelos nos locos.

Loco/n 300 21 300 24 20 20 20 20 300 21 300 24

k k k k R R R R Ae Ae Ac Ac

RIB Prog RIB Ad SEL Prog SEL AD RIB Prog RIB Ad SEL Prog SEL AD RIB Prog RIB Ad SEL Prog SEL AD

TAUI2 6 6 9 8 5,63 6,00 6,92 7,82 3,76 3,76 5,03 5,49
TAU15 16 8 28 19 9,98 7,86 16,19 17,42 5,46 4,33 14,71 14,49
TAU16 9 6 8 8 7,22 6,00 6,58 7,92 5,03 6,06 4,15 4,59
TAU19 12 9 14 12 7,90 8,86 9,40 11,42 4,22 6,67 4,93 8,55
TAU21 14 8 12 10 9,56 8,00 9,03 10,00 5,75 5,71 5,95 8,20
TAU22 5 5 5 5 4,63 4,95 3,61 4,99 3,69 4,48 2,11 3,31
TAU27 6 6 14 13 5,60 6,00 10,93 12,21 3,50 3,70 7,75 6,71
TAU31 6 4 13 11 3,93 3,95 9,73 10,55 2,29 2,32 5,65 6,21
Média 9,25 6,50 12,88 10,75 6,81 6,45 9,05 10,29 4,211 4,630 6,284 7,194
EP(95%) 2,93 1,17 4,78 2,91 1,55 1,15 2,56 2,56 0,798 0,995 2,606 2,373
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ANEXO 3

Diversidade genética e endogamia de locos microssatélites em arvores adultas e progénies de Tabebuia roseo-alba. H, ¢ a heterozigosidade

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

Loco/n 300 21 300 24 300 21 300 24 300 21 300 24

Ho Ho Ho Ho He He He He F F F F

RIB Prog RIB Ad SEL Prog SEL AD RIB Prog RIB Ad SEL Prog SEL AD RIB Prog RIB Ad SEL Prog SEL AD

TAUI12 0,341 0,500 0,481 0,542 0,734 0,734 0,801 0,818 0,535* 0,319  0,400*  0,3380
TAU1S5 0,857 0,904 0,788 0,958 0,817 0,769 0,932 0,931 -0,049  -0,176 0,155 * -0,029
TAUl6 0,485 0,572 0,399 0,542 0,801 0,835 0,759 0,782 0,394 * 0,315 0,474 *  0,3070
TAUI9 0,456 0,714 0,588 0,584 0,763 0,850 0,797 0,883 0,403 * 0,16 0,262 * 0,339 *
TAU21 0,487 0,650 0,773 0,900 0,826 0,825 0,832 0,878 0,411 * 0,212 0,071 -0,025
TAU22 0,480 0,524 0,074 0,091 0,729 0,777 0,526 0,698 0,342* 0326 0860* 0,870 *
TAU27 0,293 0,500 0,517 0,583 0,714 0,730 0,871 0,851 0,59 * 0,315 0,407 * 0,315 *
TAU31 0,461 0,714 0,740 0,773 0,563 0,569 0,823 0,839 0,181 * -0,255 0,101 *  0,0790

Média 0,482 0,635 0,545 0,621 0,743 0,761 0,793 0,835 0,351 * 0,166 * 0,313* 0,256 *

EP(95%) 0,116 0,097 0,165 0,187 0,058 0,062 0,083 0,049 0,351 * 0,166 * 0,313* 0,256 *
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	O DNA das folhas amostradas foi extraído com base na metodologia de Doyle e Doyle (1990), modificada por Alzate-Marin et al. in press), no Laboratório de Genética Vegetal do Departamento de Genética da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto – USP. 

