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sistema multiplex com trés locos distintos, em analisador automatico de fragmentos ABI 377.
As bandas vermelhas representam o marcador interno ROX.

Figura 2.5. Distribuigdo das freqiliéncias alélicas dos oito locos analisados na populagdo
adulta.
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Figura 2.6. Distribui¢ao das freqiiéncias alélicas dos oito locos analisados na populagdo
regenerante.

Figura 2.7. Distribuicdo das freqiiéncias alélicas da geracdo dos 810 descendentes de 27
arvores maternas da populag@o adulta de M. huberi.

Figura 2.8. Correlograma do indice | de Moran para 10 classes de distancia na populagdo
natural de M. huberi.

Figura 2.9. Representagdo grafica do coeficiente de coancestria de acordo com Loiselle et al.,
1995 para 10 classes de distancia na populagdo natural de M. huberi.

CAPITULO 03
Figura 3.1. Distribuigdo dos 96 individuos de M. huberi selecionados para as analises de
polimorfismo de seqiiéncia de cpDNA. Cada reticula equivale a 1 ha.

Figura 3.2. Exemplos das analises de cpSSR. A)Loco ccmpl0, sem variagao haplotipica; B)
Loco ccmpO1, com variagao haplotipica.

Figura 3.3. Correlograma do indice | de Moran para 19 classes de distincia na populagao
natural de M. huberi.

Figura 3.4. Histograma do coeficiente de coancestria de acordo com Loiselle et al. (1995)
para 10 classes de distancia na populagdo natural de M. huberi.

Figura 3.5. Exemplos de alinhamentos de seqiiéncias idénticas de cpDNA de M. huberi.

CAPITULO 04

Figura 4.1: Fluxograma de uma simula¢do com Eco-Gene (Degen & Watson, 2004 —
adaptado).

Figura 4.2. Tempo de recuperacdo da area basal de M huberi ap6s um tnico corte sob
padrdes do manejo florestal sustentavel regulamentar.

Figura 4.3. Quantidade de madeira retirada da floresta em cada ciclo em cada cenario testado.
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RESUMO

Marcadores microssatélites t€ém sido utilizados com grande freqiiéncia como uma ferramenta
efetiva para estudos de estrutura genética de populacdes, fluxo génico, parentesco e¢ para
quantificar os efeitos da fragmentacdo de habitats e guiar estratégias de conservacdo. Como
parte do Projeto de Dendrogene nosso interesse esta centrado na conservagdo e na definicao
de estratégias de manejo de arvores madeireiras da floresta amazonica. Este trabalho tem
como objetivo estudar a diversidade e a estrutura genética de uma populaciao natural de
Manilkara huberi, conhecida como magaranduba, usando marcadores microssatélites. Aliado
a isso, avaliar a variabilidade do cpDNA e por estudo de modelagem avaliar o potencial efeito
da exploragdo na estrutura genética populacional. Esta espécie ¢ intensamente explorada pela
indtstria madeireira devido a alta densidade de sua madeira. Treze locos microssatélite
altamente polimorficos foram desenvolvidos a partir de uma biblioteca gendmica enriquecida
para repeticdes de AG/TC. Os niveis de polimorfismo foram avaliados utilizando-se um total
de 12 arvores adultas provenientes de uma populacdo natural. Para os estudos de estrutura
genética de populacdes, foram amostradas 481 arvores adultas, 88 regenerantes e 810
descendentes de uma populacdo natural na FLONA Tapajos, PA, Brasil. Todos os individuos
foram genotipados com sete locos microssatélites altamente polimorficos utilizando deteccao
florescente. Para adultos, regenerantes e descendentes respectivamente as seguintes
estimativas foram obtidas: H,= 0,867, 0,840 e 0,811. Os indices de fixacdo para as trés

geracdes foram significativamente diferentes de zero ( f = 0,221, 0,303 e 0,237), porém néo
estatisticamente diferentes entre si (IC 95%). A divergéncia genética (6,) entre as trés

geragOes foi baixa para a média dos locos (0,018), mas consistente (IC 95%). A analise de
distribuicdo espacial de gendtipos detectou a existéncia de estruturacdo genética espacial
significativa a uma distancia de aproximadamente 450 metros de raio. As andlises com
marcadores de cpDNA confirmam a presenga de estruturacdo. A taxa de cruzamento
multiloco (t,,) estimada foi de 0,995, indicando que a espécie ¢ preferencialmente aldgama e

com fluxo de pdlen restrito (49,5 m). Os resultados sugerem padrao de isolamento por
distdncia e que programas de manejo e conservagdo in Situ devem incluir grandes areas e
evitar a fragmentagdo. As analises genéticas revelaram ainda que para conservacdo ex Situ,
sementes devem ser coletadas de pelo menos 188 arvores maternas para que seja preservado
um tamanho efetivo de 500. Como a espécie ¢ espacialmente estruturada e de ampla
distribui¢do, a distdncia minima entre as arvores deve ser de 500 m. Os resultados obtidos
indicam que a estrutura genética desta espécie estd associada aos padrdes de reprodugdo e
demografia da populagdo. Em analises de modelagem, a M. huberi necessitaria de 130 anos
para recuperar a sua area basal original, considerando-se as recomendagdes atuais permitidas
por lei, deixando evidente a insustentabilidade dos atuais ciclos de 30 anos recomendados
para programas de manejo. Torna-se claro o entendimento crescente da biologia das espécies
para uma redefini¢do de politicas publicas mais eficientes em relacdo a sustentabilidade da
exploragdo madeireira e ao uso e conservacdao dos recursos florestais a longo prazo. Estas
informagoes sobre a estrutura genética de M. huberi devem ser utilizadas para o planejamento
adequado de praticas de manejo sustentavel de populacdes da espécie na Floresta Amazonica
Brasileira.

Palavras-chave: Manilkara huberi, Sapotaceae, SSR, diversidade genética, estrutura genética

espacial, fluxo génico, sistema de cruzamento.



ABSTRACT

Microsatellite markers have been increasingly used as an effective tool for understanding
population genetic structure, gene flow, parentage and to quantify the effects of habitat
fragmentation and to guide conservation strategies. As part of the Dendrogene Project we are
interested in the conservation and management strategies of timber trees from the Amazonian
forest. This research aims to study the genetic diversity and population genetic structure of a
natural population of Manilkara huberi, known as magaranduba, using microsatellite markers.
We also aim to study the cpDNA variability and by modeling analysis to examine the
potential effects of forest logging on the population genetic diversity. This species is intensely
exploited by the timber industry due to the high density of its timber. Thirteen highly
polymorphic loci were developed from a genomic library enriched for AG/TC repeats.
Polymorphisms levels were evaluated using a total of twelve individuals. For population
genetic studies 481 adults trees, 88 plantules and 810 seedlings were sampled from an area at
a natural population at FLONA Tapajos, PA, Brazil. All individuals were genotyped at seven
highly polymorphic microsatellite loci using fluorescence detection technology. For the
adults, plantules and the seedlings the following estimates were obtained: expected
heterozigosity H,= 0.867, 0.840 and 0.811. The fixaton index for the three generations were

high and significantly different from zero (f= 0.221, 0.303 and 0.237). The genetic
divergence (6,) among the three generations was low for the mean over loci (0.018), but

consistent (CI 95%). A spatial autocorrelation analysis detected the existence of significant
spatial genetic structure at a radius of approximately 450 meters. That spatial structure was
confirmed by the analysis based on cpDNA. The multilocus (t, ) population outcrossing rate

was high (0.995), suggesting that the species is predominantly allogamous, and its pollen flow
is restricted to 49.5 m. The results fit into isolation by distance pattern and suggest that in situ
conservation management programs should include large areas, avoiding fragmentation. The
genetic data also reveal that for ex situ conservation, seeds must be collected from at least 188
maternal trees in order to keep an effective population size of 500 individuals. As the species
is spatially structure and shows high distribution, the minimum distance among maternal trees
should be 500 m. The results obtained indicate that the genetic structure of this species is
associated with patterns of reproduction and demography within populations. The modelling
analysis indicate that M. huberi needs about 130 years to recover the original basal area after a
exploitation under the conditions recommended by law. The results show that the actual
cutting cycle of 30 years, applied in management programs is unsustainable. The knowledge
about the species biology is evident in order to apply efficient public policy in relation to the
wood exploitation and the use and conservation of forest resources. This information about M.
huberi genetic structure should be used to guide sustainable management program of the
species in the Brazilian Amazon Forest.

Key words: Manilkara huberi, Sapotaceae, SSR, genetic diversity, spatial genetic structure,

gene flow, mating system.



REVISAO DE LITERATURA

Conservacao de espécies arboreas tropicais

A preocupacdo com as conseqiiéncias da degradacdo dos diversos ecossistemas vem
sendo objeto de discussdoes e estudos nos ultimos anos, tanto por parte de instituigdes
governamentais, quanto pela comunidade cientifica (Telles, 2000). A perda de diversidade de
espécies nas regides tropicais, pela fragmentacdo e destruicdo de habitats tem sido alvo
principalnde discussoes, entretanto, pouco ainda se sabe sobre a perda de diversidade genética
(Rajora et al., 2000). Neste sentido, atitudes vém sendo tomadas com o objetivo de quantificar
esse impacto e definir estratégias de conservagdo adequadas para ecossistemas em intensa
exploragao.

A conservagao in situ de recursos genéticos tem sido considerada a forma mais efetiva,
principalmente para os casos em que toda uma comunidade de espécies esta sendo o objetivo
da conservacdo, como os de programas com espécies florestais tropicais, onde todas as
espécies, nao s6 as de valor comercial estdo envolvidas, assim como seus polinizadores,
dispersores de sementes e predadores. Vale ressaltar que para a conservagdo in situ ¢
importante que se conhegcam geneticamente as espécies, ndo bastando que s6 se mantenha
intocada a area onde as espécies em conservagdo estdo vegetando (Kageyama et al., 2002).
Estratégias de conservacdo in situ devem ser desenvolvidas com base no conhecimento dos
padroes de dispersao de pdlen e sementes e da capacidade de regeneragdo da espécie.

De acordo com Putz et al. (2000), parques e areas protegidas sdo essenciais para a
conservagdo de biodiversidade, porém inadequados no sentido de assegurar a existéncia
continuada da maioria das paisagens naturais, ecossistemas, comunidades, espécies e
genotipos em florestas tropicais, caso um estudo aprofundado sobre as espécies em

preservagdo nao seja realizado.



Um amplo conhecimento das caracteristicas demograficas, da dindmica populacional
(Matos et al., 1999) e da genética da espécie (Reis et al., 1997, Ciampi et al., 2000) sdo
fundamentais para a conservacao pelo manejo sustentavel. No entanto o componente genético,
que ¢ o fator responsavel pelas diferengcas em produtividade, adaptagdo e reproducdo entre
individuos de uma mesma espécie nao tem sido considerado nos programas de manejo de
florestas tropicais (Sebbenn et al., 2000a). Estudos genéticos de espécies arboreas manejadas
com o objetivo de avaliar o impacto que a exploracao pode ter causado e pode vir a causar sao
fundamentais, podendo-se definir estratégias de manejo adequadas para cada espécie que
permitam a conservagdo da maior diversidade genética possivel.

Processos demograficos (como fertilidade, mortalidade e recrutamento) e taxas de
crescimento sdo dois atributos funcionais que podem ser considerados importantes
componentes da biodiversidade de espécies que sofrem com a exploragao (Putz et al., 2000), e
esta de acordo com o que foi descrito por Carvalho et al. (2004) que mostraram que a taxa de
crescimento das arvores comerciais € incrementada até cerca de 10 anos apo6s a exploragao.
No entanto o fator genético é o componente mais sensivel ao desmatamento (Putz et al.,
2000), e ¢ o componente chave da sustentabilidade dos recursos florestais (Rajora et al.,
2000). Conhecer a distribuicdo da variagdo genética dentro e entre populagdes ¢ importante
porque pode prover descobertas relativas a historia de uma populagdo, uma vez que os atuais
niveis e a distribuicdo da variagdo genética podem influenciar o sucesso futuro de populagdes
(Erickson et al., 2004).

Fatores evoluciondrios, tais como sele¢dao e deriva genética podem trazer importantes
conseqiiéncias para a estrutura genética de populacdes, afetando sua dinamica. Entretanto, a
magnitude destes efeitos nos padrdoes de variagdo genética ¢ dependente da habilidade
reprodutiva dos individuos da populagdo e do seu impacto no fluxo génico. Estudos de

sistemas de cruzamento e de dispersdo de polen e de sementes sdo estratégias de investigagao



do fluxo de alelos e dos niveis de diversidade genética dentro de populagdes (Nason &

Hamrick, 1997).

Amaz6nia — manejo e conservacgao dos recursos genéticos

A Floresta Amazonica cobre cerca de 40% do territdrio nacional e se constitui numa
das maiores reservas mundiais de biodiversidade. Estima-se que a area coberta com floresta
densa de terra-firme tenha sido em torno de 3.303.000 km” (Braga, 1979). No total estima-se
que existem entre 4.000 e¢ 5.000 espécies arboreas na Amazonia (Rodrigues, 1989) apud
(Ferraz et al., 2004) e uma série delas é explorada comercialmente por meio de extragido
seletiva devido ao seu valor madeireiro. Contudo, a exploragdo ao longo das décadas tem se
dado de forma irracional, insustentdvel causando prejuizos ao pais e especialmente ao meio
ambiente.

Essa exploragdo teve inicio ha trés séculos, no entanto somente nas ultimas trés
décadas a Amazonia assumiu a lideranga em producdo de madeira no pais o que se deve
principalmente ao fato da exaustdo das florestas do sul e sudeste do pais. Neste sentido ¢é
provavel que estejamos apenas no inicio de uma grande era de exploragdo madeireira na
Amazonia (Verissimo et al., 1996).

A exploracdo madeireira da regido ¢ baseada na atividade extrativista que constitui na
retirada de produtos da floresta primaria ou ndo-plantada para uso pessoal ou comercial. Com
esse tipo de economia ndo haveria uma necessidade imediata de informagdes basicas sobre
ecologia e o cultivo de espécies madeireiras. Entretanto, com a intensificacdo da exploragao
essas informagdes se tornam cada vez mais necessarias (Ferraz et al., 2004).

O Decreto que regulamentou a exploracao das florestas da Bacia Amazonica (Decreto
n° 1.282, de 19.10.1995) definiu o manejo florestal sustentdvel como a administragdo de uma

floresta para a obtencdo de beneficios sociais, respeitando-se os mecanismos de sustentagao



do ecossistema. No entanto o que se observa ¢ que o manejo florestal promovido ¢ arbitrario
com relagdo as espécies, como se todas fossem iguais e afetadas da mesma maneira e
intensidade pela exploragdo seletiva.

Em virtude da caréncia de informagdes bioldgicas nos planos de manejo florestal e da
preocupagdo com a manuten¢do da diversidade genética inter e intraespecifica, iniciativas
estdio sendo tomadas no sentido de integrar conhecimento cientifico sobre diversas
informagdes bioldgicas com o objetivo de garantir a sustentabilidade produtiva da floresta a
longo prazo. Uma dessas iniciativas foi tomada pela EMBRAPA Amazo6nia Oriental por meio
do Projeto Dendrogene (Conservacao Genética das Florestas Manejadas da Amazonia) que
envolve entidades como DFID (Department for International Development), IBAMA
(Instituto Brasileiro do Meio Ambiente ¢ dos Recursos Renovaveis) / ITTO (International
Tropical Timber Organization), EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia, industrias
madeireiras ¢ universidades, todas interessadas numa estratégia que permita a exploracio da
floresta sem o comprometimento da sobrevivéncia e continuidade das espécies.

Os estudos do Projeto Dendrogene vém sendo realizados numa area monitorada de
500 hectares de floresta primaria na Floresta Nacional do Tapajos (FLONA Tapajoés) em
Belterra PA, na altura do km 83 da BR 163, Rodovia Santarém-Cuiaba. Esses 500 hectares
fazem parte de uma PEI (Parcela de Estudos Intensivos) destinada a estudos ecologicos e
genéticos antes e apos a exploragdo madeireira. A FLONA Tapajos consiste numa area de
cerca de 600.000 hectares com temperatura média anual de 25°C e umidade relativa de 86%
(76-93%). Média de chuva anual de 2110 mm com chuvas intensas entre mar¢co € maio e
pouca chuva entre agosto ¢ novembro (Carvalho, 1982) apud Carvalho (2004). Este projeto
visa a conservagdo e definicdo de estratégias de manejo de arvores madeireiras em florestas
manejadas da Amazonia (Kanashiro et al., 2001) por meio de estudos ecoldgicos, botanicos e

genéticos de espécies-modelo que sdo intensamente exploradas pela industria madeireira,



escolhidas de acordo com diferengas em suas caracteristicas reprodutivas, adaptativas e de
crescimento, de forma a representar a maior quantidade de grupos de sucessdo (pioneiras ou
climax), sistemas reprodutivos (hermafroditas, mondicas e didicas), com diferentes tipos de
polinizadores, tempo e época de floracdo, ciclo reprodutivo e taxa de crescimento. Um das
espécies escolhidas para os estudos ¢ a Manilkara huberi (Ducke) A.Chev. da familia
Sapotaceae, cujos estudos genéticos estao descritos neste trabalho.

A estratégia do projeto ¢ utilizar um modelo de simulagdo (Eco-Gene versao Tropical)
que considere fatores ecologicos, fenologicos, demograficos e genéticos, visando, por meio de
simulacoes, estimar o impacto de diferentes cenarios de exploracao na diversidade e estrutura
genética das espécies, com o intuito de sugerir um sistema de manejo que seja realmente

sustentavel para cada espécie.

A espécie Manilkara huberi

M. huberi é popularmente conhecida como magaranduba ou macaranduba verdadeira
(Figura 01A). Esta ¢ uma arvore que atinge até 50 m de altura, possui tronco ereto e
cilindrico com ritidoma marrom-acinzentado a escuro ou avermelhado, com fissuras
profundas. Ocorre na Amazodnia principalmente em regides de terra firme. Pode ser
encontrada no Caribe, América Central e Sul e no velho mundo. Esta ¢ uma das espécies
arboreas amazodnicas mais conhecidas e de maior ocorréncia (10,5 individuos de zero a 140
cm de DAP/ha) mesmo entre espécies do mesmo género. Apesar de ser facilmente
identificada pelas suas folhas grandes e amareladas na face abaxial (Figura 01C), ¢
frequentemente confundida com outras espécies do género devido a similaridades dos seus
troncos (Dendrogene, 2004).

No grupo sucessional pode ser considerada espécie climax, ¢ hermafrodita e algumas

populacdes florescem em intervalos de cinco anos, enquanto outras florescem anualmente.



As flores passam primeiro por uma fase feminina, com sépalas e pétalas ainda fechadas e
somente o ponto do estigma fica exposto na abertura das pétalas. Os estames liberam polen
na fase masculina (Figura 01D). Estas flores sdo polinizadas por moscas e abelhas que
apresentam voo de médio alcance (Figura 01B). A floragdo e a conseqiiente frutificagdo sdo
influenciadas por uma série de fatores biodticos e abidticos € na Amazonia a frutificagdo
irregular pode ser influenciada pela baixa fertilidade do solo (Ferraz et al., 2004; Carvalho et
al., 2004).

M. huberi é a verdadeira magaranduba e a espécie mais valiosa do género devido sua
madeira, que ¢ muito dura e resistente, cuja densidade varia entre 0,9 e 1,04 g/cm3 (Ferraz et
al., 2004), sendo a espécie com madeira mais densa da familia Sapotaceac. Essas
caracteristicas estdo associadas ao seu crescimento muito lento, sendo a que atinge maior
DAP (diametro a altura do peito) do género e conseqiientemente ¢ a mais explorada. Além do
uso da madeira, na construg¢do externa, dormentes e pisos industriais, seu latex ¢ comestivel e
consumido como substituto do leite de vaca. Comercialmente seu latex € muito inferior ao das
outras espécies. A polpa dos frutos serve de alimento para varios animais, entre eles os
macacos que sdo os principais dispersores, sendo comestivel também para humanos, e as
vezes comercializado em feiras regionais.

Os madeireiros geralmente agrupam sob o mesmo nome comercial “magaranduba”
varias espécies (M. huberi, M. paraensis, M. cavalcantei, M. bidentata spp. surinamensis) e
as cortam da mesma forma. No entanto, cada espécie tem sua dindmica de populacdo (DAP
maximo, relagdo crescimento/taxa de mortalidade, sistema de reprodugdo) o que tem papel
crucial na reconstituicdo futura dos estoques exploraveis. Caso nao haja distin¢ao clara entre
as espécies nos inventarios comerciais, em cerca de 30 anos ndo restardo estoques de arvores

grandes de M. huberi ¢ as remanescentes serdo em grande parte das outras espécies do



género. Estudos realizados em Paragominas, Para, mostram que isso ja estd acontecendo

(Dendrogene, 2004).
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Figura 01. A) Arvore de Manilkara huberi na FLONA Tapajés. Copa amarelada devido a
cor da face abaxial de suas folhas. B) Polinizador. C) Frutos. (i) frutos jovens ¢ detalhe da
folha amarelada na face abaxial; (ii) frutos verdes; (iii) fruto maduro. D) Fases de abertura da
flor: (i) fase feminina; (ii) fase masculina; (iii) pos-fertilizacdo. E) Troncos de M. huberi. (i)
base de uma arvore recém cortada; (ii) toras apds o corte. A e B — Fotos de Méarcia Maués. C,
D e E - Fotos da colecdo espécies arboreas da Amazonia, Projeto Dendrogene.

Marcadores moleculares
A avaliagdo da diversidade genética sempre foi de interesse primdrio para os
geneticistas de populagdes. A variagdo genética pode estar estruturada no tempo e no espago.

O desenvolvimento e a manuten¢do dessa estrutura devem-se a fatores como o conjunto
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génico, a organizagdo da variabilidade nos genotipos e a distribuicdo espacial destes
genotipos, o sistema reprodutivo, o sistema de polinizacdo e dispersdo de sementes, eventos
estocasticos como deriva genética e processos ecologicos como recrutamento, crescimento
populacional, mortalidade e fecundidade (Wright, 1931; 1943). Estimar a diversidade
genética, o fluxo génico, o sistema de cruzamento e a estrutura genética espacial de espécies
ameagadas e exploradas ¢ um passo importante no sentido da conservagdo e manejo
sustentado.

O surgimento das técnicas que envolvem o uso de marcadores moleculares propiciou
um grande avango nos estudos de genética, em programas de melhoramento genético de
animais e plantas e em estudos de diversidade genética de populagdes, em especial aqueles
com vistas a conservacdo. Vale ressaltar que os marcadores moleculares de modo geral se
baseiam em polimorfismos de regides ndo expressas do genoma, € por isso nao dizem respeito
a diversidade de genes. A diversidade estimada ¢ na verdade uma diversidade genética
molecular e diz respeito a deriva genética e ¢ efeito da amostragem. Neste trabalho,
referéncias a diversidade genética molecular serdo feitas apenas como diversidade genética.

Diversas técnicas estdo hoje disponiveis para detec¢do da diversidade genética ao
nivel de seqiiéncias de DNA, ou seja, do polimorfismo genético. Estas técnicas permitem a
obtencdo de um grande nimero de marcadores moleculares com heranca mendeliana
dominante ou codominante ¢ com ampla cobertura genomica.

O RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) foi o primeiro marcador
molecular a ser desenvolvido. O polimorfismo ¢ evidenciado pela digestio do DNA com
enzimas de restri¢ao e é observado por hibridizagdo destes fragmentos com sondas radioativas
de seqiiéncias homologas de DNA.

Seqiiéncias repetitivas sdo importantes ferramentas para analises genéticas, uma vez

que oferecem a possibilidade de amostrar simultaneamente um grande numero de locos
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genéticos polimorficos dispersos no genoma. Na classe desses marcadores os VNTR
(Variable Number of Tandem Repeats) representam os baseados em seqiiéncias hiper-
variaveis de minissatélites que possuem de 15 a 100 pares de bases repetitivas até¢ 100 vezes
em cada loco hiper-variavel. O principio de obtencdo deste marcador ¢ essencialmente o
mesmo do utilizado para RFLP.

O advento da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction), concebida por Kary
Mullis em meados da década de 80 (Mullis & Faloona, 1987) acelerou o desenvolvimento de
novas classes de marcadores. A primeira delas foi denominada RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) que, desenvolvida por Williams et al. (1990), ¢ baseada na amplificagdo
de segmentos ao acaso estando fundamentada na utilizagdo de iniciadores curtos (10 pares de
base), apenas um iniciador por reacdo e de seqiiéncia arbitraria. Outras denominacdes da
mesma técnica sao AP-PCR (Arbitrarily Primed — PCR; Welsh & McClelland, 1990) e DAF
(DNA Amplification Fingerprint; Caetano-Andlles et al, 1991.). Apesar de suas limitagdes,
esta foi intensamente utilizada com sucesso em trabalhos envolvendo mapeamento e
estabilidade de QTLs (Grattapaglia & Sederoff, 1996), selecdo assistida por marcadores e
uma série de trabalhos sobre variabilidade genética como os realizados por Buso et al. (1998)
com Oryza glumaepatula, Ciampi & Magalhaes (2001) com espécies arboreas e Ciampi et al.
(2003) sobre variabilidade genética de Tabebuia impetiginosa.

Os marcadores moleculares AFLPs exploram o polimorfismo decorrente da variagao
na posicdo de sitios de enzimas de restrigdo nos diferentes individuos associado a
variabilidade na seqiiéncia de nucleotideos que flanqueiam essas seqiiéncias. Esses
marcadores ndo apresentam as mesmas vantagens dos RAPDs em relagdo a acessibilidade e
custo, no entanto um numero muito superior de locos polimoérficos podem ser detectados por

reacao.
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Historicamente o termo microssatélite era utilizado apenas para descrever seqiiéncias
repetitivas dinucleotidicas, sendo hoje utilizado como referéncia a seqiliéncias repetitivas de
até seis bases. Uma variedade de nomes tem sido utilizada para descrever seqiiéncias
repetidas in tandem, incluindo SSR (Simple Sequence Repeats; Tautz, 1989) ¢ STR (Short
Tandem Repeats; Edwards et al., 1991).

Estudos realizados nas ultimas décadas t€ém demonstrado que o genoma de eucariotos
¢ densamente povoado por diferentes classes de seqiiéncias repetitivas como 0s
microssatélites, ou SSR (Hamada et al., 1982). Poucos marcadores genéticos possuem um
uso tdo difundido como estes que sdo um dos tipos mais variaveis de seqliéncias de DNA no
genoma, caracteristica essa que associada a ocorréncia com ampla distribui¢do no genoma
(Toth et al., 2000) explicam a grande utilidade deste marcador (Ellegren, 2004).

Locos microssatélites tém sido descritos para uma série de espécies incluindo
variedades de culturas agricolas como arroz, cevada, feijao, milho, algoddo, soja. Nos tltimos
anos a identificacdo de locos SSR se estendeu para espécies florestais como eucalipto,
araucdria, copaiba, andiroba, cedro, jatoba, pequi, palmito e mogno. Todos estes trabalhos
demonstraram que esse marcador ¢ altamente multi-alélico e informativo para estudos de
estrutura genética de populagdes, permitindo estimar com precisdo relagdes de parentesco e
fluxo génico. Esse marcador pode ser usado tanto para identificagdo individual quanto para
associacdo com caracteristicas de interesse (Weir, 1996). Os SSRs representam uma
ferramenta importante para a execucdo de andlises genéticas que visam obter critérios e
indicadores praticos da sustentabilidade genética do manejo florestal e tém sido utilizados
com muita freqiiéncia em estudos com vistas a fornecer subsidios aos programas de
conservagao.

A distribuicdo, a freqliéncia e as classes de microssatélites variam entre as classes de

organismos. Seqliéncias poliA sdo mais freqiientes no genoma humano porém, apesar da
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abundancia ndo sao ideais para mapeamento ou analises populacionais por serem altamente
instdveis em condicdes de PCR. Beckmann & Weber (1992) demonstraram que
dinucleotideos abundantes em humanos s3o CA/GT e ocorrem duas vezes mais que as
repeticoes AG/TC. Em plantas, os dinucleotideos mais comuns sdo AT/TA, seguidos por
AG/TC sendo o menos comum CA/GT (Lagercrantz et al, 1993). No entanto, os
dinucleotideos AT/TA s3o também instaveis em condigdes de PCR por formarem estrutura
hairpin. Devido a isso, os dinucleotideos mais comuns em estudos genéticos de plantas sdo os
poliAG/TC. Por outro lado, microssatélites de repetigdes CA/GT sdo os mais comuns em
Drosophila melanogaster (Schug et al, 1998). A diferenca entre espécies poderia ser
puramente devido ao acaso, ou poderia refletir mecanismos que ocorrem em seqiiéncias
particulares, ou até mesmo selecdo que age em seqiiéncias que adotaram fungdes particulares
dentro de uma determinada linhagem evolutiva (Goldstein & Schlotterer, 2001).

Microssatélites tém sido detectados em genomas de todos os organismos até hoje
estudados, incluindo procariotos e eucariotos (Zane et al., 2002), sendo encontrados numa
freqliéncia superior do predito com base unicamente na composi¢ao de bases nitrogenadas, ou
seja, o acaso. Os SSRs apresentam alta taxa de polimorfismo, isto ¢, sdo multi-alélicos ou
hiper-varidveis, possuem heranca codominante e sdo seqiiéncias formadas por um motivo de
uma unica seqiiéncia de até seis bases repetidas in tandem sem interrupgdo por outra base ou
motivo (Goldstein & Schlotterer, 2001) e sdo classificados em perfeitos (repeticdes de um
motivo sem interrupg¢do), imperfeitos (possuem um ou mais nucleotideos interferindo na
ordem das repeticdes) ou compostos (dois conjuntos de repetigoes unidos) (Weber & May,
1989).

Microssatélites de dinucleotideos sdo os mais freqiientes e os mais polimorficos,
seguidos pelos de tri e tetranucleotideos. Em virtude da alta taxa de polimorfismo, observa-se

que a maioria dos trabalhos de desenvolvimento de marcadores microssatélites ¢ realizada
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para seqiiéncias de dinucleotideos. Entretanto, a genotipagem de individuos utilizando
marcadores deste tipo ¢ mais delicada e portanto, é preferivel que seja realizada em
equipamentos de alta resolug¢do e precisao, como os analisadores automaticos de fragmentos
que utilizam fluorescéncia, sendo capazes de realizar uma discriminagdo precisa ao nivel de
uma unidade de base nitrogenada.

Viarios modelos da dinamica evolucionaria dos microssatélites foram propostos, sendo
que a maioria deriva do modelo de mutacdo definido como stepwise (Ellegren, 2004;
Goldstein & Schlotterer, 2001), que ocorre por slippage ou “escorregamento”. O modelo
postula que uma mutagao altera o comprimento de uma regiao repetitiva por meio da adigdo
ou remoc¢ao de uma unidade repetitiva. Isso deve ocorrer devido a dissociagdo transiente da
fita de DNA que esta sendo sintetizada seguida por um reanelamento ndo pareado
corretamente (Levinson & Gutman, 1987). No entanto a maioria dessas mutagdes ¢ corrigida
pelo sistema de reparo e apenas uma pequena fragdo que ndo foi reparada termina como um
evento de mutagdo em SSR. Replicagdes com escorregamento também ocorrem em reagdes
de PCR e podem ser um dos motivos da presenga de bandas stutters (Ellegren, 2004). Outro
tipo de mutagdo que deve ocorrer em SSR envolve recombinacdo entre moléculas de DNA
(Smith, 1976). Estimativas mostram que a taxa de mutagdo em SSR in vivo ocorre em torno
de 107 a 10 eventos por loco por replicagdo dependendo do organismo (Goldstein &
Schlotterer, 2001).

Microssatélites, assim como minissatélites s3o geralmente considerados como
seqiiéncias que possuem fun¢do como marcadores para estudos em genética de populagoes,
relacdes evoluciondrias e mapeamento. Entretanto, muitas evidéncias que tém sido
acumuladas mostram que seqiiéncias microssatélites apresentam papel funcional como
elementos codificadores e regulatdrios agindo como reguladores upstream a promotores de

\

seqiiéncias codificadoras e muitas vezes sdo conservados em relacdo a essas seqiiéncias
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(Kashi et al., 1997; Kiinzler et al., 1995). Também foi demonstrado que microssatélites se
ligam as proteinas estando associados a efeitos funcionais (Goldstein & Schlotterer, 2001).
Finalmente, estudos recentes mostraram efeitos fenotipicos de variacdo de comprimento de
seqiiéncias microssatélites na fisiologia e desenvolvimento de organismos. Se vistos como
elementos funcionais do genoma, uma caracteristica especial dos microssatélites como
hotspots de mutagdo levam a pensar que talvez sejam a maior fonte de variacdo genética
quantitativa e adaptagdo evolucionaria (Goldstein & Schlotterer, 2001; Kashi et al.,
1990,1997; King, 1994).

Apesar de todas as vantagens descritas em se utilizar seqiiéncias SSR, como
multialelismo, altas taxas de polimorfismo, e alta informag¢ao por loco génico, cuidado deve
ser tomado ao se utilizar esses locos em estudos de genética de populagdes envolvendo
evolucdo e conservacdo. De acordo com Hedrick (1999) a interpretacdo da significancia dos
resultados obtidos em estudos com estes marcadores deve ser feita com cautela, pois as
estimativas de distdncia e diferenciacdo genética sdo influenciadas pelo nivel de
heterozigosidade, que no caso dos SSRs ndo correspondem a verdade biologica uma vez que

sao regides hiper-variaveis.

Desenvolvimento de SSRs e conservacao dos locos

Uma grande limitagdo da utilizagdo dos SSRs estd no alto custo, tempo ¢ mao de obra
especializada necessarios para o desenvolvimento de iniciadores especificos que flanqueiam
as regides de DNA repetitivo em cada espécie. Entretanto, a grande popularidade dos SSRs
pode ser demonstrada pelo crescimento no nimero de publicagdes descrevendo o isolamento
destes marcadores em varios organismos. No Brasil uma série de laboratorios vem
desenvolvendo marcadores SSR para diversas espécies ¢ alta eficiéncia tem sido observada na

transferibilidade destes marcadores entre espécies de mesmo género e até mesma familia
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devido a alta conservacao das regides que flanqueiam os SSRs apesar das altas taxas de
mutagdes nas seqiiéncias microssatélites.

Existem varias formas de buscar seqiiéncias SSR, desde buscas em bancos de
seqiiéncias, transferibilidade entre espécies correlatas e desenvolvimento a partir de uma série
de diferentes protocolos como os descritos por Zane et al. (2002).

O chamado método tradicional se baseia no isolamento de pequenos fragmentos de
DNA ¢ selegdo por hibridizacdo com sondas contendo seqiiéncias repetitivas. Apesar de
eficiente para algumas espécies esse método se torna bastante trabalhoso e ineficiente para
espécies que possuem baixas freqiiéncias de SSR, tornando necessario seqiienciar centenas de
clones em troca de poucos com seqiiéncias microssatélites. Nesse sentido, outras estratégias
foram desenvolvidas com o objetivo de otimizar o processo. Alguns autores propuseram
modificagcdes no protocolo de RAPD, seja usando iniciadores ancorados com seqiiéncias
repetitivas seja usando iniciadores RAPD e em seguida hibridizacdo do produto de PCR com
sondas microssatélites. Outra estratégia baseada em PCR consiste na utilizagdo de iniciadores
ancorados com seqiiéncias repetitivas, para em seguida seqiienciar. Embora seja um método
relativamente facil, ndo tem sido utilizado com freqiiéncia (Zane et al., 2002).

Os métodos mais utilizados sdo sem duavida aqueles que envolvem construgdes de
bibliotecas genomicas. Dois destes métodos sdo os descritos por Ostrander et al. (1992) e por
Paetkau (1999), sendo que o tltimo ¢é semelhante ao descrito por Rafalsky et al. (1996). Esses
métodos t€ém como objetivo construir bibliotecas gendmicas enriquecidas para seqiiéncias
SSR e se diferenciam no fato em que no protocolo de Paetkau (1999) alguns passos adicionais
estdo presentes, os quais utilizam contas magnéticas ligadas a oligonucleotideos de seqiiéncia
repetitiva para a recuperagao dos fragmentos contento SSR. O isolamento de seqiiéncias SSR

por hibridizacdo seletiva também ¢ uma técnica muito eficaz e comumente utilizada em
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associacdo com a constru¢do de biblioteca gendmica enriquecida, que apesar de ser um
procedimento trabalhoso, confere resultados satisfatorios.

Esse método de constru¢ao de biblioteca gendmica enriquecida utilizando contas
magnéticas ligadas a Bio-oligos associado a hibridizagdo seletiva de clones foi o aplicado

neste trabalho.

Sistemas semi-automatizados de genotipagem utilizando SSRs.

O uso de marcadores microssatélites em estudos populacionais onde centenas de
individuos s3o genotipados evoluiu para o desenvolvimento de sistemas de analise semi-
automatizada, buscando a formag@o de sistemas multiplex e metodologias que possam
economizar a marcagdo fluorescente, cujo custo é elevado, sem perder a qualidade e precisao
da genotipagem. Este método de detec¢do semi-automatica com marcacdo fluorescente
apresenta uma série de vantagens sobre as metodologias convencionais, como as analises em
géis de poliacrilamida com resolu¢do em nitrato de prata, incluindo rapidez e precisdo na
geracdo de dados, analise simultdnea de varios locos, minimizagdo da manipulagdo manual e
alto potencial de transferéncia entre laboratdrios.

Este sistema se baseia na amplifica¢dao de fragmentos de DNA via PCR de um ou mais
locos microssatélites utilizando um dos iniciadores marcado com fluorocromo. Os fragmentos
sdo separados apos aplicagdo de uma corrente elétrica num gel de poliacrilamida em
analisador automatico de fragmento ABI 377, e.g., e detectados a laser.

A técnica que utiliza iniciadores tailed é pratica, permite satisfatoria economia de
fluorescéncia ¢ utiliza trés iniciadores numa mesma rea¢do de PCR. Em um dos iniciadores ¢
adicionada uma “cauda” e o segundo iniciador se mantém. Um terceiro iniciador, chamado
reporter ou marcado estd conjugado com a fluorescéncia e anela no complemento da

seqiiéncia da cauda a partir do terceiro passo da reacdo de PCR. Essa mesma cauda pode ser
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sintetizada junto com iniciadores de diferentes locos e o iniciador marcado usado em todos os
casos, evitando sobra de iniciadores marcados ao final do estudo da espécie alvo. E
importante que a seqliéncia da “cauda” seja incomum a seqii€ncia do organismo que sera
genotipado. Nesse sentido, Oetting et al. (1995) e Schuelke (2000) utilizam a seqiiéncia do
iniciador M13 de plasmideo bacteriano como cauda para todas as fluorescéncias. Essa
metodologia foi otimizada por Missiaggia & Grattapaglia (2006) que utilizam seqiiéncias de
trés locos do cromossomo Y humano, para genotipagem de plantas, permitindo uma

seqiiéncia especifica para cada fluorocromo ¢ a utilizagdo de todos numa mesma reacao de

PCR multiplex.

A estrutura genética de populacdes de plantas

A estrutura genética refere-se a distribui¢do heterogénea (ndo aleatdria) dos alelos e
genotipos no espaco € no tempo, resultantes da acao de forgas evolutivas tais como mutacao,
migragdo, selecdo e deriva genética que atuam dentro do contexto de cada espécie ¢ da
populacao (Hamrick, 1982).

A diversidade genética de um loco marcador corresponde a probabilidade de
ocorréncia de polimorfismo entre individuos tomados ao acaso (Rafalsky et al., 1996). Para
estimar essa diversidade, uma variedade de indices que representam o conteudo informativo
de um loco pode ser utilizada para diferentes aplicagcdes como na identificag¢do individual e na
analise de parentesco, na estimativa do fluxo génico, na defini¢cao do sistema de cruzamento e
na determinacdo da estrutura genética espacial.

A estimativa da freqiiéncia de um alelo particular em uma populacdo, chamada
freqliéncia alélica, ¢ considerada fundamental nos estudos evolutivos, pois a mudanga
genética de uma populagao pode ser avaliada pelas mudangas nas suas freqiiéncias génicas

(Nei, 1978). O numero de alelos observados por loco aumenta em fung¢do do tamanho da

19



amostragem. Conseqiientemente grandes amostras possuem maior chance de que alelos raros
sejam detectados.

De acordo com o principio de Hardy-Weinberg, em uma populagdo de tamanho
infinito, praticando cruzamentos ao acaso, as freqiiéncias génicas e genotipicas permanecem
constantes de geragdo para geragdo na auséncia de migracdo, selegdo e mutagdo. Este
principio permite o célculo tedrico da freqiiéncia de um determinado gendtipo independente
do numero de alelos existentes.

O nutmero de alelos por loco, a heterozigosidade esperada (H, ) e observada (H ) tém

sido os pardmetros genéticos mais utilizados em vérios estudos para estimar a diversidade

genética em populagdes de plantas. O parametro H, diz respeito a probabilidade de dois

gametas, tomados ao acaso de uma populagdo terem alelos diferentes em um determinado
loco, sendo definida como a diversidade genética de Nei (1973) esperada segundo o principio

do Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW). O parametroH, representa a real taxa de

individuos heterozigotos na populacao estudada. Assim tem-se que:

H, =1-3(p) e Ho=1-3R,

Em que p; = freqiiéncia alélica estimada do i-ésimo alelo; P, = freqiiéncia estimada do

homozigoto ii. A estimativa média desses valores ¢ calculada pela média aritmética entre
todos os locos analisados. A relagdo entre essas estatisticas define o indice de fixagdo de

Wright ( f ) cuja média € o desvio da proporc¢ao dos individuos heterozigotos observados do
esperado segundo o EHW. O indice f ¢ o valor individualizado do F das estatisticas-F de

Wright (Wright, 1965) que ¢ o valor médio do indice de fixacdo de alelos dentro de

populagdes, e caracteriza o nivel médio de endogamia ao nivel populacional.
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As estatisticas-F permitem ainda a caracterizagdo da distribui¢do da diversidade

genética entre as populacdes (F¢; ), assim como dos niveis de endogamia para o total de

populagdes ( F,; ). De acordo com Wright (1965) as estimativas F se relacionam, pois:

(l_FIT):(l_FIS)(l_FST)

O bootstrapping ¢ um método que opera desenhando aleatoriamente uma
reamostragem de genétipos e estima a probabilidade de o valor encontrado poder ter sido ao
acaso. Caso o intervalo dos valores dado pelo bootstrap (upper e lower) inclua o zero, o
resultado obtido nao ¢ consistente.

A perda da diversidade genética é o topico central da conservagdo genética. Areas
fragmentadas onde existem pequenas populagdes estdo propensas a endogamia e deriva
genética resultantes da subdivisdo. A endogamia pode atuar desmascarando determinados
alelos deletérios recessivos, principalmente de plantas alégamas levando a diminui¢do do
valor adaptativo da populacdo a curto prazo, causando reducdo da heterozigosidade, podendo
resultar em perda de diversidade alélica. Bidlogos e conservacionistas acrescentam que este
declinio na variacdo genética pode inibir no futuro a adaptagdo do organismo as mudancas
ambientais e conseqiientemente limitar seu potencial evoluciondrio, podendo levar essas
populagdes a um possivel risco de extingao (Zucchi, 2002).

O fluxo génico pode ser definido como o movimento de genes em populagdes e,

portanto, inclui todos os movimentos de gametas, propagulos e individuos que efetivamente
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trocam genes na distribuicdo espacial (Neigel, 1997). Segundo Slatkin (1981; 1985) fluxo
génico (ou fluxo alélico) é um termo coletivo que inclui todos os mecanismos que resultam no
movimento de alelos de uma populagdo para outra.

De acordo com Futuyma (1993) o grau no qual uma populagdo pode ser delimitada
depende do nivel de fluxo génico, o qual influencia o tamanho efetivo da populacdo. Entre os
modelos de fluxo génico, que correspondem a diferencas na estrutura da populagdo, estio:

1. O modelo de “continente-ilha”: efetivamente existe um movimento unidirecional de
uma populagdo grande, “continental”, para uma menor e isolada (Figura 02A);

2. O modelo de “ilhas™: a migra¢do ocorre ao acaso entre um grupo de pequenas
populacdes (Figura 02B);

3. O modelo “stepping-stone” (ou “alpondras”): cada populacdo recebe migrantes
somente das populagdes vizinhas (Figura 02C);

4. O modelo de “isolamento por distancia”: o fluxo génico ocorre localmente entre os

vizinhos, em uma populacao de distribui¢ao continua (Figura 02D).

O -Q| Q=
D_,O b X 1 f:lf
ﬁQHDB@ C

Figura 02. Modelos de fluxo génico. A) Modelo continente-ilha; B) Modelo de ilhas; C)
modelo de alpondras e D) Modelo de isolamento por distancia.

Esse processo de “isolamento por distdncia” ocorre quando ha restrigdes ao fluxo
génico que podem levar as populagdes a diferenciar-se geneticamente, ocasionando uma
estruturacao espacial da diversidade genética e apresenta um padrdo de mudangas genéticas

semelhantes a endogamia, na medida em que leva a um excesso de homozigotos.
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O modelo de ilhas proposto por Sewall Wright ¢ o modelo convencional de genética
de populagdes de troca de genes entre populagdes. Neste modelo o numero efetivo de
migrantes, Nm, é estimado através das estatisticas-F para um conjunto n de populagdes. O
modelo assume equilibrio entre migragdo e deriva genética entre todas as populagdes, e
assume que todas as populagdes sdo iguais fontes de migrantes e produz estimativas que nao
refletem a variagdo contemporanea na troca de genes entre populagcdes ou mudancgas atuais no
processo dispersivo.

O fluxo génico pode ser estimado por medidas diretas e indiretas. As medidas diretas
referem-se ao fluxo gé€nico contemporaneo, enquanto que as indiretas sdo baseadas na
estrutura de populagdes e referem-se ao fluxo génico histérico ou passado. Os métodos diretos
sdo inferidos por meio da utilizacdo de corantes, marcadores morfologicos e analises de
paternidade. Ainda hoje ha relativamente poucas medidas diretas do fluxo génico em
populacdes de plantas (Zucchi, 2002). Uma complicagdo que acontece com plantas é que os
genes podem se mover em dois caminhos, sementes e polen, e para uma acurada medida do
fluxo génico ambos devem ser quantificados. Entretanto, apesar de importante na defini¢ao do
fluxo génico, a dispersao de sementes nao fornece informacdes sobre o sistema reprodutivo.

O teste de paternidade ¢ uma excelente ferramenta para a defini¢do do fluxo de pdlen e
conseqiientemente o fluxo génico nas populagdes. Esse método consiste na utilizagdo de locos
génicos como o objetivo de identificar o pai mais provavel dentre um conjunto de candidatos.
Uma vez que o provavel pai ¢ identificado, o padrdo de movimento do poélen na populacao
pode ser determinado. Uma estimativa bastante utilizada ¢ a de exclusdo de paternidade onde
qualquer provavel pai cujo gendtipo for incompativel com o genétipo da semente é rejeitado
como pai, até que reste apenas um unico provavel pai possivel. Os problemas relativos a este
método sdo que mais de um provavel pai pode ndo ser excluido ou o verdadeiro pai pode ser

excluido por erro de genotipagem ou mutagdo. Uma forma de contornar o problema ¢ utilizar
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o método baseado em maxima verossimilhanga como o desenvolvido por Marshall et al.
(1998) que tolera erro de genotipagem e define o individuo com mais chance de ser o pai com
base nas freqliéncias alélicas, mesmo que varios individuos nido tenham sido excluidos. A
resolugdo desse procedimento de teste de paternidade é dependente do nimero de locos
polimorficos, niimero de alelos por loco, freqiiéncia alélica e numero de potenciais pais
(Marshal et al. 1998).

As taxas de cruzamento de uma populacdo podem ser definidas em dois niveis: a

multiloco (t,) e a uniloco (t;). A diferenca entre essas taxas (t,-t,) define a taxa de

cruzamento entre aparentados. A taxa de autofecundacgdo (s) é igual a 1-f . O modelo de

Ritland & Jain (1981) permite fazer estas estimativas e assume que as plantulas resultam de
uma mistura de cruzamentos aleatorios e autofecundagdo, cujas pressuposi¢des basicas sdo: a)
o conjunto de polen ¢ homogéneo para os cruzamentos com todos os gendtipos maternos; b)
os alelos de diferentes locos segregam independentemente: ¢) os locos ndo sdo afetados pela
selecdo ou mutagdo entre o evento reprodutivo e a analise.

A estimacdo da estrutura genética espacial de arvores tem se tornado importante nos
ultimos anos, e um grande nimero de estudos experimentais de estrutura genética espacial de
populacdes de plantas tém sido publicados. Diferentes estatisticas podem ser utilizadas para
descrever e quantificar a estrutura genética espacial. O indice | de Moran esta entre as
medidas mais utilizadas. Mais recentemente, medidas multiloco de autocorrelagdo espacial
baseada em distancia genética foram introduzidas. Degen (2003) utiliza esses indices para a
construcdo de distogramas de correlagdo. Na verdade, os dois métodos, o que utiliza
correlacdo e o que utiliza distancia, geram dois distogramas inversos no sentido em que um
mostra correlagdo e o outro distdncia genética ao nivel de individuo ao longo de diferentes
classes de distancia espacial. Essas medidas também podem ser realizadas utilizando-se o

coeficiente de coancestria, como o proposto por Loiselle et al. (1995) que calcula a
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probabilidade de dois alelos serem iguais por descendéncia entre pares de individuos, e define
o grau de parentesco entre individuos por classes de distancias, definindo se hé estruturacao

genética espacial e em que grau isso ocorre.

Marcador molecular citoplasmatico - cpDNA

O genoma de cloroplasto (cpDNA) das plantas terrestres ¢ um cromossomo circular
que varia de 60 a 217 Kb. Sua estrutura ¢ caracterizada pela presenca de uma regido de
repeti¢ao invertida. Mudangas na complexidade e estrutura do genoma ocorrem geralmente
por mutagdes de comprimento, pela adicdo de novas seqiiéncias ou delecdo de seqiiéncias
existentes. A grande maioria das mutagdes ¢ pequena, envolvendo de 1 a 10 pares de base
localizados na regido ndo codificadora e as substitui¢des de nucleotideos sdo raras (Zurawsky
etal., 1984).

Embora existam casos de heranca biparental, na maioria dos casos o cloroplasto
apresenta heranga uniparental, sendo herdado da mae no caso das angiospermas. A auséncia
de recombinagdo na molécula durante a meiose faz com que ela seja herdada clonalmente a
ndo ser devido a mutagdes (Palmer, 1987). Conseqiientemente o cpDNA contém muita
informagao histdrica e consiste num excelente marcador para estudos sobre evolugao.

A taxa de evolug@o no cpDNA ¢ muito lenta, em média cinco vezes mais lenta do a
que do DNA nuclear. Esta molécula varia pouco no comprimento ¢ o acimulo de
substitui¢des de bases ¢ extremamente lento (Palmer, 1987). Portanto essa molécula apresenta
um alto grau de conservacao e qualquer alteragdo gera implicagdes significativas na filogenia.

Estas caracteristicas aliadas ao seu tamanho pequeno, fizeram do cpDNA uma
molécula muito utilizada em estudos sistematicos. Estudos recentes comprovam que a
variagdo de cpDNA dentro de uma mesma espécie ¢ grande, tornando-a eficiente nos estudos

populacionais (Harris & Ingran, 1991). McCauley (1994) defende a idéia da utilizagdo do
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cpDNA em estudos de fluxo génico. Por se tratar de molécula de heranca materna pode ser
dispersado por sementes, mas nao por pdlen. Deste modo informagdes importantes podem ser

obtidas ao associar o estudo desta organela aos estudos de polimorfismo de DNA nuclear.
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INTRODUCAO GERAL

As atividades de planejamento florestal tém dado tratamento igual as espécies, sem
considerar as diferentes peculiaridades biologicas e ambientais. As diferengas entre as
espécies exploradas estdo relacionadas aos aspectos demograficos, reprodutivos e genéticos.
Um sistema de manejo que seja realmente eficiente para cada espécie deve levar em
consideracdo fatores que podem ser alterados com a exploracdo e comprometer a

sobrevivéncia da espécie.

Nesse sentido, informagdes sobre a dinamica das popula¢des devem ser geradas a fim
de fornecerem dados que podem ser importantes aos programas de manejo ao nivel de
espécie. A importancia de estudos neste sentido se faz clara diante do avango acelerado das
exploragdes de areas florestais, de modo especial na Amazdnia, que ¢ a maior extensdo de
floresta tropical imida da atualidade e diante da falta de informacdo sobre a genética de

espécies arboreas nativas.

A conducdo das atividades em areas sob manejo na Amazdnia brasileira, areas
continuas de florestas, antes da retirada seletiva de arvores madeireiras, permitira
comparagdes com estudos em populagdes alteradas pela exploragdo, ¢ o impacto dessa

exploragdo na genética das espécies podera ser quantificado de forma direta.

A espécie M. huberi ¢ uma das espécies que se encontram nos programas de manejo,
sendo uma das mais exploradas pela industria madeireira. Apesar disso, ainda hoje ndo
existem estudos sobre as caracteristicas genéticas desta espécie. Este estudo se faz necessario
no sentido de fornecer informagdes que podem ser tuteis para a definicdo de programas de

manejo eficientes para a sobrevivéncia da espécie.
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OBJETIVOS

Este trabalho teve os seguintes objetivos:

1) Desenvolvimento de marcadores moleculares microssatélites polimoérficos e robustos para

utilizacdo em estudos de genética de populagdes da espécie.

2) Analisar a estrutura genética, estrutura genética espacial de uma populacio natural de M.

huberi, analisando amostras de individuos adultos e plantulas.

3) Determinar o sistema preferencial de cruzamento da espécie utilizando familias de

polinizacdo aberta.

4) Realizar estudos de paternidade entre individuos de diferentes geragdes e estimar de forma

direta o fluxo génico via pélen.

5) Realizar analise de variabilidade de DNA citoplasmatico.

5) Com base nos dados genéticos gerados discutir os potenciais efeitos da exploragdo

madeireira, avaliar o possivel impacto causado na diversidade genética e gerar subsidios para

a conservagdo ¢ manejo sustentavel da espécie baseado em dados reais e simulagdes que

consideram diferentes cendarios de exploragao.
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CAPITULO 01

Desenvolvimento e otimizacdo de marcadores moleculares microssatélites
para a espécie Manilkara huberi (Ducke) A.Cheuv. e transferibilidade para a

espécie M. multifida.

Azevedo, V.C.R.; Vinson, C.C.; Ciampi, A.Y. Twelve Microsatellite Loci in Manilkara
huberi (Ducke) Standl (Sapotaceae), an Amazonian Timber Species. Molecular Ecology

Notes, v. 5, p. 11-13, 2005.

29



RESUMO

Os marcadores moleculares tém sido intensamente utilizados como uma ferramenta
muito eficiente no estudo de genética de populagdes. Os microssatélites sdo um dos
marcadores moleculares mais informativos. Estes permitem estudos sobre o impacto da
exploragdo na estrutura genética das espécies e uma definicdo de estratégias de manejo sendo
praticos de serem utilizados, uma vez que podem ser obtidos, seja por constru¢do de
bibliotecas enriquecidas, seja por transferibilidade entre espécies de mesmo género ou
familia. Uma das espécies que fazem parte de um programa de manejo sustentavel da
Floresta Amazonica ¢ a Manilkara huberi, uma espécie madeireira intensamente explorada.
Para os estudos genéticos desta espécie, treze locos de microssatélites altamente polimoérficos
foram desenvolvidos a partir de uma biblioteca genOmica enriquecida para repetigcdes
AG/TC. Os niveis de polimorfismo foram estimados em gel desnaturante de poliacrilamida
4% corado com nitrato de prata. Um total de 12 arvores adultas provenientes de uma
populacdo natural da Floresta Nacional do Tapajos, Belterra, Para foram utilizadas. Uma

média de 6,08 alelos por loco foi detectada, e a heterozigosidade esperada (H, ) variou entre
locos de 0,634 a 0,862 com média igual a 0,787. A heterozigosidade observada média (H,)

foi de 0,750 e variou entre 0,417 e 1,00. O poder de exclusdo de paternidade na auséncia de
um genitor (Pr(Exy)) a priori da bateria de marcadores combinados foi estimado em
0,999998. Dois locos ndo aderiram ao Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) e para todas as
combinagdes de locos dois a dois ndo foi rejeitada a hipotese nula de equilibrio de ligacao
gamética. Esses locos representam uma ferramenta poderosa para investigagdes de sistema
de cruzamento, fluxo génico, parentesco e dindmica populacional em populagdes naturais de
M. huberi. Estas sdo as informagdes genéticas fundamentais para a implementagdo de um
manejo sustentavel eficiente. Na analise de transferibilidade, dentre os 27 locos, nove foram

eficientemente transferidos para M. multifida, sendo todos estes polimorficos.

Palavras chaves: SSR, Manilkara, Sapotaceae, diversidade genética, transferibilidade.
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INTRODUCAO

A fragmentagdo de habitats e o corte seletivo de arvores podem reduzir a diversidade
genética de espécies através de genetic bottlenecks ou “gargalo genético”. A deriva genética, a
restricdo do fluxo de poélen associados a intensa exploragdo podem aumentar o isolamento
genético e a divergéncia. Para a defini¢do de programas de manejo eficientes, fatores
genéticos como perda de heterozigosidade, variagdo do indice de fixacdo e tamanho efetivo
populacional devem ser considerados em conjunto com os dados dendrométricos. Para
estudos genéticos nesse nivel, os marcadores moleculares como os microssatélites tém sido
intensamente utilizados, pois sdo uma ferramenta muito eficiente no estudo de estrutura
genética de populacdes, fluxo génico, paternidade, viabilidade populacional e na defini¢ao
dos efeitos da fragmentacdo, sendo uteis nas definicdes de estratégias de conservacao
(Collevatti et al., 1999).

Polimorfismos baseados em seqiiéncias repetitivas de DNA, SSR (Simple Sequence
Repeats) ou microssatélites s3o um dos mais informativos marcadores moleculares. Estes sdo
formados por seqiiéncias de uma a seis bases de comprimento repetidas em "tandem" (Jacob
etal., 1991), sdo co-dominantes, multi-alélicos e encontrados em alta freqiiéncia e com ampla
distribui¢do nos genomas de eucariotos (Toth et al., 2000). Apresentam o maior contetido
informativo por loco génico entre todas as classes de marcadores moleculares (Goldstein &
Schlotterer, 2001), e valores de heterozigosidade esperada tipicamente superiores a 0,7
(Collevatti et al., 1999).

Esses marcadores exibem altos niveis de variabilidade devido a diferengas no niimero
de unidades repetitivas. Estudos genéticos sugerem que erro de pareamento causado por
escorregamento  (Slipped-strand mispairing) durante a replicagdo é o mecanismo

predominante de muta¢do em microssatélites (Goldstein & Schlotterer, 2001). SSRs sdo
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encontrados preferencialmente em regides nao codificadoras do genoma, mas podem ser
encontrados em regides codificadoras (Tautz et al., 1989), assim como foi demonstrado que
algumas classes de SSR constituem uma importante fonte de variagdo genética quantitativa,
codificando para elementos funcionais de proteinas e agindo como fatores reguladores de
transcri¢do (Kashi et al., 1997).

A distribuicdo, a freqiiéncia e as classes de microssatélites variam entre as classes de
organismo, ¢ em plantas, os dinucleotideos mais comuns sdo AT/TA (Lagercrantz et al.,
1993). No entanto, estes sdo instaveis em condi¢oes de PCR por formarem uma estrutura
hairpin. Devido a isso, os dinucleotideos mais comuns em estudos genéticos de plantas sdo os
poliAG/poliTC.

A vantagem em se utilizar marcadores moleculares microssatélites esta baseada em
duas caracteristicas: 1. acessibilidade em se desenvolver ou construir bibliotecas gendmicas
enriquecidas para seqiiéncias SSR; 2. podem ser transferidos para espécies relacionadas, i.e.,
mesmo género e até mesma familia. A transferibilidade entre espécies relacionadas ¢ devido a
homologia de seqiiéncia gendmica e estd relacionada ao grau de conservagao das seqiiéncias
flanqueadoras do SSR e da distancia taxonomica das espécies de interesse. Mesmo sendo a
transferibilidade uma opg¢ao vidvel, geralmente as condigdes de reagdo de PCR devem ser
otimizadas.

De acordo com Powell et al. (1996) os microssatélites se aproximam de um marcador
ideal devido as inimeras vantagens que apresentam quando comparados a outros marcadores.
Sao abundantes e distribuidos por todo o genoma; sdo baseados em PCR, o que torna o seu
uso bastante pratico; possuem alta reprodutibilidade; ndo requerem radioatividade; sdo
conservados entre espécies; uma vez isolados podem ser facilmente compartilhados entre
laboratorios; sdo automatizaveis em sistemas multiplex e apresentam maior contetido

informativo por loco génico entre os marcadores moleculares. Parametros genéticos uteis
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podem ser estimados para uma gama de estudos como identidade genética, construgao de
mapas genéticos, analises filogenética e evolucionarias.

O desenvolvimento de marcadores microssatélites tem se tornado muito popular
devido a facilidade na obtencdo e sua praticidade. No Brasil ja foram desenvolvidos
marcadores microssatélites para varias espécies incluindo Eucalyptus gandis e E. urophylla
(Brondani et al., 1998), Caryocar brasiliense (Collevatti et al., 1999), Capsicum spp. (Buso et
al., 2000), Euterpe edulis (Gaiotto et al., 2000), Copaifera langsdorffii (Ciampi et al., 2000),
Phaseolus vulgaris (Buso et al., 2001; Cerqueira et al., 2004), Oryza glumaepatula (Brondani
et al., 2001), Cocos nucifera (Moretzsohn et al., 2001), Switenia macrophyla (Lemes et al.,
2002), Carapa guianensis (Vinson et al., 2005), Dipteryx odorata, Jaracanda copaia,
Bagassa guianensis (Vinson, 2004), Araucaria angustifolia (Schmidt et al., 2004) entre
outros. A construgdo da biblioteca genomica pode ser realizada por meio de varios protocolos
de enriquecimento, sendo possivel aplicar mais de um protocolo na mesma biblioteca, como

foi desenvolvido neste trabalho.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Este trabalho teve como objetivo construir uma biblioteca gendmica enriquecida para
seqiiéncias microssatélites para a espécie madeireira amazonica M. huberi de modo a gerar
ferramenta para estudos de genética de populagdes, visando fornecer subsidios aos programas

de manejo sustentavel da espécie que é intensamente explorada pela indastria madeireira.

Objetivos especificos

v’ Isolar uma bateria de seqiiéncias de microssatélites de dinucleotideos AG/TC para a
espécie M. huberi e desenhar iniciadores para as regides flanqueadoras dos
microssatélites;

v' Otimizar os locos SSR isolados e obter ao menos oito locos polimorficos para os
estudos populacionais;

v Validar os locos estimando preliminarmente a diversidade genética, desequilibrio de
Hardy-Weinberg, desequilibrio de ligacdo e estimativa do poder de exclusdo de
paternidade;

v" Transferir locos SSR para a espécie M. multifida.
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MATERIAL E METODOS

Area de estudo, material vegetal e extracdo de DNA

A coleta de material foi realizada numa parcela experimental de 500 hectares sob
monitoramento na Floresta Nacional do Tapajés (FLONA), Belterra, PA na altura do km 83
da BR 163, Rodovia Santarém-Cuiaba. Essa area foi subdividida em oito blocos. Para a
construcao da biblioteca gendmica, o DNA total foi extraido de folhas de um unico individuo
adulto de M. huberi proveniente da area de estudo. Para a otimizagdo dos marcadores
desenvolvidos e selecao de locos polimorficos 0 DNA gendmico foi extraido de discos de
cambio de 12 individuos amostrados da mesma populagdo de M. huberi de forma ndo
aleatdria, ou seja, os primeiros individuos do inventario do bloco cinco da area de estudo. A
extragdo do DNA gendémico foi realizada de acordo com o procedimento de CTAB 2%
(Doyle & Doyle, 1987) adaptado por Machado et al. (2002) que utiliza a maquina Fastprep —
BIO 101 SAVANT para a trituragdo do material vegetal ao invés da trituracdo utilizando

nitrogénio liquido.

Construcéo da biblioteca genébmica enriquecida

Para a construcdo da biblioteca gendémica foi utilizado o protocolo descrito por
Rafalski et al. (1996) e otimizado para genomas de espécies tropicais na Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia (Buso et al., 2003). A separagdo dos fragmentos contendo SSR foi
feita por hibridizacdo com oligonucleotideos biotinilados complementares a seqiiéncia
repetitiva AG/TC. A recuperagdo dos fragmentos contendo SSR foi feita por contas
magnéticas ligadas a streptavidina. Todo o procedimento foi realizado de acordo com o que

segue ¢ estd esquematizado na Figura 1.1.
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Figura 1.1. Esquema do processo de construgdo de biblioteca gendmica enriquecida para
seqliéncias SSR. A) Digestaio do DNA com enzima de restricdo; B) Recuperagdo dos
fragmentos entre 200 ¢ 800 pb; C) Ligagdo de adaptadores aos fragmentos de DNA; D)
Ligacdo de biotina aos oligos TC;3; E) Hibridizagdo de streptavidina a biotina; F)
Hibridizagao dos oligos a0 DNA; G) Recuperacdo dos fragmentos que contém SSR; H) PCR
para confirmagdo do enriquecimento e recuperagdo da dupla fita de DNA; I) Ligagdo do DNA
ao vetor pGEM-T; J) Transformacdo em E. coli, repicagem e selecdo de clones por
hibridizagdo; L) PCR e reagdo de sequenciamento; M) Desenho de iniciadores, otimizagdo
dos locos e detecg¢ao de polimorfismo.
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. Selecédo da enzima de restricdo para digestdo do DNA - O DNA gendémico
de M. huberi foi digerido com trés diferentes enzimas de restrigdo, Sau3A (JGATC),
Msel (|[TAA) e Tsp509 (JAATT) de acordo com o protocolo especifico para cada
uma delas, com o objetivo de selecionar a que obtivesse a maior quantidade de
fragmentos de DNA na regido entre 200 ¢ 800 pb (Figura 1.2A). Aproximadamente
50ug de DNA (130 ul de DNA a 400 ng/ul) gendmico foram digeridos com 250U de
Tsp509 1 (50 pl de enzima a 5 U/ul) em 1x de tampao Ne I (20ul a 10x). A reacao foi
realizada a 65°C por 12 horas. Toda a reagdo (200 ul) com 80 pl de tampio de corrida
de Ficol 15% foi aplicada em gel de agarose 2%. Como marcador de peso molecular
foi utilizado Ladder 1Kb. A eletroforese foi mantida em 100 V por cerca de 2 horas
para que houvesse uma boa separacdo dos fragmentos de DNA (Figura 1.2B). Os
fragmentos de 200 a 800 pb foram recuperados do gel por meio de uma purificagdo
com o kit Qiaquick Gel Extraction (Qiagen), seguindo instru¢des do fabricante,

quantificados em gel de agarose 2% e visualizados em luz UV (Figura 1.2C).

Figura 1.2. A) Selec¢do da enzima de restrigdo. O marcador utilizado na primeira linha
¢ o ®174. B) Digestdo de 50ug de DNA com Tsp509 I, Ladder 1Kb utilizado como
marcador. C) Quantificacdo da eluicdo dos fragmentos de 200 a 800pb. Foram
utilizados como marcadores de peso molecular A DNA (200 ng) (primeira pista) e
Ladder 1Kb (tltima pista).
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. Ligacio do DNA aos adaptadores e ligagdo de biotina aos
oligonucleotideos - Cerca de 5ug dos fragmentos de DNA foram ligados a 200 pumol
de adaptadores do sitio de restricdo de Tsp509 I, numa reagdo com 1x de tampao 10x
de T4, 30 U de T4 DNA ligase USB (1 U/ul) e 48 ul de agua ultrapura, a qual ficou
incubada a 12°C por 12 horas. Os oligonucleotideos poliAG/TC foram ligados a
biotina por meio de uma reacdo contendo 200 pmol de TC;3 (100 pmol/ul), 1x de
tampao 10x da terminal transferase, 50 nmol de biotina 16 dUTP, 26,5 U de terminal
transferase (15 U/ul) e 26,7 ul de 4gua ultrapura. A reagio foi incubada a 37°C por 30
minutos quando se fez a inativagdo da enzima por adi¢do de EDTA (2M), e a
precipitagdo da reagdo em 2,5 volumes de etanol absoluto por 12 horas. Em seguida
centrifugou-se a 12.000 rpm por 30 minutos, lavou-se o pellet em etanol 70% e

ressuspendeu-se em 30 pl de 4gua ultrapura.

. Preparo das contas magnéticas para hibridizacdo - Para a hibridizagéo,
1000 pg de contas magnéticas (Dynabeads — Streptavidin Boehring Mannhein) a 10
pg/pl foram lavadas com 400 pl de tampao PBS + 1% BSA. Em seguida as contas
magnéticas foram precipitadas colocando-se o tubo numa estante magnética (Figura
1.3) e o sobrenadante (solugdo aquosa) retirado com micropipeta. As contas foram
lavadas com 400 pl de BEW 1x e a solugdo aquosa novamente retirada como descrito
a cima. Em seguida foram adicionados 200 pul de BEW 2x, 170 ul de 4gua ultrapura e
30 pl de Bio-oligos (biotina + oligos TC;3). A solugdo permaneceu sob agitacdo por 1
hora em temperatura ambiente para que houvesse a hibridizacdo da biotina com as
contas magnéticas. As contas ligadas aos Bio-oligos foram novamente precipitadas, o
sobrenadante retirado e o complexo lavado duas vezes com 400 pul de BEW 1x e uma

vez com 400 pl de SSC 5x + SDS 0,1%. Para ressuspender o complexo Bio-oligos-
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contas foram adicionados 150 ul de SSC 10x + SDS 0,2% pré-aquecido a 65°C. A

solugdo foi incubada a 65°C por 15 minutos e armazenada a 4°C.

Figura 1.3. Esquema do aparato magnético
utilizado para precipitar as contas magnéticas
para a retirada do sobrenadante sem prejuizo de
perda de DNA. As contas sdo atraidas pelo ima
da estante e ficam no fundo do tubo.

. Hibridizacdo do DNA + adaptador ao complexo Bio-oligos-contas -
Preparado o complexo descrito acima, o passo seguinte ¢ a hibridizacdo desse
complexo com o DNA + adaptador. Para isso, foi adicionado 0,5 volume de agua
ultrapura ao complexo DNA + adaptador e este desnaturado a 95°C por 15 minutos.
Em seguida sete tubos foram preparados para as lavagens da solucdo, que tém como
objetivo retirar excessos de reagentes como contas, biotina, oligos que ndo formaram
complexos. No primeiro tubo acrescentou-se 1 pl de DNA + adaptador em 1000 pl de
agua ultrapura, o qual foi utilizado como tubo controle. A solugio de DNA +
adaptador foi adicionado o complexo Bio-oligos-contas ¢ este foi incubado a 65°C por
90 minutos para que ocorresse a hibridizagdo dos fragmentos de DNA que continham
seqiiéncias SSR aos oligos TC;3. O complexo foi precipitado com auxilio da estante
magnética e o sobrenadante retirado e colocado no segundo tubo. Novamente o
complexo foi lavado duas vezes, por cinco minutos e duas vezes por 15 min com 400
pl de SSC 2x + SDS 0,1%. Cada sobrenadante foi retirado e colocado nos tubos de

trés a seis. Para ressuspender o complexo foram adicionados 200 pl de 4gua ultrapura.
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. PCR para controle do enriquecimento da biblioteca — a rea¢do de PCR foi
realizada com todos os tubos preparados com o objetivo de avaliar o enriquecimento e
determinar se houve perda de DNA durante o processo (Figura 1.4). Para isso foram
utilizados 2 pl de DNA, tampao PCR 1x (10x, 10 mM Tris-HCI, pH 8.3, 50 mM Kcl),
1 mM dos iniciadores complementares a seqiiéncia dos adaptadores, 0,25 mM de
dNTP, 1,5 mM de MgCl,, 1U de Taq DNA Polimerase ¢ agua ultrapura estéril para
um volume final de 25 pl. O programa de amplificagdo via PCR foi ajustado no

termociclador para: 95°C 3 minutos, 20 ciclos a 94°C 45 segundos, 56°C 45 segundos

e 72°C por 2 minutos e extensio final de 72°C por 7 minutos.

\l/ 1 2 3 4 5 6 7 \l/

Figura 1.4. Resultado da reacdo de PCR para controle do enriquecimento. As
amplificagdes ocorreram nas reagdes cujos templates eram o DNA controle (tubo 1) e
onde estava o complexo Bio-oligos-contas-DNA (tubo 7). As setas azuis indicam o
marcador Ladder Kb.

. Anélise de Southern blot com sonda poli AG/TC — O DNA foi transferido e
fixado por meio de luz Ultra Violeta (crosslinker) numa membrana Hybond-N
(Amershan Pharmacia) de acordo com Sambrook et al. (1989). A membrana foi entdo
pré-hibridizada (SSC 5x, N-lauroylsarcosine 0,1 %, SDS 0,02 % ¢ blocking reagent
1%) por 3 horas a 65°C. A solugdo de pré-hibridizagdo foi entdo substituida pela
solucdo de hibridizagdo que continha a sonda poli AG/TC (50 ng) previamente
marcada com digoxigenina e pré-desnaturada a 95°C incubando-se por 12 horas a

65°C. As lavagens da membrana seguiram as recomendagdes do fabricante (DIG

Luminescent Detection Kit, Boehringer Mannheim) seguidas de incubagdo na solugdo
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do anticorpo DIG e na solugdo de CSPD. A membrana foi envolta em plastico e
incubada em estufa a 37°C durante 5 minutos, quando foi exposta ao filme para
autoradiografia (Kodak Diagnostic X — Omat K). O DNA das contas magnéticas foi
entdo amplificado via PCR (95°C 3 minutos, 20 ciclos a 94°C 45 segundos, 56°C 45
segundos e 72°C por 2 minutos e extensio final de 72°C por 7 minutos), quantificado

e purificado com Qiaquick PCR Kit (Qiagen) de acordo com instrugdes do fabricante.

Ligacdo do DNA ao plasmideo pGEM-T, transformacao e repicagem de colénias

Feito o enriquecimento para fragmentos contendo seqiiéncias hiper-variaveis de SSR,
estes foram ligados em plasmideos pGEM-T Easy (Promega) (Figura 1.5). Para essa reagao
foram utilizados 400 ng de DNA, 1x de tampao T4 DNA ligase 10x, 3U de T4 DNA ligase, 5
ng de pGEM-T, 3U de T4 DNA ligase e dgua ultrapura incubando-se a 4°C por 12 horas. Para
a transformacao foram utilizadas células competentes de Escherichia coli cepa XL1-Blue pelo
método de eletroporacdo. Para isso foram utilizados 2 pl da reacdo de ligacdo, 2 ul de agua
ultrapura e 50 pl de células competentes armazenadas a -80°C. A eletroporagio foi feita a 1,8
V e em seguida foram adicionados 950 ul de meio SOC e incubou-se por 1,5 hora a 37°C sob
agitacdo. Placas de petri contendo meio de cultura LB amp (ampicilina 50 pg/ml), 40 pl de X-
gal (40 pg/ul), 16 pl de IPTG (0,5 M) foram inoculadas com a cultura de células
transformadas e incubadas a 37°C por 12 horas. A sele¢do dos clones foi direta, sendo baseada
na atividade do gene da B-galactosidase. As colonias brancas (recombinantes) possuem esse
gene inativo € ndo produzem a enzima que cliva o X-gal produzindo o azul de indigo. Os
clones ndo recombinantes possuem esse gene ativo sendo capazes de transcrever e traduzir a
enzima, o que torna as colonias azuis. A eficiéncia de transformacdo foi calculada por meio
do quociente de colonias brancas sobre o total de colonias (brancas+azuis). Cada colonia

branca foi repicada em duas novas placas de Petri (120 colonias/placa) contendo meio LB
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amp, sendo que sobre um dos meios de cultura estava colocada uma membrana de
nitrocelulose (Hybond — N, Amershan Pharmacia). Em seguida ambas as placas foram

incubadas a 37°C por 12 horas (Rafalski et al., 1996; Sambrook et al., 1989).

pGEM®-T
Vector

SEVADS A

Figura 1.5. Desenho esquematico do vetor pGEM-T mostrando o poli-linker onde o
fragmento ¢ inserido. A inser¢do do fragmento implica na inativagdo do gene lacZ e formagao
de colonias brancas, incapazes de metabolizar o X-gal.
Selecéo dos clones positivos

Para que fosse realizada a hibridizacdo, as membranas de nitrocelulose foram
submetidas ao seguinte tratamento: solu¢do desnaturante por 5 minutos, solucdo neutralizante
5 minutos, solu¢do de SSC 2x por 5 minutos, sempre sob agitacdo. Em seguida a membrana
foi colocada sobre papel Whatman 3M para secar. O controle positivo foi adicionado ¢ 0 DNA
fixado por meio de luz UV num crosslinker. Feito isso as membranas foram colocadas em
solugdo de lavagem por 30 minutos sob agitacdo e o excesso de coldnias foi retirado
esfregando as membranas. Em seguida estas foram colocadas em solucdo de lavagem por 10
minutos sob agitacdo e apos a secagem foram utilizadas na hibridizacdo para a confirmacao
de clones positivos para seqiiéncias SSR utilizando sonda poli AG/TC marcada com
digoxigenina. A selecdo dos clones positivos foi feita por meio de selecdo das coldonias

positivas no resultado do southern blot.
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PCR e reacgéo de sequienciamento

Os clones positivos identificados na hibridizagdo foram diluidos em 80 pl de agua
ultrapura estéril e expostos a 95°C por 5 minutos. Estes foram utilizados como template nas
reacdes de PCR prévias as reagdes de seqiienciamento (Figura 1.6). Nestas PCRs foram
utilizados os iniciadores forward e reverse M13 que sdo complementares a regides do vetor.
As reagdes constituiram-se de volume final de 50 pl e continha 8,0 pl de template, 1x de
tampao 10x, 0,75 uM de iniciadores M13, 0,35 mM de dNTP, 1,3 U de Taq DNA polimerase
sendo o volume completado com agua ultrapura estéril. O programa da reacdo de PCR
constituiu de uma desnaturac¢io inicial a 95°C 5 minutos, 20 ciclos de 94°C 1 minuto, 58°C 1
minuto, 72°C 1 minuto seguidos por uma extensio final a 72°C por 7 minutos. Os produtos
das amplificagdes foram purificados utilizando o protocolo de acetato de amodnia e etanol:
foram adicionados 10% de NaOAc 3M pH 4,8 e dois volumes de etanol absoluto em seguida
incubou-se a -20°C por 30 minutos e centrifugou-se por 30 minutos a 10.000 rpm. Os
sobrenadantes foram descartados e os precipitados lavados com etanol 70%. Apds a secagem
foram adicionados 10 pl de 4gua ultrapura aos precipitados. Estes foram quantificados em gel
de agarose 2% corado com brometo de etidio e visualizados em luz UV.

Esse produto foi utilizado como DNA template nas rea¢des de seqiienciamento que
foram realizadas em analisador automatico de fragmentos ABI 377 (Perkin Elmer) utilizando
o Kit BigDye Terminator Cycle Sequencing (Figura 1.7). Para isso foram utilizados 600 ng de
DNA, 0,5uM de iniciador forward ou reverse M13, 4 ul de pré-mix (Big Dye Terminator) ¢
agua ultrapura. O controle utilizado foi o DNA do plasmideo M13. As reagdes foram
submetidas a PCR em termociclador 9600 (Applied Biosystems) seguindo o programa 96°C 3
minutos, 25 ciclos de 96°C 20 segundos, 50°C 20 segundos e 60°C 4 minutos seguidos de uma
extensdo final de 60°C por 5 minutos e mantidas a 4°C até sua utilizagdo. As reagdes foram

purificadas antes de serem seqiienciadas (instrugdes do fabricante).
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Figura 1.6. Quantificacdo da reacdo de PCR do inserto pré-reagdo de seqiienciamento. O
produto desta PCR ¢ purificado e utilizado como template na reacdo de seqiienciamento. As
setas azuis indicam o marcador Ladder 1Kb, e as vermelhas o padrdo de peso molecular A
DNA (200ng). A partir da terceira linha as reacdes de PCR das colonias positivas.

lels] v [Eio] =1 i | vqofT 2] 1] Charrel: 142,50 Sean: 8182 LaesLised: 48
3 5 7 9

sssassnmmsnsacsssansessess

B b A A A A A

o Current Cormb Type (et in prefs): Sharks Tooth Z

Figura 1.7. Imagem de uma eletroforese de seqiienciamento em ABI 377. Representa o
primeiro passo nas andlises das seqiiéncias para um posterior desenho de iniciadores.
Desenho dos iniciadores e otimizacéo dos locos SSR

As seqiiéncias dos clones obtidas apds o seqiienciamento foram analisadas e as que
continham repeti¢gdes SSR dinucleotideas foram selecionadas para o desenho de iniciadores
especificos complementares a cada regido flanqueadora das seqiiéncias SSR utilizando o
Programa Primer 3 (Rozen & Skaleshy, 2000) (Figura 1.8). Os critérios utilizados para o

desenho dos iniciadores foram os seguintes: temperatura média de anelamento variando entre

44



52 e 60°C, sendo permitida uma diferenca maxima de 3°C entre forward e reverse. Contetido

de GC variando entre 40 e 60% além de ndo complementaridade entre os iniciadores.

Primer3 Output

PRIMER PICKING RESULTS FOR Mh 03

No mispriming library specified
Using l-based sequence positions Z Z

OLIGO start _len tm gci any _ 3' seq

LEFT PRIMER 17 22 60.05 54.55 2.00 0.00 CCACTTCIGICICICICCICGT
RIGHT PRIMER 210 20 60.26 50.00 4.00 2.00 TGGGTGATTGCAGaGRCGTA
SEQUENCE S5IZE: 216

INCLUDED REGICN SIZE: 216

PRODUCT SIZE: 194, PAIR ANY COMPL: 6.00, PAIR 3" COMFL: 2.00
TARGETS (start, len)*®: 48,34 Z Z

1 AARTTAAGACTGAACTACCACTTCTGICTICTICTCCICGTICTACCATTTCTICTCICTCECTIC
FEEIEIEFEIIIFIRIIERIY W

61 TCICTCICTCICTCICTCICTCCCCCCCCCCTeTcTTgeTCCaGGECGCCCTCACTCTCG

*********************

121 TcCATAGGCACTGIGGGCATATCCCACTATTIAGTGACGRAATAGLATTaTTCCCAGACTAT

A

181 CAGAGTGTCCTACGICtCTIgCRATCACCCRARATGT
S SRS S AL et L L ettt et

KEYS (in order of precedence):
=wwww% target

F¥¥rrr> left primer

<<<<<< right primer

@;‘] Fazendo o download a partir do site: file:/fC:\Documents and Settings\UsuérioYMeus documentos'\Embrapaimh\SequenciasMh 03.htm j Meu computadar

Figura 1.8. Programa Primer3 (Rozen & Skaletsky, 2000) para desenho de iniciadores nas
regides que flanqueiam o SSR. Dados importantes: tm temperatura de melting de cada
iniciador - ¢ ideal que a diferenca de temperatura entre os iniciadores ndo seja maior que 3°C;
gc% nao deve ser inferior a 40%; * se refere ao alvo, o SSR; >>> seqiiéncia do iniciador
forward; <<< complementar da seqiiéncia do iniciador reverse.

Os iniciadores sintetizados foram testados em uma série de reacdes de PCR utilizando
DNA de quatro arvores de M. huberi a fim de se obter a temperatura de anelamento ideal
para cada par de iniciadores. Para isto foram testadas temperaturas que variaram entre 52 e
62°C. A reagdo de PCR consistiu da seguinte combinagio de reagentes: 4 ng de DNA, 1x (10
mM Tris-HCI, pH 8,3; 50 mM KCI) de tampao de PCR, 1,5 mM de MgCl,, 0,24 mM de
iniciadores, 0,25 mM de ANTP, 0,25 mg/ml de BSA, 1,3 U de Taq DNA polimerase e agua
ultrapura. Para a reacdo foi utilizado o seguinte programa no termociclador MJ Research:

94°C por 5 minutos, 30 ciclos a 94°C 1 minuto, temperatura de anelamento em teste por 1

minuto, 72°C por 1 minuto e uma extensio final de 72°C por 7 minutos. A temperatura de
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anelamento era variada de modo a aumentar a especificidade e eficiéncia de anelamento de
cada par iniciadores. Os produtos amplificados foram visualizados em gel de agarose 3,5%
corado com brometo de etidio. A partir dos resultados das amplificacdes, as deteccdes de
polimorfismo foram realizadas em géis desnaturantes de poliacrilamida 4% de alta resolucao
corados com nitrato de prata utilizando-se 12 individuos adultos de M. huberi procedentes da
area de estudo na Floresta Nacional do Tapajos, Pard. Com base no grau de polimorfismo,

alguns locos foram selecionados para serem utilizados nos estudos populacionais.

Analise dos dados

A interpretacdo dos alelos amplificados em pares de base (pb) foi realizada tendo
como base um marcador de fragmentos de tamanho conhecido (Ladder 10 pb). A eficiéncia
do processo de desenvolvimento de marcadores SSR utilizando biblioteca enriquecida foi
calculada baseada no produto das trés proporg¢des a seguir: (1) propor¢do de clones positivos
por hibridizagdo, (2) propor¢ao de pares de iniciadores desenhados e (3) propor¢ao de pares
de iniciadores que resultaram em amplificacdes de produtos discretos. As estimativas de
numeros de alelos/loco e freqliéncias alélicas foram calculadas diretamente dos genotipos

observados. As estimativas de heterozigosidade esperada (H, ), heterozigosidade observada
(H,), indice de fixagdo ( f ), e os testes de aderéncia ao equilibrio de Hardy-Weinberg ¢

equilibrio de ligacdo de locos dois a dois, foram realizados utilizando-se o programa GDA -
Genetic Data Analysis versdo 1.0 (Lewis & Zaykin, 2001). Os valores de exclusdo de
paternidade Pr(EXx;), na auséncia de ambos os genitores e Pr(Ex;), na auséncia de um genitor ,
i.e., quando a mae é conhecida (Slate et al., 2000), foram estimados utilizando-se o programa
CERVUS 2.0 (Marshall, 1998-2001). Este software também foi o utilizado para a estimativa
de freqiiéncia de alelos nulos utilizando um algoritmo iterativo baseado na diferenga entre

heterozigosidades observada e esperada. Um loco que apresenta alto valor de freqiiéncia de
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alelo nulo indica excesso de homozigotos, mas nao necessariamente implica que ha alelo nulo
(Marshall et al., 1998). Alelos nulos sdo uma causa comum de desvios aparentes do
Equilibrio de Hardy-Weinberg, particularmente quando apenas um loco apresenta esse desvio.
Por defini¢dao, um alelo nulo é qualquer alelo que consistentemente falha em amplificar em
reacdes PCR (Dakin & Avise, 2004). Iniciadores desenvolvidos para amplificacdes de regioes
microssatélites sdo especificos e desenhados com base em apenas um individuo. Alelos de
outros individuos da mesma espécie ou de outras espécies podem apresentar variagdes em
diferentes graus na regido de anelamento do iniciador fazendo com que a amplifica¢ao falhe
(Primmer et al., 1995). Em geral, mutagdes no sitio de anelamento da regido 3’ do iniciador,
onde a extensdo tem inicio representam fator primordial para a ocorréncia de alelos nulos
(Kwok et al., 1990). Outros fatores que podem levar a interpretacdo de existéncia de alelos
nulos dizem respeito a competitividade caracteristica de reagdes PCR que faz com que alelos
menores amplifiquem de forma mais eficiente (Wattier et al., 1998) e a baixa qualidade ou
quantidade de DNA template (Gagneux et al., 1997). Outras explicagcdes possiveis para
excesso de homozigotos incluem selecdo contra individuos heterozigotos e subdivisao

genética da populagao.

Transferibilidade para a espécie M. multifida

Sabe-se que a transferibilidade de locos SSR entre espécies correlatas pode ser
realizada. O género Manilkara ¢ composto por dezenas de espécies em florestas tropicais, a
maioria das quais sdo alvos de exploragdo madeireira. Estas espécies estdo distribuidas em
diversos biomas, sendo encontradas na Africa, Havai ¢ América do Sul (Amazodnia e Floresta
Atlantica). Atualmente, mais de 20 espécies do género Manilkara estdo listadas na RED LIST
da TUCN, estando classificadas como vulneraveis ou em risco de extingdo. Algumas espécies

membros deste género apresentam forte semelhanca morfoldgica, possivelmente resultado de
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uma relagdao filogenética relativamente proxima. Essa observacao pode ser traduzida em
similaridade gendmica suficiente entre as espécies para permitir a transferéncia interespecifica
de marcadores microssatélites.

Com o objetivo de transferir os locos desenvolvidos para a espécie Amazonica M.
huberi, todos os 27 pares de iniciadores foram testados em outra espécie do género Manilkara
igualmente explorada pela industria madeireira: M. multifida T.D. Penn., uma espécie
madeireira da Mata Atlantica classificada como espécie em risco de extingdo devido a intensa
acao antropica (Pires O’Brien, 1998) de modo a obter a temperatura ideal de anelamento.

Para os testes de transferibilidade, os locos SSR foram amplificados em reacdes PCR
de 13 pl contendo: DNA (3 ng), tampao PCR 1x (10 mM Tris-HCI, pH 8,3; 50 mM KCI),
iniciador forward (0,28 uM), e iniciador reverse (0,28 uM), MgCl, (1,5mM), BSA (0,25
mg/ml), dNTP (0,25 mM) e 1,3 unidades de Taq polimerase (Invitrogen). As condi¢des de
PCR foram as seguintes: desnatura¢do a 94°C por 5 minutos; 35 ciclos de desnaturagio a
94°C por 1 min, anelamento a T, (Tabela 1.4) por 1 min, e extensdo a 72°C por 1 min, € uma
extensdo final a 72°C por 15 min. As detec¢des de polimorfismo foram realizadas em géis
desnaturantes de poliacrilamida 4% de alta resolu¢do, corados com nitrato de prata. O
polimorfismo foi avaliado utilizando um total de 12 individuos adultos de M. multifida
oriundos de uma populagdo da Mata Atlantica em Ilhéus, BA. As amplitudes alélicas foram
definidas com base no Ladder 10 pb (Invitrogen).

A média do nimero de alelos por loco (A), heterozigosidade observada (H,) e
esperada (H,) e desequilibrio de ligagdo foram estimados utilizando o software GDA -

Genetic Data Analysis versdo 1.0 (Lewis & Zaykin, 2001). Probabilidades de exclusdo de
paternidade (Pr(Exc|) e Pr(Ex)) foram estimadas utilizando software Cervus 2.0 (Marshal,

1998-2001; Marshal et al., 1998).
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RESULTADOS

Biblioteca genébmica enriquecida para sequéncias hiper-variaveis

Entre as trés enzimas de restri¢do testadas, Sau3A, Msel e Tsp509, foi observado que
a Tsp509 produziu uma melhor digestdo de DNA de M. huberi gerando grande quantidade de
fragmentos com tamanho variando entre 200 e 800 pb, sendo a escolhida para a construgdo
da biblioteca genomica. A partir de 50 pg de DNA digerido com Tsp509, foi possivel
recuperar por meio de elui¢do de DNA do gel de agarose cerca de 20 pug. A reacdo de PCR
do passo de controle do enriquecimento revelou boa quantidade de DNA na solugdo de
controle e na solugdo final de DNA adsorvido as contas, e revelou também que durante as
lavagens nao foi perdido DNA (Figura 1.4). Ambas as solugdes em que a reagdo de PCR
ocorreu hibridizaram com a sonda poli AG/TC indicando a presenga de seqiiéncias SSR.

A eficiéncia de transformagao de células competentes E. coli XL1-Blue com a ligagdo
do fragmento de DNA ao plasmideo foi de 75% (Figura 1.9). De 480 colonias brancas
repicadas nas placas contendo meio LB amp + Xgal e IPTG, 271 (56%) foram consideradas
positivas ap6s os resultados de hibridizagdo com a sonda poli AG/TC (Figura 1.9) e destes,

251 foram seqiienciados.

Figura 1.9. A) Exemplo de transformacdo de células competentes de E. coli. As coldnias
brancas representam os clones positivos que foram repicados em duas novas placas. B)
Resultado de Southern blot. Imagem do filme ao qual foi exposta a membrana hibridizada
com sonda TC;3. Os pontos escuros representam colonias positivas.
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Sequenciamento de clones e triagem de pares de iniciadores

Os resultados do seqiienciamento (Figura 1.10) dos clones selecionados por
hibridizagdo com sonda poli AG/TC indicaram 29 (11,55%) clones adequados ao desenho de
iniciadores, sendo 27 com seqiiéncias SSR inéditas. As seqiiéncias remanescentes foram
descartadas por auséncia de SSR; redundancia; SSRs no inicio das seqiiéncias, préximo ao
adaptador, impossibilitando o desenho de iniciadores; SSRs ndo dinuclotidicos; clones com
regides de sinal dubio, ou seja, incerteza na identificacdo completa da seqiiéncias de bases
nitrogenadas; seqiiéncias com repeticdes SSR curtas; percentagem de GC abaixo de 40% nas

regides flanqueadoras. Um loco (Mh26) apresentou desenho de iniciador adentrando o SSR.

FGA GC A GA TCGCAGA GA GA GA GAGA GA GA GA GAGA GA GA GA GA GA GA GAAC GC GA GAGA GA A A
40 a0 360 jerin] 3a0 90

il

e TAGE TAA GG TCAGA GAACAGA ACAGALCA GALAC A GALCA GA AGAAGLAALCAGAASLL TG G GA

GAL L CA GRS LS T GG GO GA GA GO GA GO GO GA GA G GA GO G GO GO GA GO GO GA G GGG TAML AL G
BE0 370 380 390 400 410 420

C

\ L\

Ba GA GAAA GTA TACAA &4 TA TATATATATA TAGA GA GA GA GA GAAACC CA TACAACAL GA GCA A G
270 280 2a0 300 0 320 x|

D

ik “"L ’ LT i Wil

Figura 1.10. Eletroferogramas de seqiiéncias que contém SSR. A) SSR perfeito. B) SSRs de
outra classe, (GAACA). C) Diminuigdo de intensidade logo ap6s o SSR dificultando o
desenho de iniciadores. D) Exemplo de um SSR composto TA/GA, forma também
comumente encontrada.
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Dentre os 29 clones selecionados, dois eram redundantes (Mh15 com Mh16 ¢ Mh03
com Mh24) restando 27 clones com seqiiéncias unicas. Destes 27, quatro (14,8%) ndo
amplificaram (Mh11, Mh21, Mh23 e Mh29), dois (7,4%) amplificaram em alguns individuos
e falharam em outros (Mh15 ¢ Mh16 que eram iguais ¢ Mh27) e foram descartados. Vinte ¢
um (77,8%) amplificaram em temperaturas de anelamento que variaram de 52 a 60°C.
Destes, trés (14,3%) nao amplificaram fragmentos nitidos (MhO1, Mh25, Mh28), cinco
(23,8%) eram monomorficos (Mh05, Mh09, Mh10, Mh14, Mh18) e 13 (61,9%) apresentaram
polimorfismo (Mh02, Mh03 e Mh24 que eram iguais, Mh04, Mh06, Mh07, MhOS, Mh12,
Mh13, Mh17, Mh19, Mh20, Mh22, Mh26). As seqiiéncias destes clones estao na Tabela 1.1,
indicando os iniciadores em verde e o SSR em azul. Quanto ao tamanho, as seqiiéncias de

SSR variaram entre nove e 23 repeticoes.

Tabela 1.1. Seqiiéncia dos clones que geraram fragmentos polimoérficos. As regides em verde
representam o local de desenho dos iniciadores e as seqiiéncias em azul representam as
seqiiéncias SSR. Os clones Mh03 e Mh24 sdo idénticos.

Loco Sequéncia

AATTTCCCTTGAATCTGTGTACGTATATGTGTCTATATAGGCGCCTCTTGCCTCGCCCCCTTTTCCCGC

Mh02 AAATCCTCCAGCTTTCTTCTTCGTCAGTTATTTCTCTCTCTGTCCGAAACACACTCTCTGTCTCTCTCT
CTCTCTCTCTAGTCTTCTTCTGATTCTCTTTCTCCGGCTTTCTCTCCCCTTTCCGATTGACATTGGTCT
CAGCCC

AATTAAGACTGAACTACCACTTCTGTCTCTCTCCTCGTCTACCATTTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCT

Mh0o3 CTCTCTCTCTCTCCCCCCCCCCTCTCTTGCTCCAGGGCGCCCTCACTCTCGTCCATAGGCACTGTGGGC
ATATCCCACTATTAGTGACGAATAGTATTATTCCCAGACTATCAGAGTGTCCTACGTCTCTGCAATCAC
CCAAAATGT

AATTACCCGCCAATCTCTTAATGGACCGGTTAGTTGTTATGAAGGGAAACCAAAATACATCAGAGCCCC
CCAGATCTACTAGTCTTCATTTGCACTCTCCATGGTTCCAGTTTTCCACTAATAGACCCATTTAACTCT

Mho4 CTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCATATTGATATAGGCCATGTACAGATCACCATTGGCACATCTCAGGCAC
CACCACCATCATCATCCTCGGAGGTGCCAAGAGGCTTCCGCTCGCTTGCTCACGCCATTGACTCTTTGG
ATTTGTGGCATGT

AATTACACGCACAAAACAAACCAACCCATCTATAGATATAGGAAAACGAACAAGAAGAATCCACCAGCA
TACATGAAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGTTTCGGATGAAAAGCAATATTAGGTAAAAAGA

Mh06 GATCGATATAGAAGAGAAGAGCAACCCTCCTTCAAGAAAGAAAAGATGGACAGTCTAACGAGAGAAGTG
GCTGAAGATTTTGTGATAATCGGAGGATTGATAGTGGTGCAAGTTGTATACGCTGGAAACTCGGTGTTG
CTGAGTTATATTATGTCCTTGGG

AATTGCAGCATATCCACACCAACTTTGAGCTCCAAAGCAGCAAACTTGATTAGTCGCCACCGTCAAAAT

Mh07 CCAAATCCACCATGACAATAGCCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCCCCCTCTCTCTCTC
ACACACACACACACTCATTTTATTTCTCTAACCCATCACCCTTTGCCAAATCTATTAACCCCAACATCA
CTGGTGCGTGCCAACACCAGCTTGCTCAG
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MhO08

Mh12

Mh13

Mh17

Mh19

Mh20

Mh22

Mh24

Mh26

AATTCGCTTGCGAGGCACCTCGCTGATCATCGGATGTGATTGGTAATGGGAGCCGTTTGAGAGCCTTTG
TTTCTAGTTGTGTTGAAGTTCTTGGATGCAAGGCCACTCTGCCGTTGTTTGAAGGGTCAGTGTTAGTCG
ACTCTTGTTGTTAAGTTTGATTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCCATATAACTGTTGTGTGTGATGCA
ACAAATGCTACCCAGTCTTTGTGGTTTGTTTGCC
AATTCCTGCGGAACTGTGGAAAGAGTTCTCGTGACTGCTTCCTCTATCCACAAAATATCTACTGTATTA
TTGGGGGTCCTCCCTCCCTCCCTCCCTCTCTCTCTCTCTCTCTCCACACACACACACGAACTTTTTCTT
CCGTCTCTTTCTCTCTCTATGGACTTTTTCTTCTCTGAGTTCTCGTCAGTCATTGCTGTGGATAAAAAA
ACATTTGTTACCATCAGTAAGATCAGCTTTTTCAAATGAACAAACATTTGTGGTACT

AATTGATAGCTGAGATTAACCTTTATTTCAAAAACAATGGTTGATACAAACAAAAACTGAGATGAGTGG
CTGAGATTAAAAACTTGTCCCACAAGATCCCATCTTCTCCTCTTTTTCTTATTCCCTCTTCTATCCTGC
TCGCCCAAAGCCCTCTCTCCCTCCCCAGCGTGCCACCTCTGTTCTCTCTCTCTCTCTCTTTCGGAAACA
ACACCCTCTTGTTAATCGACGGCAACAACGCTGTCGAGGTGTGAAAATCATTCTTCTAATCTGTTAATC
AACGAAGACAAA

AATTACCTCCGTATTGGGAGTAAATGTAAAACTAACCAACCAACTAACTAGTGCCCTCACCATTCTAGA
TCCCATCTAATCATAGCCATCAAATGGCGAGGCGAGTGCGANCACTAGGGATTATCGTGGCCTTCTCGT
ACGTGATCACGATGACCTCTCAGTGGATGAGATGGCAGAGCGGGTCAGACGAGATCGAGCCCGTCATAT
CGGCCTATGAATACATATGAACCTTGTATTTACAGCGTCCCCGCTCTCTCCTCTCGCTTCCCTTCTTTC
TTTGTCCCATCTCTTTACAGGTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTGGTATACATTACAGCTTCTCG
CGGACTCAATCGAACGCATACACAGGTTCTTATCT

AATTACAACCAAAGCTCCACTTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTATTGA
CTATACATCATGGATCCGCCGGAACACCCGGCCGGCAAGTCCCCAAGAAGGGAGCTCCAAGGTCCCCGG
CCGGCCCCACTGAAAGTGCGAAAAGACTCTCACAAGATCAGAAAA

AATTGGAAGTTTTGACCATTTGGGAATAATGTAAAGCAGAGAAAAAGAGAGCATATGATAAAAGAGCTG
GGATAATCGAGAGCAAAACACACGCGCATAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGTGGATATCGTGA
AGGGTTAGTGTTATGTCTTCTAGGGATAATGGATGA

AATTCATCTCCCACCCTGGTTGTACGCCGGATGGCAGTGAAGCCGCCCAATCGTTCCCATTATAGCCCT
CCACCTGCTCCTCATTGCCCTTCTCTCTCTCTTTCTCTGTCTAAAATCCCTCGCTCTCTCTCTCTCTCT
CTTTCTCTCTCTCTCGCAACTAGCTAGCTTCCATTTCCTGCTACCCCTTTTCTCTTTTAACGCATTCGG
CTTCAACTTGAGCTTGCATGTGCTCTCTCACTTCTTCAAAGTATCTACTAGATCCTTGGGTTACTGGCA
ACTTCTTGAAGCAACTGGTTGCTTGACTAT

AATTAAGACTGAACTACCACTTCTGTCTCTCTCCTCGTCTACCATTTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCT
CTCTCTCTCTCTCCCCCCCCCCTCTCTTGCTCCAGGGCGCCCTCACTCTCGTCCCTAGTCACTCTGGTT
ATATCCCACTATTAGTGACAAATAAAATTTTTCCCAGACTATCAGAGTGTCCTACGTCACTGCAATCAC
CCACAATGTCAAATCA

AATTGGCATTCTTAAATCCAAAATACAAATCCTCTATCTGCTCAGACTGCTTTCTTTTTGCTATCTGTC
TCTCTATTTGTGGGTTAGTACTCTCTACTTCTCTGTCTTTTCATAGCATATGGGTTATACAGTTGATTG
TGTCATGATTTTCATTAAGTTTATGGTTAAAATGGGTTGATACTATCCTTCTATACCGAGTTTGCCGAA
GTGTAGTTGCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTTCTCCAAATCACACTTATTGCATACCTT

Dentre os locos polimorficos, um (7,7%) apresentou SSR composto CT/AC, e 12

(92,3%) apresentaram repeticdes AG/TC. Os tamanhos de fragmentos esperados variaram

entre 151 e 230 pb. Os locos Mh02, MhO7 e Mh13 foram os que apresentaram menor

quantidade alelos, quatro, € o loco Mh20 o que apresentou maior quantidade, oito. Em média

foram encontrados 6,08 alelos por loco. As seqiiéncias dos treze locos polimoérficos foram
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depositadas no Gene-Bank e estdo disponiveis. A Tabela 1.2 apresenta as seqiiéncias dos

iniciadores e numero de acesso no Gene-bank.

A maioria dos iniciadores apresentou temperatura de anelamento de 56°C o que ¢

extremamente vantajoso para a montagem de sistemas multiplex, onde varios locos sdo

analisados simultaneamente a partir de uma unica reagdo de PCR ou de PCRs independentes

e seguidas de um unico gel de eletroforese. A amplitude alélica variou entre 134 ¢ 274 pb

(Tabela 1.3).

Tabela 1.2. Informagdes sobre os doze locos polimérficos, indicando o motivo repetitivo, a
seqiiéncia dos iniciadores, A se refere ao nimero de alelos, o tamanho de fragmento

esperado de acordo com o software Primer3 e o nimero de acesso no Gene-Bank.

Loco SSR Sequéncia do iniciador (5° - 3’) A Z:gg?;gg n"é;;neI?e
e ©h. p GG ¢ s bonwe
s n, L TICISIACTAIICT 1 s
ot ep, §SQUIIIASAICTT s s s
s @n. L ASICEAAMACANCER 1 s
ot e L SHSCIAIMEACET 4 v
wnos e, | STATGCOACCCITIONA 1 o avsiams
iz e, §ICONTITIOMEIST T s s
s en, L IISICCCMONISCOTE 4 pons
i e, | CASGHONCITIGASTON o ne v
wnis en, §ANTACACOMAGEICOCTT 1 v
oy oo OMCTITIONCHITGOONT & 0 avauan
wnaz e, f SSQITAGSCTECCT T 7 e avsiae
e en, G SQOEICIGACINT 1 s
Mh 26 (CT)ss g: TGCTCAGACTGCTTTCTTTTTG 6 230 AY514016

: TGCAATAAGTGTGATTTGGAGAA
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Mesmo apds a triagem de seqiiéncias no processo de desenho dos iniciadores, foi
observado no processo de otimizacdo que ainda havia dois pares de clones que apresentavam
seqiiéncias redundantes. O Mhl15 e Mhl6, que ja haviam sido descartados por ndo
amplificarem corretamente, ¢ os clones que geraram os locos Mh03 e Mh24, ambos
polimorficos, porém com padrao distinto. Pequenas diferencas na seqiiéncia e desvio no
desenho de um dos iniciadores geraram tamanhos de fragmento esperados diferentes entre os
locos. Além disso, foram observadas diferengas na otimizagdo o que levou os dois locos a
temperaturas de anelamento diferentes. Para o loco Mh03 a temperatura de anelamento ideal
foi a de 56°C (Figura 1.11B). O loco Mh24 por sua vez, quando amplificado com
temperatura de anelamento de 56°C, gerou uma série de bandas inespecificas (Figura 1.11E)
e foi determinado como temperatura de anelamento ideal para esse loco 60°C (Figura 1.11B).
Padrao de bandas, temperatura de anelamento e amplitude alélica diferentes foram
observados, e apos uma nova conferéncia das seqiiéncias observou-se que se tratavam do
mesmo loco. Devido a falha em amplificar alguns alelos, o loco Mh24 foi desconsiderado.

Sendo considerado no total 13 locos polimorficos.

v v \
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Figura 1.11. Géis desnaturantes de poliacrilamida 4% corados com nitrato de prata. A)
Locos, Mh06, Mh07, Mh08 ¢ Mh09 (Ta=56°C). B) Loco Mh 03 (Ta=56°C). Loco Mh24
(Ta= 60°C). C) Locos Mh10 ¢ Mh12 (Ta=56°C). D) Locos Mh15, Mh16, Mh17 ¢ Mhl8
(Ta=56°C). E) Locos Mh19, Mh20, Mh22 ¢ Mh24 (Ta=56°C). Mh24 apresentou bandas
inespecificas a 56°C. As setas superiores indicam o marcado Ladder 10 pb.



Analises estatisticas
A eficiéncia da construgdo da biblioteca enriquecida foi de 4,7% (0,5646 x 0,1076 x 0,778 =
0,047) e a eficiéncia em gerar locos polimorficos passiveis de serem utilizados foi de 2,9%

(0,5646 x 0,1076 x 0,4815 = 0,029). Os valores de heterozigosidade esperada (H, ) variaram

entre 0,634 e 0,862, gerando uma média para os treze locos polimérficos de 0,787 e de

heterozigosidade observada (H ) variaram entre 0,417 e 1,0, com média de 0,750. Nenhum

desequilibrio de ligacdo entre locos dois a dois foi detectado. O indice de fixagdo nao foi
significativo. Alta freqiiéncia de alelos nulos foi estimada para o loco Mh06 (0,298), para os
demais locos as freqiiéncias de alelos nulos ficaram abaixo de 0,2. A estimativa de exclusao
de paternidade a priori na auséncia de ambos os genitores, Pr(Ex;), variou de 0,193 a 0,5,
gerando um poder de exclusdo de 0,999 para os locos combinados. A estimativa de exclusao
de paternidade a priori na auséncia de um dos genitores, Pr(Exy), variou de 0,326 a 0,672 ¢

gerou um poder de exclusdo de 0,999998 para os locos combinados.
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Tabela 1.3. Informagdes sobre 13 locos SSR de M. huberi com base na analise de 12

individuos.
Locg ~AMPHEAied qec A H, H, f PrExw)  Pr(Ex)
Mh02 149-159 56 4 0,634 1.000 -0,620 0.193 0.326
MhO03 176-204 56 7 0,859 1,000 -0,173 0,477 0,650
Mho04 189-209 52 5 0,768 0,583 0,249 0,319 0,492
Mh06 162-188 56 7 0,754 0,417 0,458 0,325 0,502
MhO07 153-187 56 4 0,746 0,750 -0,005 0,300 0,473
MhO08 172-202 56 7 0,862 0,917 -0,066 0,485 0,659
Mh12 187-211 56 7 0,859 0,667 0,231 0,481 0,655
Mh13 149-171 52 4 0,659 0,667 -0,011 0.210 0.356
Mh17 240-274 56 6 0,721 0,750 -0,042 0,295 0,480
Mh19 146-164 56 7 0,862 0,750 0,135 0,500 0,672
Mh20 134-166 56 8 0,848 0,833 0,018 0,458 0,632
Mh22 180-206 56 7 0,841 0,833 0,009 0,449 0,627
Mh26 224-250 58 6 0,819 0,583 0,297 0,400 0,579
Média 6,0 0,787 0,750 0,047 0,999 0,999998
Superior 0,175
Inferior -0,094

Temperatura de anelamento (T,°C), heterozigosidade esperada (H , ), heterozigosidade observada (H ), indice

de fixagdo (f) e o intervalo de confianga a 95% , probabilidades de exclusdo de paternidade (Pr(Ex,) e

Pr(Ex,)).

Transferibilidade para M. multifida

Dentre os 27 locos testados para a transferibilidade para a espécie M. multifida de

ocorréncia na Mata Atlantica, 24 (88,89%) amplificaram e foram visualizados em gel de

agarose 3,5%. Na detecgdo de polimorfismo em gel desnaturante de poliacrilamida, sete ndo

apresentaram alelos facilmente interpretaveis, oito apresentaram padrdo monomorfico e nove

locos apresentaram polimorfismo (Figura 1.12). Dentre estes, dois apresentaram padrdo

monomorficos em M. huberi.
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Figura 1.12. Gel desnaturante de poliacrilamida 4% corado com nitrato de prata da
transferibilidade para M. multifida.

Foram transferidos de forma eficiente e sdo polimoérficos os locos: Mh02, Mh04,
MhO05, Mh06, Mh08, Mh12, Mh15, Mh22, Mh26. As estimativas obtidas das analises com os

locos transferidos estdo na tabela 1.4.

Tabela 1.4. Informagdes sobre os marcadores microssatélites transferidos estimadas de uma
amostragem de 12 arvores.

Locos  SSR Seqguiéncia do iniciador (5’ - 3’) :I\gl]i?:gt&:% T.°C A H, H, P.(Ex,) P (Ex,) no'éﬂf"
MhO2  (CT) g %%?55&8282“&%% AAT 176204 56 3 0,712 0500 0439 0,616 DQ923496
Mho4 €Ty, | GCACICTCCATOOTICCAST 184210 54 5 0822 0600 0336 0516 AYS514006
MhOS  (CTh | ho e aa o 140-190 54 6 0813 0,714 0362 0540 DQ923497
Mh06  (GA)us iﬁ‘égggﬁ%ﬁ:ﬁggﬁggﬁé 180-200 54 5 0809 0,643 0319 0499 AY514007
Mhos Ty, | SrAATGCOACGCCOTTIIAGA 168202 54 7 0901 0429 0,500 0,671 AY514009
MRI2 (CTIAC)K | e rac g BOIARAGACT 168184 54 3 0591 0833 0,147 0265 AYS514010
Ml (CD p %2?&%%?%%‘%&%%@%2 162220 50 8 0890 0571 0490 0,662 DQ923499
Mh22  (CT)s g T A 140-190 54 7 0813 0,714 0380 0565 AY514014
Mh26  (CTh g pocn A A 220230 54 6 0857 0857 0418 0597 AYS514016
Média 5 0773 0686 09903 09998

Temperatura de anelamento (Ta ), nimero total de alelos (A), heterozigosidade esperada (He ),

heterozigosidade observada (H ), probabilidades de exclusdo de paternidade (P, (EX;) e P.(EX,))
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DISCUSSAO

Eficiéncia da metodologia utilizada

Esses resultados mostram que seqiiéncias repetitivas de CT sdo freqiientes no genoma
de M. huberi e passiveis de isolamento para o desenvolvimento de marcadores
microssatélites. Pares de iniciadores foram desenhados para 11,55% dos clones
seqiienciados, uma vez que somente as seqiiéncias perfeitas foram utilizadas. Estes resultados
sdo pouco inferiores aos observados em outras espécies que utilizaram o mesmo protocolo de
construgdo de biblioteca gendmica enriquecida, como 14,4% para Caryocar brasiliensis
(Collevatti et al., 1999), 16% para Copaifera langsdorffii (Ciampi et al., 2000) ¢ 15% para
Bagassa guianensis, 17% para Dipterix odorata ¢ 14% para Jacaranda copaia (Vinson,
2004). A selecao de clones por PCR ancorado antes do seqiienciamento teria sido uma opgao
vantajosa e significaria seqlienciar menor quantidade de clones em troca de maior nimero de
seqiiéncias adequadas para o desenho de iniciadores, excluindo, e.g., falsos positivos e
seqiiéncias positivas que tém motivos SSR muito préoximos ao vetor. No entanto

considerando a alta heterozigosidade esperada (H,) e os objetivos da pesquisa, a

metodologia utilizada permitiu a obtengdo de um niimero plenamente adequado para atender
aos objetivos do estudo.

Da bateria de iniciadores sintetizados, 78% produziram produtos amplificados. Esta
eficiéncia esta de acordo com o que ¢ relatado na literatura, 87, 62 e 86% para B. guianensis,
D. odorata e J. copaia respectivamente (Vinson, 2004) e 77% para Capsicum spp. (Buso et
al., 2000). A eficiéncia de todo o processo de desenvolvimento de SSRs de 4,7% esta um
pouco abaixo do observado para Eucalyptus grandis (8,8%) e E. urophylla (6,3%) (Brondani
et al., 1998), para Copaifera langsdorffii (7,5%) (Ciampi et al., 2000) e para a espécie

madeireira Bagassa guianensis (5,6%) (Vinson, 2004). A eficiéncia do desenvolvimento em
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gerar marcadores informativos ou polimoérficos foi de 2,9%, significativamente superior aos
obtidos em metodologias que ndo utilizam o enriquecimento (0,2%) (Condit & Hubbell,

1991) apud (White & Powell, 1997).

Deteccdo do polimorfismo e genotipagem

A detecgdo do polimorfismo em gel desnaturante de poliacrilamida corado com
nitrato de prata foi eficiente, sendo esta uma tecnologia de facil acesso, rapida e que nao
exige DNA de alta qualidade. Essa metodologia permitiu discriminar com precisdo entre
locos polimérficos, monomorficos ou locos que apresentavam amplificagdes inespecificas.
Por outro lado, essa técnica ndo permite uma discriminagdo precisa na determinagdo dos
tamanhos dos alelos, especialmente em se tratando de fragmentos que podem variar em
apenas duas bases nitrogenadas. Baseado nisso, para analises populacionais detalhadas torna-
se imprescindivel a genotipagem com detec¢do de fluorescéncia em analisador automatico de
fragmentos. Apesar de esta metodologia ser relativamente cara, ela permite uma
discriminacdo precisa dos tamanhos dos alelos, e € pratica por favorecer a montagem de
sistemas multiplex para genotipagem de varios locos numa mesma pista de gel. A
temperatura de anelamento otimizada para a maioria dos locos foi de 56°C e as amplitudes
alélicas observadas variaram entre si, fatores estes que podem favorecer a montagem destes
sistemas multiplex.

No entanto, apesar da limitagdo dos géis desnaturantes de poliacrilamida com
coloracdo em nitrato de prata, os dados indicam que os marcadores SSR do genoma de M.
huberi sdo multi-alélicos, com alto poder na identificagdo de genétipos, o0 que os torna uma
ferramenta eficiente nos estudos envolvendo genética de populagdes. Uma vez desenvolvidos

os iniciadores, esse tipo de marcador torna-se pratico para analises genéticas, sendo de facil
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utilizagdo e custo reduzido, podendo ser empregados em laboratorios que conduzam
trabalhos com amplificacdo de DNA por PCR.

Alelos de microssatélites amplificados por PCR podem apresentar em alguns casos
mais de uma banda no gel. Essa banda adicional usualmente menor do que o alelo original, ¢
oriunda do fendmeno de gaguejamento (Stutter) durante a polimerizagdo realizada pela Taq
polimerase e diferem no comprimento por diferenca nas unidades de repeticdo. Este
fendmeno ¢é equivalente ao escorregamento do DNA (slippage) in vivo, fendmeno este tido
como principal responsavel pala evolu¢ao de microssatélites. Esse gaguejamento in vitro
tende a ser mais freqiiente em unidades de dinucleotideos. Além da presenca de bandas
adicionais derivadas de stutter, na detec¢do com nitrato de prata sdo visualizadas ambas as
fitas do DNA. Caso a composi¢ao de bases das duas fitas seja tal que a migracdo das mesmas
seja significativamente diferente, sdo observadas duas bandas o que contribui para uma maior

dificuldade na correta interpretagdo de alelos.

Analise dos dados

Niveis de multialelismo relativamente altos foram detectados (6,08 alelos para 13
locos) especialmente se for considerado que a detec¢do de polimorfismo foi realizada
utilizando-se apenas 12 individuos vizinhos na floresta. Muito provavelmente, com o
aumento da amostragem e da area amostrada, um maior niimero de alelos por loco devera ser
detectado. Nenhum par de locos apresentou desequilibrio de ligagdo significativo. O indice
de fixagdo médio dentro da populagdo foi positivo (0,047), porém ndo significativamente
diferente de zero. Este resultado deve ser considerado com cuidado tendo em vista a
amostragem limitada de individuos para esta estimativa. Foi observada uma heterozigosidade
observada menor do que a esperada de acordo com Hardy-Weinberg. O loco Mh06

apresentou desvio desse equilibrio, o que pode ser devido a amostragem ou a ocorréncia
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freqiiente de alelos nulos. Estimativas de freqiiéncias de alelos nulos neste loco foi elevada
(0,298).

A analise detalhada dos locos revelou que o loco Mh24 era na verdade o mesmo loco
denominado Mh03 devido a redundancia no momento da sele¢do de clones contendo
microssatélites. Quando testados & mesma temperatura de anelamento, o padrio de
amplificacdo era muito diferente (Figura 1.11C e D) de modo que o loco Mh24 apresentava
uma série de bandas inespecificas. Quando exposto a temperatura de anelamento mais
elevada a inespecificidade foi eliminada, porém a amplificagdo de alguns alelos ndo ocorreu.
Este resultado levou a conclusdo a respeito da presenga de alelos nulos, alelos cuja
amplificacdo ocasionalmente falha ndo gerando o produto devido a ocorréncia de mutacao de
ponto ou inser¢ao/delecdo no sitio ou entre os sitios de anelamento dos iniciadores (White &
Powell, 1997). Uma vez que a redundancia foi detectada, o loco Mh04 foi descartado.

Restaram ainda 13 locos polimdrficos para os estudos populacionais. As estimativas
de exclusdo de paternidade indicaram que com esses locos permite-se excluir um falso pai
com probabilidade de 99,9998%. No entanto, cuidado deve ser tomado ao se utilizar locos
com estimativas de alta freqliéncia de alelos nulos devido a possibilidade de se excluir
erroneamente um verdadeiro pai ou de ndo excluir um falso pai. O loco Mh06 apresentou alta
taxa de freqiiéncia de alelos nulos, entretanto, devido a baixa amostragem, este valor pode

nao ser significativo.

Transferibilidade para M. multifida
A transferibilidade de locos SSR entre espécies relacionadas ¢ uma conseqiiéncia da
homologia das regides flanqueadoras dos microssatélites. Estudos como os realizados para

espécies de Eucalyptus (Brondani et al., 1998), para a familia Meliaceae (White & Powell,
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1997) e de transferibilidade de Eucalyptus spp. para Eugenia dysenterica (Zucchi, 2002)
confirmam a eficiéncia da transferibilidade.

Apds otimizagdo, nove locos foram eficientemente transferidos e apresentaram
polimorfismo em M. multifida. Os resultados encontrados mostram que esta espécie apresenta
uma homologia genémica suficientemente ampla com M. huberi que permite a
transferibilidade de marcadores microssatélites entre estas espécies. Dois marcadores, que
apresentaram monomorfismo na espécie alvo do desenvolvimento apresentaram polimorfismo
nas outra espécie testada.

Devido a taxa relativamente alta de multialelismo observada, essa bateria de
marcadores transferidos € capaz de proporcionar estudos moleculares com potencial de
discriminacdo individual de alta precisdo em estudos de genética de populagdes com a

espécie.
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CONCLUSAO

Foi possivel desenvolver uma bateria de marcadores microssatélites polimorficos para
M. huberi seguindo a metodologia padrdo de construgdo e enriquecimento de bibliotecas
gendmicas. No entanto ¢ necessdrio verificar com cuidado a possivel redundancia entre
clones selecionados antes de desenhar iniciadores.

Os marcadores desenvolvidos detectaram a elevada heterozigosidade existente aos
locos microssatélites permitindo assim uma discriminagdo individual precisa para estudos
populacionais. Os resultados indicam que estes locos podem ser muito teis em investigagdes
de paternidade, fluxo génico e estrutura genética espacial, abrindo nova perspectiva para
geracdo de dados que podem contribuir para a conservagdo da espécie e de espécies do
mesmo género. Nesse ambito, podem ser eficientemente utilizados nos sistemas de avaliagao
da sustentabilidade dos planos de manejo, validando estudos de modelagem.

A transferibilidade permitiu disponibilizar a ferramenta para estudos populacionais
com outra espécie, e os resultados sdo um indicativo de que a transferibilidade para outras

espécies do género também ¢ possivel.
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CAPITULO 02

Estrutura genética espacial, sistema de cruzamento e fluxo génico em uma

populacédo natural de Manilkara huberi (Ducke) A.Chev.

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. The Journal of Heredity, 2007 (no prelo).
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RESUMO

O desmatamento e a exploracdo predatoria da madeira na floresta amazdnica fazem
com que seja necessaria a promog¢ao de um manejo florestal sustentdvel baseado ndo somente
em dados dendrométricos, mas que leve em consideracdo também dados genéticos. Dentre
muitas espécies florestais sob manejo no Brasil, a magaranduba - Manilkara huberi
(Sapotaceae), ¢ uma espécie madeireira intensamente explorada devido a dureza e alta
resisténcia de sua madeira. Esse trabalho teve como objetivo o estudo da estrutura e dindmica
genética de uma populacido dessa espécie. O estudo foi conduzido em uma area de 200
hectares sob monitoramento na Floresta Nacional do Tapajos, Belterra, PA. A anélise
genética populacional foi realizada utilizando marcadores microssatélites com detec¢dao
fluorescente. Foi utilizada a estratégia de iniciadores com cauda e sistemas multiplex,
utilizando-se sete locos microssatélites em 481 arvores com DAP acima de 10 cm, 88
regenerantes ¢ 810 sementes coletadas de polinizagao aberta de 27 arvores da populacdo. Para
adultos, regenerantes e descendentes respectivamente as seguintes estimativas foram obtidas:

H,= 0,867, 0,840 e¢ 0,811. Os indices de fixacdo para as trés geragcdes foram
significativamente diferentes de zero ( f = 0,221, 0,303 e 0,237), porém néo estatisticamente

diferentes entre si (IC 95%). Foi detectada estruturagcdo genética espacial significativa, num

raio de até aproximadamente 450 metros. Os altos indices de fixagdo estimados sugerem

cruzamentos entre individuos aparentados (f,, —f.= 28%). A taxa de cruzamento multiloco foi
alta (. = 0,995) e o fluxo de pélen (5) restrito (49,5 m). Esses estudos mostraram que a

espécie embora predominantemente aldgama apresenta taxas expressivas de cruzamento
biparental possivelmente em fun¢do de um fluxo de polen restrito. Os resultados sugerem
padrao de isolamento por distancia e que programas de manejo e conservagdo in situ devem
incluir grandes areas, procurando evitar a fragmentacao. As analises genéticas revelaram
ainda que para conservagao eX Situ, sementes devem ser coletadas de pelo menos 188 arvores

maternas para que seja preservado um tamanho efetivo de 500.

Palavras chave: SSR, diversidade genética, fluxo génico, taxa de cruzamento.
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INTRODUCAO

A Floresta Amazonica cobre cerca de 40% do territorio nacional e se constitui numa
das maiores reservas mundiais de biodiversidade, sendo composta por cerca de 4.000 a 5.000
espécies arboreas na Amazonia (Rodrigues, 1989) apud (Ferraz et al., 2004) muitas
exploradas comercialmente devido ao seu valor madeireiro. Contudo, a explora¢do ao longo
das décadas tem se dado de forma irracional e insustentavel causando prejuizos ao pais e
especialmente ao meio ambiente.

Nas tltimas décadas a Amazonia assumiu a lideranga em produgdo de madeira no pais
o que se deve principalmente ao fato da exaustdo das florestas do sul e sudeste do pais
(Verissimo et al., 1996). Associado a essa exploragdo a floresta tem sido convertida em
pastagens e grandes areas de planta¢des (Asner et al., 2005).

A exploracdo de recursos florestais como extracdo de madeira por meio de corte
seletivo de arvores, leva a fragmentacdo de habitats ou diminuigdo drastica no nimero de
individuos reprodutivos conduzindo a sérias conseqiiéncias a longo prazo na manuten¢do da
diversidade e sobrevivéncia de plantas (Young et al., 1996) como mudangas no fluxo génico e
alteracdes nos padrdes de cruzamento. A fragmentacdo florestal é particularmente freqiiente
em florestas tropicais, ¢ sdo esses habitas que possuem os maiores niveis de biodiversidade. A
retirada seletiva de darvores pode aumentar a endogamia pela redugdo do tamanho
populacional e isolamento espacial dos individuos, predispondo os remanescentes a
realizarem autofecundagdes pelo aumento da distancia entre eles (Young et al., 1996).
Embora a exploragao das florestas tropicais seja comum, pouco se sabe sobre o seu efeito nos
sistemas de cruzamento, fluxo génico (fluxo de pdlen e dispersdo de sementes) e diversidade

genética.
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M. huberi, conhecida como magaranduba é uma espécie arborea nativa da Floresta
Amazobnica, pertencente & familia Sapotaceae. A espécie atinge até 50 metros de altura,
possui tronco ereto e cilindrico de até 2 m de didmetro. Esta ¢ uma das espécies arboreas
amazonicas de maior ocorréncia e de crescimento muito lento. No grupo sucessional ¢é
considerada espécie climax, ¢ hermafrodita e sua floragdo ocorre em intervalos alternados de
3 a 5 anos. Uma vez que possui uma das madeiras mais duras e resistentes apresenta alto
potencial de utilizacdo na industria madeireira e devido a isso M. huberi ¢ uma das espécies
que se encontram sob manejo na Amazonia (Dendrogene, 2004).

A constituicdo genética de um organismo ¢ estreitamente correlacionada com as suas
caracteristicas ecologicas (Loveless & Hamrick, 1984). O que hoje se mede e interpreta em
termos de quantidade e distribui¢do da variacdo genética dentro e entre populagdes ¢ funcao
da biogeografia, isolamento, fluxo génico, mudangas no tamanho populacional, distribui¢ao
do habitat e padrdes de selecdo que originaram a estrutura genética das atuais populagdes

(Loveless, 2002).

Isto ¢ o que possibilita, baseado nas informagdes da constituigdo genética atual das
espécies, inferir sobre a historia futura destas populacdes, por meio da avaliagdo dos eventos
que alteram o numero de individuos, a sua densidade populacional, o seu sistema de
cruzamento e a sua distribuicdo no habitat. O manejo florestal, neste sentido, pode ser
considerado um evento que possibilita todas essas alteragdes. Dai a importancia dos estudos
dos padrdes reprodutivos e dos processos genéticos das espécies que sdo submetidas ao
manejo € 0s seus possiveis impactos nas populagdes remanescentes. Uma das alteragdes mais
evidentes da retirada de arvores madeireiras da floresta é a diminuicdo no numero de
individuos na populagdo, principalmente os reprodutivos, cujos efeitos na dinamica biologica

podem ser a deriva genética e o aumento da endogamia.
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O fluxo génico restrito ou interrompido dentro e entre populagdes causa um aumento de
diferenciagdo e estruturagdo genética populacional. No caso de pequenos numeros de arvores
isoladas em fragmentos florestais, por sucessivas geracdes, havera diminui¢do da diversidade
genética, com a variagdo entre os fragmentos aumentada, devido a deriva genética, sendo que
a subseqiiente extingdo de populagdes individualizadas poderd representar uma perda de
variagdo ao nivel de espécie. Em outras palavras, o fluxo génico ndo somente influencia a
estrutura genética, mas também define os limites da prépria populacdo (Nason & Hamrick,
1997). Outra possivel conseqiiéncia da redu¢ao do tamanho populacional de arvores florestais

¢ a endogamia, causada por autofecundagdes ou cruzamento entre individuos aparentados.

Um amplo conhecimento das caracteristicas demograficas, da dinamica populacional
(Matos & Watkinson, 1999) e da genética da espécie (Reis et al., 1997; Ciampi et al., 2000)
sdo fundamentais para a conserva¢do pelo manejo sustentdvel. No entanto o componente
genético, que ¢ o fator responsavel pelas diferengas em produtividade, adaptagdo e reprodugao
entre individuos de uma mesma espécie ndo tem sido considerado nos programas de manejo
de florestas tropicais (Sebbenn et al., 2000a). Estudos genéticos de espécies arboreas
manejadas com o objetivo de avaliar o impacto que a exploragdo pode ter causado e pode vir a
causar sdo fundamentais, podendo-se definir estratégias de manejo adequadas para cada
espécie que permitam a conservacao da maior diversidade genética possivel.

O uso da biologia molecular estd sendo determinante nos estudos sobre a
variabilidade genética das populagdes ¢ na estimativa da diferenciagdo genética existente
entre as espécies. Isto se deve principalmente aos avangos significativos na area de
marcadores moleculares aliados a PCR, que vem possibilitando a ampliagdo dos
conhecimentos sobre espécies nativas. Marcadores SSRs ou microssatélites tém sido
utilizados nos estudos de populagdes naturais (e.g. Dayanandan et al., 1999; Konuma et al.,

2000; Collevatti et al., 2001; Dick et al., 2003) uma vez que sdo altamente polimoérficos
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quando comparados com outras classes de marcadores, podendo responder a diversas
questdes sobre a genética de populagdes como estrutura genética espacial, sistema de
cruzamento ¢ analises de paternidade.

Os microssatélites sdo abundantes e estdo dispersos nos genomas eucariotos, em
regides codificadoras e ndo codificadoras; possuem heranca codominante, o que discrimina
homozigotos de heterozigotos; sdo multialélicos, altamente polimdrficos, apresentando o
maior conteido informativo por loco entre todas as classes de marcadores moleculares e sao
detectaveis por meio de PCR; altamente reproduziveis; ndo requerem radioatividade; os locos
sdo freqiientemente conservados entre espécies relacionadas, podendo ser transferidos e uma
vez desenvolvidos podem ser compartilhados entre diferentes laboratorios. Todas essas
caracteristicas tornam a utilizacdo deste marcador vantajosa, fazendo com este possa ser
considerado proximo de um marcador ideal. Os SSRs sdo ainda automatizaveis em sistemas
multiplex, o que permite avaliar rapidamente um grande nimero de individuos para um

grande niimero de locos a curto prazo.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo estudar a estrutura genética de M. huberi tendo como
meta o uso sustentavel e a conservacdo dos recursos genéticos desta espécie de florestas
tropicais umidas da regido da Amazonia Brasileira por métodos in situ e ex situ. Essas
informagdes servirdo como base de dados da Versdo Tropical do Programa Eco-Gene que

visa analisar os impactos antropicos ao sistema genético de espécies arboreas florestais.

Obijetivos especificos

v" Estimar a diversidade genética e o indice de fixagdo da espécie, comparando-se os

valores obtidos entre as trés geracdes amostradas: adultos, regenerantes e sementes;

v Avaliar a distribuigdo genética espacial dos individuos, e determinar se ha

estruturacdo genética;

v Determinar o fluxo génico por meio de estimativa de distdncia de fluxo de pdlen
em familias de meios-irmaos.

v Analisar o sistema de cruzamento;

v" Identificar nimero minimo de arvores maternas para coleta de sementes de modo a

preservar tamanho efetivo minimo de 500.
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MATERIAL E METODOS

Area de estudo, amostragem e material vegetal

A populag@o de M. huberi estudada localiza-se em 500 hectares de floresta primaria de
terra-firme da Amazonia Brasileira, em area da Floresta Nacional do Tapajés (FLONA
Tapajos), na altura do km 83 da BR 163, Rodovia Santarém-Cuiabd, Belterra-PA (Figura 2.1).
Esta area faz parte de uma PEI (Parcela de Estudos Intensivos) destinada a estudos no ambito
do projeto Dendrogene (Embrapa Amazonia Oriental/DFID), antes e apds a exploragdo
madeireira. A amostra populacional para os estudos genéticos constituiu-se de 481 arvores
com DAP a partir de 10 cm, 810 plantulas descendentes de polinizagdo aberta de 27 arvores
maternas oriundas de 200 ha desta PEI e 88 regenerantes (DAP< 10 cm) oriundos da area
total de estudo (500 ha). As arvores amostradas representam o total de arvores de M. huberi
com DAP a partir de 10 cm dentro destes 200 hectares (Figura 2.2). A distribui¢do das arvores
genotipadas e das arvores maternas na area amostrada estd representada na Figura 2.2. Os
tecidos vegetais utilizados para a extracdo de DNA foram do cambio caulinar das arvores, e
folhas das progénies e dos regenerantes. A coleta se deu por meio da retirada de uma pequena
quantidade do caule com um instrumento metalico cilindrico de 2,5 cm de diametro e 1 mm
de espessura e as amostras colocadas em microtubos de 2ml contendo 1,5 ml de tampao de
transporte para manter a integridade do DNA. No laboratdrio, os cdmbios foram congelados a
— 40 °C até o processamento das amostras para a extracio de DNA. As folhas dos
descendentes foram obtidas apds germinagdo de sementes coletadas ao longo do periodo de
dispersao de frutos da espécie. As sementes foram postas a germinar em viveiro de mudas da
EMBRAPA Amazonia Oriental, em Belterra-PA. As folhas dos regenerantes foram coletadas
diretamente dos individuos na floresta. Todas as folhas foram acondicionadas em sacos de

papel, contendo silica gel azul (8§ mm) em camara fria até a extragdo do DNA.
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Figura 2.1: Localizagdo da area estudada na Floresta Nacional do Tapajos (FLONA Tapajos),
Para, Brasil. Fonte: Nasa, 2001.
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Figura 2.2. Mapa da area de 200 hectares estudada. Cada reticula representa 1 hectare. Os circulos azuis representam as arvores genotipadas,
e os circulos rosa representam as arvores maternas a partir das quais as sementes foram coletadas.
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Extracéo e quantificagdo de DNA

A extracdo de DNA gendmico e a genotipagem dos individuos foram realizadas no
Laboratorio de Genética Vegetal da EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia
(CENARGEN), Brasilia, DF. Tanto a extragdo do DNA de cambio quanto de folhas foi
realizada de acordo com o procedimento de CTAB 2% (Doyle & Doyle, 1987) adaptado por
Machado et al. (2002) que utiliza a maquina Fastprep — BIO 101 SAVANT para a trituragdo
do material vegetal ao invés de macerar com nitrogénio liquido. A quantificagdo do DNA foi

feita por comparagdo com DNA padrdo (A DNA) em gel de agarose 1% corado com brometo

de etidio. O DNA foi diluido para 1,0ng/pl.

Sistema primer tail e otimizacao dos SSRs

A andlise genética das trés geragdes da populagdo natural estudada foi conduzida
utilizando marcadores microssatélites desenvolvidos ¢ otimizados para M.a huberi. Os locos
SSR foram desenvolvidos a partir de uma biblioteca gendmica enriquecida para seqiiéncias
dinucleotidicas de motivos poliAG/TC (Azevedo et al., 2005). A técnica utilizada foi a de
iniciadores tail de cerca de 40 pb (Missiaggia & Grattapaglia, 2006; Oetting et al., 1995).
Iniciador com cauda (tail) consiste de um dos iniciadores, em cada um dos locos avaliados,
em cuja extremidade 5’ foi acrescentada uma extensao ou “cauda” de oligonucleotideos de 20
pb (tail) de seqiiéncia ndo comum no genoma estudado. Neste caso foi utilizada uma
seqiiéncia igual a de um loco do cromossomo Y humano. Essa extensdo ¢ igual a um outro
oligonucleotideo marcado com fluorocromo, denominado iniciador marcado (Figura 2.3).
Trés tipos de extensoes tail foram alternativamente utilizadas para a sintese dos iniciadores
(tail). Da mesma forma, trés tipos de marcagdes (HEX, NED e 6-FAM) foram feitas nos
iniciadores marcados. Para a amplificagdo de cada loco foram utilizados o iniciador forward

tail, o reverse e o marcado com o fluorocromo. Como o esse sistema envolve trés iniciadores,
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sendo um deles muito longo (40 pb), nova otimizacao quanto a temperatura de anelamento foi
feita para onze locos marcados (Mh03, Mh04, Mh06, MhO7, MhO8, Mh12, Mh17, Mh19,
Mh20, Mh22, Mh26). As reagdes eram de 13 pl de volume final, contendo 4 ng de DNA
genomico, 1x de tampao de reacdo da PCR (10 mM Tris-HCI, pH 8.3, 50 mM KCl), 0,27 uM
de cada iniciador (forward tail, reverse e marcado), 2,0 mM de MgCl,, 0,25 mg/ml de BSA
(Bovine Serum Albumin, Biolabs New England), 0,25 mM de dNTP e 1,3U Taq DNA
polymerase (Invitrogen, Life Technologies) e agua ultrapura estéril. As amplificagdes foram
realizadas utilizando termociclador 9700 (Applied Biosystems) com as seguintes condigoes:
hot start a 94°C por 10 minutos, 35 ciclos de 94 °C por 45 seg, Ta °C por 45 seg (Tabela 2.1),

e 72 °C por 1 min. Ap6s os 35 ciclos, uma etapa final de alongamento de 30 min a 72°C foi

acrescentada.
.................................................................. e— CiCIO 01
Ciclo 02
Ciclo 03
T s v eveves s sevesesssesesessanans /— Iniciador forward tail
—— Iniciador reverse
Ye—— Iniciador marcado

Figura 2.3. Esquema do sistema de iniciador tail. A partir do segundo ciclo da reagdo de PCR
sdo gerados fragmentos que contém a seqiiéncia complementar ao iniciador marcado e a partir
do terceiro ciclo sdo gerados os fragmentos que contém a marcagdo e que vao ser detectados.
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A decisao em relagdo a utilizacdo do sistema primer tail foi tomada uma vez que o
Projeto Dendrogene estudou simultaneamente sete espécies, e devido a isso, a marcacao direta
dos iniciadores especificos poderia tornar o sistema ainda mais caro. As reagcdes de PCR
foram realizadas separadas para cada loco e utilizando-se, quando possivel, sistemas multiplex
onde os produtos de cada loco foram analisados conjuntamente na eletroforese para detecg¢ao
dos alelos por fluorescéncia, em analisador automatico de fragmentos ABI 377 da Perkin
Elmer (Figura 2.4). Quando foram montados sistemas do tipo triplex, amostras de 1 pl dos
produtos de trés locos SSR marcados com diferentes fluorocromos, ou com mesmo
fluorocromo, porém com amplitudes alélicas distintas foram misturados junto com 2 pl de um
mix contendo marcador interno (ROX) e tampao formamida (1:2). O marcador interno
fluorescente utilizado foi o desenvolvido por Brondani & Grattapaglia (2001). Esta mistura
foi desnaturada por 3 minutos a 95°C da qual 2 pl foram utilizados para eletroforese de 2
horas, conduzida em gel desnaturante (7M uréia) de poliacrilamida 5% (Long Ranger 50%-
Cambrex) em tampao TBE 1x utilizando um pente de membrana para 96 amostras (Gel

Company), cujos dentes absorvem a amostra.
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Figura 2.4. Exemplos de genotipagem de individuos adultos de Manilkara huberi utilizando
o sistema multiplex com trés locos distintos, em analisador automatico de fragmentos ABI
377. As bandas vermelhas representam o marcador interno ROX.
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A deteccdo e a estimativa do tamanho de alelos em pares de base foram realizadas com
o uso do software GeneScan (Applied Biosystems versao 3.1.2). Em seguida os valores foram
importados para o software Genotyper (Applied Biosystems versdo 2.5.2) para filtragem de
picos, interpretagao e compilagdo final dos dados, definindo o genétipo de cada individuo.
Para cada loco as estimativas do tamanho dos alelos em pares de base foram determinadas
como sendo par ou impar de acordo com o tamanho previsto na fase do desenho do iniciador
apds o seqiienciamento de clones no desenvolvimento do marcador. Alelos com tamanho
estimado intermedidrio as classes esperadas foram definidos como alelos da classe mais

proxima (inferior ou superior) com maior freqiiéncia.

Diversidade genética e indice de fixacéo
As estimativas de nimeros de alelos/loco (A) e freqiiéncias alélicas foram
calculadas diretamente dos gendtipos obtidos para os individuos. As estimativas de

heterozigosidade esperada (H, ), heterozigosidade observada (H ) e o indice de fixagdo ( f )
foram estimados segundo Weir (1996). Este indice f ¢ o valor individualizado por populagio
de Fe mede o desvio da proporgdo de heterozigotos do esperado segundo o Equilibrio de

Hardy-Weinberg (EHW) dentro da populagdo, ou pode-se dizer que ¢ o indice de fixacdo de
alelos dentro da populagdo. O valor deste indice varia entre -1 e +1, sendo zero o valor
encontrado para uma populacdo em EHW. Valores positivos indicam excesso de homozigotos
(endogamia, efeito de Wahlund) e valores negativos um excesso de heterozigotos. A
dimensdo da diversidade genética foi quantificada pela comparagdo entre as estimativas de

diversidade genética a qual ¢ estimada pelo valor de H, e a maxima diversidade possivel em

cada loco de acordo com o numero total de alelos (ﬁméx = (A —-1) / A ). Como a amostra incluia

trés geragoes (adultos, regenerantes e progénies), estas foram consideradas como sendo trés
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populagdes e também foram obtidos valores de F (F;) e 6, (Fg ). Também foi testada a

aderéncia das freqiiéncias genotipicas ao modelo de equilibrio de Hardy-Weinberg, usando o
teste exato de Fisher. Os p-valores (P value) do teste de significancia de desvio do esperado
para uma situacao de equilibrio de Hardy-Weinberg e equilibrio de ligacao, que estima se ha
associacdao entre alelos a locos distintos foram obtidos. A consisténcia das estimativas foi
calculada pelo método de bootstrap utilizando 10000 reamostragens. Todas essas estimativas
foram calculadas utilizando-se o software GDA - Genetic Data Analysis versdo 1.0 (Lewis &
Zaykin, 2001).

Como a populacdo adulta estudada ¢ composta por individuos cujos valores de DAP
estdo entre 10 cm e 140 cm e esta distribuida numa area relativamente grande (200 ha), essa
populacdo foi dividida em grupos de acordo com o DAP para avaliar se hd variacdes nos
valores de diversidade genética e indice de fixacdo. Desse modo foram feitos dois tipos de
divisdo: 1) dois grupos: um com individuos apresentando DAP abaixo de 45cm (menor que o
permitido para exploragdo) e outro grupo que representa as arvores comercias, DAP a partir
de 45cm. 2) Dez grupos também foram formados de acordo com os valores de DAP (10 a
20cm, 21-30cm, 31-40 cm, 41-50 cm, 51-60 cm, 61-70 cm, 71-80 cm, 81-90 cm, 91-100 cm,

101-140 cm).

Estrutura genética espacial

Para a analise de autocorrelagdo espacial da geragdo adulta utilizaram-se todos os oito
locos que apresentaram amplificacdo eficiente nesta geragdo dentre os onze marcados com
fluorescéncia. Por meio desta andlise procurou-se verificar a presenca e extensao da estrutura
espacial dentro da populagdo. Para isso, todos os possiveis pares de arvores foram
considerados como um conjunto e foram acessados para cada uma das 10 classes de distancias

consideradas. Essas estimativas foram obtidas por meio dos calculos dos valores do indice |
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de Moran (Sokal & Oden, 1978) para cada uma das classes de distancia, em cada loco e para a
média dos locos. Os valores estimados do indice | de Moran foram usados para testar a
significancia dos desvios dos valores esperados sobre a hipdtese nula de distribuigdo aleatoria.
A significancia total do correlograma foi testada usando critérios de Bonferroni. As analises
de autocorrelagdo espacial e os testes foram realizados utilizando-se o software SGS - Spatial
Genetic Software (Degen et al., 2001; Degen, 2003).

Os resultados obtidos foram confirmados utilizando o software SPAGeDi - Spatial
Pattern Analysis of Genetic Diversity, versao 1.1 (Hardy & Vekemans, 2002, 2003) que

permite, entre outros pardmetros, calcular o coeficiente de coancestria (6,,) entre pares de

arvores. Este coeficiente de coancestria corresponde a probabilidade de dois alelos iguais em
individuos diferentes serem idénticos por descendéncia. Este coeficiente foi estimado para 10
classes de distancia estabelecidas, usando o coeficiente de coancestria proposto por Loiselle et

al. (1995), que ¢ definido para cada k alelo em cada par de individuos, X ¢ Y, como,

5 _ (PP, =P 1
° Ra-p) 20—l

em que, p, € P, sdo as freqiiéncias do alelo k nos individuos X e y (assumindo valores de 0,
0,5 e 1 em individuos homozigotos para um alelo alternativo, heterozigotos e homozigotos
para o alelo sob consideracdo, respectivamente) ¢ P, ¢ a média da freqiiéncia do alelo k na
subpopulagdo com tamanho amostral n. As estimativas da média multiloco foram calculadas

pela ponderagdo de 6,, em funcdo do indice de polimorfismo de cada alelo k: P, (1-p,). O

intervalo de confianga a 95% de probabilidade do coeficiente médio de coancestria estimada
para cada classe de distancia foi construido com base no erro padrdo da média das

estimativas, obtido por reamostragem jackknife entre locos.
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Analise de fluxo génico

O fluxo génico via polen foi avaliado usando a estrutura de progénies por analises
utilizando o software TWO-GENER (Austerlitz & Smouse, 2001; Smouse et al., 2001). O
principio deste método ¢ estimar a diferenciacdo nas freqiiéncias alélicas entre o conjunto de

pélen cruzado (®,) entre diferentes arvores maes da populagdo. O parametro @, ¢

calculado por analise de variancia molecular (AMOVA, Excoffier et al., 1992) como uma

correlagdo intra-classe de gametas masculinos (p6len) dentro de arvores maes, em que, o, éa

A . oA e , , 2 A . ceal s p
variancia na freqiiéncia do polen entre arvores e o € a varidncia na freqiiéncia do pdlen

dentro de arvores.

)
®, =— 2 (Smouse & Sork, 2004),

Gl +6;
O parametro @, fo1 estimado sobre os haplotipos gaméticos do polen capturados para

a média das 27 arvores maternas avaliadas. Outros parametros estimados foram: o desvio

padrdo da dispersdo de pélen (o, ), a distdncia média do fluxo de polen (&), a densidade de

arvores reprodutivas por hectare (d ).

Sistema de cruzamento

O sistema de reproducdo foi analisado com base nos modelos de reproducdo mista
(Ritland & Jain, 1981) e cruzamentos correlacionados (Ritland, 1989), usando o software
MLTR win — Multilocus Mating System Program (Ritland, 2002). Os parametros estimados

foram: taxa populacional de cruzamento multiloco (t,); taxa populacional de cruzamento
uniloco (t,); cruzamento biparental, ou seja, a taxa de cruzamento entre individuos

aparentados (f, -f.); correlagio multiloco de paternidade (r ,), correlagdo uniloco de

p(m

paternidade (r, ), de onde deriva a propor¢do de irmdos-completos (I, ) e meios-irmaos (1-
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f,). O modelo assume que as plantulas resultam de uma mistura de cruzamentos aleatorios e

autofecundagdo, cujas pressuposi¢des basicas sdo: 1) o conjunto de polen ¢ homogéneo para
os cruzamentos com todos os genotipos maternos; 2) os alelos de diferentes locos segregam
independentemente e 3) os locos ndo sdo afetados pela selecdo ou mutagcdo entre o evento
reprodutivo e a andlise (Ritland & Jain, 1981). Para estimar o erro padrio da taxa de
cruzamento multiloco e uniloco, para a populagao, foi utilizado o método de bootstrap, onde a
unidade de amostragem eram as plantulas dentro das familias, sendo utilizadas 1000
reamostragens. O tamanho de vizinhanga, ou o niimero de doadores de pélen foi estimado por

1/F,. Os desvios foram obtidos por 1000 bootstraps por familia.

A fim de conhecer a estrutura genética das progénies, foi estimado o coeficiente médio
de coancestria (6,,) entre plantas dentro de progénies. O coeficiente 6, foi estimado do
coeficiente de correlagdo de parentesco (I, ) dentro de progénies, calculado de pardmetros do
sistema de reproducdo, conforme derivacdes de Ritland (1989),

Fy = 0.25(1+ F)[48 + (£ + A1+ 1)1,
e F o coeficiente de endogamia na geracio parental e $ a taxa de autofecundagdo (1-f ). A
definicdo dos demais pardmetros ¢ a mesma apresentada anteriormente. Como em espécies
diploides, na auséncia de endogamia, o coeficiente de parentesco (r,,) € o dobro do
coeficiente de coancestria (6, ), tem-se que éxy =f,, /2. Para conhecer a representatividade
genética das progénies foi estimado o tamanho efetivo de variéncia (N, ) de uma progénie

com base na variancia amostral das freqiiéncias alélicas (Cockerham, 1969) e utilizando uma
populacdo idealizada (populacdo de cruzamentos aleatorios, tamanho infinito, sem selecao,

muta¢do e sobreposicdo de geracdes) como referéncia, cujo valor tedrico maximo € quatro

(Sebbenn, 2003),
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sendo o F, o coeficiente de endogamia nas progénies. A partir do tamanho efetivo de

variancia (N, ), foi estimado o nimero necessario de arvores maternas, das quais devem ser

coletadas sementes para que seja mantido o tamanho efetivo (N, ) igual a 500, sendo este o

resultado da divisdo Nle(ref) / Ne(v) conforme apresentado por Sebbenn (2003).
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RESULTADOS

Otimizacao da reacdo de PCR

Dentre os catorze locos polimoérficos desenvolvidos, doze foram marcados com
fluorescéncia e testados em reagdes de PCR do tipo que utiliza iniciadores tail. Destes doze,
apenas um, Mh12, ndo amplificou. Oito amplificaram de forma eficiente para a populacio de
arvores adultas e regenerantes e sete para os descendentes e a temperatura de anelamento (T,)
variou de 51 a 53°C (Tabela 2.1). Os demais ndo amplificaram fragmentos nitidos e nio
foram utilizados. Em virtude do iniciador mais longo e da maior amostragem analisada em
relacdo ao desenvolvimento dos iniciadores, a amplitude alélica também variou e estd

representada na Tabela 2.1.

Tabela 2.1. Locos utilizados nas genotipagens das trés gera¢des de Manilkara huberi.

Locos n A Ta (°C) Marcagao Cor Amplitude alélica
(pb)
Mho04 1362 14 51 6-FAM Azul 197-225
Mho06 1354 19 53 HEX Verde 176-216
MhO08 1376 17 53 NED Amarelo 194-226
Mh17 1355 19 53 NED Amarelo 236-280
Mh19 1327 18 53 6-FAM Azul 168-202
Mh20 1349 21 53 NED Amarelo 152-192
Mh22 1347 11 53 NED Amarelo 194-220
Mh26 556 15 54 HEX Verde 234-264

N°. de ind.: nimero total de individuos genotipados, A : numero total de alelos, Ta(°C): temperatura de

anelamento. Fluorocromo utilizado na marcagéo. Cor: cada fluorocromo de acordo com o filtro D.

FregUéncias alélicas

O numero de alelos por locos (A ) na geracao dos adultos variou de 11 (Mh22) a 20

(Mh20) com média igual a 16,13 somando um total de 129 alelos nessa geragdo para oito
locos analisados. Para os regenerantes, a média estimada de alelos por loco foi de 12,00 com

um total de 96 alelos em oito locos. Na geragdo dos descendentes o indice A variou de 11
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(Mh22) a 19 (Mh17), com média igual a 15,57, somando 109 alelos em sete locos. Observa-se
que a geragdo de regenerantes apresenta menor média de alelos por loco que as outras
geragdes o que pode ser devido a amostragem consideravelmente menor. As geracdes de
adultos e descendentes apresentaram alelos exclusivos, os quais sdo alelos raros e estdo
apresentados na Tabela 2.2. A distribuicdo das freqiiéncias alélicas esta listada nas figuras 2.5,
26e2.7.

Se considerarmos que, conforme descrito na literatura, alelo raro ¢ todo alelo cuja
freqiiéncia ¢ inferior a 5%, na geracdo de arvores adultas foram identificados 72 alelos raros
de um total de 129 alelos, os regenerantes apresentaram 46 alelos raros entre 96 identificados,
e os descendentes 64 alelos raros de um total de 109 alelos. Considerando que cada geragao
apresenta em média entre 12,00 e 16,13 alelos por loco, caso os alelos fossem equifreqiientes,
a freqliéncia de cada seria entre torno de 8,3 ¢ 6,2% e todos teriam freqiiéncias proximas a de
alelos raros de modo que havendo alelos com maiores freqii€éncias todos os demais seriam
considerados raros. Como locos com alelos equifreqiientes ndo sdo observados com
freqliéncia, e locos SSR costumam apresentar alta quantidade de alelos, ¢ de se esperar que
quanto maior a amostragem, maior a quantidade de alelos raros identificados. De modo geral,

comparando-se a freqiiéncia dos alelos comuns, entre as trés geracdes verifica-se semelhanca.
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Figura 2.5. Distribuigdo das freqiiéncias alélicas dos oito locos analisados na populagdo
adulta.
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Figura 2.6. Distribuigdo das freqiiéncias alélicas dos oito locos analisados na populagdo
regenerante.
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Figura 2.7. Distribuicdo das freqiiéncias alélicas da geracdo dos 810 descendentes de 27
arvores maternas da populacdo adulta de M. huberi.
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Tabela 2.2. Alelos raros exclusivos a cada geragao e suas freqiiéncias.

Loco A (pb) Freq. Loco A (pb) Freq.
Adultos Descendentes

Mh08 194 0,008 Mh04 223 0,007

196 0,015 Mh06 216 0,018

Mh17 236 0,002

Mh19 208 0,002

A (pb) diz respeito ao alelo em tamanho de pares de base.

Diversidade genética e indice de fixacéo

Os valores de heterozigosidade esperada (H, ) e observada (H,) e indice de fixagdo
(f) foram altos em quase todos os locos nas trés geragdes: adultos, regenerantes e
descendentes. Para as arvores adultas, a heterozigosidade esperada (H,) variou de 0,800
(Mh19) a 0,896 (Mh20) com média igual a 0,867; a heterozigosidade observada (H ) variou
de 0,602 (Mh22) a 0,782 (Mh04) com média igual a 0,679 e o indice de fixagdo ( f ) médio
igual a 0,221 (Tabela 2.3). Para os regenerantes o indice H, médio foi de 0,840 e 0 H, foi de
0,594, com indice de fixa¢do médio igual a 0,303. Na geragdo dos descendentes; o H, variou
de 0,706 (Mh04) a 0,858 (Mh20) com média igual a 0,811; o H, de 0,468 (Mh19) a 0,768
(Mh17) com média igual a 0,622 e o f variou de 0,109 (MhO0S8) a 0,432 (Mh19), com média
igual a 0,237 (Tabela 2.3). Em ambas as geragdes a diversidade genética de Nei (1973) (H,)

foi elevada e semelhante entre os locos das trés geragdes, sendo que em todos os casos a
média atingida foi maior que 86% da maxima possivel. Flutuagdes foram identificadas
principalmente nos valores de H_ sendo o loco Mh22 o com menor valor para adultos e
regenerantes (Tabela 2.3). O indice de fixagdo médio dentro de populagdes ( f ) apresentou

valores positivos altos e consistentes de acordo com o teste de bootstrap para a média dos

locos em todas as geragdes (Tabela 2.3). O indice f ndo foi significativamente diferente
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entre as geragdes, a julgar pelo intervalo do teste de bootstrap. O indice de fixac¢do para o

conjunto das populagdes (F ou F;) apresentou, em nivel de loco valores semelhantes aos

obtidos para f indicando poucas diferengas genéticas entre as geragdes. Os valores de f
consistentes indicam excesso de individuos homozigotos em todas as geracdes e sugerem
desvios do EHW e, portanto, desvio também de cruzamentos aleatorios. A medida de
divergéncia genética entre as geragdes (6, ou Fg ) foi baixa em todos os locos, bem como
para a média (0,018). Entretanto, apesar de baixa, foi consistente para a média dos locos, em
todas as comparagdes, i.e., adultos-regenerantes-descendentes; adultos-regenerantes; adultos-
descendendes e regenerantes-decendentes, portanto, ndo podendo ser negligenciada (Tabela
2.5).

Nos testes nos quais os individuos da gerag¢do adulta foram agrupados de acordo com
as classes diamétricas, pouca variagdo para os parametros calculados foi observada. As
classes de 21-30 cm e 71-80 cm de DAP apresentaram os valores de f mais altos (0,281 e
0,254) e a classe de 101-140 cm apresentou o menor valor de f (0,108). Os valores médios
de f e F foram positivos e significativos, indicando excesso de homozigotos dentro das
classes e para o total das classes. A estimativa de divergéncia genética entre as populagdes

(0,) em ambos os casos foi baixa e ndo consistente, portanto, néo significativamente

diferente de zero, indicando ndo haver diferenca entre as classes diamétricas (Tabela 2.4).
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Tabela 2.3. Estimativas obtidas da analise das trés geragcdes de Manilkara huberi em cada loco.

Adultos (DAP> 10cm)

Regenerantes (DAP<10cm)

Descendentes (sementes)

Locos n A H, h. H(O//:)é H, f N A H, h. H(o//:)“ H, f n A H, h. H(O//:)é H, f
Mh04 481 13 0,845 0,923 91,6 0,782 0,074 88 10 0,796 0,900 88,4 0,704 0,116 799 12 0,706 0,917 77,1 0,553 0,203
Mh06 414 18 0,862 0,944 91,3 0,693 0,196 80 14 0,861 0,928 92,8 0,612 0290 777 18 0,856 0,944 91,1 0,631 0265
Mh08 480 17 0,889 0,941 94,4 0712 0,199 61 09 0,825 0,888 92,9 0,590 0,286 804 14 0,858 0,928 92,4 0,767 0,112
Mh17 449 19 0,884 0947 933 0,654 0,259 68 14 0,874 0,928 94,2 0,511 0431 778 19 0,832 0,947 87.8 0,744 0,109
Mh19 481 16 0,880 0,938 93,8 0,677 0,243 83 13 0,863 0,923 93,5 0,771 0,107 802 17 0,820 0,941 87,1 0,468 0432
Mh20 465 20 0,896 0,950 94,3 0,632 0,294 74 14 0,869 0,928 93,6 0,527 0395 754 18 0,847 0,944 89,7 0,657 0,209
Mh22 474 11 0,800 0910 88,0 0,602 0272 63 08 0,756 0,875 86,4 0485 0424 805 11 0,749 0,910 82,3 0,531 0328
Mh26 473 15 0,882 0933 94,5 0,686 0,236 80 14 0877 0,928 94,5 0,550 0374 - - - - - - -
Meédia 464,75 16,13 0,867 0,936 92,6 0,679 0,221 74,62 12,00 0,840 0,912 92,0 0,594 0,303 788,43 15,57 0,811 0,933 86,8 0,622 0,237
Superior 0,309 0,423 0,333
Inferior 0,172 0,224 0,160

n, niimero de individuos analisados; A, namero de alelos; H, , heterozigosidade esperada; h_, , diversidade genética maxima possivel; H, /h,,, » Propor¢do da diversidade

genética maxima possivel; H , heterozigosidade observada e f , indice de fixagdo de alelos. Os valores Superior e Inferior representam o intervalo obtido com o teste de
reamostragens do bootstrap (IC 99%).
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Tabela 2.4. Estimativas obtidas para os grupos de Manilkara huberi separados de acordo com
as classes diamétricas.

Grupo n A He Ho f (F|s) F (F|T) 9p (FST)
1. Comerciais e ndo comerciais
DAP <45cm 119 15,14 0,850 0,667 0,215
DAP > 45cm 154 16,14 0,855 0,658 0,230
Média 136,5 15,64 0,852 0,703 0,223 0,225 0,001
Superior 0,222 0,262 0,003
Inferior 0,125 0,128 -0,001
2.Classes de DAP
10-20cm 31 12,00 0,861 0,664 0,228
21-30cm 39 12,57 0,851 0,612 0,281
31-40cm 36 12,00 0,836 0,705 0,157
41-50cm 25 11,14 0,845 0,701 0,170
51-60cm 28 10,71 0,842 0,674 0,199
61-70cm 32 12,14 0,867 0,678 0,218
71-80cm 25 10,71 0,838 0,625 0,254
81-90cm 17 10,00 0,854 0,677 0,219
91-100cm 19 9,57 0,853 0,667 0,218
101-140cm 21 10,71 0,853 0,761 0,108
Média 26,8 11,16 0,850 0,668 0,219 0,220 0,001
Superior 0,272 0,287 0,003
Inferior 0,125 0,127 -0,001

n, numero de individuos analisados; A, niamero médio de alelos polimorficos por classe; H, , heterozigosidade

esperada; |:|O, heterozigosidade observada e f, indice de fixacdo de alelos. Valores Superior e¢ Inferior

representam o intervalo obtido com o teste de reamostragens do bootstrap 95%.

Tabela 2.5. Resultados obtidos das comparagdes entre as geragdes de M. huberi analisadas
par a par. Valores de &, .

Adultos Regenerantes
Adultos -
Regenerantes 0,021 -
Descendentes (sementes) 0,018 0,017

Valores médios de divergéncia genética entre as geragdes (gp ).

Desequilibrio de HW e desequilibrio de ligacéo

O teste exato de Fisher detectou desvios na aderéncia ao Equilibrio de Hardy-
Weinberg em todos os locos, conforme ja havia sido observado para o indice f , que indicou
excesso de homozigotos em todos os locos. Foi realizado o teste de desequilibrio de ligagdo de
Burrows. Tendo em vista que os testes de desequilibrio de ligagdo sdo altamente sensiveis,
optou-se por considerar ligacdes significativas entre locos quando a probabilidade de rejeitar a

hipotese nula era menor do que 95% e ocorriam em todas as geragdes avaliadas, arvores
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adultas e suas progénies e regenerantes. Foi detectado na geragdao de adultos desequilibrio de

ligacdo entre os pares de locos Mh08/Mh09 (P=0,028) e Mh20/Mh22 (P=0,045).

Estrutura genética espacial

O grafico de correlagdo genética espacial, obtido por meio de célculos do indice | de
Moran evidenciou estrutura¢ao genética espacial para a espécie (Figura 2.8), onde verificou-
se que as arvores localizadas a uma distancia de até 450 metros apresentam valores positivos e
significativos para o referido indice, a julgar pelo intervalo de confianca a 95% do teste de
reamostragem. Houve uma continua diminuicdo da autocorrelacdo, apresentando valores
préoximos a zero entre 450 e 900 metros até que, a partir de 900 metros apresenta valores
negativos significativos, sugerindo que arvores proximas sejam parentes entre si € as arvores
mais distantes sejam geneticamente ndo relacionadas, num claro padrdo de isolamento por
distancia.

Esse resultado foi semelhante ao obtido utilizando o software SPAGeDi que calcula o
coeficiente de coancestria com base em Loiselle et al. (1995) (Figura 2.9). Da mesma forma
esta analise indicou valores positivos significativos até 400 metros e negativos significativos a
partir de cerca de 1500 metros, a julgar pelo intervalo de confianca a 95% dos testes de

reamostragem.

93



Correlograrm using Maran's Indesx

0.025
0
00207
nomsT O ebserved
Do

0.00%

0 000 } + ;
-0 005
-0.010 T

-0msT =+ References Mean

-0.020 —
Spatial distance

Figura 2.8. Correlograma do indice | de Moran para 10 classes de distincia na populagao
natural de M. huberi.
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Figura 2.9. Representagao grafica do coeficiente de coancestria de acordo com Loiselle et al.,
1995 para 10 classes de distancia na populag@o natural de M. huberi.

A representacdo grafica do coeficiente de coancestria e da distancia espacial entre os
gendtipos de M. huberi evidenciou estrutura genética espacial significativa de acordo com os
valores de desvio padrao a 95% de probabilidade, na distdncia de aproximadamente até 450

m, sugerindo dispersdo de sementes restrita a esse espago. O maior coeficiente de coancestria
foi estimado na classe de distancia de zero a 200 m (éxy =0,018; P<0,05), no entanto encontra-

se abaixo do esperado em primos de segundo grau (Figura 2.9).
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Analise de fluxo génico
A distancia média de fluxo de pdlen (fluxo génico) (0 ) estimado por analise com o
software Two-Gener foi de 49,5 metros com desvio padrao da dispersao de polen de 0,69 m,

indicando que a dispersdo de pdlen da espécie nessa area de floresta natural ¢ restrita. A
estimativa da distancia média entre as maes (D ) foi de 739 metros e a densidade de arvores

reprodutivas por hectare (d ) foi igual a 1,9. O @, global que mede a divergéncia genética do

polen cruzado entre matrizes foi de 0,138.

Sistema de cruzamento

A estimativa da taxa de cruzamento multiloco (t, ) foi alta (0,995+0,003), indicando
que a espécie € preferencialmente aldgama. A diferenca entre a estatistica t,, e a unidade pode
ser atribuida a endogamia biparental efetiva ou autofecundagdo (1—f£, ). A taxa de cruzamento
uniloco que diz respeito ao cruzamento entre individuos ndo aparentados (t, ), por sua vez, foi

menor (0,718+0,012) e significativamente diferente da multiloco, a julgar pelo intervalo de
confianga a 95% de probabilidade, no entanto muito alta. A diferenca entre a taxa de

cruzamento multiloco e uniloco (t,, —t,) tem sido interpretada como indicativo da ocorréncia

de cruzamento entre individuos aparentados e para a espécie M. huberi esse valor foi de 0,282

(2£0,012). A julgar pelo intervalo de confianca a 95% de probabilidade, obtido para a diferenca
(f, —t.), a estimativa da taxa de cruzamentos entre parentes ¢ estatisticamente significativa.
A estimativa da correlagdo multiloco de paternidade (I, ) detectou que 18,9% das

progénies foram geradas por cruzamentos biparentais e sdo parentes no grau de irmaos-

completos e 81,1% meios-irmdos. A estimativa da correlagdo uniloco de paternidade

(F55=0,197 ou 19,7%) foi pouco superior a multiloco, mas ndo significativamente diferente.
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O célculo do tamanho de vizinhanga indicou que em média o numero de arvores doadoras de
polen por matriz ¢ igual a 5,9. A estimativa do coeficiente de coancestria entre plantas dentro

de progénies (6, ) foi de 0,175, estando este entre o esperado para progénies de meios-
irmaos (0,125) e irmaos completos (0,25).

O tamanho efetivo de variéncia (N,,,) médio de uma simples progénie foi de 2,66.
Baseado neste resultado foi calculado o nimero minimo de arvores maternas que devem ser
consideradas na coleta de sementes para conservagdo ex Situ. Objetivando a manutengdo da

diversidade genética a longo prazo, devem ser coletadas sementes de pelo menos 188 arvores

maternas, mantendo-se assim o tamanho efetivo de 500.
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DISCUSSAO

Populagdes naturais de varias espécies nativas arboreas vém sendo avaliadas do ponto
de vista genético com a utilizacdo dos marcadores microssatélites, em sistemas multiplex,
permitindo a genotipagem de forma rapida e eficiente. A técnica de primer tail apesar de
aparentemente vantajosa no sentido de permitir utilizar o iniciador marcado em estudos com
diferentes espécies, sendo, portanto, mais econdomica, ndo se mostrou vantajosa, uma vez que
a amplificacdo de fragmentos nitidos e de facil interpretacdo fica prejudicada. Isso faz com
que a otimizacdo torne-se extremamente laboriosa. O conhecimento da distribui¢do da
diversidade genética da espécie M. huberi é essencial para a adogdo de estratégias eficientes
para a conservagdo de seu germoplasma em condigdes X Situ e in situ e para a defini¢do de
um programa de manejo que seja sustentavel para a espécie. Os marcadores SSR constituem

uma poderosa ferramenta para estudos desta natureza.

Estudos da estrutura genética nos estratos de regenerantes (plantulas e juvenis) de uma
mesma populacdo, bem como a determinacdo precisa de parentesco entre regenerantes e
adultos permite entender a dindmica da manutengdo da variabilidade entre geragdes e,
possivelmente, resultar em recomendagdes futuras sobre o manejo da regeneragao (Ciampi et

al., 2000).

Diversidade genética e indice de fixacéo

Em relacdo a diversidade genética observou-se neste trabalho alto nivel de
multialelismo em todos os locos polimoérficos. O nimero médio de alelos por loco foi elevado
considerando o total de individuos. A presencga de alelos observados nos descendentes e nao

nos adultos ¢ devido a polen vindo de fora da area amostrada. Alelos presentes nos adultos e
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ndo nos descendentes implica em sucesso reprodutivo diferenciado ou efeito de amostragem
de descendentes.

A heterozigosidade média esperada foi alta e a observada foi significativamente
menor, indicando alta diversidade genética e taxa relativamente alta de endogamia na

populagdo estudada, visualizada pelo alto valor de f nas trés geragdes e em todas as classes

diamétricas. Apesar de outros estudos de espécies arboreas indicarem possivel sele¢dao contra
homozigotos ao se comparar diferentes geracdes (e.g., Sebbenn et al., 2000b; Ribas &
Kageyama, 2004) este padrdo foi observado em M. huberi, mas néo foi significativo. Alelos
nulos podem ser uma das causas provaveis dos desvios de heterozigosidade esperada de
acordo com EHW. A ocorréncia de alelos nulos leva ao aumento da homozigose e reducgdo da
heterozigose, visto que individuos heterozigotos para o alelo nulo serdo interpretados como
homozigotos. Entretanto, presenca de alelos nulos ndo deve ser a explicacdo mais provavel

para o alto valor de endogamia da espécie. Valores altos de f observados em todos os locos

favorecem a interpretacdo de que a espécie seja realmente endogamica e nao que tenha havido
super-estima¢ao devido a presenca de alelos nulos.

A auséncia de desequilibrio de ligagdo entre a maioria dos locos permitiu a obtencao
de um conjunto de locos nao ligados e que apresentavam niveis altos de diversidade genética,
quando medida em termos de heterozigosidade esperada, equivalente a diversidade genética
de Nei (1973).

Altos niveis de heterozigosidade eram esperados em M. huberi, visto que a espécie
tem vida longa, ampla distribui¢do geografica na floresta Amazonica e alta taxa de
regeneragdo. Tais caracteristicas favorecem a entrada de novos alelos por mutagdo ¢ a
recombinagdo dos alelos da populacdo a cada geracdo, ou um grande numero de combinagdes
genotipicas. Esses fatores podem levar ao aumento do potencial evolutivo de espécies, pela

maior capacidade de adaptagdo as possiveis mudangas ambientais.
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Estrutura genética espacial

O estabelecimento de programas de amostragem em larga escala para acessar a
diversidade genética e consequentemente permitir uma visao acurada da estrutura genética &,
usualmente, o fator limitante quando o objetivo € aplicar técnicas de autocorrelagdo espacial
(Diniz-Filho & Telles, 2001). Alguns estudos tém concluido que andlises de autocorrelagdo
espacial ndo devem ser realizadas com menos de 20 ou 30 individuos (Sokal & Jaquez, 1991).
No caso de M. huberi os padrdes espaciais detectados sao claros, uma vez que a amostragem
foi grande o suficiente para permitir que a autocorrelagdo espacial detectasse estruturacao
genética de forma significativa. As analises foram conduzidas com 481 individuos numa area
de 200 ha utilizando duas técnicas de autocorrela¢do, a média do indice I de Moran e o
coeficiente de coancestria de Loiselle et al. (1995), e ambos indicaram resultados
semelhantes. A aplicacdo de analises de autocorrelagdo espacial para definir unidades de
conservagao ¢ util a partir do momento em que ¢ possivel definir os padrdes de variagao
genética no espaco (Diniz-Filho & Telles, 2001) o que pode ser realizado com a finalidade de
preservar grande parte da variagdo genética existente.

A dispersdo de sementes a curtas distdncias tem sido observada em outras espécies
tropicais cujos dispersores sdo pequenos animais, como o caso da Carapa guianensis (182 m)
e da Vouacapoua american (176 m) e até mesmo em espécies cujos dispersores s30 morcegos,
passaros e mamiferos arboreos como a Symphonia globulifera (141 m) (Hardy et al., 2006).
Em relagdo as arvores tropicais, Boshier et al. (1995) relatam que para Cordia alliodora
vizinhos proximos apresentam alta relagdo genética entre si em comparagdo com arvores mais
distantes. Hamrick et al. (1993) demonstraram a presenga de estrutura genética espacial em
classes intermediarias de DAP em Platypodium elegans, Alseis blackiana e Swartzia simplex

no Panama.
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Sistema de cruzamento

Os resultados obtidos indicam que se trata de uma espécie que se produz

preferencialmente por cruzamento, de acordo a taxa de cruzamento multiloco (fm =0,995 +

0,003). Apesar das elevadas taxas de cruzamento detectadas nas populacdes, o teste de
Equilibrio de Hardy-Weinberg mostrou desvio de cruzamentos aleatdrios, que pode ter sido
causado por cruzamento entre aparentados. Devido a estrutura floral da espécie, a
autofecundagdo da mesma flor ¢ inviavel, uma vez que fase masculina e fase feminina
ocorrem em diferentes intervalos, no entanto a autofecunda¢do pode ter ocorrido entre
diferentes flores da mesma arvore. Era esperado que fosse encontrado resultado indicando
presenca de autofecundagdo em baixo nivel, uma vez que espécies hermafroditas apesar de
apresentarem sistemas de auto-incompatibilidade que evitam a autofecundagdo, estes
geralmente conseguem apenas manté-la em niveis baixos. Murawski (1995) mostrou que
90,9% das espécies arboreas tropicais que ocorrem no extrato superior do dossel, 75% das que
ocorrem no estrato intermediario e 34% das espécies de sub-bosque apresentam algum
mecanismo de auto-incompatibilidade. Apesar deste resultado de baixa autofecundagdo, a
taxa de cruzamento entre parentes ¢ elevada (28%). Isso pode estar ocorrendo devido a
estruturacdo genética espacial aliada a alta densidade da espécie na floresta primaria e devido
a floragdo sincronica, que gera uma densa oferta de flores a curta distancia.

Em M. huberi a detecgdo de alta taxa de cruzamentos entre parentes sugere que a
populagdo apresenta alguma estrutura genética interna. De fato foi detectado que a dispersao
de sementes deve ser restrita, atingindo até 450 metros, estando os individuos parentes
localizados neste raio de distancia. Valores de coancestria positiva foram observados variando
proximos somente ao nivel de primos de segundo grau (0,0325). Cruzamentos entre

individuos parentes tém sido detectados em diversos outros estudos do sistema de reprodugao,
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em populagdes naturais de espécies arboreas tropicais (Sebbenn et al. 2000b; Collevatti et al.
2001; Souza et al., 2003).

Comparado a autofecundagdo, o cruzamento entre parentes gera menos
endogamia, e.g., a autofecundagdo aumenta a endogamia em 50% a cada geragdo, enquanto
que o cruzamento entre individuos meios-irmaos gera endogamia de 12,5% e o cruzamento de
irmaos-completos gera endogamia de 25%. Se os cruzamentos ocorrerem sistematicamente
entre poucos individuos da populagdo, a contribuicdo da populacdo doadora de polen para a
formagao da descendéncia pode ser afetada, aumentando a coancestria e reduzindo o tamanho
efetivo da populagdo.

O sistema misto de reprodugdo tem sido geralmente conceituado como a mistura de
cruzamentos aleatorios e autofecundagdes e desconsidera a ocorréncia de cruzamentos

biparentais, que também pode causar desvios de cruzamentos aleatorios. Os cruzamentos
biparentais podem ser calculados pela correlagdo de paternidade (I, Ritland, 1989) que mede
a propor¢ao de individuos de cruzamentos que foram gerados por cruzamentos biparentais
(irmdos completos, Ritland, 1989). A estimativa da correlagdo I, em M. huberi foi de 18,9%,

uma taxa relativamente alta e significativa no sentido de contribuir para a taxa de endogamia
da espécie. A presenca de correlacdo de paternidade em progénies de polinizagdo aberta surge
ndo da fertilizagdo das flores por amostras de polen aleatérias da populacdo como um todo,

mas sim devido a uma amostra de poucas fontes e eventos de polinizagdo (Sampson, 1998).

Distancia de fluxo de polen
Devido ao fato de o movimento do polen influenciar na criagdo, manutengao e erosao
da estrutura genética da populacdo adulta ¢ importante entender quais fatores influenciam o

movimento do pdlen, dai a importancia do conhecimento do fluxo génico via pélen em uma
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populagdo natural. Se uma populacdo doadora de podlen sofrer isolamento por distancia,
podera haver um aumento amostral dos pais locais ¢ a criacdo de uma alta estrutura no
conjunto do polen (Dyer & Sork, 2001).

A distancia média de fluxo de pdlen obtida por estimativas do software Two-gener foi

extremamente baixa (5 =49,5 m). O fluxo de poélen restrito pode estar relacionado as
caracteristicas de biologia reprodutiva da espécie. A M. huberi possui eventos de floragdo
supra anuais, entretanto intensos e a maioria das arvores em estdgio de floracdo esta florindo
no mesmo momento. A intensa oferta localizada de flores faz com que os polinizadores
forrageiem dareas restritas, ndo sendo necessario buscar alimento a longa distancia. Os
polinizadores da espécie sdo insetos como moscas e abelhas de tamanho médio, cujo alcance
de v6o pode chegar a 2000 m, ou seja, muito superior a distdncia média de fluxo de pdlen
detectada. Contudo, o modelo Two-Gener tende a subestimar a distancia de dispersao. O
modelo assume auséncia de estruturagdo espacial, o oposto do detectado nessa populacao.

Esse resultado estaria de acordo com a maioria dos trabalhos que relatam que ha fluxo
de polen a longas distancias em populagdes de outras espécies arboreas tropicais como
Neobalanocarpus heimii (Konuma et al., 2000); Dinizia excelsa (Dick et al., 2003); Swietenia
humilis (White et al., 2002). Ainda, esta ¢ uma sub-estimativa da média de dispersdo, visto
que uma certa propor¢ao das sementes foi fecundada por pais localizados fora da area.

A estimativa da divergéncia genética entre o poélen cruzado revelou que o pdlen que

fecundou as diferentes arvores maternas foi heterogéneo (® ,=0,14). Em outras palavras,

14% da variacdo nas freqliéncias alélicas do polen cruzado dentro da populagdo encontravam-
se entre as arvores maternas. Esta estimativa da divergéncia entre o polen cruzado, obtida para
M. huberi ¢ muito superior a encontrada na espécie polinizada por animais Albizia julibrissin

(®,=0,062; Irwin et al., 2003).
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Conservacao e manejo

Marcadores microssatélites tem sido uma importante ferramenta no sentido de gerar
informagdes rapidas e detalhadas a respeito do cendrio referente a diversidade e estrutura
genética de uma populacdo e assim ajudar na definicdo de estratégias de conservagdo e
manejo florestal sustentaveis. Lemes et al. (2003) sugeriram estratégias de conservagdo in
situ de Swietenia macrophylla baseadas na preservagao de grandes areas de modo a minimizar
a perda de diversidade decorrente de deriva genética. Bottin et al. (2005), em seus estudos
com Santalum austrocaledonicum, sugeriram estratégias de conservagao e a definigdo de duas
unidades de conservagdo (ESUs - Evolutionary Significant Units) com base na estimativa do
indice Fg; .

A soma dos resultados obtidos nas analises de M. huberi com base em locos SSR
como a detec¢do de desvios de cruzamentos aleatérios detectados nas freqiiéncias alélicas
além da forte estruturacdo genética espacial tém fortes implicagdes em programas de
melhoramento e conservagdo genética, coleta de sementes para a recuperagdo de areas
degradadas e reflorestamentos comerciais com M. huberi. O padrio de isolamento por
distancia detectado neste estudo ¢ consistente com os resultados obtidos em outros estudos em
larga escala de arvores tropicais como Euterpe edulis na Floresta Atlantica (Cardoso et al.,
2000) Caryocar brasiliense no Cerrado (Collevatti et al., 2001) e S. macrophylla na regido
amazonica (Lemes et al., 2003; Novick et al., 2003).

O manejo florestal aplicado na Amazodnia elimina dos eventos reprodutivos um grande
nimero de individuos, i.e., 90% de todos aqueles que possuem DAP a partir de 45 cm,
deixando apenas individuos jovens de menor didmetro, que produzem menor quantidade de
ovulo e polen. As arvores maiores (em DAP e altura) e conseqlientemente mais velhas
retiradas pelo manejo, apesar de estarem em menor nimero sao as que de fato contribuem em

maior propor¢ao para a reproducdo e conseqiientemente deveriam ser alvos prioritarios no
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estabelecimento de reservas genéticas in situ. Considerando a maior distdncia entre os
individuos reprodutivos remanescentes, a probabilidade de individuos aparentados
participarem do evento de reproducdo na populagdo podera ser menor. Neste sentido, menor
sera a probabilidade de serem gerados individuos oriundos de cruzamentos entre parentes,
entretanto, a probabilidade de autofecundacao pode tornar-se elevada, também devido a maior
distdncia entre as arvores reprodutivas remanescentes, sendo que a segunda situacdo deve
ocorrer em menor intensidade no caso da M. huberi uma vez que a espécie ¢ de alta densidade
permanecendo na area muitos individuos reprodutivos (DAP entre 35 cm e 45 cm). Além do
exposto, a viabilidade dos individuos gerados por autofecundacdo nao ¢ conhecida, sendo
possivel que estes ndo alcancem a maturidade sexual e reproduzam.

A redugdo da populagdo reprodutiva pelo manejo pode causar um efeito conhecido como
gargalo genético, que ¢ o afunilamento da base genética da populagdo, tendo como
conseqiiéncias a deriva genética, caracterizada pela perda de alelos de baixa freqiliéncia, o
aumento do grau de parentesco e dos niveis de endogamia das populagdes, os quais sdo
elevados na populagao de M. huberi estudada.

A persisténcia ou o aumento drastico do nivel de endogamia por deriva genética,
autofecundagdo e cruzamento entre aparentados, podera levar a reducdo na produtividade e
capacidade reprodutiva (perda de vigor, capacidade adaptativa, redugdo no crescimento ou
geracdo de plantas estéreis) e por fim, a erosdo genética na populagdo, podendo comprometer
a continuidade da espécie. Entretanto, Dick (2001) relata que para D. excelsa a produgdo de
sementes aumentou aproximadamente trés vezes numa regido que sofreu perturbagdo e a
maioria foi originada por cruzamentos e nao por autofecundagao.

Possivelmente o manejo também cause alteragdes no comportamento de polinizadores,
seja aumentando a probabilidade de autofecundacao (Murawski, 1995), seja fazendo com que

o polinizador busque arvores mais distantes, conseqiientemente, aumentando ou diminuindo a
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endogamia da espécie, respectivamente. A densidade dos polinizadores também pode ser
alterada uma vez que a oferta de alimento foi diminuida.
A defini¢do de programas de conservagao in situ por meio do estabelecimento de parques

e reservas podem representar o componente mais significativo de estratégias de conservacao,
especialmente no caso de se tratar de areas de floresta ndo fragmentada. Programas de manejo
devem incluir grandes areas no sentido de evitar a fragmentagao florestal e conservar a maior
diversidade genética possivel, extraindo arvores da floresta de forma aleatoéria dentro de
grandes areas, uma vez que a M. huberi é espacialmente estruturada e a fragmentagdo pode
causar a perda de subpopulagdes. Essa estratégia pode minimizar a perda de diversidade
genética por deriva genética e maximizar a eficiéncia da conservacdo da diversidade. Para a
conservagdo ex Situ, sementes devem ser coletadas de 188 arvores maternas no minimo. Uma
vez que a espécie apresenta alta distribuicdo pela regido amazonica, a amostragem deve
incluir o maior numero de populagdes no sentido de conservar a maior diversidade genética
possivel e assim manter alto tamanho efetivo populacional. Com base na estrutura genética
espacial detectada, a distdncia minima entre as arvores maternas deve ser de 500 m de modo a
evitar a coleta de sementes de arvores aparentadas.

As informacgdes obtidas até o momento foram utilizadas no modelo que inter-relaciona
todos os parametros caracteristicos da espécie, o software Eco-Gene (Degen et al., 1996),
sendo possivel realizar predi¢cdes realisticas sobre os efeitos do manejo nos niveis de
diversidade genética e endogamia a longo prazo, ¢ chegar mais proximo a um modelo de
manejo sustentavel para M. huberi. Esta abordagem esta contemplada no Capitulo 04.

Finalmente, ressalta-se que o método utilizado no presente estudo é limitado para a
obtencdo de dados suficientes sobre os possiveis efeitos do manejo nos niveis de diversidade
genética, devido a se tratar apenas do estudo de uma area natural, sendo necessario comparar

esses resultados com os de areas ja manejadas. O ideal é que haja continuidade dos estudos
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para avaliacdo dos incrementos médios anuais para determinar como serd o crescimento ¢ a
produtividade por area da espécie. Outro aspecto que deve ser estudado ¢ a taxa de
recrutamento ¢ mortalidade nas populacdes e a biologia de polinizagdo, determinando-se a

distancia do fluxo de polen e as taxas de cruzamento da espécie apds o manejo.
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CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho permitem uma série de conclusdes sobre a
estrutura genética da espécie M. huberi.

A espécie apresenta altos indices de diversidade genética molecular em comparagao a
média das espécies arboreas tropicais. Entretanto apresenta alta taxa de endogamia, ou seja,
desvio do Equilibrio de Hardy-Weinberg, causado tanto por autofecundacdo quanto por
cruzamento entre parentes.

Trata-se de uma espécie preferencialmente alégama, entretanto, com taxa significativa
de autofecundagdo, que apresenta estruturacdo genética espacial, estando os individuos
aparentados localizados num raio de cerca de 450 m. Esta intensa estruturagdo esta
relacionada ao fluxo génico de isolamento por distancia, o sugere a conservagdo de grandes
areas no sentido de evitar a perda de subpopulacdes devido a exploragao seletiva.

A alta diversidade genética de M. huberi, a alta taxa de cruzamento e o fato de ser de
ampla abrangéncia na Amazonia, sdo fatores que sugerem que a espécie apresenta potencial
para conservagao in Situ e ex situ.

Para conservag@o ex situ, sementes devem ser coletadas de pelo menos 188 arvores

maternas amostradas preferencialmente buscando representar o maximo de populacdes.
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CAPITULO 03

Analise da variabilidade no DNA de cloroplasto em

Manilkara huberi (Ducke) A.Chev.
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RESUMO

A fragmentacao florestal pode resultar numa diminuicdo do potencial evolutivo das espécies,
tornando-as isoladas e vulnerdveis a eventos ambientais, demograficos e genéticos. Neste
sentido, estudos de genética molecular tém se tornado parte integrante de diversos estudos de
conservagao ¢ devem passar a ser considerados na definicao de estratégias de manejo florestal
sustentavel. A magaranduba ¢ uma espécie intensamente explorada pela industria madeireira
devido a alta densidade de sua madeira e atualmente se encontra sob manejo sustentdvel na
Amazodnia Brasileira. Estudos anteriores da variabilidade genética autossomica de uma
populacdo em floresta primaria localizada na FLONA Tapajos, Belterra, PA, indicaram que a
espécie apresenta elevada diversidade genética, embora apresente endocruzamento
significativo (f = 0,22). Apresenta fluxo de pdlen a distancias limitadas (~49 m), alta taxa de
cruzamento entre parentes (28%) e estruturagdo espacial, estando os individuos aparentados
distantes em até 450 metros entre si. Com base nestes resultados e visando confirmar a
estrutura genética espacial da espécie e seu padrao de fluxo génico, este estudo teve como
objetivo avaliar a existéncia de estruturacdo genética matrilinear desta mesma populagdo de
481 individuos adultos distribuidos em 200 ha, e 88 regenerantes com base na andlise de nove
microssatélites no genoma de cloroplasto (cpSSR), associados ao seqiienciamento de trés
regioes intergénicas de cpDNA tipicamente polimodrficas em 96 individuos adultos
distribuidos pelos 200 ha. Nao foi detectado polimorfismo de seqiiéncia nestas regides entre
os individuos desta populag¢do. Além disso, a analise da variabilidade haplotipica envolvendo
nove cpSSRs revelou ndo existir variagdo dentro da populagdo para cinco locos enquanto os
demais quatro apresentaram polimorfismo relativamente limitado, resultando em um total de

15 haploétipos na populagdo, com diversidade genética total (h;) de 0,898. A analise da

estrutura genética espacial com base nos hapldtipos de cpSSR confirmou a existéncia de
estruturacao significativa em distancias at¢ 200 m, indicando que os individuos fisicamente
mais proximos sdo geneticamente mais relacionados do que esperado pelo simples acaso.
Estas informagdes genéticas corroboram o padrdo de organizagdo espacial da variabilidade
genética revelado pela andlise de DNA nuclear fortalecendo a hipdtese de isolamento por
distancia e a recomendagdo da necessidade de manutencdo de grandes areas de floresta
primdria de modo a garantir a sobrevivéncia do maior numero de subpopulagdes da espécie.

Palavras-chave: cpDNA, sequenciamento, estrutura genética espacial, haplotipos
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INTRODUCAO

Ecossistemas tropicais tém sofrido intensamente nos ultimos anos em decorréncia da
intensa agdo antropica por meio da exploracdo de recursos madeireiros e ndo-madeireiros.
Esta exploracdo predatdria tem levado a destruicdo de grandes areas, as quais representam
refugios de extensa diversidade de espécies. A fragmentagdo florestal pode resultar numa
diminui¢ao do potencial evolutivo das espécies, tornando-as isoladas e vulneraveis a eventos
ambientais, demograficos e genéticos. Os efeitos genéticos associados a redu¢do do tamanho
populacional sdo primordialmente: a restricdo no fluxo génico, a deriva, o endocruzamento, o
que geralmente resulta na diminui¢do da diversidade genética (Young et al., 1996; Keller &
Waller, 2002).

Neste sentido, estudos de genética molecular tem se tornado parte integrante de
diversos estudos de conservacdo (Haig, 1998). Em plantas, os estudos comparativos de
genoma nuclear, de heranca biparental e citoplasmatico, de heranga geralmente uniparental,
podem promover informac¢des complementares e até mesmo contrastantes a respeito da
estrutura genética de populag¢des naturais (McCauley, 1995; Ennos et al., 1999).

Em contraste com o observado em vertebrados, sementes de plantas apresentam
comportamento de dispersdo complexo e assimétrico, isso por que, os adultos sdo individuos
fixos, imoveis e a fungdo de dispersdo ¢ mediada por dois veiculos distintos que operam em
seqiiéncia, o gametofito masculino (pdlen) e o esporofito jovem (semente). Outra
peculiaridade das plantas é o fato de possuirem dois genomas organelares coexistentes no
citoplasma, o genoma mitocondrial e o plastidial, sendo este especifico de plantas. A heranga
destes dois genomas ¢ variada e nem sempre Unica, variando desde estritamente paterna até
estritamente materna (Harris & Ingram 1992; Mogensen 1996; Reboud & Zeyl 1994; Rohr et

al., 1998).
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Informagdes a respeito dos niveis de organizagdo e dinamica da variabilidade genética
em populacdes de uma espécie sdo fundamentais para delinear estratégias eficientes de
conservagao e para a definicdo de estratégias de manejo sustentavel. Entretanto, estudos desta
natureza para espécies arboreas tropicais ainda sdo relativamente poucos. Conhecer a
variabilidade genética existente entre e dentro de populagdes € essencial para que possam ser
feitas inferéncias e previsdes sobre diversos processos que afetam a diversidade, como
mutagdo, deriva genética, fluxo génico e selegcdo natural (Wright, 1978).

A obtengdo e analise de dados discretos, a partir de marcadores moleculares baseados
em polimorfismo de DNA, tem se tornado uma forma eficiente de gerar informagdes para um
grande niumero de individuos, populacdes e espécies. A evolu¢do e disponibilizagdo de
técnicas de biologia molecular tém contribuido significativamente para investigagdes cada vez
mais detalhadas da diversidade genética.

Tendo em vista a taxa de evolugdo lenta do genoma de cloroplasto (cpDNA),
polimorfismos de haplotipos de microssatélites de cloroplasto e de fragmentos de restricao ou
seqiienciamento de regides intergénicas tém sido tradicionalmente utilizados para
investigagoes filogenéticas interespecificas ou intergenérica. Trata-se uma molecula altamente
conservada, com baixa taxa de substituicio de nucleotideos. As alteragdes ocorrem
principalmente no tamanho do genoma, por meio de adi¢cdo de novas seqiiéncias ou delegdo
de seqiiéncias existentes, geralmente pequenas, envolvendo de 1 a 10 pares de base
localizados em regides ndo codificadoras. O genoma de cloroplasto em plantas terrestres ¢
uma molécula circular e pequena, variando de 120 a 217 Kb. Sua estrutura é bem
documentada, caracterizada na maior parte das espécies por uma repeticao invertida de cerca
de 25 Kb, que divide o restante do genoma em duas regides de copia nica, sendo uma maior

(87 Kb) e uma menor (18 Kb) (Palmer, 1987).
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O uso mais freqiiente do DNA de cloroplasto tem sido para estudos ao nivel
interespecifico, devido a lenta evolucdo desta molécula e conseqiientemente baixo
polimorfismo dentro de espécies (Palmer, 1987). Entretanto, estudos ja revelaram que a
diversidade intraespecifica no cpDNA pode ser suficiente para estudos populacionais (Soltis
et al., 1992). Weising & Gardner (1999) desenvolveram uma série de marcadores SSR de
cloroplasto altamente conservados e universais para angiospermas. Em seus testes, a grande
maioria dos locos apresentou polimorfismo nas familias de angiospermas dicotiledoneas
testadas. Baseados nos resultados encontrados, os autores sugeriram que os iniciadores
universais desenvolvidos baseados em seqii€ncias repetitivas mononucleotidicas podem ser
utilizadas em angiospermas de modo geral. Taberlet et al. (1991) desenvolveram iniciadores
universais que tornaram possivel a amplificagdo via PCR e seqiienciamento direto de duas
regides ndo codificadoras, tornando mais acessivel o DNA de cloroplasto para estudos
intraespecificos.

Estudos anteriores da variabilidade genética autossdmica de uma populagdo em
floresta primaria localizada na FLONA Tapajos, Belterra, PA, indicaram que a espécie
apresenta elevada diversidade genética, embora apresente endocruzamento significativo (f =
0,22). Apresenta ainda um fluxo de pdlen a distancias limitadas (~49 m), alta taxa de
cruzamento entre parentes (28%) e estruturagdo espacial, estando os individuos aparentados
distantes em até 450 metros entre si. Com base nestes resultados e visando confirmar a
estrutura genética espacial da espécie e seu padrdo de fluxo génico, este estudo teve como
objetivo investigar a possivel existéncia de estruturagdo genética matrilinear desta mesma
populacdo de 481 individuos adultos distribuidos em 200 ha, com base na analise de nove
microssatélites no genoma de cloroplasto (cpSSR), associados ao seqiienciamento de trés
regides intergénicas de cpDNA tipicamente polimoérficas. A comparagdo do polimorfismo de

seqiiéncias nucleares e citoplasmaticas podera auxiliar o entendimento das contribuigdes da
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dispersdo de semente e polen na defini¢do da estrutura genética de M. huberi na Amazo6nia
Brasileira. Esta andlise comparativa permitiria ainda fazer inferéncias sobre o passado da
espécie, e definir se o nivel e a distribuicdo espacial da diversidade genética observada

atualmente representa um processo recente ou ¢ caracteristico da espécie a longo prazo.
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OBJETIVOS

Objetivo geral.

Este trabalho teve como objetivo estudar a estrutura genética de M. huberi com base
na andlise de microssatélites e seqiienciamento de regides intergénicas no genoma
cloroplastico ndo recombinante e comparar os resultados com aqueles derivados da analise

da variabilidade de microssatélites nucleares do genoma recombinante.

Objetivos especificos.

v Genotipar populagdo natural de M. huberi com locos universais SSR de cpDNA;

v Seqlienciar trés fragmentos de regides intergénicas de cpDNA visando detectar
polimorfismo de base individual e inser¢ao/delecao;

v’ Estimar a diversidade haplotipica do cpDNA;

v Investigar a distribui¢do genética espacial dos individuos, e testar a hipotese de
existéncia de estruturagdo genética,

v' Comparar os resultados de estrutura genética com base em cpDNA com aqueles

obtidos da analise de marcadores autossOmicos.
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MATERIAL E METODOS

Area de estudo, amostragem e material vegetal

A populagdo de M. huberi estudada localiza-se em 200 hectares de floresta primaria de
terra-firme da Amazonia Brasileira, em area da Floresta Nacional do Tapajés (FLONA
Tapajos), na altura do km 83 da BR 163, Rodovia Santarém-Cuiabd, Belterra-PA (Figura 2.1).
No total, a amostra populacional para os estudos genéticos constituiu-se de 481 arvores com
DAP a partir de 10 cm e 88 regenerantes (DAP < 10cm) com alturas variando entre 13 e 190
cm ¢ localizados na area de 500 ha, os quais fazem parte de uma PEI (Parcela de Estudos
Intensivos) destinada a estudos ecoldgicos e genéticos no ambito do projeto Dendrogene
(Embrapa Amazonia Oriental/DFID). Os tecidos vegetais utilizados para a extracdo de DNA

foram do cambio caulinar das arvores, e folhas dos regenerantes.

Extracdo e quantificacdo de DNA

A extracdo de DNA gendmico ¢ a genotipagem dos individuos foram realizadas no
Laboratorio de Genética Vegetal da EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia
(CENARGEN), Brasilia, DF. Tanto a extragdo do DNA de cambio quanto de folhas foi
realizada de acordo com o procedimento de CTAB 2% (Doyle & Doyle, 1987) adaptado por
Machado et al. (2002). A quantificagdo do DNA foi feita por comparagdo com DNA padrao
(. DNA) em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. O DNA foi diluido para

1,0ng/ul.

Otimizacao de locos cpSSR
Os dez iniciadores SSR universais de cpDNA sintetizados baseados no genoma de

tobacco (Weising & Gardner, 1999), todos de repeticdes de uma base foram testados em
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reagoes de PCR utilizando DNA de oito arvores de M. huberi a fim de se obter a temperatura
de anelamento ideal para cada par de iniciadores. Para isto foram testadas temperaturas que
variaram entre 50 e 62°C. A reacdo de PCR consistiu da seguinte combinag¢ido de reagentes: 4
ng de DNA, Ix de tampao de PCR (10 mM Tris-HCI, pH 8.3, 50 mM KCI), 2 mM de MgCl,,
0,27 uM de cada iniciador, 0,25 mM de dANTP, 0,25 mg/ml de BSA, 1,3 U de Taqg DNA
polimerase e agua ultrapura. Em cada par de iniciadores, o forward foi marcado com
fluorescéncia para leitura em analisador automatico de fragmento.

Para as reagdes foi utilizado o seguinte programa no termociclador ABI9700 (Applied
Biossystems): 94°C por 10 minutos, 30 ciclos a 94°C 1 minuto, T, (Tabela 3.1) por 1 minuto,
72°C por 1 minuto e¢ uma extensdo final de 72°C por 10 minutos. A temperatura de
anelamento foi variada de modo a aumentar a especificidade e eficiéncia de anelamento de
cada par de iniciadores. Os produtos amplificados foram visualizados em gel de agarose
3,5% corado com brometo de etidio. A partir dos resultados das amplificacdes, as deteccdes
de polimorfismo foram realizadas em analisador automatico de fragmentos ABI 3700 da
Applied Biosystems utilizando-se 481 individuos adultos de M. huberi e 88 regenerantes
procedentes da area de estudo na Floresta Nacional do Tapajos, Para.

As reagdes de PCR foram realizadas separadas para cada loco e foram utilizados,
quando possivel, sistemas multiplex onde os produtos de cada loco foram analisados
conjuntamente na eletroforese para detec¢do dos alelos por fluorescéncia. Cada reagdo
realizada separadamente foi diluida (5:1), e sistemas multiplex contendo dois ou trés locos
foram montados utilizando SSR marcados com diferentes fluorocromos, ou com mesmo
fluorocromo, porém com amplitudes alélicas distintas, os quais foram misturados junto com
10 pl de um mix contendo formamida HiDi (9ul), marcador interno (ROX) (0,25 ul) e agua

ultrapura (0,75 pl). O marcador interno fluorescente utilizado foi o desenvolvido por
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Brondani & Grattapaglia (2001). Esta mistura foi desnaturada por 5 minutos a 95°C e
submetida a eletroforese.

Devido a possibilidade de inexatiddo na determinagdo do tamanho exato do fragmento
causado por possivel escorregamento da Taq DNA polimerase e devido a possiveis variagdes

entre géis, dois individuos foram utilizados como controle em todas as placas.

Sequenciamento de DNA plastidial

Para as andlises via seqiienciamento de trés regides intergénicas de cpDNA (Taberlet
et al., 1991; Young et al., 1991) foram selecionados aleatoriamente 96 individuos de M.
huberi distribuidos ao longo dos 200 ha na area da FLONA Tapajos (Figura 3.1). Foram
seqiienciadas trés regides intergénicas de DNA plastidial: o segmento amplificado com o par
de iniciadores cpC e cpD, amplificando o intron do gene trnL (UAA); o segmento
amplificado com o par de iniciadores cpE e cpF, que amplifica o espago intergénico entre o
éxon trnL (UAA) e trnF (GAA) (Taberlet et al., 1991); e o segmento da regido ITS (Internal
Transcribed Spacer) que codifica para a regido 16S de ribossomo, regido amplificada com o
par de iniciadores Y; ¢ Y, (Young et al., 1991).

Para as reagdes de PCR foram utilizados 2 ng do DNA molde de M. huberi, 1x de
tampao de PCR (10 mM Tris-HCI, pH 8.3, 50 mM KCl), 2,0 mM de MgCl,, 0,2 mM de cada
dNTP, , 0,2 mg/ml de BSA, 0,2 uM de cada iniciador, 1 U de Taq polimerase e dgua ultrapura
estéril, completando para o volume final de 10ul. As reagdes foram realizadas utilizado
termociclador 9700 (Applied Biossystems). Para as amplificacdes das trés regides de DNA
plastidial foi utilizado o seguinte programa: 94°C por 5 minutos, 25 ciclos a 94°C 1 minuto,
62°C por 1 minuto, 72°C por 30 segundos e uma extensdo final de 72°C por 2 minutos. Para a
confirmagdo e quantificagdo da amplificacdo, 5 pl da reacdo foram aplicados em gel de

agarose 1,5% corado com brometo de etidio (1 mg/ml).
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Para as reagdes de seqlienciamento o produto de PCR foi purificado utilizando
Exonuclease I ¢ SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase) (0,25 U de cada enzima em 5 pl de
reagdo) por uma hora a 37°C. Apos esse tempo a atividade enzimdtica foi neutralizada,
expondo a reag¢do a 80°C por 30 min. Para as reagdes de seqiienciamento foram utilizados o
Kit da Applied Biosystems (BigDye terminator v3.1, Applied Biosystems) e iniciadores
citados acima. Para cada rea¢do de seqlienciamento de 10 ul foram utilizados de 20 ng de
DNA (produto da PCR), 1,6 uM de iniciador forward ou reverse, 1 ul da solugao pré-mix do
kit de seqiienciamento, 2 pl de tampdo save money e agua ultrapura. A reagdo de
seqiienciamento foi realizada de acordo com o programa a seguir: 94°C por 2 minutos, 30
ciclos a 94°C 10 segundos, 50°C por 10 segundos, 60°C por 4 minutos. A corrida
eletroforética das amostras foi realizada em seqiienciador automatico ABI 3700 (Applied
Biosystems). O protocolo de purificagdo da reagcdo de seqiienciamento utilizado foi de
precipitagdo por Etanol/EDTA proposto pelo fabricante (Applied Biosystems — BigDye

terminator v3.1 cycle sequencing kit).
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Figura 3.1. Distribui¢do dos 96 individuos de M. huberi selecionados para as analises de
polimorfismo de seqiiéncia de cpDNA. Cada reticula equivale a 1 ha.

118



Analise dos dados
CpSSR. Os locos cpSSR foram analisados quanto ao numero de alelos por loco e
numero total de haplotipos tnicos dentro da populagdo. A diversidade genética populacional

(h;) foi calculada utilizando o software Permut (Pons & Petit, 1996). As coordenadas

geograficas dos individuos foram registradas com o uso de GPS e as estimativas de
estruturagdo genética espacial foram obtidas por meio de calculo do Indice | de Moran (Sokal
& Oden, 1978). Para isso, todos os possiveis pares de arvores foram considerados como um
conjunto e foram acessados para cada uma das 19 classes de distdncias pré-definidas. A
significancia total do correlograma foi testada usando critérios de Bonferroni. As andlises de
autocorrelagdo espacial e os testes foram realizados utilizando-se o software SGS (Degen,
2003).

Os resultados obtidos foram confirmados utilizando o software SPAGeDi verséo 1.1

(Hardy & Vekemans, 2003) que calcula o coeficiente de coancestria (6,,) entre pares de

arvores. Este coeficiente foi estimado para 10 classes de distdncia estabelecidas, usando o

coeficiente de coancestria proposto por Loiselle et al. (1995).

Sequenciamento. As analises dos produtos de seqiienciamento foram realizadas
utilizando o software BioEdit. As seqiiéncias de 96 individuos adultos foram alinhadas e nos
casos onde variacao de seqiiéncia (delecdo, inser¢do ou substituicdo) foi detectada, duas novas

reacoes de seqiienciamento foram realizadas para confirmagao do polimorfismo.
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RESULTADOS

Diversidade haplotipica

Dez locos cpSSR foram utilizados nas analises preliminares dos quais nove

amplificaram fragmentos de facil interpretacdo. As temperaturas de anelamento ideais,

definidas para cada loco variaram entre 50 e 62°C (Tabela 3.1). Nas anélises conduzidas com

vistas a deteccdo de polimorfismo intraespecifico, seis ndo apresentaram variacao haplotipica.

O numero de alelos por loco polimorfico variou de dois a quatro (Figura 3.2). Foram

observados somente 15 haplétipos diferentes dentro da populacdo adulta composta por 481

individuos. Um dos haplotipos apresentou freqiiéncia de 60% e quatro haplétipos foram

observados somente em um individuo.

Tabela 3.1 Locos cpSSR utilizados nas analises da populagao de M. huberi.

Amplitude

Amplitude

Loco Regiéo Sequiéncia dos iniciadores (5" - 3”) alelica alelica SSR Ta(C) aII:IOOS
esperada* observada
ccmp01 trnK intron g:: g é ((}}fgé”/[} gfgzigi%%%iﬁé 122-143 136-144 (Tho 56 4
cemp02 5" to trnS ;Gﬁ%%CT%%%%i%Tﬁ é\TF{fCCZ(:GFr/SAT 166-234 209 (A 62 1
ccmp03 trnG intron ; ((:ﬁfr}_? CC/S,?TA CA GA(}%(;FE%AI"(%?Z?G 89-119 114-116 (M 60 2
ccmp04 atpF intron g:: ééiii&ii??ggéﬁgéi%?ﬁ_r 115-220 136 (M3 60 1
cmpos  3ome  FICTICCAATATCTICIIGICATIT i pyis e 56 4
gt OO EIOIIONOMC e mams @
ccmp07 atpB-rbcL g: iéﬁgél?;ﬁggégg?gg? g”lgl"T C 129-151 140-147 (A)3 56 3
cemp09 ORF Tabpsbp  F:OOATTTGTACATATAGGACA ¢ 1o, o8 ™ s
cempl0 rpl2-rps19 F: TTTTTTTTTAGTGAACGTGTCA 91-300 105 (Tha 56 1

R: TTCGTCGDCGTAGTAAATAG

Oito haplétipos foram identificados entre os regenerantes, dentre

estes foram

detectados dois novos haplotipos em relacdo aqueles detectados na populacdo adulta, o que ¢

passivel de ocorrer uma vez que a amostragem de regenerantes englobou uma area

significativamente maior. O haplétipo mais freqiiente entre os regenerantes foi o0 mesmo na
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populacdo adulta. A diversidade genética total (h;) da geragdo de adultos foi de 0,898
(£0,0126). A média de diferenca entre os 15 hapldtipos encontrados foi de 3,52, semelhante

ao encontrado para C. guianensis (Cloutier et al., 2005). A diversidade genética total (h; ) dos

94 regenerantes foi de 0,986 (+0.0019).
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Figura 3.2. Exemplos das analises de cpSSR. A) Loco ccmp10, sem variagdo haplotipica. B)

Loco ccpmO1, com variagdo haplotipica.
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Distribuicdo espacial dos haplotipos

A andlise da correlagdo genética espacial (Figura 3.3) detectou, por meio de calculos
utilizando o Indice | de Moran a presenca de estruturagio até uma distdncia de
aproximadamente 200 m, limite até o qual valores positivos e significativos foram estimados
para | (IC 95%) sugerindo que arvores proximas sejam geneticamente relacionadas por
ancestral comum, provavelmente pais, filhos e irmaos. Foi observada diminui¢do continua na
autocorrelagdo, que a partir de 1900 m apresentou valores negativos significativos, indicando
que arvores espacialmente distantes entre si tendem a ndo ser geneticamente relacionadas.

O histograma do coeficiente de coancestria (Loiselle et al., 1995) entre os genotipos
de M. huberi obtido utilizando o software SPAGeDi também evidenciou estrutura genética
espacial significativa até uma distancia de aproximadamente até 150 m (Figura 3.4),
sugerindo dispersdo de sementes restrita a esse espaco. Corroborando com o resultado obtido
pelo indice I de Moran, foram detectados valores negativos significativos a partir de cerca de

1900 metros, a julgar pelo intervalo de confianca a 95% do teste de reamostragem.

Correlogram using Moran's Index

[ observed

-0.02 +

<0.04 =

-0.06 — -+ Reference/ Mean

£0.08 =

Spatial distance

Figura 3.3. Correlograma do indice | de Moran para 20 classes de distancia na populagido
natural de M. huberi.
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Figura 3.4. Histograma do coeficiente de coancestria de acordo com Loiselle et al. (1995)
para 20 classes de distancia na populagdo natural de M. huberi.

Polimorfismo de seqiéncias

As amplificagdes das regides ndo codificadoras utilizando os pares de iniciadores cpC-
cpD, cpE-cpF e Y;-Y, geraram fragmentos de 525 pb, 362 pb e 260 pb respectivamente.
Polimorfismos de seqiiéncia basicamente do tipo pontuais, como pequenas inser¢des ou
delecdes de até trés bases e substituicdes de uma base foram encontrados em todas as regides
seqiienciadas. Com o objetivo de confirmar os raros potenciais polimorfismos observados,
todos os segmentos foram re-seqlienciados nos dois sentidos. Em nenhum caso o
polimorfismo observado inicialmente foi de fato confirmado, de modo que nenhuma variacao
de seqiiéncia foi detectada por meio desta andlise (Figura 3.5). A auséncia de polimorfismo
intrapopulacional era de certa forma esperado tendo em vista a heran¢a matrilinea e a taxa
lenta de evolugdo do cpDNA. Variabilidade de seqiiéncia no cpDNA ¢ tipicamente observado
ao se analisar individuos de diferentes populagdes, como o observado nas andlises de

Caryocar brasiliense (Collevatti et al., 2003), cujos individuos estudados eram provenientes
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de sete Estados brasileiros, estando, portanto, distribuidos em populacdes distantes entre si em

escala geografica.

GTTCTAACARATG STTGAC S TTGG e “TTCCATCARRACTTCAG C TCAARGATARAC
THTTWTDA‘RDAT 5 G “TTCCATCRRRAACTTCAG C TCARAGATARA
5 TCAABACTTCAG ( TCARAGATAA
TCAABACTTCAG ( TCAAACATAA
TCARBACTTCAG ( TCARAGATAA
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Figura 3.5. Exemplos de alinhamentos de seqiiéncias idénticas de cpDNA de M. huberi.
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DISCUSSAO

Nos ultimos anos o DNA plastidial tem sido utilizado com maior freqiiéncia em
estudos de genética de populagdes especialmente devido a sua heranga tipicamente
uniparental, modo de evolugdo (clonal) e baixa taxa de mutagdo. A grande parte dos estudos,
tem se baseado no método de PCR-RFLP, com base em iniciadores universais, analisando
toda a molécula de cpDNA (Caron et al., 2000; Cloutier et al., 2006; Prentice et al., 2003).
Entretanto, novos estudos vém surgindo, os quais tém se baseado em analises de
polimorfismos de cpSSR universais ou seqiienciamento de regides intergénicas (Collevatti et
al., 2003; Lian et al., 2003; Lira et al., 2003; Martins et al., 2006). Devido ao fato de ser uma
molécula altamente conservada entre as espécies de angiospermas, o DNA plastidial permite
essa utilizagdo em nivel universal, ndo sendo necessario, como no caso de DNA nuclear,
isolar seqiiéncias especificas de SSR.

Apesar de este trabalho contemplar apenas uma populagdo, entretanto, de ampla
abrangéncia, os resultados encontrados sdo significativos, sendo possivel inferir a respeito de
um padrdo geografico de varia¢ao haplotipica. Os resultados obtidos nas analises com cpSSR
confirmam os obtidos em estudos prévios com SSR nuclear, que indicam a presenca de
estruturacdo genética espacial, sugerindo que a populagdo estudada ¢é formada por
subpopulagdes, resultante de fluxo génico restrito. Resultados semelhantes foram encontrados
para outras espécies de regides tropicais (Caron et al., 2000; Collevatti et al., 2003; Martins et
al., 2006). Espera-se que nas regides tropicais a distribuigdo geografica do polimorfismo de
cpDNA seja mais complexa do que no continente europeu, uma vez que nos tropicos as zonas
de refugio durante as glaciacdes foram caracterizadas por pequenas areas de ampla
distribuicdo (Prance, 1982). Vale ressaltar ainda que, apesar de se ter como certa a heranga

materna do DNA plastidial em angiospermas (e.g. Byrne et al., 1993), algumas excegdes sao
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passiveis de ocorrer (Harris & Ingram, 1991), de modo que uma eventual heranga paterna
possa ocorrer influenciando a diversidade haplotipica intraespecifica levando,
conseqlientemente, a inferéncia errénea de multiplas linhagens maternas. Neste sentido, a
verificagdo da heranga materna do DNA plastidial em M. huberi seria recomendada. Mesmo
assim, caso a heranca paterna ocorra de forma rara seria necessdria a analise de um grande
nimero de transmissdes de cpDNA entre pais ¢ filhos para efetivamente excluir
categoricamente a possibilidade de heranga paterna.

Como M. huberi é uma espécie de ampla distribuicdo, este padrdo de sub-estruturacdo
populacional pode ser resultado de um fluxo génico ocorrendo sob o modelo de isolamento
por distancia. Este padrio pode ter surgido devido a perda de dispersores eficientes de
semente, o que levou a limitacdo da eficiéncia de dispersdo, fazendo com que as sementes se
mantivessem proximas as arvores maternas, sendo dispersas principalmente pela gravidade e
deste modo causando o isolamento e estruturagdo de demes de plantas compartilhando a
mesma linhagem materna. Uma vez que este estudo baseia-se em apenas uma populacao,
questdes a respeito do processo evolutivo da espécie, tais como a formagao de refiigios devido
as glaciagdes, ndo sdo possiveis. Para um estudo neste nivel seria necessaria a analise de

diversas populagdes distribuidas em uma extensdo geografica de maior abrangéncia.
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CONCLUSAO

A andlise da variabilidade genética do cpDNA permite concluir que o padrio de
estruturagdo da populagdo de M. huberi em subpopulagdes de individuos geneticamente mais
préoximos confirma os resultados obtidos pelas analises de DNA de genoma nuclear. Estes
resultados reforcam a recomendagdo de visar grandes areas para preservacdo, evitando-se a
fragmentacdo, no sentido de efetivamente conservar a diversidade genética da espécie
organizada em subpopulacdes geneticamente diferentes, de modo a garantir a continuidade

evolutiva da espécie.
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CAPITULO 04

Impacto da exploracéo seletiva na diversidade genética e demografia de
Manilkara huberi (Ducke) A.Chev.: geracéo de indicadores o0 manejo

sustentavel da espécie
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RESUMO

Analises de cenarios de exploragao florestal por meio de modelos de simulagdo sdo
uteis para a analise da dinamica temporal e espacial em sistemas complexos de florestas
tropicais imidas, para avaliar os possiveis efeitos a longo prazo sobre a diversidade genética.
O modelo de simulagdo Eco-Gene foi desenvolvido para a realizagdo de estudos de dindmica
temporal e espacial da estrutura genética de populacdes arboéreas. Este modelo combina
elementos de genética de populacdes (dindmica de alelos e freqiiéncias genotipicas), dindmica
demogréafica, crescimento e manejo. Neste trabalho, por meio da utilizagdo do Eco-Gene,
objetivou-se estimar o impacto de diferentes cenarios de exploracdo madeireira na diversidade
e estrutura genética e demografica da espécie M. huberi com o intuito de avaliar os possiveis
impactos da Exploragdo de Impacto Reduzido - EIR, legislagdo vigente no momento para o
segmento florestal produtivo. Além do cenério padrao de explora¢do outros doze cendrios
foram testados alterando-se os ciclos, o0 DAP minimo de corte e a percentagem de corte
permitida. As simulagdes, realizadas com base em informagdes ecoldgicas, fenologicas e
genéticas obtidas do estudo em uma populacdo de floresta natural primaria, na Floresta
Nacional do Tapajos, Belterra - PA, sugerem uma necessidade de re-avaliagdo das atuais
recomendacdes e aplicacdo aos planos de manejo com ciclos de corte mais longos de modo a
garantir a regeneragdo desta espécie na floresta. Dentro os cenarios testados, o mais favoravel
¢ que se baseia em ciclos de 90 anos de corte. Dentro das recomendacdes atuais permitidas
por lei, a M. huberi necessitaria de 130 anos para recuperar a sua area basal original, deixando
evidente a insustentabilidade dos atuais ciclos de 30 anos recomendados. Torna-se claro o
entendimento crescente da biologia das espécies para uma redefinicdo de politicas publicas
mais eficientes em relagdo a sustentabilidade da exploragao madeireira e ao uso e conservagao

dos recursos florestais a longo prazo.

Palavras-chave: modelagem computacional, manejo florestal, politicas publicas.
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INTRODUCAO

O Brasil ¢ um pais com grande vocacdo florestal, apresentando em torno de 6,8
milhdes de hectares de florestas plantadas e 385 milhdes de hectares de florestas nativas. As
florestas nativas tropicais possuem alta complexidade de sua composi¢do, uma vez que sao
compostas por um grande niumero de espécies com os mais diferentes potenciais silviculturais,
ecoldgicos e tecnoldgicos, e apesar disso, poucas sdo as informacgdes que se tem sobre as
dindmicas de crescimento e reproducdo, seja em areas intactas, seja em areas exploradas ou
ainda em areas sujeitas a regime de manejo (Scolforo, 1996). A cada ano, cerca de 30 milhdes
de metros cubicos de toras sdo extraidos das florestas da Amazonia. A demanda por madeiras
da Amazonia cresceu, principalmente, apos a destruicdo da Mata Atlantica, que era a principal
fonte de matéria prima do Brasil. Associado a essa exploragdo a floresta tem sido convertida
em pastagens e grandes areas de plantagdes (Asner et al., 2005).

Desde 1965 o governo brasileiro busca estabelecer regras em relagdo a exploracao
madeireira florestal, entretanto somente em 1995 (Decreto n° 1.282, de 19.10.1995) foi
definido o plano de manejo florestal para a Amazonia. Esta regulamenta¢ao define que a
exploracdo deve gerar beneficios sociais, respeitando-se os mecanismos de sustentagdo do
ecossistema, i.e., 0 manejo sustentavel deve ser economicamente viavel, socialmente justo e
ecologicamente correto. No entanto o que se observa ¢ que o manejo florestal promovido €
arbitrario com relagdo as espécies, como se todas fossem iguais e afetadas da mesma maneira
e intensidade pela exploracdo seletiva. Neste sentido, a Amazdnia vem sofrendo com a
implantacdo de modelos ecologicamente insustentdveis. Além disso, infelizmente o que
ocorreu de fato foi a regulamentacdo da exploragdo predatoria, uma vez que os 6rgaos do
governo ndo dispunham de estratégias eficientes de avaliagdo das propostas de manejo

formuladas pelas madeireiras e de fiscalizacdo da exploragdo executada. Em 1996, o relatorio
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da Embrapa Amazonia Oriental, em colabora¢ao com o Ibama (Embrapa, 1996), mostrou que
os madeireiros ndo cumpriam a maioria das atividades prometidas nos planos de manejo na
regido de Paragominas no Pard.

Uma série de fatores deve ser considerada na formulagdo de um sistema de manejo.
Um dos importantes pontos a serem abordados para a exploracao florestal ¢ a defini¢ao do
ciclo de corte, além do conhecimento de como as arvores por classe de didmetro
desenvolvem-se ao longo do tempo e o didmetro minimo de arvores reprodutivas. Dentre
outros, devem ser considerados fatores como suscetibilidade das espécies florestais a
exploragdo; a viabilidade econdmica do manejo sustentado; maior eficiéncia no processo de
beneficiamento e aproveitamento da madeira; a racionalizacdo das técnicas de exploracdo e
transporte, dentre outras.

De acordo com Barreto et al. (1998), caso as areas de floresta sejam abandonadas apos
a exploragdo predatdria, serdo necessarios aproximadamente 75 a 100 anos para uma segunda
extragdo com volume similar ao da extragdo atual. Mas se as florestas forem manejadas
cuidadosamente, o ciclo de extragdo pode ser reduzido para 30 a 40 anos. Entretanto, a
exploracdo na Amazdnia Oriental ¢ usualmente feita de forma descuidada e, embora a
extragdo seja seletiva com somente poucas arvores removidas por hectare, as florestas
exploradas sdo geralmente deixadas em um estado altamente degradado (Uhl & Vieira, 1989;
Uhl et al., 1991; Verissimo et al., 1992).

A adogdo de uma série de medidas de planejamento e técnicas de exploracdo pode
conduzir a redugdo substancial dos danos (Exploracdo de Impacto Reduzido — EIR) em todas
as fases da explorag¢ao. Cuidados como: retirada prévia de cip6s, de modo a evitar danos nas
copas das arvores que ndo serdo retiradas; planejamento de queda das arvores, de modo a
causar menor impacto nas remanescentes; planejamento de estradas, visando causar menor

impacto gerando menores clareiras; e utilizagdo de equipamentos adequados, como trator
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florestal de rodas ou trator de esteira com guincho, causam menor dano a floresta e
possibilitam recuperagao mais rapida (Johns, 1998).

A fragmentacao florestal poder ser causada pela substituicdo da floresta por areas de
agricultura e pecudria e pelo desmatamento. Ambos reduzem a continuidade da floresta,
criando pequenos fragmentos florestais, gerando o risco de perda de populagdes e isolamento
(Cascante et al., 2002). Esta altera¢do causada pela remocdo de arvores, e conseqilientemente
alelos pode levar a uma alteracdo da estrutura genética devido a alteragdes no fluxo génico da
populagdo remanescente, afetando a habilidade reprodutiva dos individuos. Areas
fragmentadas onde existem pequenas populagdes estdo propensas a endogamia e deriva
genética resultantes da subdivisdo. A endogamia pode atuar desmascarando alelos deletérios
recessivos, principalmente de plantas alogamas, levando a diminui¢do do valor adaptativo da
populacdo a curto prazo, causando redugdo da heterozigosidade, podendo resultar em perda de
diversidade alélica. Bidlogos e conservacionistas acrescentam que este declinio na variagao
genética pode inibir no futuro a adaptacdo do organismo as mudangas ambientais e
conseqiientemente limitar seu potencial evolucionario, podendo levar essas populagdes a um
possivel risco de extingdo (Zucchi, 2002), uma vez que populagdes com diversidade genética
reduzida sdo mais susceptiveis a doencas e alteragdes ambientais, causando assim redu¢do na
produtividade. Uma das alteragdes mais evidentes da retirada de arvores madeireiras da
floresta ¢ a diminuicdo no numero de individuos na populagdo, principalmente os
reprodutivos, cujos efeitos na dindmica bioldgica podem ser a deriva genética e o aumento da
endogamia podendo causar isolamento espacial e reprodutiva dos individuos remanescentes.

A necessidade de detectar as conseqiiéncias da exploragdo predatdria, fendmeno
comum em florestas no mundo todo tem levado a busca do uso racional das florestas a partir
da quantificagdo dos efeitos desta exploragdo também, na estrutura genética e

conseqiientemente no sucesso reprodutivo das plantas e assim projetar cendrios futuros de

132



modo a detectar possiveis alternativas que permitam a conservagdo da biodiversidade das
espécies em diferentes niveis. Esses estudos em sua maioria sdo baseados em experimentos de
campo, mas se registra também um crescente nimero de pesquisas surgindo na area de
modelagem (Barreto et al., 1998; Cascante et al., 2002; Degen et al., 2002; 2006; Nason &
Hamrick, 1997; Rajora et al., 2000; Reis et al., 1997; Sebbenn et al., 2000a; Schulze et al.,
2005; van Gardingen et al., 2006; Valle et al., 2006; Sebbenn et al., 2007 submetido).
Diferentes modelos de simulacdo tém sido utilizados em genética florestal com o
objetivo de entender e predizer o impacto de processos simples na estrutura genética
populacional. Um exemplo é o modelo de reproducdo mista de Ritland & Jain (1981) que tem
sido utilizado para a uma sériec de espécies com o objetivo de estimar proporgdes de
autofecundagdo, cruzamento e cruzamento entre parentes. Apesar disto a maioria destes
estudos, especialmente os de campo, se baseiam em dados de pré e pos-exploragdo em curto
intervalo de tempo, ndo sendo capazes de detectar o impacto da exploragdo a longo prazo.
Neste sentido analises de cenarios com o modelo de simulagdo devem possibilitar a geragdo
de resultados uteis para analise da dindmica temporal e espacial em sistemas complexos de
florestas tropicais. E crucial também que essas simulagdes possam ser baseadas em dados
reais populacionais e considerando as politicas publicas vigentes para o segmento produtivo.
O modelo de simulagdo Eco-Gene foi desenvolvido para a realizagdo de estudos de
dindmica temporal e espacial da estrutura genética de popula¢des arboreas (Degen et al.,
1996). Este modelo combina elementos de genética de populacdes (dinamica de alelos e
freqliéncias genotipicas), dinamica demografica, crescimento ¢ manejo. Geragdes sobrepostas
ou separadas podem ser “criadas” e diferentes processos como fluxo génico, sistema de
cruzamento, fenologia, selecdo podem ser implementados. O que implica no envolvimento de
fatores estocasticos e deterministicos. O programa pode ainda ser utilizado baseando-se em

dados reais ou ficticios (Degen & Watson, 2004).
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Neste sentido, os objetivos do software sdo promover analises de interagdes genéticas

em populagdes complexas, visando compreender a complexidade das interacdes; testar

hipdteses no sistema genético de populagdes arboreas; analisar os efeitos da atividade humana

na estrutura genética de populagdes naturais e a partir desses resultados abrir uma discussao

mais ampla para o manejo sustentdvel de recursos florestais incluindo uma base genética

(Figura 4.1; Degen & Watson, 2004).

Disperséo de sementes

Cruzamento
+
Fertilidade

A

Competicédo e
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inicializacao anos

=p| Resultados

Figura 4.1: Fluxograma de uma simulagdo com Eco-Gene (Degen & Watson, 2004 —

adaptado).
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

O objetivo deste capitulo € utilizar o modelo de simulacdo Eco-Gene versao Tropical,
visando, por meio de simulagdes, estimar o impacto de diferentes cenarios de explora¢ao na
diversidade e estrutura genética e demografica da espécie M. huberi com o intuito de ampliar
uma discussdo da sustentabilidade dos planos de manejo com a perspectiva de informagdes

baseadas em nivel de espécies.

Objetivos especificos.

v" Gerar uma populagdo ideal utilizando dados reais obtidos com as analises de
microssatélites;

v Simular uma populagio real controle, sem exploragio;

v Simular diferentes cendrios de exploragio;

v' Comparar os diferentes cenarios de exploragdo, entre si e com a populagdo natural
(sem exploragdo);

v' Buscar um cenario que dé suporte a um uso e conserva¢do da espécie da

magaranduba (M. huberi.)
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MATERIAL E METODOS

Area de estudo e amostragem

A populagdo de M. huberi estudada localiza-se em 200 hectares de floresta primaria de
terra-firme da Amazonia Brasileira, em area da Floresta Nacional do Tapajés (FLONA
Tapajos; 55° 00> W, 2°45°S), na altura do km 83 da BR 163, Rodovia Santarém-Cuiaba,
Belterra-PA (Figura 2.1). A érea total de estudo compreende 500 ha, entretanto, devido a alta
densidade da espécie, a amostragem baseou-se em apenas 200 ha. A FLONA Tapajos consiste
numa area de cerca de 600.000 hectares, temperatura média anual de 25°C e umidade relativa
de 86% (76-93%). Média de chuva anual de 2110 mm com chuvas intensas entre marco e
maio e pouca chuva entre agosto e novembro (60 mm) (Carvalho, 1982) apud Carvalho
(2004). No total, a amostra populacional para os estudos genéticos constituiu-se de 294

arvores com DAP a partir de 10 cm e 810 plantulas descendentes de 27 arvores maternas.

Modelo de simulacéo

Para a andlise de simulagdo foi definida uma série de parametros, dentre eles as
informagdes genéticas obtidas a partir de analises com marcadores moleculares SSR, como
freqliéncias alélicas, diversidade genética, indice de fixacdo, taxa de cruzamento multiloco,
além da posicao espacial dos individuos e DAP. As informagdes genéticas utilizadas foram
baseadas em sete locos na populagdo adulta e seus descendentes as quais foram descritas e
discutidas previamente (no Capitulo 2). Outros parametros utilizados dizem respeito a taxa de
crescimento, densidade e mortalidade, fertilidade, fenologia, polinizagdo e dispersao de
semente (Tabela 4.1). Estes parametros sdo fixos e foram mantidos como padrio em todos os
cenarios, de modo a ter como variavel apenas informagao sobre manejo, isto €, diferentes

formas de exploracdo. Foram realizadas simulacdes de 305 anos considerando a primeira
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exploragdo no ano 5. Os cenarios de corte variaram quanto a: 1) Ciclo de corte; 2) Intensidade
do corte; 3) DAP minimo de corte (Tabela 4.2). Para cada cenario foram realizadas 100

repeticdes, e os resultados foram obtidos com base nas médias.

Tabela 4.1 Parametros definidos para todos os cenarios testados.

Parametro Valores
Crescimento
Taxa média de crescimento DAP (cm/ano) 0,37
Taxa média de crescimento DAP (cm/ano) DP 0,25
Autocorrelagao temporal de crescimento DAP 0,61
Diametro maximo (cm) 150
Altura méaxima (m) 50
Demografia
Densidade classe de DAP 0-10 (n/ha) 7,13
Densidade classe de DAP 11-20 (n/ha) 0,81
Densidade classe de DAP 21-30 (n/ha) 0,56
Densidade classe de DAP 31-40 (n/ha) 0,35
Densidade classe de DAP 41-50 (n/ha) 0,34
Densidade classe de DAP 51-60 (n/ha) 0,32
Densidade classe de DAP 61-70 (n/ha) 0,21
Densidade classe de DAP 71-100 (n/ha) 0,57
Densidade classe de DAP 101-150 (n/ha) 0,19
Fenologia
Porcentagem de adultos florindo - minimo 25
Porcentagem de adultos florindo - maximo 85
Menor DAP de arvores reprodutivas (cm) 35
Menor DAP de arvores reprodutivas (cm) DP 6,0
Tempo de floragdo (dias) 10
Tempo de floragdo (dias) DP 2
Padrio populacional de floragdo (ano/ano) 2/5
Polinizacao
Auto-incompatibilidade - minima 0,85
Auto-incompatibilidade - méxima 1,0
Distancia de voo do polinizador — maxima (m) 500
Distancia de voo do polinizador — maxima (m) DP 100
Dispersdo de sementes
Proporgdo de dispersdo pela gravidade 0,6
Proporgdo de dispersdo por macacos 0,4
Tamanho médio da semente (cm) 0,5a2,0
Distancia aleatdria de dispersdo de sementes (m) 700

DAP= diametro a altura do peito; DP = desvio padrao.

As informacgdes ecoldgicas e fenoldgicas sobre a espécie foram obtidas de estudos
realizados na floresta primaria na area de 500 ha na Floresta Nacional do Tapajos pelas
equipes de botanica e ecologia do Projeto Dendrogene. As informagdes genéticas, ecoldgicas

e fenologicas reais obtidas de estudos na floresta primaria foram utilizadas como dados de
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entrada no programa e formaram a base de dados para a geracdo de uma populagdo artificial
virtual baseada em dados reais. Para as simulagdes foi gerada uma populacdo ideal de cinco

anos, a partir da qual todos os demais cendrios foram realizados.

Tamanho populacional. Definiu-se como critério para a geragdo da populagdo o numero
minimo de 500 arvores com DAP a partir de 10 cm. Para M. huberi, utilizando como
referéncia a densidade populacional média para as classes de DAP a partir de 10 cm (3,35
ind/ha) obtida dos transectos na FLONA Tapajos, foi criada uma area total de cerca de 150
ha. Esta populagdo artificial serviu como populacio base para todos os diferentes cenarios de
dinamica populacional simulados. Cada ano simulado em cada cendrio inclui informagdes

sobre todos os pardmetros descritos na Tabela 4.1 e pardmetros genéticos.

Taxa de crescimento. Formaram a base de dados informagdes sobre taxa de crescimento em
didmetro e altura. Taxa média de crescimento em didmetro e seu desvio padrdo (DP),
autocorrelacdo temporal e didmetro méaximo influenciam diretamente na modelagem. A
relagdo entre taxa de crescimento (0,37 cm/ano) e o diametro (DAP) méaximo atingido pela
espécie determinam o numero de eventos florais e conseqiientemente a sobreposi¢do de
geragdes, 0 que ¢ geneticamente importante. A autocorrelagdo espacial descreve a relagdo
entre as taxas de crescimento anuais. Se a autocorrelagdo temporal for igual a zero, a taxa de
crescimento de sucessivos anos sera independente, enquanto que se a taxa for igual a 1 a taxa
de crescimento se mantém constante ao longo do tempo. O didmetro maximo (150 cm)
determina quando a arvore morre, buscando uma proximidade com os eventos naturais de

mortalidade. A altura maxima (50 m) por sua vez ndo influencia na simulagao.
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Densidade e mortalidade. Estes sdo os dados demograficos referentes a espécie. O Eco-Gene
calcula a probabilidade de uma arvore morrer de acordo com a classe diamétrica em que ela
se encontra ¢ modifica esta probabilidade a medida que a arvore muda de classe de didmetro.
A densidade por sua vez depende da taxa de mortalidade em cada classe diamétrica. O
programa calcula a area basal esperada se baseando em valores tidos como alvo para

densidade em todas as classes diamétricas.

Fertilidade e producédo de sementes. O modelo simula uma amostragem de sementes
produzida a cada evento floral. E ¢ capaz de considerar variagdo na fertilidade de machos e
fémeas, o que vai variar de acordo com a espécie. Para M. huberi que é hermafrodita, foi
considerada fertilidade idéntica de machos e fémeas. Outra variavel que o programa contém
diz respeito a correlagdo entre diametro e fertilidade que varia de -1 a +1. Correlagdo que
tende +1 implica em relagdo direta entre intensidade de floragdo e diametro, i.e., maior o
diametro, maior a intensidade de floragdo e conseqiientemente maior a fertilidade. Para M.
huberi considerou-se valor de + 0,8. Para espécies polinizadas por animais, a propor¢do de
autofecundagdo ¢ controlada por parametros de auto-incompatibilidade definidos nos
parametros que se referem a polinizagdo. Definiu-se 10% como a porcentagem de

sobrevivéncia de sementes oriundas de autofecundagao.

Fenologia. Ao nivel populacional, definiu-se que a espécie apresenta eventos florais 2 vezes a
cada 5 anos, de forma randomica. Ao nivel individual o pardmetro mais importante para ser
definido para espécies hermafroditas como M. huberi é o inicio e duragdo da floragdo da

fémea e do macho, o qual define a sobreposi¢do de geragdes e eventos florais entre os

individuos.
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Polinizacdo. O papel do modulo de polinizagao ¢ determinar os pais de cada semente. Apods a
inicializacdo o programa simula voos de forrageamento que levam a polinizagdo (deposi¢ao
de poélen ou dispersdo sobre a superficie do estigma, mas ndo necessariamente a polinizagao
em si) at¢ que um numero pré-definido de sementes seja produzido. Para espécies
hermafroditas ou mondicas a drvore materna e a paterna podem ser a mesma. Para definir os
pais da semente, o modelo simula o movimento do polinizador em duas séries de voos de
forrageamento: a primeira série € a partir pontos de inicio até a arvore que recebe polen e uma
segunda série a partir da arvore que recebe polen para a arvore onde o pdlen de depositado de

fato no estigma.

Disperséo de sementes. Sementes podem ser dispersas por oito tipos diferentes de agentes,
vento, gravidade, explosdo, pequenas aves, grandes aves, morcegos (defecagdo), morcegos
(rotas de alimentagdio) e macacos. E possivel definir a propor¢io de cada agente na
distribui¢do de sementes de uma determinada espécie. Para M. huberi definiu-se que 60% da
dispersao ¢ realizada pela gravidade e 40% por macacos. O padrao de dispersdo para os oito
tipos foi simulado por trés fungdes: a) funcdo negativa exponencial para sementes dispersas
pelo vento, pela gravidade e por explosdo; b) distribui¢gdo randémica com um alcance pré-
definido de dispersdo de semente por pequenas aves, morcegos (defecacdo) e macacos; c)

funcao de distribui¢do agregativa a pontos focais como rotas para morcegos e grande aves.

Manejo florestal. Sistemas alternativos de exploracdo podem ser selecionados, para M.
huberi o sistema definido foi o que representa a exploragdo seletiva regulamentada, i.e., de
acordo com DAP. Outros parametros que podem ser definidos s3o: a) ciclos de corte em
anos, b) primeiro e ultimo ano de corte, ¢c) DAP minimo de corte, d) propor¢ao de individuos

remanescentes que tenham o DAP comercial. Outra série de pardmetros caracteriza a taxa de
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mortalidade pos-exploragdo por DAP. E possivel definir esta taxa para trés classes. Para M.
huberi definiu-se que a taxa de mortalidade para arvores de 0-10 cm DAP é de 20%, 11-20
cm, 15% e até 21-45 cm, 10%. O modelo de exploracao florestal permitido na Amazonia
Brasileira contempla os seguintes pardmetros: DAP minimo de corte de 45 cm, 10% de
remanescentes e ciclos de 30 anos. Este cenario e outros foram simulados, de modo a definir
um sistema que seja viavel para a sobrevivéncia da espécie a longo prazo. Os diferentes

cenarios testados estdo listados na Tabela 4.2.

Tabela 4.2 Informag¢des sobre os diferentes cenarios simulados. Para cada cenario foram
realizadas 100 repeti¢des e os resultados considerados foram as médias aritméticas obtidas e
seus desvios padrdes.

Modelo Tempo total (anos) DAP (cm) Ciclo (anos) Remanescente (%)
Populacéo ideal 5 - - -
Controle 305 - - -
Tempo de recuperacgéo 1000 45 1 corte 10
Exploragéo padréo 305 45 30 10
Cenarios de exploragéo testados

I 305 45 30 30
1 305 45 30 50
i 305 45 60 10
v 305 45 60 30
\% 305 45 60 50
Vi 305 45 90 10

VIl 305 55 60 10
VI 305 55 30 30
IX 305 55 30 50

X 305 65 30 10

Xl 305 65 30 30
X1 305 65 30 50

Genética. Sdo estimados para cada cenario, a cada ano: nimero total de alelos; nimero de
alelos efetivos; heterozigosidade esperada; heterozigosidade observada; indice de fixagdo
intrapopulacional; distdncia genética de Gregorius (1978), e numero de combinagdes

genotipicas.
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RESULTADOS

Em comparagdo com o controle (simulacdo de uma floresta de 305 anos sem
exploragdo) foi possivel observar impacto em todos os cenarios testados, sendo sempre mais

intenso no modelo de exploragao padrao regulamentado.

Numero de individuos, area basal e producdo de madeira

Em comparagdo com o cenario controle, todos os cenarios mostram perda em relagao
ao numero de individuos, sendo mais drastico ao final de 305 anos o cenario padrdo, com
perda de 34,7% das arvores. Os cenarios com menor perda em nimero de individuos foram os
que tiveram como limite de corte arvores com DAP a partir de 65 cm, em torno de 10% de
perda em relacdo ao numero de individuos e entre 41% ¢ 60% de perda em relagdo a area
basal. A perda de 34,7% de individuos no cenario padrao de corte representa uma perda de
area basal de 80,6%, essa discrepancia ocorre por que a taxa de regeneracdo da espécie €
elevada, permanecendo na floresta muitos individuos de menor didmetro, entretanto a perda
em area basal ¢ elevada uma vez que os individuos retirados pela exploragao seletiva sao
aqueles que possuem DAP muito elevados (até¢ 150 cm).

O cendrio que teve por objetivo estimar o tempo de recuperagdo da floresta apds um
unico corte nos moldes do manejo sustentavel florestal mostrou que a espécie M. huberi
necessita de cerca de 130 anos pra recuperar area basal da floresta primaria (Figura 4.2). No
cenario de exploracdo padrao, cujo ciclo de corte ¢ de trinta anos observou-se que o tempo de
recuperacdo da floresta ¢ insuficiente, sendo possivel extrair da floresta, a partir do segundo
ciclo, entre 18% e 26% do total de madeira extraida no primeiro ciclo. Em todos os cenarios
com ciclos de corte de 30 anos, o tempo de recuperacao da floresta ¢ insuficiente. Apesar de a

partir do segundo ciclo a percentagem de madeira retirada da floresta ser de até¢ 80,38% da
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retirada no primeiro corte (Tabela 4.3), isso s6 ¢ observado por que no primeiro corte foi
retirada uma quantidade significativamente menor de madeira, permanecendo na floresta 50%
das arvores com DAP a partir de 65cm. A quantidade de madeira retirada a partir do segundo
ciclo s6 ¢ elevada para aqueles cenarios nos quais pouca madeira pode ser retirada da floresta

seja mantendo 30 ou 50% de reserva, seja preservando arvores com DAP até 55 ou 65 cm.
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Figura 4.2. Tempo de recuperagao da area basal de M. huberi ap6s um unico corte sob
padrdes do manejo florestal sustentavel regulamentar.

Comparando-se todos os cenarios testados, foi observada, ao final de 305 anos, uma
diferenca de até 30% em relacdo a quantidade de madeira extraida. O cendrio padrao foi o
segundo com menor produgdo, gerando 15,5% menos madeira que o cenario mais produtivo
(55cm_60anos 10%). O cendrio menor produtivo (45cm_60anos_50%) gerou 24% menos
madeira que o mais produtivo ao final de 305 anos. E possivel observar que a alteragio em
apenas um parametro (ciclo, DAP ou % de remanescente) ndo gera alteragdes significativas, a
ndo ser quando um dos parametros ¢ alterado drasticamente, como o cenario testado com
ciclos de 90 anos, onde observou-se a possibilidade de maior regeneracao da floresta entre os
ciclos. Para uma exploracdo ao mesmo tempo produtiva e de menor impacto ¢ necessario

alterar ao menos dois dos trés parametros. Dentre os trés parametros testados, o ciclo de corte
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foi o que mais gerou alteracdes no padrdo de quantidade de madeira retirada da floresta.
Assim, o fator que mais influencia na recuperacdo da floresta ¢ o intervalo entre cortes
sucessivos. Quanto mais tempo a floresta tem para se recuperar, mais madeira ela produzira,

mesmo que tenham permanecido na floresta poucos individuos na fase reprodutiva.
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Figura 4.3. Quantidade de madeira retirada da floresta em cada ciclo em cada cenario testado.

Impacto na variabilidade genética

As estimativas dos indices genéticos classicos, como H,, H, e f ndo apresentaram

grandes variagdes. Isto pode te ocorrido devido a quantidade de individuos remanescentes na
floresta, o que ¢ grande o suficiente para que essas estimativas ndo sejam alteradas
significativamente com a exploragdo. Indicando que apesar de intensa em relacdo a
quantidade de madeira retirada da floresta a exploragdo ndo foi capaz de influenciar
significativamente nessas estimativas. Isto também demonstra que estes indices sdo pouco

sensiveis para medir os efeitos da exploracdo. Entretanto ¢ possivel observar uma perda de
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1,67% (2 alelos) a 7,25% (8 alelos) de nimero total de alelos entre os cenarios de exploragdao
e o controle, e perda de 0,8 a 7% de alelos efetivos o que corresponde a uma média de 0,5 a 1
alelo, indicando que a maior perda ¢ de alelos raros. Em relagdo as combinagdes genotipicas,
¢ possivel observar grande perda, especialmente naqueles cenarios onde houve maior perda de
alelos, sendo este fator o mais alterado pela exploragdo seletiva utilizada na pratica. A
distancia genética entre a populacdo inicial e ap6s 305 anos aumenta em todos os cenarios
com exploragdo em relagdo ao controle (Tabela 4.4). O cenario de exploragdo padrdo foi o
que apresentou maior distdncia genética em relacdo a populacdo inicial, sendo esta distancia
52% maior em relagdo a distancia genética observada no cenario padrdo (sem corte). Por
outro lado, o cenario que apresentou distdncia genética menor em relacdo ao cenario padrao
(12%) foi o que realiza corte seletivo a partir de 65cm de DAP em ciclos de corte de 30 anos e
deixa 50% de arvores remanescentes na floresta.

As combinagdes genotipicas possuem relagdao direta com o numero de alelos, sendo,
portanto mais afetadas nos cendrios em que a populacio apresenta menor perda do numero

total de alelos.
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Tabela 4.3. Quantidade de madeira retirada da floresta medida em 4rea basal (m*/ha) acumulativa. Ao final estd representada a quantidade
total de madeira retirada da floresta ap6s 305 anos de exploragdo. A percentagem representa quanto de madeira € retirado da floresta em
relacdo ao primeiro corte realizado (05 anos).

05 anos 35 anos 65 anos 95 anos 125 anos 155 anos 185anos 215 anos 245 anos 275 anos 305 anos
0,3638 0,4611 0,5294 0,6108 0,6928 0,7766 0,8604 0,9464 1,0324 1,1168 1,1987
Padrao (100%0) (26,7%) (18,8%) (22,4%) (22,5%) (23,0%) (23,0%) (23,6%) (23,6%) (23,2%) (22,5%)
0,2824 0,4228 0,5186 0,6144 0,7113 0,8085 0,9088 1,0043 1,0986 1,1856 1,2756
45cm_30anos_30% (100%) (49,7%) (33,9%) (33,9%) (34,3%) (34,4%) (35,5%) (33,8%) (33,4%) (30,8%) (31,8%)
0,2017 0,3443 0,4565 0,5634 0,6673 0,7730 0,8768 0,9755 1,0717 1,1681 1,2625
45cm_30anos_50% (100%) (70,7%) (55,6%) (53,0%) (51,5%) (52,4%) (51,4%) (49,0%) (47,7%) (47,8%) (46,8%)
0,3634 0,5454 0,7536 0,9661 1,1680 1,3664
45cm_60anos_10% (100%) - (50,1%) - (57,3%) - (58,5%) - (55,6%) - (54,6%)
0,2822 0,4778 0,6860 0,8902 1,0879 1,2852
45cm_60anos_30% (100%) - (69,4%) - (73,7%) - (72,3%) - (70,1%) - (69,9%)
0,2059 0,3768 0,5526 0,7342 0,9064 1,0728
45cm_60anos_50% (100%) - (83,0%) - (85,3%) - (88,2%) - (83,7%) - (80,8%)
0,3651 0,6550 0,9758 1,2885
45cm_90anos_10% (100%0) - - (79,4%) - - (87,9%) - - (85,7%) -
0,3234 0,5214 0,7530 0,9780 1,1966 1,4190
55cm_60anos_10% (100%) - (61,2%) - (71,6%) - (69,6%) - (67,6%) - (68,8%)
0,2539 0,3952 0,4995 0,6082 0,7233 0,8406 0,9539 1,0672 1,1812 1,2951 1,4059
55cm_30anos_30% (100%) (55,7%) (41,1%) (42,8%) (45,4%) (46,2%) (44,6%) (44,6%) (44,9%) (44,9%) (43,6%)
0,1768 0,3171 0,4266 0,5371 0,6511 0,76678 0,8840 0,9961 1,1085 1,2171 1,3304
55cm_30anos_50% (100%) (79,4%) (62,0%) (62,5%) (64,5%) (65,4%) (66,3%) (63,4%) (63,6%) (61,5%) (64,1%)
0,2709 0,3837 0,4846 0,5828 0,6948 0,8101 0,9265 1,0442 1,1643 1,2800 1,3955
65cm_30anos_10% (100%) (41,6%) (37,2%) (36,2%) (41,3%) (42,6%) (43,0%) (43,4%) (44,3%) (42,7%) (42,6%)
0,2129 0,3428 0,4524 0,5602 0,6755 0,7971 0,9179 1,0407 1,1664 1,2908 1,4110
65cm_30anos_30% (100%) (61,0%) (51,4%) (50,6%) (54,2%) (57,1%) (56,7%) (57,7%) (59,0%) (58,5%) (56,4%)
0,1531 0,2739 0,3802 0,4864 0,6005 0,7173 0,8397 0,9627 1,0803 1,1941 1,3136
65cm_30anos 50% (100%0) (79,0%) (69,4%) (69,4%) (74,5%) (76,3%) (80,0%) (80,4%) (76,8%) (74,4%) (78,0%)
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Tabela 4.4. Dados sobre caracteristicas genéticas ap6s simula¢des de 305 anos em cada cenario.

Cenarios n A A, H, H, f D NG
Controle 1707+456  11551+241 661+025 0848+0,006 0594+0017 0300+0019 0,125+0,001 63477 + 19,34
45cm_30anos_10% Padrdo  1108+450  107,13+2,98 617+040 0837+0011 0569+0,021 0320+0023 0,191+0,003 522,64 + 27,73
45cm_30anos_30% 12114332 107,32+321  6,15+035 0,837+0010 0,567+0,022 0323+0,024 0,187 +0,003 530,12 +27,10
45cm_30anos_50% 1375+105,1  107,87+2,93 632+036 0841+0009 0,573+0,022 0319+0,023 0,171 +0,002 551,02 + 24,40
45cm_60anos_10% 13414340  11032+2,67 642+033 0844+0,008 0,584+0,017 0308+0,019 0,161 +0,006 580,20 +22,14
45cm_60anos_30% 1365+38,4  110,67+2,61 644+032 0844+0,008 0,584+0,017 0308+0,019 0,152+0001 58541 +22,92
45cm_60anos_50% 1373+31,8  111,69+271 648+031 0845+0,008 0,585+0,019 0308+0,022 0,145+0001 592,40 + 25,97
45cm_90anos_10% 1240+59,5  11246+270 638+035 0843+0,009 0587+0019 0303+0020 0,154+0,004 579,74 + 2552
55cm_60anos_10% 1220+32,6  110,89+2,82 651+030 0846+0,007 0,586+0,017 0308+0,019 0,152+0,001 580,77 +23,99
55cm_30anos_30% 1333431, 10975+322 643+030 0844+0,007 0,580+0,018 0312+0,020 0,158+0,001 569,94 + 26,37
55cm_30anos_50% 1234+483 110,91 +3,05 644+034 0,844+0008 0,584+0016 0308+0,018 0,155+0,002 570,87 + 2521
65cm_30anos_10% 15254848  111,51+2,88 6,52+030 0,846+0,007 0,587+0,014 0306+0,016 0,150 +0,001 597,13 +22,48
65cm_30anos_30% 1556+49,0  112,02+2,92 6,56+031 0,847+0007 0,581+0,017 0314+0,019 0,147+0,001 603,40 + 24,90
65cm_30anos_50% 1511+82,1  11358+2,82 661+030 0848+0,007 0591+0018 0303+0020 0,140+0,001 61339 + 23,94

N, nimero de individuos; A, nimero de alelos, Ae , alelos efetivos; H o » heterozigosidade esperada; H o » heterozigosidade observada; f , indice de fixagio de alelos

na populagio; D, distancia genética de Gregorius (1978) e NG , niimero de combinagdes genotipicas.
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DISCUSSAO

A exploragdo cuidadosa consiste em fazer um inventdrio das arvores comerciais com
DAP > 45 cm antes da exploragdo, o que permitiria ao grupo de exploragdo saber a
localizag¢do, ndo somente das arvores para este corte, mas também a localizacdo das potenciais
arvores madeireiras para a proxima extra¢do. Cortar os cipdés um ou dois anos antes da
exploragdo, para que as conexdes entre as arvores estejam enfraquecidas quando as arvores
comerciais forem derrubadas, causando menor dano durante a queda. Empregar uma equipe
de planejamento para decidir em que dire¢do cada arvore deve ser derrubada (dentro do limite
do que ¢ possivel) para que possam ser planejadas uma rede de estradas, patios e trilhas de
arraste eficientes antes da exploragdo, o que, por sua vez, permitira evitar danos (Johns,
1998).

Para isso, € necessario o treinamento de todas as equipes de trabalho nos métodos de
exploragdo de baixo impacto, para que as atividades possam ser realizadas efetivamente. E,
finalmente, explorar cuidadosamente também significa assegurar-se de que as populagdes de
espécies comerciais ndo estdo sendo levadas a extingao local, e isto significa deixar no local
algumas das melhores arvores como matrizes, o que dificilmente as empresas madeireiras
fazem.

Barreto et al. (1998), usando dados de trés locais na regido de Paragominas, simularam
o volume de madeira disponivel em um ciclo de corte de 30 anos. Para isso, consideraram a
utilizagdo de técnicas de manejo florestal, as quais reduziram em 30% os danos as arvores,
além do uso de tratamentos silviculturais apds a extragdo. Foi estimado que o volume
disponivel no segundo corte (apds 30 anos) seria similar ao volume extraido no primeiro (38
m?/ha). Ao contrario, sem o manejo (exploracdo sem planejamento e sem tratamento

silvicultural apds a extracdo), o volume disponivel para o segundo corte seria apenas 17
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m?/ha, isso ¢ 66% menor. Cerca de 80% desta diferenca na produgdo entre a exploracao
planejada e a sem planejamento foi devido a redu¢do no numero de arvores danificadas
durante a exploracdo, e 16% teve como causa as taxas maiores de crescimento pelo uso de
tratamentos silviculturais. Portanto, Barreto et al. (1998) argumentam que a redugdo dos
danos durante a exploragdo é o componente mais importante dos programas de manejo
florestal. Entretanto, estes estudos se basearam apenas em dados demograficos, enquanto que
o fator genético, responsavel pelas diferengas em produtividade, adaptagdo e reprodugdo entre
individuos de uma mesma espécie ndo tem sido considerado nos programas de manejo de
florestas tropicais (Sebbenn et al., 2000a). Neste sentido os dados de Barreto et al. (1998)
podem ter sido superestimados. De fato, estudo publicado em 1998 por Chambers et al., o
qual buscou por meio da analise do '*C determinar as idades das arvores amazonicas, revela
que trata-se de ancids ¢ que a M. huberi e.g. necessita de mais de 400 anos para atingir o DAP
equivalente a 160cm.

Todos os parametros utilizados no modelo de simulagdo Eco-Gene sdo baseados em
dados reais obtidos de estudos ecoldgicos, botanicos, fenologicos e genéticos da espécie M.
huberi realizados no ambito do Projeto Dendrogene na regido da Floresta Nacional do
Tapajos em Belterra, PA. Em virtude disso e da grande quantidade de parametros
considerados para a realizacdo das simulagdes, acredita-se que os resultados obtidos sejam
bastante robustos.

As simulacdes de cendrios de exploracdo permitiram quantificar o impacto na
estrutura genética populacional, bem como na demografia da espécie. A simula¢ao de uma
floresta com apenas um corte, seguindo os moldes no manejo florestal regulamentado mostrou
que ciclos de 30 anos como proposto por Barreto et al. (1998), e adotado pelo governo como
regra, sdo inviaveis, uma vez que a floresta estd ainda em processo de recuperacado,

alcangando area basal equivalente a da floresta primaria apenas 130 anos apds o primeiro
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corte (Figura 4.1). Os resultados aqui apresentados ndo dao suporte as recomendagdes atuais.
Em simulagdes com Bagassa guianensis, uma espécie didica, pioneira, observou-se que apos
o primeiro corte a espécie demora 200 anos pra recuperar 80% da area basal que ocupava na
floresta primaria (Silva comunicagdo pessoal; Pivetta, 2005) o que indica a ocorréncia de
diferentes niveis de impactos para as espécies e seu periodo de reposi¢do da area basal.
Corroborando, portanto, com a idéia de informagdes e entendimento ecoldgicos e/ou
genéticos em niveis espécies ou mesmo grupos de espécies que sdao imprescindiveis para uma
complexidade florestal como a observada em nossas florestas tropicais imidas.

Buchert et al. (1996) detectaram que o corte de 75% das arvores de Pinus strobus
causa uma reducao de 25% no ntimero total de alelos, e reducdo de 40% de alelos raros. Em
M. huberi as perdas em relacdo ao numero de alelos ndo foram tdo elevadas, entretanto
significativas, apresentando, o cendrio padrao, maior perda de alelos (7,25%). De modo geral,
o impacto imediato da exploragdo se da diretamente no numero de individuos, especialmente
os reprodutivos, o que causa reducdo da base genética das futuras gera¢des devido a redugdo
de numero de alelos e genotipos. Em M. huberi, no entanto, foi observado maior impacto na
area basal e ndo no niumero de individuos, o que pode estar diretamente associado a alta taxa
de regeneracao da espécie. Alelos de baixa freqiiéncia sdo mais sensiveis a efeito “gargalo” e
deriva genética e a perda de alelos estd diretamente ligada ao tamanho populacional (Nei,
1975). Outro fator que contribui para a menor perda de alelos € o fato de a espécie necessitar
de aproximadamente 432 anos para atingir o DAP maximo e morrer. Assim, a populagdo
simulada de 305 anos ainda retém arvores que tinham o DAP de 47 cm e ja eram reprodutivas
no ano um.

Diversos estudos detectaram efeito de exploracdo na base genética de espécies

arboreas. Sebbenn et al. (2000a) em estudos com Tabebuia cassinoides observaram perda de
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alelos e reducao das heterozigosidades esperadas e observadas, e conseqliente aumento do
indice de fixagao em populagdes exploradas.

Em relag@o ao custo beneficio, a exploracdo padrdo a partir do segundo ciclo ndo ¢
mais vantajosa, uma vez que pouco podera ser retirado da floresta. Cenarios como o que se
baseia em ciclos de 90 anos ou os que se baseiam em ciclos de 60 anos sdo mais interessantes
no sentido de quantidade de madeira retirada por exploracdo e a0 mesmo tempo sdo os que
geram menor impacto na estrutura genética populacional, pois permitem uma recuperagao
mais consistente da espécie, e devido a isso sdo cenarios mais recomendados, embora nao
garantam a sustentabilidade. Os demais cendrios, que se referem a permanéncia na floresta de
30 ou 50% das arvores de interesse comercial sdo desvantajosos para a madeireira, no sentido
de quantidade de madeira retirada por ciclo, o que pode tornar o custo do processo elevado
para pouco produto. Geneticamente sdo impactantes, e s6 seriam interessantes para a espécie
se estivessem associadas a exploragdes mais restritas, como arvores com DAP a partir de 65
cm. E interessante observar que de modo geral, em todos os cenarios, quantidade semelhante
de madeira ¢ retirada ao final de 305 anos de exploracdo, sendo o cenario padrao aplicado na
floresta atualmente o mais desvantajoso a longo prazo sob este aspecto.

E possivel afirmar que dentre os cenarios testados, dois sdo menos impactantes e ao
mesmo tempo permitem a extragdo de quantidade de madeira maior que a produzida pela

exploragdo padrao ao final de 305 anos. Sdo eles: 45cm_90anos 10% e 65cm_30anos_50%.

Infelizmente o alcance da visdo comercial ¢ restrito, ndo estando os empreendedores
interessados no que pode ocorrer com a floresta a longo prazo, ndo sendo interessante ciclos
que podem durar mais que suas proprias vidas. Portanto, se ndo houver uma dura discussao
neste contexto, dificilmente havera possibilidades de mudanga, o que permitird que somente a

uma préxima geracao se beneficie dessas florestas caso alguma mudanga na legislacdo nao
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venha a ocorrer. Neste sentido, apesar da pressdao sofrida pelo governo por parte dos
interessados na retirada de madeira da floresta, uma atitude definitiva deve ser tomada, e um
manejo florestal que seja de fato sustentdvel deve ser aplicado. A exploracdo madeireira
aplicada na Guiana Francesa ¢ exemplo de cendrio de exploragdo mais moderado onde ¢
permitido cortar arvores com DAP a partir de 60 cm em ciclos de corte de 65 anos. Ainda
assim, Sebbenn et al. (2007, submetido) ao estudarem quatro espécies madeireiras (B.
guianensis, H. courbaril, M. huberi e S. globulifera) por meio da simulagdo de cenarios
detectaram que mesmo o cendrio aplicado na Guiana Francesa ¢ insustentavel para trés destas
espécies, sendo aceitavel apenas para a S. globulifera.

Cuidado com o meio ambiente s serad de interesse primordial a partir do momento em
que a comunidade tiver consciéncia do que esta sendo feito e das conseqiiéncias com as quais
terd que arcar. Somente a geragdo de conhecimentos cada vez mais especificos podera dar
suporte a decisOes mais sustentaveis e aplicaveis a regulamentacdo da exploracdo que
contenham também o componente de conservacdo genética que visem a continuidade da
floresta. Caso contrario, em pouco tempo, ndo haverd providéncia capaz de impedir a
exaustao de nossas florestas tropicais.

O modelo de exploracao regulamentado no Brasil ndo ¢ sustentavel para a espécie aqui
discutida, assim como reportado por Gayot & Sist (2004); Schulze et al. (2005); van
Gardingen (2006) ¢ Valle et al. (2006) e ainda assim ¢ responsavel por uma pequena parte dos
planos de manejo em execu¢do. A exploragdo predatoria ainda responde pela maior parte da
exploragdo madeireira no Brasil, e neste sentido, em pouco tempo a recuperagdo da floresta
Amazodnica sera inviavel. Espera-se que os resultados de modelagem de diferentes cenarios
auxiliem nas discussdes ¢ nos avangos sobre boas praticas de manejo florestal com aplicagdes

principalmente para a revisao de normas e regulamentos legais.
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Vale ressaltar que a modelagem ¢ um indicativo do cenario futuro na Amazonia
Brasileira, entretanto, devido a variaveis cujo controle foge as maos dos homens, nao deve ser
considerada como capaz de fornecer resultados absolutos e precisos a respeito do futuro da
floresta, mas deve ser considerada como um indicativo de que o caminho adotado nao ¢
eficiente para a manutencdo da floresta a longo prazo. A importancia da utilizacao deste tipo
de ferramenta esta no fato de ser possivel realizar previsoes a longo prazo, i.e., centenas de
anos, estudos esses impossiveis de serem conduzidos de forma real, para impedir um grande

desastre na natureza.
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CONCLUSAO

O manejo florestal aplicado atualmente na Amazonia Brasileira ndo garante, a luz das
informagdes disponiveis, o potencial evolutivo das espécies comercialmente exploradas. Isto
decorre, basicamente, devido ao fato dos planos de manejo ndo considerarem as diferencas
existentes entre as espécies, o que faz com que, para algumas delas, o manejo seja
extremamente nocivo. Uma fragilidade a sustentabilidade dos planos de manejo consiste no
fato de as recomendagdes serem definidas com base apenas em dados dendrométricos. Vale
reconhecer que a geracdo de informagdes biologicas sdo de natureza mais lenta e as vezes
laboriosa. Contudo, a medida que essas informagdes sdo disponibilizadas, elas deveriam fazer
parte do conjunto de informagdes utilizadas para garantir cada vez mais a sustentabilidade dos
planos de manejo florestal.

Progressos vém ocorrendo de modo a garantir a sustentabilidade dos planos de
manejo. Recentemente, houve a aprovacao da instru¢do normativa N° 05 de 11 de dezembro
de 2006 (MMA), alterando o diametro minimo de corte das arvores madeireiras amazdnicas,
elevando esse limite de 45 cm para 50 cm. Apesar de a alternativa ser mais conservadora, nao
¢ ainda suficiente para garantir a sustentabilidade florestal. Os resultados apresentados neste
trabalho evidenciam a necessidade de se repensar no modelo de exploragdo seletiva de modo
a alcangar um patamar de sustentabilidade.

Apesar de M. huberi ser uma espécie climax, com alta taxa de regeneracdo, ela sofre
forte impacto com a exploracdo madeireira atual. A necessidade de aplicagdo de ciclos de
corte com intervalos maiores ¢ evidente e talvez seja a alternativa mais eficiente para permitir
a recuperagdo da area basal. Neste sentido, o cendrio de corte com ciclos de 90 anos, 10% de
remanescentes com DAP a partir de 45 cm ¢ o recomendado dentre os testados, sendo o mais

sustentavel e com melhor custo beneficio. Apesar de os indices classicos obtidos em estudos
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de genética de populagdes ndo terem sido alterados significativamente, o que € explicado pela
intensa regeneracdo da espécie, o que faz com que muitos individuos com DAP abaixo do
comercial permanecam na floresta, a perda de alelos raros € marcante e a distancia genética
entre a populagdo atual e a populagao explorada apo6s 305 anos ¢ significativa e preocupante.
Outro fator relacionado a ndo alteragao destes indices genéticos diz respeito ao fato de a alta
variagdo alélica em locos SSR serem capazes mascarar importantes perdas em
heterozigosidade e conseqiientemente o efeito da fragmentacdo e exploragdo seletiva, sendo
necessario realizar simulagdes mais longas. Como a espécie tem vida longa, ao final de 305
arvores que eram reprodutivas no ano um (at¢é 47cm de DAP), ainda estdo vivas e
reproduzindo. Simula¢des mais longas, que atingissem o ponto de excluir da populagdo todos
os individuos presentes no ano um, poderiam ser capazes de detectar perdas alélicas e
variagOes de heterozigosidade e indice de fixagao mais significativas.

Estudos desta natureza e outros em niveis especificos ou mesmo em niveis de grupos
ecologicos e genéticos (e.g., Garcia-Fernandez et al., 2007; Gayot & Sist, 2004; Schulze et
al., 2005; Sebbenn et al., 2007 submetido; Putz, 2005; Valle et al., 2006; vanGardingen et al.,
2006) reforcam o pensamento mais recente da necessidade de rever as recomendagdes dos
planos de manejo florestal, onde ndo apenas fagam parte da equacdo da sustentabilidade, os
produtos madeireiros mas também os ndo-madeireiros, € ndo apenas os valores
dendrométicos, mas também os ecoldgicos e genéticos. Em nosso entendimento esta seria a
maneira adequada para olhar de forma sistematizada um ecossistema como a floresta tropical
umida. Somente assim, a possibilidade tanto de evolu¢do quanto de adaptacdo das espécies e
da floresta estariam sendo resguardadas, assim como a possibilidade de futuras geracdes se
beneficiarem deste bem comum, tendo como resultado um longo processo evolutivo e

adaptativo.
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Abstract

Manilkara huberi is a timber species, intensely exploited and found in
the Amazonian forest. Twelve highly polymorphic microsatellite loci
were developed from a genomic library enriched for AG/TC repeats.
Levels of polymorphism were evaluated using a total of 12 adult trees
from a natural population. An average of 6.43 alleles per locus was
detected, and expected heterozygosity ranged from 0.721 to 0.862. These
loci represent a powerful tool to investigate mating system, gene flow,
parentage and population dynamics in natural populations of Manilkara

huberi, all of which are needed to implement sound management.
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Simple Sequence Repeats (SSR) or Microsatellites exhibit high levels of variability
because of differences in the number of repeated units. The high allelic diversity and
abundance of microsatellites in the eukaryotic genome make these codominant molecular
markers popular for detailed genetic studies. The Dendrogene Project (Genetic Conservation
within Managed Forests in AmazoOnia) is interested in conservation and management
strategies of timber trees from the Amazonian forest (Kanashiro et al., 2001), such as
Manilkara huberi (Ducke) Standl (Sapotaceae), a species intensively harvested by the timber
industry. As part of this project, we report the development of 12 microsatellite markers; the
first on microsatellite cloning for Manilkara huberi.

Total genomic DNA was extracted from expanded leaves of a single individual of
Manilkara huberi, and digested with Tsp509 1. Fragments were separated on a 2% agarose
gel, and those from 300 to 800 bp were used to construct an enriched genomic library, as
described by Rafalsky (1996). These fragments were ligated into a pGEM-T Easy vector
(Promega, Madison, WI) and transformed in E. coli XL1-Blue, which were grown overnight
on Ix LB agar containing ampicilin, Xgal and IPTG. Positive clones were selected by
hybridization with a poly AG/TC probe and sequenced on an ABI 377 Applied Biosystem
(Perkin Elmer, CA) automatic sequencer. Primers to the flanking regions were designed using
the Primer 3 Output software (Rozen & Skaletsky, 2000). Microsatellite loci were amplified
using polymerase chain reaction (PCR) in 13 ul containing: DNA (3 ng), PCR reaction buffer
(1x), forward primer (0.28 uM), and reverse primer (0.28 uM), MgCl, (1.5mM), BSA (0.25
mg/ml), dNTP (0.25 mM) and Taq polymerase (1.3 U). PCR conditions were: denaturation at
94°C for 5 minutes; 30 cycles of denaturation at 94 °C for 1 min, annealing at T, (Table 1) for
1 min, and extension at 72 °C for 1 min, and a final extension at 72°C for 7 min. Reaction
products were separated on polyacrylamide gel and visualized by silver staining.

Polymorphism was evaluated using a total of 12 adult trees from a natural population from the
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National Forest, Tapajos, Pard, Brazil. Alleles were sized relative to a 10 bp ladder. Number
of alleles per locus, mean observed and expected heterozygosities were calculated using GDA
— Genetic Data Analysis version 1.0 (Lewis & Zaykin, 1999). Probabilities of paternity
exclusion (Slate, 2000) were estimated using Cervus (Marshal, 1998-2001) (Table 1).
Twenty-nine clones contained both microsatellite and appropriate flanking regions for
primer design. We successfully amplified 23 primer pairs. Of those, 9 were monomorphic,
and 14 were variable. Levels of variability detected in 12 loci were high, with the number of
alleles ranging from four to eight, and these were selected to be used for genetic analysis. Ten
of the 12 loci had observed heterozygosity greater than 50%. Two loci (Mh06 and Mh24)
showed departure from Hardy-Weinberg expectations (P< 0.005), but no pairwise
disequilibrium was detected between the twelve loci. The deficits of heterozygous genotypes
are consistent with the presence of null alleles in these two loci, at a frequency of 0.298 for
Mh06 and 0.652 for Mh24. These two loci with high null allele frequencies should be used
only with great caution for paternity exclusion analysis due to the possibility of excluding the
true father or non-excluding a wrong father. The first estimate of paternity exclusion
probability Pr(Ex;), when the offspring is sampled but the mother is not, varied from 0.295 to
0.5 (mean= 0.408) for individual loci and was 0.9983 for the combined loci. The second
estimate, Pr(Ex;), when both the mother and the offspring are sampled, varied for individual
loci from 0.473 to 0.672 (mean= 0.514) and was 0.99998 for the combined loci (Table 1).
This study shows that these SSR loci allow very precise individual discrimination and
paternity testing. The 12 microsatellites developed exhibited a large number of alleles per
locus and high heterozygosity. This suggests that these loci will be useful for further
population genetic studies of natural populations. As part of the Dendrogene Project we are
currently using these markers to investigate questions of genetic diversity, paternity, spatial

genetic structure, and mating system in a natural population of Manilkara huberi with the aim
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of applying scientific knowledge to promote sustainable management in the Brazilian

Amazon forest.
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range (bp), annealing temperature (T, °C), number of individuals (N), total number of alleles
per locus (A), expected heterozygosity (He), observed heterozygosity (H,), paternity exclusion

probabilities (Pr(Ex;) and Pr(Ex,)) in 12 individuals.
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Locus Repeat Primer Sequence (5’ - 3’) Allele Size T, A He Ho  Pr(Ex)) Pr(Exy) Accession
Array rangebp °C no.

Mh 03 (CD)y F: CACTTCTGTCTCTCTCCTCGT 176204 56 7 0.859 1.000  0.477 0.650  AY514005
R: GGGTGATTGCAGAGACGTA

Mh 04 (CD)iz F: GCACTCTCCATGGTTCCAGT 189-209 52 5 0.768 0.583  0.319 0.492  AY514006
R: AAAGAGTCAATGGCGTGAGC

Mh 06 (GA)14 F: ACACGCACAAAACAAACCAA 162-188 56 7 0.754 0.417 0.325 0.502 AY514007
R: TTCTTGAAGGAGGGTTGCTC

Mh 07 (CT)xs F: ATTGCAGCATATCCACACCA 153-187 56 4 0.746 0.750  0.300 0.473  AY514008
R: GCAAAGGGTGATGGGTTAGA

Mh 08 (CTHn F: GTAATGGGAGCCGTTTGAGA 172-202 56 7 0.862 0917 0485 0.659  AY514009
R: CTGGGTAGCATTTGTTGCAT

Mh 12 | (CT)o(AC)s F: TGCGGAACTGTGGAAAGAGT 187-211 56 7 0.859 0.667 0.481 0.655 AY514010
R: ATCCACAGCAATGACTGACG

Mh 17 (CT)i3 F: CACGATGACCTCTCAGTGGA 240-274 56 6 0.721 0.750  0.295 0.480  AY514011
R: CCTGTGTATGCGTTCGATTG

Mh 19 (CT)a F: AATTACAACCAAAGCTCCACTT 146-164 56 7 0.862 0.750  0.500 0.672  AY514012
R: TGAGAGTCTTTTCGCACTTTCA

Mh 20 (GA);3 F: GAAGTTTTGACCATTTGGGAAT 134-166 56 8 0.848 0.833 0.458 0.632 AY514013
R: GACATAACACTAACCCTTCACGA

Mh 22 (CT)is F: CCCATTATAGCCCTCCACCT 180-206 56 7 0.841 0.833  0.449 0.627  AY514014
R: AGAGAGCACATGCAAGCTCA

Mh 24 (CT)1y F: CCACTTCTGTCTCTCTCCTCGT 181-209 60 7 0.815 0.167  0.404 0.582  AY514015
R: GACATTGTGGGTGATTGCAG

Mh 26 (CT)s F: TGCTCAGACTGCTTTCTTTTTG 224-250 58 6 0.819 0.583 0.400 0.579 AY514016
R: TGCAATAAGTGTGATTTGGAGAA

Mean 6.43 0.813 0.683 0.408 0.514
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Abstract

Manilkara huberi is an intensely exploited Amazonian tree species due to the high density
and resistance of its wood. This research aims to study the genetic structure of M. huberi in
order to generate useful information for the design of conservation and management
strategies. Analyses of the spatial distribution pattern, genetic structure and mating system
were carried out. All individuals from two generations, sampled from a natural population at
Flona Tapajos, PA, Brazil were genotyped at 7 highly polymorphic microsatellite loci. For the
adults and the seedlings the following estimates were obtained, respectively: observed

heterozygosity (H,) 0.706 and 0.626; expected heterozygosity (H,) 0.856 and 0.824;
intrapopulation fixation index (f) 0.175 and 0.240. A spatial autocorrelation analysis

detected a significant spatial genetic structure up to a radius of approximately 300 m. The

multilocus (t,,) population outcrossing rate was high (0.995), suggesting that the species is

predominantly allogamous with a pollen flow restricted to 47 m. M. huberi is highly spatial
structured and fragmentation may cause loss of several subpopulations. These results fit into
isolation by distance model of genetic structure and suggest that conservation management
programs should include large areas. The genetic data also reveal that for ex situ conservation,
seeds must be collected from at least 175 maternal trees in order to keep an effective
population size of 500 individuals. Furthermore, as the species is widely distributed across the
Amazon Forest, samples should target several populations in order to conserve the highest

genetic diversity possible.
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INTRODUCTION

The Amazonian Forest covers about 40% of the Brazilian territory and it is one of the
largest world reservoirs of biodiversity. A total of about 4,000 to 5,000 tree species are
estimated to exist in the Amazon region (Rodrigues, 1989) apud (Ferraz et al., 2004) and
some of them are commercially exploited by selective cutting due to the value of its wood.
This exploitation method both ecologically and economically irrational, has been going on for
centuries in the Amazon region. Not only is it an unsustainable management system but it is
also arbitrary regarding what species can be harvested, as if all were equally affected
regardless of the intensity by which they are selectively exploited. In the last three decades,
following the exhaustion of the native forests of southern Brazil, this uncontrolled
exploitation has grown to a point that the Amazon forest is now the leading supplier of high
quality timber (Verissimo et al., 1996).

Timber harvesting by selective exploitation, lead to habitat fragmentation and to a
drastic reduction of the number of reproductive individuals with serious consequences to the
maintenance of diversity and long term survival of tree populations. Fragmentation is
particularly frequent in tropical forests that contain some of the highest levels of biodiversity
on earth. Selective harvesting of trees, usually the dominant and reproductive ones, may
generate spatial isolation of the remaining individuals, thus increasing inbreeding (Young et
al., 1996). Although the uncontrolled exploitation of tropical forests is a common occurrence,
little is known about its effect on the mating system, gene flow and genetic diversity of the
main target species.

A Dbetter understanding of the demographic characteristics, population dynamics
(Matos et al., 1999) and patterns of genetic diversity (Ciampi et al., 2000; Reis et al., 1997) is

a key component of any sustainable conservation management plan. Unfortunately, it has not
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been considered when devising programs of tropical forests management (Sebbenn et al.,
2000a). Genetic studies of managed tree species with the objective of assessing the impact
that exploitation can cause can help defining adequate management strategies for each
species, which in turn would allow a better combination of conservation and utilization
practices.

Manilkara huberi, commonly known as Macaranduba, is a native tree species of the
Amazonian Forest, belonging to the Sapotaceae family. This species reaches up to 50 meters
of height, with an erect and cylindrical trunk with up to two meters of diameter. This is one
of the most widespread Amazonian tree species with a very slow growth rate and classified as
a climax species in the sucessional group. It is a hermaphrodite species with flowering and
reproduction occurring in alternate intervals between three to five years. Due to its very hard
and resistant wood it has been a preferred target of selective harvesting by the timber industry.
No information exists on the genetics of this species.

As part of the Dendrogene project (Kanashiro et al., 2001), with the objective of
applying scientific knowledge to promote sustainable management of the Brazilian
Amazonian Forest, we chose to examine the spatial genetic structure and mating system of a
natural population of M. huberi. Based on the genetic data gathered we discuss the potential
impacts of selective timber exploitation on genetic diversity, and propose strategies for in situ

and ex situ conservation and sustainable management of the species.

MATERIAL AND METHODS

Study site, sampling and DNA extraction

178



The studied population covers a 200 ha area of primary forest of terra firme in the
Brazilian Amazon, at Tapajos National Forest (FLONA Tapajos), at km 83 of route BR-163
Santarém-Cuiabd in Belterra county state of Pard (Figure 1). This area is within an ISP
(Intensive Studies Portion) plot used for ecological and genetic studies in the context of the
Dendrogene Project. In total, the population sampled for the genetic study included 294 trees
with d.b.h. starting from 10 cm (50% of the trees selected in a random way) (Figure 1) and
810 seedlings distributed in 27 open pollinated maternal families. Tissues used for DNA
extraction were cambium samples of the adults and leaves from progeny seedlings. Leaf
tissue was obtained after germination of seeds collected during the period of fruit dispersion.
Genomic DNA extraction from cambium and leaves were carried out by a CTAB based
procedure (Doyle and Doyle, 1987) adapted by Machado et al. (2002) that uses a Fastprep
Cell Disruptor - BIO 101 SAVANT for tissue homogenization.

Figure 1

Microsatellite genotyping

Genetic analysis was carried out using microsatellite markers developed and optimized
for M. huberi (Azevedo et al., 2005). A multiple tailed primer method with fluorescence
detection of 6-FAM, HEX and NED labeled human microsatellite primers (Missiaggia and
Grattapaglia, 2006) was used. As that system involves three primers, the tailed one, longer
than normal (40pb), new optimizations were necessary for the twelve loci employed. The
PCR reactions had a final volume of 13 pl, containing 3 ng of genomic DNA, 1x of PCR
buffer (10 mM Tris-HCIL, pH 8.3, 50 mM KCl), 0.27 uM of each primer, 2.0 mM of MgCl,,
0.25 mg/ml of BSA (New Englad Biolabs), 0.25 mM dNTP and 1.3U Taq polymerase
(Phoneutria) and ultrapure water. The amplifications were carried out using a ABI9700

thermocycler (Applied Biosystems) with the following conditions: hot start at 94°C for 10
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minutes, 35 cycles of 94°C for 30 seconds, locus specific annealing temperature for 45
seconds (Table 1), and 72°C extension for 45 seconds. After 35 cycles, a final stage of
extension of 30 minutes at 72°C was added. The PCR products were analyzed by
electrophoresis in an ABI-Prism 377XL sequencer (Applied Biosystems). The ROX labeled

fluorescent internal size standard used was developed by Brondani and Grattapaglia (2001).

Data analysis

Genetic diversity. Seven polymorphic microsatellite loci were characterized for

number of alleles per locus (A), allele frequency, observed (H,) and expected (H,)

heterozygosity under Hardy-Weinberg expectation. Tests for HWE and two-loci linkage

disequilibrium were also carried out. Wright fixation indexes (f and F ) were estimated

based on all individuals genotyped from both generations. The consistence of the estimates
was calculated by a bootstrap resampling using 10,000 permutations. Genetic analyses were

carried out using the software Genetic Data Analysis (GDA; Lewis and Zaykin, 2001).

Spatial genetic structure. To analyze the intra-population spatial genetic structure the
geographic coordinates (GPS) of the sampled trees were registered. The presence and
extension of spatial genetic structure within the population was based on all seven
microsatellite loci and all 294 sampled trees. All the possible pairwise combinations of trees
were considered for each one of the pre-defined distance classes. This estimate was obtained
by calculating the Moran’s I index (Sokal and Oden, 1978) and the Loiselle et al., (1995)

coancestry coefficient (6,,) for each distance class and locus and for the overall locus mean.

These analyses were carried out using the software SGS (Degen et al, 2001; Degen, 2003) and
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Spagedi version 1.1 (Hardy and Vekemans, 2002), respectively. Moran’s I index values were
used to test the significance of the deviations of the expected values from the null hypothesis
of random distribution using a Bonferroni correction. The 95% confidence interval of the
medium coancestry coefficient for each distance class was built based on the standard

deviation of the average of the estimates, obtained by jackknifed permutation among loci.

Gene flow. Gene flow through pollen was evaluated within the open pollinated
progenies using the software TWO-GENER (Smouse et al., 2001). The principle of this
method is to estimate @, the differentiation of allele frequencies among the pollen pools

sampled by several females in the population. The relation between ®, and dispersal

distance has been derived for given dispersal curves (Austerlitz and Smouse, 2001). The
parameter is calculated by an analysis of molecular variance (AMOVA, Excoffier et al.,
1992). Other estimated parameters were: the medium pollen flow distance (0 ) and the density

of reproductive trees per hectare (d ). A 95% confidence interval of @, was calculated by

performing 10,000 bootstraps resamplings.

Mating system. The preferential system of mating was assessed based on a mixed
mating model (Ritland and Jain, 1981) and correlated mating model (Ritland, 1989), using the

software Multilocus MLTR (Ritland, 2002). The following estimates were obtained: the

multilocus population outcrossing rate (t,, ); the average singlelocus outcrossing rate (t,); the
biparental inbreeding, i.e. mating among related individuals (t, -t,); the correlation of
outcrossed paternity within progeny arrays (I, ) corresponding to the probability that a

randomly chosen pair of progeny individuals from the same family are full sibs (Ritland,

1989); the self-pollination correlation (r, ); the size of the neighborhood, or the number of
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pollen donors, (1/r,). The standard errors were obtained by 1,000 bootstraps resamplings
across families.

To verify the potential occurrence of genetic structure within progenies, a coancestry
coefficient (6,,) between plants within progeny was estimated. This coefficient is obtained
from the relatedness coefficient (I, ), calculated based on the mating system parameters,
according to Ritland (1989),

N a A o2 N ~oa A
fy = 0251+ F)[4S+ (&, + o ta A+ )],
where F, is the inbreeding coefficient of the parental generation, s is the selfing rate

(1-t, ), and the other parameters were defined previously. In diploid species, in the absence

of inbreeding, the relatedness coefficient Iy is twice the coancestry coefficient 6, that is,

To detect the genetic representativeness of families the variance effective size (N, )

was estimated which, as demonstrated by Cockerham (1969), can be obtained from the

coancestry coefficient (6, ),

0.5

l\/]e(v) =
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where F_ is the progeny intrapopulation fixation index. The maximum theoretical value of

N in an ideal population’s simple progeny (infinite size, panmictic, without selection,

e(v)
mutation or migration) is approximately four. From the estimate of the variance effective size

(N, ) the number of maternal trees necessary to keep the effective size (N, ) equal to 500

was estimated by Ne(ref) / N as shown by Sebbenn (2003).

e(v) »
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RESULTS

Microsatellite markers

Among the twelve polymorphic loci available from the development study (Azevedo,
et al., 2005) just one, Mh12, did not amplify. Seven were selected for the analysis based on
higher information content and robustness of the analysis with the multiple tailed primer

method. The mean number of alleles/locus (A ) in the adults' generation varied from 15

(Mh22) to 20 (Mh17, Mh20) with a mean of 17.7, totaling 124 alleles. In the progeny
population the mean number of alleles/locus varied from 14 (Mh04, Mh22) to 24 (Mh06),
with mean of 18.1, adding totaling 127 alleles (Table 1). High levels of multiallelism were
observed at all seven loci analyzed in both generations. Slightly more alleles were observed in
the progeny population when compared to the adults and both generations displayed private
alleles, suggesting that the reproductive population is actually larger than the one genotyped.
However by comparing the frequency of the more frequent alleles between the two
generations no significant differences were observed. Discrepancies were thus limited to rarer
alleles.

Table 1l

Population genetic parameters

All seven microsatellite loci displayed high levels of polymorphism within both

generations. The mean values of expected (H, ) and observed (H ) heterozygosity, and the
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intrapopulation fixation index ( f ) were high at almost all loci, and I-A|e was higher than H
at all loci sampled. A significant intrapopulation fixation index ( f ) was observed in both
generations (Table 2). The mean value of f was not significantly different between the two

generations, in agreement with the deviation observed in the progeny population. The

intrapopulation fixation index ( f) for all individuals (both generations) displayed values

similar to the ones obtained for each generation separately. A Fisher exact test revealed
deviations from Hardy-Weinberg Equilibrium at all loci, with an excess of homozygotes at
all loci. Linkage disequilibrium tests detected significance among two pairs of loci
Mh17/Mh20 (P=0.013) and Mh20/Mh22 (P=0.001) for the adult generation.

Table 2

Spatial genetic structure

The spatial autocorrelation analysis detected a significant spatial genetic structure up to a
radius of approximately 300 m based on the Moran’ | index, suggesting that seeds are
dispersed at a rather short distance. A continuous decrease in the autocorrelation values was
detected with increasing distances and from 900 m on it showed significant negative values,
suggesting that nearby trees are genetically related and distant trees are not (Figure 2A). This
behavior is consistent with isolation by distance model of gene flow.

A similar result was obtained when using the software Spagedi that calculates the
coancestry coefficient based on the method described by Loiselle et al., (1995) (Figure 2B).
This analysis also indicated significant positive values up to 300 m and negative significant

values starting from about 1,000 m, judging by the 95% confidence interval. The largest
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coancestry coefficient was estimated in the first class of distance (zero to 100 m, éxy =0.042;

P <0.05), which is below the one expected for second degree cousins (0.0312).

Figure 2

Gene flow and mating system

The global estimate of @, was 0.145 (95% confidence interval). Given that the average

distance between the sampled females (D ) was 739 m, this translated into an estimate of a
pollen dispersal distance 6 of 47 m (+ 0.73 m) assuming a normal pollen dispersal function.
The estimate of the density of reproductive trees for hectare (d) was 1.9. Multilocus
outcrossing rates ranged from 0.96 to 1.2 across the 27 families, with the average across all
seedlings (n = 810) of 0.995 (+ 0.003), indicating that M. huberi, like most tropical trees
studied to date, is predominantly outcrossed but capable of self-fertilization (Nason and
Hamrick, 1997). Single-locus estimates varied from 0.90 to 1.2 across families, with the

average for all seedlings of 0.718 (+ 0.012) lower and significantly different from the

multilocus outcrossing rate. The difference between the two estimates (f, —f.= 0.277 +
0.012) was highly significant, suggesting that biparental inbreeding, i.e. mating among
relatives is a frequent occurrence. The multilocus correlation of outcrossed paternity (Fpm,),
suggests that 18.9% of the progeny are full-sibs (0.189 + 0.022) (Table 3). The single-locus

correlation of outcrossed paternity ( fp(s) =0.197 or 19.7%) was higher than the multilocus, but

not significantly different. Coancestry estimations within the progenies showed values (éxy =
0.175) that were between the expected in half-sibs (0.125) and full-sibs (0.25). With the

estimation of the variance effective size N_. = 2.85, the minimum number of mother trees to

e(v)
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be considered in a seed collection program for ex Situ conservation was estimated. For long
term maintenance of genetic diversity, seeds should be collected from at least 175 trees.

Table 3

Subpopulation analysis

As the studied population covered a relatively large area of 200 ha, a tentative
subpopulation analysis of all adult individuals was carried out by distributing all adults in ten
d.b.h. classes. Little significant variation for the estimated parameters was observed across

classes. The mean values of f and F were positive and significant, indicating excess of

homozygotes within each d.b.h. class simply reflecting what had been detected previously for
the whole population. No significant difference among the d.b.h. classes as estimated by -P

was detected. The 21-30 cm and 71-80 cm classes displayed the higher values of f (0.235

and 0.228 respectively) and the 101-140 cm class had the lowest value (0.086). When
subdivided in two subpopulations (1) non commercial trees (d.b.h. < 45 cm) and (2)
commercial trees (d.b.h. > 45 cm) the genetic divergence between them was low and also not

significant (data not shown).

DISCUSSION

All the seven loci used for the genetic analysis in this work detected high levels of
multiallelism, confirming the high expected genetic information content of these markers for
studies of M. huberi populations (Azevedo et al., 2005). The detection of alleles in the
progeny and not in the adults can be due as much to pollen coming from outside of the

sampled area, as due to pollen from individuals inside of the area that were not sampled.
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Alleles detected in the adults and not in the progeny implicate differential reproductive

success or sampling effect of progeny individuals.
The mean heterozygosity estimates (I:|e= 0.843 and H0= 0.648) indicate high

genetic diversity and a relatively high level of inbreeeding in the studied population,

evidenced by the high value of f (0.231) in both generations and in all d.b.h. classes of the

sampled adults, favoring the hypothesis that the species actually undergoes a significant level
of selfing of related matings thus deviating from panmixia and not that overestimation has
occurred due to the presence of null alleles. Similar results were obtained for Swietenia
macrophyla (Novick et al., 2003), Caryocar brasiliense by Collevatti et al., (2001), Dinizia
excelsa by Dick et al., (2003) and Symphonia globulifera, Vouacapoua american and,
Sextonia rubra by Hardy et al., (2006). Different results for the intrapopulation fixation index
have been found for other tropical species such as Carapa guianensis (Dayanandan et al.,
1999) and Swietenia humilis (White and Powell, 1997) where no deviation from HW
proportions were seen.

The establishment of large-scale sampling programs to assess genetic diversity and
allow an accurate view of the genetic landscape is usually the limiting factor when the goal is
to apply autocorrelation techniques (Diniz-Filho and Telles, 2001). Some researchers have
pointed out that spatial autocorrelation analyses should not be carried out with fewer that 20
or 30 samples (Sokal and Jaquez, 1991). In the case of M. huberi the spatial patterns are clear,
as the spatial autocorrelation seems to be powerful enough to detect population spatial
structure. Our analysis was carried out with 294 individuals in an area of 200 ha by using two
autocorrelation techniques, namely, by interpreting the average Moran’s [ index and
Loiselle’s et al., (1995) coancestry coefficient. The application of the spatial autocorrelation

analysis to define units for conservation is useful when it is possible to recover the main
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patterns of genetic variation across the geographic landscape (Diniz-Filho and Telles, 2001).
This is expected to preserve most of the existing genetic variation.

Dispersion of seeds to restricted distances has been observed for other tropical species
whose dispersers are small animals as in the case of Carapa guianensis (182 m) and
Vouacapoua american (176 m) and even for species whose dispersers are bats, birds and
arboreal mammals as Symphonia globulifera (141 m) (Hardy et al., 2006). For tropical forest
tree species, Boshier et al., (1995), showed that for Cordia alliodora near neighbors were
highly genetically related, in comparison with distant trees. Hamrick et al., (1993) showed
that spatial genetic structure was present in intermediate-diameter classes for Platypodium
elegans, Alseis blackiana and Swartzia simplex in Panama.

In spite of the high outcrossing rates (99%) detected in the population, the test of
Hardy-Weinberg Equilibrium showed deviation from random mating, which might have been
caused by mating among relatives and self-fertilization. Due to the floral structure of the
species, selfing within the same flower is prevented, since the pollen shed and stigma
maturation occur at different times. However, selfing might happen among different flowers
of the same tree. Results indicating a low selfing level were expected, since hermaphrodite
species commonly possess auto-incompatibility systems to avoid selfing. This mechanism
usually maintains selfing at low levels. Murawski (1995) showed that at least 34% of the
tropical tree species show some auto-incompatibility. In spite of this low selfing rate, the
outcrossing rate among relatives is high (27.7%), an aspect that contributes to inbreeding.
Mating among relatives happens due to the high density of the species in the primary forest
and due to synchronous flowering, which generates a dense offer of flowers at a short

distance.
The correlation of outcrossed paternity within progeny arrays (I, ) in M. huberi was

estimated as 18.9%, indicating that this phenomenon contributes considerably to the
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inbreeding seen in the species. The presence of correlated paternity in the progeny derived
from open pollination appears not from fertilization of flowers with random pollen samples
of the population as a whole, but due to pollen sampling from only a few sources and
pollination events (Sampson, 1998). The estimated number of pollen donors per tree was 5.9,
which is lower than the estimate for other tropical tree species such as Solanum lycocarpum
(10.2 to 10.49) by Martins et al., (2006). Due to its influence on the creation, maintenance
and erosion of the genetic structure of the adult population it is important to understand
which factors influence pollen movement, which is why the knowledge of the gene flow
patterns through pollen in a natural population is so important. If a pollen donor population
suffers isolation by distance, it can result in an increased contribution of pollen from local
reproductively active trees and the generation of genetic structuring in the pollen pool (Dyer

and Sork, 2001).

The mean distance of pollen flow obtained was extremely low (5 = 47m). The restricted
pollen flow can be related to the reproductive biology of the species. M. huberi behaves
suprannualy, though intense flowering events so that most of the trees in flowering stage
bloom simultaneously. The intense localized offer of flowers allows the pollinators to forage
restricted areas, as it is unnecessary to search for food at long distances. Pollinators of M.
huberi are insects such as flies and bees of medium size, which forage at a distance of up to
2000 m, in other words, much higher than the mean distance of pollen flow detected. In a
similar fashion, low pollen flow was detected in an undisturbed population of Dinizia excelsa
(212 m), a tropical tree species, by Dick et al., (2003).

The estimate of genetic divergence of the crossed pollen revealed that the pollen that

fertilized the different maternal trees was genetically heterogeneous (® , = 0.14). In other

words, 14% of the variation in the allele frequencies of the crossed pollen in the population

was among the maternal trees. This estimate of the divergence among the crossed pollen
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obtained for M. huberi is much higher than the estimate obtained for the species pollinated by

animals Albizia julibrissin (® , = 0.062, Irwin et al., 2003). High estimates of @, indicates

low pollen flow.

Conservation implications

Microsatellite markers have been important tools to quickly generate a detailed picture
of the genetic diversity and structure of a population to then help devise strategies for
sustainable forest conservation and management practices. Lemes et al., (2003) suggested in
situ conservation strategies of Swietenia macrophylla in order to preserve large areas to
minimize the loss of diversity due to genetic drift. Bottin et al., (2005), in their study of
Santalum austrocaledonicum, suggested conservation strategies and the definition of two

ESUs (evolutionary significant units) based on the estimates of Fg; values.

The sum of the results obtained in this study, such as, relatively high and consistent
inbreeding levels, high and significant spatial structuring due to a low seed as well as low
pollen flow, suggest that isolation by distance is the hypothesis that better explains the
observed data in M. huberi. The isolation by distance pattern found in this study is consistent
with other large-scale studies of tropical trees, such as Euterpe edulis in the Atlantic Forest
(Cardoso et al., 2000) Caryocar brasiliense in the Cerrado of Brazil (Collevatti et al., 2001)
and S. macrophylla in the Amazon region (Lemes et al., 2003; Novick et al., 2003). It is
known that the oldest and tallest adult individuals of a forest, although in small number, are
those that indeed contribute with the largest proportion of the genetic variability in the
population and they should be the targets of highest priority when establishing in situ genetic

IreSCrves.

190



Common forest management practices eliminate a large number of reproductively active
individuals, i.e. about 90% of all those with d.b.h. starting from 45 cm, leaving behind only
young individuals of smaller diameters. These trees produce smaller amounts of ovules and
pollen. Taking into account the largest distance among the reproductive individuals, the
probability of related individuals participating in the reproduction process is reduced. While
the probability of generating progeny due to mating among relatives is reduced, the
probability of self-fertilization is increased, also due to the larger distance among the
remaining reproductive trees. However, the selfing is most likely rare in the case of M.
huberi, since this species occurs at high density so that even after exploitation, many
reproductive individuals remain in the area (d.b.h. between 35 cm and 45 cm). In addition, it
is not known if selfed individuals are able to reach sexual maturity and reproduce, which is
largely dependent on the extent of the genetic load. The reduction of the reproductively
active population by management causes a well known genetic bottleneck effect, leading to
consequences such as reduction in heterozygosity due to genetic drift, characterized by (a)
loss of low frequency alleles, (b) increased relatedness among individuals and (c¢) increased
levels of population inbreeding, which were found to be relatively high in the studied M.
huberi population when compared to other tropical trees. However, Dick (2001) reported that
D. excelsa produced approximately three times more seeds per tree in a disturbed area and
most of them were cross-fertilized.

Deviations from random mating, the high correlated paternity and the likely behavior by
isolation by distance pattern of gene flow found for M. huberi have strong implications for in
situ conservation as well as seed collection strategies for pre-breeding or recovery of degraded
areas. In a species such as M. huberi, genetic conservation must be integrated into different
forms of forest management. The designation of in Situ conservation programs by defining

parks and reserves may represent the major component of the conservation strategy,
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especially if those areas are not already fragmented. Management programs must include
large areas in order to conserve the highest genetic diversity possible, since M. huberi is
highly spatially structured and fragmentation may cause loss of several subpopulations. This
strategy may minimize the loss of diversity due to genetic drift and maximize the
conservation efficiency of the regional genotypic diversity. For ex situ conservation, seeds
should be collected from at least 175 maternal trees. As the species is highly distributed
throughout the Amazon Forest, samples must include the largest number of population in
order to conserve as much genetic diversity as possible, thus maintaining a large effective

population size of several hundred individuals.
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Figure 1. Localization of the study area at the National Forest of Tapajos, in the state of Para,
Brazil, from NASA. Distribution of the adult individuals at the 200 ha in the Brazilian

Amazon, at FLONA Tapajos.

Figure 2. Correlograms of the Spatial Genetic structure of M. huberi. A) Index I Moran

correlograma; B) Coancestry coefficient correlograma, Loiselle et al., (1995).
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Table 1. Main features of the microsatellite markers.

Repeat Allelerange  N°  T.
Loci Primer Sequence (5° - 3°) A f F
motif size (bp) ind. °c

F: GCACTCTCCATGGTTCCAGT
Mh04  (CT);, 187-225 1093 51 18 0.170  0.210
R: AAAGAGTCAATGGCGTGAGC

F: ACACGCACAAAACAAACCAA
Mh06  (GA)y4 178-210 1065 53 24 0.233  0.237
R: TTCTTGAAGGAGGGTTGCTC

F: GTAATGGGAGCCGTTTGAGA
Mh08  (CT)y, 194-226 1098 53 17 0.103  0.142
R: CTGGGTAGCATTTGTTGCAT

F: CACGATGACCTCTCAGTGGA
Mh17  (CT);; 240-282 1054 53 24 0.128 0.136
R: CCTGTGTATGCGTTCGATTG

F: AATTACAACCAAAGCTCCACTT
Mh19  (CT)yn 162-198 1096 53 22 0.405 0.424
R: TGAGAGTCTTTTCGCACTTTCA

F: GAAGTTTTGACCATTTGGGAAT
Mh20  (GA);; 152-194 1034 53 22 0.217 0.224
R: GACATAACACTAACCCTTCACGA

F: CCCATTATAGCCCTCCACCT
Mh22  (CT);s 186-218 1099 53 17 0.307 0.371
R: AGAGAGCACATGCAAGCTCA

Mean 2057 0222 0.249
Upper 0301 0.330
Lower 0.154 0.178

N° ind. Total number of individuals analyzed from both generations; A allele number, f intrapopulation

fixation index within generation, F overall fixation index for all individuals. CI 99%
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Table 2. Genetic diversity parameters estimated for both generations with seven

microsatellite marker loci.

Locus n A H, H, f

Adults

Mh04 294 17 0.840 0.769 0.084
Mh06 288 18 0.864 0.761 0.120
Mh08 294 17 0.863 0.786 0.090
Mh17 276 20 0.890 0.736 0.174
Mh19 294 17 0.884 0.636 0.281
Mh20 280 20 0.894 0.671 0.249
Mh22 294 15 0.759 0.585 0.229
Mean 288.7 17.7 0.856 0.706 0.175
99% C.I. Upper bound 0.222
99% C.I. Lower bound 0.121
Progeny

Mho04 799 14 0.711 0.564 0.206
Mh06 777 24 0.865 0.627 0.275
Mh08 804 15 0.854 0.762 0.107
Mh17 778 22 0.861 0.766 0.111
Mh19 802 17 0.841 0.460 0.453
Mh20 754 21 0.879 0.699 0.205
Mh22 805 14 0.759 0.504 0.336
Mean 788.4 18.1 0.824 0.626 0.240
99% C.I. Upper bound 0.324
99% C.I. Lower bound 0.156

A allele number, H expected heterozygosity (gene diversity), H ; observed heterozygosity,

f intrapopulation fixation index. CI 99%.
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Table 3. Mating system parameters for Manilkara huberi

Parameter Estimate
t 0.995 (0.003)
t 0.718(0.012)
L, -t 0.277(0.012)
Fo(m) 0.169(0.010)
Focs) 0.197(0.022)
1/ Fom) 5.9

t,, multilocus outcrossing rate, t; single-locus outcrossing rate, t,, -t  biparental inbreeding, Iy, paternity

correlation, Foes) self-pollination correlation, 1/ Fom) number of pollen donors per mother-tree. Standard errors

through 1,000 bootstraps over families are in parentheses ().
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