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RESUMO

GUIDUGLI, M. C. Estudos genéticos da espécie florestal Cariniana estrellensis (Raddi)
Kuntez: diversidade, sistema de cruzamento e fluxo génico contemporaneo. 2011. 170 f.
Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo,

Ribeirao Preto.

Cariniana estrellensis (Raddi) Kuntez (Lecythidaceae), popularmente conhecida como
jequitibéa branco, ¢ uma espécie arborea climécica neotropical cuja sobrevivéncia encontra-se
ameagada devido aos processos de degradagdo de seus ambientes naturais e exploragdo
indevida. Visando contribuir para a conservagao in situ e ex situ deste recurso genético, o
objetivo deste trabalho foi investigar a diversidade genética, o sistema de reprodugdo, a
estrutura genética espacial e o fluxo génico contemporaneo de C. estrellensis em um pequeno
remanescente florestal (8 ha) localizado na Regido de Ribeirdo Preto — SP (municipio de
Cravinhos), usando como ferramenta de andlise um conjunto de nove marcadores
microssatélites (SSR) desenvolvidos para a espécie. Todas as arvores adultas reprodutivas
(30) e regenerantes (39) existentes no referido fragmento foram mapeadas e tiveram tecidos
foliares amostrados para as analises genéticas. Sementes de polinizagdo natural foram também
aleatoriamente coletadas em algumas destas arvores adultas durante dois eventos
reprodutivos, obtendo-se um total de 644 progénies. Através das andlises SSR constatou-se
que todas as geracdes de C. estrellensis apresentaram altos niveis de diversidade genética e
auséncia de endogamia, evidenciando a alogamia da espécie. Em concordancia, as taxas de
cruzamentos (z,) estimadas para os dois eventos reprodutivos ndo diferiram estatisticamente
da unidade, permitindo afirmar que C. estrellensis ¢ uma espécie perfeitamente alogama, com
indicios de mecanismos de auto-incompatibilidade. Estimativas da correlagdo de paternidade
(Tpm) (evento 1) = 0,121 € 7y (evento 2) = 0,145) e do coeficiente de coancestralidade médio
dentro de progénies (Oxy (evento 1) = 0,140 € Oy (evento 2) = 0,141) indicaram a ocorréncia de
pequenos desvios de cruzamentos aleatorios na populacao de C. estrellensis. O namero
efetivo de doadores de polen estimado foi mais alto entre frutos de uma mesma arvore
(10,20(evento 1); 10,3 1(evento 2) ) do que dentro de um mesmo fruto (1,33 evento 1); 1,17(evento 2))- Os
resultados também revelaram que ndo existe estruturacdo genética espacial na populagdo de
C. estrellensis. As andlises de parentesco em C. estrellensis revelaram distancias médias
curtas do fluxo de pdlen dentro do fragmento tanto para as progénies (69,95+60 mcvento 1);
112,02494 m (evento 2)) quanto para os regenerantes (146,94+98 m). Além disso, os resultados

das analises de parentesco nos regenerantes apontaram auséncia de imigragdo de sementes na



populacdo e indicaram que a taxa de imigracdo de polen realizado (variando entre 53 % e 62
%) foi maior que as taxas de imigrac¢do de pdlen efetivo (variando entre 23,5 % e 37 %) para
os dois eventos reprodutivos estudados. Os altos niveis de imigragdo de podlen detectados no
fragmento em estudo sugeriram que a populagdo de C. estrellensis nao estd isolada
reprodutivamente, o que pode ser essencial para prevenir perdas de diversidade genética da
espécie, garantindo sua sobrevivéncia em longo prazo. Em termos gerais, a populagdo
estudada mostrou resiliéncia aos efeitos adversos da fragmentacdo e potencial para fins de

conservagao in situ € ex situ.



ABSTRACT

GUIDUGLI, M. C. Genetic studies of forest species Cariniana estrellensis (Raddi)
Kuntez: diversity, mating system and contemporary gene flow. 2011. 170 f. Thesis

(Doctor) — Faculty of Medicine of Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto.

Cariniana estrellensis (Raddi) Kuntze (Lecythidaceae), commonly known as jequitiba
branco, is a large neotropical tree, characteristic of the climax forest whose survival is
threatened due to processes of degradation of natural environments and improper exploitation.
In this study, it was investigated the temporal patterns of genetic variability, reproductive
systems, spatial genetic structure and contemporary gene flow in the remaining population of
the tropical forest species C. estrellensis that occurs naturally in a small fragment (8 ha)
located in the Ribeirdo Preto region-SP (municipality of Cravinhos), using nine pairs of
microsatellite loci. All adult trees (30) and saplings (39) found in the fragment were mapped
and sampled. Naturally-pollinated seeds were randomly collected from seed-trees that were
reproductive for two consecutive years resulting in a total of 644 offspring. Through the
analysis with SSR, all generations of C. estrellensis (adults, saplings and offspring) showed
high levels of genetic diversity and no inbreeding. Estimates of multi-locus outcrossing rates
(tm) suggested that C. estrellensis is a perfectly allogamus species, with evidence of self-
incompatibility. Estimates of the correlation of paternity (7,sm) (event 1) = 0.121 and 73m) (event 2)=
0.145) and the average of the coefficient of coancestry within progenies (Oyy (event 1) = 0.140
and O,y (event 2)= 0.141) indicated a small deviation from random mating. The effective number
of pollen donors was higher among fruits from the same tree (10.20cyent 1), 10.31(event 2)) than
within the same fruit (1.33(vent 1), 1.17(event 2))- The results also revealed a lack of spatial
genetic structure in C. estrellensis population. Parentage analyses revealed short average
distances of pollen flow within the fragment for both offspring generations (69.95 + 60 m (cyent
15 112.02 £ 94 m (event 2)) as well as for saplings (146.94 + 98 m). Furthermore, the parentage
analyses in the saplings pointed no seed immigration in the population studied and indicated
that the realized pollen immigration (ranging between 53 % and 62 %) was higher than the
rates of effective pollen immigration (ranging between 23.5 % and 37 %) for both
reproductive events studied. High levels of pollen immigration from outside study site
suggested that the population of C. estrellensis is not reproductively isolated, which may be
essential to prevent losses of genetic diversity in the species, ensuring its long-term survival.
Overall, the studied population shows resilience to adverse effects of fragmentation and

potential for in situ and ex situ conservation.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1. A Mata Atlantica

As florestas brasileiras ocupam cerca de 61 % do territdrio brasileiro e desempenham
importantes fungdes sociais, economicas e ambientais. Ofertam uma variedade de bens, como
produtos florestais madeireiros e ndo madeireiros, e prestam servigos ambientais essenciais,
como a conservagdao dos recursos hidricos e edaficos, a conservagdo da biodiversidade, a
estabilidade climatica, além de possuir valores culturais (Servigo Florestal Brasileiro, 2010).

Estima-se que o Brasil tenha cerca de 2.000.000 de espécies distintas, entre animais,
vegetais e microorganismos com grande complexidade e variedades de ecossistemas, o que
requer atengdo e cautela por parte das autoridades quanto a questdo de acesso e protecdo a
essa biodiversidade, principalmente na area vegetal. Destacam que o Brasil ¢ o pais com
maior diversidade genética vegetal do mundo, com cerca de 55.000 espécies catalogadas de
um total estimado entre 350.000 e 550.000 espécies distribuidas entre os diferentes Biomas,
dos quais merece destaque, pela expressividade, a Mata Atlantica (Sandes & Di Blasi, 2000).

Apesar de ser considerado um dos mais importantes biomas do mundo, a Mata
Atlantica também carrega o dogma de ser um dos biomas mais ameagados (Durigan et al.,
2000; Juvenal & Mattos, 2002; Rodrigues et al., 2009). No passado, a Mata Atlantica cobria
cerca de 150 milhdes de hectares distribuidos ao longo da costa brasileira, com uma faixa de
largura variavel, adentrando para o interior nas Regides Sudeste, Sul, e Centro-Oeste, e
penetrando até o leste do Paraguai e nordeste da Argentina em sua por¢do sul (Tabarelli et al.,
2005; Ribeiro et al., 2009).

Extremamente heterogénea em sua composicdo, a Mata Atlantica estende-se de 4° a
32°S e cobre um amplo rol de zonas climdticas e formagdes vegetacionais, de tropicais a
subtropicais. Esse bioma contempla diferentes formacdes florestais, tais como Floresta
Ombrofila (Densa, Mista ¢ Aberta), Floresta Estacional Semidecidual e Estacional Decidual,
além de varios ecossistemas associados como Mangues, Restingas, Formac¢des Campestres de
Altitude e Brejos (Campanili & Schaffer, 2010) (Figura 1).

Desde a colonizacdo pelos portugueses e espanhois, a historia da Mata Atlantica tem
sido marcada pelo uso intensivo da terra para exportagdo de mercadorias, incluindo os ciclos
de exploragdo do pau-brasil, cana-de-agucar, café, cacau, ¢ pastagem para gado. Mais
recentemente, subsidios do governo brasileiro aceleraram a expansdo da agricultura (em
especial cana-de-acucar, café e soja) e estimularam as plantacdes comerciais de eucaliptos e

pinus (Galindo-Leal & Camara, 2005; Tabarelli et al., 2005).
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Dominio da |
Mata Atlantica

I Floresta Ombrofila Densa
0 Floresta Ombrofila Aberta
Floresta Ombrofila Mista

I Floresta Estacional Decidual
W Floresta Estacional Semidecidual

I Formagbes Pioneiras (restinga,
manguezal. campo solino,vegetagao |
com influéncio e fluvial ou lecucte)

Campos de Altitude, encioves de
cerado, zonas de tensdo ecoldgica

Figura 1. Extensdo e distribuicdo dos varios ecossistemas (fitofisionomias) que
compdem o Bioma Mata Atlantica no Brasil. Fonte: http://www.rbma.org.br/anuario/

mata 02 eco__ ssistema.asp.

De acordo com Galindo-Leal & Camara (2005), os remanescentes de vegetacdo
nativa da Mata Atlantica continuam a ser deteriorados devido a exploragdo madeireira, corte
ilegal, caca e introdugdo de espécies exoticas, sendo que as regides Nordeste, Sul e Sudeste,
onde estdo concentrados 85 % da populacdo brasileira, foram as mais atingidas por
desflorestamentos provocados pelas necessidades de urbanizagdo e crescimento econdmico
(Juvenal & Mattos, 2002).

Em funcdo dessa constante acdo antropica, a Mata Atlantica de hoje encontra-se
extremamente reduzida, com a maioria da vegetacdo natural remanescente presente em
pequenos fragmentos, isolados uns dos outros e compostos, principalmente, por espécies

florestais de crescimento secundario em estadios iniciais ou médios de sucessdo (Metzger et
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al., 2009). Além disso, parte significativa de seus remanescentes estd hoje localizada em
encostas de grande declividade, consideradas inaptas as praticas agricolas (Ribeiro et al.,
2009; Rodrigues et al., 2009).

Em um trabalho recente, Ribeiro et al. (2009) analisaram, através de ferramentas de
geoprocessamento, 94 % da cobertura original de Mata Atlantica no Brasil. Nesse trabalho, os
pesquisadores encontraram que, dos 139.584.893 ha de mata mapeados, restam apenas
15.719.337 ha (11.26 %) de floresta e 658.135 ha (0.47 %) de restinga e mangue conservados.
Sendo assim, 88,27 % da floresta Atlantica original foram perdidos (considerando a
possibilidade de erros de amostragem no trabalho, os autores afirmam que deva existir de 11,4
a 16 % de remanescente florestal natural). Ainda segundo Ribeiro et al. (2009), o
remanescente de Mata Atlantica esta distribuido em 245.173 fragmentos florestais, sendo que
mais de 80 % destes remanescentes apresentam uma area menor que 50 hectares.

Apesar da devastacdo acentuada, a Mata Atlantica ainda sustenta um dos mais altos
graus de riqueza de espécies e taxas de endemismo do planeta. Estima-se que nela ainda
existam mais de 8.000 espécies endémicas de plantas vasculares, anfibios, répteis, aves e
mamiferos (Myers et al., 2000), sendo considerada, portanto, um dos 25 hotspots mundiais de
biodiversidade prioritarios para conservacao (Myers et al., 2000; Silva & Casteleti, 2005;
Tabarelli et al., 2005). Por esse motivo, a conservacdo do pouco que sobrou e a restauragao
daquilo que inadequadamente foi desflorestado, ou por uma questdo legal ou pelas
caracteristicas do ambiente, se faz necessaria e urgente.

Embora o niimero e a escala das iniciativas de conservacdo da biodiversidade da
Mata Atlantica tenham crescido consideravelmente durante as ultimas décadas, o
conhecimento sobre esse bioma ¢ ainda bastante incipiente, principalmente quanto a
estruturacdo genética populacional de suas espécies, e procedimentos adequados de
amostragem para fins conservacionistas e de manejo (Moraes, et al., 1999; Tabarelli et al.,
2005). Além disso, cabe ressaltar que a Mata Atlantica € responsavel por cerca de 70 % do
PIB nacional, abriga mais de 60 % da populagdo brasileira, e possui as maiores extensdes dos
solos mais férteis do pais (Rodrigues et al., 2009), dificultando o controle ¢ fiscalizagao

efetivos de qualquer estratégia para conservagao desse bioma.

1.2. Situacio atual das Matas na Regido de Ribeirao Preto, interior do Estado de Sao
Paulo

No inicio do século XIX, o Estado de Sdo Paulo possuia aproximadamente 81,8 %
(20.450.000 ha) de seu territorio coberto pelo Bioma Mata Atlantica, o qual foi drasticamente

reduzido a pequenas porcdes de terra devido aos sucessivos ciclos de uso do solo e também a
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pressao pelo crescimento populacional (Victor, 1975). De acordo com um recente
levantamento do Instituto Florestal de Sao Paulo, restam apenas 13,9 % da cobertura vegetal
natural paulista, o equivalente a 3,46 milhdes de hectares (Zorzetto et al., 2003).

A Floresta Estacional Semidecidual foi o tipo de formagao florestal da Mata Atlantica
mais rapida e extensamente devastada na regido do Estado de Sao Paulo onde se situa o
Municipio de Ribeirdo Preto (regido do estudo em questdo). A devastacdo dessas florestas
ocorreu associada a expansdo da fronteira agricola, j4 que ocupavam os solos de maior
fertilidade, em regides com relevo favoravel a agricultura (Durigan et al., 2000).

Segundo Kotchetkoff-Henriques (2003), a supressao da vegetagcao natural da regido de
Ribeirdo Preto foi insignificante até 1870, quando o plantio de café comegou a substituir a
vegetacdo nativa, principalmente as florestas. Com a crise da economia cafeeira, ocorrida no
fim da década de 20, os produtores rurais encontraram na regido condi¢des para a sua rapida
substituicdo pela pecuaria e a diversificagdo de culturas (notadamente a cana-de-agucar,
amendoim, algoddo, citricos, milho e soja), produtos esses fornecedores de matérias-primas as
agroindustrias que se instalam na regido (Alessi & Navarro, 1997). A Regido de Ribeirdo
Preto ¢ considerada hoje um ponto de referéncia para o agronegécio brasileiro, tendo nas
ultimas décadas a cultura da cana-de-agicar como a principal alavanca desta economia e
tornando-se a maior regido sucro-alcooleira do mundo. Também ¢é expressiva a producdo de
soja, amendoim, milho, bovinos e aves (Semeghini, 1992).

Entretanto, em decorréncia do desenvolvimento econdmico adotado no interior do
Estado de Sao Paulo, profundas alteracdes na vegetacdo original e consequentemente na
biodiversidade associada a esta paisagem foram ocasionadas (Melo et al., 2010). Atualmente a
paisagem da regido de Ribeirdo Preto pode ser considerada um mosaico formado de areas
antropizadas, em que se destacam as areas rurais com atividades agro-pecudrias, estreitas
faixas de matas ciliares e remanescentes florestais condicionados as pequenas manchas ou
fragmentos isolados (Kotchetkoff-Henriques, 2003).

Os poucos remanescentes preservados da formagdo florestal caracteristica do interior
paulista sdo, portanto, de grande valor ecologico e taxondmico, funcionando como uma
colecdo viva de espécies representativas da flora local e de sua diversidade genética, bem
como banco de informagdes acerca da estrutura e funcionamento desse tipo de ecossistema
(Ortega & Engel, 1992). A manutencdao da biodiversidade remanescente ¢ atualmente um
desafio para todos, pois ndo sabemos quais espécies individuais s3o criticas para a
sustentabilidade dos ecossistemas (Burton et al., 1992).

Neste contexto, as pesquisas sobre recuperacao das areas degradadas no Estado de Sao

Paulo, considerando, sobretudo, a conservagao e¢/ou restauragao da biodiversidade, associadas
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aos processos de licenciamento ambiental e o estimulo aos programas de reflorestamento,
constitui-se hoje um dos desafios estabelecidos nos principais programas de politicas publicas
da Secretaria de Estado do Meio Ambiente de Sdo Paulo. Dentre as espécies a serem
utilizadas no reflorestamento do estado de Sao Paulo de acordo com as resolucdes SMA 21 de
21/11/2001, SMA 47 de 26/11/2003 ¢ SMA 8 de 07/03/2008 da secretaria de meio ambiente,
destacamos a Cariniana estrellensis (jequitibd branco) por sua importancia ecologico-

econdmica (http://www.ambiente.sp.gov.br/contAmbientalLegislacaoAmbiental.php).

1.3. Fragmentacio e Efeitos genéticos
Os processos de desmatamento de florestas tropicais tém sido intensos nas ultimas

décadas. A devastagdo de florestas tropicais no mundo foi estimada em 9,4 milhdes de
hectares por ano, dos quais 2,3 milhdes correspondem as florestas tropicais imidas no Brasil
(FAO, 2001). A exploragdo intensiva da madeira e mudancas no uso da terra pela agricultura
e ocupagao urbana sdo os principais fatores responsaveis pela perda florestal (Salgueiro et al.,
2004). Na Mata Atlantica, como descrito anteriormente, a maior parte dos remanescentes
florestais, especialmente em paisagens intensamente cultivadas, encontra-se na forma de
pequenos fragmentos, altamente perturbados, isolados, pouco conhecidos e pouco protegidos
(Viana, 1995).

Segundo Viana & Tabanez (1996), a fragmentacdo florestal, um dos principais
resultados do avango do desmatamento, ¢ a modificacdo de uma grande extensdo de habitat
em areas menores, incluindo fragmentos de diferentes tamanhos, formas, grau de isolamento,
tipo de vizinhanga e historico de alteracdes, o que compromete a conservacao da diversidade
bioldgica presente nestas areas.

As respostas das espécies vegetais ao processo de fragmentagdo sdo altamente
variaveis, dependendo de suas caracteristicas ¢ das alteragdes ambientais ocorridas (Lowe et
al., 2005). Essas mudangas afetam de forma diferenciada os parametros demograficos de
mortalidade e natalidade de diferentes espécies e, portanto, a estrutura e dindmica de
ecossistemas. No caso de espécies arboreas, a alteracdo na abundancia de polinizadores,
dispersores, predadores e patdgenos alteram as taxas de recrutamento de plantulas; e os
incéndios ¢ mudangas microclimaticas, que atingem de forma mais intensa as bordas dos
fragmentos, alteram as taxas de mortalidade das &rvores (Viana & Pinheiro, 1998). Também,
entende-se que o maior impacto da fragmentacdo florestal seja a reducdo dos habitats e o
consequente desaparecimento ou perda da biodiversidade regional de vérias espécies,

comprometendo o patrimonio genético nesses ecossistemas, componente que fornece o
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material basico para selecao natural e, portanto, para a evolugdo de todas as espécies (Pinto et
al., 2004; Collevatti et al., 2001; Viana, 1995).

Em face dessa situacdo, avaliar os efeitos que a fragmentacdo de habitat possui sobre a
diversidade e estrutura genética das espécies animais e vegetais tornou-se fundamental para
que medidas efetivas de conservagao sejam tomadas. Dentro desse referencial conceitual, a
questdo genética adquiriu importancia destacada nos projetos de restauracdo ecologica,
passando-se a considerar que € preciso conservar um pool genético (conjunto de genes)
caracteristico da espécie, que representem boa parte das variagdes intrinsecas a mesma (Jones,
2003).

Fragmentos florestais pequenos, isolados e ndo sustentaveis devem ser considerados
como remanescentes de uma rica e ameagada biodiversidade e, portanto, merecedores de uma
abordagem séria, priorizando o manejo e conservagdo destas unidades (Viana, 1995). Nessa
perspectiva, Rodrigues et al. (2009) ressaltam que o simples isolamento e prote¢ao destes
remanescentes podem ndo ser suficientes para garantir a conservacdo plena de sua
biodiversidade, incluindo o patrimonio genético. Segundo esses mesmos autores, 0s
fragmentos florestais juntamente com as dareas naturais protegidas poderiam adquirir uma
nova funcdo ambiental: a de fornecer material genético com alta diversidade floristica e
genética para a recuperacdo florestal das areas de seu entorno imediato, o que aumentaria a
conectividade com os demais fragmentos do entorno e consequentemente reduziria a
probabilidade de que eventos ambientais imprevisiveis venham a eliminar parte significativa
das espécies e de seu patrimdnio genético.

Contudo, a sobrevivéncia e manutencdo de populacdes fragmentadas de espécies
arboreas dependerdo da definicdo de estratégias adequadas de manejo dos remanescentes
florestais. Para que essas estratégias sejam efetivas ¢ fundamental primeiramente entender e
quantificar os principais efeitos populacionais e genéticos da fragmentagao (Martins et al.,
2008).

Particularmente, a variabilidade genética pode exercer papel decisivo na sobrevivéncia
das espécies quando ha alteragao repentina do ambiente, tal como decorrentes das mudancas
climaticas globais, e passardo a ter cada vez mais participagdo significativa como agente
determinante do sucesso das agdes de restauracdo ecologica. Quando os individuos de uma
espécie apresentam base genética estreita, ou seja, pouca variabilidade genética, os mesmos
serdo certamente mais sensiveis a pragas, doencas e estresses ambientais, tendo menores
chances futuras de sobrevivéncia (Ellstrand & Elam, 1993).

A perda de diversidade genética provocada pela fragmentacao florestal ¢ decorrente do

isolamento de populacdes em pequenos remanescentes, que podem conter um ndmero
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limitado de individuos reprodutivos, afetando a densidade populacional e os principais
processos evolutivos como deriva genética, fluxo de genes, selecdo natural e sistema de
reproducdo (Young & Boyle, 2000). Além disso, o processo de fragmentagdo, em um cenario
mais drastico, pode isolar reprodutivamente as populagdes e aumentar a estrutura genética
espacial intrapopulacional.

Em suma, se populacdes fragmentadas permanecerem pequenas e isoladas por muitas
geracdes, poderd haver um aumento da endogamia, da deriva genética e da divergéncia
genética entre populagdes, devido a ocorréncia de cruzamentos entre os poucos individuos
remanescentes e a limitagdo do fluxo de genes via pdlen e sementes entre os fragmentos. A
principal consequéncia desses processos ¢ a redu¢do da diversidade genética. Em ultimo caso,
a perda de diversidade genética pode resultar na reducdo da adaptabilidade de populagdes
remanescentes ¢ na extingao da espécie (England et al., 2002).

A avaliacao das consequéncias da reducdo e isolamento de populagdes naturais ¢ uma
tarefa complexa porque a maior parte da fragmentacdo do habitat tem ocorrido sobre um
periodo de tempo (cerca de 100-200 anos) considerado curto em relagdo ao tempo de geragao
de muitas espécies arbdreas, podendo impossibilitar a deteccdo de efeitos decorrentes da ac¢ao
da deriva genética aleatoria (Williams et al., 2007). Em parte, isto pode ser a explicagdo para
os resultados de alta diversidade genética em populagdes arboreas fragmentadas (Young et al.,
1993; Muir et al., 2004; Bacles et al., 2005, Victory et al., 2006). Por outro lado, também ¢
possivel que a fragmentagdo favoreca o fluxo de polen mediado pelo vento através da
paisagem fragmentada, mantendo assim os niveis de diversidade genética em pequenos
fragmentos isolados (Young et al., 1993; Bacles et al., 2005).

Embora a fragmentacdo seja um disturbio comum nas florestas tropicais, o
entendimento dos seus efeitos sobre o fluxo génico, sistema de reprodugdo e diversidade
genética ainda ¢ pobre (Nason & Hamrick, 1997; White et al., 2002; Lowe et al., 2005;
Barreira et al., 2006; Martins et al., 2008; Bittencourt & Sebbenn, 2009; Moura et al., 2009;
Gaino et al., 2010). Portanto, o entendimento de como a fragmentacdo do habitat afeta os
processos ecologicos que envolvem populacdes de animais e plantas € como isto pode
influenciar as espécies e sua persisténcia no habitat em longo prazo ¢ um dos maiores desafios
para bidlogos evolutivos, ecologos e bidlogos da conservagdo e enfatiza a importancia do
presente estudo.

De acordo com Sebbenn et al. (2011), estudos da diversidade genética, fluxo génico
contemporaneo, sistema de reproducdo e distribui¢do espacial de genodtipos em populagdes
fragmentadas sao fundamentais para entendimento detalhado das consequéncias desses

processos sobre as populacdes remanescentes, permitindo o delineamento de estratégias para
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a conservagao in situ € ex situ, bem como para a coleta de sementes em arvores matrizes para

fins de recuperacao ambiental.

1.4. Fluxo génico
A paisagem ¢ uma unidade heterogénea que retine um complexo interativo de sub-

unidades geralmente compostas por ecossistemas nativos e outras classes de uso da terra
(Fahrig, 2003). Os fatores principais capazes de interferir na dinamica de fragmentos
florestais sdo: tamanho, forma, grau de isolamento, o tipo de vizinhanca e o histérico de
perturbagdes desses fragmentos. A analise desses fatores ¢ fundamental para identificar
estratégias conservacionistas e prioridades para a pesquisa, visando proteger a biodiversidade
remanescente. Sendo assim, a conectividade pode ser definida como a capacidade da
paisagem de permitir fluxos bioldgicos de organismos, sementes e graos de poélen (Urban et
al., 1987). Varios estudos empiricos tém mostrado a importancia da conectividade em
processos de recolonizagdo apods extingdo local e na manutencao de uma metapopulacdo em
paisagens fragmentadas (Metzger, 1999).

Nessa perspectiva, o conceito de conectividade € essencial, j& que as espécies
sobrevivem em habitats fragmentados (ou heterogeneamente dispersos na paisagem) e
dependem da sua capacidade natural para atravessar as unidades da matriz. A matriz ¢ uma
unidade heterogénea da paisagem que controla sua dindmica (Forman, 1995). Em geral, essa
unidade pode ser reconhecida por recobrir a maior parte da paisagem (¢ a unidade dominante
em termos de recobrimento espacial) ou por ter maior grau de conexdo em uma area (um
menor grau de fragmentacao), influenciando na conectividade da paisagem e alterando a
capacidade dos individuos de encontrarem recursos dispersos pelo ambiente (Adriaensen et
al., 2003; Baum et al., 2004).

Especificamente em populacdes de plantas, a conectividade ¢ determinada pelo fluxo
génico entre elas (Sork & Smouse, 2006). Fluxo génico ¢ definido como o movimento de
alelos em populagdes e, portanto, inclui todos os movimentos de gametas, propagulos e
individuos que efetivamente trocam alelos na distribui¢do espacial (Neigel, 1997). Em plantas
a transferéncia de genes pode ocorrer tanto pelo movimento de organismos individuais
(sementes, rizomas, estoldes), como pelo movimento de gametas (polen) (Zucchi, 2002).

Movimento de genes mediado por polen ¢ frequentemente importante para promover a
diversidade genética dentro e entre populagdes de plantas. J4 a dispersdo de sementes ¢ fator
determinante para colonizagdo de novos locais, extingdo de populagdes locais e migragao

entre subpopulacdes vizinhas (Barluenga et al., 2010). O transporte de pélen ou sementes
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pode aumentar a multiplicidade genética da populacdo, se os genes presentes em uma
populagdo migrarem para outra que ndo os possuam, diminuindo a diferenciacdo genética

entre populagdes (Finkeldey, 1998) (Figura 2).
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de plantas condicionadas pelo movimento limitado de sementes e graos de pdlen (fluxo

génico) entre elas. Fonte: Arquivo pessoal.

Plantas sd3o organismos sésseis e, portanto, dependentes de agentes polinizadores e
dispersores de sementes para alcangar o sucesso reprodutivo. Consequentemente foram
selecionados, ao longo do curso evolutivo, flores e frutos capazes de atrair polinizadores e
dispersores de sementes de locais distantes (Ghazoul, 2005). Muitas espécies arboreas
possuem meios efetivos de dispersdo de genes e com isso mantém altos niveis de variagdo
genética dentro das populagdes com pouca diferenciacdo genética entre populagdes (Hamrick
et al., 1979; Hamrick, 1983; Loveless & Hamrick, 1984; Hamrick & Godt, 1990).

De um modo geral, plantas que dispersam suas sementes pelo vento, ingestdo animal
ou através de aderéncia a animais mantém niveis de variagdo mais altos dentro de suas
populacdes que espécies com outros mecanismos menos eficientes de dispersdo de sementes.
Espécies com sementes explosivas ou aquelas com sementes que se dispersam pela gravidade
sdo as que, em regra, apresentam menor variacao intrapopulacional (Cavalli & Winge, 2003).

Ghazoul (2005) menciona que o fluxo génico entre populacdes fragmentadas e
amplamente separadas pode ser sustentado se polinizadores forem capazes de se movimentar
através de longas distancias. Grandes abelhas e beija-flores sdo capazes de atravessar varias
centenas de metros (Jennersten, 1998; Schulke & Waser, 2001; Dick et al., 2003) e morcegos

varios quilometros (Law & Lean, 1999) de terreno com recursos escassos de modo que as
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plantas polinizadas por estes grupos podem ser menos suscetiveis ao declinio reprodutivo
induzido pela fragmentacao.

Assim, a estrutura genética de populagdes de espécies arbéreas estd intimamente
relacionada com a capacidade de dispersdo da espécie. De acordo com Burczyk et al. (2004),
em populagdes de plantas o fluxo génico intenso pode efetivamente contrapor os efeitos
detrimentais da deriva genética ou selecdo direcional e ser a origem de novos alelos. Contudo,
muito da endogamia observada dentro de populacdes naturais de espécies florestais ¢
determinada pela distancia e taxa com que os genes migram dentro e entre populacdes (Coles
& Fowler, 1976).

Segundo Sork et al. (2002), para o manejo e conserva¢do de populagdes arboreas ¢
muito importante conhecer as distdncias de dispersdo efetiva do polen e sistema de
cruzamento em funcdo da densidade de arvores. A redu¢do no tamanho das populagdes,
associada a baixa densidade populacional favorece a ocorréncia de baixo numero de
individuos reprodutivos e se 0 movimento dos vetores de polinizagdo e dispersdo de sementes
também for reduzido pela fragmentagdo, entdo os fragmentos se tornam unidades
geneticamente ¢ demograficamente isoladas de pequenos tamanhos efetivos, tornando as
espécies vulneraveis a extingao local (Nason & Hamrick, 1997).

Portanto, a intensidade do fluxo génico entre as populagdes pode ser considerada
como o elemento-chave para predizer os efeitos da fragmentacdo. Com altas taxas de fluxo
génico, pouca variabilidade genética sera perdida nos fragmentos em niveis individuais e na
espécie como um todo. Por outro lado, se as taxas de fluxo génico sdo reduzidas abaixo dos
niveis anteriores a fragmentacdo, entdo a estrutura genética entre fragmentos aumentard e a
variabilidade genética dentro destes diminuird (Hamrick, 2004). Nesse contexto,
investigagdes sobre as distancias e os niveis de dispersdo de pdélen e sementes em paisagens
fragmentadas, podem auxiliar no entendimento do fluxo génico entre fragmentos e na
manuten¢do da variabilidade genética dentro de cada fragmento.

O fluxo génico pode ser quantificado por medidas diretas e indiretas através de
estudos genéticos baseados em dados de marcadores moleculares. Os métodos indiretos
baseiam-se nas analises da estrutura genética de populagdes (estimativas de Fsr, alelos
privados e auto-correlagdo espacial) e referem-se ao fluxo génico histdrico (passado). Os
métodos diretos referem-se ao fluxo génico contemporaneo (atual) e sdo inferidos através das
analises de parentesco (maternidade e paternidade) (Ouborg et al., 1999; Zucchi, 2002;
Ashley, 2010).

As andlises de parentesco consistem na utilizacdo de locos génicos para identificar o

mais provavel parental de um conjunto de candidatos (Hamrick & Schnabel, 1985). O
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procedimento basico para este tipo de analise consiste em determinar os gen6tipos de todos os
adultos reprodutivos da populacdo sob consideragdo e compara-los com os genotipos de uma
amostra representativa de progénies oriundas de polinizacdo natural e/ou plantulas
estabelecidas in situ (Ouborg et al., 1999). Por meio de métodos de méxima verossimilhanga
(Meagher & Thompsom, 1987) ou formas de analises de exclusdao de paternidade (Devlin et
al., 1988; Devlin & Ellstrand, 1990) pode ser possivel identificar o provavel parental (paterno
e/ou materno) de cada individuo juvenil. Uma vez que o parental paterno do individuo ¢
identificado, o padrao do movimento de polen dentro da area estudada pode ser determinado.
Ja a frequéncia de individuos que carregam alelos encontrados nos juvenis, mas ndo na
populagdo parental, corresponde a estimativa da dispersdo de sementes realizadas na
populacao (Ouborg et al., 1999).

Este método de estimagdo do fluxo génico ¢ extremamente atrativo, pois permite
identificar os provaveis pais envolvidos nos cruzamentos, conhecer sobre o sucesso
reprodutivo dos individuos, detectar contaminacao de polen externo e inferir sobre os padroes
de dispersdo do polen e sementes (Lian et al., 2001; Wang, 2004; Robledo-Arnuncio & Gil,
2005). A resolugdo deste procedimento ¢ dependente do numero de locos polimorficos,
numero de alelos por loco, frequéncia alélica e nimero de pais potenciais (Zucchi, 2002).

Recentemente, a determina¢do da dispersdo contemporianea de polen e sementes
dentro de populagdes arboreas tem sido eficientemente conduzida com base em marcadores
genéticos altamente polimorficos, como microssatélites (Sato et al., 2006; Bittencourt &
Sebbenn, 2007; Garcia et al., 2007; Bacles & Ennos, 2008; Geng et al., 2008; Lacerda et al.,
2008; Carneiro et al., 2009; Nakanishi et al., 2009; Barluenga et al., 2010; Collevatti et al.,
2010; Gaino et al., 2010; Moraes & Sebbenn, 2010; Braga & Collevatti, 2011; Buschbom et
al., 2011; Sebbenn et al., 2011).

A quantificagdo dos padroes de dispersao de pdlen e sementes também podera
contribuir para o entendimento dos impactos de mudancas climdticas sobre a distribui¢ao de
espécies arboreas tropicais (Dick et al., 2008). Em espécies arboreas o movimento do pdlen
pode ser bastante extensivo para permitir a troca de variacdo genética adaptativa em resposta
as mudancas nas condig¢des climaticas (Hamrick, 2004). Entretanto, devido a colonizacao de
novas areas somente ocorrer através da dispersdo de sementes, a compreensdao do movimento
potencial das sementes ajudard a predizer se populagdes de plantas serdo capazes de se
expandir por meio da migragdo em habitats adequados ao longo das geragdes seguintes
(Hamrick, 2004).

Em suma, pesquisas envolvendo estimativas da dindmica espacial e temporal do fluxo

de polen e sementes, que considerem as caracteristicas da paisagem remanescente, sao
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fundamentais para predizer as mudancas genéticas causadas pela fragmentacdo em
populagdes de espécies arboreas tropicais (Hamilton, 1999) e promover uma conservacao

efetiva dos remanescentes florestais.

1.5. Sistema de reproducio
Em estudos de genética populacional, o conhecimento do sistema reprodutivo ¢ de

extrema importancia, pois os padrdes de cruzamentos influenciam a quantidade e distribui¢ao
da variabilidade genética e, portanto, os processos evolucionarios em populagdes naturais
(Ritland & Jain, 1981; Hedrick, 1990). De acordo com Wright (1921), o sistema de
reproducao refere-se a forma como um individuo, populacdo ou espécie transfere suas
informagdes genéticas de uma geragdo para outra, podendo ser assexuado ou sexuado.

As plantas, ao longo de sua evolugdo, tém se adaptado para diferentes formas de
reproducdo assexuada e sexuada. A reproducdo assexuada pode ser classificada em duas
grandes categorias: reproducao vegetativa e reproducdo apomitica. Em ambos os casos nao ha
a participacdo de gametas, a descendéncia ¢ gerada a partir de tecidos de um unico organismo
somente por divisdes mitdticas e, portanto, todas as células resultantes tém a mesma
constitui¢do genética. Assim, excetuando-se os casos em que ocorram mutagdes somaticas, a
constituicdo genética de uma populacdo propagada assexuadamente tende permanecer
constante e igual a dos genitores (Cavalli, 2003; Karasawa et al., 2009).

Entretanto, a reproducdo de vegetais superiores geralmente envolve o processo sexual,
onde dois individuos produzem gametas de tipos opostos que se fundem e formam um zigoto,
originando uma descendéncia com diferentes genotipos multilocos (Finkeldey, 1998).
Segundo Richards (1997), este modo de reproducdo se fundamenta em dois principios: gerar
variabilidade por meio da recombinacdo, segregacdo e fusdo sexual (singamia), € promover a
migragdo génica pela troca e incorporacao de genes.

Os sistemas de reproducao sexuada vegetal podem ser divididos em trés classes
principais quanto a forma de cruzamento: alégamas, autdgamas e mistas (Fryxell, 1957). O
processo conhecido como alogamia pode envolver o cruzamento entre diferentes individuos,
bem como a transferéncia de podlen entre diferentes flores de uma mesma planta
(geitonogamia). Na autogamia verifica-se a fusdo dos gametas masculinos e femininos de uma
mesma flor (autofecundacao). No sistema misto, por sua vez, os dois processos anteriores sao
detectados, com predominancia de um deles, conforme a relagdo entre as taxas de cruzamento

e autofecundagao (Wendt, 2005).
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Segundo Finkeldey (1998), os possiveis eventos reprodutivos que podem ocorrer entre
os membros de uma populacdo estdo relacionados ao sistema sexual da planta ou espécie
(dioicia, monoicia ou hermafroditismo). As espécies didicas, por exemplo, s6 se reproduzem
por cruzamentos (alogamia), visto que os gametas masculinos e femininos sdo produzidos
sempre em individuos diferentes. J4 na monoicia, a separagdo espacial dos sexos dentro de um
mesmo individuo favorece a fertilizagdo cruzada, mas ndo impede a ocorréncia de
autofecundag@o. A polinizacdo em plantas hermafroditas pode levar a ocorrer misturas de
cruzamentos e autofecundacao.

Nas florestas tropicais, o sistema sexual predominante ¢ o hermafroditismo, sendo
seguido pela dioicia, enquanto nas temperadas predomina a monoicia (Raven et al., 2001).
Estima-se que a unissexualidade ocorra em 10 % das espécies de Angiospermas. Estas
espécies unissexuais estdo distribuidas entre 75 % das familias, sugerindo que tenham surgido
por eventos evolutivos independentes (Santos, 2003). Segundo esse mesmo autor, a
unissexualidade evoluiu como um sistema promotor da alogamia, a qual evita os efeitos
deletérios do endocruzamento e promove a heterozigosidade, aumentando assim a
variabilidade genética e, consequentemente, gerando vantagem adaptativa.

Bawa (1974), estudando o sistema de reproducdo em espécies arboreas tropicais na
floresta tropical semidecidua da Costa Rica, através de polinizag¢do controlada e observagdes
da biologia floral, verificou que, de 130 espécies, 14 % eram autocompativeis, 54 % auto-
incompativeis, 68 % hermafroditas, 22 % didicas e 10 % mondicas. Os resultados de Bawa
mostraram claramente as estratégias adotadas pelas espécies florestais para evitar a
autofecundagdo e forgar o cruzamento, consequentemente, forgar a recombinacao, permitindo
desse modo, a manutencao de alta variabilidade genética nas populagdes.

Em sintese, 0 modo de reprodugdo (sexual ou assexual) e o sistema de cruzamento
(autogamia, alogamia ou misto) que cada espécie apresenta tém um efeito marcante na
composicdo genética de suas populacdes (Finkeldey, 1998). Ambos exercem controle na
distribuicdo das frequéncias genotipicas e afetam o potencial de recombinagdo das
populacdes, podendo moderar ou acelerar a taxa em que novas combinagdes gé€nicas sdo
produzidas (Zanettini & Cavalli, 2003). Neste aspecto, Allard (1999) pontua que a
determinagdo da forma preferencial de acasalamento nas plantas ¢ importante para o correto
delineamento dos métodos de melhoramento e conservagdo genética a serem aplicados a
espécie estudada, ja que estas estratégias diferem de acordo aos sistemas reprodutivos.

Segundo Allard (1999), sdo consideradas espécies al6gamas todas aquelas que
apresentarem nivel de cruzamento superior a 90 %, enquanto as autdégamas correspondem as

espécies que possuem até 10 % de cruzamento. Por sua vez, todas as espécies que se
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reproduzem utilizando os sistemas sexuais aldgamo e autdégamo simultaneamente sao
consideradas como sendo espécies mistas. Estas espécies apresentam taxas de cruzamentos
que variam de 10 at¢ 90 % dependendo das condi¢des ambientais e da frequéncia de
polinizadores (Allard, 1999). Goodwillie et al. (2005) sugerem que esta forma de reprodugao
seja comum entre angiospermas e gimnospermas compreendendo, em média, 80 % ou mais.

O sistema misto de reproducdo prediz variabilidade genética intermediaria entre
espécies de autofecundagdo e de reproducdo cruzada (Loveless & Hamrick, 1984). Espécies
que permitem um elevado nivel de autofecundagdo devem ter um excesso de homozigotos,
podendo apresentar niveis relativamente altos de diferenciacao entre populacdes, resultante da
deriva genética (Dick et al., 2008). Além disso, espera-se que populacdes autdogamas, em
decorréncia do elevado nivel de homozigose, ndo apresentem variabilidade potencial dentro
de populagdes, pois as mutagdes que surgem sdo eliminadas mais rapidamente que nas
alogamas, o que pode limitar sua capacidade de responder as alteragdes ambientais (Karasawa
et al., 2009).

Segundo Hamrick & Loveless (1986), o sistema de reproducdo, junto com o
mecanismo de dispersdo de pdlen e sementes, determina parte da estrutura genética de
populagdes. De modo geral, espécies que apresentam ampla distribuicdo geografica, geragdes
longas, polinizacdo pelo vento, sistema de reproducdo por cruzamentos, longo tempo de
fecundidade e ocorrem em estagios finais de sucessdo, tendem a manter maiores niveis de
variabilidade genética do que espécies com outras combinagdes destes fatores (Hamrick et al.,
1979; Hamrick, 1983; Loveless & Hamrick, 1984).

Contudo, visto que as plantas t€ém pouco ou nenhum controle direto sobre o ambiente
em que vivem, as taxas de cruzamentos podem variar em resposta a uma série de fatores que
afetam os eventos de polinizacdo cruzada (Eckert et al., 2009). Diversas variaveis ecoldgicas
tém sido propostas como fatores que podem afetar os padrdoes de acasalamento em espécies
arboreas, como por exemplo, o isolamento espacial (Cascante et al., 2002; Fuchs et al., 2003),
a fenologia de floracdo (Oddou-Muratorio et al., 2006), densidade de plantas (Murawski &
Hamrick, 1991) e, a atividade dos polinizadores (Hirao et al., 2006).

Segundo Eckert et al. (2009), existem fortes evidéncias de que intervengdes antropicas
podem afetar de forma negativa os padrdes de acasalamento em plantas. Alteracdes antropicas
na densidade de populagdo de plantas reprodutivas, por exemplo, podem afetar o sistema
reprodutivo de arvores e resultar em um aumento da autofecundagdo e cruzamentos
correlacionados (Robledo-Arnuncio et al., 2004). O aumento da autofecundagdo em arvores

isoladas espacialmente pode resultar em endogamia na descendéncia e ao longo de sucessivas
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geragdes ocasionar uma diminui¢do da aptidao da populagdo, devido a depressao endogamica
(Nason & Hamrick, 1997).

Neste contexto, estratégias de conservacdo devem exigir conhecimentos sobre os
niveis das taxas de fecundacdo cruzada, cruzamentos correlacionados, cruzamentos entre
parentes e autofecundacao, pois estes afetam a diversidade genética das novas geracoes e,
consequentemente, determinam a capacidade de resposta de uma espécie a perturbagdo
antropica. Ainda Hall et al. (1996), ressaltam que estudos sobre sistema de acasalamento sdo
importantes determinantes do tamanho efetivo populacional, pardmetro este de importancia
critica para elaboracao dos planos de conservacao.

Os métodos tradicionais para avaliagdo do sistema reprodutivo baseiam-se na
observacdo dos cruzamentos ¢ do comportamento dos agentes polinizadores, no exame da
morfologia floral das plantas e de resultados de experimentos de polinizacdo controlada. Esses
métodos fornecem indicagdes sobre o sistema reprodutivo de uma espécie, mas ndo permitem
uma medida direta do sucesso reprodutivo de populagdes (Paiva et al., 1994).

Com o advento dos marcadores moleculares, as taxas de cruzamentos puderam ser
estimadas mais efetivamente do que pelos métodos tradicionais (Bawa, 1976). Segundo
Ritland (1983), um método mais acurado e realista sobre a taxa de cruzamentos pode ser
obtido pelo exame dos padroes de segregagdo de progénies derivadas de um gendtipo materno
conhecido. Isto pode ser facilmente feito se progénies de polinizacdo natural e o seu
respectivo genétipo materno forem acessados com marcadores codominantes como
isoenzimas, RFLP e SSR.

No Brasil, as taxas de cruzamento de diversas espécies ja foram estudadas utilizando
marcadores isoenzimaticos (Genipa americana, Sebbenn et al., 1998; Cariniana legalis,
Sebbenn et al., 2000; Esenbeckia leiocarpa, Seoane et al., 2001; Copaifera langsdorfii,
Oliveira et al., 2002; Chorisia speciosa, Souza et al., 2003; Senna multijuga, Ribeiro &
Lovato, 2004; Caesalpinia echinata, Neto et al., 2005; Eschweilera ovata, Gusson et al.,
2006; Couratari multiflora, Lepsch-Cunha, et al., 2011) e marcadores microssatélites
(Caryocar brasiliense, Collevatti et al., 2001; Theobroma grandiflorum, Alves et al., 2003;
Euterpe edulis, Seoane et al., 2005; Solanum lycocarpum, Martins et al., 2006; Hymenaea
courbaril, Lacerda et al., 2008; Feres et al., 2009; Copaifera langsdorffi, Manoel, 2011;
Tabebuia roseo-alba, Feres, 2009).

Embora algumas pesquisas sobre o sistema de cruzamento em espécies arboreas
tropicais tém sido realizadas, estudos genéticos similares em Cariniana estrellensis, espécie

alvo do presente estudo, ainda nao foram efetuados. De acordo com o exposto, esse tipo de
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estudo ¢ fundamental para o conhecimento genético de uma espécie quando se objetiva sua

conservagdo e/ou seu melhoramento genético.

1.6. Tamanho efetivo populacional
A diversidade genética intrapopulacional depende principalmente do tamanho da

populagdo (N). Populagdes com pequeno numero de individuos, normalmente, estdo mais
sujeitas a fatores evolutivos como deriva genética e endogamia, exibindo uma menor
variabilidade genética e, consequentemente, um potencial adaptativo mais limitado (Futuyma,
1992). A avaliagdo da representatividade genética de amostras pode ser feita através do
tamanho efetivo populacional (N,) que € um parametro crucial para o julgamento do impacto
da deriva sobre a estrutura genética de populagdes (Moraes, et al., 1999).

O tamanho efetivo pode ser definido como o tamanho de uma populagdo idealizada na
qual todos os individuos tém igual probabilidade de contribuir com gametas para a proxima
geracdo, podendo gerar a mesma quantidade de endogamia ou variancia nas frequéncias
alélicas como a observada na populagcdo sob consideracdo (Wright, 1931; Treuren, 1959;
Kimura & Crow, 1963; Crow & Kimura, 1970; Caballero, 1994).

Em termos praticos, esse parametro refere-se ao nimero de individuos geneticamente
diferentes que compdem uma amostra ¢ que efetivamente participam para a formagao da
proxima geracdo. Ele pode ser definido com relagdo ao pardmetro genético de interesse.
Assim, a definicdo em funcdo da endogamia recebe a denominacgdo de “tamanho efetivo de
endogamia” e refere-se a populagdo parental (ou avoés), enquanto a definicdo em funcdo da
variancia nas frequéncias alélicas ¢ conhecido como “tamanho efetivo de variancia”, estando
diretamente relacionado as populagdes de progénies (Kimura & Crow, 1963).

Em adicdo, cabe ressaltar que o tamanho efetivo ¢ sempre determinado em relagdo a
uma populacdo de referéncia ideal. A populagado ideal consiste de uma populagdo de tamanho
infinito, subdividida em infinitas subpopulagdes de cruzamentos aleatoérios, cada uma com
nimero (N) constante de individuos reprodutivos por geracdo. Em cada subpopulagdo, todos
os individuos sobrevivem do nascimento a fase adulta e tém iguais chances de procriar, pois
produzem um infinito nimero de gametas masculinos e femininos dentro de um grande
conjunto, do qual apenas 2N gametas sao aleatoriamente amostrados e unidos para para
produzir N zigotos da seguinte gera¢do. Mudangas sistematicas nas frequéncias alélicas
(selecdo) sdao excluidas nessa populagdo idealizada, as geracdes ndo se sobrepdem e apenas

locos autossomais sao considerados (Caballero, 1994).
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Entretanto, ¢ muito improvavel que populacdes reais, sejam elas naturais ou nao,
estejam em conformidade com todas as simplificagdes feitas para a populacdo idealizada.
Sendo assim, o tamanho efetivo populacional (N.) pode diferir muito do tamanho censo (&)
de uma populagio, sendo usualmente muito menor (Wright, 1938). A diminuicdo do tamanho
efetivo da populagdo €, portanto, um dos principais responsaveis pela perda de variabilidade
em populagdes ameacgadas de extingdo (Solé-Cava, 2001). Contudo, as diferengas entre os
tamanhos censo (N) e efetivo (N.) dependem de peculiaridades reprodutivas de cada espécie.

Disparidades entre esses parametros podem ocorrer quando apenas uma fracdo da
populagdo participa da reprodugdo. Se, por exemplo, em uma populacdo de plantas alguns
individuos florescem e outros ndo, os poucos individuos que se reproduzem contribuem
desproporcionalmente as geragdes subsequentes, podendo ocorrer aumento da deriva genética
(Treuren, 1959; Futuyma, 1992). Além disso, numero desigual de machos e fémeas,
sobreposi¢dao de geragdes, acasalamentos ndo aleatdrios, fertilidade diferencial e flutuagdes
em tamanhos populacionais, entre outros fatores, contribuem para que o tamanho efetivo (N.)
das populagdes sejam menores do que seu tamanho censo (N) (Barret & Kohn, 1991;
Futuyma, 1992; Lawrence & Marshall, 1997).

Uma questdo comumente levantada ¢ a que diz respeito ao tamanho efetivo ideal que
se deve procurar atingir para a conservacdo de uma espécie. Nesse sentido, diferentes
consideracdes a respeito de um N, minimo tém sido relatadas na literatura. O tamanho efetivo
de 50 tem sido sugerido por Frankel & Soulé¢ (1981) como suficiente para evitar os danos da
depressao por endogamia no curto prazo (até 10 geragdes). Ja para o propdsito de manter
grande proporcao da variagdo genética de uma populagdo por longo tempo, Franklin (1980)
sugeriu o tamanho efetivo de 500. Por outro lado, Lande (1995) estimou que o tamanho
efetivo de 5.000, em vez de 500, seria necessario para minimizar os efeitos da deriva genética
e manter uma alta variagdo genética nas populacdes, podendo servir como um reservatdrio
para futuras adaptacdes da espécie em resposta aos processos de selecdo natural e evolucao
das condi¢des ambientais. Lynch (1996), por sua vez, determinou o tamanho efetivo de 1.000
para manter o potencial adaptativo e sobrevivéncia de uma populagao.

A idéia geralmente aceita, contudo, ¢ que um N. menor do que 50 ¢ vulneravel ao
efeitos imediatos da depressdo por endogamia (Rieman & Allendorf, 2001). Nunney &
Campbell (1993), tém sugerido utilizar como referéncia os valores de 50 e 500 multiplicados
por duas a quatro vezes, € para algumas espécies possivelmente por mais, para compensar as
diferengas genéticas, reprodutivas e demograficas das popula¢des naturais em relacdo a

populagdo ideal hipotetizada.
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Em suma, o tamanho efetivo populacional ¢ um parametro muito importante nas
atividades de preservagdo de germoplasma, coleta de sementes e conservagao genética in situ,
auxiliando projetos de manejo e conservagdo genética das espécies (Vencovsky, 1987;
Sebbenn, 2002; Sebbenn, 2003). Segundo esses mesmos autores, informacdes a respeito da
representatividade genética dos individuos adultos e juvenis de uma populacao (N.) sao
importantes para a maximizagdo das atividades de coleta de sementes, permitindo, entdo,
calcular o niimero de matrizes a serem amostradas. No enriquecimento da vegetagdo ou
recuperagdo de areas, a coleta de sementes a partir deste principio proporcionard infinitas

novas recombinagdes genotipicas na populagdo, elevando o potencial evolutivo.

1.7. Marcadores microssatélites (SSR)
A analise genética de espécies florestais progrediu com o advento das técnicas

modernas de biologia molecular, surgindo diversos métodos de deteccdo de polimorfismo
genético no DNA, usando-se marcadores moleculares. Por marcador molecular define-se todo
e qualquer fenotipo molecular oriundo de um gene expresso, como no caso de isoenzimas, ou
de um segmento especifico do DNA (relacionado a regides expressas ou ndo do DNA). O
polimorfismo refere-se as diferencas nas sequéncias de nucleotideos ao longo da fita de DNA
observadas entre individuos (Ferreira & Grattapaglia, 1995).

Diversas técnicas tém sido utilizadas para verificar a variabilidade genética no DNA,
destacando-se: RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), SCAR
(Sequence Characterized Amplified Regions), SSR (Simple Sequence Repeats) e, mais
recentemente, polimorfismos de base individual (SNP). Estes marcadores podem diferir
quanto o tipo de heranca, a abundancia dentro do genoma, o nivel de polimorfismo e
informagdo genética detectados, a especificidade dos locos, a reprodutibilidade, os
requerimentos técnicos € o investimento financeiro (Buso et al., 2003).

Entre as classes de marcadores existentes, os microssatélites ou Sequéncias Simples
Repetidas (SSR) constituem uma das classes que mais se aproximam do marcador ideal para
os estudos de genética de populagdes (Rafalski et al., 1996), constituindo uma ferramenta util
na constru¢do de mapas genéticos, analise de paternidade, fluxo génico, diagndstico de
doencas, investigacdo forense, andlise populacional, estudos ecologicos e biologia da
conservagdo (Chase et al., 1996).

Os microssatélites ou SSR consistem de sequéncias curtas de 1 a 6 nucleotideos

repetidas na mesma ordem, encontrados frequentemente e aleatoriamente em todos os DNAs
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nucleares eucaridticos examinados (Tautz & Renz, 1984; Gupta et al., 1996; Oliveira et al.,
2006). Sao considerados marcadores ideais para estudos genéticos em plantas por possuirem
uma série de caracteristicas desejaveis como: distribuicdo ao acaso e ocorréncia em grande
quantidade em genomas de eucariotos; codominancia dos alelos, ou seja, ambos os alelos de
um individuo heterozigoto sdo visualizados no gel; facilidade de deteccao via PCR e alta
diversidade alélica (Dayanandan et al., 1997; Chase et al., 1996; Rossetto et al., 1999).

Segundo FEisen (1999), estes marcadores apresentam uma alta taxa de mutagdo,
variando de 10° a 107 por geragdo, sendo que a maioria das mutacdes é ocasionada por
alteragdes no numero das unidades de repeticdo. Acredita-se que esta instabilidade surge
através de um mecanismo especifico de mutagdo chamado deslizamento (s/ippage) da DNA
polimerase (Tautz & Schlotterer, 1994), que ocorre durante a replicagdo do DNA e conduz ao
aumento ou a diminui¢do do niimero de repeti¢des. Outro motivo pelo qual a taxa de mutagao
¢ alta nos microssatélites ¢ devido ao fendmeno de crossing-over desigual, causado pelo
pareamento erroneo destas sequéncias durante os quiasmas (Eisen, 1999).

Devido a distribuicdo preferencial nas regides ndo codificadoras, os microssatélites
podem nao sofrer acdo da selecdo natural, o que os torna seletivamente neutros ¢ muito uteis
para estudos da genética das populagdes naturais (Eisen, 1999). Entretanto, atualmente sabe-
se que a expansdao no numero de repeticdes pode causar doencas humanas (como a de
Huntington) além de desordens neurodegenerativas que também tém sido associadas a
ampliagdo no nimero de repeti¢des em determinadas regides microssatélites (Oliveira et al.,
2006). Em plantas, microssatélites t€ém ocorrido frequentemente dentro e proximos a genes
(Morgante et al., 2002).

Outra caracteristica muito interessante desses marcadores ¢ sua grande
reprodutibilidade, dado que € possivel obter os mesmos resultados em qualquer laboratorio do
mundo (Cenis, 2000). Cada uma das regides de microssatélites constitui um loco genético e os
diferentes tamanhos de bandas que se podem amplificar constituem os diversos alelos desse
loco. Sendo assim, a compara¢cdo de dados ¢ facilitada pelo fato de que os resultados de
microssatélites se expressam numericamente, mediante o tamanho dos pares de nucleotideos
dos alelos de cada loco (Cenis, 2000).

Segundo Grattapaglia (2001) a grande desvantagem do marcador baseado em SSR ¢ o
custo relativamente alto e a necessidade de conhecimento e infraestrutura em biologia
molecular para o desenvolvimento de sequéncias especificas de primers. Apesar disso, o
elevado custo ¢ facilmente recompensado pela ampla gama de potencialidades de pesquisa e

desenvolvimento que se abrem ao se possuir tal tecnologia para uma determinada espécie.
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No Brasil, o desenvolvimento e o uso de marcadores microssatélites de plantas sdao
recentes e esta sendo empregado em estudos populacionais de espécies florestais como
Caryocar brasilense (Collevatti et al., 1999), Swietenia macrophylla (Lemes et al., 2002),
Ceiba pentandra (Brondani et al., 2003), Oenocarpus bacaba (Lepsch-Cunha et al., 2003),
Copaifera langsdorffii (Ciampi et al., 2000; Gonela, 2005), Hymenaea courbaril (Ciampi et
al., 2008), Araucaria angustifolia (Schmidt et al., 2007), Caesalpinia echinata (Melo et al.,
2007), Eugenia uniflora (Ferreira-Ramos et al., 2007), Tabebuia aurea (Braga et al., 2007),
Butia eriospatha (Nazareno et al., 2011), Anadenanthera colubrina (Feres et al., 2011),
Aspidosperma polyneuron (Ferreira-Ramos et al., 2011), Metrodorea nigra (Guidugli et al.,
2011).

Visando a realizacdo de estudos genéticos que auxiliem na conservacao in situ e ex situ
da espécie florestal Cariniana estrellensis (jequitiba branco), um dos objetivos do presente
trabalho foi realizar o desenvolvimento de marcadores microssatélites para esta espécie. A fim
de verificar a aplicabilidade dos marcadores desenvolvidos para estudos genéticos de outras
espécies da familia Lecythidaceae, estudos de amplificagdo heterdloga para a espécie

Cariniana legalis também foram realizados.

1.8. Consideracdes sobre a espécie

1.8.1. Caracteristicas do género Cariniana

A familia Lecythidaceae ¢ dividida em trés subfamilias: Planchonioideae,
Foetidioideae e Lecythidoideae. Possui distribui¢ao pantropical, com 440 espécies descritas
em 20 géneros (Morton et al.,, 1997), sendo que cerca de 200 espécies da subfamilia
Lecythidoideae tém distribuicdo exclusivamente neotropical e formam possivelmente um
taxon monofilético (Prance & Mori, 2004; Mori et al., 2007). Segundo Mori & Prance (2006),
as Lecythidaceae neotropicais estdo entre as mais espetaculares plantas do mundo devido as
suas flores vistosas e seus grandes frutos, podendo ser encontradas desde o norte do México

até o sul do Paraguai (Figura 3).
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Figura 3. Area de distribui¢io das Lecythidaceae neotropicais. Fonte:

http://sweetgum.nybg.org/lp/index.php.

Cariniana Casar. ¢ um género pertencente a esta familia e foi nomeado em 1842, ap6s
a viagem de Cassareto para o Brasil (Leite, 2007). No entanto, o género foi reconhecido por
apenas poucos botanicos apos sua publicacdo e espécies de Cariniana foram geralmente
publicadas em Couratari Aubl. Durante um longo periodo, a distingdo entre Cariniana e
Couratari ndo foi estabelecida porque espécies de ambos os géneros apresentam frutos
campanuliformes ou cilindricos e sementes aladas (Huang et al., 2008).

Em 1874, Miers salientou grandes diferencas entre Cariniana e Couratari com relagao
ao androceu e as sementes aladas, reintegrando a defini¢do do género Cariniana. Atualmente,
Cariniana ¢ um género composto por 16 espécies restritas a habitats de florestas neotropicais
em locais bem drenados. Os representantes do género apresentam as menores flores em
Lecythidaceae, possuem ovarios triloculares, frutos cilindricos e sementes aladas unilaterais
(Huang et al., 2008).

No entanto, uma analise cladistica do género indicou claramente que existem dois
grupos em Cariniana ¢ que um desses grupos esta estreitamente relacionado com Allantoma.
Assim, Huang et al. (2008) tém redefinido Cariniana em dois clados: um clado
Allantoma/Cariniana decandra que inclui Allantoma lineata e sete espécies de Cariniana (C.
integrifolia, C. decandra, C. kuhlmannii, C. multiflora, C. pachyantha, C. pauciramosa, C.
uaupensis) com androceu actinomorfico; e o clado C. legalis representado por nove espécies
(C. domestica, C. estrellensis, C. ianeirenses, C. micrantha, C. pedunliflora, C. pyriformes, C.
rubra, C. legalis, C. parviflora) que apresentam flores com androceu zigomorfico.

Nas espécies de Cariniana com flores zigomorfas, o androceu ¢ caracterizado por

muitos estames férteis, soldados ou ndo na base, dispostos ao redor do gineceu, formando um
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anel estaminal que se prolonga e forma o capuz estaminal. Essa estrutura floral, encontrada
apenas em flores de espécies de Lecythidoideae (Tsou & Mori, 2007), possui estames ou
estaminddios, que podem apresentar anteras férteis, anteras estéreis e/ou podem produzir
néctar (Prance & Mori, 2004). O aumento da complexidade do androceu pela evolugdo do
capuz estaminal € a principal tendéncia evolutiva floral na subfamilia Lecythidoideae (Tsou &
Mori, 2007).

Prance (1976) propde que a formagdo do capuz estaminal tenha ocorrido para
aumentar a eficiéncia dos polinizadores, para proteger os estames férteis e para a producao de
néctar. Mori & Prance (1981) observaram que o capuz estaminal serve de plataforma de
pouso para os insetos; forca o dorso dos polinizadores contra o anel estaminal e o estigma;
fornece recompensas alimenticias para os polinizadores; e, em alguns géneros, limita o acesso
de determinados insetos com tamanho insuficiente para promover a poliniza¢ao a recompensa
oferecida.

De acordo com Aguiar & Gaglianone (2008), as profundas variagcdes morfologicas no
androceu de Lecythidaceae estdo relacionadas a diferentes sistemas de polinizagdo. De
maneira geral, flores cujo androceu ¢ menos complexo, apresentam-se disponiveis para
muitos grupos de polinizadores, enquanto flores morfologicamente complexas, devido a
modificacdes do androceu, restringem a visitagdo a um menor grupo de polinizadores
efetivos.

Em Cariniana estrellensis, espécie alvo deste trabalho, a simetria zigomorfica da flor é
conferida pela complexidade do seu androceu, estrutura resultante da fusdo de numerosos
estames que formam um tubo curto, marcadamente prolongado de um lado para formar a

ligula (Monteiro-Scanavacca, 1975).

1.8.2. A espécie: Cariniana estrellensis (Raddi) Kuntez
Cariniana estrellensis (Raddi) Kuntez, espécie popularmente conhecida como

jequitiba branco, bingueiro, cachimbeiro, estopeira, pito de macaco entre outros nomes, ¢
considerada uma arvore tipica dos estagios sucessionais avangados, caracteristica de floresta
climax, prefere solos imidos e profundos, sendo rara no cerrado e em terrenos mais secos.
Caracteriza-se como uma planta semidecidua no inverno, heliéfila ou de luz difusa, que tolera
sombreamento na fase juvenil (Lorenzi, 2002) (Figura 4).

Esta espécie apresenta ampla distribuicdo geografica, ocorrendo no Brasil, Bolivia,
Paraguai e Peru. E principalmente encontrada em florestas pluvial atlantica e subtropical na

costa do Brasil, desde sul da Bahia até¢ o Rio Grande do Sul. A espécie também pode ocorrer
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em florestas secas do interior dos estados de Sdo Paulo e Minas Gerais. Aparece ainda no

Acre e florestas de galeria do Brasil Central (Leite, 2007) (Figura 5).

Figura 4. Arvore adulta de Cariniana estrellensis (jequitiba branco) Fonte: Arquivo
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Figura 5. Distribui¢do de C. estrellensis na América do Sul. 1, Nordeste do Brasil; 2,
Sudeste e Sul do Brasil; 3. Regido Central do Brasil; 4. Oeste do Brasil, Bolivia e Peru. Fonte:

Leite, 2007.
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No Brasil, Cariniana estrellensis ¢ uma das espécies consideradas mais longevas, € as
grandes arvores remanescentes desse género pertencem a um grupo de vegetais em via de
extin¢do, podendo apresentar-se como uma espécie rara ou de baixa densidade dependendo da
regido de ocorréncia. Leite (2001), por exemplo, observou padrio de agrupamento da
distribuicao espacial de C. estrellensis em uma area com densidade de 0,96 arvores/ha dentro
do Parque Nacional de Brasilia. Por outro lado, em levantamento fitossociologico realizado a
margem do Rio do Peixe, no Estado de Sdo Paulo, foram encontradas 27 éarvores/ha de
Cariniana estrellensis junto ao rio e 14 arvores/ha, na encosta da area (Toledo-Filho et al.,
2000).

Quanto aos aspectos morfoldgicos, a planta pode apresentar entre 35-45 m de altura e
tronco com 90-120 cm de didmetro, podendo atingir excepcionalmente 50 m de altura e 215
cm de didmetro na idade adulta (Lorenzi, 2002; Carvalho, 2003). O tronco de C. estrellensis ¢
reto, cilindrico, com casca de até 20 mm de espessura e de cor creme na parte interna. A casca
externa ¢ cinza-clara a marrom-escura, rugosa, com numerosos sulcos ndo muito profundos,
desprendendo-se em placas pequenas, irregulares (Figura 6A). Sua copa alta, flabeliforme ou
arredondada, apresenta folhagem pouco densa e ramos grossos, angulosos, intensamente
cobertos por epifitas (Carvalho, 2003). Suas folhas sdo alternas, simples, oblongo-elipticas a
lanceoladas, ldmina do limbo com 3-11 cm de comprimento por 1,5-6,0 cm de largura, com
margens serreadas, apice acuminado e peciolo levemente alado (Leite, 2007) (Figura 6B).

As flores desta espécie sdo pequenas, reunidas em racemos axilares ou paniculas
racemosas de 3-6 cm de comprimento inseridas nas axilas das folhas (Carvalho, 2003; Figura
6C). Occhioni (1975) notou poucas flores (5-12) na inflorescéncia, ao contrario de Lopez
(1987) que chama atencdo para numerosas flores. A corola ¢ constituida por seis pétalas de 4-
7 mm de comprimento cada uma e de coloragao creme-branca. O androceu é prolongado em
apenas um lado, caracterizando uma flor zigomorfica, possui 5 cm de diametro basal, cor
branca e cerca de 40 estames inseridos em todo o interior. As flores de C. estrellensis
possuem ovario inferior e trilocular (Figura 7) e o estilete ¢ muito curto (Leite, 2007).

A espécie apresenta frutos com capsula cilindrica, lisa, do tipo pixidio, com tamanho
de 5-9 cm de comprimento e 3,0-3,5 cm de largura. O pericarpo ¢ fino e existe uma fila de
protrusdes em torno da linha de deiscéncia opercular. O opérculo, em forma de prego de
cabega convexa, possui de 1,5 a 2,5 cm em didmetro no apice e até 7 cm de comprimento. Em
geral, cada fruto contém cerca de 6 a 17 sementes aladas e piriformes (Figura 6D) (Leite,
2007). Para obtencdo de sementes os frutos devem ser colhidos da arvore antes da deiscéncia

natural e expostos ao sol, em local ventilado, para a complementagdo da abertura e liberagao
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das sementes. A germinacao das sementes de Cariniana estrellensis ¢ epigea, iniciando entre

6 e 70 dias ap6s a semeadura (Carvalho, 2003).

Figura 6. Caracteristicas da espécie Cariniana estrellensis: casca externa do tronco
(A), detalhe das folhas (B), flores (C) frutos e sementes (D). Fonte: Fotos A, B ¢ D sao
arquivos pessoal; Foto C foi retirada do site http://sweetgum.nybg.org/Ip/index.php.

Placenta - -

Léculo

Figura 7. Foto do ovario trilocular de Cariniana estrellenis. Fonte:

http://sweetgum.nybg.org/Ip/index.php.
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1.8.2.1. Biologia reprodutiva
Embora Prance & Mori (1979) tenham apontado para as Lecythidaceae um padrao

geral de florescimento durante a estacdo seca, sabe-se que o periodo de florescimento para a
espécie C. estrellensis varia muito de acordo com a localidade em que se encontra. Segundo
Lorenzi (2002), a espécie floresce durante os meses de outubro-dezembro junto com o
surgimento da nova folhagem; os frutos amadurecem em julho-setembro com a planta
totalmente despida da folhagem. Em plantios, o processo reprodutivo inicia a partir dos dez
anos de idade (Carvalho, 2003). Alogamia predomina na familia (Leite, 2007).

A polinizagdo em C. estrellensis é realizada possivelmente por diversos insetos
pequenos, principalmente as abelhas (Carvalho, 2003). Prance & Mori (1979) relataram
muitas abelhas dos géneros Melipona e Trigona visitando flores de Cariniana legalis, um
parente proximo de C. estrellensis. Segundo os mesmos autores, pélen parece ser a unica
recompensa para esses visitantes, pois néctar ndo ¢ produzido.

Barbosa (1984) observou a polinizacao em C. estrellensis. Segundo relatos do mesmo
autor, as flores perfumadas de C. estrellensis abrem ligeiramente antes do amanhecer e as
anteras, as quais se encontram fechadas, liberam o pdlen apenas apos abertura da flor. As
visitas intensificam uma hora ap6s o sol nascer ¢ o androceu bem como as pétalas caem juntos
na parte da tarde. Existe uma barreira fisica que protege parcialmente polen e estigma do
contato com o inseto.

As sementes aladas unilaterais de C. estrellensis sao dispersas por anemocoria (Leite,
2007), mas essa dispersdao pode ser facilitada por macacos (Alouatta caraya) que consomem
suas sementes durante as estagcdes secas (Oliveira-Filho & Galetti, 1996; Lepsch-Cunha &

Mori, 1999; Carvalho, 2003).

1.8.2.2. Importincia sécio-econémica
A madeira de C. estrellensis tem substituido a utilizagdo do cedro no Brasil (Barbosa,

1984), sendo amplamente empregada para propostas de constru¢do em geral e carpintaria,
mas designadamente para pecas internas tais como molduras de janelas e portas, forros e
persianas (Chudnoff, 1984; Lopez, 1987). Segundo Leite (2007), a madeira do jequitiba
branco ¢ muito utilizada na construcdo naval, confeccdo de moveis, compensados,
embalagens, brinquedos e canoas. Produz celulose para papel de boa qualidade, mas nao ¢
recomendada para energia, pois produz lenha de qualidade inferior (Carvalho, 2003).

As folhas e casca dessa espécie produzem tanino para curtimento de couro e o fruto é
muito usado na confec¢do de cachimbos. As utilidades terapéuticas do jequitiba branco sao

inameras, inclusive na medicina popular, na forma de chés. Sua casca ¢ um poderoso
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adstringente e¢ tem grande poder desinfetante, sendo por isso recomendada para as
inflamacdes das mucosas e faringite (Carvalho, 2003). E util, ainda, no tratamento de diarréias
e anginas (Barbosa, 1984).

A espécie também possui qualidades ornamentais, mas devido ao seu grande porte ¢é
apenas recomendada para o paisagismo de parques e grandes jardins (Lorenzi, 2002). Além
disso, ¢ considerada planta indispensavel nos reflorestamentos heterogéneos com fins
ecoldgicos, sendo recomendada para reposi¢cdo de mata ciliar para solos bem drenados ou com
inundagoes periodicas de rapida duragao (Carvalho, 2003).

Como consequéncia de seus atributos madeireiros, medicinais, € ecologicos, a espécie
encontra-se em perigo de extingdo, restando um nUmero reduzido de populagdes
remanescentes isoladas em pequenos fragmentos no interior do estado de Sdo Paulo, o que
justifica a necessidade de se realizar estudos que auxiliem na conservacao in situ € ex situ

dessa espécie.

1.8.2.3. Conservacio genética de Cariniana estrellensis
Cariniana estrellensis ¢ uma espécie de grande importancia ecoldgica e comercial que,

atualmente, encontra-se ameacada de extingdo principalmente devido a intensa exploracao de
sua madeira (Leite, 2007). Carvalho (2003) relata a presenga desta espécie na lista de espécies
em extin¢do, categoria vulneravel, no sul de Minas Gerais, e também na lista das espécies
raras ou ameacadas de extin¢do no Distrito Federal.

Segundo a Food and Agriculture Organization of the United Nations — FAO (2002),
C. estrellensis ¢ uma espécie prioritaria para programas de conservagao de recursos genéticos
florestais. O Centro Nacional de Pesquisa de Recursos Genéticos e Biotecnologia
(CENARGEN) inclui a espécie entre as suas prioridades de acdo para conservar a
variabilidade genética intra-especifica (Leite, 2007).

Embora varias areas protegidas no Brasil contenham a espécie, estas areas sao
individualmente muito pequenas e, portanto, as populagdes ndo estdo totalmente protegidas
contra erosdo genética e endogamia (Leite, 2007). Quanto a conservacdo ex situ, esta €
deficiente, sendo que recentemente um banco de sementes contendo exemplares da espécie foi
implantado dentro do Campus da USP de Ribeirdo Preto, interior do Estado de Sao Paulo.
Plantios comerciais sdo raros e ndo existe um programa especifico de conservagdo in situ e
melhoramento genético de C. estrellensis.

Contudo, o sucesso de qualquer programa de conservagdo e/ou melhoramento genético

de uma espécie dependerda da magnitude da variacdo genética disponivel em populagdes
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remanescentes, bem como do conhecimento e entendimento de processos reprodutivos que
promovam a coesdo genética da espécie. Portanto, com o intuito de fornecer subsidios para
conservagao in situ € ex situ de C. estrellensis, o presente estudo foi delineado com o objetivo
de investigar os padrdes temporais do sistema reprodutivo e da dispersdo de genes para a

espécie através de marcadores moleculares microssatélites.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais
Os objetivos deste estudo foram investigar a diversidade e estrutura genética, o

sistema de reproducdo e o fluxo gé€nico contemporaneo de uma populagdo natural de
Cariniana estrellensis presente em um fragmento de Floresta Estacional Semidecidual de
aproximadamente 8,0 ha, localizado na Regido de Ribeirdo Preto (nordeste do estado de Sao

Paulo), com auxilio de marcadores moleculares microssatélites.

2.2. Objetivos Especificos
a) Desenvolver e caracterizar marcadores microssatélites para a espécie florestal

Cariniana estrellensis (Raddi) Kuntze bem como investigar a transferibilidade destes locos
em Cariniana legalis (Mart.) Kuntze;

b) Estimar e comparar os niveis de diversidade genética entre geracdes (arvores
adultas, regenerantes e progénies) de uma populacao de C. estrellensis, utilizando nove locos
microssatélites;

c) Estimar e comparar parametros do sistema de reproducdo como taxas de
cruzamento, autofecundagdo e cruzamentos correlacionados entre dois eventos reprodutivos
de uma populagdo natural de C. estrellensis;

d) Determinar a coancestria € o tamanho efetivo das arvores adultas, regenerantes e
progénies e, com base nestas informacdes, estimar o nimero de arvores matrizes necessarias
para a coleta de sementes para fins de conservagao genética e restauragao florestal;

e) Estudar a distribuicao espacial de gendtipos de individuos adultos e regenerantes de
C. estrellensis em um pequeno fragmento florestal;

f) Determinar as distancias e os padrdes de dispersdao de pdlen e sementes dentro do
fragmento, bem como a taxa de fluxo génico via pdlen e sementes externos a populacdo de C.
estrellensis, usando analises de parentesco;

g) Fornecer dados genéticos que contribuam para a conservagdo da diversidade

genética in situ e ex situ da espécie arborea tropical C. estrellensis no Estado de Sao Paulo.
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3. ORGANIZACAO GERAL DA TESE
Para facilitar o entendimento, a tese encontra-se dividida em trés capitulos. No

Capitulo I sdo apresentados os estudos de desenvolvimento e caracterizagcdo de marcadores
microssatélites para a espécie C. estrellensis, bem como os estudos de transferéncia e
caracterizagdo destes marcadores para C. legalis. J& no Capitulo II um conjunto de
marcadores microssatélites foi selecionado para investigar a diversidade genética e os padroes
de cruzamentos de C. estrellensis entre diferentes eventos reprodutivos de uma populagao
localizada no interior do Estado de Sdo Paulo. Por ultimo, o estudo sobre a estrutura genética
espacial e o fluxo gé€nico contemporaneo em uma pequena populacdo de C. estrellensis foi
relatado no Capitulo II1.

Vale ressaltar, que os estudos descritos no Capitulo I deram origem a dois artigos

cientificos que foram publicados em revistas internacionais indexadas no ISI (Anexos 1 e 2).
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4. CAPITULOI

DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE MARCADORES
MICROSSATELITES PARA Cariniana estrellensis E
TRANSFERIBILIDADE PARA Cariniana legalis*

*Artigos publicados:

GUIDUGLI MC, CAMPOS T, SOUSA ACB, FERES JM, SEBBENN AM, MESTRINER
MA, CONTEL EPB, ALZATE-MARIN AL (2009). Development and characterization of 15
microsatellite loci for Cariniana estrellensis and transferability to Cariniana legalis, two

endangered tropical tree species. Conservation Genetics, v. 10, p. 1001-1004. (Anexo 1).

GUIDUGLI MC, ACCORONI KAG, MESTRINER MA, CONTEL EPB, MARTINEZ CA,
ALZATE-MARIN AL (2010). Genetic characterization of 12 heterologous microsatellite
markers for the giant tropical tree Cariniana legalis (Lecythidaceae). Genetics and

Molecular Biology, v. 33, p. 131-134. (Anexo 2).
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4.1. RESUMO
A partir de uma biblioteca gendmica enriquecida para repeticoes GA/CA, 15

marcadores microssatélites altamente polimorficos foram desenvolvidos para Cariniana
estrellensis, uma espécie arborea tropical. Os locos microssatélites foram caracterizados
utilizando-se amostras de DNA provenientes de 49 arvores adultas encontradas entre as bacias
dos rios Pardo e Mogi-Guagu, no Estado de Sao Paulo, Brasil. Para este conjunto amostral,
um total de 140 alelos foram detectados com uma média de 9,33 alelos por loco. A
heterozigosidade esperada variou de 0,37 a 0,88 e estes locos apresentaram alta probabilidade
de exclusao de paternidade. Adicionalmente, 12 locos foram efetivamente transferidos e
caracterizados para Cariniana legalis. O polimorfismo dos locos heterdlogos foi avaliado em
28 individuos adultos de C. legalis coletados na regidao de Ribeirdo Preto-SP. Dos 12 locos, 10
foram polimorficos e exibiram heranga mendeliana. A riqueza alélica em cada loco variou de
2 a 11, com uma média de 7 alelos por loco, ¢ a heterozigosidade esperada variou de 0,07 a
0,88. Em suma, as caracteristicas do conjunto de locos microssatélites desenvolvidos para a
espécie florestal C. estrellensis e transferidos para C. legalis indicam que esses marcadores

sdo ferramentas aplicaveis em estudos de genética populacional de ambas as espécies.
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4.2. INTRODUCAO
Estudos de genética de populagdes ganharam grande impulso, a partir da década de 70,

com o advento das técnicas de biologia molecular, especialmente marcadores isoenzimaticos.
Porém, foi com o desenvolvimento de metodologias de marcadores moleculares baseados em
polimorfismo ao nivel de sequéncia de DNA, que esses estudos ganharam uma poderosa
ferramenta para caracterizar e avaliar recursos genéticos, especialmente para entender a
estrutura e organizacao da diversidade genética das populacdes e seu monitoramento ao longo
do tempo (Ferreira & Grattapaglia, 1995).

Em termos gerais, informagdes sobre a variabilidade genética existente entre e dentro
de populagdes sdo fundamentais para fazer inferéncias e previsdes sobre diversos processos
de manutencdo de diversidade, tais como endogamia, deriva genética, fluxo génico e sele¢dao
natural. A obtencdo de dados a partir de marcadores moleculares tem se tornado uma forma
eficiente de gerar informagdes para um grande numero de individuos, populacdes e espécies
em um curto periodo de espago e tempo (Ciampi, 1999).

Dentre as técnicas disponiveis, a que envolve microssatélites (SSR) tem sido muito
utilizada nos estudos de popula¢des naturais face a sua robustez, confiabilidade, praticidade
operacional e por serem altamente polimoérficos quando comparados com outras classes de
marcadores (Ferreira & Grattapaglia, 1995).

A maior desvantagem desses marcadores ¢ o grande volume de trabalho necessario
para desenvolvimento de primers especificos para os locos de microssatélites de cada espécie.
Isto ¢ necessario devido ao fato de os microssatélites serem usualmente encontrados em
regidoes nao codificadoras, onde a taxa de substitui¢do dos nucleotideos ¢ maior do que em
regides codificadoras. Consequentemente, a estratégia de desenhar “primers universais”
correspondentes as sequéncias conservadas, que foi muito efetiva para DNA mitocondrial, ¢
mais problematica para microssatélites (Zane et al., 2002). Entretanto, tem sido observado que
ocorre conservacao de regides flanqueadoras para alguns locos microssatélites entre espécies
relacionadas, sendo possivel, portanto, aproveitar primers que foram desenvolvidos para uma
espécie e empregé-los nos demais representantes do género, e inclusive entre tdxons mais
distantes (White & Powell, 1997; Zucchi et al., 2003).

Contudo, o desenvolvimento de marcadores microssatélites tem se tornado mais
acessivel nos ultimos anos, principalmente, devido as novas estratégias de enriquecimento de
bibliotecas gendmicas e a rapidez no sequenciamento automatico baseado na fluorescéncia

(Powell et al., 1996). Ainda que o desenvolvimento de marcadores SSR demande tecnologias
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moleculares refinadas, o esfor¢o se torna compensador pela quantidade de informagdes
genéticas que podem ser geradas.

Para Cariniana estrellensis (jequitiba branco), espécie florestal alvo deste trabalho,
ndo existem marcadores microssatélites especificos desenvolvidos. Sendo assim, o objetivo
principal desta pesquisa foi obter um conjunto de 15 pares de primers que amplificam locos
independentes de microssatélites polimorficos do genoma de C. estrellensis. Adicionalmente,
investigou-se a transferéncia e caracterizagdo destes locos em Cariniana legalis (Mart.)
Kuntze (jequitiba rosa) com o intuito de verificar a aplicabilidade destes marcadores para

estudos genéticos de outras espécies da familia Lecythidaceae.
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4.3. MATERIAL E METODOS

4.3.1. Amostragem

Para estes estudos foram amostrados tecidos foliares de 49 individuos de C.
estrellensis ¢ 28 individuos de C. legalis, provenientes de uma extensa area, localizada na
regido de Ribeirao Preto-SP, entre as bacias dos rios Pardo e Mogi-Guagu. Para ambas as
espécies, as arvores adultas amostradas estdo presentes dentro de varias propriedades
privadas, em meio a plantagdes (principalmente cana-de-agucar e citricos), pastagens e em
alguns fragmentos de florestas, sendo isoladas por aglomerados urbanos e estradas. Além
disso, vale ressaltar que parte dos adultos de C. estrellensis (34,7 %) e C. legalis (57,2 %)
amostrados para este trabalho correspondem as arvores matrizes que originaram um banco de
sementes no Campus da USP/RP. Todas as amostras foram identificadas, embaladas em papel

aluminio e armazenadas a -20 °C até a extracdo do DNA gendmico.

4.3.2. Extracio e quantificacio de DNA
As condig¢oes da extragao de DNA das amostras foliares foram efetuadas com base na

metodologia de Alzate-Marin et al. (2009).

A quantificagdo do DNA foi realizada em espectrofotometro (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 optica (DO) equivale a 50 pug de DNA por mL (Sambrook et al., 1989)
e aplicou-se a seguinte formula:

[DNAug /1L = (4, * DO* £)/1000 , onde:

Aze0 = absorbancia sob luz UV no comprimento de onda 260 nm;
DO = unidade de densidade optica (50 ug/mL);
f = 8,33 (fator de diluicao).

4.3.3. Desenvolvimento de marcadores microssatélites
Para a realizagdo desta etapa foi necessario extrair o DNA das folhas de um tunico

individuo de C. estrellensis, coletado na regido de Ribeirdo Preto. As primeiras etapas do
trabalho de desenvolvimento (constru¢do da biblioteca gendmica até sequenciamento) foram
realizadas utilizando os equipamentos do Laboratorio de Andlise Genética e Molecular do
Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética (CBMEG) da UNICAMP, em pesquisa

colaborativa com a Prof* Dr" Anete Pereira de Souza.
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A seguir, serdo descritas, sucintamente, as etapas necessarias para construgao da

biblioteca enriquecida em SSR para a espécie C. estrellensis.

4.3.4. Banco enriquecido em microssatélites
Inicialmente, o DNA de um unico individuo de C. estrellensis foi extraido e

quantificado no Laboratorio de Genética Vegetal — USP/RP (~5 pg), sendo posteriormente
transportado ao CBMEG congelado. Subsequentemente, foi realizada a digestio do DNA com
uma enzima de restri¢do de corte freqiiente (Rsal, Invitrogen) de forma que fossem obtidos
fragmentos entre 300 e 600 pb. Em seguida, adaptadores com sequéncias conhecidas de 21 e 25
pb (Rsa21-5'CTCTTGCTTACGCGTGGACTA3’ e Rsa25-
5’TAGTCCACGCGTAAGCAAGAGCACAZ3’) foram ligados aos fragmentos obtidos. Com a
finalidade de aumentar a quantidade de fragmentos que se ligaram aos adaptadores, uma pré-

amplificagdo usando como primer o oligonucleotideo Rsa21 foi realizada (Figura 8).

CitA gendmico

/ \ Digestio
\ Ligacho de \
adaptadores

!

sl m iy —

Pré -amplificagao

Figura 8. Etapas do desenvolvimento da biblioteca enriquecida em SSR: digestao do
DNA gendmico, ligagdo dos adaptadores Rsa?l e Rsa25 e pré-amplificagdo com o primer

Rsa21. (Fonte: Zane et al., 2002).

O produto de amplificagdo foi purificado (Quiaquick PCR Purification Kit, Qiagen) e
submetido ao passo de enriquecimento da biblioteca para fragmentos contendo microssatélites
por meio da hibridizagdo com os oligonucleotideos biotinilados (GT)g e (CT)s. Dessa forma,
fragmentos que continham as sequéncias repetitivas (AC), ¢ (AG),, os dois motivos mais
comuns em genomas eucariotos, foram preferencialmente selecionados. Esses fragmentos

foram recuperados pela ligacdo entre as moléculas de biotina e as moléculas de streptavidina
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associadas com particulas magnéticas (Streptavidin MagneSphere Paramagnetic Particles,

Promega) (Figura 9).

|Hibridizac&o seletiva |

*—
¥ Sonda biotinilada

!

5 Biotina capturada por contas

=" * magnéticas envolvidas com
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‘)
i

!
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DMNA enriquecido com microssatélite

Figura 9. Etapas do desenvolvimento da biblioteca enriquecida em microssatélites:
hibridizacdo de sondas (biotiniladas) de microssatélites com o DNA digerido e amplificado, e

selecdo dos fragmentos por magnetizagdo. (Fonte: Zane et al., 2002).

Os fragmentos selecionados foram amplificados novamente usando o oligonucleotideo
Rsa2l, e posteriormente, ligados a um vetor de clonagem (pGEM-T Vector System, Promega).
Essa construg¢do foi utilizada para transformar células competentes de E. coli XL1-Blue. As
coldnias recombinantes foram selecionadas para resisténcia ao antibiotico ampicilina e pelo
sistema branco-azul, transferidas para placa ELISA contendo meio 2YT-HMFM, incubadas a

37 °C por aproximadamente 16 horas e estocadas a -80 °C.

4.3.5. Sequenciamento
Apos a construcado do banco com fragmentos enriquecidos em microssatélites foi

realizada a etapa de sequenciamento dos clones. Para tanto, foi isolado o DNA plasmidial de

cada um dos clones por meio da metodologia de lise alcalina. A obtencdo das sequéncias foi
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realizada com o Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) no
sequenciador automatico ABI PRISM 377 (Applied Biosystems) e com os primers 17
(5TAATACGACTCACTATAGGG3) e SP6 (5’ATTTAGGTGACACTATAGAA3Z")
promoter, 0s quais permitem a amplificacao das duas fitas dos fragmentos clonados no vetor

pGEM-T.

4.3.5.1. Analise das sequéncias
Para identificacdo das regides microssatélites dentro das sequéncias obtidas foi

utilizada a ferramenta de busca “SSRIT - The Simple Sequence Repeat Identification Tool”
(Temnykh et al., 2001) disponivel na pagina http://www.gramene.org. Essa ferramenta
possibilita a localizacdo apenas de microssatélites perfeitos, de forma que muitos potenciais
locos de microssatélites imperfeitos e interrompidos podem ndo ser identificados. Somente
foram consideradas para desenvolvimento de marcadores microssatélites as repeti¢des simples
e/ou compostas que possuiam numero igual ou superior a 5 unidades repetidas para
dinucleotideos, 4 para os tri e 3 para os tetra, penta e hexanucleotideos. O programa Microsat
foi utilizado para encontrar os adaptadores e os possiveis sitios de enzima Rsal. Uma vez
editadas, as sequéncias foram alinhadas para remocao de redundancias através do programa
SeqMan do pacote computacional LaserGene (DNAStar Inc.). Locos de microssatélites
encontrados em mais de uma sequéncia foram descartados e apenas os marcadores nao

ambiguos foram avaliados.

4.3.5.2. Desenho dos primers
Os oligonucleotideos (primers) complementares as sequéncias flanqueadoras dos

microssatélites foram desenhados com o auxilio do programa PRIMER3 (Rozen & Skaletsky,
2000). Para desenho dos primers foram adotados os seguintes critérios: ndo conter bases
redundantes; estar a uma distdncia adequada dos SSR (entre 20 a 60 pb); ser constituidos por
17 a 23 nucleotideos sem sequéncias repetitivas; conter uma porcentagem de bases G ¢ C
entre 50 a 55 %; comecar em 5’ e terminar em 3’ com duas bases G ou C, ou G ¢ C, se
possivel; produtos de PCR com comprimento entre 150 e 250 pb; e ter temperatura de
anelamento entre 45 ¢ 60 °C, com diferenca maxima de 2 °C entre as temperaturas dos
primers direto e reverso, de modo que possam ser usados na mesma reagao ¢ nao hibridizem

um com o outro, ou sofram auto-hibridizacao.
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4.3.6. Ensaios de amplificacio dos marcadores microssatélites
DNA de dez individuos adultos de C. estrellensis foi utilizado para testar e padronizar

as condi¢cdes de amplificacdo dos locos microssatélites. O equipamento utilizado para a
Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi o termociclador Mastercycler® Eppendorf.
Foram realizados ensaios de temperaturas de anelamento entre 45 °C a 57 °C a fim de avaliar
a melhor temperatura para amplificagdo de cada loco. A sequéncia geral das condi¢des de
amplificagdo foi a seguinte: 1 ciclo: 96 °C por 5 minutos, 30 ciclos: 94 °C por 30 segundos,
45-57 °C por 1 minuto, 72 °C por 1 minuto, 1 ciclo: 72 °C por 7 minutos, 22 °C
indefinidamente.

Para cada reacdo de PCR, 2,5 ng de DNA gendmico foram utilizados em um volume
total de 10 pL contendo 1x tampao de reagdo livre de MgCl, [75 mM Tris-HCI pH 9.0; 50mM
KCI; 20 mM (NHy) 2SO4], 1,5 mM MgCl,, 250 uM de cada um dos desoxirribonucleotideos
(dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 0,3 uM de cada primer microssatélite (direto e reverso) e 1 U
de Tag DNA polimerase. Para cada reagdo foi mantido um tubo contendo agua MilliQ como

controle negativo.

4.3.7. Estudo de polimorfismo dos locos SSR desenvolvidos para C. estrellensis
A fim de avaliar o polimorfismo dos marcadores SSR desenvolvidos neste trabalho,

realizou-se a genotipagem de um grupo de 49 arvores adultas de C. estrellensis, descritas

anteriormente no subitem 4.3.1.

4.3.8. Teste de segregacio mendeliana
Ap6s a padronizagdo das condi¢des de amplificagdo e verificagdo do polimorfismo dos

locos SSR, foi feito um teste de segregacdo mendeliana para demonstrar a utilidade desses
marcadores nos estudos de parentesco propostos nesse trabalho. Sendo assim, duas arvores
matrizes de C. estrellensis e 15 progénies de cada uma foram escolhidas e amplificadas com

os marcadores SSR desenvolvidos.

4.3.9. Estudos de amplificacio heterologa
Uma vez padronizada as condi¢gdes de amplificagio dos marcadores SSR

desenvolvidos para C. estrellensis, estudos de transferibilidade e caracterizagdo para C.
legalis (jequitiba rosa) foram realizados. Para esses experimentos, utilizaram-se amostras de
DNA de 28 individuos de C. legalis coletados na regido de Ribeirdo Preto-SP (ver subitem
4.3.1).
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As reagdes de PCR foram realizadas utilizando o termociclador Mastercycler®
Eppendorf. Temperaturas variando de 46 a 58 °C foram testadas, para cada marcador, para se
obter a temperatura 6tima de anelamento dos primers. As reagdes de amplificacdo do DNA de
C. legalis foram realizadas em um volume final de 10 pul. Com excecdo do DNA, todos os
reagentes (tampao, dNTP, primers — solucao de trabalho, MgCl, e a Tag - DNA polimerase)
foram misturados em um Unico tubo para garantir a homogeneidade das reacdes e em
quantidades especificas para cada loco, conforme descrito por Guidugli et al. (2010) (Anexo
2).

Apbs a padronizagdo e confirmacdo das regides de amplificacdo SSR em C. legalis,
heran¢a mendeliana foi investigada para cada loco através da analise de uma arvore materna e

20 progénies de polinizagdo natural.

4.3.10. Eletroforese
Os produtos amplificados foram separados por eletroforese sob condigdes nao

desnaturantes e desnaturantes em géis de poliacrilamida 10 %. Para a escolha da temperatura
de anelamento dos primers microssatélites e confirmagdo da regido de amplificacdo esperada,
os produtos de PCR foram primeiro aplicados em géis de poliacrilamida 10 % nao
desnaturantes contendo um padrdo de 50pb (Amersham Biosciences). Tais géis nao
desnaturantes 10 % (20 mL) possuiam: 1,4 mL de glicerol, 9,72 mL de H,O destilada, 6,7 mL
de solu¢ao acrilamida/bis-acrilamida (29:1), 2,0 mL de TBE (10X — 108,0 g de Tris; 53,0 g de
acido borico; 40,0 mL de solu¢do de EDTA pH 8,0; completar o volume para 1 litro de H,0),
15 uL de TEMED (tetrametiletilenodiamina- Pharmacia Biotech) e 300 uL de solugdo de
persulfato de potassio.

Apbés a escolha da temperatura de anelamento e a confirmagdo da regido de
amplificacdo, as separacdes dos produtos de PCR foram feitas em géis de poliacrilamida 10 %
sob condi¢gdes desnaturantes para a determinagdo fenotipica. Tais géis (30 mL) continham:
14,4 g de uréia, 10,0 mL solucdo de acrilamida/bis-acrilamida (29:1), 3,0 mL de TBE (10X),
22,5 uL de TEMED, 450 uL de solugdo de persulfato de potassio e agua destilada.

Os géis 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 (por¢ao
superior ¢ inferior). Esta cuba foi conectada a uma fonte de voltagem, Amershan Pharmacia
Biotech (EPS 1001), ajustada a corrente elétrica de 23 mA constante durante 4h, necessaria

para uma boa separacdo dos fragmentos amplificados.
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Antes da aplicacdo das amostras nos géis desnaturantes, estas foram submetidas as
condi¢cdes de desnaturacdo em um tratamento prévio com formamida: foram colocados 7 pL.
de tampao de amostra (900 LL de bromofenol, 900 uL de xilenocianol, 900 uL de 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 propor¢do de 3:1 com formamida) em tubo eppendorf, junto com 5 uL do
produto amplificado. Estes tubos foram aquecidos a 94 °C por 7 minutos e subsequentemente

colocados em banho de gelo (tratamento desnaturante), seguindo-se a aplicacdo no gel.

4.3.11. Coloracao do gel com nitrato de prata e secagem
Com o término da corrida eletroforética, os géis de poliacrilamida 10 % desnaturantes

e ndo desnaturantes foram retirados cuidadosamente das placas de vidro e corados com nitrato
de prata de acordo com o protocolo adaptado de Sanguinetti et al. (1994):

e Fixacdo: apo6s a retirada das placas de vidros e dos espacadores, o gel foi colocado
em um recipiente de vidro contendo 200 mL de solucdo fixadora (160 mL de etanol (PA), 7,0
mL de acido acético glacial (PA) e 833 mL de agua destilada);

e Impregnagdo com nitrato de prata: adicionou-se 3,0 mL de solugdo de nitrato de
prata 20 % (2 g de nitrato de prata, 10 mL de dgua destilada) e agitou-se por 5 minutos. A
solugdo foi entdo descartada adequadamente e o gel lavado em agua pré-aquecida (40 °C) por
cerca de 10 segundos, agitando levemente e, ao final, descartou-se a 4gua;

e Revelagdo: 200 mL solucdo reveladora (22 g de NaOH, 1 litro de 4gua destilada)
foram despejadas cuidadosamente no recipiente contendo o gel juntamente com 1,5 mL de
formaldeido, sendo submetido a agitagdo por alguns minutos até que as bandas aparecessem
nitidamente. A solugdo reveladora foi pré-aquecida em forno de microondas por 3 minutos em
poténcia méxima para facilitar a reacdo de coloracao;

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

Apo6s a conclusdo do processo de revelagdo dos fragmentos amplificados, os géis

foram secos em papel celofane para analise e posterior armazenagem.

4.3.12. Determinacio fenotipica
Os alelos de todos os locos SSR foram identificados por ordem crescente de tamanho,

definida pela migracdo eletroforética, ou seja, em um gel de eletroforese os fragmentos de

DNA com menor peso molecular (tamanho) migram mais rapido que os de maior tamanho. A
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quantificagdo do tamanho dos alelos, em pares de bases, foi realizada utilizando-se um

marcador de peso molecular de 10 pares de bases (Invitrogen).

4.3.13. Analises estatisticas
Para caracterizacdo dos locos microssatélites em individuos de C. estrellensis ¢ C.

legalis a seguinte metodologia estatistica foi adotada.

4.3.13.1. Estimativa do desequilibrio de ligaciao
O teste de desequilibrio de ligagdao foi realizado com o programa FSTAT (Goudet,

2002), aplicando correcdo de Bonferroni. Esse teste permitira determinar quais locos sao

adequados para as analises genéticas populacionais.

4.3.13.2. Caracterizacao da diversidade genética
As frequéncias alélicas e genotipicas de cada loco foram obtidas a partir da leitura dos

fragmentos obtidos nos géis, sendo estimadas com o programa GDA versdo 1.1 (Lewis &
Zaykin, 2000). Com o auxilio deste programa, os locos polimorficos foram caracterizados
considerando o nimero médio de alelos por loco (4), heterozigosidade observada (Ho),
heterozigosidade esperada segundo expectativas do equilibrio de Hardy-Weinberg (Hg) e
numero efetivo de alelos por loco (4.=1/(1-Hg)). Também foi estimado o indice de fixacao
(F), conforme Weir (1996). A significancia estatistica dos valores médios entre locos do
indice F foi calculada por permutagdo (10.000), usando o programa FSTAT (Goudet, 2002).

Probabilidades de exclusdo do primeiro [Pr(Ex,)] e segundo parentes [Pr(Ex,)] também

foram estimadas com auxilio do programa CERVUS 3.0 (Kalinowski et al., 2007).
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4.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.4.1. Desenvolvimento e caracterizacao de marcadores SSR para C. estrellensis

4.4.1.1. Desenho dos primers e ensaios de amplificacao
A extragdo do DNA através do protocolo adotado possibilitou o isolamento de grande

quantidade de material de boa qualidade, requisito necessario para as etapas iniciais da
constru¢do do banco. Assim, o desenvolvimento de marcadores microssatélites para a espécie
C. estrellensis foi iniciado, contando com 96 clones, distribuidos em uma microplaca de
manutengao.

Na primeira etapa, amostras de 12 clones foram analisadas por PCR utilizando-se o
primer Rsa2l para: 1) confirmar a presenca do adaptador nos insertos clonados no vetor
pGEM-T e 2) verificar a faixa de tamanho dos insertos simples clonados. As amplifica¢des
mostraram que houve sucesso na ligacdo dos insertos aos vetores de clonagem (Figura 10). Os

insertos apresentaram variacoes entre 300 e 1.600 pares de base.

Figura 10. Padrao de amplificagdo para os 12 clones de microssatélites obtidos a partir

da biblioteca construida com o DNA de C. estrellensis.

Dentre os 96 clones constituintes da biblioteca enriquecida, 54 foram sequenciados
utilizando-se os primers T7 (um lado da fita de DNA) e SP6 (fita reversa). O sequenciamento
de ambas as fitas foi adotado visando a obtencdo da sequéncia correta de bases adjacentes aos
microssatélites para desenho dos primers. Dos 54 clones sequenciados, 37 (68,52 %)
continham microssatélites em suas sequéncias, demonstrando a eficiéncia da metodologia de
enriquecimento utilizada na construcao da biblioteca.

Como critério para a sele¢cdo dos microssatélites a serem desenvolvidos, foi utilizado

um nimero minimo de 5 repeti¢des para dinucleotideos, 4 para os tri e 3 para os tetra, penta e
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hexanucleotideos. O nuimero de repeticdes variou de 4 em tetranucleotideos a 25 em
dinucleotideos. Como esperado, a classe de microssatélites mais frequente foi a de
dinucleotideos, a qual corresponde por 36 dos marcadores encontrados (~ 97 %), enquanto a
classe do tetra- estava presente em apenas 1 dos marcadores (~ 3 %). Resultados com valores
percentuais proximos a estes também foram encontrados por Brondani et al. (1998), no
desenvolvimento de marcadores SSR em Eucalyptus ssp.

Segundo Wang et al. (1994), a frequéncia de cada classe de SSR ¢ altamente variavel
entre as espécies vegetais. Entretanto, neste trabalho foi observada uma predominancia da
combinagdo CA/TG entre os dinucleotideos, onde esta combinagao foi encontrada 15 vezes. Tal
dado era esperado, uma vez que os motivos escolhidos para o enriquecimento da biblioteca
foram CT e GT. De acordo com a classifica¢do apresentada por Oliveira et al. (2006), a maioria
dos microssatélites presentes nas sequéncias constitui-se de microssatélites simples e perfeitos
(71 %), seguido dos compostos perfeitos (11 %), compostos imperfeitos (11 %) e compostos
interrompidos (7 %). Algumas sequéncias com microssatélites apropriados ndo puderam ter
seus primers desenhados, pois estas regides SSR se apresentavam na extremidade inicial ou
final da sequéncia. Contudo, dezenove pares de primers foram desenhados para C. estrellensis

(Tabela 1).

Tabela 1. Relacdo dos locos microssatélites desenvolvidos para C. estrellensis.

Temperatura de Tamanho esperado
Loco Motivo Repetitivo
anelamento predita (°C) fragmento (pb)
1 CesO1 (CA)y 48,5 154
2 Ces02 (ATAC)4(AQC);5 59,0 183
3 Ces03 (AC)10 48,3 209
4  Ces04 (TC)16 46,1 187
5 Ces05 (AC)1y 48,5 149
6 Ces06 (AC)sAG(AC);AGG(AQ) 2 49,0 199
7 Ces07 (GA)6 53,0 192
8 Ces08 (AG)2s 49,0 223
9 Ces09 (TG),CG(TG)y 50,0 187
10 Cesl0 (CA)s 53,8 200
11 Cesll (CT)as 50,6 232
12 Cesl2 (TG)12C(GT)1y 48,6 287
13 Cesl3 (CA)s 50,0 156
14 Cesl4 (TG)13 52,0 188
15 Cesl5s (AC)g 45,6 200
16 Cesl6 (CA)1n 48,7 202
17 Cesl7 (CA)12 49,3 171
18 Cesl8 (GT)s 45,5 160
19 Cesl9 (TG)o(AG)3 53,2 195




74

Os primers foram sintetizados e submetidos a ensaios de amplificagdo com dez
individuos adultos de jequitibd branco. Destes ensaios preliminares, quinze marcadores tiveram
suas condigdes de amplificagdo padronizadas e mostraram-se polimorficos (Tabela 2).
Entretanto, a caracterizagdo da variabilidade genética para esses locos SSR foi realizada em 49

individuos adultos de C. estrellensis procedentes da regido de Ribeirao Preto-SP.

Tabela 2. Marcadores microssatélites desenvolvidos para C. estrellensis, cujas

condi¢des de amplificagdo foram padronizadas e apresentaram-se polimorficos.

Locos Temperatura de Anelamento (°C)
Ces01, Ces04, Ces09, Cesl1, Cesl2, Cesl3 48
Cesl0 49
Ces03 50
Cesl4, Cesl6, Cesl8 51
Ces05, Ces06, Ces07 53
Ces02 57

4.4.1.2. Estudo de polimorfismo dos locos SSR desenvolvidos para C.
estrellensis

Para as 49 arvores de jequitiba branco genotipadas com os 15 locos SSR, detectou-se
indicio de desequilibrio de liga¢do apenas entre os locos Ces04 e Ces07. Os demais locos nao
apresentaram resultado significativo de ligacdo, permitindo afirmar que os alelos dos
diferentes locos analisados ndo estdo associados e, portanto, segregam independentemente.

Um total de 140 alelos foi identificado, sendo que o nimero de alelos por loco variou
de cinco (Ces13) a 18 (Ces04) com uma média de 9,33. Esse valor ¢ similar ao nimero médio
de alelos por loco observado em outras espécies arboreas tropicais como Swietenia humilis
(9,7) (White & Powell, 1997), Corythophora alta (10,7) (Hamilton, 2002) e Hymenaea
courbaril (10,7) (Ciampi et al., 2008).

Conforme pode ser visto na Tabela 3, a heterozigosidade observada variou de 0,08
(Cesl4) a 0,81 (Ces04) com uma média de 0,46, enquanto que, a estimativa da
heterozigosidade esperada foi mais elevada. O menor valor de heterozigosidade esperada foi
atribuido ao loco Cesl14 (0,37) enquanto o loco Ces05 (0,88) apresentou o maior valor desta

estimativa.
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Tabela 3. Caracterizagdo dos marcadores desenvolvidos para C. estrellensis: sequéncias dos

primers, motivos e numero de repeticdes, nimero de alelos por loco (A4), heterozigosidades

observada (Ho) e esperada (Hg), probabilidades de exclusdo de paternidade Pr(Ex;) e Pr(Exy).

Locos Sequéncias 5°-3° Motivos A Ho Hg Pr(Ex))  Pr(Ex,)

Ces01 F:CCTTTTAATACCTTTTATTGC (CA), 10 0,46 0,80 0,553 0,377
R:CCATCTCATCCTAATATATTTTC

Ces02 F:GGACATGGGTTGTTATCCG (ATAC)(AC);s 9 0,47 0,83 0,522 0,349
R:TCTCAACCTCAAAATGTAATAGC

Ce03 F:GGTGTATCCTAAGGTAGAGC (AC)yo 7 0,37 0,70 0,707 0,525
R:CCTTTGGAAGATATGGAAG

Ces04 F:AGCATCCTTTGAATTGG (TC)16 18 0,81 0,86 0,436 0,277
R:CTTCAAAGTAAAGATATAAAAC

Ces05 F:CCAGATTGATAAGCTACTCC (AC)), 10 0,23 0,88 0,415 0,259
R:CATTCAAGCAAGTCAAACC

Ces06 F:GGGGCATATGTTTATTATTC (AC)AG(AC); 9 0,45 0,85 0,478 0,311
R:GTGGTAAATCACAAATGTGC AGG(AQC);,

Ces07 F:TTGTAAAAACGGCATGTCC (GA)y6 10 0,43 0,82 0,533 0,360
R:GTTCGGAACAGACAAAGAGG

Ces09 F:CAGAGTTTTTCAATAGCGG (TG),CG(TG)y 6 0,33 0,38 0,919 0,773
R:TTTCATTGCAATCATAGGC

Ces10 F:GGGCAGACCAAATCAAGAG (CA)g 7 0,46 0,70 0,710 0,536
R:GCCATTCATAAACCATTCAAG

Cesl1 F:AAGTAATTTCATTCTCAAGTGG (CT),s 12 0,77 0,85 0,455 0,292
R:GTTCTGATATGGGCTTTCC

Cesl2 F:ACGCACTTTCTCAATTCC (TG);,C(GT);; 6 0,31 0,76 0,639 0,461
R:TGTAGACTTGTAGGATAAATGG

Cesl3 F:CTGAAGGGACTGAGGGG (CA)4 5 0,45 0,69 0,743 0,583
R:ATATCAGGAGGTTAAGGGC

Cesl4 F:CTGGTAAGCTCTTGGTTGTG (TG)13 6 0,08 0,37 0,929 0,794
R:CCATGGGTTTTCTGTTTCC

Cesl6 F:GGACATACCTGCCAAAAC (CA), 12 0,60 0,82 0,539 0,363
R:AGAGTTAGTTGCTGTTATATGG

Cesl8 F:ATAATCATGACCTGTGCC (GT)s 13 0,66 0,70 0,696 0,522
R:GTCCCTGATCAAGTATGC

Média'/ Probabilidade de exclusio cumulativa® 933" 046" 0,73 0,9996> 0,9999°

Para todos os locos, exceto Ces04, Ces09, Cesl1 e Cesl8, as frequéncias genotipicas

mostraram desvios significantes do Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), provavelmente em

decorréncia do efeito Wahlund (4rvores dispersas amostradas em uma ampla area). Contudo,

o indice de diversidade genética em C. estrellensis (Hg = 0,73) foi maior que os relatados em

outras espécies florestais da América do Sul: Swietenia macrophylla (Hg = 0.66, Novick et al.,

2003) e Solanum lycocarpum (Hg = 0.33, Martins et al., 2006).

Além do elevado polimorfismo, este conjunto de marcadores apresentou alta

probabilidade de exclusdo de paternidade (Tabela 3). Assim, concluiu-se que para a espécie

C. estrellensis estes 15 marcadores microssatélites sdo suficientemente informativos e,

poderdo ser empregados como ferramentas adequadas para a realizacdo dos estudos genéticos

propostos nesse trabalho.
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4.4.1.3. Teste de segregacio mendeliana
Apos a etapa de avaliacao do polimorfismo dos marcadores desenvolvidos, realizou-se

um teste da segregagdo mendeliana com duas familias de polinizacdo natural compostas por
quinze progénies cada. Para os 15 locos analisados foi constatado que todas as progénies
continham pelo menos um dos alelos presentes em suas respectivas matrizes (Figura 11). A
genotipagem dessas duas familias nos permitiu concluir que esse conjunto de marcadores €

apropriado para os estudos de parentesco propostos nesse trabalho.

Figura 11. Géis de poliacrilamida 10 % mostrando a amplificagdo em uma familia de
C. estrellensis; com os locos Cesl14 (A) e Cesl6 (B). Para ambos os locos, observaram-se a
presenca de pelo menos um dos alelos da matriz (canaleta M1) nas progénies amplificadas

(canaletas 1-6).

4.4.2. Estudos de amplificacdo heterologa em C. legalis
Os 15 pares de primers desenvolvidos para C. estrellensis foram testados para

amplificar o DNA gendmico de dez individuos de Cariniana legalis, espécie popularmente
conhecida como jequitiba rosa. Destes, 12 pares de primers (80 %) amplificaram regides SSR
com sucesso em C. legalis (Tabela 4).

A fim de avaliar o polimorfismo dos doze pares de primers SSR transferidos para C.
legalis realizou-se a genotipagem de um grupo de 28 arvores adultas coletadas entre as bacias
do Rio Pardo e Mogi-Guacu, na regido de Ribeirdo Preto-SP. Para esta amostra, dos 12
primers transferidos, dois (16,7 %) foram monomorficos e os outros 10 foram polimérficos,
mostrando clara variagdo no tamanho dos alelos (Tabela 4).

Um total de 70 alelos foram identificados para os 28 individuos de C. /egalis, usando
os 10 locos SSR polimodrficos. O nimero de alelos detectado nesta espécie variou de 2
(Ces02) a 11 (Ces03), com uma média de 7,0. Esse valor foi menor quando comparado ao
encontrado em C. estrellensis (8,5) para esses mesmos locos (ver Tabela 3 subitem 4.4.1.2.;

Guidugli et al., 2009). Os padrdes observados neste estudo estdo de acordo com estudos
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anteriores que relataram uma diminui¢cdo do polimorfismo na espécie analisada com primers
heterdlogos (Ciampi et al., 2008; Feres et al., 2009). De acordo com Peakall et al. (1998),
fragmentos relacionados amplificados em diferentes espécies podem incluir mutagdes,
rearranjos e duplicagdes na regido flanqueadora, ocasionando mudangas no numero de

repeticdes, o que por sua vez, poderia acarretar uma redugao do polimorfismo.

Tabela 4. Caracteristicas dos locos microssatélites transferidos para C. legalis: temperatura de
anelamento (7a °C), nimero de alelos por loco (4), heterozigosidades observada (Hop) e

esperada (Hg), probabilidades de exclusao de paternidade Pr(Ex;) e Pr(Exy).

Variaciao do tamanho

Locos dos alelos (pb) Ta°C A Hp Hg Pr(Ex1) Pl"(Exz)
Ces02 163-165 57 2 0 0,07 0,998 0,967
Ces03 207-235 50 11 0,50 0,86 0,460 0,297
Ces05 149-163 53 6 043 0,73 0,680 0,501
Ces06 159 51 1 - - - -
Ces07 178-202 51 10 0,74 0,87 0,451 0,289
Ces09 185 48 | - - - -
Cesl0 196-228 49 6 044 0,59 0,799 0,621
Cesl2 265-287 46 10 0,26 0,88 0,417 0,261
Cesl3 142-156 47 5 0,16 0,59 0,817 0,680
Cesl4 180-186 51 4 024 0,29 0,958 0,846
Cesl6 204-214 51 6 0,07 0,71 0,695 0,514
Cesl8 166-186 51 10 040 0,84 0,499 0,330

Meédia'/Probabilidade de exclusio cumulativa® 032" 064" 0,872 0,999*

O valor médio da heterozigosidade observada foi 0,32 e os valores da
heterozigosidade esperada variaram de 0,07 (Ces02) a 0,88 (Ces12), com uma média de 0,64
(Tabela 4). O indice de diversidade genética em C. legalis (0,64) também foi menor que o
valor encontrado em C. estrellensis (0,73), mas foi maior que o relatado para outras espécies
arboreas tropicais: Carapa guianensis (Hg = 0,61, Dayanandan et al., 1999), Swietenia
humilis (Hg = 0,53, White et al., 1999) and Solanum lycocarpum (Hg = 0,33, Martins et al.,
2006). Uma deficiéncia de heterozigotos foi observada para a maioria dos locos,
provavelmente devido a estratégia de amostragem dos individuos utilizados para a
caracterizagdo dos locos (Efeito Wahlund) ou a presenca de alelos nulos. De fato, o teste para
alelo nulo (MICRO_CHECKER, van Oosterhout et al., 2004) revelou que a maioria dos locos
(Ces02, Ces03, Ces05, Cesl2, Cesl3, Cesl6 e Cesl8) mostraram evidéncia de alelos nulos.
Segundo Kim et al. (2004), a probabilidade de ocorréncia de alelos nulos ¢ maior nas espécies
que foram analisadas com marcadores microssatélites heterologos do que nas espécies em que

os marcadores foram desenvolvidos.
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Nenhum dos locos mostrou indicio de desequilibrio de ligagdo significante, indicando
que estes marcadores sdo apropriados para estudos genéticos populacionais. Os perfis
microssatélites gerados pelos 10 pares de primers heterdlogos foram capazes de distinguir
todos os 28 individuos de C. legalis amostrados no sudeste do Brasil (Figura 12). Através da
analise de uma familia de polinizagdo natural com os 10 locos SSR confirmou-se a heranca
mendeliana dos marcadores heterdlogos. Os valores de probabilidade de exclusio de
paternidade sobre os 10 locos polimérficos foram altos (Tabela 4), demonstrando que os
marcadores microssatélites transferidos poderdo ser usados em estudos de parentesco em

populagdes naturais de C. legalis.

Figura 12. Gel de poliacrilamida 10 % mostrando os perfis de amplificagdo gerados

com o loco Ces07 em individuos de C. legalis.
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4.5. CONCLUSAO
O elevado polimorfismo e a alta probabilidade de exclusao de paternidade do conjunto

de marcadores microssatélites desenvolvidos para a espécie C. estrellensis demonstram que
estes locos sdo suficientemente informativos e poderdo ser empregados como ferramentas
adequadas para a realizacdo dos estudos genéticos propostos nesse trabalho. Através dos
estudos de amplificacdo heterdloga, também se constatou a aplicabilidade geral dos
marcadores microssatélites desenvolvidos em C. estrellensis na espécie florestal C. legalis.
Indubitavelmente, este primeiro conjunto de marcadores SSR desenvolvidos para C.
estrellensis abre uma perspectiva para gerar dados genéticos sobre a espécie, podendo auxiliar
no planejamento de programas de conservagdo deste importante recurso genético brasileiro,

bem como de outros representantes do género por meio de estudos de transferibilidade.
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5. CAPITULO II

DIVERSIDADE GENETICA E SISTEMA DE REPRODUCAO DA
ESPECIE FLORESTAL Cariniana estrellensis (Raddi) Kuntze
(LECYTHIDACEAE) EM PEQUENA POPULACAO REMANESCENTE
NO INTERIOR DO ESTADO DE SAO PAULO
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5.1. RESUMO
Nove pares de locos microssatélites foram utilizados para investigar os padrdes

temporal da variabilidade genética e do sistema reprodutivo em uma populagdo remanescente
da espécie florestal Cariniana estrellensis presente em fragmento de 8 ha no interior do
Estado de Sao Paulo. Para tanto, foram mapeadas e amostradas todas as 30 arvores adultas e
39 regeneragdes existentes no referido fragmento. Além disso, coletaram-se sementes de
poliniza¢do natural em dois anos consecutivos, das quais foram obtidas 644 progénies para as
analises genéticas deste trabalho (399 em 2007 + 245 em 2008). Evidéncias de heranca
genética mendeliana 1:1 e indicios de nenhuma ligagdo fisica entre os nove locos avaliados
indicaram que estes marcadores sdo apropriados para os estudos genéticos propostos. Através
das andlises utilizando SSR constatou-se que todas as geragdes de C. estrellensis (adultos,
regenerantes e progénies) apresentaram altos niveis de diversidade genética, no entanto, a
riqueza alélica e a heterozigosidade média observada foram significativamente maiores nos
adultos em comparagdo aos juvenis, sugerindo uma tendéncia de reducdao na diversidade
genética entre as geragdes. Em adicdo, auséncia de endogamia foi detectada em todas as
geragdes, evidenciando a alogamia da espécie. As estimativas das taxas de cruzamento
multilocos (¢,) a nivel populacional ndo diferiram estatisticamente da unidade nos dois
eventos reprodutivos, sugerindo que C. estrellensis seja uma espécie perfeitamente alogama,
com indicios de mecanismos de auto-incompatibilidade. Estimativas da correlacdo de
paternidade (7pmm) 2007) = 0,121 € 7pam 2008) = 0,145) e do coeficiente de coancestralidade
médio dentro de progénies (@, (2007 = 0,140 e Oy (2008) = 0,141) indicaram a ocorréncia de
pequenos desvios de cruzamentos aleatorios na populagdo de C. estrellensis, sendo a maioria
das progénies aparentadas no grau de meios-irmaos. A partir das estimativas de correlacdo de
paternidade estimou-se que o numero efetivo de doadores de polen foi mais alto entre frutos
de uma mesma arvore (10,20 em 2007 ¢ 10,31 em 2008) do que dentro de um mesmo fruto
(1,33 em 2007 e 1,17 em 2008). De forma geral, nao foram detectadas grandes diferengas nos
pardmetros do sistema reprodutivo entre os dois anos e a populacdo estudada mostrou-se

potencial para fins de conservagao in situ e ex situ.
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5.2. INTRODUCAO
Atualmente, a protecao da diversidade genética dentro das espécies em geral ¢ uma

prioridade inerente aos planos de conservacdo, sendo o objetivo de longo prazo manter a
viabilidade evolutiva das espécies. A diversidade genética das populacdes de espécies
arboreas ¢ fundamental para a sustentabilidade, pois fornece matéria-prima para sua
adaptacao, evolugdo e sobrevivéncia (Rajora & Mosseller, 2001).

A fragmentacdo do habitat ocasionada por atividades humanas tem reduzido o
tamanho de muitas populagdes de plantas e aumentado seu isolamento espacial, o que pode
levar a um risco real de erosdo genética e até mesmo de extingdo de espécies, especialmente
nos biomas tropicais (Pinto et al., 2004). Processos antropogénicos, como a fragmentagao
florestal e o corte seletivo de arvores, podem levar a um aumento da distancia entre
coespecificos e dos cruzamentos correlacionados, acarretando mudangas no sistema de
reproducdo e no fluxo génico dentro e entre as populagdes de plantas (Cascante et al., 2002;
Fuchs et al., 2003; Smouse & Sork, 2004; Lobo et al., 2005).

O sistema reprodutivo de uma espécie determina como a variabilidade genética se
organiza no espago e no tempo, podendo fortemente influenciar a extensdo da endogamia e
diferenciagdo genética entre populacdes (Pakkad et al., 2008). De acordo com Allard (1999), a
determinagdo da forma preferencial de acasalamento (alogamia ou autogamia) nas plantas €
importante para o correto delineamento dos métodos de melhoramento e conservacao genética
a serem aplicados a espécie estudada, ja que estas estratégias diferem de acordo aos sistemas
reprodutivos. Ainda, Hall et al. (1996) pontuam que estudos sobre sistema de acasalamento
sao importantes determinantes do tamanho efetivo populacional, parametro este de
importancia critica para elabora¢do dos planos de conservagao.

Em populagdes naturais de plantas a reprodugdo pode ocorrer por cruzamentos
aleatorios, cruzamentos biparentais, autofecundagdes, apomixia e suas combinagdes. Tais
mecanismos podem apresentar grande variacdo entre espécies e entre e dentro de populacgdes
devido ao fato de seu controle estar sob influéncia genética e ambiental (Souza et al., 2003).

Atualmente, tem-se verificado um crescente interesse em descrever os padrdes de
acasalamento de espécies vegetais, contudo, a maioria dos estudos sobre os padrdes de
reproducao de plantas sdo realizados em um Unico evento reprodutivo (Souza et al., 2003;
Freitas et al., 2004; Neto et al., 2005; Veron et al., 2005; Azevedo et al., 2007; Lacerda et al.,
2008). Para os organismos perenes, no entanto, estudos em uma unica época reprodutiva pode
fornecer uma caracterizacdo limitada dos padrdoes de acasalamento da geracdo sob

consideracao (Irwin et al., 2003).
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Plantas individuais perenes, muitas vezes nao florescem todos os anos e os efeitos
ambientais, tais como, variacdo ou abundancia de polinizadores e varia¢do climatica, podem
gerar substancial variacdo interanual na quantidade e qualidade do polen recebido por uma
planta particular. A variabilidade temporal dos individuos doadores de pdlen para
determinadas plantas individuais ou entre plantas dentro de populagdes ¢ mal compreendido,
mas ¢ provavel que exista variagdo ano a ano, a qual ndo pode ser detectada por estudos que
avaliam um tnico evento reprodutivo (Irwin et al., 2003).

De acordo com Alves et al. (2003), estudos sobre sistemas reprodutivos tém se
beneficiado do desenvolvimento de marcadores bioquimicos, como isoenzimas, desde 1970.
No entanto, com o desenvolvimento dos marcadores de DNA, em especial os de heranga
codominante e altamente polimorficos como os microssatélites, o estabelecimento dos
sistemas de acasalamento tornou-se mais preciso (Alves et al., 2003).

Visando contribuir para a conservagdo de recursos genéticos da espécie Cariniana
estrellensis, examinou-se neste trabalho a variacdo genética em diferentes estagios do ciclo de
vida de uma populagdo dessa espécie no interior do estado de Sdo Paulo e investigou-se o
padrao do sistema reprodutivo em dois diferentes anos usando marcadores moleculares
microssatélites.

Assim, as seguintes questdes foram abordadas: a) Quais sdo os niveis de diversidade
genética na populacdo de C. estrellensis? b) As geracdes da populacdo de C. estrellensis
apresentam diferencas quanto a diversidade e estrutura genética? c¢) Existe endogamia nesta
populagao? d) Qual o tipo de sistema reprodutivo da espécie? e) Quais as taxas de
cruzamento, cruzamento entre parentes e cruzamentos correlacionados entre os dois eventos
reprodutivos? f) Qual o niimero médio de arvores doadoras de polen e a propor¢ao de
diferentes parentescos nas geragdes de progénies? g) Qual é o nimero de arvores matrizes

necessarias para a coleta de sementes objetivando a conservagdo genética ex sifu da espécie?
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5.3. MATERIAL E METODOS
5.3.1. Local de estudo
O estudo foi conduzido na localidade de Cravinhos, regido de Ribeirdo Preto (SP), em
um fragmento florestal de aproximadamente 8 ha, altamente perturbado e isolado, presente
dentro da Fazenda Aguas Claras (21°17°47’S; 47°40°29>°W). O fragmento corresponde a um
remanescente de Floresta Estacional Semidecidual e fica nas imediagdes periféricas do

municipio (Figura 13).

Figura 13. A) Foto de satélite mostrando o isolamento geografico da area de estudo
(circulo vermelho). Fonte: Google Earth, agosto de 2010. B) Fragmento florestal onde foram
coletadas sementes e amostras foliares de individuos adultos e jovens da espécie C.

estrellensis. Fonte: Arquivo Pessoal.

5.3.2. Coleta do material biologico
A amostragem do material biologico para o desenvolvimento desta pesquisa foi

realizada em duas etapas. A primeira iniciou-se em junho de 2007, periodo em que se
verificou a maturagdo dos frutos para a espécie C. estrellensis na regido de Ribeirdo Preto-SP.
Para a amostragem do material bioldgico foi imprescindivel a colaboragao dos técnicos:
Antdnio Justino da Silva (responsavel pelo viveiro de mudas da USP/RP), Marco Aurélio
Candido dos Reis, Dirceu de Souza e Benedito Lopes (especialistas em técnicas de escaladas
em arvores).

As ultimas 30 arvores adultas reprodutivas de C. estrellensis remanescentes no
fragmento florestal foram georreferenciadas (GPS) (Anexo 3), identificadas com uma
numeracdo especifica gravada em placa de metal e tiveram tecidos foliares amostrados. Além
disso, frutos foram colhidos aleatoriamente em oito arvores matrizes (denominadas M1, M2,

M3, M4, M10, M12, M13 e M16) que frutificaram dentro da area. A altura média das arvores
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adultas de C. estrellensis foi estimada em 20 m e a medida da circunferéncia a altura do peito

(CAP) variou de 0,94 a 5 m (Figuras 14A e B).

Figura 14. Coleta de folhas e frutos realizada em arvores adultas de C. estrellensis
(Fotos A e B). Individuos jovens da espécie C. estrellensis que foram amostrados para as

analises genéticas (Fotos C e D). Fonte: Arquivo Pessoal.

Para conhecer a dinamica da endogamia entre geragdes, foram coletados tecidos
foliares de 39 regenerantes, ou seja, individuos jovens que nao estavam em fase reprodutiva.
Todos os regenerantes amostrados foram georreferenciados (GPS) (Anexo 4) e receberam
uma placa de identificagdo (Figuras 14C e D). Com as coordenadas geograficas obtidas
através do GPS para cada arvore adulta e regenerante, foi obtido o grafico de posicao espacial
dos individuos dentro do fragmento (Figura 15).

Na segunda etapa, um ano apds a primeira coleta, foram amostradas novamente as
arvores que haviam frutificado dentro da area de estudo. Estas novas coletas foram realizadas

com o intuito de avaliar e comparar o padrao de cruzamento da espécie entre diferentes
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eventos reprodutivos de uma populagcdo. Assim, em julho de 2008 verificou-se que a
frutificacdo dentro do fragmento estava ocorrendo em apenas seis arvores (denominadas M2,
M3, M4, M10, M12 e M15), sendo que cinco correspondiam as mesmas matrizes que haviam
frutificado no ano anterior. Portanto, nesta segunda etapa de coleta, sementes de polinizagao

natural foram obtidas destas seis familias.
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Figura 15. Posicao dos individuos de C. estrellensis amostrados para esta pesquisa.

5.3.3. Obtencao de sementes e produciao de mudas
Todos os procedimentos descritos a seguir foram realizados para os dois anos

consecutivos de coletas (2007 e 2008). Apods a identificagao das matrizes de jequitiba branco
que haviam frutificado dentro do fragmento (8 arvores em 2007 e 6 arvores em 2008), os
frutos foram colhidos diretamente de cada arvore com auxilio de técnicas de escaladas e
tesoura de poda (Figuras 14A e B). Tais frutos foram preferencialmente colhidos quando os
primeiros iniciaram a abertura espontanea, garantindo a obtencao de uma semente ja formada,
com o embrido suficientemente desenvolvido para o plantio.

Em média, de cada arvore matriz foram coletados 17 e 15 frutos aleatdrios para os
anos de 2007 e 2008, respectivamente. Todos os frutos foram acondicionados em sacos de
papel, separados e identificados (um fruto por saco) para garantir a correspondéncia entre
fruto, semente e genitor. A identificacdo das sementes por fruto permitira determinar a
correlacdo de paternidade entre e dentro de frutos. Apds a coleta dos frutos, estes foram
expostos ao sol para completar a abertura e liberagdo das sementes. Logo em seguida, as

sementes foram plantadas no viveiro de mudas da USP/RP, sendo colocadas para germinar
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em recipientes de plastico individuais (tubetes) contendo substrato e adubo, sem nenhum
outro tratamento quimico (Figura 16A).

Em cada tubete foram colocadas duas sementes de mesma procedéncia, totalizando
uma média de 230 sementes plantadas por arvore matriz no ano de 2007 e 211 sementes
plantadas por arvore matriz em 2008. Os tubetes foram entdo identificados e colocados em
bandejas que comportam até 154 dos mesmos, nas quais foram colocadas placas de
identificacdo (Figura 16B). Apos o plantio, as sementes e as posteriores mudas foram
irrigadas uma vez por dia no periodo da manha.

Decorrido um tempo apos o inicio da germinagdo, os tubetes foram analisados com o
objetivo de identificar aqueles que apresentaram germina¢do de mais de uma semente. Neste
caso, escolheu-se aleatoriamente uma das mudas para ser mantida no tubete, enquanto a outra

foi removida e replantada, um procedimento denominado “repique de mudas”.

Figura 16. Bandejas com sementes de C. estrellensis no momento do plantio (A) e
apods a germinagdo (B). Observam-se no canto direito da figura B as placas de identifica¢dao do

material. Fonte: Arquivo Pessoal.

Para ambos os anos de coletas, foi observada variagdo na taxa de germinacdo das

sementes de jequitiba branco, provenientes de drvores matrizes coletadas dentro do fragmento
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florestal. Do total de oito familias plantadas no ano de 2007, apenas sete apresentaram
sementes viaveis sendo que cinco destas familias obtiveram uma taxa de germinacdo de
sementes superior a 50 %. Nenhuma das sementes coletadas da matriz M3 germinou. Assim,
para o primeiro ano de coleta (2007) foram amostradas folhas de 399 progénies procedentes
de 7 familias de polinizagdo natural (5 familias com 65 progénies cada; 1 familia com 50
progénies e 1 familia com 24 progénies).

J& para as 6 familias plantadas em 2008, apenas trés apresentaram taxa de germinagao
superior a 50 %. A menor taxa de germinagdo (8 %) foi constatada especificamente para as
sementes oriundas da matriz M3 (arvore cujas sementes nao germinaram em 2007). Contudo,
apos o periodo de desenvolvimento das primeiras folhas, amostras foliares foram coletadas de
245 progénies procedentes de 6 familias de polinizag¢do natural (4 familias com 50 progénies
cada; 1 familia com 32 progénies e 1 familia com 13 progénies).

Assim, um total de 644 progénies procedentes de polinizacdo natural (399 progénies
produzidas em 2007 + 245 progénies produzidas em 2008) foi amostrado para a realizacao
deste trabalho. Todas as 644 amostras foliares coletadas foram acondicionadas em papel de

aluminio, identificadas e armazenadas em freezer a -20 °C para posterior extracdo do DNA.

5.3.4. Extracio e quantificacio de DNA
As condig¢oes da extragao de DNA das amostras foliares foram efetuadas com base na

metodologia de Alzate-Marin et al. (2009) e a quantificacio foi realizada em

espectrofotometro (Spectronic Genesys 5), como descrito anteriormente no subitem 4.3.2.
Obteve-se boa qualidade e um bom rendimento em todos os ensaios realizados.

Estima-se que cerca de 280 a 328 ng/uL de DNA foram obtidos, a partir de 250-300 mg de

tecido foliar das arvores de C. estrellensis.

5.3.5. Marcadores microssatélites e ensaios de amplificacio multiplex
Dos 15 pares de primers microssatélites desenvolvidos para a espécie C. estrellensis

(Guidugli et al., 2009; Anexo 1), nove marcadores que apresentaram facilidade de
amplificacdo e leitura foram selecionados para realizagdo do presente trabalho (Tabela 5).

As reacdes de amplificagdo foram realizadas em termociclador Mastercycler®
Eppendorf, programado nas seguintes condig¢des: 1 ciclo: 96 °C por 5 minutos, 30 ciclos: 94
°C por 30 segundos, 45-57 °C por 1 minuto, 72 °C por 1 minuto, 1 ciclo: 72 °C por 7 minutos,
22 °C indefinidamente. Para cada rea¢do de PCR, 2,5 ng de DNA gendomico foram utilizados
em um volume total de 10 pL contendo 1x tampao de reacdo livre de MgCl, [75 mM Tris-HCI
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pH 9.0; 50mM KCI; 20 mM (NHy4) ,SO4], 1,5 mM MgCl,, 250 uM de cada um dos
desoxirribonucleotideos (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 0,3 uM de cada primer microssatélite
(direto e reverso) e 1 U de Tag DNA polimerase. Para cada reagdo foi mantido um tubo

contendo agua MilliQ como controle negativo.

Tabela 5. Sequéncias dos primers microssatélites de C. estrellensis

utilizados nesta pesquisa.

Loco SSR Sequéncias 5°-3° Motivos
Cosol  FFCCTTTTAATACCTTTTATTGC CA)
©s R:CCATCTCATCCTAATATATTTTC 9
F:GGACATGGGTTGTTATCCG
Ces02 R TCTCAACCTCAAAATGTAATAGC (ATACHAC)s
Coson  FFAGCATCCTTTGAATTGG (TC)
©s R:CTTCAAAGTAAAGATATAAAAC 16
F:CAGAGTTTTTCAATAGCGG
Ces0d R TTTCATTGCAATCATAGGC (TG:CG(TG)o
Coslo FFGGGCAGACCAAATCAAGAG (CA)

R:GCCATTCATAAACCATTCAAG

Cos]  FPAAGTAATTTCATTCTCAAGTGG €T)
©s R:GTTCTGATATGGGCTTTCC 25

Cosz  FFCTGAAGGGACTGAGGGG (CA)
©s R:ATATCAGGAGGTTAAGGGC 16

F:CTGGTAAGCTCTTGGTTGTG

Cesld R .CCATGGGTTTTCTGTTTCC (TG)i3
Coslg  FPATAATCATGACCTGTGCC GT)
©s R:GTCCCTGATCAAGTATGC 6

Com a finalidade de otimizar a genotipagem dos individuos analisados nesta pesquisa,
quatro sistemas de PCR biplex foram testados: Ces01/Ces04, Ces01/Ces10, Ces01/Cesl1 e
Ces09/Ces13. Esses ensaios foram feitos em um volume final de 15 pL de reacdo de PCR,
misturando todos os reagentes (tampao, dANTP, primers, MgCl, e a Tag DNA polimerase),
com excecdo do DNA, em um unico tubo para garantir a homogeneidade das reacdes. As
quantidades exatas de cada reagente para cada um dos testes de PCR biplex estudados estao
resumidas na Tabela 6. Todas as amplificagdes biplex foram realizadas a uma temperatura de

anelamento de 48 °C, utilizando o termociclador Mastercycler® Eppendorf.
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Tabela 6. Condigdes das reacdes de PCR biplex testadas em C. estrellensis.

Reagentes Locos

Ces01/Ces04 Ces01/Ces10 Ces01/Cesll Ces09/Ces13

DNA (10 ng/pL) 4,5 uL 3,75 uL 3,75 uL 3,75 uL
dNTP (2,5 mM) 1,5 uL 1,5 uL 1,5 uL 1,5 uL
Tampao (10X) 1,5 uL 1,5 uL 1,5 uL 1,5 uL
MgCl, (50 mM) 0,45 pL 0,45 pL 0,45 pL 0,45 pL

1,8 uL (CesO1) 1,8 uL (CesO1) 1,8 pL (CesO1) 1,8 pL (Ces09)

Primers (2,5 0M) '3 1 (Ces04) 1.8 ulL (Ces10) 1.8 uL (Cesll) 2.3 uL (Ces3)

Taq (1U/uL) 0,38 uL 0,3 uL 0,3 uL 0,3 uL
Agua 2,57 uL 3,9 uL 3,9 uL 3,4 uL
Volume final 15uL 15 uL 15 uL 15 uL

Dos quatro conjuntos de PCR biplex testados, dois conjuntos CesO01/Cesll e
Ces09/Ces13 foram satisfatoriamente uteis (Figura 17). Os demais sistemas biplex
(Ces01/Ces04 e Ces01/Ces10) sofreram sobreposi¢do dos produtos de amplificagdo, e nao

puderam ser utilizados para realizagdo desta pesquisa.

Figura 17. Gel de poliacrilamida 10 % contendo amostras de PCR biplex dos primers

Ces01 (amostras inferiores no gel) e Cesl1 (amostras superiores no gel).
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5.3.6. Eletroforese, coloracio e leitura dos géis
Os produtos amplificados foram separados por eletroforese sob condigdes

desnaturantes em géis de poliacrilamida 10 %. A visualizagdo dos produtos de amplificagao
foi feita com nitrato de prata (20 %) segundo protocolo de Sanguinetti et al. (1994).
Fragmentos de diferentes mobilidades foram considerados alelos diferentes. Estimativas dos
tamanhos dos produtos de amplificagdo em pares de bases foram realizadas comparando-se

com um marcador de peso molecular de 10 pares de bases (Invitrogen).

5.3.7. Analises estatisticas
5.3.7.1. Analise de segregacio dos locos SSR

O estudo da heranca dos locos microssatélites desenvolvidos para C. estrellensis foi
realizado com base no método descrito por Gillet e Hattemer (1989), que compara o genotipo
de uma arvore materna heterozigota com a segregacao de suas progénies de polinizagao
natural. Assume-se que os locos que apresentam segregacao regular de seus genes estao sob a
classica heranca Mendeliana, atendendo trés requerimentos basicos: i) apresentam uma
segregacdo meidtica regular durante a producido dos 6vulos; ii) apresentam uma fertilizagao
aleatoria dos ovulos para cada tipo de poélen; iii) que entre o evento de fertilizagdo e o
momento de genotipagem das sementes, ndo ocorreu selecdo devido a diferencas na
viabilidade. Assumindo-se também que existe uma relacdo de co-dominancia entre todos os
alelos, o método prevé que as seguintes condi¢des sejam satisfeitas: a) Toda progénie de uma

arvore materna A4;4; deve possuir o alelo Ai da arvore mae; b) Em caso de uma arvore mae
heterozigota (ex. Al,Aj, i #j) deve-se proceder da seguinte maneira: i) cada individuo de uma
progénie deve possuir um dos alelos da arvore materna, 4. ou A]_; if) o numero de progénies
heterozigotas Al_Aj (Nl_j) ¢ esperado ser igual a soma das progénies homozigotas AI_AI_ (Nl_ l,) e AjAj
(ij), Nij= N+ ij ; iii) o nimero de progénies heterozigotas A4 (N,)¢é esperado ser igual ao
numero de progénies heterozigotas AjA . (Nj D, N = N] " (k#1,)).

Os fendtipos observados em cada progénie de arvores maternas heterozigotas, para um
dado loco, foram comparados com o esperado pela hipotese de segregagdo 1:1, usando um
teste G (Sokal e Rohlf, 1981) com um grau de liberdade. A hipotese de segregacao regular foi
aceita ou descartada com base em um teste G padrao calculado para cada progénie
individualmente e agrupando as progénies de arvores maternas de mesmo genotipo para o

loco sob consideragao.
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5.3.7.2.  Analise do desequilibrio de ligacao
O desequilibrio de ligagdo ¢ um procedimento estatistico que analisa a recombinagao

das frequéncias entre pares de locos para determinar se dois locos ndo segregam
independentemente. Caso isso ocorra, significa que o numero de marcadores microssatélites
utilizados no trabalho ndo sdo nove como foi assumido e sim um numero menor, de acordo
com o numero de ligacdes.

No presente trabalho, o teste de desequilibrio de ligagdo foi realizado entre todos os
pares de locos com auxilio do programa FSTAT 2.9.3.2 (Goudet, 2002). As probabilidades de
significancia do teste foram obtidas por permutacdo (1000) e aplicando uma correg¢ao
sequencial de Bonferroni para multiplas compara¢des (95 %, a = 0,05). Esses testes

permitiram determinar quais locos sdo adequados para as anélises genéticas populacionais.

5.3.7.3.  Analises da diversidade genética e do indice de fixacio
A diversidade genética da geragdo adulta, regenerantes e progénies foi caracterizada

para o numero total de alelos (K), numero médio de alelos por loco (4), heterozigosidade
observada (Hop), heterozigosidade esperada segundo expectativas do equilibrio de Hardy-
Weinberg (Hg) e numero efetivo de alelos por loco (4.~1/(1-Hg)). A aderéncia das
frequéncias genotipicas observadas as proporgdes tedricas do equilibrio de Hardy-Weinberg
foi verificada pelo teste exato de Fisher, utilizando o programa GDA versao 1.1 (Lewis &
Zaykin, 2000).

A estrutura genética entre as geragdes de adultos, progénies e regenerantes de C.
estrellensis foi acessada através de dois métodos: estatistica Fsr classica de Nei (1977) e
estatistica Gst de Hedrick (2005). Também foi estimado o indice de fixacdo ( F'), conforme
Weir (1996). A significancia estatistica dos valores médios entre locos do indice F foi
calculada por permuta¢do (10.000), usando o programa FSTAT (Goudet, 2002). Além disso,

calculou-se a probabilidade de exclusdo do primeiro [ Pr(£Xx,)] e segundo parentes [ Pr(EX,) ],

utilizando o programa CERVUS 3.0 (Kalinowski et al., 2007).

5.3.7.4.  Analises do sistema de reproducio, coancestria e tamanho efetivo
O sistema de reproducao foi caracterizado pelos modelos misto de reprodugao (Ritland

& Jain, 1981) e de cruzamentos correlacionados (Ritland, 1989), utilizando o programa
MLTR (Ritland, 2004). Os seguintes parametros foram estimados para cada um dos eventos
reprodutivos analisados nesta pesquisa: a) taxa de cruzamento multiloco (7,); b) taxa de

cruzamento uniloco (Z); c¢) taxa de cruzamento entre aparentados (¢, - f); d) correlagdo
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multiloco de paternidade (7,.m)); €) correlagdo uniloco de paternidade (r,)). O erro padrao dos
parametros foi estimado por 1000 reamostragens bootstraps. Estas andlises foram conduzidas
em nivel de populagdo (obtendo-se os valores médios das estimativas para a espécie dentro do
fragmento estudado) e de arvores matrizes (calculando-se as estimativas médias de cada
parametro por familia). As unidades de reamostragens foram as familias na analise
populacional e os individuos dentro de familias nas anélises individuais por arvore matriz.
Além disso, a estimativa da correlacdo de paternidade foi analisada entre progénies de
diferentes frutos em uma mesma arvore e entre progénies de um mesmo fruto.

Os parametros do sistema de reprodug¢do foram utilizados para estimar outros

parametros demograficos e genéticos como: a) o nimero efetivo de arvores polinizadoras,

Nep =1/7,; b) a propor¢do média de pares de irmdos de autofecundagdo (ﬁ,A =§), irmaos-
completos (f’,c = fmfp) € meios-irmaos [f’M, =1, (1-7,)] contidos nas progénies. Também

foi estimado o coeficiente médio de coancestria (O,,) entre plantas dentro de progénies € o
tamanho efetivo de varidncia (Newv)). O Coeficiente de Coancestria (®,,) ¢ uma medida de
parentesco dos individuos dentro das populacdes. Esse coeficiente pode variar de -1,0 (sem
genes em comum) até 1,0 (g€meos idénticos ou clones). No presente trabalho, o coeficiente
médio de coancestria dentro de progénies foi estimado em nivel de populagdo utilizando-se a

seguinte expressao:
Oy, = 0,125 (1+F,) [4s + (tn +st,rs) (1+7,)] (Ritland, 1989)

Para conhecer a representatividade genética das progénies foi estimado o tamanho

efetivo de variancia (Ne)) médio das progénies conforme propds Cockerham (1969):
Newy= 0,5/ 0y, [ (n-1)/ n] + (1+F,)/2n

em que n ¢ o tamanho da amostra das progénies e F, representa o coeficiente médio de
endogamia na geracao de progénies.

O numero de arvores matrizes (m) necessario para a coleta de sementes foi calculado
utilizando-se a expressao:

=N /N, (Sebbenn, 2003).

e(referéncia)
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em que Negreferenciay € 0 tamanho efetivo de referéncia ou que se pretende reter na amostra das
sementes. No presente trabalho, adotou-se como tamanho efetivo de referéncia o valor de 100
(2x50; Nunney & Campbell, 1993).

O parentesco e a representatividade genética das arvores adultas e regenerantes foram
avaliados pelas estimativas dos coeficientes de coancestria entre todos os pares de arvores
(Oxy) dentro das geragdes, usando o programa Spagedi (Hardy & Vekemans, 2002). Estas
estimativas foram utilizadas para calcular o coeficiente médio de coancestria dentro das

geragdes (0,,) de acordo com o proposto por Lindgren & Mullin (1998):

i
— [
O30 (IHF, S S by
1=1 1
2

(*:')W:
7

em que n representa o numero de individuos amostrados e F}, representa o coeficiente médio
de endogamia na geragdo parental.

O coeficiente Oy, foi usado para calcular o tamanho efetivo (V.) das arvores adultas e
regenerantes na populagdo usando o método de Cockerham (1969): N.=0,5/ ®,,. Finalmente, a

relagdo entre o tamanho efetivo (N, ) e o tamanho da populagao (N), N. /N foi estimada.
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5.4. RESULTADOS

5.4.1. Heranca dos locos SSR
Os valores da soma dos testes G individuais da segregacdo esperada total 1:1

(ZGTm,J:1 ), agrupando as progénies de arvores maternas de mesmo genotipo para o loco

sob consideragdo sao apresentados na Tabela 7. Através destes testes foi possivel constatar
que os locos Ces09, Ces10, Cesl1, Cesl4 e Cesl8 ndo apresentaram desvios de segregacao
para todas as familias analisadas; o loco Ces13 apresentou desvio em apenas uma das familias
e na analise agrupada. Nos locos Ces01 e Ces02 foram observados desvios de segregacdo em
duas familias e em uma das analises agrupadas. Por tltimo, no loco Ces04 foram observadas
trés familias de 12 (25 %) em desacordo com as proporgdes de segregacdo 1:1.

Assim, neste trabalho o teste de segregacdo para locos em heterozigose nas matrizes
foi realizado 69 vezes. Destes 69 casos em 61 (88,4 %) foi confirmada a segregagdo
mendeliana esperada 1:1, o que indica que os respectivos pares de primers amplificam locos

moleculares com heranga genética mendeliana de acordo com as proporgdes 1:1.

Tabela 7. Testes G para hipdtese de segregacdo codominante 1:1 em nove locos SSR de C.

estrellensis.
. Gen()tipo G 1:1) G,(I:I)
Loco/matriz materno n; n;; nj; ny Nk Ry n, (GL=1) (GL=1)
Ces01
2007 2008
M1 -- 148/174 20 25 0 12 1 0,56 10,97%*
M2 -- 148/174 11 11 4 13 6 0,62 2,64
M13 - 148/174 14 15 1 0 30 0,13 ---
-- M2 148/174 11 14 0 14 10 0,36 0,67
Agrupado 56 65 5 126 39 47 86 1,56 0,75
M10 - 148/154 16 23 16 1 9 9,92%* 7,36%*
- M10 148/154 18 6 16 6 2 0,40 2,09
Agrupado 34 29 32 95 7 11 18 7,78%* 0,90
MI12 - 172/174 5 0 0 30 28 --- 0,07
-- Mi2 172/174 0 0 0 23 25 --- 0,08
Agrupado 5 0 0 5 53 53 106 - -
MIl16 -- 154/174 10 10 0 25 19 --- 0,82
-- MI15 154/174 8 11 2 17 10 1,20 1,84
Agrupado 18 21 2 41 42 29 71 0,61 2,39
-- | M3 148/156 3 6 1 0 1 1,65 ---
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Continuacdo Tabela 7.

. Genotipo G . G,
Loco/matriz ma terrln)o n; n; R n; Ry Ry n; G Ii:i) @ Iil='11))
Ces02
2007 2008
Ml - 199/201 3 0 0 36 22 3,41
MI12 - 199/201 9 5 7 19 19 0,43 ---
- MI2 199/201 9 6 5 8 12 0,20 0,81
Agrupado 21 11 12 44 63 53 116 0,09 0,86
M2 - 179/183 9 2 6 19 14 0,06 0,76
- M2 179/183 6 | 9 14 19 1,01 0,76
Agrupado 15 3 15 33 33 33 66 0,27
M4 - 187/199 0 3 2 8 11 0,48
-- M4 187/199 0 3 7 11 11 - -
Agrupado 0 6 9 15 19 22 41 - 0,22
MI10 - 181/187 14 21 5 16 8 3,66 2,72
- MI10 181/187 1 15 6 17 10 22,36%* 1,84
Agrupado 15 36 11 62 33 18 51 17,34%* 4,48
M13 - 179/181 16 4 8 16 18 0,57 0,12
MI16 - 181/201 12 8 0 23 21 0,81 0,09
- M3 181/183 1 5 4 3 0 7,36%*
Ces04
2007 2008
Ml - 185/213 10 13 0 20 21 0,39 0,02
MI10 - 185/213 13 14 2 19 16 0,31 0,26
- MI10 185/213 | 0 0 21 27 0,75
Agrupado 24 27 2 53 60 64 124 0,47 0,13
M2 -- 185/189 7 10 0 7 26 0,53 11,64**
- M2 185/189 5 9 1 22 13 1,70 2,34
Agrupado 12 19 1 32 29 39 68 2,02 1,48
M4 - 181/187 6 4 5 5 4 0,60 0,11
- M4 181/187 3 5 0 13 11 0,51 0,17
Agrupado 9 9 5 23 18 15 33 1,10 0,27
MI12 - 183/205 9 17 0 13 26 2,50 4,42
- MI2 183/205 3 6 0 20 19 1,02 0,03
Agrupado 12 23 0 36 33 45 78 3,52 1,85
M13 - 183/187 | 15 13 29 7 31,5%* 14,44%*
M16 - 183/185 13 9 13 7 22 2,34 8,15%*
- MI15 183/201 2 9 0 20 19 4,82 0,03
Ces09
2007 2008
M4 -- 187/193 13 8 0 1 0 1,20 0,50
- M4 187/193 13 16 0 0 0 0,31
Agrupado 26 24 0 50 1 0 1 0,08
- | M3 187/189 7 5 1 0 0 0,08
Cesl0
2007 2008
M4 - 196/216 8 6 10 0 0 2,72
- M3 196/216 5 3 0 2 1 0,51 0,34
- M4 196/216 8 3 14 2 3 3,31 0,20
- MI15 196/216 27 6 14 0 0 1,05
Agrupado 48 18 38 104 4 4 8 0,62
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Continuagao Tabela 7.

. Genétipo G 1 G’ 1.1y
Loco/matriz materno n;j n;; nj ny R Rjy n; (GL=1) (GL=1)
Cesll
2007 2008
M1 - 228/232 4 0 6 29 24 0,40 0,47
M13 - 228/232 5 0 2 33 23 1,33 1,80
Agrupado 9 0 8 17 62 47 109 0,06 2,07
M12 -- 218/228 15 11 0 13 17 0,62 0,53
M16 -- 218/228 9 10 1 20 22 0,20 0,10
- MI12 218/228 10 8 0 9 19 0,22 3,65
Agrupado 34 29 1 64 42 58 100 0,25 2,57
M2 -- 224/230 6 0 0 21 20 - 0,02
- M2 224/230 8 4 1 15 19 0,70 0,47
Agrupado 14 4 1 19 36 39 75 4,44 0,12
M4 - 232/240 3 1 1 9 9 0,20 -
- M4 232/240 6 3 0 8 7 1,02 0,07
Agrupado 9 4 1 14 17 16 33 1,16 0,03
M10 -- 230/240 12 4 7 23 19 0,04 0,38
- M10 230/240 5 6 1 12 20 0,33 2,02
Agrupado 17 10 8 35 35 39 74 0,03 0,22
-- M3 218/240 0 0 0 4 3 - 0,14
-- MI15 218/224 3 6 3 20 16 3,14 0,45
Cesl3
2007 2008
Ml -- 154/160 29 32 1 0 3 0,26 -
M13 -- 154/160 21 34 2 0 4 3,99 -
MI16 - 154/160 26 26 1 0 2 0,02 -
- MI15 154/160 12 26 2 3 6 6,58%* 1,02
Agrupado 88 118 6 212 3 15 18 6,14 8,73%*
-- | M3 152/154 2 2 5 3 1 2,94 1,05
Cesl4
2007 2008
M4 - 190/196 9 9 0 3 3 -
M13 - 190/196 33 29 0 1 1 0,26 -
-- M4 190/196 10 13 1 0 0 0,67 -
Agrupado 52 51 1 104 4 4 8 --- --
-- | M15 188/196 1 3 0 22 25 1,05 0,19
Ces18
2007 2008
Ml -- 168/170 30 15 18 0 0 0,14 -
M13 -- 168/170 38 17 10 0 0 1,87 -
Agrupado 68 32 28 128 0 0 0 0,50 -
MI12 -- 168/182 24 23 2 6 10 0,02 1,01
- M12 168/182 14 12 4 12 5 0,13 2,97
Agrupado 38 35 6 79 18 15 33 0,11 0,27
-- | MI15 168/186 8 14 0 15 7 1,66 2,98
**Pp<0,01;

ny, h; + ny; sdo os niimeros observados de heterozigotos e homozigotos, respectivamente;
Ny N $a0 0s numeros observados de genotipos heterozigotos do tipo ik e jk, respectivamente.

5.4.2. Desequilibrio de ligacao
No presente trabalho, a andlise do desequilibrio de ligacdo apods corre¢do de

Bonferroni (0=0,05), ndo detectou indicios de desequilibrio de ligacdo entre todos os

possiveis pares de locos avaliados nas geracdes de adultos, regenerantes e progénies (Tabela
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8). Portanto, pode-se afirmar que os alelos de diferentes locos ndo estdo associados e
segregam independentemente. Certamente estes locos poderdo ser usados em estudos da
estrutura e diversidade genética, estrutura genética espacial, sistema de reproducdo e fluxo

génico contemporaneo, visto que ndo vao gerar vicios nessas estimativas.

Tabela 8. Teste de desequilibrio de ligacdo entre os locos microssatélites de C. estrellensis. Os
valores na tabela sdo as probabilidades ap6s 1000 permutacdes. O valor limite de significancia

apos correcao de Bonferroni ¢ 0,000347.

. Progénies

Pares de locos Matrizes Regenerantes 2007 2008

Ces01 X Ces02 0,88819 0,13715 0,00035 0,00035
Ces01 X Ces04 0,22500 0,62708 0,00035 0,00035
Ces01 X Ces09 0,07257 0,46910 0,00035 0,00035
Ces01 X Ces10 0,13542 0,68611 0,00035 0,00035
Ces01 X Cesl1 0,09340 0,00208 0,00035 0,00035
Ces01 X Ces13 0,20417 0,37500 0,00035 0,00035
Ces01 X Ces14 0,37396 0,03750 0,00521 0,00035
Ces01 X Ces18 0,01667 0,15799 0,00035 0,00035
Ces02 X Ces04 1,00000 1,00000 0,00035 0,00035
Ces02 X Ces09 0,23333 0,35347 0,01667 0,03646
Ces02 X Ces10 0,26736 0,22257 0,00035 0,00035
Ces02 X Cesl1 0,08611 0,05694 0,00035 0,00035
Ces02 X Ces13 0,55799 0,60764 0,00035 0,00035
Ces02 X Ces14 0,01319 NA 0,00035 0,00035
Ces02 X Ces18 0,28125 0,32743 0,00035 0,00035
Ces04 X Ces09 0,25417 0,59896 0,00035 0,00035
Ces04 X Ces10 0,48576 0,59444 0,00035 0,00035
Ces04 X Cesl1 0,20590 0,19028 0,00035 0,00035
Ces04 X Ces13 0,25104 0,80278 0,00035 0,00035
Ces04 X Cesl4 0,68611 0,65660 0,00035 0,00035
Ces04 X Ces18 0,64965 0,18993 0,00035 0,00035
Ces09 X Ces10 0,07083 0,28993 0,01389 0,04792
Ces09 X Cesl11 0,45243 0,57465 0,02083 0,00035
Ces09 X Ces13 0,92292 0,98681 0,00208 0,02153
Ces09 X Cesl14 0,41910 0,56910 0,14931 0,55556
Ces09 X Ces18 0,65278 0,25694 0,02708 0,01215
Ces10 X Cesl11 0,01042 0,95694 0,00035 0,00035
Ces10 X Ces13 0,02222 0,10556 0,00035 0,00035
Cesl10 X Cesl4 0,25451 0,46042 0,75729 0,08368
Ces10 X Ces18 0,14410 0,22743 0,00035 0,00035
Cesll X Ces13 0,56007 0,70729 0,00035 0,00035
Cesll X Cesl4 0,18854 0,78403 0,37431 0,00035
Cesll X Cesl18 0,13715 0,55417 0,00035 0,00035
Ces13 X Cesl4 0,64028 0,20938 0,69722 0,00035
Ces13 X Ces18 0,02431 0,66181 0,00035 0,00035

Cesl4 X Ces18 0,28854 0,00035 0,03194 0,00035
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5.4.3. Analises da diversidade genética e do indice de fixacido na amostra total
Durante as analises o nimero de individuos variou de 652 a 703 (do total de 713). Esta

diferenca na amostragem ¢ atribuida a problemas de rotina laboratorial devido a qualidade do
DNA (presenca de impurezas) e sua diluicdo, que acarretam falhas na amplificagdo de
determinados locos. Apesar disso, o numero de individuos utilizados para as andlises pode ser
considerado 6timo.

Para os nove locos microssatélites analisados em todos os 713 individuos de C.
estrellensis (adultos + regenerantes + progénies), 69 alelos foram identificados. O nimero de
alelos por loco variou de 4 (Ces13) a 15 (Ces04) com uma média de 7,66 alelos/loco (Tabela
9). O niimero efetivo de alelos por loco foi menor do que o nimero médio de alelos por loco,
variando de 1,19 (Ces09) a 6,62 (Ces04) alelos, com média de 2,36 alelos/loco. Isso indica
que embora existam muitos alelos nos locos, muitos t€ém baixa frequéncia. De fato, do total de
69 alelos encontrados com os nove locos microssatélites, apenas 14 e 11 alelos tiveram
frequéncia superior a 10 % e 25 %, respectivamente. A maioria (54 %) apresentou frequéncia

menor ou igual a 5 %.

Tabela 9. Poder de exclusdo de nove locos microssatélites em arvores adultas,
regenerantes e progénies de C. estrellensis. N ¢ o nimero de individuos analisados; K ¢ o
namero total de alelos; 4. ¢ o numero efetivo de alelos nos locos; Hop ¢ a heterozigosidade
observada; Hg ¢ a heterozigosidade esperada; Pr(Ex;) e Pr(Ex;) sdo respectivamente as

probabilidades de excluir o primeiro parente e o segundo parente.

Locos N K A, Ho Hyg Pr(Ex,) Pr(Ex,)
Ces01 678 9 3,31 0,677 0,698 0,711 0,536
Ces02 674 7 5,55 0,765 0,820 0,536 0,360
Ces04 703 15 6,62 0,774 0,849 0,461 0,298
Ces09 660 5 1,19 0,162 0,160 0,987 0,918
Cesl10 682 5 2,10 0,626 0,525 0,862 0,780
Cesll1 661 11 6,02 0,879 0,834 0,509 0,336
Cesl3 674 4 1,90 0,494 0,473 0,887 0,766
Cesl4 652 5 1,30 0,239 0,233 0,973 0,881
Cesl8 689 8 2,44 0,660 0,590 0,821 0,694
Média 674,78 7,66 2,36 0,586 0,576 - -—-

Total - 69 - - - 0,946118  0,993520
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A heterozigosidade observada variou de 0,239 (Ces14) a 0,879 (Ces11), com média de
0,586. A heterozigosidade esperada sob o equilibrio de Hardy-Weinberg variou de 0,233
(Cesl4) a 0,849 (Ces04), apresentando valor médio de 0,576, inferior a heterozigosidade
média observada (Tabela 9). Em concordancia, o indice de fixagdo médio para todos os locos
apresentou valor negativo de -0,0185, ndo diferindo estatisticamente de zero.

O poder de exclusdo total para identificagdo de um candidato a pai em uma progénie
arbitraria, quando nenhum dos pais é conhecido (Pr(EXx;)) foi estimado em 0,946118. Quando
¢ conhecido o gendtipo de um dos pais, a probabilidade de exclusdo (Pr(Ex;)) do conjunto de
locos ¢ de 0,993520 (Tabela 9). Isto indica que o poder de exclusao de tais locos ¢ adequado

para analise de parentesco, especialmente analises de paternidade.

5.4.4. Equilibrio de Hardy-Weinberg, diversidade, estrutura genética e
endogamia nas geragoes

Nesta pesquisa, verificou-se que todos os nove locos SSR ajustaram-se as proporgdes de
Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) na geragdo de arvores adultas, enquanto seis locos (Ces01,
Ces04, Ces09, Cesl1, Cesl3, Cesl8) encontraram-se nessa situagdo na geragdo de regenerantes
(Tabela 10). Para as geragdes de progénies, por sua vez, ajustes das frequéncias genotipicas ao
EHW foram constatados para cinco (Ces01, Ces02, Ces09, Ces13, Ces14) e oito (Ces01, Ces04,
Ces09, Ces10, Cesl11, Cesl3, Ces14, Ces18) locos SSR nos anos de 2007 e 2008, respectivamente.

Tabela 10. Probabilidades obtidas com o teste exato de Fisher para verificagdo do Equilibrio de

Hardy-Weinberg na populagdo de C. estrellensis em quatro geragoes.

Geracoes Ces01 Ces02 Ces04 Ces09 Cesl0 Cesll1 Cesl3 Cesld Cesl8
Matrizes 0,7576 0,4876  0,4376 0,3074 0,8008 0,0938 0,2840 0,1816  0,7992
Regenerantes 0,2596 0,0000* 0,1828 0,9194 0,0486* 02716 0,4124 0,0326* 0,1836
. 2007 03900 0,7464  0,0000% 02530 0,0000% 0,0012%* 0,1598 0,7774  0,0000%

Progénies
2008 0,5684 0,0016* 09484 0,6332 0,6998 02752 0,6766 0,1204 0,1118

*Desvio significativo (P<0,05).

Os resultados da variagdo genética nas geracdes de adultos, regenerantes e progénies

de C. estrellensis estao apresentados na Tabela 11. Os adultos apresentaram um nimero maior
de alelos (62) do que os observados nas geracdes de regenerantes (55) e progénies

descendentes dos anos de 2007 (56) e 2008 (51). Com relagdo a presenca de alelos exclusivos,
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foi constatado um total de nove, sendo cinco pertencentes a geragao de adultos; dois a geragao
de regenerantes e um Unico alelo exclusivo as progénies descendentes de 2007 e 2008,
respectivamente. A distribuicdo das frequéncias alélicas para os nove locos SSR nas quatro

geracdes de jequitiba branco analisadas nesse trabalho encontra-se no Anexo 5.

Tabela 11. Caracteristicas de nove locos microssatélites em quatro geragdes de C. estrellensis.
Tamanho amostral (N); nimero total de alelos (K); riqueza alélica (R); numero efetivo de alelos nos
locos (4.); heterozigosidade observada (Ho); heterozigosidade esperada (Hg); indice de fixacao (F).

EP (95 %): erro padrao a 95 %, calculado via reamostragem jackknife.

Matrizes (N = 30)

Locos N K R A, Hy Hyg F
Ces01 28 8 7,9 3,48 0,750 0,713 -0,0519
Ces02 28 7 6,9 5,91 0,785 0,831 0,0556
Ces04 27 12 12 6,94 0,925 0,856 -0,0824
Ces09 29 5 4,9 1,50 0,310 0,335 0,0769
Ces10 29 5 4,8 2,38 0,620 0,581 -0,0677
Cesll 28 10 9,8 6,37 0,964 0,843 -0,1462
Cesl13 28 3 3 2,36 0,678 0,577 -0,1793
Cesl4 28 5 4,9 1,30 0,214 0,233 0,0847
Ces18 30 7 6,7 2,46 0,633 0,594 -0,0667
Média - 6,89 6,76 3,63 0,653 0,618 -0,0576™
-EP(95 %) - 6,66 6,53 3,45 0,632 0,600 -
+EP(95 %) - 7,12 6,98 3,80 0,674 0,636 -
Regenerantes (V= 39)
Locos N K R A, Hg Hy, F
Ces01 38 7 6,5 2,62 0,552 0,619 0,1094
Ces02 34 6 5.9 4,01 0,411 0,751 0,4555
Ces04 38 14 12,3 7,14 0,789 0,860 0,0834
Ces09 32 4 3,9 1,54 0,375 0,351 -0,0674
Ces10 39 4 3,6 2,32 0,717 0,569 -0,2644
Cesll1 38 9 8,1 5,68 0,894 0,824 -0,0863
Cesl13 35 4 3,7 1,96 0,457 0,490 0,0692
Cesl4 35 2 1,9 1,05 0,057 0,056 -0,0149
Cesl8 39 5 4,6 2,82 0,743 0,646 -0,1533
Média - 6,11 5,61 3,23 0,555 0,574 0,0333™
-EP(95 %) - 5,81 5,35 3,06 0,534 0,553 -

+EP(95 %) - 6,40 5,86 3,39 0,576 0,595 -
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Progénies_Ano2007 (N =399)

Locos N K R A, Ho Hy, F
Ces01 378 8 6,1 3,41 0,690 0,707 0,0244
Ces02 384 7 6,3 5,55 0,815 0,820 0,0069
Ces04 396 13 9,5 5,85 0,712 0,829 0,1414
Ces09 370 3 2,7 1,16 0,145 0,138 -0.0572
Ces10 388 4 2,4 2,01 0,670 0,503 -0.3306
Cesll 379 9 6,5 5,71 0,886 0,825 -0,0737
Cesl13 377 3 2,8 1,78 0,466 0,438 -0,0643
Cesl4 378 5 2,8 1,21 0,179 0,175 -0,0237
Ces18 397 4 3,1 2,22 0,642 0,551 -0,1653
Média - 6,22 4,68 3,21 0,578 0,554 -0,0437™
-EP(95 %) - 5,94 4,47 3,04 0,557 0,532 -
+EP(95 %) - 6,49 4,88 3,37 0,599 0,576 -
Progénies_Ano2008 (N = 245)
Locos N K R A, Hy Hyg F
Ces01 234 8 5.4 3,12 0,666 0,680 0,0207
Ces02 228 6 5.9 5,37 0,732 0,814 0,1008
Ces04 242 12 9,7 6,89 0,855 0,855 -0,0001
Ces09 229 3 2,6 1,16 0,139 0,139 0,0011
Ces10 226 3 2,8 2,09 0,535 0,522 -0,0238
Cesll1 216 8 6,9 5,68 0,851 0,824 -0,0336
Cesl13 234 4 3,5 2,03 0,521 0,508 -0,0248
Cesl4 211 3 2,9 1,53 0,379 0,349 -0,0854
Cesl8 223 4 3,9 2,71 0,681 0,631 -0,0792
Média - 5,66 4,84 3,39 0,595 0,591 -0,0068 ™
-EP(95 %) - 5,40 4,64 3,22 0,576 0,571 -
+EP(95 %) -- 5,91 5,03 3,55 0,614 0,611 -

" ndo significativo (de acordo com o Intervalo de Confianga a 99 %, calculado via 10.000 reamostragens bootstraps).

Conforme pode ser visto na Tabela 11, a riqueza alélica, no conjunto amostral, variou

de 4,68 (geragdo de progénies descendentes em 2007) a 6,76 (geragao de adultos). Em todas

as geragdes o numero efetivo de alelos por loco (4.) foi menor do que o niimero de alelos

encontrado por loco (K) (Tabela 11), o que novamente indica a existéncia de alelos em baixa

frequéncia nos locos analisados. De acordo com o intervalo de confianca a 95 % calculado via

reamostragem jackknife, os valores médios de heterozigosidades esperada (Hg) e observada

(Ho), estimados para as quatro geracdes, ndo foram estatisticamente diferentes entre si

(Tabela 11). Contudo, a heterozigosidade média observada foi significativamente maior nos
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adultos do que nas demais geragdes, sugerindo uma tendéncia de reducdo na diversidade
genética entre as geracoes.

Em relagdo a dinamica da endogamia entre geragdes, o indice de fixacdo apresentou
valores variando entre locos de negativos a positivos, sugerindo em alguns casos, excesso de
heterozigotos € em outros de homozigotos. Por sua vez, a média entre locos ndo diferiu
estatisticamente de zero em todas as quatro geracdes analisadas, indicando auséncia de
endogamia e evidenciando a alogamia da espécie (Tabela 11).

A divergéncia genética entre as geragdes de jequitiba branco foram examinadas no
presente trabalho através de duas metodologias: estatistica F' de Nei (Fst) e de Hedrick (Gsr).
Ambas estimativas sugeriram baixa diferenciacdo genética entre as geracdes, embora as
estimativas obtidas pelo método de Nei tenham apresentado valores inferiores aos obtidos

pelo método de Hedrick (Tabela 12).



Tabela 12. Parametros de diferenciacdo genética entre as geragdes de adultos, regenerantes e progénies de C. estrellensis. O Fsré a

diferenciagdo genética entre as geracdes segundo Nei (1977); Gst € a diferenciagdo genética entre as geragdes segundo Hedrick

(2005).
Adultos,
Regenerantes, Adultos e Adultos e Adultos e

Progénies_Ano2007 e Regenerantes Progénies_Ano2007 Progénies_Ano2008

Progénies_Ano2008
Locos Fsr (Nei) GST (Hedrich) Fsr (Nei) GiST (Hedrich) Fsr (Nei) GST (Hedrich) Fst (Nei) GST (Hedrich)
Ces01 0,015 0,079 0,008 0,040 -0,001 -0,006 0,001 0,006
Ces02 0,014 0,130 0,005 0,044 -0,003 -0,031 0,001 0,010
Ces04 0,019 0,236 0,005 0,066 0,011 0,129 0,006 0,077
Ces09 0,017 0,028 -0,007 -0,014 0,017 0,028 0,013 0,021
Cesl0 0,016 0,054 -0,001 -0,004 -0,001 -0,003 0,013 0,045
Cesl1 0,013 0,139 0,005 0,055 0,008 0,088 0,011 0,121
Cesl3 0,005 0,015 -0,000 0,000 0,013 0,040 0,001 0,003
Cesl4 0,024 0,036 0,012 0,016 -0,002 -0,003 0,007 0,013
Cesl8 0,01 0,041 0,001 0,004 0,002 0,007 0,015 0,063
Média 0,014* 0,053* 0,003* 0,012%* 0,004* 0,015%* 0,007* 0,028*

*: P<0,05.
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5.4.5. Sistema de reproducio, coancestria e tamanho efetivo de variancia

As estimativas das taxas de cruzamento multilocos (#,) e unilocos (%) a nivel
populacional foram, respectivamente 0,999 e 1,015 para as arvores analisadas no ano de 2007
e 0,991 e 1,065 para os individuos amostrados em 2008. Todos os valores de #,, e ¢, estimados
ndo diferiram estatisticamente da unidade, indicando que C. estrellensis ¢ uma espécie
perfeitamente alogama (Tabela 13). Em conformidade, as estimativas das taxas de
cruzamentos multilocos individuais apresentaram pequena variagdo entre as arvores, sendo
também encontrados valores altos e ndo diferentes da unidade para a maioria das familias
analisadas durante os dois eventos reprodutivos (Tabela 14). As altas taxas de cruzamentos
detectadas sugerem a presenc¢a de mecanismos de auto-incompatibilidade na espécie.

A comparagdo dos parametros #, ¢ f; evidenciou auséncia de cruzamentos entre
parentes em ambos 0s anos de pesquisa (2007 e 2008), uma vez que a diferenga entre eles (¢,
— t;) ndo foi significativamente diferente de zero (Tabela 13). Em concordancia com tais
resultados, ndo foi detectado endogamia na geragdo de arvores adultas (F, = -0,0576; IC 95 %
-0,1219 a 0,0177) e nas geragdes de progénies descendentes em 2007 (F, = -0,0437; IC 95 %
-0,1830 a2 0,0611) e 2008 (F,=-0,0068; IC 95 % -0,0548 a 0,0455).

Conceitualmente, a correlagdo de paternidade r,,) mede a propor¢do de progénies de
cruzamentos que sdo irmaos-completos. Na Tabela 13, verifica-se que para ambos os anos de
analises, as estimativas das correlagdes multilocos de paternidade foram relativamente baixas
e estatisticamente diferentes de zero.

Com base em tais resultados, estima-se que em média 12,1 % e 14,5 % dos
cruzamentos de C. estrellensis realizados em 2007 e 2008, respectivamente, foram gerados
pelo mesmo parental materno e paterno. Ja as estimativas de 7,m) em nivel de plantas
individuais (Tabela 14) foram significativamente diferentes de zero em todas as familias, com
valores variando de 0,061 a 0,255 no ano de 2007 e de 0,078 a 0,217 em 2008, o que confirma

a presenca de certa propor¢ao de irmaos-completos dentro das familias.



Tabela 13. Parametros do sistema de reproducdo em progénies de C. estrellensis descendentes de dois

eventos reprodutivos.

Parametros Eventos reprodutivos

2007 2008
Numero de arvores matrizes doadoras de sementes: 1, 7 6
Numero total de progénies analisadas: n,, 399 245
Taxa de cruzamento multiloco: 7, 0,999 (0,084) 0,991 (0,062)
Taxa de cruzamento uniloco: ¢ 1,015 (0,033) 1,065 (0,052)
Taxa de cruzamento entre parentes: ¢, - Z -0,016 (0,085) -0,074 (0,091)
Correla¢ao multiloco de paternidade: 7, 0,121 (0,027) 0,145 (0,026)
Correlacdo uniloco de paternidade: 0,089 (0,043) 0,070 (0,038)
Presenca de parentesco entre doadores de polen: 7, - 7pgm) -0,032 (0,035) -0,075 (0,027)
Correla¢do multiloco de paternidade dentro de frutos: #,a 0,750 (0.052) 0,855 (0,067)

Correlagdo multiloco de paternidade entre frutos: ;.

0,098 (0,032)

0,097 (0,031)

Indice de fixagdo na geragdo de arvores adultas: F,

-0,0576 (-0,1219 2 0,0177)"

-0,0576 (-0,1219 2 0,0177)°

Indice de fixagdo nas progénies: F,

-0,0437 (-0,1830 a 0,0611)*

-0,0068 (-0,0548 a 0,0455)"

Coancestria média dentro de progénies: ©,,

0,140 (0,051 a 0,226)"

0,141 (0,112 a 0,214)*

Tamanho efetivo de variancia: Ny,

3,42 (2,31 2 3,96)°

3,33 (2,27 2 3,58)°

Numero médio de arvores polinizadoras: 1/, 8,2 6,9

Numero médio de 4rvores polinizadoras dentro de frutos: 1/ 7,44 1,33 1,17
Numero médio de 4rvores polinizadoras entre frutos: 1/ 7,4, 10,20 10,31
Numero de arvores para reter o tamanho efetivo de 100: m 29,24 30,03

(): Desvio padrdo da média, obtido por 1.000 reamostragens bootstraps.
* Intervalo de confianga a 95 % de probabilidade, estimado para 1.000 reamostragens bootstraps.
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Adicionalmente, a estimativa da correlagdo de paternidade 7,4, em nivel populacional

foi partida em dois componentes: entre prog€nies de um mesmo fruto [7,,,,] € entre

progénies de diferentes frutos em uma mesma arvore [ 7, |. Os calculos mostraram que, em

média, em um mesmo fruto, 75 % e 85,5 % dos cruzamentos sdo biparentais para as arvores
amostradas em 2007 e 2008, respectivamente. Ja quando sdo analisados frutos distintos,
somente cerca de 9 % dos cruzamentos realizados em ambos os anos de pesquisa foram
gerados pelo mesmo parental materno e paterno (Tabela 13).

A diferenca entre as correlagdes de paternidade uniloco e multiloco (7,x) — 7pm) tem
sido utilizada para quantificar a presenga de parentesco entre os doadores de podlen. Para a
populacdo de C. estrellensis analisada, esta estimativa foi negativa para os dois eventos
reprodutivos estudados (Tabela 13), indicando que o podlen dos cruzamentos foi bem

diversificado.

Tabela 14. Estimativas por familia dos pardmetros do sistema de
reproducao durante dois eventos reprodutivos de uma populagdo natural de
C. estrellensis. n ¢ o numero de progénies analisadas por arvore matriz; ¢, €
a taxa de cruzamento multiloco; 7,m € a correlagio multiloco de
paternidade; ®,, ¢ o coeficiente de coancestria nas progénies; Ney) € 0

tamanho efetivo de variancia.

Matrizes n by Fpim) 0., New)
Ano 2007

M1 65 1,000+0,000 0,255+0,054 0,157 3,08
M2 50 0,999+0,002 0,083+0,016 0,173 2,78
M4 24 0,988+0,001 0,101£0,010 0,195 2,41
M10 65 0,973+0,019 0,131+0,027 0,147 3,28
M12 65 1,000+0,000 0,061+£0,013 0,173 2,81
M13 65 0,998+0,002 0,107+0,024 0,138 3,48
M16 65 1,000+0,000 0,095+0,020 0,146 3,30
Ano 2008

M2 50 0,980+0,026 0,078+0,016 0,178 2,71
M3 13 0,986=+0,001 0,110+0,018 0,142 2,94
M4 32 0,999+0,002 0,149+0,034 0,199 2,40
M10 50 0,967+0,027 0,217+0,045 0,159 3,02
M12 50 1,000+0,000 0,150+0,036 0,187 2,59
M15 50 1,000+0,000 0,124+0,031 0,141 3,37

+desvio padrdo da média.

A partir da correlagdo de paternidade também foi possivel estimar o nimero médio de
individuos polinizadores efetivos por arvore (1/7,m), ou seja, a média do nimero provavel de

individuos que contribuiram com pdlen no evento de reprodugdo de uma arvore materna.
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Assim, no presente trabalho, as correlacdes de paternidade média populacional sugerem que
cerca de 8 e 7 arvores efetivamente polinizaram cada uma das arvores matrizes nos anos de
2007 e 2008, respectivamente. Contudo, quando analisamos esta estimativa para frutos
individualmente, evidenciamos que o conjunto de frutos de uma mesma arvore pode ter
recebido pdlen de aproximadamente 11 individuos distintos, enquanto que um unico fruto
pode ter sido polinizado por apenas duas arvores (Tabela 13).

Combinando a estimativa da correlagdo de paternidade (7,4,)) com a estimativa de taxa
de cruzamento multiloco (#,), € possivel conhecer a propor¢ao dos diferentes tipos de
parentesco dentro das progénies. Neste trabalho, constatou-se que a propor¢ao de irmaos de

autofecundagdo (P, =1—1¢,) foi nula para ambas as geragdes de progénies descendentes da

populacdo de C. estrellensis, sendo a maioria das progénies (87,8 % em 2007 e 84,7 % em
2008) originada por cruzamentos aleatérios e aparentadas no grau de meio-irmaos

[Py =t,(1—r,)]. Além disso, estima-se que apenas 12,2 % e 14,4 % das progénies

produzidas em 2007 e 2008, respectivamente, foram oriundas de cruzamentos biparentais,

sendo aparentadas no grau de irmdos-completos (P =7,7,,).

A andlise do evento reprodutivo ocorrido em 2007 para a populacdo de C. estrellensis
evidenciou um coeficiente de coancestralidade médio estimado em nivel de familias variando
entre 0,138 a 0,195 (Tabela 14), com média populacional de 0,140 (Tabela 13). No ano de
2008, por sua vez, os cruzamentos geraram um coeficiente de coancestria médio dentro de
progénies variando entre arvores matrizes de 0,141 a 0,199 (Tabela 14), com média de 0,141
(Tabela 13). Estes resultados demonstram que ambas estimativas do coeficiente de
coancestrialidade médio populacional estdo entre os valores esperados em progénies de
meios-irmaos (0,125) e irmaos-completos (0,250), indicando a ocorréncia de pequenos
desvios de cruzamentos aleatorios na populagdo de C. estrellensis.

Em consequéncia disso, as estimativas do tamanho efetivo de variancia (Nw)) dentro
das progénies para os dois eventos reprodutivos foram menores do que o esperado em
populagdes panmiticas (New) = 4 ), variando de 2,41 a 3,48 em 2007 e de 2,40 a 3,37 em
2008(Tabela 14), e com média populacional de 3,42 e 3,33 para os anos de 2007 e 2008,
respectivamente (Tabela 13). Isso, por sua vez, resultou na necessidade de coletar sementes
em pelo menos 30 arvores do fragmento florestal com intuito de reter amostras de progénies

com tamanho efetivo de 100.
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5.4.6. Coancestria e tamanho efetivo para as arvores adultas e regenerantes

Os coeficientes médios de coancestria (®,,) entre todos os pares de arvores adultas e
regenerantes da populacao foram estimados (Tabela 15). A partir destes coeficientes, estimou-
se que a geragdo de arvores adultas tem um tamanho efetivo de 13,87. Isto significa que as 30
arvores adultas reprodutivas amostradas no fragmento florestal correspondem a apenas 14
arvores ndo endogamicas e parentes entre si, resultando em uma relagdo entre o tamanho
efetivo e o nimero censo de 0,46. Os 39 regenerantes, por sua vez, apresentaram um tamanho
efetivo de 13,57, indicando que estes representam somente 14 plantas ndo parentes e

endogamicas, resultando em uma relacdo entre N. /N de 0,35.

Tabela 15. Numero censo (N), coeficiente médio de coancestria (0,,) e tamanho efetivo
(N:) para individuos adultos e regenerantes de uma populacdo de Cariniana estrellensis.
Geracao N O, Ne N IN
Adultos 30 0,036033 13,87 0,46
Regenerantes 39 0,036827 13,57 0,35
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5.5. DISCUSSAO

5.5.1. Analises da heranca e do desequilibrio de ligacdo entre locos SSR

A andlise classica mendeliana requer progénies de cruzamentos controlados, o que
para muitas espécies arboreas pode ser problematico devido a dificuldade de se realizar tais
cruzamentos ¢ ao numero de descendentes ser muitas vezes pequeno para a realizacdo dos
testes estatisticos (Gillet & Hattemer, 1989). Assim, o uso de progénies de polinizagdo natural
¢ uma alternativa para o estudo da segregacdo de marcadores genéticos no caso de espécies
arboreas de vida longa, como Cariniana estrellensis.

No presente estudo, através da comparacdo dos genétipos de arvores maternas
heterozigotas com a segregacdo de suas progé€nies de polinizagdo natural, constatou-se que
apenas quatro locos microssatélites apresentaram desvios de segregacdo mendeliana na
descendéncia de algumas familias analisadas.

Segundo Gillet & Gregorius (1992), as distor¢cdes de segregacdo podem ser pré-
zigbticas (ocorrem entre a meiose € a fusdo dos gametas) ou pos-zigbticas (ocorrem entre a
fertilizacdo e o momento de acesso ao genotipo do individuo). De acordo com esses mesmos
autores, as distor¢cdes pré-zigoticas podem ser causadas por: deriva meidtica (maior
quantidade de um tipo de gameta do que de outro para um genotipo heterozigoto); viabilidade
seletiva gamética (o tipo gamético presente no produto da meiose difere em sua habilidade de
sobreviver para o estagio de fertilizacdo) e sucesso diferencial (auto-incompatibilidade
gamética). Ja as distor¢des pds-zigbticas sdo causadas por viabilidade seletiva pos-zigotica
(como a sele¢do contra homozigotos), que alteram o padrdo de segregacdo gamética. Para
avaliar precisamente se um desses casos esta ocorrendo ¢ necessario um estudo genético sobre
taxa de germinacdo de sementes e estabelecimento de plantulas, para que as analises da
frequéncia de segregacdo entre os tipos gaméticos considerem a possibilidade de ocorrer
mortalidade entre os estagios de zigoto.

Outra possivel explicacao para os desvios de segregacao detectados ¢ a ocorréncia de
erro de amostragem, visto que o numero de progénies analisadas variou muito entre as
familias (de 24 a 65 individuos em 2007 e de 13 a 50 individuos em 2008). Assim, novos
testes de segregacdo, baseados em um numero maior de descendentes por arvore materna
heterozigota, sao desejados a fim de reduzir as chances de se aceitar ou rejeitar as hipoteses de
segregacao devido a erros amostrais (pequeno nimero de progénies por familia).

Por ultimo, a rejei¢cdo da hipotese de codominancia com base no método anteriormente
apresentado pode ser causada por um alelo nulo ndo detectado. Desta forma, um alelo nulo

entre as arvores paternas poderia estar causando um excesso de individuos nas progénies
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fenotipicamente homozigotas para um dos alelos maternos. Contudo, pode-se afirmar que
todos os nove locos microssatélites segregaram de forma perfeitamente mendeliana na
maioria das familias analisadas, indicando que estes marcadores moleculares podem ser
utilizados como marcadores genéticos nas analises populacionais.

Adicionalmente, ndo foram constatados indicios de desequilibrio de liga¢ao entre os
nove locos nas quatro geracdes da populacao de Cariniana estrellensis. Estudos de ligacao
entre locos sdo importantes porque geralmente os locos detectados sdo utilizados para calcular
médias entre si, de forma que locos ligados tendem a gerar vicios nas estimativas, por
aumentarem o peso de um padrdo observado no calculo da média entre locos. O conhecimento
da ligacao entre locos também ¢ importante em estudos do sistema de reproducao e analise de
paternidade, visto que a independéncia de segregacdo dos locos ¢ um dos pressupostos
basicos para tais analises. Desta forma, todos os nove locos foram considerados adequados

para as andlises de diversidade, sistema de reproducdo e fluxo génico de C. estrellensis.

5.5.2. Analises de diversidade, estrutura genética e endogamia nas geracoes
A caracterizacdo da variabilidade genética dentro de populagdes remanescentes de C.

estrellensis pode ter implicagdes importantes para a sobrevivéncia da espécie, pois a
manuten¢do desta variabilidade ¢ a base para conservacao de espécies (Yeeh et al., 1996) e,
portanto, a sua descricao ¢ fundamental para o estabelecimento de praticas conservacionistas
efetivas.

No presente estudo, os desvios significativos ao Equilibrio de Hardy-Weinberg
detectados em locos supostamente neutros como 0s microssatélites para as geragdes juvenis
(regenerantes e progénies) implicam que na populacdo de C. estrellensis estejam ocorrendo
desvios de cruzamentos aleatdrios e/ou algum fator evolutivo como deriva genética ou fluxo
génico. De fato, uma das evidéncias de que a populagdo de C. estrellensis amostrada ndo esta
isolada reprodutivamente, ¢ a constatacdo da presenca de alelos exclusivos nos regenerantes e
progénies, sugerindo fluxo génico proveniente de individuos de outras localidades. Por outro
lado, a presenca de alelos exclusivos nos individuos adultos indicou que nem todos os alelos
presentes nesta geracdo foram transmitidos para as geracdes descendentes. Este fato sugere a
ocorréncia de deriva genética entre o processo de reproducdo e descendéncia e/ou que nem
todos os individuos aptos a deixarem descendentes estejam se reproduzindo.

De acordo com Kalinowski (2004), a presenca de alelos raros e exclusivos nas
populacdes naturais ¢ importante para a tomada de decisdes no ambito da conservag¢do dos

recursos genéticos. Portanto, tendo observado alelos exclusivos e raros nas quatro geragdes da
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populacdo de C. estrellensis presente no fragmento em estudo, estratégias para a conservagao
genética in situ e ex situ sdo fundamentais para conservar e garantir a manutengdo da
variabilidade genética dessa espécie.

Todas as geracdes de C. estrellensis (adultos, regenerantes e progénies) apresentaram
altos niveis de diversidade genética (Hgmedgia) quando comparadas com outras espécies
vegetais tais como Betula maximowicziana (Goto et al., 2004), Simarouba amara (Hardesty et
al., 2005), Primula vulgaris (Geert et al., 2008). Segundo Seoane et al. (2000), altas
heterozigosidades sdo desejaveis, considerando o grande numero de recombinagdes
genotipicas possiveis de ocorrer nas proximas geracoes, capacitando as populacdes a melhor
adaptacao local e colonizagdo de novos ambientes.

Contudo, uma das dificuldades em avaliar as consequéncias negativas da
fragmentacdo sobre as populagdes arboreas (como a erosdo genética, por exemplo) é que em
muitos casos, a redu¢cdo de habitat é recente em relacdo ao tempo de geragdo de muitas
espécies arboreas, especialmente em espécies longevas que apresentam banco de sementes ou
plantulas que sobrevivem por muito tempo, dificultando avaliar os efeitos da deriva genética
(Templeton & Levin, 1979; Cabin, 1996; Martins et al., 2008). Alteragdes recentes no fluxo
génico e nas taxas de cruzamento das populagdes fragmentadas correm o risco de ndo serem
detectados por um longo periodo (England et al., 2002).

No presente trabalho, a pequena populacdo de C. estrellensis amostrada estd inserida
numa paisagem amplamente fragmentada ha pelo menos 100 anos, sendo o tempo muito curto
para que a deriva genética e a selegdo provoquem diferenca tdo acentuada entre as geracdes.
No entanto, embora a heterozigosidade média esperada (Hg ou diversidade génica) ndo tenha
apresentado diferencas significativas entre as geracdes de C. estrellensis, foi detectada uma
reducdo significativa na riqueza alélica e na heterozigosidade média observada para as
geragdes juvenis (regenerantes e progénies) comparadas a geracdo de arvores adultas,
apontando perda de diversidade genética entre os estadios do ciclo de vida da populagdo de C.
estrellensis.

Uma explicacdo para tais constatagdes ¢ de que os individuos adultos representam a
recombinagdo entre muitos gendtipos de uma populagdo muito maior do que a constituida
atualmente e que foi dizimada com o processo de fragmentacdo. Assim, ¢ esperado que a
estrutura da variagdo genética na fase adulta seja, portanto, composta por sucessivas geragoes
sobrepostas resultantes de diferentes conjuntos génicos e apresente diferentes histérias de
estabelecimento sendo influenciadas por diferentes processos aleatorios.

A geragdo analisada como regenerantes, por sua vez, sao plantulas resultantes da

germinacdo das sementes existentes nas amostras da superficie do solo. Deve-se considerar
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que estas foram submetidas a um processo forte de selecdo tendo sido excluidos parte dos
individuos endogamicos ou menos vigorosos. Diante dessas consideragdes, o estabelecimento
e permanéncia de individuos regenerantes dentro da populag¢do de C. estrellensis podem ser
considerados um fator chave na reposicao da diversidade genética para a espécie.

No entanto, salienta-se que dentro do fragmento em estudo, a pequena populagao de C.
estrellensis mostrou uma estrutura demografica senescente, com uma alta propor¢dao de
individuos adultos, portanto oriundos de antigas geracdes, e auséncia de individuos
regenerantes com altura superior a 2 m, possivelmente em decorréncia da presenga de
disturbios que afetassem o seu estabelecimento e/ou sua permanéncia dentro da area. Esse
fato aliado a constatag¢do da reducdo de diversidade genética entre os estadios do ciclo de vida
analisados sugerem que a fragmenta¢do de habitat, mesmo recente (< 200 anos), esteja
afetando negativamente a espécie C. estrellensis, podendo comprometer a sobrevivéncia desta
pequena populagdo em longo prazo. Desta forma, faz-se necessaria a tomada de providéncias
no sentido de aumentar o fluxo génico aliado as medidas de manejo que promovam condigdes
favoraveis ao estabelecimento e permanéncia de novas geragdes de plantulas no habitat em
questao.

Quanto as estimativas do indice de fixagdo, os valores médios observados nao
diferiram estatisticamente de zero em todas as geragdes de C. estrellensis, indicando auséncia
de endogamia. Essas evidéncias contrapdem-se a hipdtese de que os niveis de endogamia
medidos na pequena populagdo remanescente de C. estrellensis fossem maiores na fase de
plantulas, seguido pelos regenerantes e finalmente menor, nulo ou até negativo na fase adulta,
devido a presenca de depressao por endogamia. Contudo, esses resultados foram consistentes
com os encontrados por Pakkad et al. (2008) que também investigaram padrdes de
cruzamentos e diversidade genética em uma pequena populagdo da espécie arborea Quercus
semiserrata durante dois eventos reprodutivos diferentes e, tal como no presente trabalho, ndo
detectaram indicios de endogamia nas geracdes de adultos e progénies.

Lowe et al. (2005) revisaram estudos de varias espécies arboreas neotropicais e para a
maioria ndo encontraram efeito sobre a diversidade apos fragmentagdo, mas observaram que
endogamia na geragdo de progénies, processo reprodutivo e aptiddo foram impactados. No
presente estudo, acredita-se que este padrdo seria esperado se a geracao parental fosse
derivada de grandes populagdes onde os cruzamentos fossem limitados e, portanto, as
geracOes atuais de progénies seriam derivadas de um niimero limitado de arvores parentais.
Adicionalmente, esta auséncia de endogamia detectada em todas as geragdes pode ser
decorrente da probabilidade da espécie ser auto-incompativel, como sera discutido

posteriormente.
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Com relagdo a estruturacdo genética entre as geragdes de jequitiba branco, vale
salientar que, os valores estimados pela metodologia de Nei foram inferiores aos obtidos pela
estatistica de Hedrick. Isso porque o primeiro método (Fst de Nei) ¢ indicado apenas para
genes com alelos com alta frequéncia. Como, no presente trabalho, o marcador utilizado
(microssatélite) produz um grande nimero de alelos, muito deles em baixa frequéncia, tal
estimativa pode apresentar valores nao representativos da realidade (Hedrick, 2005). Além
disso, a estatistica de Nei mede a varia¢do entre os grupos em relacdo a variagdo total da
populacdo, mas sem especificar a identidade dos alelos envolvidos. Em contraste, a estatistica
de Hedrick (2005) mede a diferenciagdo entre as populacdes levando em consideragdo a
frequéncia e o tipo de alelo. Portanto, a medida de Hedrick (2005) pode ser considerada mais
especifica para microssatélites e serd considerada como a estimativa mais plausivel para a
divergéncia genética entre as geracdes estudadas.

Sendo assim, os resultados apontaram pequenas alteragdes na estrutura genética entre
as geragdes, apresentando uma tendéncia em aumentar essa diferenciacdo quando analisamos
a diferenciagdo entre as geragdes de adultos e progénies.

Segundo Seoane et al. (2005), essas alteragdes podem ser causadas por selecdo natural,
deriva genética ¢ migracdo. Contudo, descarta-se a sele¢do, considerando-se que essas
diferencas foram observadas a partir de um marcador considerado neutro, microssatélite.
Provavelmente, as divergéncias genéticas observadas entre as geragdes devem ter surgido
devido a ocorréncia de deriva genética no processo de reproducao, combinado com o provavel
fluxo génico oriundo de outras populacdes localizadas em fragmentos florestais vizinhos. Por
ultimo, a pequena diferenciacao genética entre as geragdes de jequitiba branco avaliadas nesse
estudo ¢ consistente com as altas taxas de cruzamento que as espécies arblreas tropicais
costumam apresentar (Bawa et al., 1985; Murawski et al., 1994; Hall et al., 1996; Dick et al.,
2008) e ¢ coerente com a biologia reprodutiva da espécie, como serd visto na secao seguinte
deste trabalho.

De uma forma geral, os altos valores de heterozigosidades, a aderéncia das frequéncias
genotipicas ao EHW na geracdo adulta e as evidéncias de auséncia de endogamia nas
geragdes mostraram a habilidade da espécie de manter diversidade genética em condi¢ao
antropizada, indicando a pequena populagdo de C. estrellensis com potencial para a

conservacao in situ € ex situ.
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5.5.3. Sistema de reproducio, coancestria e tamanho efetivo de variancia
As taxas de cruzamentos estimadas para Cariniana estrellensis foram altas e similares

entre os diferentes eventos reprodutivos, apresentando valores estatisticamente ndo diferentes
de um. Nao existem relatos de estimativas da taxa de cruzamento em C. estrellensis, no
entanto, as altas taxas de cruzamentos detectadas nesta pesquisa apontam fortes indicios da
presenga de mecanismos de auto-incompatibilidade na espécie. Segundo Rodrigues et al.
(2009), a existéncia de tais mecanismos ¢ comum para a maioria das espécies arbdreas
tropicais e justifica-se pelo fato de que populagdes com maior variabilidade genética
apresentam maior capacidade de adaptagdo frente a mudancas ambientais, favorecendo a
perpetuacdo de seus descendentes em longo prazo.

As taxas de cruzamentos multilocos estimadas para C. estrellensis sio comparaveis as
encontradas em outras espécies arboreas tropicais perfeitamente alégamas tais como:
Quararibea asterolepis (t,=1,008; Muraswski et al., 1990), Theobroma grandiflorum
(t,=1,0; Alves et al., 2003), Hymenaea courbaril (t,=1,002; Lacerda et al., 2008, ¢,=0,978;
Feres et al., 2009). Ja em Cariniana legalis (Sebbenn et al., 2000) e Eschweilera ovata
(Gusson et al., 2006), espécies da mesma familia de C. estrellensis (Lecythidaceae), as
estimativas das taxas de cruzamentos indicaram reprodugdo por sistema misto, com
predominio de alogamia e a provavel inexisténcia de mecanismos de auto-incompatibilidade
em ambas as espécies.

Segundo Murawski & Hamrick (1991), a taxa de cruzamento em plantas
hermafroditas, como o jequitiba-branco, depende de fatores tais como: presenga e 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 4rvores na populagdo e; aborto seletivo de frutos e sementes de
autofecundagdo. Ainda, de acordo com Bawa et al. (1985), a maioria das espécies tropicais
hermafroditas apresentam fortes barreiras para autofecundacao.

E possivel que a propria estrutura floral da espécie esteja prevenindo a autofecundagio
em C. estrellensis. Segundo Mori (2001), representantes das Lecythidaceae com flores
bilaterais, como ¢ o caso de C. estrellensis, costumam possuir estigmas (regido feminina
receptiva) orientados de forma a forgar o polinizador a depositar o polen na area receptiva, ao
entrar na flor — e nunca ao sair. Desta forma, o pdlen jamais € depositado no estigma da
mesma flor na qual foi coletado. Por outro lado, Sebbenn et al. (2000) ressaltam que os
mecanismos para evitar autofecunda¢do podem ndo ocorrer obrigatoriamente em todos os
individuos de uma populagdo e durante todo o periodo de florescimento, podendo ter origem

genética e ocorrer em apenas fases especificas do florescimento. Portanto, para confirmagao e
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identificacao de como se processaria esse controle genético da auto-incompatibilidade em C.
estrellensis, futuros estudos especificos sdao requeridos.

Em adicdo, estimativas de endogamia biparental (#,—) indicaram auséncia de
cruzamentos entre individuos parentes durante os dois anos, sugerindo que o sistema de
reproducdo destas arvores seja resiliente as redugdes do tamanho populacional. A nido
ocorréncia de cruzamentos entre parentes na populacao de C. estrellensis pode ser explicada
pela auséncia de estrutura genética espacial na geragdo parental e pela longa distincia de
dispersao de polen, como serd discutido no proéximo capitulo. Além disso, estes resultados sdo
suportados pelas estimativas ndo significativas do indice de fixagdo nas geracdes de C.
estrellensis analisadas.

E importante ressaltar que uma alta taxa de cruzamento para a populagdo nio implica
necessariamente que as taxas de cruzamentos foram idénticas entre todos os individuos dentro
da populagdo ou que o acasalamento foi inteiramente casualizado, com relagdo a outras
arvores. Nesse estudo, algumas arvores de cada evento reprodutivo exibiram taxas de
cruzamentos individuais estatisticamente menores do que a unidade, € uma pequena e similar
proporcao de cruzamentos correlacionados ou biparentais (7,m)) entre os dois anos foi
observada, sugerindo que parte das progénies seja aparentada no grau de irmaos-completos.
Também se constatou que existe uma maior probabilidade de sementes compartilharem os
mesmos parentais dentro de um mesmo fruto do que entre frutos de uma mesma arvore.

De acordo com Sun & Ritland (1998), as causas de cruzamentos biparentais podem ser
atribuidas ao comportamento dos polinizadores, visitando de forma sistemdtica arvores
proximas e pequeno numero de vizinhos proximos, € ao assincronismo no florescimento das
arvores. A variacdo no grau de sincronia entre os individuos dentro da populagao iré alterar a
distancia efetiva entre as arvores floridas, podendo limitar o numero real de acasalamentos
entre os individuos (Hall et al., 1996). Além disso, varia¢cdes ambientais podem também afetar
o comportamento e, ou, a densidade das populacdes de animais polinizadores, levando as
alteragdes na taxa de cruzamento das espécies em diferentes populagdes e épocas (Murawski,
1995).

Contudo, pode-se considerar que os cruzamentos correlacionados na populacao de C.
estrellensis ocorreram com frequéncia moderada em relacdo as taxas de r,s,) que foram
reportadas para Cariniana legalis (Sebbenn et al., 2000) e Eschweilera ovata (Gusson et al.,
20006), outras duas espécies arboreas tropicais pertencentes a familia das Lecythidaceae. Em
muitas outras familias de espécies arboreas tropicais, estimativas de correlacdo de paternidade
superiores as do presente estudo foram também observadas (Theobroma grandiflorum, Alves

et al., 2003; Caesalpinia echinata, Neto et al., 2005; Hymenaea courbaril, Lacerda et al.,
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2008; Tabebuia roseo-alba, Feres, 2009). Em populagdes de Symphonia globulifera
(Clusiaceae), por exemplo, as estimativas das correlagdes de paternidade medidas em dois
anos consecutivos variaram de 7y 2002) = 0,414 a 1) 2003) = 0,386 (Carneiro et al., 2007).

Nossas estimativas de taxas de cruzamentos indicam que ha substancial movimento de
polen entre as arvores de C. estrellensis. Tais estimativas de taxas de cruzamentos,
acompanhadas pelos valores moderados das estimativas de correlagdo de paternidade,
fortemente sugerem que o numero de doadores efetivos de pdlen envolvidos na produgdo de
sementes de C. estrellensis seja alto. Tais constatagdes poderiam ser explicadas com base no
comportamento dos seus polinizadores. Embora no presente estudo, a polinizacdo de C.
estrellensis nao tenha sido investigada, outros autores tém relatado as abelhas como os
principais agentes polinizadores desse género (Prance & Mori, 1979), as quais apresentam a
habilidade para dispersar pdlen amplamente em florestas tropicais.

Diante dessas consideragdes, levanta-se a hipdtese de que a baixa densidade de arvores
adultas reprodutivas no habitat fragmentado possa ter contribuido para que os vetores de
polinizagdo de C. estrellensis visitassem um maior numero de plantas em busca do recurso
procurado, garantindo desta forma, a manuten¢do das altas taxas de cruzamentos e moderadas
correlacdes de paternidade na populagdo de C. estrellensis durante os dois anos. No entanto,
estudos adicionais a respeito da abundancia e comportamento dos vetores de polinizagao para
C. estrellensis dentro da area de estudo também sdo requeridos para melhor compreensdo das
interacdes que existem entre planta e polinizador nesse habitat fragmentado.

Segundo Irwin et al. (2003), o tamanho efetivo do conjunto de doadores de pdlen por
geracao ¢ de interesse, uma vez que a variagdao anual da composi¢do do pdlen recebido por um
individuo € susceptivel em aumentar a variabilidade genética entre as progénies. Isso pode ter
efeitos a longo prazo sobre a capacidade das populagdes em manter tamanhos populacionais
efetivos capazes de resistir a estocasticidade demografica e genética (Schemske et al., 1994).

O nuimero médio de arvores efetivamente polinizadoras para C. estrellensis foram
comparaveis aos obtidos em Caryocar brasiliense (Colevatti et al., 2001) e superiores aos
valores encontrados em outras espécies florestais predominantemente alégamas como
Caesalpinia echinata (Neto et al., 2005), Eschweilera ovata (Gusson et al., 2006), Manilkara
huberi (Azevedo et al., 2007), Hymenaea courbaril (Lacerda et al. 2008) e Copaifera
langsdorffii (Manoel, 2011).

Durante muito tempo acreditou-se que a polinizagdo em populagdes naturais fosse
gerada pela contribuicdo de grande nimero de arvores polinizadoras e que os cruzamentos
eram predominantemente aleatérios, o que resultaria em progénies de meio-irmaos. Os

resultados obtidos no presente estudo discordam dessa hipdtese, mostrando que parte das
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progénies em C. estrellensis sao irmaos-completos e, portanto, assumir progénies
exclusivamente de meios-irmaos para essa populacdo podera incorporar grandes erros nas
estimativas de parametros genéticos. As correlagdes de paternidade estimadas implicam no
aumento da coancestria nas progénies ¢ na necessidade de se obter maiores tamanhos
amostrais para a conservagdo ex situ do que seriam necessarios, caso a populagdo fosse
perfeitamente panmitica.

Assim, os valores estimados para os coeficientes de coancestria dentro de progénies
indicaram a presenca de mistura de parentescos, apresentando implicagcdes importantes para
determinacdo do tamanho efetivo de variancia (N,v)), 0 qual mede a representatividade
genética de progénies em relagcdo a populacao de referéncia ou parental. O tamanho efetivo de
variancia de uma populacdo idealizada (tamanho infinito, cruzamentos aleatorios, auséncia de
sele¢do, mutacdo e migragdo) corresponde a quatro (Nev)= 4). Nas amostras estudadas, os
tamanhos efetivos alcangados (New)2007= 3,42 € Newyoos= 3,33) foram cerca de 14,5 % em
2007 e 16,8 % em 2008 inferiores ao esperado em progénies da populacao idealizada.

Em termos praticos, esta estimativa ¢ uma medida de grande valor para a determinacao
de tamanhos amostrais em programas de melhoramento, conservacao genética e para a coleta
de sementes visando a recuperacdo ambiental, bem como para o monitoramento da
variabilidade genética em populacdes sob manipulacao. Por exemplo, se o objetivo for coletar
sementes para restauracdo ecologica com a inteng¢do de reter um tamanho efetivo de 100 em
uma populagdo, ¢ necessario coletar sementes de pelo menos 30 arvores de jequitibd branco
da populagdo remanescente estudada. Além disso, as correlagdes de paternidade estimadas
dentro e entre frutos de uma mesma arvore matriz indicam que para a atividade de coleta de
sementes, o ideal ¢ que se procure coletar varios frutos por arvore matriz e de preferéncia um
nimero aproximadamente igual e pequeno de sementes de cada fruto. Esta estratégia
aumentaria a variabilidade genética no conjunto das sementes, garantindo a adaptabilidade e
manutengdo em longo prazo da populagdo a ser implantada.

Entretanto, na pratica, sabemos que seria inviavel amostrar sementes de todos os 30
individuos adultos de C. estrellensis para reter o tamanho efetivo de 100, visto que durante os
dois anos consecutivos de coletas de frutos para esta pesquisa (2007 e 2008), poucas arvores
(média de 7) frutificaram dentro da area de estudo. Sendo assim, o tamanho efetivo real
amostrado nesta pesquisa foi muito menor, evidenciando a dificuldade da coleta de sementes
e manuten¢do da diversidade genética em programas de restauracao de areas degradadas,
reflorestamentos e colegoes ex sifu.

O coeficiente médio de coancestria entre todos os pares de arvores adultas da

populagdo (©,,), por sua vez, foi estimado em 0,036033. Este valor corresponde a endogamia
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que poderia ser esperada nas geragdes descendentes pelo cruzamento aleatorio entre todas as
arvores reprodutivas da populacdo. Portanto, por cruzamentos aleatdrios seria esperado certo
nivel de endogamia tanto nas progénies quanto na regeneracao presente dentro do fragmento,
0 que nao foi observado com os indices de fixacao estimados, ou seja, ndo ha endogamia em
todas as geragdes descendentes desta populagdo. Isto reforcou as expectativas de mecanismos
de auto-incompatibilidade para espécie e de fluxo de pdlen externo a populagdo como sera
descrito posteriormente.

Em suma, o conjunto de dados obtidos neste trabalho revelou que sementes
procedentes das arvores adultas de C. estrellensis remanescentes no fragmento em estudo
podem ser utilizadas em programas de recuperacdo ambiental, dada a possibilidade de
originar populagcdes com alto potencial evolutivo. Para fins de conservagdo in sifu, a
populacdo estudada também se mostrou ttil considerando a heterozigosidade observada e a
auséncia endogamia nos adultos.

Por ultimo, ndo observamos indicios de que a fragmentagao florestal esteja afetando o
sistema de reproducdo da espécie, visto que ndo foram detectadas grandes diferengas nos
parametros do sistema reprodutivo entre os dois anos. No entanto, devem ser realizados outros
estudos que comparem o sistema de reproducdo do jequitibd branco em outras diferentes
condigdes de fragmentagao florestal, para assim ter um melhor entendimento dos seus efeitos

sobre o sistema reprodutivo desta espécie.
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5.6. CONCLUSOES
1. Os nove locos microssatélites avaliados possuem uma heranga codominante com

razdo 1:1 e ndo estdo associados, segregando independentemente;

2. Todas as geragoes de C. estrellensis (adultos, regenerantes e progénies) apresentam
altos niveis de diversidade genética e auséncia de endogamia;

3. Os resultados do estudo do sistema de reprodugdo em C. estrellensis mostraram que
a espécie se reproduz exclusivamente por alogamia e, aparentemente, ¢ auto-incompativel;

4. Os cruzamentos dentro da populagao de C. estrellensis ndo ocorreram totalmente de
forma aleatoria, sendo parte atribuida a cruzamentos biparentais;

5. Embora grande parte das progénies seja aparentada no grau de meios-irmaos, existe
mistura de parentesco entre plantas de diferentes familias (meios-irmaos e irmaos-completos)
o que reduz o tamanho efetivo do conjunto de progénies;

6. Ainda, observou-se que sementes de jequitiba branco, procedentes de individuos
adultos remanescentes no fragmento em estudo, podem ser utilizadas em reflorestamentos,
desde que sejam coletadas de um numero grande de arvores e de preferéncia de frutos

distintos.



124

5.7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALVES, R. M.; ARTERO, A. S.; SEBBENN, A. M.; FIGUEIRA, A. Mating system in
natural population of Theobroma grandiflorum (Willd ex Spreng) Shumm., by microsatellite
markers Genetics and Molecular Biology, v. 26, p. 373-379, 2003.

ALLARD, R. W.; Principles of plant breeding. 2°ed. John Wiley, New York, 1999. 254p.

ALZATE-MARIN, A. L.; GUIDUGLI, M. C.; SORIANI, H. H.; MARTINEZ, C. A. H;
MESTRINER, M. A. A DNA minipreparation procedure suitable for PCR/SSR and RAPD
analyses in tropical forest tree species. Brazilian Archives of Biology and Technology, v.
52, p. 1217-1224, 2009.

AZEVEDO, V. C. R.; KANASHIRO, M.; CIAMPI, A. Y.; GRATTAPAGLIA, D. Genetic
structure and mating system of Manilkara huberi (Ducke) A.Chev., a heavily logged
Amazonian timber species. Journal of Heredity, v. 98, p. 646-654, 2007.

BAWA, K. S.; PERRY, D.R.; BEACH, J. H. Reproductive biology of tropical lowland rain
forest trees. I. Sexual systems and incompatibility mechanisms. American Journal of
Botany, v. 72, p. 331-345, 1985.

CABIN, R. J. Genetic comparisons of seed bank and seedling populations of a perennial
desert mustard, Lesquerella fendleri. Evolution, v. 50, p. 1830-1841, 1996.

CASCANTE, A.; QUESADA, M.; LOBO, J. J.; FUCHS, E. A. Effects of dry Forest
fragmentation on the reproductive success and genetic structure of the tree Samanea saman.
Conservation Biology, v. 16, p. 137-147, 2002.

CARNEIRO, F.; SEBBENN, A. M.; KANASHIRO, M.; DEGEN, B. Low inter-annual
variation of mating system and gene flow of Symphonia globulifera in the Brazilian Amazon.
Biotropica, v. 39, p. 628-636, 2007.

COCKERHAM, C.C. Variance of gene frequencies. Evolution, v. 23, p. 72-84, 19609.

COLLEVATTI, R.; GRATTAPAGLIA, D.; HAY, J. D. High resolution microsatellite based
analysis of the mating system allows the detection of significant biparental inbreeding in
Caryocar brasiliense, an endangered tropical tree species. Heredity, v. 86, p. 60-67, 2001.

DICK, C. W.; HARDY, O. J.; JONES, F. A.; PETIT, R. J. Spatial Scales of Pollen and Seed-
Mediated Gene Flow in Tropical Rain Forest Trees. Tropical Plant Biology, v. 1, p. 20-33,
2008.

ENGLAND, P. R.; USHER, A.V.; WHELAN, R. J.; AYRE, D.J. Microsatellite diversity and
genetic structure of fragmented populations of the rare, fire-dependent shrub Grevillea
macleayana. Molecular Ecology, v. 11, p. 967-977, 2002.

FERES, J. M. Diversidade genética, sistema reprodutivo e fluxo de pélen em duas
populacées de Tabebuia roseo-alba (Ridl.) Sand.: Implicagdes para conservac¢io. 2009.
142 f. Dissertagdo (Mestrado em Genética) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2009.



125

FERES, J. M.; GUIDUGLI, M. C.; MESTRINER, M. A.; SEBBENN, A. M.; CIAMPL, A. Y ;
ALZARE-MARIN, A. L. Microsatellite diversity and effective population size in a
germplasm bank of Hymenaea courbaril var. stilbocarpa (Leguminosae), an endangered

tropical tree: recommendations for conservation. Genetic Resources and Crop Evolution, v.
56, p. 797-807, 20009.

FREITAS, M. L. M.; SEBBENN, A. M.; MORAES, M. L. T.; LEMOS, E. G. M. mating
system of a population of Myracrodruon urundeuva F.F. & M.F. Allemao using the fAFLP
molecular marker. Genetics and Molecular Biology, v. 27, p. 425 - 431, 2004.

FUCHS, E. J.; LOBO, J. A.; QUESADA, M. Effects of forest fragmentation and flowering
phenology on the reproductive success and mating patterns of the tropical dry forest tree
Pachira quinata. Conservation Biology, v. 17, p. 149-157, 2003.

GEERT, A. V.; ROSSUM, F. V.; TRIEST, L. Genetic diversity in adult and seedling
populations of Primula vulgares in a fragmented agricultural landscape. Conservation
Genetics, v. 9, p. 845-853, 2008.

GILLET, E.; GREGORIUS, H. R. What can be inferred from open-pollination progenies
about the source of observed segregation distortion? A case study in Castanea sativa Mill.
Silvae Genetica, v. 41, p. 82-87, 1992.

GILLET, E.; HATTEMER, H. H. Genetic analysis of isoenzyme phenotypes using single tree
progenies. Heredity, v. 63, p, 135-141, 1989.

GOTO, S.; TSUDA, Y.; NAGAFUIJL K.; UCHIYAMA, K.; TAKAHASHI, Y.; TANGE, T;
IDE, Y. Genetic make-up and diversity of regenerated Betula maximowicziana Regel. sapling
populations in scarified patches as revealed by microsatellite analysis. Forest Ecology and
Management, v. 203, p. 273-282, 2004.

GOUDET, J. (2002) FSTAT version 2.9.3 Institute of Ecology, Lausanne, Switzerland.
Disponivel em: http://www?2.unil.ch/popgen/softwares/fstat.htm. Acesso: 06 de Abril de 2011.

GUIDUGLI, M. C.; CAMPOS T.; SOUSA A. C. B.; FERES J. M.; SEBBENN A. M.;
MESTRINER M. A.; CONTEL E. P. B.; ALZATE-MARIN A. L. Development and
characterization of 15 microsatellite loci for Cariniana estrellensis and transferability to

Cariniana legalis, two endangered tropical tree species. Conservation Genetics, v. 10, p.
1001-1004, 2009.

GUSSON, E.; SEBBENN, A. M.; KAGEYAMA, P. Y. Sistema de reprodugdo em populagdes
de Eschweilera ovata (Cambess) Miers. Revista arvore, v. 30, p. 491-503, 2006.

HALL, P.; WALKER, S.; BAWA, K. Effect of forest fragmentation on genetic diversity and
mating system in a tropical tree, Pithecellobium elegans. Conservation Biology, v. 10, p.
757-768, 1996.

HARDESTY, B. D.; DICK, C. W.; KREMER, A.; HUBBELL, S.; BERMINGHAM E.
Spatial genetic structure of Simarouba amara Aubl. (Simaroubaceae), a dioecious, animal-
dispersed Neotropical tree, on Barro Colorado Island, Panama. Heredity, v. 95, p. 290-297,
2005.



126

HARDY, O.; VEKEMANS, X. SPAGeDi 1. 2: a versatile computer program to analyze
spatial genetic structure at the individual or population levels. Molecular Ecology Notes, v.
2, p. 618-620, 2002. Disponivel em: http://www.ulb.ac.be/sciences/lagev/software.html

HEDRICK, P. W. A Standardized Genetic Differentiation Measure. Evolution, v. 59, p.
16331638, 2005.

IRWIN, A. J.; HAMRICK, J. L.; GODT, M. J. W.; SMOUSE, P. E. A multiyear estimate of
the effective pollen donor pool for Albizia julibrissin. Heredity, v. 90, p. 187-194, 2003.

KALINOWSKI, S. T. Counting alleles with rarefaction: private alleles and hierarchical
sampling designs. Conservation Genetics, v. 5, p. 539 - 543, 2004.

KALINOWSKI, S. T.; TAPER. M. L.; MARSHALL, T. C. Revising how the computer
program CERVUS accommodates genotyping error increases success in paternity assignment.
Molecular Ecology, v. 16, p. 1099-1106, 2007.

LACERDA, A. B.; SEBBENN, A. M.; KANASHIRO, M. Long-pollen movement and
deviation of random mating in a lowdensity continuous population of Hymenaea courbaril in
the Brazilian Amazon. Biotropica, v. 40, p. 462-470, 2008.

LEWIS, P. O.; ZAYKIN, D. GDA - Genetic Data Analysis: version 1.1 for Windows 95/NT.
http://www.lewis.eeb.uconn.edu/lewishome/. 2002.

LINDGREN, D.; MULLIN, T. J. Relatedness and status number in seed orchard crops.
Canadian Journal of Forest Research, v. 28, p. 276-283, 1998.

LOBO, J. A.; QUESADA, M.; STONER, K. E. Effects of pollination by bats on the mating
system of Ceiba pentandra (Bombacaceae) populations in two tropical life zones in Costa
Rica. American Journal of Botany, v. 92, p. 370-376, 2005.

LOWE, A. J.; BOSHIER, D.; WARD, M.; BACLES, C. F. E.; NAVARRO, C. Genetic
resource impacts of habitat loss and degradation; reconciling empirical evidence and predicted
theory for Neotropical trees. Heredity, v. 95, p. 255-273, 2005.

MANOEL, R. O. Distancia e padrdes de dispersdo contemporinea de polen e sistema de
reproducio em pequeno fragmento isolado de Copaifera langsdorffii Desf. (Leguminosae
— Caesalpinoideae). 2011. 72 f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) — Faculdade de
Engenharia de Ilha Solteira, Universidade Estadual Paulista, Ilha Solteira, 2011.

MARTINS, K.; SANTOS, J. D.; GAIOTTO, F. A.; MORENO, M. A.; KAGEYAMA, P. Y.
Estrutura genética populacional de Copaifera langsdorffii Desf. (Leguminosae-
Caesalpinoideae) em fragmentos florestais no Pontal do Paranapanema, SP, Brasil. Revista
Brasileira de Botanica, v. 31, p. 61-69, 2008.

MORLI, S. A. A Familia da Castanha do Para: Simbolo do Rio Negro. In: OLIVEIRA, A. A.;
DALY, D. (Ed.) Florestas do Rio Negro. Companhia das Letras, Universidade Paulista e The
New York Botanical Garden, 2001. p. 119-141.

MURAWSKI, D. A. Reproductive biology and genetics of tropical trees from a canopy
perspective. In: Lowman, M. D.; Nadkarmi, N. M. (Ed.) Forest Canopies. Academic Press,
New York, pp 457-493, 1995.



127

MURAWSKI, D. A.; DAYANANDAN, B.; BAWA, K . S. Outcrossing Rates of Two
Endemic Shorea Species from Sri Lankan Tropical Rain Forests. Biotropica, v. 26, p. 23-29,
1994.

MURAWSKI, D. A; HAMRICK, J. L. The effect of the density of flowering individuals on
the mating systems of nine tropical tree species. Heredity, v. 67, p. 167-174, 1991.

MURAWSKI, D. A.; MURAWSKI, J. L.; HUBBEL, S. P.; FOSTER, R. B. Mating system of
two Bombacaceous trees of a neotropical moist forest. QOecologia, v. 82, p. 501-506, 1990.

NEI, M. F-statistics and analysis of gene diversity in subdivided populations. Annals of
Human Genetics, v. 41, p. 225-233, 1977.

NETO, J. D. G.; SEBBENN, A. M.; KAGEYAMA, P. Y. Sistema de reproducdo em
Caesalpinia echinata Lam. implantada em arboreto experimental. Revista Brasileira de
Botanica, v. 28, p.409-418, 2005.

NUNNEY, L.; CAMPBELL, K. A. Assessing minimum viable population size: demography
meets population genetics. Trends in Ecology & Evolution, v. 8, p. 234-239, 1993.

PAKKAD, G.; UENO, S.; YOSHIMARU, H. Gene flow pattern and mating system in a small
population of Quercus semiserrata Roxb. (Fagaceae). Forest Ecology and Management, v.
255, p. 3819-3826, 2008.

PINTO, S. I. C.; SOUZA, A. M.; CARVALHO, D. Variabilidade genética por isoenzimas em
populacdes de Copaifera langsdorffi Desf. em dois fragmentos de mata ciliar. Scientia
Forestalis, v. 1, p. 40-48, 2004.

PRANCE, G. T.; MORI, S. A. Lecythidaceae-Part 1. Flora Neotropica Monograph, v. 21, p.
1-272, 1979.

RAJORA, O. M.; MOSSELER, A. Challenges and opportunities for conservation of forest
genetic resources. Euphytica, v. 118, p. 197-212, 2001.

RITLAND, K. Correlated matings in the partial selfer, Mimulus guttatus. Evolution, v. 43, p.
848-859, 1989.

RITLAND, K.; JAIN, S. K. A model for the estimation of outcrossing rate and gene
frequencies using n independent loci. Heredity, v. 47, p. 35-52, 1981.

RITLAND, K. Multilocus mating system program MLTR: Version 2.4. British Columbia:
University of British Columbia, 2004. Disponivel em http://genetics.forestry.
ubc.ca/ritland/programs.

RODRIGUES, R. R.; BRANCALION, P. H. S.; ISERNHAGEN, I. Pacto pela restauracio
da mata atlantica: referencial dos conceitos e acoes de restauracio florestal. Sao Paulo:
LERF/ESALQ: Instituto BioAtlantica, 2009. 256 p.

SANGUINETTI, C. J.; DIAS, E. N.; SIMPSON, A. J. G. Rapid silver staining and recovery
of PCR products separated on polyacrylamide gels. Biotechniques, v. 17, p. 914 -921, 1994.



128

SCHEMSKE, D. W.; HUSBAND, B. C.; RUCKELHAUS, M. H.; GOODWILLE, C,;
PARKER, 1. M.; BISHOP, J. G. Evaluating approaches to the conservation of rare and
endangered plants. Ecology 75: 584—606, 1994.

SEBBENN, A. M.; KAGEYAMA, P. Y.; SIQUEIRA, A. C. M. F.; ZANATTO, A. C. S.
Sistema de cruzamento em populagdes de Cariniana legalis Mart. O. Ktze.: implica¢des para
a conservagdo e o melhoramento genético. Scientia Forestalis, v. 58, p. 25-40, 2000.

SEBBENN, A. M. Tamanho amostral para conservacao ex situ de espécies arboreas com
sistema misto de reproducdo. Revista do Instituto Florestal, v. 15, p. 147-162, 2003.

SEOANE, C. E. S.; KAGEYAMA P. Y.; RIBEIRO, A.; MATIAS, R.; REIS, M. S.; BAWA,
K.; SEBBENN, A. M. Efeitos da fragmentacdo florestal sobre a imigracdo de sementes ¢ a
estrutura genética temporal de populacdes de Euterpe edulis Mart. Revista do Instituto
Florestal, v. 17, p. 25-43, 2005.

SEOANE, C. E. S.; KAGEYAMA, P. Y.; SEBBENN, A. M. Efeitos da fragmentagdo
florestal na estrutura genética de populagdes de Esenbeckia leiocarpa Engl. (Guarantd).
Scientia. Florestalis, v. 57, p. 123 - 139, 2000.

SOKAL, R. R.; ROHLF, F. J. Biometry: the principles and practice of statistics in
biological research. London: Copyright Ltd, 1981. 859 p.

SMOUSE, P. E.; SORK, V. L. Measuring pollen flow in forest trees: an exposition of
alternative approaches. Forest Ecology and Management, v. 197, p. 21-38, 2004.

SOUZA, L. M. F. I; KAGEYAMA, P. Y.; SEBBENN, A. M. Sistema de reprodugdo em
populacdo natural de Chorisia speciosa A. St. Hil. (Bombaceae). Revista Brasileira de
Botanica, v. 26, p. 113-121, 2003.

SUN, M.; RITLAND, K. Mating system of yellow starthistle (Centaurea solstitialis), a
successful colonizer in North America. Heredity, v. 80, p. 225-232, 1998.

TEMPLETON, A. R.; LEVIN, D. A. Evolutionary consequences of seedbanks. American
Naturalist, v. 114, p. 232-249, 1979.

VERON, V.; CARON, H.; DEGEN, B. Gene flow and mating system of the tropical tree
Sextonia rubra. Silvae Genetica, v. 54, p. 275-280, 2005.

WEIR, B. S. Genetics data analysis II — Methods for discrete population genetic data.
Sunderland: Sinauer Associates, Inc. Publishers. 1996.

YEEH, Y.; KANG, S. S.; CHUNG, M. G. Evaluation of the natural monument populations of
Camellia japonica (Thearaceae) in Korea based on allozyme studies. Botanical Bulletin of
Academia Sinica, v. 37, p. 141-146, 1996.



129

6. CAPITULO III

ANALISE DA ESTRUTURA GENETICA ESPACIAL E DOS PADROES
DE DISPERSAO DE POLEN E SEMENTES DE Cariniana estrellensis EM
PEQUENO FRAGMENTO FLORESTAL
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6.1. RESUMO
No presente estudo foram investigados a estrutura genética espacial e os padrdes de

dispersdo de pdlen e sementes de uma populacdo da espécie arborea tropical Cariniana
estrellensis localizada em um pequeno fragmento florestal (8 ha) no municipio de Cravinhos,
nordeste do estado de Sdo Paulo. Todas as 30 arvores adultas e os 39 individuos regenerantes
encontrados dentro do fragmento foram mapeados e tiveram amostras foliares coletadas para
as andlises genéticas com nove locos microssatélites. Além disso, foram estudadas 644
progénies de polinizacdo natural oriundas de sementes coletadas aleatoriamente de 7 arvores
matrizes em 2007 e de 6 matrizes em 2008. A partir dos gendtipos de plantas adultas e
regenerantes, constatou-se auséncia de correlacdo entre a posicdo geografica e a distancia
genética dos individuos de C. estrellensis dentro do fragmento em estudo. Analises de
paternidade em progénies de C. estrellensis revelaram distancias médias curtas de fluxo de
polen efetivo dentro do fragmento em ambos os eventos reprodutivos (69,95+60 m em 2007;
112,02494 m em 2008). Em comparagdo, a distancia de dispersdo de poélen medida nos
regenerantes apresentou valor médio mais elevado (146,94+£98 m) e foi superior a estimativa
da distancia média de dispersdo de sementes (119,64+78,2) dentro da area. Além disso, os
resultados das andlises de parentesco nos regenerantes apontaram auséncia de imigragao de
sementes na populacdo ¢ indicaram que a taxa de imigracdo de polen realizado (variando
entre 53 % e 62 %) foi maior que as taxas de imigragao de polen efetivo (variando entre 23,5
% e 37 %) para os dois eventos reprodutivos estudados. Em suma, nossos resultados
indicaram que a dispersdo do polen em C. estrellensis tende a atingir longas distancias através
da paisagem fragmentada, sugerindo que as darvores desta espécie nao estdo isoladas

reprodutivamente dentro da area de estudo.
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6.2. INTRODUCAO
Desmatamento, incluindo fragmentagdo de habitats florestados, ¢ um problema

mundial que as florestas tropicais e temperadas vém sofrendo, colocando em risco a
conservacdo e manutencdo das espécies, como também dos ecossistemas existentes. O
isolamento espacial de populagdes em pequenos fragmentos reduz o ntimero de individuos e a
densidade populacional, afetando o movimento de sementes e dispersdao de pdlen e, portanto,
o fluxo génico entre populagdes (Hamilton, 1999). Este, por sua vez, pode afetar processos
evoluciondrios tais como sele¢do natural e deriva genética aleatdria e, consequentemente,
propiciar efeitos na estrutura genética espacial das populagdes (Pakkad et al., 2008).

Prejuizos da fragmentacao de continuos florestais intensificam-se quando o isolamento
fisico entre as populagdes remanescentes também se reflete no isolamento genético devido a
ruptura do fluxo génico entre elas. Estas consequéncias levam ao aumento da diferenciacao
entre populagdes e a erosdo da variabilidade genética dentro das populagdes. Em longo prazo,
a redugcdo da diversidade genética pode limitar o potencial evolutivo da espécie para
responder a alteragdes ambientais, aumentando assim o risco de extingdo das populagdes
(Jump & Petiuelas, 2006).

Entretanto, ¢ importante ressaltar que as possiveis consequéncias diante do efeito da
fragmentacdo variam em relagdo as caracteristicas ecoldgicas e de historia de vida de uma
determinada espécie (Murren, 2003). Além disso, a capacidade de dispersao dentro das
espécies pode apresentar variagdo entre populacdes em funcdo da abundancia e
comportamento dos vetores de dispersdo de sementes e polen, caracteristicas da paisagem e
parametros demograficos, tais como, densidades locais e distribui¢do espacial das arvores
(Born et al., 2008). Para espécies arboreas com capacidade de dispersdao de genes a longas
distancias, por exemplo, a separacdo fisica de grupos de individuos ndo necessariamente
traduzem-se em isolamento genético.

Sendo assim, o fluxo de genes oriundo de fontes externas deve ser considerado como
um componente importante para a conservacao de espécies arboreas em florestas
fragmentadas ou pequenas populacdes, pois dependendo de sua magnitude pode promover a
homogeneidade genética entre as populacdes, evitando a perda de diversidade genética pela
deriva genética aleatoria (Hamrick et al., 1989).

Diante do exposto, a distribui¢do da informagao genética dentro e entre populacdes
depende da intensidade do fluxo génico entre elas e estd intimamente relacionada com a
organizagdo fisica e a capacidade de dispersdo da espécie (Nass, 2007). Revelar padrdes e

niveis de fluxo génico pode, portanto, contribuir substancialmente para o entendimento da
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estrutura genética de populagdes de plantas em escalas locais e regionais (Sato et al., 2006).
Tais informagdes sdo importantes para programas de conservagdo florestal, melhoramento
genético e coletas de sementes destinadas ao reflorestamento ambiental (Bittencourt &
Sebbenn, 2007). Wang e colaboradores (2008) ainda ressaltam que este conhecimento é
fundamental para delinear estratégias de manejo e de conservagdo a fim de manter corredores
de fluxo génico e/ ou evitar o isolamento reprodutivo entre as populagdes remanescentes.

Estudos em fina escala da estrutura genética espacial podem fornecer informagdes
indiretas sobre a extensdo da dispersdo de genes ocorrida no passado dentro da espécie. Esta
técnica ¢ especialmente conveniente para espécies arboreas tropicais devido a dificuldade de
se realizar o monitoramento dos movimentos de semente ¢ pdlen dentro e entre populagdes
(Born et al., 2008).

Entretanto, recentemente, medidas diretas referentes ao fluxo génico contemporaneo
tornaram-se possiveis através das analises de parentesco (maternidade e paternidade) com
base em dados de marcadores genéticos altamente polimorficos, neutros € co-dominantes,
como os microssatélites (Ashley, 2010).

Estes estudos podem ser realizados em amostras de mudas ou sementes oriundas de
polinizagdo natural e estimam a distancia do fluxo de polen efetivo, que corresponde ao
movimento do pdlen entre os parentais paterno € materno antes do estabelecimento da
semente. Contudo, o movimento de genes pode ser estudado em maiores detalhes usando
plantulas estabelecidas in situ que, por sua vez, representam o fluxo génico realizado e
permitem estudar os padrdes e distancias de dispersdo de sementes e pdlen simultaneamente
(Sebbenn et al., 2011).

Ambas as metodologias, andlises de parentesco e de autocorrelagdo espacial, sdo
abordagens complementares que podem ser utilizadas conjuntamente para fornecer
informagdes sobre a escala da dispersdo de genes em populagdes de plantas. Assim, neste
estudo objetivou-se investigar a estrutura genética espacial, as distancias de dispersdao de
sementes e os padroes do fluxo de pdlen entre dois eventos reprodutivos de uma pequena
populacao de Cariniana estrellensis isolada geograticamente. Estes padroes foram avaliados
através de andlises de parentesco e de autocorrelacio espacial usando nove locos

microssatélites altamente polimorficos.
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6.3. MATERIAL E METODOS

6.3.1. Local de estudo e amostragem

Para esse estudo foram amostrados individuos de uma pequena populacdo de
Cariniana estrellensis isolada geograficamente, localizada em um fragmento de 8 ha de
Floresta Estacional Semidecidual na Fazenda Aguas Claras, em Cravinhos, estado de Sao
Paulo, a 21°17°S; 47°40°W (Figura 18A). A populacao de C. estrellensis remanescente no
fragmento florestal estd geograficamente delimitada por rodovia, pastagem e cultura de cana-
de-agucar, sendo constituida por individuos regenerantes até individuos com grandes
dimensdes, atingindo préoximo a 5 m de circunferéncia a altura do peito (CAP). Também se
constatou a presenga de arvores adultas de C. estrellensis em outros pequenos fragmentos
florestais presentes nas redondezas desta populag¢do, sendo que a arvore da mesma espécie
mais proxima esta a 1 km de distancia da area de estudo.

Durante o ano de 2007 foi realizado um censo da referida populacao de C. estrellensis,
sendo que todas as arvores adultas identificadas (30) foram mapeadas (Figura 18B; Anexo 3)
usando um GPS III® (Garmin USA) e tiveram tecidos foliares coletados para as analises
genéticas. Dentro do fragmento, também foram encontrados e georreferenciados 39
individuos de C. estrellensis (Figura 18C; Anexo 4) em fase ndo reprodutiva, denominados de
“regenerantes”, com altura variando de 0,15 a 2 m, dos quais também se amostraram tecidos
foliares. Além disso, coletaram-se sementes de poliniza¢do natural de arvores matrizes do
fragmento florestal ao longo dos meses de julho e agosto dos anos de 2007 e 2008. As
sementes de ambos os anos foram semeadas em tubetes no viveiro da USP/RP e apresentaram
grande variag¢do na taxa de germinacao entre as familias plantadas. Assim, a amostragem total
desse trabalho consistiu de 644 progénies procedentes de poliniza¢do natural (399 progénies
produzidas em 2007 + 245 progénies produzidas em 2008). As folhas das 644 progénies
foram coletadas manualmente, sendo em seguida, identificadas e embrulhadas em papel
aluminio, acondicionadas em caixas de isopor com gelo e transportadas até o Laboratorio de
Genética Vegetal da USP/RP, onde foram armazenadas em freezer -20°C até o momento da
extragdo do DNA. Maiores detalhes sobre a coleta de material bioldgico e os procedimentos
de obtencdo de sementes e producdo de mudas estdo descritos nos subitens 5.3.2 ¢ 5.3.3 do

Capitulo II.
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Figura 18. A) Vista lateral do fragmento florestal onde estao localizadas as arvores de
Cariniana estrellensis amostradas para a realizacdo deste estudo (Fonte: Arquivo Pessoal).
Fotos de satélite mostrando a posi¢ao geografica de individuos adultos (B) e regenerantes (C)
de C. estrellensis dentro do referido fragmento (Fonte: Google Earth, acessado em maio de

2011).

6.3.2. Analise do DNA
A extragdo de DNA do material vegetal foi efetuada com base na metodologia de

Alzate-Marin et al. (2009). Apos a extragdo, o DNA foi quantificado em espectrofotdmetro
(Spectronic Genesys 5) e procedeu-se a amplificacdo de regides microssatélites (SSR) através
de reagdes em cadeia da polimerase (PCR) utilizando nove pares de iniciadores (CesO1,
Ces02, Ces04, Ces09, Cesl0, Cesl1, Cesl3, Cesl4 e Cesl8) previamente desenvolvidos para
C. estrellensis por Guidugli et al. (2009) (Anexo 1). Os procedimentos de genotipagem (PCR,
eletroforese e leitura de perfis SSR) seguiram as mesmas condi¢des descritas anteriormente
nos subitens 5.3.5 e 5.3.6 do Capitulo II. De modo geral, as reacdes de amplificacdo de 10 pL
foram realizadas utilizando-se 2,5 ng de DNA genomico, 250 uM de cada dNTP, 1,5 mM de



135

MgCl,, 0,6 uM de cada par de iniciador microssatélite, 1x tampao de reagao livre de MgCl,
[75 mM Tris-HCI pH 9.0; 50mM KCI; 20 mM (NHa) ,SO4], 1 U de Tag DNA polimerase e
agua MiliQ estéril até completar o volume total da reagdo. Os locos amplificados foram
separados sob condi¢des desnaturantes em géis de poliacrilamida 10 % e corados,
posteriormente, com nitrato de prata de acordo com Sanguinetti et al. (1994). Fragmentos de

diferentes mobilidades foram considerados alelos diferentes.

6.3.3. Analises estatisticas
6.3.3.1. Analise da distribuicio espacial dos gendtipos

A distribuigao espacial dos genotipos foi analisada para arvores adultas e regenerantes.
Estas analises foram realizadas utilizando-se a estimativa do coeficiente de coancestria (6yy)
proposto por Loiselle et al. (1995), entre pares de arvores dentro de dez classes de distancia. O
coeficiente 0y, mede a extensdo da similaridade entre os individuos X e Y, relativo a
similaridade genética média entre dois individuos aleatorios da amostra (Hardy & Vekemans,
2002). Para visualizar a estrutura genética espacial, os valores de 6, foram calculados para a
média de pares de individuos dentro das classes de distancia determinadas. O tamanho das
classes foi determinado em fun¢do do nimero igual de pares de arvores comparadas dentro de
cada classe. Isto gera classes de distancias de diferentes tamanhos, mas permite obter maior
precisdo nas comparagdes das estimativas de coancestrias entre diferentes classes, pois os
valores médios comparados entre classes sdo estimados com a mesma precisdo (mesmo
numero de pares). Para testar se ha estrutura genética espacial, o intervalo de confianga a 95
% de probabilidade foi calculado para cada valor observado em cada classe de distancia,
usando permutacdo de individuos (1.000) entre diferentes classes de distdncia. As analises

foram conduzidas utilizando o programa SPAGeDi versao 1.2 (Hardy & Vekemans, 2002).

6.3.3.2. Fluxo génico contemporianeo via pélen e sementes
As estimativas do fluxo génico contemporaneo a partir do polen e de sementes foram

realizadas por analises de parentesco com uso do programa CERVUS 3.0 (Kalinowski et al.,
2007). Os genotipos dos 39 regenerantes e das 644 progénies, oriundas de sementes coletadas
nos anos de 2007 e 2008, foram analisados para o estudo da dispersdo de poélen, utilizando
todas as 30 arvores adultas reprodutivas como candidatos paternos. Ja para o estudo da
dispersdo de sementes, foram analisados apenas os genotipos dos 39 regenerantes e de todas
as arvores adultas (30), as quais foram consideradas como possiveis candidatos maternos e

paternos.
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As andlises de parentesco foram determinadas pela estatistica A, que corresponde a
diferenca entre o LOD (logarithm of the likelihood ratio = logaritmo da razdo de
verossimilhang¢a) do candidato a parental mais provavel, menos o LOD do segundo candidato
a parental mais provavel. Para obter os valores criticos de A foram conduzidas simulagdes
com todas as arvores adultas reprodutivas (n=30) como candidatos a parental, usando 10.000
repeticdes € 1 % como a propor¢do de locos com erro. Foram utilizados os niveis de
confiabilidade de 95 % como restrito e de 80 % como relaxado, conforme sugestdo de
Marshall et al. (1998). Foi considerado o verdadeiro parental, o candidato com um valor de A
maior que o valor critico de A, calculado das simulagdes.

Como todas as arvores da populagdo tinham o seu gendtipo determinado e sua posi¢ao
espacial conhecida, as progénies que tiveram o pai determinado dentro da populagdo foram
utilizadas para determinar as distancias minima, méxima e média e o desvio padrdo de
dispersao de pdlen em dois anos consecutivos. Por outro lado, quando um regenerante tinha
apenas um candidato determinado dentro da populagdo, este foi considerado como o
candidato materno e a distancia entre a posi¢ao do candidato a mde e o regenerante foi usada
para inferir a distancia de dispersdo de sementes. Quando um gendtipo regenerante tinha dois
candidatos determinados dentro da populagdo, o candidato localizado mais proéximo ao
regenerante foi considerado como o parental materno € o mais distante como o parental
paterno. Embora esse procedimento possa introduzir alguns erros na estimativa da distancia
direta de dispersdo de sementes, 0 mesmo tem sido utilizado na literatura corrente quando nao
¢ possivel distinguir com precisdo o parental materno do paterno, como no caso de espécies
monodicas ¢ hermafroditas (Dow & Ashley, 1998; Schueler et al., 2006; Nakanishi et al.,
2008). Assim, foram extraidas as informagdes referentes a distancia entre o regenerante e seu
provavel parental materno que forneceram as distancias de dispersdo de sementes e a distancia
entre os provaveis parentais paternos e maternos que forneceram a distancia de dispersao de
polen.

A taxa de imigracdo de polen e sementes no fragmento (m) foi calculada como a
proporc¢do de individuos que ndo tiveram um candidato a pai ou mae determinado dentro da
populagdo (Mimigranie) €m relagdo ao numero total de individuos amostrados (M), m =
Nimigrante/ Mol (Burczyk et al., 1996, Burczyk et al., 2004, Smouse & Sork, 2004). O fluxo
génico critico (erro tipo I) ou, em outros termos, a probabilidade de determinar erroneamente
um pai de um individuo dentro da populacdo, quando o verdadeiro parental encontra-se fora
da populagdo (falso-positivo) foi calculada como descrito em Dow & Ashley (1996): Fgc=1-
(I-P)", onde P corresponde a probabilidade de ndo exclusio do segundo parental e n ao

nimero de arvores parentais encontradas no interior da populagao.
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As distribuigdes das frequéncias de distancia de dispersdao de polen estimadas para os
anos de 2007 e 2008 foram comparadas usando o teste de Kolmogorov—Smirnov (Sokal &
Rohlf, 1995). Para verificar se o sucesso da polinizacdo para os dois eventos reprodutivos
estava relacionado com a distancia fisica entre as arvores adultas da populagdo, ndés também
comparamos as curvas de frequéncias das distancias de dispersdo de polen com a distribui¢ao
de frequéncias das distancias entre todas as arvores adultas da populacao usando o mesmo
teste de Kolmogorov—Smirnov (Sokal & Rohlf, 1995).

Usando a variancia da distancia do fluxo de polen (cspz), a area de vizinhanga efetiva
de polinizagdo foi também estimada usando a seguinte equagdo A, = 21'[(;132 (Levin, 1988).
Dos resultados da analise de paternidade também foi calculado o numero efetivo de doadores
de polen para cada arvore matriz, como definido por Burczyk et al. (1996): N¢,= 1/3pi’, onde

pi corresponde a propor¢ao de progénies atribuidas ao doador de polen i.
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6.4. RESULTADOS
6.4.1. Estrutura genética espacial intrapopulacional
A Figura 19 ¢ o demonstrativo grafico dos coeficientes de coancestria por classes de
distancia para individuos adultos e regenerantes de Cariniana estrellensis. Observa-se que
para ambas as geragdes (adultos e regenerantes), a analise da distribuicdo espacial dos
genotipos revelou auséncia de correlagdo entre a posi¢ao geografica e a distancia genética dos
individuos. Em outros termos, uma distribuicdo aleatéria dos genotipos de C. estrellensis

dentro do fragmento em estudo foi observada (Figura 19).
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Figura 19. Estrutura genética espacial nas geracdes de adultos (A) e regenerantes (B)
de Cariniana estrellensis na fazenda Aguas Claras de Cravinhos - SP. A linha continua
refere-se a estimativa do coeficiente de coancestria médio e as linhas pontilhadas referem-se

ao intervalo de confianca a 95 % do erro padrao da média das estimativas para a hipotese de

auséncia de estrutura genética espacial (Ho: 6,,=0).
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6.4.2. Fluxo génico contemporianeo
6.4.2.1. Analise do fluxo de pdlen para as progénies

Baseando-se nas andlises de paternidade, foi possivel identificar o parental para 305
das 399 progénies de polinizagdo natural amostradas em 2007 (Tabela 16). Para 237
progénies (77,7 %) o parental foi identificado com uma confiangca de 95 % (de cada 20
progénies um pai pode ser atribuido erroneamente), enquanto 68 progénies (22,3 %) tiveram
paternidade atribuida com 80 % de confianga (de cada 5 progénies um pai pode ser atribuido
erroneamente). Os resultados também mostraram que estas 305 progénies foram geradas por
26 (86,6 %) das 30 arvores adultas reprodutivas da populacdo. Sete destas 26 arvores (M2,
M3, M5, M7, M10, M15 e M16) foram responsaveis pela producao de 63,9 % das progénies.

Das 245 progénies amostradas no fragmento florestal em 2008, por sua vez, um
putativo doador de poélen foi atribuido a 185 progénies, das quais 151 (81,6 %) tiveram o pai
determinado com uma confiancga de 95 % de probabilidade e as demais 34 (18, 4 %) com 80
% de confianca (Tabela 16). Estas progénies parecem ter sido polinizadas por 23 (76,6 %) das
30 arvores candidatas a doadora de polen dentro do fragmento. Cada um destes putativos
parentes foi pai de pelo menos uma progénie (variando de 1-31 progénies), sendo que cinco
arvores (M5, M10, M15, M16 e M21) foram aparentemente os pais de 57,8 % das progénies.

Os resultados das analises de paternidade apresentados acima indicaram taxas
relativamente altas de imigracao de pdlen (23,5 % em 2007 e de 24,5 % em 2008; Tabela 16)
para o fragmento em estudo, podendo-se afirmar que a populagdo de C. estrellensis ndo esta
reprodutivamente isolada. Provavelmente, as progénies cujos pais ndo foram encontrados
dentro da populagdo receberam graos de pdlen provenientes de arvores localizadas fora do
fragmento florestal.

O poder de exclusdo tedrico do segundo parente, calculado com base nos genotipos
dos adultos, variou de 0,313 a 0,875, com valor combinado entre os locos de 0,9946. As
probabilidades de fluxo génico critico tedrico foram moderadamente altas e estimadas em
0,1313 (=1-0,9946°) ¢ 0,1170 (=1-0,9946>) para os anos de 2007 e 2008, respectivamente.
Consequentemente, cerca de 13 % [(305x0,1313)/305] e de 12 % [(185x0,1168)/185] das
progénies podem ter o parental paterno determinado erroneamente, indicando que os niveis de
fluxo génico critico podem afetar substancialmente as taxas de imigragdao de polen estimadas
pela analise de paternidade.

Contudo, a andlise de paternidade em progénies de C. estrellensis indicou que pelo
menos 23,5 % do podlen veio de arvores localizadas fora do fragmento estudado. Mas,
relativamente a estimativa de fluxo génico critico, esta taxa de imigracao de pdlen pode ser

maior, cerca de 37 % nos anos de 2007 (23,5 % + 13 %) e de 2008 (24,5 % + 12 %). Portanto,
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as estimativas das taxas de fluxo génico via polen real para a populagdao de C. estrellensis
estariam entre 23,5 % e 37 % durante os eventos reprodutivos analisados nos anos de 2007 e
2008. Estes resultados refor¢cam a idéia de que este fragmento espacialmente isolado ndo esta
geneticamente isolado, sendo observada quantidade de imigragdo de pdlen substancial durante

diferentes eventos reprodutivos desta espécie arbdrea tropical.

Tabela 16. Fluxo de polen contemporaneo para matrizes de uma populacao de Cariniana

estrellensis determinado por andlises de paternidade para os anos de 2007 e 2008.

Matrizes n Fluxo de Pélen Nep Dentro do Fragmento
Frlz)lzlrllgzto Ff::)gl:l:l?to J (m) Aqp (ha)
ANO _2007
Mi 65 55 10 3,83 29,89+40 1,0
M2 50 41 9 11,01 62,41+46 1,3
M4 24 20 4 11,57 74,2577 3,8
M10 65 59 6 8,78 80,84+65 2,6
MI12 65 42 23 19,6 108,16+84 4,4
M13 65 42 23 24,63 62,60+£51 1,6
M16 65 46 19 11,29 80,54+22 3,1
Total 399 305 (76,5 %) 94 (23,5 %) 12,95+6,9 69,95+60 2,3
ANO_2008
M2 50 34 16 16,89 82,38491 5,3
M3 13 10 3 8,46 99,80+111 7,8
M4 32 25 7 5,42 132,92+130 10,7
M10 50 39 11 6,26 94,51+68 2,9
MI12 50 35 15 7,28 167,8+113 8,1
M15 50 42 8 10,50 96,28+36 8,5
Total 245 185 (75,5 %) 60 (24,5 %)  9,13+4,2 112,02+94 5,6

n, namero de progénies; N,, nimero de doadores de polen; J € a distdncia média de polinizagdo dentro

do fragmento (média + desvio padrdo); A,,, area de vizinhanca efetiva de polinizacdo.

Através das andlises de paternidade, também foi possivel observar que em ambos os
eventos reprodutivos, nenhuma das progénies teve a propria arvore materna determinada
como parental paterno, indicando auséncia de plantas advindas de autofecundacdo, o que
corrobora as estimativas de autofecundagdo nulas observadas nas analises do sistema

reprodutivo (Capitulo II).
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Dentro do fragmento, o polen foi disperso a distancias relativamente curtas (Tabela
16; Figuras 20A e B). Em 2007, as distancias do movimento do polen medidas entre as
arvores maternas e paternas determinadas pelas andlises de paternidade variaram entre 4 e 355
m, com média de 69,95 m (Tabela 16). Ja para as progé€nies que tiveram o pai encontrado
dentro do fragmento florestal no evento reprodutivo de 2008, a distancia de dispersdo de
polen variou de 13 a 399 m, com média de 112,02 m (Tabela 16). Entretanto, verifica-se que
as distancias médias de dispersdo de pdlen foram significativamente maiores (Kolmogorov-
Sminorv, D=0,288, P<0,05; Tabela 16) para o ano de 2008.

Durante os eventos reprodutivos de 2007 e 2008, 50 % dos eventos de polinizacio
ocorreram até as distadncias de 72 m e 108 m, respectivamente (Figuras 20A e B). A
comparagao da curva de frequéncia efetiva de dispersdo de pdlen e a curva de frequéncia de
distancias entre todas as arvores do fragmento estudado foi significativamente diferente
(Kolmogorov-Smirnov, D=0,391, P<0,01; Figura 20A), o que indica que a distancia entre as
arvores, para o ano de 2007, nao explica o padrao de dispersao de pdlen observado. Ja para o
ano de 2008, nao se verificou diferenca significativa entre as curvas (Kolmogorov-Smirnov,
D=0,213, P=0,26; Figura 20B), sugerindo que a distancia entre as arvores pode explicar o
padrdo de dispersdo de polen observado.

Em adi¢do, as andlises de paternidade revelaram que a area de atuacao dos
polinizadores (4rea de vizinhanga efetiva de polinizacdo) ¢ grande e foram menores do que a
area da populagao (8 ha) para ambos os eventos reprodutivos, variando de 1,0 a 3,8 ha, com
média de 2,3 ha no ano de 2007 e, entre 2,9 a 10,7 ha, com média de 5,6 ha em 2008 (Tabela
16).

Ampla variagdo no numero de doadores de pdlen por arvore materna foi encontrada,
oscilando entre 3,83 e 24,63, com média de 12,95 para o ano de 2007 e, entre 5,42 ¢ 16,89,
com um valor médio de 9,13 em 2008 (Tabela 16). Estes resultados indicam que um nimero
relativamente alto de arvores polinizou cada uma das arvores matrizes. No entanto, estes
resultados sd3o mais conservadores do que os estimados diretamente via modelo de
cruzamentos correlacionados (1/r, = 8,2 em 2007 e 1/r, = 6,9 em 2008; ver subitem 5.4.5. do

Capitulo II).
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Figura 20. Distincia de dispersdo de polen efetiva (barras pretas) durante os eventos
reprodutivos de 2007 (A) e 2008 (B) e distancia entre todas as arvores reprodutivas de

Cariniana estrellensis (barras brancas) amostradas dentro do fragmento florestal estudado.

6.4.2.2. Analise do fluxo de pélen e sementes para os regenerantes
Dos 39 regenerantes amostrados dentro do fragmento florestal, 12 tiveram os parentais

materno e paterno determinados com uma confianga de 95 % de probabilidade e 6 com 80 %
(Tabela 17). Estas 18 plantas regenerantes foram geradas por 18 (60 %) das 30 arvores adultas
da populacdo e, em concordancia com resultados anteriores, também se observou uma taxa de
autofecundag@o nula para essa geracdo. A probabilidade de fluxo génico critico tedrico foi

estimada em 0,093 (=1-0,9946'®), indicando que cerca de 9 % [(18x0,093)/18] das progénies
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podem ter o parental paterno determinado erroneamente. Contudo, a analise de parentesco nos
regenerantes de C. estrellensis indicou que a taxa de imigra¢do de pdlen realizado, variando
entre 53 % e 62 %, foi maior que as taxas de imigracao de polen efetivo para os anos de 2007
e 2008.

Os demais 21 individuos regenerantes tiveram apenas um dos parentais determinado
dentro do fragmento que, no presente trabalho, foram assumidos como sendo os putativos
parentais materno. Assim, o conjunto de resultados sugere uma auséncia de imigragdo de

sementes na populacao (Tabela 17).

Tabela 17. Dispersao realizada de sementes e pdlen em populagdo de Cariniana

estrellensis no fragmento florestal de Cravinhos-SP.

Fluxo Génico

Dentro do Distancia média de
Regenerantes (n) Imigracao
fragmento dispersio (m)
Sementes 39 39 (100 %) 0 (0 %) 119,64+78,2
Poélen 39 18 (46,2 %) 21(53,8 %) 146,94498,1

Para os 39 regenerantes que tiveram pelo menos um suposto parental determinado
dentro da populagdo, a distdncia de dispersao de sementes variou de 13 a 345 m, com média
de 119,64 m (Tabela 17; Figura 21A). Aproximadamente 51 % das sementes foram dispersas
até 100 m, embora uma alta taxa também (13 %) tenha sido dispersa na distdncia de 180 m da
putativa arvore materna (Figura 21A).

Por sua vez, a distancia de dispersdao de pélen medida nos regenerantes pela distancia
entre as arvores matrizes determinadas como maternas ¢ as determinadas como paternas,
variou entre 36 € 301 m, com média de 146,94 m, e 50 % do polen sendo disperso até¢ 85 m
(mediana) e 72,2 % até 221 m (Tabela 17; Figura 21B). Observa-se que a distdncia média de
dispersao de polen realizada para a regeneragdo dentro do fragmento (146,94 m) foi maior do
que as médias de dispersao de pdlen efetivo estimadas em 2007 (69,95 m) e 2008 (112,02 m)
para progénies de poliniza¢do natural. Em adi¢do, a comparacdo dos padrdes de dispersdo de
polen efetivo e realizado também mostrou diferencas. Cinquenta por cento dos eventos de
polinizagdo ocorreram até as distancias de 72 m (2007) e 108 m (2008) para as progénies,
enquanto que, 50 % dos eventos de dispersao de pdlen realizada na regeneragdo ocorreram até

85 m.
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Figura 21. Distribui¢do das frequéncias das distancias de dispersdo de sementes (A) e

pélen (B) em Cariniana estrellensis determinada por andlises de parentesco nos regenerantes.
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6.5. DISCUSSAO

6.5.1. Estrutura genética espacial intrapopulacional

A estrutura genética espacial em populagdes naturais de plantas ¢ definida como a
distribuicdo ndo aleatoria da variacdo genética entre individuos e pode acarretar efeitos
drasticos, visto que agrupamentos familiares intrapopulacionais favorecem acasalamentos
entre aparentados gerando endogamia biparental (Sato et al., 2006). Contudo, no presente
trabalho, a andlise de autocorrelacdo espacial rejeitou a pressuposi¢cdo de estruturacao
genética espacial, mostrando que os gendtipos dos individuos adultos e regenerantes de C.
estrellensis estdo aleatoriamente distribuidos dentro da populagdo em estudo. E importante
ressaltar que a inexisténcia de estruturagdo familiar ndo significa que nao existam individuos
aparentados na populacdo; provavelmente esses existam, porém, ndo se encontram agrupados.

De acordo com Loiselle et al. (1995), os diferentes padrdes de distribuicao da estrutura
genética espacial encontrada nos habitats podem ser determinados pela interagdo de varios
fatores, tais como, fluxo génico, deriva genética e selecdo natural. Em uma escala espacial
local, entretanto, a causa mais prevalente para o arranjo espacial dos genotipos em
estruturacdo de familias seria a dispersdo limitada de genes (Vekemans & Hardy, 2004).

Como os individuos de C. estrellensis sdo de ciclo de vida longa, a distribui¢ao
espacial dos genotipos de adultos remanescentes no fragmento reflete o fluxo historico de
genes, enquanto a analise da regenerac¢do pode retratar o movimento de genes em um passado
remoto (<15 anos). Sendo assim, a ndo estruturacdo espacial dos genotipos de individuos
adultos e regenerantes de C. estrellensis sugerida pelos resultados, pode ser um indicativo de
que a maioria dos eventos de dispersdao do polen e sementes dentro da referida populagdo
tenha ocorrido de forma nao restrita as vizinhancas da matriz.

A dispersdo de sementes, processo pelo qual as sementes sdo removidas das
imediagdes da planta-mae para distancias “seguras”, onde a preda¢do e competicao sdo mais
baixas (Howe & Miriti, 2004), tem sido considerada como a principal causa da estrutura
genética espacial em diversos estudos realizados em espécies arboreas (Barreira et al., 2006;
Bittencourt & Sebbenn, 2007; Carneiro et al., 2007; Lacerda et al., 2008; Nakanishi et al.,
2009). Contudo, a distdncia maxima de dispersdao de sementes depende do agente dispersor,
quer seja ele gravidade, vento, d4gua ou animal (Augspurger, 1983; Augspurger & Hogan,
1983; Guariguata & Pinard, 1998). Via de regra, espécies arboreas tropicais que possuem
sindrome de dispersdo de sementes predominantemente anemocorica, como ¢ para Cariniana

estrellensis, tém maior probabilidade de se regenerarem a consideraveis distancias (>100 m)
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dos progenitores (Augspurger & Hogan, 1983; Silva et al., 2004) e, portanto, menor
possibilidade de apresentarem uma estruturacao genética espacial.

De fato, no presente estudo, as andlises de parentesco realizadas com os individuos
regenerantes de C. estrellensis demonstraram que, em geral, as sementes desta espécie
estabeleceram-se distantes da planta-mae (média de 119,64 m) dentro do fragmento em
estudo. Além disso, as altas taxas de imigragdao de pdlen inferidas pelas referidas analises de
parentesco, demonstraram que o fluxo de pdlen em C. estrellensis alcangou distancias
superiores a 399 m (e talvez a alguns quildometros) sendo, portanto, considerado
suficientemente amplo para prevenir a formacao de agregados de individuos genotipicamente
semelhantes (aparentados) na populacao estudada.

Em adicdo, a avaliagdo do sistema reprodutivo de C. estrellensis entre diferentes
eventos reprodutivos dentro da area de estudo tem revelado altas taxas de cruzamentos com
fortes indicios de mecanismos de auto-incompatibilidade, como discutido anteriormente no
Capitulo II desta tese. Sendo assim, o sistema reprodutivo da espécie associado a alta taxa de
imigrag¢do de polen podem ter favorecido o aumento dos niveis de diversidade genética em
funcdo das altas taxas de cruzamentos, evitando a divergéncia aleatoria das frequéncias
génicas na populagdo em questdo. Além disso, & importante ressaltar que a ndo-estruturagao
espacial observada na geragdao adulta se manteve na regeneragdo, sugerindo que a populagao
ndo esteja sofrendo os efeitos da deriva genética devido a fragmentagao.

E possivel ainda que a distribuigdo aleatoria dos gendtipos de C. estrellensis esteja
relacionada com o tamanho do fragmento em estudo, o qual abrange pequenas distancias (<
400 m) entre as arvores de C. estrellensis amostradas. Provavelmente, os vetores de
polinizagdo de C. estrellensis (em especial as abelhas) sdo suficientemente eficientes para
promover o transporte de pdlen entre plantas dentro desta pequena area fragmentada,
favorecendo a distribui¢ao aleatdria dos genotipos na populacdo. Além disso, ¢ importante
levar em consideragdo a interacdo envolvendo a area restrita do fragmento e a dispersao
secundaria de sementes por zoocoria.

Embora as sementes aladas de C. estrellensis sejam adaptadas para dispersdo pelo
vento, macacos da espécie Alouatta caraya (bugios pretos) sdo considerados importantes
consumidores das sementes desta espécie durante a época seca (Oliveira-Filho & Galetti,
1996; Lepsch-Cunha & Mori, 1999), e tém o potencial de transportar as sementes que
consumiram longe das arvores-maes (média de 200 m), reduzindo as limitacdes de uma
dispersao sob as fontes alimentares (Lazaro-Junior, 2009). Portanto, dentro de uma area de
vida nao superior a 8 hectares como a do fragmento em estudo, ¢ possivel que a dispersao

secundaria das sementes de C. estrellensis por esses primatas possa ter contribuido de forma
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relevante para a distribuicao nao agregada dos genotipos da referida espécie. Contudo, outros
estudos sdo requeridos para confirmar a ocorréncia e o papel dos bugios pretos na dispersao e
predacdo de sementes de C. estrellensis dentro da area estudada.

Adicionalmente, ¢ importante considerar a disponibilidade e distribuicdo de manchas
de recursos que podem favorecer o estabelecimento e/ou desenvolvimento dos individuos de
diferentes fases do desenvolvimento (Harper, 1977; Bustamante & Canals, 1995). Em
pequenas areas fragmentadas, variagdes na luminosidade, por exemplo, podem propiciar a
formag¢do de microhédbitats mais ou menos favoraveis a colonizagdo de espécies nativas
(Pinheiro & Ganade, 2009). No presente estudo, pouco pode ser inferido sobre o sucesso de
estabelecimento da regeneracao de jequitiba branco dentro do fragmento, mas por apresentar
uma baixa densidade (< 5 regenerantes.ha) e se tratar de uma espécie tolerante ao
sombreamento, ¢ provavel que areas do fragmento com maior abertura de dossel e incidéncia
de luminosidade, tenham reduzido as chances de estabelecimento das sementes desta espécie
na populacdo. Todos esses fatores aliados ao fato de que as sementes aladas de C. estrellensis
sdo espalhadas pelo vento de modo aleatorio, a partir da planta parental, podem ter
contribuido para que a distribui¢do das sementes de C. estrellensis ocorresse em locais
distantes das vizinhangas da &arvore materna, enfraquecendo agregagdes de individuos
aparentados dentro da area estudada.

Por ultimo, a baixa densidade de adultos (< 4 individuos.ha™) na populagdo de C.
estrellensis também pode estar associada a maneira como ocorre a dispersdo de polen e de
sementes dentro da populagdo, sendo, portanto, outra possivel explicagdo para os padrdes de
estruturacao observados. De fato, Loveless & Hamrick (1984) esclareceram que a dispersao
do pdlen por animais ¢ mais suscetivel a densidade populacional, ou seja, em populagdes com
alta densidade, o fluxo do pdlen ¢ restrito, o que aumenta a subdivisdo. Diante destas
consideracdes, levanta-se a hipotese de que alteragdes na densidade de planta-polinizador, em
decorréncia do processo de fragmentacao, possam ter favorecido os padroes de alcance de voo
dos polinizadores a ponto de promover uma auséncia de estrutura¢do familiar entre os
individuos de C. estrellensis remanescentes no fragmento em estudo.

Em suma, os processos de dispersao dos graos de pélen e sementes a longas distancias
(zoocoria e anemocoria) para C. estrellensis, aliados ao pequeno tamanho do fragmento e a
baixa densidade populacional sdo consistentes com a auséncia de estruturacdo genética
espacial observada para ambas as geragdes analisadas (adultos e regenerantes). No entanto,
vale ressaltar que para o melhor entendimento da estruturacdo genética espacial da espécie,

torna-se desejavel a amostragem de populacdes maiores de C. estrellensis, o que permitiria



148

que um numero maior de individuos fosse avaliado no estudo da distribuicao espacial dos
genotipos.

De certa forma, os resultados apresentados para C. estrellensis, assemelham-se aos
obtidos por outros estudos realizados em algumas populagdes naturais de espécies arbdreas
tropicais (Genipa americana, Sebbenn et al., 1998; Machaerium villosum, Neto & Kageyama,
2000; Myracrodruon urundeuva, Lacerda & Kageyama, 2003) que também ndo apresentaram
indicios de estruturagcdo genética espacial.

Finalmente, vale ressaltar que esta auséncia de estruturagcdo genética na populacio de
C. estrellensis aliada as outras caracteristicas bioldgicas da espécie (tais como modo de
reproducao e padroes de dispersdo), devem ser levados em consideragdo no momento de se
delinear estratégias de coleta de material genético da espécie, para fins de conservacdo da

variabilidade genética de C. estrellensis nesta regido.

6.5.2. Analise do movimento de genes dentro e entre a area de estudo
A partir da anélise dos regenerantes, inferiu-se que a taxa de imigracdo de sementes

para a populagdo de C. estrellensis foi nula (0 %). Em adi¢do, o padrdo de dispersdo de
sementes em C. estrellensis foi mais limitado do que o movimento de pdlen realizado dentro
da area de estudo, similar ao descrito para outras espécies arboreas (Nakanishi et al., 2009;
Gaino et al., 2010; Sebbenn et al., 2011).

Contudo, a distancia média de dispersdo de sementes na populacdo de C. estrellensis
foi maior do que as observadas para outras espécies florestais, cujas sementes sao
primariamente dispersas por autocoria (Araucaria angustifolia, Bittencourt & Sebbenn,
2007), barocoria (Quercus salicina, Nakanishi et al. 2009) e zoocoria (Copaifera langsdorffii,
Sebbenn et al., 2011).

Embora o periodo de florescimento para Cariniana estrellensis possa variar de acordo
com a sua localidade de ocorréncia, um padrao geral de floracdo durante a estagao chuvosa e
frutificacdo na estacdo seca tem sido apontado para a espécie por diversos autores (Rizzini,
1978; Barbosa, 1984; Lorenzi, 2002; Leite, 2007). No presente estudo, este padrdo foi
confirmado na populacdo de C. estrellensis analisada, sendo similar ao observado por Lepsch-
Cunha & Mori (1999) para Couratari multiflora, outra espécie pertencente a familia
Lecythidaceae e cujas sementes também sdo aladas e dispersas pelo vento.

Segundo esses mesmos autores, essa notavel diferenga entre os periodos de
frutificacdo e floragdo pode ser uma adaptacdo da espécie as condi¢des mais favordveis para a

dispersao de suas sementes pelo vento durante a estagdo seca do que na estacdo chuvosa.
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Contudo, vale ressaltar que embora a espécie apresente sindrome de dispersao de sementes
por anemocoria, as sementes de Cariniana sdo comestiveis, ricas em proteinas e,
procuradas/predadas pelos primatas (Lepsch-Cunha & Mori, 1999) como os bugios-pretos
(Alouatta caraya) (Oliveira-Filho & Galetti, 1996), os quais tém sido observado em alguns
fragmentos da regido de Ribeirdo Preto (Cabral et al., 2005; Tognon et al., 2005).

Com base nessas informacgdes, ¢ possivel que a ocorréncia da frutificacdo durante a
estacdo seca torne as sementes de C. estrellensis mais suscetiveis a predagdo por esses
animais, devido a escassa disponibilidade de recursos geralmente observada para a maioria
das espécies vegetais durante este periodo (Peres, 1994; Oliveira-Filho & Galetti, 1996). Em
adicao, o isolamento fisico do fragmento em estudo por rodovias, pastagens e plantagdes de
cana-de-agucar devido a fragmentagdo, provavelmente limita o movimento destes dispersores
secundarios entre os poucos remanescentes florestais existentes nas proximidades da area de
estudo. Portanto, a interagdo de todos esses fatores poderia explicar a auséncia de imigragao
de sementes para a populacao estudada.

Por outro lado, as estimativas do fluxo de podlen sugerem que a populacdo de C.
estrellensis ndo estd geneticamente isolada, haja vista as altas taxas de imigragdo de pdlen
reveladas pelas analises baseadas nos regenerantes (entre 53 % e 62 %) ¢ em progénies de
polinizacdo natural (entre 23,5 % e 37 %) que, por sua vez, representam o fluxo génico
contemporaneo.

Desta forma, pode-se inferir que atualmente eventos de polinizagdo estejam ocorrendo
a distancias superiores a 399 m para a populacdo de C. estrellensis, visto que as distancias
minima e maxima entre duas arvores adultas amostradas dentro do fragmento estdo entre 4 e
399 m. Contudo, a presenca de arvores adultas de C. estrellensis em pequenos fragmentos
florestais, distantes em pelo menos 1 km da area de estudo, indica que a polinizagdo da
espécie esteja ocorrendo a distancias ainda maiores e que, portanto, a fragmentacao nao isolou
reprodutivamente as arvores da populacao de C. estrellensis.

Sendo assim, o conjunto de resultados revelou que a extensdo da dispersdo de polen
foi maior do que a dispersdo de sementes, sugerindo que a conexao entre populacdes de C.
estrellensis nesta paisagem altamente antropizada seja decorrente principalmente do fluxo de
polen. Diversos estudos também tém detectado fluxo de polen a longa distincia em
populagdes naturais isoladas de outras espécies arboreas, tais como, Quercus macrocarpa
(Dow & Ashley, 1998), Pinus flexilis (Schuster & Mitton, 2000), Cecidiphyllum japonica
(Sato et al., 2006), Araucaria angustifolia (Bittencourt & Sebbenn, 2007) e Quercus robur
(Buschbom et al., 2011).
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Segundo Young et al. (1993), ¢é possivel que o processo de fragmentacdo do habitat
possa favorecer o fluxo de pélen mediado pelo vento através da paisagem, mantendo assim
altos niveis de diversidade em pequenos fragmentos isolados. Para a populagdo de C.
estrellensis em estudo, no entanto, a explicagdo mais provavel para o extenso movimento de
polen deve estar relacionada a capacidade de voo do seu principal agente polinizador, as
abelhas. Aliado a isso, a menor densidade e o maior espagamento entre os adultos
reprodutores de C. estrellensis neste ambiente alterado, podem ter afetado o comportamento
de forrageamento do polinizador, favorecendo a busca de recurso por longas distancias e,
consequentemente, assegurando a proporcao das distdncias de dispersdo de pdlen a longas
distancias.

Embora o movimento de pdlen a longa distincia possa ocorrer com uma frequéncia
moderadamente alta, distancias médias curtas de fluxo de polen efetivo foram estimadas
dentro da parcela por andlise de paternidade em ambos os eventos reprodutivos analisados
(69,9560 m em 2007; 112,02+94 m em 2008). A avaliagdo dos padroes de dispersdao de
poélen dentro do fragmento também mostrou variagdo entre os eventos reprodutivos, indicando
que a distancia entre as arvores adultas ndo poderia explicar o padrdo de dispersdo de pdlen
para o ano de 2007, ao contrario do que foi observado para o ano de 2008.

De acordo com Carneiro et al. (2009), padrdes e distdncias de dispersao de polen,
assim como sistemas de acasalamento, podem mudar entre eventos reprodutivos como um
resultado de mudancas na fenologia de florescimento, alteragdes nas condi¢des ambientais
afetando o comportamento do polinizador, ou processos antropogé€nicos tais como corte
seletivo e fragmentagao florestal.

No presente estudo, as diferencas observadas entre anos poderiam ser atribuidas a
variagdo de arvores amostradas em cada ano. Durante as coletas de material bioldgico para
realizacdo deste estudo, observou-se que nem todas as arvores adultas de C. estrellensis
haviam frutificado dentro do fragmento, sugerindo que o florescimento pode ndo ter ocorrido
de forma sincronizada entre os individuos da populacdo em cada evento reprodutivo.
Entretanto, para uma melhor compreensdo dos mecanismos que possam ter contribuido para a
alteracdo dos padrdes e distancias de dispersdo de pdlen, um estudo sobre a fenologia
reprodutiva da espécie dentro da area de estudo € requerido.

Contudo, as distancias relativamente curtas de dispersao de polen detectadas dentro do
fragmento indicaram que parte do pdlen recebido pelas arvores matrizes de C. estrellensis ¢é
oriunda de distancias limitadas. Isso, por sua vez, nos sugere que individuos localizados

espacialmente distantes entre si dentro da populacao podem receber diferentes conjuntos de



151

polen e, portanto, sementes oriundas de arvores amplamente espacadas podem reter maior
diversidade genética.

Portanto, considerando que as distancias médias de dispersdo de pdlen dentro do
fragmento variaram cerca de 30 a 168 m para os dois eventos reprodutivos analisados
conjuntamente, sugere-se que a coleta de sementes dentro da populagdo seja realizada entre
arvores distantes a pelo menos 170 m em relagdo a outra planta. Esta medida poderia
aumentar a variabilidade genética no conjunto amostral das sementes a serem coletadas, seja
para futuros trabalhos de recuperacdo ou para o plantio em novas areas.

Em adigdo, a variagdo na distancia de dispersdo de pdlen entre os eventos reprodutivos
propiciou uma alta variagdo temporal na area de polinizagdo de vizinhanca efetiva (A.,=2,3 ha
em 2007 e A.,=5,6 ha em 2008). Entretanto, a 4rea de atuagdo dos polinizadores, no caso as
abelhas, foi grande dentro do fragmento o que ¢ altamente favoravel a recombinacdo da
diversidade genética da populagdo estudada.

Além disso, os valores médios de doadores de pdlen estimados em C. estrellensis
através das analises de paternidade (N,=12,95 em 2007 e N,=9,13 em 2008) foram
considerados altos e dentro do padrdo observado em outras espécies arbdreas tropicais
(Araucaria angustifolia N,,=12,60, Bittencourt & Sebbenn, 2007; Caryocar brasiliense
N,=10,99, Collevatti et al., 2010; Myracrodruon urundeuva N.,=10,83, Gaino et al., 2010).
Dyer & Sork (2001) pontuam a importancia de estudos voltados para a compreensdo dos
fatores que possam influenciar o movimento do pélen dentro das populacdes, pois se o
movimento de polen ¢ restrito, arvores reprodutivamente ativas podem ser altamente
representadas nas geragdes subsequentes.

De modo geral, a presente populagdo de C. estrellensis apresentou dois niveis de
dispersao de polen, um componente a curta distdncia dentro do fragmento e outro a longa
distancia entre o fragmento e arvores de outras localidades que ndo foram amostradas para
esse estudo. Este segundo nivel de dispersao de polen indica que a populagio de C.
estrellensis ndo estd isolada geneticamente, o que por sua vez, pode ser essencial para
prevenir perdas de diversidade genética na espécie, garantindo sua sobrevivéncia em longo
prazo.

Levando em consideracdo que eventos de polinizacdo possam ocorrer através de
longas distancias, fragmentos florestais que nds consideramos estar isolados, de fato, podem
apresentar certa conectividade genética para algumas das espécies arboreas. Por outro lado, o
oposto pode ser também observado: algumas espécies podem estar fragmentadas dentro de
uma floresta “continua” se a espécie for suficientemente rara ou se o habitat disponivel esteja

muito desigualmente distribuido. Dentro desse contexto, Smulders et al. (2009) pontuam a
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necessidade de determinar o fator que realmente delinearia uma “populacao” para as espécies
em estudo.

As andlises de parentesco também revelaram auséncia de plantas advindas de
autofecundagdo, reforcando as altas taxas de cruzamentos e, consequentemente, as estimativas
do fluxo de polen a longas distancias em C. estrellensis. Adicionalmente, o movimento
contemporaneo de genes a longas distancias ¢ congruente com a auséncia de estruturagao
genética espacial na populacdo e, combinados ajudam a explicar os valores ndo significativos
dos indices de fixagdo nas geracdes de C. estrellensis estimados previamente neste estudo.

Em suma, o conjunto de dados obtidos sugere que a alta taxa de imigracao de polen no
fragmento pode estar contribuindo de forma significativa para a promocao da variabilidade
genética, redugdo da coancestria, e aumento do tamanho populacional efetivo na populacio de
C. estrellensis. Além disso, evidenciou-se que a presenca de pequenos fragmentos ¢
importante na paisagem antropizada, podendo desempenhar papel fundamental para o fluxo
génico entre as populagdes de plantas remanescentes, o que contribui para o aumento da
variabilidade genética dentro das espécies e, consequentemente, para sua persisténcia ao
longo das geragdes.

Finalmente, considerando-se a grande dificuldade atual para obtencdo de sementes de
espécies arbdreas tropicais com niveis adequados de variabilidade genética e, dado os
resultados aqui observados, como reprodugdo exclusiva por cruzamentos, o nimero
relativamente alto de doadores de polen visitando as arvores matrizes do fragmento, as altas
taxas de fluxo génico favorecendo a heterozigosidade e a auséncia de estruturacdo genética
espacial, € possivel considerar esta populacao de C. estrellensis como adequada para a coleta

de sementes para conservagdo genética, testes de progénies e reflorestamentos.
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6.6. CONCLUSOES
1. Nao existe estruturacdo genética espacial dentro da populagdo de C. estrellensis;

2. A extensdo da dispersdo de sementes foi mais limitada do que a dispersao realizada
de poélen, ocorrendo auséncia de imigracao de sementes na populagdo de C. estrellensis;

3. Dentro do fragmento os eventos de polinizagdo em C. estrellensis tenderam a
ocorrer entre arvores proximas e mostraram variagao entre os eventos reprodutivos;

4. Em adigdo, as analises de paternidade revelaram que o pdlen também tende a ser
disperso a longas distancias através da paisagem fragmentada, sugerindo que a populagdo de
C. estrellensis ndo estd isolada reprodutivamente;

5. Os altos niveis de imigragao de pdlen detectados no fragmento em estudo podem ser
essenciais para prevenir perdas de diversidade genética na espécie devido a ocorréncia de
deriva genética aleatdria;

6. Por ultimo, concluiu-se que a area de atuacdo dos polinizadores e o nimero de
arvores doadores de podlen foram altos, o que favorece a recombinacdo génica podendo

ampliar a diversidade genética dentro da populacao de C. estrellensis estudada.
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Abstract From a genomic library enriched for GA/CA
repeats, 15 highly polymorphic microsatellite markers were
developed for Cariniana estrellensis, a tropical forest tree.
The microsatellite loci were screened in 49 mature trees
found between Pardo river and Mogi-Guagu river basins, in
the state of Sdo Paulo, Brazil. A total of 140 alleles were
detected with an average of 9.33 alleles per locus. The
expected heterozygosity ranged from 0.37 to 0.88. These
loci showed a high probability of paternity exclusion.
Additionally, 12 loci were effectively transferred to
Cariniana legalis. High levels of polymorphism make the
present SSR markers useful for population genetic studies.
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The deforestation and concomitant large-scale fragmenta-
tion of the tropical forest have been rapid and extensive in
recent decades. For management and conservation of tree
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populations in such heterogeneous habitats, it is important
to know the reproductive patterns and the distances of
effective gene flow mediated by pollen and seeds. Micro-
satellite markers have been used as a very effective tool to
generate useful information for the endangered species
conservation (Ferreira-Ramos et al.  2007). Cariniana
estrellensis (Raddi) Kuntze (Lecythidaceae), commonly
known as jequitiba branco, is a wide-ranging tropical tree
species occurring in Brazil, Bolivia, Paraguay and Peru.
This hermaphroditic species is pollinated by bees and dis-
persed by wind (Leite 2007). Its wood is widely used in
Brazil for general construction purposes and carpentry. Due
to high deforestation rates in its native range, C. estrellensis
is considered an endangered species. We developed
microsatellite (SSR) loci for C. estrellensis in order to
facilitate detailed studies of genetic structure, gene flow and
mating system in this species. Besides, we investigated the
transferability of these loci to Cariniana legalis (Mart.)
Kuntze a close relative of C. estrellensis.

A (GA), and (CA), microsatellite-enriched library was
constructed according to the method employed by Billotte
et al. (1999), using a biotin-labeled microsatellite oligop-
robe and streptavidin-coated magnetic beads. Total genomic
DNA was extracted from leaf tissue according to Doyle and
Doyle (1990) and was digested with Rsal restriction
enzyme. The fragments were then linked to adapters (Rsa21
5'-CTCTTGCTTACGCGTGGACTA-3' and Rsa25 5'-TA
GTCCACGCGTAAGCAAGAGCACA-3"). The library
was enriched for dinucleotide sequences, using biotinylated
(CT)g and (GT)g. Streptavidin-coated paramagnetic beads
and a magnetic rack were employed for recovering the
fragments containing microsatellites. Selected fragments
were amplified by polymerase chain reaction (PCR), using
the Rsa2l adapter as a primer, and were then linked to the
pGEM-T vector (Promega). Plasmids were introduced into
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Escherichia coli XL-1 Blue strains. Transformed cells were
grown on Petri dishes with Luria—Bertani (LB) agar medium
containing ampicilin (100 pg ml™") and X-galactosidase
(5-bromo-4-chloro-indolyl-f-D-galactoside) (50 pg ml™").
A total of 54 positive clones were sequenced using an ABI
377 and the Big Dye Terminator Kit (Applied Biosystems),
and 37 presented microsatellite sequences. Only 19 SSR
were selected for primers design because their sequences
presented more than five tandem repeats. Primers were
designed with the software PRIMER3 (Rozen and Skaletsky
2000).

Microsatellite loci were amplified by PCR in a final
volume of 10 pl containing 0.3 uM of each primer, 1 U
Tag DNA polymerase, 0.25 mM of each dNTP, 1 x MgCl,-
free reaction buffer [75 mM Tris-HCl pH 9.0, 50 mM KCl
and 20 mM (NH4),SO4], 1.5 mM MgCl, and 2.5 ng of
template DNA. The PCR profile used to amplify the
microsatellites was 96°C for 5 min: 30 cycles of denatur-
ation at 94°C for 30 s, annealing at Ta°C (Table 1) for
1 min, 72°C for 1 min, and a final elongation step at 72°C
for 7 min. Amplifications were performed with a Master-
Cycler Eppendorf. PCR products were denatured and
separated on 10% denaturing polyacrylamide gels stained
with silver nitrate. Allele sizes were estimated by com-
parison to a 10 bp DNA ladder standard (Invitrogen).

Mendelian analyses were confirmed for each locus,
based on analysis of two mother trees and their open-pol-
linated family. For the polymorphism evaluation, we
sampled 49 mature trees of C. estrellensis from quite a
wide area, located at Ribeirio Preto region, between Pardo
river and Mogi-Guagu river basins, in the state of Sdo
Paulo, Brazil. Genetic diversity parameters and probabili-
ties of paternity exclusion were estimated using CERVUS
version 3.0 (Kalinowski et al. 2007). FSTAT software
package version 2.9.3 (Goudet 2002) was used to test
all loci for linkage disequilibrium, applying Bonferroni
correction for multiple comparisons.

Nineteen primer pairs were tested in a minimum of 10
individuals. From these 19, 15 amplified the expected size
fragment while the others showed no amplification, mul-
tibanding patterns or pronounced stutters. Mendelian
inheritance was confirmed for all 15 microsatellite loci,
based on the analysis of two mother trees and their open-
pollinated family (15 individuals per family). All sibs
displayed at least one of the maternal alleles. The 15
microsatellite loci were selected to screen the 49 mature
trees from the Ribeirdo Preto region. For this group, 140
alleles were identified and the number of alleles per locus
ranged from 5 to 18, with an average of 9.33. The observed
and expected heterozygosities ranged from 0.08 to 0.81 and
from 0.37 to 0.88, respectively (Table 1).

For all loci, except Ces04, Ces09, Cesl 1 and Cesl8, the
genotypic frequencies showed significant departures from

Hardy-Weinberg equilibrium (HWE). The observed
departure from HWE is likely due to Wahlund effect
(scattered trees sampled across a large area). Only one
significant linkage disequilibrium was found between loci
Ces04 and Ces07. The paternity exclusion probability,
corresponding to the power with which a locus excludes a
tree of being the parent of an offspring, reached 0.9996 for
the first parent and 0.9999 for the second parent over all 15
loci (Table 1). Nevertheless, the microsatellite markers
developed will allow detailed parentage studies in natural
populations even in situations where both maternity and
paternity are unknown.

Additionally, transferability of the 15 primer pairs was
tested in C. legalis using the same PCR and polymorphism
detection protocol described above. Twelve markers (80%)
amplified for C. legalis (Table 2). The results indicated
that there is a high potential for transferring microsatellite
markers between species of the same genus in the Lecyt-
hidaceae family.

The battery of microsatellite markers developed are
highly variable and sufficiently informative to investigate
refined questions of mating system, gene flow, family
structure and population dynamics of the tropical tree
species C. estrellensis. Future studies with this set of
microsatellite markers will also allow their use to genetic
analysis in related taxa. We plan to use these markers to
estimate mating system and conduct paternity analyses of
C. estrellensis in southeast Brazil.

Table 2 Transferability of 15 microsatellite loci developed for
Cariniana estrellensis to Cariniana legalis. Allele size range (bp)
based on seven individuals of C. legalis

Loci Allele size range (bp) Ta°C
Ces01 Na 43
Ces(2 179 57
Ces(13 207-225 50
Ces04 Na 43
Ces05 149-161 53
Ces06 159 53
Ces07 184-198 53
Ces09 185 48
Cesl0 196-228 49
Cesll Na 48
Cesl2 279-283 48
Cesl3 152-154 48
Cesld 150-174 51
Cesl6 204-208 51
Cesl8 170-182 51

Na, no amplification; Ta°C, annealing temperature

@ Springer



1004

162

Conserv Genet (2009) 10:1001-1004

Acknowledgements This work was financed by a grant from Sio
Paulo State Government to Ana Lilia Alzate-Marin: Fundacio de
Amparo & Pesquisa do Estado de Sio Paulo (FAPESP) (03/04199-4.
We also acknowledge the support of Pro-Reitoria de Pesquisa and
Fundagio de Apoio ao Ensino, Pesquisa e Assisténcia (FAEPA) of
Sio Paulo University. This study is part of the postgraduate work of
first author. Ana Lilia Alzate-Marin was supported by Researcher
assistantship from FAPESP. Marcela Corbo Guidugli was supported
by a doctoral fellowship of FAPESP (07/04787-4). The authors would
like to thank to Dr. Anete Pereira de Souza for scientific support and
Ronai Ferreira Ramos for technical support in primers design.

References

Billotte N, Lagoda PIL, Risterucci AM, Baurens FC (1999) Micro-
satellite-enriched libraries: applied methodology for the
development of SSR markers in tropical crops. Fruits 54:277-288

Doyle 11, Doyle JL (1990) Isolation of plant DNA from fresh tissue.
Focus 12:13-15

@ Springer

Ferreira-Ramos R, Laborda PR, Santos MO, Mayor MS, Mestriner
MA, Souza AP, Alzate-Marin AL (2007) Genetic analysis of
forest species Eugenia uniflora L. through of newly developed
S5R markers. Conserv Genet. doi: 10.1007/s510592-007-9458-0

Goudet J (2002) FSTAT wversion 2.9.3.2. Institute of Ecology,
Lausanne, Switzerland. Available at: hitp:/f/www2.unil.ch/popgen/
softwares/fstat.htm. Accessed 20 May 2008

Kalinowski ST, Taper ML, Marshall TC (2007) Revising how the
computer program CERVUS accommodates genotyping error
increases success in paternity assignment. Mol Ecol 16:1099-
1106, doi:10.1111/j.1365-294X.2007.03089.x

Leite EJ (2007) State-of-knowledge on Cariniana estrellensis (Raddi)
Kuntze (Lecythidaceae) for genetic conservation in Brazil. Res J
Bot 2:138-160

Rozen §, Skaletsky HJ (2000) Primer3 on the www for general users
and for biologist programmers. In: Krawetz S, Misener S (eds)
Bioinformatics methods and protocols: methods in molecular
biology. Humana Press, Totowa, pp 365-386. Available at:
hitp:/fwww frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi.
Accessed 05 June 2008



163

8. ANEXO II

(O Genetics and Molecular Biology, 33,1, 131-134 (2010)

www.shg.org.br

Short Communication

Copyright © 2009, Sociedade Brasileira de Genética. Printed in Brazil

Genetic characterization of 12 heterologous microsatellite markers
for the giant tropical tree Cariniana legalis (Lecythidaceae)

Marcela Corbo Guidugli', Klaus Alvaro Guerrieri Accoroni', Moacyr Antonio Mestriner',
Eucleia Primo Betioli Contel', Carlos Alberto Martinez” and Ana Lilia Alzate-Marin'

'Departamento de Genética, Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo,

Ribeirao Preto, SP, Brazil.

2 . . . » R . . o~
“Departamento de Biologia, Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto,

Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, SP, Brazil.

Abstract

Twelve microsatellite loci previously developed in the tropical tree Cariniana estrellensis were genetically character-
ized in Cariniana legalis. Polymorphisms were assessed in 28 C. legalis individuals found between the Pardo and
Mogi-Guacu River basins in the state of Sao Paulo, Brazil. Of the 12 loci, 10 were polymorphic and exhibited Mende-
lian inheritance. The allelic richness at each locus ranged from 2-11, with an average of 7 alleles per locus, and the
expected heterozygosity ranged from 0.07-0.88. These loci showed a high probability of paternity exclusion. The
characteristics of these heterologous microsatellite markers indicate that they are suitable tools for investigating

questions concerning population genetics in C. legalis.
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Cariniana legalis (Mart.) Kuntze, commonly known
as jequitiba rosa, is a woody tree species of the
Lecythidaceae family with late successional characteristics
(Lorenzi, 2002). Its flowers are hermaphroditic and are pol-
linated by bees; dispersion is anemochorous (Sebbenn et
al., 2000). Jequitiba rosa is known as one of the giant trees
of the Atlantic Rain Forest, reaching 60 m in height and 4 m
in diameter (Kageyama et al., 2003). In Brazil, C. legalis
wood is widely used for general construction purposes and
carpentry (Lorenzi, 2002). Unfortunately, the C. legalis
population has been dramatically reduced by habitat de-
struction and exploitation of its timber (Sebbenn er al.,
2000). To develop strategies for the sustainable manage-
ment and conservation of this species, an understanding of
the effects of spatial isolation on genetic diversity and gene
flow is crucial, Although allozymes have been surveyed in
C. legalis for purposes such as assessing its mating system
(Sebbenn et al., 2000), very little is known about the fine-
scale population structure of this species.

Simple sequence repeat (SSR) markers have become
the marker class of choice for population genetic studies
because they are (mostly) co-dominant, abundant in

Send correspondence to Ana Lilia Alzate-Marin. Laboratério de
Genetica Vegetal, Departamento de Genetica, Faculdade de Medi-
cina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Av. Bandei-
rantes 3900, 14049-900 Ribeirdo Preto, SP, Brazil. E-mail:
anaalzate @ rge.fmrp.usp.br.

genomes, highly reproducible, and some have high rates of
transferability across species (Saha er al., 2006). The wide-
spread use of microsatellites has been limited by the fact
that the initial identification of the marker is expensive.
Consequently, rescarchers have tried to use microsatellite
markers developed for one species in other species by
means of transferability analysis (Roa et al., 2000). Re-
cently, Guidugli et al. (2008) developed 15 polymorphic
microsatellite markers for Cariniana estrellensis and dem-
onstrated the transferability of 12 of these primer pairs to C.
legalis based on amplification of just seven individuals.
Therefore. in this study, characteristics of 12 heterologous
loci were investigated using 28 C. legalis individuals in or-
der to confirm the general applicability of these markers for
genetic studies of this species.

For the genetic analysis, we collected leaves from 28
reproductive C. legalis adults located between the Pardo
and Mogi-Guagu River basins in the state of Sdo Paulo in
southeastern Brazil. This large area, the Ribeirdo Preto re-
gion, is highly impacted by agricultural practices (Figu-
re 1). The collection of leaves from the tall trees was a very
laborious task, requiring the employment of specialized
tree climbers. The geographic coordinates of all sampled
individuals were recorded using GPS (GARMIN eTrex"
Vista Cx), and the plant tissues were stored at -20 °C until
DNA extraction. Total genomic DNA was extracted from
frozen leaf tissues based on the protocol described by
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Figure 1 - Geographic location of the Cariniana legalis individuals sampled in southeastern Brazil for assessment by SSR loci.

Doyle and Doyle (1990), with minor modifications. Purity
and concentration of the genomic DNA were determined
with a spectrophotometer (Spectronic Genesys 5).

Each primer pair previously transferred to C. legalis
from C. estrellensis (Guidugli et al., 2008) was screened
with polymerase chain reactions (PCR) at 13 annealing
temperatures (between 46-58 °C) in 10 C. legalis individu-
als in order to optimize heterologous amplification. PCR
amplifications were carried out in a final reaction volume
of 10 pL containing 0.3 uM of each primer, 1 U Tag DNA
polymerase, 0.25 mM of each dNTP, 1 x MgCl,-free reac-
tion buffer [75 mM Tris-HCl pH 9.0, 50 mM KCI and
20 mM (NH,),804], 1.5 mM MgCl, and 2.5 ng of template

DNA. Amplifications were performed in a MasterCycler

(Eppendorf) according to the following protocol: 5 min at
96 °C followed by 30 cycles of 30 s at 94 °C; 1 min at the
annealing temperature defined for each primer (Table 1);
I minat 72 °C; and a final elongation step of 7 min at 72 °C.
PCR products were denatured and separated on 10% dena-
turing polyacrylamide gels stained with silver nitrate. Al-
lele sizes were estimated using a DNA ladder (10 bp -
Invitrogen) and the original DNA clone from which the
SSR locus was developed.

Mendelian inheritance was investigated for each lo-
cus based on analysis of one mother tree and 20 open-
pollinated offspring. Polymorphic loci were characterized
with regard to the number of alleles per locus (4), as well as
expected (/1;:) and observed (/) heterozygosities for each
locus and averaged over all loci, using the GDA software
(Lewis and Zaykin, 2002). Hardy-Weinberg equilibrium
was tested by Fisher’s exact test. FSTAT software package
version 2.9.3.2 (Goudet, 2002) was used to test linkage dis-
equilibrium for all loci, applying the Bonferroni correction
for multiple comparisons (Rice, 1989). Probabilities of pa-
ternity exclusion were estimated using CERVUS version

3.0 (Kalinowski et al., 2007). We also checked the presence
of null alleles using the MICRO-CHECKER 2.2.3 program
(van Oosterhout ef al., 2004).

Our results confirmed the amplification efficiency of
the 12 heterologous microsatellite markers for C. legalis.
Of these, two (16.7%) were monomorphic in the sample of
28 individuals, and the other 10 were polymorphic, show-
ing clear allele size variation (Table 1). Satisfactory ampli-
fication products were obtained using eight annealing tem-
peratures ranging from 46-57 °C (Table 1). Mendelian
inheritance was verified for all 10 SSR loci in the open-
pollinated family. All siblings displayed at least one of the
maternal alleles, confirming Mendelian inheritance.

A total of 70 alleles were found at the ten polymor-
phic microsatellite loci in the 28 reproductive adults. The
number of alleles detected in this species ranged from
2 (Ces02) to 11 (Ces03) (Table 1). Most of the successful
loci exhibited less allelic variation than was found in the
species from which they were developed (average = 8.5;
Guidugli et al., 2008). The patterns described above are
consistent with earlier studies showing reduced polymor-
phism in target species as compared to source species in
cross-species amplification studies (Ciampi et al., 2008;
Feres et al., 2009). According to Peakall ef al. (1998), re-
lated products amplified in different species might include
mutations, rearrangements and duplications in the flanking
region, causing changes in the number of repeats, which
could cause the reduction in polymorphism.

The average observed heterozygosity was 0.32, and
expected heterozygosities ranged from 0.07 to 0.88 across
loci, with an average of 0.64 (Table 1). This value for aver-
age expected heterozygosity in C. legalis is higher than that
in other tropical trees: Carapa guianensis (Hy = 0.61,
Dayanandan et al., 1999), Swietenia humilis (Hg = 0.53,
White er al.. 1999) and Solanum lycocarpum (Hy = 0.33,
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Table 1 - Characteristics of 12 heterologous microsatellite markers for Cariniana legalis.

Primer Accession Primer sequence 5°-3° Observed fragment  Ta A Ho He  Pr(Exl) Pr(Ex2)  Dev.

name number size range (bp) (°C) HWE

Ces02 EU735166 F:GGACATGGGTTGTTATCCG 163-165 57 2 0 0.07 0998 0967 0.021
RTCTCAACCTCAAAATGTAATAGC

Ces03 EU735167 F:GGTGTATCCTAAGGTAGAGC 207-235 50 11 050 0.86 0460 0297 <0001
R:ICCTTTGGAAGATATGGAAG

Ces05 EU735169 F:CCAGATTGATAAGCTACTCC 149-163 53 6 043 073 0680 0501 <0001
RICATTCAAGCAAGTCAAACC

Ces06 EU735170  F:GGGGCATATGTTTATTATTC 159 51 1 - - - . -
R:IGTGGTAAATCACAAATGTGC

Ces07 EU735171 F-TTGTAAAAACGGCATGTCC 178-202 51 10 074 087 0451 0.289 0,009
RIGTTCGGAACAGACAAAGAGG

Ces09 EU735172  F:CAGAGTTTTTCAATAGCGG 185 48 1 - - - - -
R:TTTCATTGCAATCATAGGC

Cesl0 EU735173 F:GGGCAGACCAAATCAAGAG 196-228 49 6 044 059 0799 0.621 0.013
R:GCCATTCATAAACCATTCAAG

Cesl2 EU735175  F:ACGCACTTTCTCAATTCC 265-287 46 10 026 088 0417 0261 <0001
RTGTAGACTTGTAGGATAAATGG

Cesl3 EU735176 F:CTGAAGGGACTGAGGGG 142-156 47 5 016 059 0817 0680 <0.001
RATATCAGGAGGTTAAGGGC

Cesl4 EU735177 F:CTGGTAAGCTCTTGGTTGTG 180-186 51 4 0.24 029 0958 0.846  0.254
RCCATGGGTTTTCTGTTTCC

Cesl6 EU735178 F:GGACATACCTGCCAAAAC 204-214 51 (i} 0.07 071 0.695 0.514 <0001
R:AGAGTTAGTTGCTGTTATATGG

Cesl8 EU735179 FATAATCATGACCTGTGCC 166-186 51 10 040 084 0499 0330 =0.001
R:GTCCCTGATCAAGTATGC

Average'/Cumulative probability of exclusion’ 032" 0.64" 0.872°  0.999°

Ta °C, annealing temperature; A, total number of alleles per locus; Hy, observed heterozygosity; Hy, expected heterozygosity; PriEx1) and Pr{Ex2), pa-
ternity exclusion probabilities; HWE, Hardy-Weinberg equilibrium; Significance (p < 0.05).

Dev. HWE: deviation from HWE.

Martins ef al., 2006). A heterozygote deficiency was ob-
served for the majority of loci, most likely due to the sam-
pling of individuals used for locus characterization (the
Wahlund effect) or the presence of null alleles. In fact, the
null allele test (MICRO-CHECKER, van Qosterhout ef al.,
2004) revealed that several loci (Ces02, Ces03, Ces05.
Ces12, Cesl3, Cesl6 and Ces18) showed evidence of null
alleles. Furthermore, because the results were obtained us-
ing microsatellites developed in a different species, the
probability of occurrence of a null allele is much higher
than in the case of testing the species from which they were
isolated (Kim et al., 2004),

For all loci except Cesl4, the genotypic frequencies
showed significant departures from Hardy-Weinberg equi-
librium (HWE). None of the loci showed significant link-
age disequilibrium after a sequential Bonferroni correction
for multiple tests, indicating that these markers are appro-
priate for population genetics studies. The SSR profiles
generated by the ten heterologous primer pairs were able to
distinguish all 28 C. legalis individuals sampled in south-
castern Brazil. The first estimate of paternity exclusion
probability Pr(£x1), when the offspring was sampled but
the mother was not, was 0.872 for the combined loci. The

second estimate, Pr(£x2), when both the mother and the
offspring were sampled, was 0.999 over all 10 loci
(Table 1). The combined probabilities of paternity exclu-
sion were very high, demonstrating that these markers rep-
resent an important tool that will permit more refined and
challenging questions regarding gene flow and parentage in
natural populations of C. legalis to be addressed.

In conclusion, this study characterized a novel set of
heterologous microsatellite markers for C. legalis. These
markers provide a new approach for generating fundamen-
tal data important for devising sound conservation proce-
dures for this species.
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9. ANEXO III

Anexo 3. Descrigcdo das arvores adultas de C. estrellensis remanescentes no
fragmento florestal em estudo: posi¢do geografica (GPS) e circunferéncia a

altura do peito (CAP).
Individuos Adultos GPS CAP
Matriz 1 S21°17°47.8” W47°40°29.3” 2,95m
Matriz 2 S21°17°47.5” W47°40°28.8” 3,00 m
Matriz 3 S21°17°48.1” W47°40°29.0” 291 m
Matriz 4 S21°17°48.0” W47°40°28.9” 2,23 m
Matriz 5 S21°17°48.8” W47°40°28.0” 3,72m
Matriz 6 S21°17°48.9” W47°40°27.7” 2,36 m
Matriz 7 S21°17°49.2” W47°40°28.2” 1,77 m
Matriz 8 S21°17°50.3” W47°40°27.3” 1,62 m
Matriz 9 S21°17°49.1” W47°40°28.8” 2,47 m
Matriz 10 S21°17°49.4” W47°40°29.6” 2,20 m
Matriz 11 S21°17°49.4” W47°40°29.4” 0,98 m
Matriz 12 S21°17°50.2” W47°40°30.2” 1,20 m
Matriz 13 S21°17°50.1” W47°40°28.7” 1,95m
Matriz 14 S21°17°51.0” W47°40°30.8” 2,80 m
Matriz 15 S21°17°52.3” W47°40°28.5” 2,80 m
Matriz 16 S21°17°51.3” W47°40°29.1” 5,00 m
Matriz 17 S21°17°51.8” W47°40°26.8” 1,80 m
Matriz 18 S21°17°52.9” W47°40°24.0” 1,50 m
Matriz 19 S21°17°52.8” W47°40°23.7” 1,20 m
Matriz 20 S21°17°47.8” W47°40°28.3” 0,94 m
Matriz 21 S21°17°55.7” W47°40°22.5” 5,00 m
Matriz 22 S21°17°58.7” W47°40°21.9” 1,80 m
Matriz 23 S 21°17°48.5” W 47°40°28.1” 1,20 m
Matriz 24 S21°17°49.4 W 47°40°26.0” 5,00 m
Matriz 25 S21°17°52.4” W 47°40°23.3” 2,00m
Matriz 26 S 21°17°50.5” W 47°40°27.7” 2,26 m
Matriz 27 S21°17°50.0” W47°40°28.4” I,L11m
Matriz 28 S21°17°49.0” W47°40°28.0” 2,60 m
Matriz 29 S21°17°50.9” W47°40°25.8” 3,10m
Matriz 30 S21°17°54.2” W47°40°22.0” 2,00 m
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10. ANEXO 1V

Anexo 4. Posicao geografica (GPS) dos individuos regenerantes de C.
estrellensis amostrados nesta pesquisa.

Individuos Regenerantes GPS
Regenerante 1 S21°17' 53.0" W47°40' 24.6"
Regenerante 2 S21°17' 53.8" W47°40' 22.2"
Regenerante 3 S21°17' 53.6" W47°40' 22.1"
Regenerante 4 S21°17' 54.5" W47°40' 21.0"
Regenerante 5 S21°17' 54.0" W47°40' 21.0"
Regenerante 6 S21°17' 58.7" W47°40' 21.9"
Regenerante 7 S21°17' 57.0" W47°40' 23.0"
Regenerante 8 S21°17' 56.5" W47°40' 23.0"
Regenerante 9 S21°17' 50.7" W47°40' 28.5"
Regenerante 10 S21°17' 51.6" W47°40' 27.0"
Regenerante 11 S21°17' 52.3" W47°40' 26.8"
Regenerante 12 S21°17' 52.7" W47°40' 25.5"
Regenerante 13 S21°17' 56.1" W47°40' 22.6"
Regenerante 14 S21°17' 56.2" W47°40' 22.3"
Regenerante 15 S21°17' 55.9" W47°40' 23.6"
Regenerante 16 S21°17' 54.9" W47°40' 25.7"
Regenerante 17 S21°17' 55.1" W47°40' 24.9"
Regenerante 18 S21°17' 54.9" W47°40' 25.8"
Regenerante 19 S21°17' 54.7" W47°40' 25.6"
Regenerante 20 S21°17' 55.0" W47°40' 26.8"
Regenerante 21 S21°17' 54.6" W47°40' 26.4"
Regenerante 22 S21°17' 54.2" W47°40' 25.4"
Regenerante 23 S21°17' 54.0" W47°40' 25.0"
Regenerante 24 S21°17' 54.0" W47°40' 25.0"
Regenerante 25 S21°17' 54.8" W47°40' 25.8"
Regenerante 26 S21°17' 55.0" W47°40' 26.0"
Regenerante 27 S21°17' 54.3" W47°40' 26.4"
Regenerante 28 S21°17' 54.0" W47°40' 26.0"
Regenerante 29 S21°17' 54.2" W47°40' 26.2"
Regenerante 30 S21°17' 54.3" W47°40' 26.3"
Regenerante 31 S21°17' 54.0" W47°40' 26.0"
Regenerante 32 S21°17' 54.6" W47°40' 27.5"
Regenerante 33 S21°17' 57.2" W47°40' 22.9"
Regenerante 34 S21°17' 56.9" W47°40' 22.6"
Regenerante 35 S21°17' 55.7" W47°40' 242"
Regenerante 36 S21°17' 55.4" W47°40' 23.8"
Regenerante 37 S21°17' 54.3" W47°40' 25.9"
Regenerante 38 S21°17' 54.0" W47°40' 26.0"
Regenerante 39 S21°17' 54.4" W47°40' 26.1"
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11. ANEXO V

Anexo 5. Frequéncias alélicas para 9 locos microssatélites em quatro geragdes de uma
pequena populacao de Cariniana estrellensis localizada no interior do Estado de Sao Paulo.

Matrizes Progénies Regenerantes
Locos  Alelos (pb) 2007 2008
148 0,482143 0,437831 0,461538 0,578947
150 - 0,002646 0,002137 -
152 0,017857 0,021164 0,012821 0,039474
154 0,178571 0,230159 0,279915 0,171053
Ces01 156 0,071429 0,033069 0,023504 0,026316
158 0,017857 . e 0,026316
168 0,053571 0,014550 0,002137 0,144737
172 0,017857 0,050265 0,059829 -
174 0,160714 0,210317 0,158120 0,013158
179 0,071429 0,113281 0,059211 0,058824
181 0,285714 0,274740 0,236842 0,323529
183 0,196429 0,152344 0,146930 0,250000
Ces02 187 0,160714 0,139323 0,149123 0,294118
189 0,035714 0,006510 - 0,044118
199 0,125000 0,160156 0,184211 -—--
201 0,125000 0,153646 0,223684 0,029412
181 0,259259 0,109848 0,146694 0,289474
183 0,166667 0,220960 0,225207 0,131579
185 0,166667 0,292929 0,214876 0,092105
187 0,166667 0,078283 0,066116 0,039474
189 0,018519 0,073232 0,051653 0,013158
191 -—-- 0,001263* -—-- -—--
193 -—-- . - 0,013158*
Ces04 197 0,037037 0,011364 0,047521 0,131579
199 0,037037 0,030303 0,006198 0,078947
201 0,018519 0,015152 0,066116 0,013158
203 - 0,001263 . 0,013158
205 0,018519 0,049242 0,055785 0,026316
207 0,037037 0,018939 0,012397 0,118421
208 0,018519 o 0,002066 0,026316
213 0,055556 0,097222 0,105372 0,013158
185 0,034483* -—-- -—-- -
187 0,810345 0,927027 0,925764 0,796875
Ces09 189 0,034483 0,043243 0,019651 0,046875
191 0,017241 - - 0,031250

193 0,103448 0,029730 0,054585 0,125000
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Matrizes Progénies Regenerantes
Locos  Alelos (pb) 2007 2008
196 0,517241 0,554124 0,413717 0,564103
200 0,017241 0,009021 0,033186 0,089744
Ces10 208 0,017241* - -—-- o
212 0,051724 0,001289 - 0,012821
216 0,396552 0,435567 0,553097 0,333333
216 0,017857 0,001319 - -
218 0,125000 0,212401 0,250000 0,197368
222 0,017857 0,007916 -—-- 0,065789
224 0,071429 0,081794 0,164352 0,078947
226 0,017857 o 0,002315 0,013158
Cesll 228 0,107143 0,211082 0,087963 0,013158
230 0,214286 0,162269 0,222222 0,276316
232 0,267857 0,141161 0,104167 0,144737
240 0,142857 0,180739 0,138889 0,197368
242 -—-- ---- 0,030093* -
246 0,017857 0,001319 o 0,013158
152 0,178571 0,034483 0,089744 0,128571
Ces13 154 0,589286 0,700265 0,651709 0,685714
156 - -—-- 0,014957 0,014286
160 0,232143 0,265252 0,243590 0,171429
188 0,035714 0,014550 0,099526 -—--
190 0,875000 0,904762 0,793839 0,971429
Cesl4 192 0,017857 0,002646 -—-- -
194 0,017857 0,002646 - -
196 0,053571 0,075397 0,106635 0,028571
160 -—-- . - 0,012821*
164 0,016667* - -—-- -—--
168 0,566667 0,534005 0,410314 0,500000
170 0,300000 0,400504 0,434978 0,294872
Ces18 178 0,033333*
180 0,016667* - -—-- -—--
182 0,050000 0,061713 0,087444 0,153846
186 0,016667 0,003778 0,067265 0,038462

* alelos exclusivos; -- auséncia do alelo no loco.



