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“Toda nossa ciéncia comparada com a realidade é primitiva e infantil — e, no
entanto, ¢ a coisa mais preciosa que temos.”

Albert Einstein

“A ciéncia ¢ uma ferramenta absolutamente essencial para qualquer sociedade
que tenha a esperanca de sobreviver bem, neste e nos proximos séculos.”
Carl Sagan
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RESUMO

MELO, A. T. O. Fluxo génico e estrutura genética espacial de Cabralea canjerana
(Vell.) Mart. (Meliaceae) em fragmentos florestais de Mata Atlantica. 2012. 87 f.
Dissertacdo (Mestrado em Genética e Melhoramento de Plantas) — Escola de Agronomia e
Engenharia de Alimentos, Universidade Federal de Goias, Goiania, 2012."

A fragmentacdo ambiental ¢ a principal agdo antrdpica em habitats naturais. O
Brasil possui uma posi¢ao de destaque no cendrio mundial devido a elevada concentragao
de diversidade biologica existente em seus biomas. Entre os biomas brasileiros, trés sdo
considerados pela comunidade académica como 4areas prioritarias para conservagao da
natureza. Dentre estes, a Mata Atlantica merece destaque por ser o ecossistema brasileiro
mais severamente afetado pela fragmentacdo ambiental. Pardmetros populacionais
inferidos a partir de dados genéticos sdo uteis na caracterizacdo de populagdes naturais e
importantes na determinagdo de areas prioritarias para conservagdo. Cabralea canjerana
possui caracteristicas bioldgicas e ecologicas que permitem que esta espécie seja
considerada uma espécie modelo para Mata Atlantica, além de possuir uma madeira com
elevado valor econdmica. Neste sentido, utilizamos dados genéticos para fornecer
subsidios para o estabelecimento de estratégias eficientes de conservagdo de populagdes de
Cabralea canjerana ssp. canjerana em oito fragmentos florestais de uma Area de
Protecdo Ambiental (APA) de Mata Atlantica. Foi encontrado uma média de 24,5 alelos
por loco e alta diversidade genética (Hg media = 0,724) para os oito fragmentos florestais.
Houve uma relagdo positiva e significativa entre o tamanho do fragmento e a altitude em
que estes fragmentos estdo situados com as medidas de diversidade genética, mostrando
que Areas de Preservagio Permanente (APPs) acima de 1800 metros de altitude sdo
importantes na manutencdo da diversidade genética. Os valores de 6 = 0,131 e de Rgr =
0,189 indicam uma moderada estruturagdo genética entre estas oito populacdes de C.
canjerana. Analise Bayesiana indicam que estas oito populagdes formam dois subgrupos,
grupo A (fragmentos 01, 02, 03 e 04) e grupo B (fragmentos 05, 06, 07 e 08). Ha mais
fluxo génico aparente dentro destes dois grupos do que entre eles. Porém, com as analises
do TwoGener e um valor de ®@pr = 0,150, ha indicio de uma elevada estruturacdo do pool
de polens que fecundam as matrizes, percebendo que a dispersao de polens esta restrita aos
fragmentos, devido ao vbéo limitado dos agentes de dispersdo, que ¢ realizada por
mariposas da ordem Lepidoptera. O alcance médio de dispersao dos polens () foi de 130
metros e o tamanho efetivo da populagdo de doadores de polens ¢ de aproximadamente trés
individuos. O padrdo de variabilidade genética que existe entre as populacdes esta
estruturado na paisagem geografica, no entanto, quando avaliado os fragmentos
individualmente percebe-se que ndo ha uma estruturacdo genética espacial para os
individuos adultos dentro dos fragmentos. O fluxo génico ainda ¢ uma importante forca
evolutiva atuante entre estas populacdes e a sua manutencdo depende efetivamente da
manutengdo da Area de Preservagio Ambiental (APA).

Palavras-chave: Mata Atlantica, Genética da Conservagdo, C. canjerana, Marcadores
SSR.
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ABSTRACT

MELO, A. T. O. Gene flow and spatial genetic structure of Cabralea canjerana (Vell.)
Mart. (Meliaceae) in Atlantic forest fragments. 2012. 87 f. Dissertagdo (Mestrado em
Genética e Melhoramento de Plantas) — Escola de Agronomia e Engenharia de Alimentos,
Universidade Federal de Goias, Goiania, 2012.%

The environment fragmentation is most man action in natural habits. Brazil has
highlights position in world scenario due a high concentration of biological diversity exists
in Brazilian biomes. Between these biomes, three are considered by international academic
community as priority areas for nature conservation. Among them, the Atlantic Forest
deserves attention to be the Brazilian biome more severely affected by habitat
fragmentation. Population parameters inferred by genetic data are wuseful in
characterization of natural population and important to determination of conservation
priority areas. Cabralea canjerana has biological and ecological characteristics that will be
considered an Atlantic Forest model species, beyond have high economic wood value. In
this sense, was used genetic data to provide subsidies for the establishment of efficient
strategies for the conservation of C. canjerana ssp. canjerana populations in Environment
Protection Area (EPA) of Atlantic Forest. Was found an average of 24,5 alleles by locus
and high genetic diversity (Hg mesia = 0,724) to eight forest fragmentation. There was a
positive and significant relationship between height at which these fragments are located
with the measures of genetic diversity, showing that the Permanent Preservation Areas
(PPAs) above 1800 meters altitude are important in maintaining genetic diversity. 6 =
0,131 and Rgy = 0,189, indicates a moderated genetic structure between this eight C.
canjerana populations. Bayesian analyses show that this eight populations form two
clusters, group A (fragments 01, 02, 03 and 04) and group B (fragments 05, 06, 07 and 08).
There is more apparent gene flow within these groups than between them. However, with
value of ®@pr = 0,150, indicating a high pollen pool structure that fertilize the female, it is
clear that pollen dispersal is restricted to the fragment due to the limited flight dispersal
agent, performed by moths of Lepidoptera order. The average of the pollen scope (6) was
130 meters and the effective population size of pollen donors was approximately three
individuals. The pattern of genetic variability exist between populations are structure in
geographical landscape, however, when study fragments individually, perceives that there
is no genetic spatial structure to adults individuals within fragments, in other words, there
isn’t relation between physical distance in adult tree and the degree of kinship between
them. Gene flow yet is an important evolution source active in these populations and its

maintenance depends on the effective maintenance of an Environmental Preservation Area
(APA).

Key-words: Atlantic forest, conservation genetics, C. canjerana, SSR markers.
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1 INTRODUCAO

O Brasil ¢ considerado pela comunidade académica internacional como o pais
que detém a maior diversidade biologica do planeta, considerando ecossistemas, espécies,
populagoes, individuos e genes. Com quase 1/3 das florestas tropicais do mundo, o Brasil ¢
reconhecidamente um dos mais importantes repositorios dessa diversidade bioldgica
mundial. Mesmo com tanta importancia, muito pouco tem sido feito para preservar essa
riqueza natural. Os mecanismos apropriados (politicas publicas eficientes) para a efetiva
conservagdo desses recursos ainda sdo escassos. A destruicdo de ecossistemas em grande
escala, conforme ocorre em praticamente todos os biomas brasileiros acarreta em perdas
incalculaveis e irreversiveis de diversidade biologica. Diante deste cenario, muitas
populacdes de espécies nativas sofrem do fendmeno conhecido como erosdo genética.

A Mata Atlantica ¢ o bioma brasileiro mais severamente afetado pela
fragmentacdo do ambiente natural, restando, atualmente, apenas uma pequena parte de sua
area original>. O processo global de fragmentagdo de habitat &, possivelmente, a mais
profunda alteracdo causada pelo homem ao meio ambiente. Este processo possui uma
influéncia direta na composi¢ao genética de uma populacdo, atuando na redugdo dos niveis
de variabilidade genética dentro das populagdes e consequentemente na perda do seu valor
adaptativo. Uma populacdo submetida a estas condi¢des sofre acdo de uma série de fatores
genéticos e estocasticos, os quais, em poucas geragdes, a levam a uma extingdo local
(Caballero et al., 2010). Bidlogos da conservacao ndo possuem duvidas sobre o quanto o
declinio da diversidade genética limita o potencial evolutivo de uma populagcdo e/ou
espécie, inibindo a viabilidade de um organismo a se adaptar as mudangas ambientais.

Cabralea canjerana ¢ uma espécie da familia das Meliaceae formada por trés
subespécies: Cabralea canjerana ssp. canjerana (porte arboreo), Cabralea canjerana ssp.
polytricha (porte arbustivo) e Cabralea canjerana ssp. selloi (porte arbustivo). A espécie
possui ampla area de ocorréncia, principalmente nas regides tropicais, embora ndo seja

endémica desta regido. Cabralea canjerana ssp. canjerana ¢ uma planta de porte arboreo

? Informagao disponivel em: www.sosmatatlantica.org.br




(até 40 m de altura) e ocorre em toda a regido neotropical. Sua madeira ¢ moderadamente
pesada e facil de trabalhar. Possui boa aparéncia e textura média, sendo indicada para uso
na construcdo civil e no paisagismo (Lorenzi, 1992). Fournet et al. (1996) relatam o
sucesso do uso de compostos quimicos extraidos dos frutos de canjerana no combate ao
Trypanossoma cruz, causador da doenga de Chagas.

Espécies que possuem caracteristicas de importancia econdmica precisam ser
estudadas e caracterizadas geneticamente. O extrativismo inadequado pode reduzir a
variabilidade genética de suas populagdes a niveis criticos, extinguindo-as em curto prazo.
Devido a isso, os niveis de variabilidade genética foram incluidos pela IUCN (Unido
Internacional para Conservagdo da Natureza) como pardmetros populacionais importantes
a serem utilizados na classificagdo de espécies ameacadas. Baixos niveis de variabilidade
genética associados a outros fatores, como a estruturacdo genética, a histéria de vida da
espécie ¢ o modo reprodutivo, representam o passo inicial para a extingdo de espécies,
subespécies ou grupos populacionais. O conhecimento a respeito de como a diversidade
genética esta estruturada no espago geografico, bem como das relagdes filogenéticas entre
diferentes tdxons e dos niveis atuais de fluxo génico, contribuem de maneira importante
para nosso entendimento sobre a historia evolutiva e sobre a dindmica populacional de
diversas espécies (Caballero et al., 2010). Os parametros inferidos através das analises
genéticas de populacdes sdo de grande importancia para a determinacdo de estratégias
adequadas a conservacao da biodiversidade (Avise, 2010).

Os dados genéticos sdo uma ferramenta poderosa de auxilio aos bidlogos
conservacionistas. Nao ha duvidas do quanto as ferramentas genético-moleculares
fornecem informagdes Uteis para os planos de conservagdo da biodiversidade em longo
prazo (O’Brien, 1994). Neste contexto, os marcadores moleculares, especialmente os
microssatélites (SSRs), podem ser uteis por permitir a obtencdo de estimativas das
diferencas genéticas (polimorfismos) existentes entre individuos de uma mesma populagao,
entre populacdes e até mesmo entre espécies. Os microssatélites sdo marcadores
moleculares codominantes, que apresentam geralmente um alto grau de polimorfismo, os
quais permitem a realiza¢do de inferéncias mais precisas sobre os parametros genéticos
populacionais. Este polimorfismo, resultante da atuagdo de diversos fatores
microevolutivos, pode ser avaliado através de um diagndstico das frequéncias alélicas e/ou

genotipicas dos locos analisados.
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No contexto do auxilio dos dados genéticos aos trabalhos de preservagao da
natureza, a avaliacdo da magnitude do fluxo génico e a compreensdo dos seus efeitos na
manuten¢do das populagdes como unidades relacionadas e ndo distintas, fazem deste o
fator evolutivo de maior interesse em estudos de conservagdo da biodiversidade (Storfer,
1999). Slaktin (1987) relatou que o fluxo de genes possui a capacidade de combater as
consequéncias genéticas negativas (deriva genética e depressdo por endogamia) do
processo de fragmentagdo ambiental.

Além do fluxo de genes, a diversidade genética é outro parametro populacional
indispensavel aos estudos sobre conservacdo da natureza. Como componente da
diversidade genética, a riqueza alélica identifica, principalmente, o niimero de alelos
diferentes segregando em uma populagdo. Individuos portadores de alelos exclusivos
possuem uma importancia singular por atuarem na manuten¢do dos niveis de
heterozigosidade, quando através de fluxo génico estes alelos sdo disseminados para outras
subpopulagdes.

A distribui¢do aleatoria dos gendtipos de uma populagdo no espago geografico
(paisagem) ¢ uma hipotese nula que pode ser rejeitada se existir algum fator evolutivo que
favoreca a ocorréncia de uma estruturacdo genética espacial (SGS, do inglés Spatial
Genetic Sructure). Ou seja, a estrutura genética espacial (SGS) é caracterizada, de acordo
com Vekemans & Hardy (2004), como a distribuicdo ndo aleatéria dos gendtipos no
espaco geografico. A determinagdo da SGS, juntamente com outros parametros genéticos e
ecologicos, como o tamanho efetivo populacional, o modelo de dispersdo de sementes, o
fluxo atual de polens e o numero efetivo de doadores de polens sdo fundamentais para a
definicdo de estratégias adequadas de conservacao.

Neste sentido, o presente trabalho objetiva, pela utilizagdo de dados obtidos a
partir da andlise de marcadores moleculares microssatélites, mostrar a magnitude e o
padrdo de fluxo génico e a quantidade de diversidade genética existente dentro e entre
populagdes de C. canjerana spp. canjerana amostradas em oito fragmentos florestais de
Mata Atlantica. Objetiva-se também, avaliar o grau de estruturacdo genética espacial, bem
como os niveis de fluxo génico atual via dispersdo de polens, considerando a ocorréncia da
fragmentacdo ambiental. Assim, espera-se, com este trabalho, fornecer dados
populacionais de uma espécie modelo de Mata Atlantica e de grande importancia
econdmica, para que agdes eficientes de manejo, coleta e conservacao das espécies deste

bioma possam ser elaboradas.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A MATA ATLANTICA

Mata Atlantica ¢ o nome dado ao bioma brasileiro formado por florestas
tropicais com um importante papel na historia do pais. Considerado o bioma mais rico em
diversidade biolégica do planeta, com aproximadamente um milhdo e trezentos mil
quilometros quadrados, a Mata Atlantica originalmente ocupava 15% do territério
nacional, englobando 17 Estados brasileiros. Entretanto, 93% da sua area original ja foram
devastadas e mesmo apresentando elevados indices de biodiversidade e endemismo, sua
conservagdo ¢ uma questdo delicada, j4 que o bioma se encontra em situagdo critica de
alteracdo antropica. Os 15% de ocupacdo original do territério nacional correspondem
justamente as regides mais povoadas do pais, ou seja, nos dominios da floresta Atlantica
vivem mais de 70% dos brasileiros (cerca de 110 milhdes de pessoas). Nestas areas estdo
localizadas as maiores cidades e os mais importantes polos industriais do Brasil (Ministério
de Meio Ambiente, 2010). O resultado dessa concentracdo pode ser evidenciado pelo fato
de a Mata Atlantica estar reduzida a 7% de sua cobertura original e figurar entre os 25
hotspots mundiais de diversidade®.

A riqueza de biodiversidade da Mata Atlantica ¢ tdo expressiva que os dois
maiores recordes mundiais de diversidade de arvores foram registrados neste bioma:
encontradas 476 espécies em um unico hectare numa regido serrana no Espirito Santo e
454 espécies em um Unico hectare do sul da Bahia. As estimativas indicam ainda que o
bioma possua cerca de 20.000 espécies vegetais, metade das quais seriam endémicas. Além
disso, mais de 2/3 dos primatas que ali vivem sdo espécies endémicas e ameacadas de
extingdo”.

Devido a grande extensdo que a Mata Atlantica ocupa do territdrio brasileiro,

varios ecossistemas com processos ecologicos interligados fazem parte deste bioma. As

4 T ; :
Informacao disponivel em: www.sosmatatlantica.org.br

5 ~ . ’ :
Informacao disponivel em: www.conservation.org.br
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formagoes deste bioma incluem as florestas Ombrofila Densa, Ombrofila Mista (Mata de
Araucérias), Estacional Semidecidual e Estacional Decidual, além de ecossistemas
associados como manguezais, restingas, brejos interioranos, campos de altitude e ilhas
costeiras e oceanicas. A conexado entre diferentes ecossistemas pode ser exemplificada pela
ligacdo entre a restinga e a floresta, permitindo o transito de animais e o fluxo de genes da
fauna e flora, bem como pelas areas onde os ambientes se encontram e vao gradativamente
se transformando — a chamada transi¢do ecologica.

Num documento disponibilizado pelo Ministério do Meio Ambiente (2010),
conservar o restante da Mata Atlantica existente ¢ também conservar os processos
hidrolégicos, uma vez que ha, neste bioma, sete das nove maiores bacias hidrograficas do
Brasil, composta por rios como o Sdo Francisco, Parand, Paraiba do Sul, Tieté e outros.
Portanto, esta conservacdo ¢ uma questdo de estratégia nacional, pois estas sete bacias
hidrograficas sdo responsaveis pela quantidade e qualidade de agua potéavel disponivel para
cerca de 3,4 mil municipios e para os mais diversos setores da economia nacional, como a
agricultura, a pesca, a industria, o turismo e a geragcdo de energia.

Atualmente, dentre os pontos mais relevantes a serem considerados para a
efetiva conservacdo da Mata Atlantica destaca-se sua caracterizagdo. Conforme consta
neste documento (Ministério do Meio Ambiente, 2010), a falta de conhecimento sobre a
biologia das espécies ¢ uma barreira para a conservagdo. Em uma acao resultante de uma
parceria do INPE (Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais), da Fundagdo Mata Atlantica
e do Ministério da Ciéncia e Tecnologia, nos ultimos 25 anos foram mapeadas as
fitofisionomias dos principais biomas brasileiros, com enfoque na Mata Atlantica,
permitindo se visualizar a eficiéncia dos projetos de conservagdo e manutencdo de areas
preservadas. Com relagio as Areas de Preservagio Ambiental (APAs) e Areas de
Preservacdo Permanente (APPs), sendo estas em propriedades particulares (RPPNs) ou
ndo, sabe-se que as Unidades de Conservacdo (UCs) sdo uma das mais importantes
estratégias para a conservagdo da diversidade biologica. E nas areas protegidas que pode-se
garantir a permanéncia de espécies sensiveis a habitats modificados, além do
desdobramento dos diversos processos ecoldgicos e evolutivos dos ecossistemas e das
comunidades biologicas neles inseridas (Oliveira et al., 2010). Portanto, o desenvolvimento
dos projetos de conservagdo e preservagdo da Mata Atlantica passa pelo conhecimento dos

processos teoéricos e praticos da abordagem de conservagdo feita in Situ.



2.2 FRAGMENTACAO DE HABITAT E REDUCAO DA VARIABILIDADE
GENETICA

A fragmentacdo de habitat reduz o tamanho efetivo de suas populagdes e
aumenta o isolamento espacial entre elas (Yong et al., 2001). Sabe-se que estes processos
de alteracdo ambiental causam erosdo da variabilidade genética e aumento da divergéncia
interpopulacional devido ao aumento da deriva, das taxas de endogamia e da reducdo do
fluxo génico.

Young et al. (2001) definem fragmentacdo ambiental como a redugdo de um
habitat continuo a varios fragmentos pequenos, isolados espacialmente. Fahrig (2003)
destaca que alguns autores usam o tamanho do fragmento remanescente como medida do
grau de fragmentagdo ambiental, enquanto outros autores defendem que o tamanho do
fragmento nao ¢ uma medida da quantidade de fragmentagdo ocorrida. Fahrig (2003) numa
Otima revisdo das consequéncias da fragmentacdo sob a biodiversidade, alerta para as
diferentes maneiras em que a fragmentacdo ¢ conceituada e mensurada. Ewers & Didham
(2006) caracterizam a fragmentacdo como um processo de redugdo do tamanho
populacional e a formagdo de um novo arranjo para a estrutura genética espacial das
populacdes (Spatial Genetic Sructure — SGS). Eles afirmam que a fragmentagao so6 ocorre
quando a perda de habitat chega a um ponto em que a sua continuidade ¢ quebrada. Ao
caracterizarem as causas desta alteracdo ambiental, os autores chamam a atengdo para o
fato de que as agdes causadoras da fragmentacdo ndo sdo exclusivamente antropogénicas.
Porém, ¢ claro que as agdes de alteragdo ambiental de maior magnitude e de maior
importancia estdo relacionadas com atividades humanas (Fahrig, 2003). Saunders et al.
(1991) defendem que desde o desenvolvimento da agricultura — com ciclos de exploragdo
da terra — todas as coberturas vegetais em todos os continentes, com exce¢do da antartica,
tém sido extensivamente perturbadas.

Os efeitos da fragmentacdo foram inicialmente detectados em estudos de
ecologia de populagdes, através da percepcao da acentuada diminuicdo da riqueza das
espécies. Com aprimoramento das técnicas moleculares, ¢ possivel perceber o efeito da
fragmentacdo na composicao genética das populacdes. Os pardmetros genéticos sio
considerados de extrema importancia para caracterizacdo de populacdes naturais por
retratarem, de forma clara, o quanto as alteragdes ambientais influenciam a diminui¢do da

variabilidade genética populacional. Segundo Young et al. (2001), as consequéncias
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genéticas da fragmentagdo ambiental incluem a erosdo da variabilidade genética e o
aumento da divergéncia interpopulacional através do (a) aumento da deriva genética, (b)
do aumento dos niveis de endogamia intrapopulacional, (c) da redu¢do do fluxo génico
entre as populagdes e (d) do aumento da probabilidade de extingdo de fragmentos locais.
Conforme Ewers & Didham (2006) estes quatro fatores sdo consequéncias inevitdveis da
redu¢do do tamanho original dos habitats, tendo sérias implica¢cdes na persisténcia das
espécies.

Em se tratando de espécies de plantas, os efeitos genéticos negativos causados
pela fragmentacdo ambiental sdo mais perceptiveis, uma vez que sdo individuos de habito
séssil e possuem grandes diferencas de longevidade e tempo de geracdo. As plantas
possuem grande diversidade de sistemas reprodutivos, com possibilidade de fluxo génico
através da dispersdo de polen e semente, ambos suscetiveis aos efeitos da fragmentagdo. O
mesmo ocorre com os agentes de polinizagdo, que também podem ser afetados pela
fragmentacdo (Young et al., 2001).

Alguns parametros genéticos populacionais podem ser utilizados na
quantificacdo do grau de fragmentagdo e na caracterizagdo da estrutura genética espacial de
uma populacdo. Dentre estes parametros, a diversidade genética, os niveis de endogamia e
as medidas diretas e indiretas de fluxo génico fornecem as melhores estimativas sobre o
quanto a fragmentacdo atua estruturando a composi¢cdo genotipica das populagdes. Com a
fragmentacdo de habitat, a populagdo sofre uma reducdo do seu tamanho efetivo (efeito
conhecido como bottleneck = reducdo do tamanho efetivo populacional) em que mesmo
individuos portadores de composi¢do alélica favoravel podem ser eliminados. Com o
passar das geragdes, os poucos individuos sobreviventes nos fragmentos remanescentes
comecam a acumular alelos idénticos por descendéncia, devido a elevagdao dos niveis de
endogamia. A combinac¢do de alelos idénticos por descendéncia ¢ caracterizada pela
reducdo do valor adaptativo do individuo portador.

A estrutura genética espacial (SGS) ¢ diretamente influenciada por
caracteristicas historicas, por processos ecologicos, genéticos e demograficos sofridos
pelas populagdes. Born et al. (2008) retratam que processos ecoldgicos como eventos de
colonizagdo recente, densidades sexuais diferentes e caracteristicas historicas, como a
variacdo no sistema de cruzamento e no modo de dispersdo de semente, também afetam a
SGS. Ewers & Didham (2006) esclarecem que a fragmentacdo altera a SGS de uma

populagdo devido as modificagdes dos processos ecologicos, tais como as competigdes
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com espécies invasoras € o sistema reprodutivo das plantas. O sucesso reprodutivo pode
diminuir em populacdes fragmentadas porque as plantas podem receber menos visitantes
florais, devido a diminuicdo da riqueza e abundancia dos polinizadores (Ashworth et al
2004; Collevatti et al., 2010). A fragmentacdo também pode afetar a dispersdo de
sementes, alterando a abundancia, a riqueza e/ou o comportamento dos animais dispersores
(Ghanzoul, 2005). Do ponto de vista conservacionista, o monitoramento dos pardmetros
genéticos pode fornecer informagdes de extrema importancia para a tomada de decisdes
nos programas de manejo de espécies ameagadas.

Devido a elevada alteracdo ambiental existente em todos os biomas nacionais ¢
extremamente importante caracterizar os fragmentos remanescentes com o objetivo de
determinar areas prioritarias para a aplicacdo da conservacio in Situ, através de Areas de
Prote¢do Permanente (APPs) e/ou Areas de Protegio Ambiental (APAs). A conservagio in
Stu se destaca por ser considerada a forma mais efetiva de conservagdo de recursos
genéticos, por preservar nao s6 a espécie alvo, mas toda a funcionalidade dos ecossistemas,
permitindo a ocorréncia dos processos ecoldgicos e evolutivos. Pérez-Figueroa et al.
(2009) propuseram um método, implementado no software METAPOP, que permite o uso
dos pardmetros genéticos, estimados com o uso de marcadores moleculares e de

informagdes genealdgicas, para a tomada de decisdes conservacionistas, como sugerido por

Schwartz et al. (2006).

2.3 O GENERO CABRALEA

O género Cabralea apresenta somente uma uUnica espécie. O género ¢
pertencente a familia Meliaceae (APG 11, 2003) que compreende cerca de 50 géneros com
aproximadamente 1.400 espécies distribuidas, principalmente entre os tropicos (Gouvéa,
2005). Esta familia se divide em quatro subfamilias, cada uma delas subdivididas em
diversas tribos. No Brasil ocorrem espécies das subfamilias Melioideae e Snetenioideae,
sendo o género Cabralea pertencente a primeira. Além das subfamilias, ha seis géneros
nativos do Brasil: Cabralea (canjerana), Carapa (andiroba), Cedrela (cedro), Guarea
(catigua), Trichilia (pau-ervilha) ¢ Smetenia (mogno) (Pennington et al., 1981; Lorenzi,
1992; APG 11, 2003).
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Cabralea canjerana (Vellozo) Martius possui porte arboreo e arbustivo, de
ocorréncia Neotropical. No Brasil, ocorrem trés subespécies: Cabralea canjerana ssp.
canjerana (Figura 1), que apresenta porte arboreo (até 40 m de altura) e ocorre em matas
de galeria e florestas do norte ao sul do Brasil, Cabralea canjerana ssp. polytricha (Adr.
Juss.) Penn., que apresenta porte arbustivo (de 3 a 6m de altura) e parece estar restrita as
areas de cerrado ¢ campos dos estados de Minas Gerais ¢ Goias; ¢ Cabralea canjerana ssp.
selloi (C.D.C.) Barr., também com porte arbustivo (de 3 a 6m de altura) estando restritas as
regides continentais de solos pobres em climas quentes e secos (Barreiros & Souza 1986).
As subespécies C. canjerana ssp. canjerana ¢ C. canjerana ssp. polytricha sio as mais
estudadas e de maior importancia devido a sua ampla distribui¢do (Figura 2).

A espécie possui uma variedade de nomes populares, dependendo do local de
ocorréncia. Os principais sdo: canjerana, canjarana, caiarana, canjarana-do-litoral,
canjerana-de-prego, canharana (Santa Catarina), cedro-canjerana, pau-de-santo,
pindaiborana, cayarana, cancharana (Argentina) e cedrora (Paraguai). Na lingua indigena
tupi-guarani, os silvicolas a nomeiam de acaidrana, onde acaid = caja e rana = falso. O
nome da espécie foi dado em homenagem a Pedro Alvares Cabral. Cabralea canjerana
significou aos colonizadores portugueses, ja no século XVI, uma espécie de grande valor

economico, sendo reconhecida como madeira de lei (Schussler, 2006).

Figura 1. Aspecto geral da Cabralea cajerana ssp. canjerana numa regido de depressdo central no Rio
Grande do Sul. Foto: Paulo Backes, Agudo — RS, fevereiro de 2002.
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Figura 2. Mapa com registro de ocorréncia das trés subespécies de Cabralea canjerana na América Latina.
Fonte: Barreiros & Souza (1986); Pennington et al. (1981).

A madeira de canjerana ¢ de boa aparéncia, moderadamente pesada e resistente
a umidade e ao ataque de insetos. E indicada para confeccio de estruturas de moveis,
caixas, embalagens, obras de entalhe, em constru¢do civil, como acabamentos internos,
molduras, rodapés, venezianas, esquadrias, cabos de vassoura e outros. A arvore também
pode ser empregada no paisagismo (Lorenzi, 1992).

A arvore pode chegar aos 30 metros de altura, com 70 a 120 cm de didmetro a
altura do peito. As folhas sdo compostas, paripenadas, com aproximadamente 50 cm de
didmetro, com uns 15-20 foliolos alternos; apresentam a face superior brilhante e glabra e a
face inferior opaca com tufos de pélos nas axilas e nas nervuras secundarias (Lorenzi,
1992). Apresentam inflorescéncias de tamanhos variados e flores com pedicelos curto-
bracteados, corolas e tubos estaminais brancas e amarelos, respectivamente. As flores
podem ser bissexuais ou unissexuais. Carmo (2005) esclarece que o sistema sexual da C.
canjerana spp. canjerana ¢ didico. Moscheta et al. (2002) discutem se ¢ possivel
identificar a diocia com base na morfologia floral, porém confirmam que em estudos
anatomicos e principalmente sobre a fun¢do da flor, a diocia desta espécie ¢ confirmada.

Fuzeto et al. (2001) também confirmam que C. canjerana ssp. polytrica ¢ definitivamente
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didica, mostrando algumas diferengas morfolégicas e anatomicas entre as flores femininas

e masculinas. O fruto ¢ globdide, levemente carnoso de cor vermelha (Figura 3). As

sementes, normalmente duas por loculo, sdo envoltas por um arilo, carnoso e riquissimo

em lipidios (70,8%) (Pizo & Oliveira, 2001).

Figura 3. Caracteristicas dos frutos de Cabralea canjerana ssp. canjerana. Fotos: Miriam Prochnow e
Anestor Mezzomo, Pinhais — PR, 2005.

Segundo Schussler (2006), C. canjerana ssp. canjerana ¢ uma espécie que
necessita de muita luz para seu desenvolvimento e ¢ adaptada a locais de abundancia de
agua, embora possa ser encontrada em diversas condi¢des fisicas de solo. Ocorre mais
frequentemente em terrenos planos e em chapadas, onde o escoamento da dgua se processa
de forma mais lenta. Diferentemente do encontrado por Schussler (2006), as populacdes
estudadas neste trabalho estdo localizadas em encostas topos de morros. O autor relata
ainda a facilidade de regeneragdo da espécie, tanto em matas densas quanto em clareiras e
capoeirdes. Foram encontrados valores elevados de plasticidade fenotipica para diversos
caracteres avaliados em C. canjerana ssp. polytricha (Fuzeto & Lomonaco, 2000) e C.
canjerana ssp. canjerana (Schussler, 2006).

O consenso sobre a fenologia da espécie ¢ o de que a floracdo acontece no
periodo de setembro a novembro, com pico no més de outubro. O processo de frutificagdo
dura cerca de um ano. A antese acontece no final da tarde, com a abertura das anteras
depois da abertura das flores (Fuzeto et al., 2001). A fauna associada a polinizagdo e
dispersdo ¢ variada. A polinizagdo acontece principalmente por mariposas da ordem
Lepidoptera de diversas familias (Carmo, 2005). A dispersdo ¢ realizada principalmente

por aves, morcegos, pequenos mamiferos e formigas. Pizo & Oliveira (1998) e Carmo
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(2005), identificaram como predadores de sementes de canjerana, aves da espécie
Phyrrura frontalis, os roedores Akodon cursos, Delomys dorsalis e o macaco Cebus apella.
Estes autores ainda perceberam uma rapida germinacdo das sementes de canjerana no
habitat natural e concluiram que a remoc¢do do arilo, por formigas, aumenta
significativamente a velocidade e o sucesso da germinacao.

A canjerana também possui propriedades oleoquimicas interessantes com
inumeros efeitos medicinais, sendo, por isso, utilizada em pesquisas contra o cancer € a
AIDS (Soares et al., 2004). Compostos quimicos dos frutos também estdo sendo testados
por Fournet et al. (1996), com sucesso, no combate ao Trypanossoma cruz, protozoario
responsavel pela doenga de Chagas. Carneiro (2009) tem relatado que os caules desta
espécie sdo utilizados pelas populacdes tradicionais no tratamento a distirbios causados na
pele e no tecido subcutaneo.

Cabralea canjerana ¢ uma espécie que possui muitas caracteristicas de
importancia econdmica e seu extrativismo inadequado pode reduzir a variabilidade
genética de suas populacdes a niveis criticos. Portanto, estudos que visam caracterizar
geneticamente suas populagdes sdo importantes, porém ainda escassos. A obtengdo de
informacdes que revelem os niveis de diversidade genética, bem como 0s processos que a
mantém, torna-se necessaria quando se deseja praticar medidas conservacionistas. E
invidvel, entretanto, buscar tais informagdes efetuando-se estudos genéticos populacionais
em todas as espécies que compdem um ecossistema (Young & Boyle, 2000). Uma possivel
solugdo para contornar esse problema pode ser a escolha de uma ou mais espécies-modelo,
que sirvam como referéncia. Essas espécies-modelo representam grupos de espécies com
caracteristicas comuns e que apresentam padrdes genéticos e ecoldgicos extrapolaveis, até
certo ponto, para todo o grupo (Yong & Boyle, 2000).

A escolha de Cabralea canjerana ssp. canjerana para ser objeto deste estudo
teve justamente o proposito de assegurar que as informacdes obtidas sobre diversidade
genética, dinamica de fluxo génico e o atual nivel de conexdo entre os fragmentos
analisados possam ser extrapoladas para outras espécies. Isso porque as caracteristicas
biologicas, ecoldgicas e a grande area de ocorréncia, principalmente em fragmentos
florestais de Mata Atlantica, fazem de Cabralea canjerana uma espécie modelo, podendo

ser considerada como referéncia para outras espécies da Mata Atlantica.
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2.4  USO DE FERRAMENTAS GENETICAS NO MANEJO E CONSERVACAO DE
ESPECIES AMEACADAS

A biologia da conservacdo se baseia em estudos populacionais para a defini¢ao
de wunidades prioritarias para estratégias de manejo (Eizirik, 1996). Inserida,
determinantemente, no contexto da biologia da conservacdo, a area da genética da
conservagdo estd totalmente relacionada, nos dias atuais, com a ecologia molecular. Avise
(2010) define genética da conservacdo como estudos genéticos destinados & compreensao
de processos populacionais e evolutivos relevantes para a conservacdo de espécies
ameacadas. O uso de marcadores moleculares juntamente com as teorias que abrangem a
genética de populacdes, a filogenia/filogeografia e a ecologia molecular, ¢ de extrema
importancia para planos de conservacao in Situ da biodiversidade brasileira e mundial.

Nos ultimos trinta anos, as técnicas de biologia molecular revolucionaram a
importancia que a biologia da conservacdo dava a genética. Os dados genéticos ganharam
espaco, e ao lado da ecologia de populacdes, fornecem informag¢des muito importantes para
os bidlogos da conservagdo. Atualmente, os dados de genotipagem e sequenciamento de
individuos de uma populacdo ja sdo considerados ferramentas poderosas no acesso a
parametros demograficos e atuais de espécies ameacadas de extingdo. Conforme defendido
por Haig (1998), as técnicas moleculares ja fazem parte de uma gama de ferramentas que
atualmente sdo usadas para acessar a perda, cada vez maior, da biodiversidade.

Os parametros genéticos populacionais fornecem informagdes determinantes
quando sdo interpretados sob a dtica da abordagem conservacionista. Para Frankham
(1995), existem sete questdes que devem sempre ser levadas em consideracdo neste tipo de
estudo: (1) a depressdo por endogamia, (2) o acimulo de mutagdes deletérias, (3) a perda
de variabilidade genética em populagdes pequenas, (4) a adaptagdo genética ao cativeiro e
seu efeito sobre o sucesso de reintrodu¢dao (no caso de animais), (5) a depressdo por
exocruzamento, (6) a fragmentagdo da populacdo e a reducdo do fluxo génico e (7) as
incertezas taxondmicas.

O uso de marcadores moleculares, neste campo ¢ extremamente difundido,
sendo, em grande parte, responsavel pela possibilidade de se estudar populacdes
ameacadas em condi¢cdes naturais. Atualmente, os trabalhos usando as mais diversas
classes de marcadores sdo realidade na grande maioria dos laboratorios de genética e

biologia molecular do mundo todo. O’Brien (1994) e Moritz (1994) defendem claramente,
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o uso de marcadores moleculares aplicados a teoria de genética de populacdes para a
compreensdo de questdes conservacionistas. Balloux & Moulin (2002) fizeram uma
revisdo sobre o uso de marcadores microssatélites nos estudos genéticos de populagdes
naturais, discutindo as interpretagdes biologicas dos parametros que medem os niveis de
estruturagdo genética.

Além dos locos nucleares, ha regides gendmicas que, apos serem sequenciadas,
alinhadas e analisadas, também fornecem informac¢des fundamentais & compreensdo de
padrdes evolutivos e dindmica populacional. Estas regides sdo, principalmente, do genoma
mitocondrial (mtDNA) e do genoma cloroplastidial (cpDNA) para resolver problemas
filogenéticos/filogeograficos de animais e plantas, respectivamente.

Os métodos de ordenacdo e, principalmente as andlises de coordenadas
principais (PCA) possuem uma importancia singular para estudos que objetivam
compreender os padrdes de estruturacdo populacional com o intuito de definir areas
prioritarias para conservacao. Anderson & Willis (2003) mostram que as analises derivadas
dos métodos de ordenagdo sdo importantes para compreender a organizacdo existente nos
dados de riqueza de espécies coletados em campo. Estas analises podem ser comparadas
com outras abordagens estatisticas que acessam a estruturacdo populacional como o caso
da inferéncia Bayesiana, além de corroborar com as medidas do Fsr (Sahyum et al., 2010).
Estes autores mostraram ainda a relagdo entre as andlises de coordenadas principais e os
valores de Fsr para trés populagoes de Maytenus aquifolium, evidenciando uma forte
estruturagdo interpopulacional e sugerindo a conservacdo efetiva das trés populacdes desta
espécie em estudo.

Reeves & Richards (2009), também esclarecem a importancia dos métodos de
ordenagdo no acesso a estrutura genética populacional e o quanto esta abordagem pode ser
importante para estudos evolutivos da biodiversidade. Neste sentido, estes mesmos autores
propuseram um novo método baseado nas analises de coordenadas principais para inferir a
estrutura populacional a partir de dados multilocos, alegando que os métodos Bayesianos
de alocagdo de individuos minimizam o equilibrio de ligagcdo e de Hardy-Weinberg dentro
das populagoes.

A importancia da inferéncia Bayesiana juntos com os métodos de Monte Carlo
através das Cadeias de Markov (MCMC) nas andlises de alocagdo de individuos ¢ clara ao
fornecer estimativas paramétricas mais precisas devido a robustez dos estimadores

utilizados nesta estatistica (Pritchard et al., 2000; Evano et al., 2005; Falush et al., 2007).
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Em estudos genéticos de problemas complexos (como genética de populagdes, testes de
paternidade, genética forense), a abordagem Bayesiana se destaca com enorme potencial
de aplicacdo. Shoemaker et al. (1999) mostram que esta abordagem ¢ de fécil interpretacdo
e pode ser usada em diversas areas da genética. Estes autores também defendem que
através da estatistica Bayesiana pode-se acessar a questdo de interesse mais diretamente
devido a credibilidade depositada sob a analise. A andlise de agrupamento ¢ realizada e
fundamenta-se no principio proposto por Rannala & Mountain (1997). Este principio
considera situagdes em que a partir de dados genéticos de uma amostra de individuos, e
assumindo que estes sdo originados de populagdes desconhecidas, os algoritmos
Bayesianos devem agrupar os individuos geneticamente similares e identificar grupos
formados.

Avise (2010) relata que o futuro das andlises genéticas voltadas a conservagao
estd passando por outra revolugdo, ainda referente ao avanco das técnicas de biologia
molecular, que agora fornecem marcadores capazes de detectar polimorfismo de um tnico
nucleotideo (SNP — Sngle Nucleotide Polymorphism) e genotipagem por sequenciamento
(GBS — Genotype by Sequencing). Com esta tendéncia, esta havendo um ganho nas
inferéncias estatisticas que se tornam cada vez mais robustas devido a grande quantidade
de informagdes genéticas disponivel. Assim, o autor mostra como serd a abordagem
conservacionista na era da gendmica, onde as genealogias biologicas em todos os niveis da
hierarquia filogenética serdo estimadas com uma precisdo muito maior. Isso € possivel com
a interligacdo entre: quantidades elevadas de informagdes biologicas (uso de marcadores
SNPy), inferéncias estatisticas robustas (abordagem Bayesiana) e teorias inovadoras, como

a teoria da coalescéncia.

2.4.1 O fluxo génico e a diversidade genética

O processo de escolha de populagdes naturais candidata a um programa de
manejo € conservagao tem como primeiro € mais importante passo a caracterizacao destas
populagdes. Os critérios genéticos baseados na utilizacdo de marcadores moleculares estao
entre os principais métodos de caracterizacdo. Dentre os pardmetros genéticos
populacionais mais importantes, que fornecem as informac¢des mais preciosas para 0s
projetos de conservacdo de espécies ameacadas estdo: o fluxo génico, as medidas de

diversidade genética e o grau de estruturagdo genética espacial das populagoes.
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O fluxo génico ¢ um termo coletivo que caracteriza todos os mecanismos
resultantes do movimento de genes de uma populacdo para outra. Este movimento
geralmente ocorre entre populagdes de uma mesma espécie, porém algum tipo de troca
genética interespecifica ¢ conhecido. Slatkin (1985; 1987) definiu que o fluxo génico ¢ a
mudanga evolutiva na frequéncia dos alelos causada pelo movimento de gametas entre
populacdes de uma mesma espécie. O autor ainda discute o principal motivo que leva este
fator evolutivo a ser considerado um dos principais pardmetros populacionais estimados
nos trabalhos que objetivam a conservagdo de espécies ameacadas: o fluxo génico pode
restringir o processo evolutivo por prevenir a adaptagdo as condigdes locais e promover a
evolugdo espalhando novos genes e combinagdes génicas entre populacdes de uma
determinada espécie (Slatkin, 1987). Em outras palavras, a variagdo genética existente
entre as espécies resulta de um balango entre forgas evolutivas que tendem a produzir
diferenciagdo local — como a deriva genética e a sele¢do natural — e a for¢a que tende a
produzir uma homogeneizacdo genética entre as populagdes — o fluxo gé€nico. Neste
sentido de manter a heterozigosidade genética dentro das populacdes e combater as
consequéncias genéticas negativas do processo de fragmentacdo ambiental ¢ que o fluxo
génico limita/impede/retarda o processo de especia¢do. A interrupgdo das trocas genéticas
interpopulacionais, por algum fator natural ou antrdpico, permite que as populacdes
acumulem diferencas genéticas ao longo do tempo, podendo se tornar espécies distintas
(Slatkin, 1985). Sdo os processos vicariantes, o isolamento de populagdes pela distancia
geografica e os eventos de poliploidizacdo que sdo capazes de limitar por completo o fluxo
génico entre duas populagdes, levando a ocorréncia de especiacdo, seja ela alopatrica ou
ndo. Portanto, pela definicdo biologica de espécie, para que a especiacdo ocorra, deve
haver um isolamento reprodutivo entre duas espécies diferentes, isto €, sem que nenhum
evento de fluxo génico aconteca (Slatkin, 1987).

A magnitude do fluxo génico pode ser considerada como um dos pardmetros
mais dificeis de serem estimados. Sua estimativa ndo depende somente do processo de
dispersdo, mas também do sucesso reprodutivo do individuo migrante e do tamanho da
populacdo que recebe o migrante (Ennos, 1994). No entanto, ha duas classes de métodos,
muito bem discutidas por Slatkin (1985; 1987), para se estimar os niveis de fluxo génico
em populagdes naturais. Os métodos diretos se utilizam de estimativas de distancia de
dispersdo e de sucesso reprodutivo. Um método eficiente de se estimar o fluxo génico

direto e atual é através de andlises de paternidade. A medida direta ¢ feita através da
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analise de propagacdo de alelos distintos em uma populagdo ou observando a
movimentac¢do de individuos entre as populagdes, no caso de animais, através de captura e
recaptura de individuos marcados. A grande desvantagem da estimacdo direta ¢ que a
observacdo da dispersdo estd necessariamente limitada no tempo e no espaco. Indica o
fluxo génico de um tempo particular, ndo sendo capaz de captar os eventos ocorridos no
passado historico das populacdes.

As medidas indiretas usam dados genéticos de frequéncias alélicas e de
sequenciamento de DNA. De acordo com Slatkin (1985), a estimacdo indireta de fluxo
génico ¢ feita em dois estagios. No primeiro sdo produzidas estimativas de determinados
parametros e no segundo se verifica em qual modelo de fluxo génico as estimativas dos
parametros melhor se encaixam.

Teoricamente, o padrdo de fluxo génico existente em um conjunto de
populagdes pode ser descrito por diversos modelos. Futuyma (1992) descreve os seguintes
modelos:

e modelo continente-ilha: existe, efetivamente, um movimento unidirecional de uma
subpopulagdo grande para uma menor, quase isolada;

e modelo de ilhas: a migracdo ocorre ao acaso dentre um grupo de pequenas
subpopulagoes;

e modelo de “alpondras” (stepping-stone): cada subpopulagdo recebe migrantes
somente das subpopulac¢des vizinhas;

e modelo de isolamento por distancia: o fluxo génico ocorre preferencialmente entre
individuos mais proximos espacialmente, em subpopula¢des de distribuicdo
continua.

Ha duas maneiras de se estimar os valores de fluxo génico indiretamente. Uma
¢ baseada nas estatisticas F de Wright que através do valor do Fsr consegue medir a

quantidade de individuos migrantes por geracdo, como mostrado na Equagdo 1.

Nm=l(L—1) (1)

onde N representa o tamanho efetivo populacional da populacdo local e ma taxa média de

migracdo. Este modelo assume que os locos em questao sdo neutros, que as subpopulagdes
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se reproduzem segundo o modelo de Fisher-Wright e que o modelo de fluxo génico vigente
¢ o modelo de ilhas, estando as forcas dispersivas de deriva genética em equilibrio com as

forcas coesivas do fluxo génico.

Outro método para se estimar o parametro Nm ¢ o método proposto por Slatkin
(1985), que leva em consideragdo a frequéncia dos alelos privados. O método se baseia no
fato de que o logaritmo de Nm ¢ linear ao logaritmo da frequéncia média dos alelos

privados:

exp{— [ln(r>(1>)]+(f'5‘t)‘2}
. @
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Nm=

em que p(l) ¢ a frequéncia do alelo privado. Kourti (2004) discute que o
método proposto por Slatkin (1985) ¢ sensivel a presenga de alelos privados com alta

frequéncia em algumas populagdes.

Qualquer que seja o0 método de estimagdo do fluxo génico, o valor de Nm tem

uma relacdo muito forte com a magnitude de deriva genética:

e Nm>1 - O fluxo génico ¢ a forca evolutiva predominante na determinacdo das

frequéncias alélicas, homogeneizando as populagdes.

e Nm < 1 = A deriva genética tem maior atuagdo, resultando em significativa

diferenciagdo genética entre as populagdes.

Segundo Hartl & Clarck (2010), o produto Nm pode ser interpretado como o
numero absoluto de individuos migrantes que entram em cada subpopulagido a cada nova
geracdo. Os autores discutem também o qudo pequeno o nivel de fluxo génico pode ser
para que as popula¢des se mantenham como uma Unica unidade evolutiva e demonstram
que um uUnico migrante por geracao ¢ suficiente para anular parcialmente o efeito
divergente da deriva genética. Na condi¢do de equilibrio de fluxo génico-deriva, o valor de
Fst diminui quando o nimero de migrantes aumenta, mostrando claramente que o fluxo
génico diminui a divergéncia genética entre as populagdes. A reducdo dos valores de Fgr
com o acréscimo de Nm ¢ extremamente rapido, como mostra o exemplo abaixo de Hartl &

Clark (2010):
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e Nm=0,25 (um migrante a cada quatro geragdes) = Fsr = 0,50
e Nm=0,50 (um migrante a cada duas geragdes) = Fsr = 0,33

e Nm= 1,00 (um migrante por geragdo) = Fsr = 0,20

e Nm=2,00 (dois migrantes por geragdo) = Fsy=0,11

Devido a mobilidade limitada dos vegetais, o fluxo génico pode ocorrer de
duas maneiras: através da dispersdo de sementes ou através da dispersdo de polens. Em
condigdes naturais, o que se percebe ¢ a combinagdo destes dois mecanismos. Sabe-se que
o nivel de fluxo génico existente entre populacdes de plantas ¢ dependente do sucesso
migratorio dos agentes de dispersdao de polens e sementes (Ennos, 1994). Este processo ¢
dependente de outros fatores que envolvem, além da ecologia comportamental dos animais
responsaveis pela dispersdo, os mecanismos de interacdo planta/dispersor mediados pela
anatomia floral e desenvolvimento dos frutos (Ghazoul, 2005).

Loveless & Hamrick (1984) discutem a complexidade dos padrdes de
estruturacdo genética espacial de populagdes naturais de plantas, causados pela atuagdo
conjunta de diversos fatores evolutivos e ecoldgicos. Dentre estes fatores, o fluxo de genes
entre populagdes distintas tem a capacidade de determinar o padrdo de estruturagdo
genético-espacial entre elas. Ghazoul (2005) relata que o espagamento geografico entre
plantas ¢ fator relevante para a ocorréncia de polinizagdo. Para este autor, o sucesso
reprodutivo das plantas ¢ reduzido em condi¢gdes de alta densidade, mas, por outro lado, a
densidade populacional elevada favorece o mecanismo de poliniza¢do. Franceschinelli &
Kesseli (1999) também mostram a relagdo entre a densidade populacional e a ocorréncia de
polinizagdo para Helicteres brevispira, além de esclarecerem que a dispersdo limitada de
sementes, o efeito fundador e a germinagdo destas sementes podem afetar a estrutura
genética populacional.

Outro ponto complicador do processo de estimagdo do fluxo génico foi
levantado por Ennos (1994). Para ele, o fluxo génico ¢ dependente do processo de heranca
da marca genética, uma vez que o tipo de heranca genética influencia o valor do tamanho
efetivo populacional, do qual os valores de Fsr sdo dependentes. Para marcadores
nucleares — como os microssatélites — e/ou herdados biparentalmente, o fluxo génico revela
padroes de dispersdo via polen e via semente. J4 para marcadores herdados

uniparentalmente — como os locos situados no DNA citoplasmatico (mitocondria ou
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cloroplasto) — os genes sdo apenas dispersos via fluxo de sementes (Hamilton & Miller,
2002). Considerando o equilibrio de fluxo génico-deriva, as taxas de diferenciagdo
populacional podem assumir diferentes valores dependendo do loco genético usado nas
estimativas, uma vez que ha diferenga entre os niveis relativos de migragao via polen e via
semente. Essa diferenca entre os valores estimados podem ser explicadas devido a
dependéncia que os estimadores do fluxo génico tem do tamanho efetivo populacional (Ne)
e o quanto este valor varia dependendo da ploidia do genoma usado nas analises genético
estatisticas (Hamilton & Miller, 2002). Sabe-se que o tamanho efetivo populacional é cerca
de duas vezes menor em genomas organelares se comparado com genoma nuclear sob
condi¢des do equilibrio de Hardy-Weinberg.

Como a reducdo da densidade populacional e a fragmentacdo do habitat sdo
consequéncias de paisagens alteradas, ¢ de delicada importancia perceber como a perda de
diversidade causada pela fragmentacdo altera os padrdes e mecanismos de dispersdo de
semente e de polens (Ghazoul, 2005).

Outro pardmetro populacional importante ¢ a medida de diversidade genética
intrapopulacional que refere-se ao niamero total de alelos existente na populagdo, sendo de
fundamental importancia por estar relacionado com a capacidade das populagdes de se
adaptarem as alteracdes ambientais. A medida de riqueza alélica, como um componente da
diversidade genética, fornece subsidios para a escolha de quais popula¢des devem ser
priorizadas nos programas de manejo e conservagdo. Sob a luz das teorias ecoldgicas, a
riqueza de espécies € o principal pardmetro utilizado na determinagdo de areas prioritarias
para conservacao (Petit et al., 1998). Por outro lado, alguns pesquisadores como Petit et al.
(1998), Leberg (2002), Foulley & Ollivier (2006) e Cabalero et al. (2010) defendem
claramente a importancia de se elucidar os valores da riqueza alélica intrapopulacional, de
modo a permitir a comparagdo entre populagdes para que a definicdo de areas prioritarias
para conservagdo possam ser feitas com maior objetividade. A riqueza alélica revela a
quantidade de alelos segregando em um loco em determinada populagdo. A distribuicdo
das frequéncias alélicas pode mostrar a existéncia de alelos privados em populacdes
especificas. A riqueza alélica que mede o niimero de alelos privados por loco e por
populacdo, também fornece uma estimativa da diversidade genética (Petit et al., 1998).

A fragmentacdo leva ao isolamento das populacdes e o isolamento aumenta as
taxas de endogamia local. Populagdes nestas condi¢des sofrem efeitos genéticos negativos

de perda de variabilidade genética devido & depressdo por endogamia. E neste sentido que
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Caballero et al. (2010) defendem a utilizacao de estimativas de riqueza alélica para fins de
conservagdo, pois este parametro pode revelar como deve ser direcionado o fluxo génico
entre populacdes. Com o objetivo de introduzir alelos inexistentes em algumas populacdes,
o fluxo génico direcional pode controlar a endogamia intrapopulacional e atenuar os efeitos
da depressio por endogamia, diminuindo os risco de extingdo. Em outras palavras,
procedimentos conservacionistas que contribuem para minimizar o grau de
coancestralidade dos alelos maximizam a diversidade genética intrapopulacional em
termos de heterozigozidade esperada e tamanho efetivo populacional, e contribuem para a
manutengdo da riqueza alélica da populagdo, inclusive em termos da distribui¢do original
das frequéncias alélicas (Caballero et al., 2010).

Além de representar uma medida de diversidade genética, segundo Leberg
(2002) a riqueza alélica ¢ um pardmetro informativo sobre mudancas do passado
demografico das populagdes. Os valores de riqueza alélica podem ser utilizados em
estudos que buscam avaliar a hipotese de que as populagdes passaram por um evento de
boottleneck em um passado recente. Sabe-se que a reducdo do tamanho efetivo
populacional causa uma perda em propor¢des muito maiores, sobre a riqueza alélica do que
sobre a diversidade genética conforme definida por Nei (1973) (Spencer et al., 2000). A
riqueza alélica é mais sensivel aos efeitos de um evento de boottleneck se comparada com
a heterozigosidade propriamente dita (Spencer et al., 2000; Petit et al., 1988). Para estes
autores a riqueza alélica ¢ um bom indicador das mudangas demograficas sofridas por uma
populagdo no passado.

Os processos de estimagdo da riqueza alélica sdo altamente dependentes do
tamanho amostral (Caballero et al., 2010). Existem métodos que estimam a riqueza alélica
com base na média do nimero de alelos por loco. Foulley & Ollivier (2006) discutem
alguns destes métodos com énfase no método desenvolvido por Petit et al. (1998). Estes
autores, usando o método de rarefacdo proposto por Hurlbert (1971) desenvolveram um
estimador da riqueza alélica de um loco para um tamanho efetivo populacional fixo, ou
seja, o método de rarefacdo padroniza o Ne para populagdes pequenas de modo que os
valores da riqueza alélica ndo sejam afetados pela diferente quantidade de individuos
existente nas populacdes em estudo. Assim, o estimador da riqueza alélica

intrapopulacional, usando o principio da rarefacdo como correcgao ¢:
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2N 3)

em que Ni ¢ o nimero de alelos do tipo | entre os 2N genes. A probabilidade de
amostragem do alelo i acontece pelo menos uma vez em uma amostra de tamanho 2n. Se o
alelo i é tdo comum que temos certeza em amostra-lo, sua probabilidade ¢ definida como

um.

2.4.2 Estimativas tradicionais e indiretas do fluxo génico

A medida proposta por Sewall Wright por volta de 1950, conhecida como
estatisticas F, ¢ o mais conhecido e tradicional critério de avaliagdo do grau estruturagdo
genética e consequente e indiretamente do fluxo génico existente entre as populacdes. Os
valores das estatisticas F estimados sdo capazes de captar o efeito que a deriva genética e a
estruturacdo populacional exerce na distribuicdo ndo aleatoria dos genoétipos, entre as
populagoes. Os efeitos historicos ndo sdo distinguidos dos processos atuais na avaliagdo do
grau de estruturacdo genética das populagdes. A equagdo (1) fornece uma forma de se
converter o indice de fixacdo estimado para pares de subpopulacdes (Fsr para pares de
populacdes) em uma estimativa do fluxo génico (Nm) entre elas.

Estimativas seguras do grau diferenciagdo genética entre populacdes sao
cruciais para o entendimento da conectividade que existe entre elas. A utilizacdo deste tipo
de informagao foi inicialmente proposta por Wright na década de 30, como uma medida de
diferenciacdo populacional baseada no indice de fixacdo (Fst), que se refere a
probabilidade de se amostrar dois alelos de uma populagdo e eles serem idénticos por
descendéncia, utilizando o conjunto de populagcdes como referéncia. Posteriormente,
Cockerham (1969, 1973) prop6s uma série de parametros populacionais analogos (f, F e 0).
A estimagdo dos parametros neste caso ¢ feita a partir de componentes de variancia obtidos
na andlise de varidncia das frequéncias alélicas nos diversos niveis de hierarquia
populacional. Na mesma época em que Cockerham propunha seus parametros, Nei (1973)
introduziu um outro pardmetro andlogo ao Fsr com base em medidas de heterozigosidade.
Pela metodologia de Nei (1973), a diversidade genética de qualquer populagdo pode ser

decomposta em termos de heterozigosidade dentro e entre subpopulacdes. A grande
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contribuicdo de Nei (1973) foi estender o parametro Fst de Wright para um contexto de
analise de dados genéticos multialélicos e multilocos. Atualmente, existem diversos outros
parametros (Gst, Dst, Rst) que mensuram o grau de estruturagdo genética de populagdes e
que também podem ser usados como medidas indiretas de fluxo génico.

Como definido por Slatkin (1995), o Rsr ¢ um estimador analogo ao Fsr,
apropriado para medir a subestruturacdo populacional quando os dados genéticos forem
obtidos a partir de locos microssatélites, assumindo que estes locos sofrem mutacdo
seguindo o modelo stepwise. O Rgr capta a fragdo da variancia total do tamanho dos alelos
que esta entre as populagdes. Slatkin (1995) ainda relata que o valor de Rgr € mais similar
ao valor de 0 definido por Weir & Cockerham (1984) por ambos serem baseados em
componentes de variancia interpopulacional.

A comparacdo destes dois estimadores pode fornecer alguma interpretacao
tedrica, principalmente quando os valores acessados pelo Rsr € 0 sdo similares. Quando
este cendrio ocorre ha indicios de que a divergéncia genética entre as subpopulacdes ¢é
recente e que a deriva genética ¢ o principal fator evolutivo que causa a divergéncia
genética entre as populagdes. Hardy et al. (2003) e Estoup et al. (1998) mostraram que a
comparagdo dos valores de Rsr e 0 para locos microssatélites deve sugerir a importancia
relativa que as mutagdes e a deriva genética possuem no processo de diferenciacdo entre
subpopulagdes. Porém, ¢ preciso testar a diferenca entre estes dois pardmetros para que
seja possivel propor a relagdo que forgas evolutivas como as mutagdes e a deriva genética
exercem na determinacdo da diferenciacdo interpopulacional (Hardy et al., 2003).

Slatkin (1995) defende que, assumindo-se o modelo de mutagao stepwise para
locos microssatélites, o estimador Rsr fornece estimativas menos viesadas dos principais
parametros demograficos quando comparado com o Fsr. Neste sentido, Gaggiotti et al.
(1999) fizeram um estudo simulando dados microssatélites respeitando o modelo de
mutagdo Stepwise para comparar a performance, tanto do Rgr quanto do Fgr para estimar o
tamanho efetivo populacional (Ne). Os autores concluiram que o uso de locos SSRs para
estimar o tamanho efetivo populacional pode levar a sérios problemas de superestimacao,
principalmente quando se tem um tamanho amostral pequeno e taxas de migragdo
moderadas. Em condi¢des ideais — tamanhos populacionais acima de 50 individuos e
quantidade de locos analisados acima de 20 — o Rgr possui um desempenho melhor em
comparacdo ao Fst. Porém, as estimativas baseadas no Fsr s3o melhores quando se trata de

dados de populagdes naturais (informagdo de poucos locos para um tamanho amostral
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reduzido), tornando-a uma abordagem mais conservadora (Gaggiotti et al.,, 1999). Ja
Balloux & Goudet (2002) sugerem que o Fsr ¢ mais eficiente em casos de altos niveis de
fluxo génico, enquanto o Rgr reflete melhor a diferenciacdo populacional quando existe um
baixo nivel de fluxo génico.

Conforme Weir & Cockerham (1984), Neigel (2002) e Balloux & Moulin
(2002), o Fsr ¢ uma ferramenta poderosa e auxilia nas estimativas do niimero de
subpopulagdes geneticamente distintas, estimativas de diferenciagdo populacional, nimero
de agrupamento de individuos geneticamente distintos, estimativas de fluxo génico
aparente, efeito relativo de isolamento e migracdo, atual e historico tamanho efetivo
populacional.

Holsinger & Weir (2009) fazem uma 6tima revisdo sobre estimadores da
estatistica Fgp através de abordagens estatisticas diferentes, como o M¢étodo dos
Momentos, a Maxima Verossimilhanca e a Inferéncia Bayesiana. Para eles, o Fsr esta
diretamente relacionado com a variancia das frequéncias alélicas entre as populagdes. Se o
valor de Fsr € baixo, quer dizer que a frequéncia dos alelos dentro da cada subpopulagdo ¢
similar; se seu valor for alto, o contrario. O valor de Fgr varia de zero a um. Fsr = 1 indica
subpopulagdes completamente homozigotas com a fixacdo de alelos distintos entre elas.
Fst = 0 indica subpopulagdes com frequéncias alélicas idénticas, ou seja, ndo existe
diferenca genética entre as subpopulagdes. Hartl & Clark (2010) sugeriram as seguintes
orientagdes qualitativas para interpretacao do Fgr:

e 0-0,05 = pequena diferenciagdo genética;

e 0,05-0,15 - diferencia¢ao genética moderada;
e 0,15-0,25 > grande diferenciacdo genética;

e > (.25 —>diferenciacdo genética muito grande.

Balloux & Moulin (2002) fazem uma revisdo do uso de marcadores
microssatélites para estimativa de diferenciacdo genética populacional, com enfoque nas
estimativas de Fsr e de seu andlogo Rsr (Slatkin, 1995), levando em consideragdo
diferentes modelos de mutagdo. E reconhecido que o Fsr também consegue detectar o
efeito Whalund, ou seja, consegue medir a deficiéncia de heterozigosidade devido a
subdivisao de populagdes de tamanho reduzido.

O coeficiente de endogamia quantifica a probabilidade de dois genes, em
qualquer loco de um individuo, serem originados da copia de apenas um gene em uma

geracao anterior (Templeton 2006). Em termos bioldgicos, o coeficiente de endogamia (f)
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mede a redugdo fracionaria na heterozigosidade, em relacio a uma populagdo que se
reproduz por panmixia, com as mesmas frequéncias alélicas da populacdo sob andlise.
Quando f = 0 tem-se panmixia, ou seja, ndo existe endogamia e a populacdo tem
frequéncias génicas e genotipicas de acordo com aquelas que sdo esperadas na condicao de
equilibrio de Hardy-Weinberg. Quando f = 1 tem-se endogamia total ¢ a populagdo so
apresentara genotipos homozigdticos para cada um dos seus alelos. Qualquer outro valor
de f indica a presenga de algum fator genético ou estocastico alterando as frequéncias
genotipicas esperadas pela condicao de equilibrio de Hardy-Weinberg.

De acordo com a nota¢do de Cockerham (1969), a relagdo entre os coeficientes

de caracterizacdo da estrutura genética das populagdes pode ser expressa assim:

(1I-F)=(1-f1-96) 4

onde f ¢ o indice de fixagdo intrapopulacional, F ¢ o indice de fixagdo total e 0 representa a

propor¢ao da variacdo total que esta entre populagdes. Assim, podemos definir @ como:

2
(o

_ p
o= p(1-p) ©)

2

em que p ¢ a frequéncia média do alelo em questdo e o

representa o componente de

variancia associado aos efeitos de populacdes sobre a frequéncia do alelo em questdo.
Neste sentido, 6 pode ser compreendido como a propor¢do da diversidade genética total
que ¢ devida a variancia da frequéncia dos alelos entre as populagdes (Cockerham, 1969).

Relacionando estes trés parametros populacionais tém-se:

(6)

Utilizando-se a relagdo com as estatisticas F de Wright, em que: F = Fi1; 0 = Fsr e f = Fig,

demonstra-se que:

_ (FIT - F|s)

Fsr = (1- Fis) )
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E importante ressaltar que o Fsr, como indicador da magnitude da subdivisio
populacional, capta somente o efeito da atuacdo da deriva genética na determinagdo da
estrutura genética populacional. Como mostrado na equagao (1) existe uma correlagdo nao
linear entre o grau de diferenciagdo genética interpopulacional e a taxa de fluxo génico
existente entre as populagdes. As estatisticas F e suas deriva¢des fornecem estimativas dos
processos microevolutivos atuais, mas ndo sdo capazes de inferir sobre o passado
demogréfico de uma populacdo (Templeton, 1998). Esta ferramenta para estudos de
genética de populagdes leva em consideragdo um determinado modelo de fluxo génico e a
partir deste, mede, indiretamente, a quantidade de individuos migrantes por geracdo. No
entanto, como discutem Templeton et al. (1995) os modelos microevolutivos de fluxo
génico ndo sdo necessariamente excludentes e assim, usar os estimadores de subdivisdo
populacional para medir fluxo génico ndo ¢ uma alternativa segura, do ponto de vista
estatistico e biologico. Neste sentido, a teoria da coalescéncia aparece como uma
alternativa solucionadora deste problema por conseguir diferenciar processos

populacionais demograficos historicos daqueles atuais.

2.4.3 A metodologia TwoGener

TwoGener ¢ um método, relativamente novo, de estimagdo do fluxo génico.
Por este método, a magnitude do fluxo génico ¢é representada por parametros associados as
curvas de distribuicao de probabilidade de alcance de polen. Para a utilizagdo deste método
sd0 necessarios: a genotipagem e o posicionamento geografico de algumas matrizes e a
genotipagem de progénies derivadas destas matrizes. O método ¢ tratado como
revolucionario porque nenhuma informacao dos possiveis pais € necessaria, diminuindo os
custos de coleta e genotipagem. Para Ennos (1994) o fluxo de polen é o principal
componente do fluxo de genes entre populagdes de plantas. Este pardmetro populacional ¢
um fator importante para se entender a atual distribui¢do dos genotipos de uma populagido
no espago geografico. Os bidlogos evolutivos e os bidlogos conservacionistas interessados
nos impactos causados por mudancas ambientais requerem um método preciso que possa
medir o processo de fluxo génico em tempo real. Foi com essa visdo que Smouse et al.
(2001) propuseram o método TwoGener com o objetivo de fornecer estimativas mais

precisas sobre um dos mais importantes pardmetros genéticos populacionais.
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Entretanto, assim como os métodos tradicionais de estimac¢do do fluxo génico,
a metodologia TwoGener fornece estimativas indiretas do fluxo de genes intra ou
interpopulacional, levando em consideracdo amostras de duas geracdes e o tamanho efetivo
populacional. Ambas as abordagens assumem equilibrio fluxo génico-deriva e selegdo
neutra (Smouse et al., 2001). TwoGener ¢ uma abreviacdo da palavra Two Generation que
significa que o fluxo de pdlen serd estimado avaliando alguns genotipos (maes e filhos) de
uma populacdo em duas geragdes. Austerlitz et al. (2004) defendem que o uso das medidas
de diferenciacdo populacional (Fsr e seus analogos) como medidas indiretas de fluxo
génico ¢ preocupante, pois estas estatisticas ndo conseguem diferenciar o efeito de
processos historicos daqueles resultantes de processos atuais.

O método TwoGener, mesmo ndo oferecendo uma estimativa direta do fluxo
génico, como em uma analise de paternidade, fornece uma curva de dispersao de polens e
outros parametros que permitem inferir sobre a estrutura genética espacial das populacdes
e sobre como as mudancas na paisagem influenciam os padrdes de fluxo génico (Austerlitz
& Smouse, 2001).

Para Smouse et al. (2001), a grande vantagem da metodologia TwoGener ¢ que
ela combina a simples abordagem de estrutura genética das popula¢des com uma analise de
parentesco dedutiva de maes e filhos. Uma andlise de varidncia ¢ realizada, em que a
variacdo na composic¢ao genética do pool de polens ¢ atribuida aos efeitos entre as matrizes
e dentro delas. Ou seja, com o objetivo de responder se os polens que fecundam diferentes
fémeas sdo amostrados ao acaso ou se diferentes fémeas sdo fecundadas por diferentes
pools de polens levando em consideracdo a distdncia geografica entre as fémeas e os
machos, ¢ feita uma analise molecular de variancia (AMOVA; Excoffier et al. 1992) para
avaliar a hipdtese nula de que ndo hé diferenga entre as nuvens de polens que fecundaram
as fémeas amostradas. Se o delineamento da andlise for feito para gametas diploides, os
resultados sdo equivalentes as analises propostas por Weir & Cockerham (1984) no uso das
estatisticas F para dados multilocos (Tabela 1).

O @pr ¢ o principal pardmetro estimado pela analise TwoGener. A sua
interpretacdo ¢ que nos permite inferir sobre a quantidade de fluxo génico em tempo real
existente entre populagdes. Como se percebe, o @pr ¢ um estimador da correlagdo
intraclasse das frequéncias alélicas de um conjunto de fémeas amostradas de uma
populacdo com o intuito de gerar uma curva de dispersdo de polens (Austerlitz & Smouse,

2001). E importante perceber a relagio direta deste estimador com as medidas de
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diferenciacdo populacional propostas por Wright, ou seja, 0 @pr € mais um novo parametro
andlogo ao Fgr, considerando-se as progé€nies como subpopulagdes (Smouse et al., 2001).
O parametro @pr ¢ estimado como a fragdo da varidncia total explicada pela diferenga
entre os pools de polens que fecundam as fémeas. Em outras palavras, o valor de @t mede
o quao estruturado esta o pool de polens que fecundaram as fémeas amostradas. De acordo
com Smouse et al. (2001), quanto maior a estruturagdo menor sera a dispersao de polen e
consequentemente, menor serd o fluxo génico. Porém, nem sempre a estrutura¢do génica
entre as progénies ¢ explicada através do fluxo de polens, isto €, ha excegdes ao fato de que
o fluxo génico via dispersdo de polens corresponde exatamente com a dispersdo fisica do
poélen. Em espécies, nas quais ocorre forte selecdo sexual, dependendo do parentesco entre
machos e fémeas, a diferenciagdo genética entre as progénies das fémeas pode sofrer o
efeito desta selecdo sexual (Mitchell & Marshall, 1998).

Tabela 1. Analise molecular de varidncia (AMOVA) para determinar a heterogeneidade genética do pool de
polens entre as fémeas.

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado Médio Quafirgdo Varlanmg N
C . . M¢édio Heterogeneidade
Variagao Liberdade Quadrados Estimado Esperado Estimada
S M&S — MSw
e as I-1 SS, MSi= 2 Py+Koha Slaz= o VW
€meas J-1 K
Dentro das MSw = SSw 2 2, _
fémeas JK-1) SSw Sw J(K _1) Cw S'w =MS,
S’a
Total - - - - Pop =——
T g% —S%a

J ¢ o niimero de fémeas. K é o numero de progénies para cada fémea. SS, ¢ a soma dos quadrados entre as f€émeas. SSy, ¢
a soma dos quadrados dentro das fémeas. MS, ¢ a média dos quadrados entre as fémeas. MSy, ¢ a média dos quadrados
dentro das fémeas. S2A e 02A ¢ a variancia estimada e paramétrica entre as fémeas, respectivamente. S2W e 02A éa
variancia estimada e paramétrica dentro das fémeas, respectivamente. @y € a heterogeneidade do pool de polens que
fecundaram as fémeas.

Smouse et al. (2001) esclarecem que o @pr ¢ uma medida da estruturacdo do

pool de polens que fecundam as fémeas dependente da distdncia média de dispersdo de

polen (0) e da média da distdncia entre as matrizes (X). Esta dependéncia ¢ a seguinte:
quanto maior a distancia de dispersdo de pdlen, menor serdo os valores assumidos pelo
@pr. Quanto mais distantes geograficamente forem as maes, maior sera a diferenciagdo
esperada entre as nuvens de polens que as fecundaram, aumentando o valor de ®pr. Os
autores sugerem que matrizes proximas geograficamente podem ser fecundadas por polens

de diferentes doadores e que essa medida de estruturagdo local fornece informagdes sobre a
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distribuicao da dispersdao de polen. Resumindo, quanto mais proximo de zero for o valor do
@rr, maior serd o nivel do fluxo génico existente.

Além de estimar o fluxo de polens, o ®@pr pode fornecer outras informagdes
populacionais. Smouse et al. (2001) propuseram que o @pr poderia medir a quantidade de
machos (tamanho efetivo) que possivelmente forneceriam polens para determinadas

fémeas. O tamanho efetivo da populacao de doadores de polens é:
®rr ~ [2Nep]” (8)

No entanto, o valor de ®pr pode ser superestimado na populacdo parental
devido a ocorréncia de endocruzamento (Austerlitz & Smouse, 2001). Nestes casos, a
estimativa do pardmetro deve ser corrigida para o coeficiente de endogamia na geracdo

parental (F,):

OFr

D'Fr = = 9
3 il+Fpi ®

No entanto, com base na equagdo (8) o nimero efetivo de doadores de polen para uma

populagdo diploide é:

A 1
Ne» =
* pONS

(10)

Smouse et al. (2001) chamam a atengdo para o fato de a capacidade de se
detectar a estruturagdo dos pools de polens (®pr) depende do polimorfismo dos locos
usados e do tamanho amostral. Sugerem que a quantidade de matrizes e filhos por matriz
deve variar de 15 a 20 individuos e que a probabilidade de exclusdao dos locos deve ser alta
para que a variancia do estimador de @t seja baixa e o poder estatistico elevado. Em uma
comparagdo com o Fsy de Wright, Smouse et al. (2001), num trabalho com Quercus alba,
calcularam o valor do Fst € do @pr € ndo encontraram uma estruturacdo genética entre os
adultos, porém usando o ®pr perceberam que haviam uma heterogeneidade substancial da
estrutura genética entre os individuos adultos, o que também pode ser explicado pela

selecdo sexual e ndo somente pelo fluxo génico (Mitchell & Marshall, 1998). Mostrando
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uma melhor eficiéncia desta metodologia se comparada com as estimativas tradicionais e

indiretas de fluxo génico.

2.4.4 Estrutura Genética Espacial

Muitos estudos tém revelado o padrio de distribuicdo dos gendtipos em
populagdoes de plantas usando marcadores moleculares e técnicas de autocorrelagdo
espacial. Collevatti et al. (2010) fizeram uma comparacdo da Estrutura Genética Espacial
(SGS — Spatial Genetic Sructure) intrapopulacional entre trés espécies do Cerrado usando
a estatistica Sp e perceberam que o contraste do padrao da SGS destas espécies era devido,
principalmente, a variagdo da historia de vida que cada uma destas espécies possui. Estes
autores discutem ainda, que a SGS ¢ diretamente influenciada por processos demograficos
e ecologicos. Hardy et al. (2006) afirmam também que o modo de dispersdao de sementes, a
variacdo no sistema de cruzamento e a densidade populacional podem influenciar nos
padrdes de distribuicdo espacial dos gendtipos de uma populagio.

A teoria de isolamento por distdncia pode prever o padrdo da SGS sob uma
dispersdo génica limitada, sugerindo com base nas informag¢des de parentesco par a par e
da distancia espacial entre os individuos, um método para quantificar o grau de SGS e
inferir sobre os niveis de dispersdao génica. Neste contexto espera-se que a similaridade
genética seja maior entre os individuos vizinhos quando comparada com aquela entre
individuos mais distantes. Assim, a teoria do isolamento por distdncia sugere o padrdo
esperado da SGS sob a condi¢do de equilibrio dispersdo-deriva (Venkemans & Hardy,
2004). Estes mesmos autores fazem uma revisdo da teoria existente por detrds destes
métodos e discutem suas aplicagdes em estudos de SGS em populacdes de plantas,
enfatizando qual o melhor estimador do grau de parentesco, qual o modelo adotado e os
procedimentos para testar a existéncia de SGS e as interpretagdes dos parentescogramas.
Estes autores sugerem o uso da estatistica Sp para quantificar a SGS intrapopulacional.
Este parametro capta a magnitude da diminuicdo dos niveis do coeficiente de parentesco
entre individuos comparado com o aumento da distdncia geografica medida em escala
logaritma. Ainda defendem que sob certas circunstincias esta estatistica estima o inverso

do tamanho do grupo de vizinhanga.
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Abordagens indiretas para acessar o fluxo génico histérico partem do
pressuposto que a estrutura genética exibida por locos neutros ¢ resultado da deriva
genética local e que tem seu efeito balanceado pela dispersdao génica. Foi fundamentado
nesta teoria que Wright propds que a diferenciagdo genética entre as populacdes depende
do equilibrio local entre a deriva genética e a taxa de migracdo populacional por geragao.
O modelo de isolamento por distancia assume claramente a relagdo entre o espago
geografico e a semelhanga genética entre populagdes e/ou individuos. Este modelo pode
fornecer predi¢des semelhantes ao modelo de Wright (Hardy et al., 2006). A diferenciagio
genética aumenta com a distincia geografica, numa propor¢io de 1/De’, onde De ¢ a
densidade populacional e o> é a distancia de dispersio, expressa pelo alcance da dispersdo
génica (Rousset, 1997). E neste sentido que o modelo de isolamento por distancia pode ser
usado para quantificar a SGS intrapopulacional (Venkemans & Hardy, 2004).

A maior vantagem destes métodos indiretos de estimagdo de parametros
populacionais de interesse ¢ que eles podem ser usados em populacdes naturais.
Diferentemente das analises de parentesco e paternidade, a inferéncia sobre o nivel de SGS
intrapopulacional ndo requer uma exaustiva amostragem populacional e nem uma grande
quantidade de locos altamente polimorficos. Entretanto, estes métodos ndo fornecem os
detalhes sobre a forma de distribui¢do da dispersdo que seriam fornecidos por uma analise
de paternidade. A dependéncia que o processo de estimacdo da SGS tem no balango entre a
dispersdo génica e a deriva genética local fez com que estudos com dados simulados
fossem feitos para indicar que estes estudos podem fornecer indices seguros da dispersao
génica (Hardy et al., 2006). Foi assim que Venkemans & Hardy (2004) propuseram o uso
da estatistica Sp para medir o grau de SGS intrapopulacional usando o coeficiente de
parentesco par a par entre os individuos. Essa abordagem baseia-se na seguinte previsdao do
modelo de isolamento por distancia num espago bidimensional. Para o equilibrio
dispersdo-deriva espera-se que o coeficiente de parentesco entre os individuos decresga
linearmente com In(d;;) a uma taxa dada por:

__(-F)
(47Dec;)

~
~

(1)

onde D. ¢ a densidade populacional efetiva e F, é o coeficiente de parentesco entre

individuos vizinhos. Com a genotipagem dos individuos, b e F, podem ser estimados
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usando o coeficiente de parentesco par a par. Por isso, a estatistica Sp foi proposta para

mediar a intensidade da estrutura genética espacial intrapopulacional da seguinte forma:

b
SO——(Fp_l) (12)

Venkemans & Hardy (2004) argumentam que a estatistica Sp ¢ ttil para mediar
a SGS e permite compard-la com outras populagdes e outras espécies porque a curva de
parentesco ¢ aproximadamente linear com In(dj;) sob a escala espacial investigada e ¢
menos sensivel a amostragem populacional do que outras estimativas da SGS. Este
estimador pode ser encontrado no aplicativo computacional SPAGeDi 1.2 (Hardy &
Vakemans, 2002).

A maneira como a paisagem e o meio ambiente influencia a estrutura genética
espacial de uma populagdo tem se tornado uma informagdo muito importante nos estudos
genéticos de populagdes naturais, atualmente. Uma area especifica da genética, chamada
de genética da paisagem (Landscape Genetics) ¢ que tem se dedicado em desenvolver
modelos tedricos para testar o quanto a paisagem modela a distribui¢do atual dos genoétipos
das mais diversas espécies de animais e plantas. Os avangos das técnicas moleculares e das
ferramentas estatisticas combinado com o desenvolvimento de técnicas computacionais
modernas permitiram o surgimento desta nova area do conhecimento que faz uma ligagao
entre as teorias e modelos da ecologia de paisagem e da genética de populacdes para
acessar parametros populacionais de interesses evolutivos e conservacionista (Manel et al.,
2003).

Guillot et al. (2005a) relatam que o uso de modelos da genética de paisagem
permite inferir como o ambiente em que as populacdes estdo inseridas influenciam nos
padrdes de fluxo génico, na estrutura populacional e na adaptacdo local, além de
determinar a continuidade genética de uma populacdo. A delimitacdo espacial da
composi¢do genética de uma populacao fornece informagdes sobre o reconhecimento e
distincdo de unidades taxondmicas operacionais e/ou unidades evolutivas significantes
(OTUYESUs — Moritz, 1994), permitindo agdes de manejo mais precisas. Ainda, ¢
possivel identificar como os fatores bidticos e abioticos, como as fragmentac¢des do habitat,
alteram os processos evolutivos e como estas alteragdes podem ser modeladas, em

diferentes cendrios, para predizer a evolucdo da diversidade genética de uma espécie.
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O principal objetivo dos estudos da genética de paisagem ¢ entender como o0s
processos microevolutivos atuam na formacdo da estrutura genética espacial
intrapopulacional (Guillot et al, 2005a). Estes estudos sdo fundamentados na
deteccao/localizagdo de uma descontinuidade genética (distribui¢do espacial ndo aleatoria
dos genotipos de uma populagdo) e o relacionamento desta descontinuidade com as
caracteristicas ambientais (rios, montanhas, rodovias, gradientes de umidade, fragmentagao
ambiental) da paisagem onde as populagdes estao inseridas.

A grande vantagem desta abordagem em relagdo aos métodos de alocagdo de
individuos (genotype assigment), como os propostos por Pritchard et al. (2000), Dawson
and Belkhir (2001) e Falush et al. (2003) é que na genética de paisagem os limites
geograficos entre as unidades genéticas panmiticas sdo estabelecidos. Portanto, além de
usar modelos Bayesianos para atribuicdo de individuos a populagdes previamente
desconhecidas com identificacdo dos genotipos migrantes, o modelo proposto por Guillot
et al. (2005a, 2005b) fornece os limites fisicos, isto ¢, a natureza espacial das

descontinuidades genéticas entre as populagdes.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAIS DE COLETA

O local de estudo pertence a Area de Prote¢io Ambiental — APA Ferndo Dias,
compreendendo diversos sitios localizados entre os municipios de Gongalves e
Camanducaia, Minas Gerais (Figura 4). A regido encontra-se entre 1.600 ¢ 2.000 m de

altitude.
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Figura 4. Localizagio da Area de Protecio Ambiental "Ferndo Dias" no Estado de Minas Gerais, Brasil.
Disposi¢ao das oito populacdes amostradas para o presente estudo.
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A Area de Protecio Ambiental esta localizada no sul do Estado de Minas
Gerais numa regido extremamente montanhosa onde nos vales destes morros, nos ultimos
60 anos, houve um grande desmatamento para o extrativismo e o plantio de batata. A APA
Ferndo Dias foi criada em 1997 como um plano de compensacdo ambiental pela
duplicagdo da BR 381 (Ferndo Dias), possuindo 180.073 hectares.

Nesta regido, o material vegetal foi coletado em oito areas: em quatro
fragmentos pequenos aparentemente isolados, em duas areas caracterizadas como um
corredor e em duas dreas que sdo um continuo populacional (Figura 4). Foram coletadas,
em média, folhas de cerca de 30 plantas por populacdo. Para as analises de fluxo génico
entre e dentro dos fragmentos, foram coletados, em média, oito frutos de quinze matrizes
em trés fragmentos diferentes. A amostra total consistiu de 221 individuos adultos, dos
quais quinze sdo matrizes e 121 individuos constituintes das progénies. Foram amostrados
15 matrizes e 121 filhos em trés fragmentos florestais. O fragmento 01 contém cinco
matrizes e 33 filhos, o fragmento 04 contém cinco matrizes e 49 filhos e o fragmento 07
contém cinco matrizes € 39 filhos. Houve uma amostragem média de cinco matrizes e 40,3
filhos por fragmento. As amostras foram embaladas em sacos de papel, depois organizadas
em sacos plasticos e acondicionadas em gelo a fim de conservar a sua integridade até a
chegada ao freezer (-20°C) do Laboratorio do Setor de Melhoramento de Plantas da
EA/UFG. O tamanho e localiza¢do destas dreas de coleta se encontram na Figura 4 e na

Tabela 2.

Tabela 2. Coordenadas geograficas e caracteristicas dos fragmentos onde os dados de fenologia de Cabralea
canjerana foram coletados. O grau de isolamento foi considerado a distdncia do fragmento
amostrado a outro mais préximo de pelo menos 50 ha.

* Tamanho Grau de

n° Flj;gmnfeﬁ?o dé.l area isolamento  Latitude S Lon%s]t ude Al(trlrtll;de P(])?)irll:(lz(iisgzl
efetiva (ha) (Km)
1 Dito Ferreira 0,90 0,71 22°41° 117 45°54°28” 1681 26
2 Afonso Luiz 1,4 1,10 22°40'59” 45°53° 58” 1667 76
3 Sr. Wilson 12,0 0,86 22°41° 12”7 45°54° 117 1630 86
4 Lauriano 7,50 0,66 22°41° 187 45° 54’ 06” 1603 86
5 Bicho do Mato 15,00 Conectado  22°41° 357 45°53°32” 1598 187
6 Corredor 1,95 Corredor  22°41° 43” 45°53°28” 1600 67
7 Johnny 4.000,00 Conectado  22°42° 197 45°52° 527 1810 221
8 Rancho Falcao 4.000,00 Conectado  22°42° 477 45°53° 527 1928 298

E3

E. C. Landau, em comunicagao pessoal.
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3.2  EXTRACAO DO DNA E AMPLIFICACAO DOS LOCOS

A extracdo de DNA gendmico, realizada a partir de tecidos foliares de 221
individuos adultos e das sementes de 121 frutos, foi conduzida utilizando-se o protocolo
proposto por Slotta et al. (2008). Tanto os tecidos foliares quanto as sementes foram
macerados usando o equipamento TissueLyser da Qiagen. Para a extracdo de DNA das
sementes e dos individuos adultos foram utilizados cerca de 50mg e 100mg de embrido e
tecido foliar, respectivamente. O DNA extraido foi quantificado em gel de agarose 1%
utilizando-se como referéncia, quantidades de 50 e 100 ng de DNA de fago A (Invitrogen).
Ap0s a eletroforese, o gel foi visualizado em transluminador de luz UV, pela utilizacdo de
Brometo de Etideo.

A genotipagem foi conduzida a partir de seis pares de primers microssatélites
(Ccan_04; Ccan_10; Ccan_17; Ccan_28; Ccan 31; Ccan 32) descritos por Pereira et al.
(2011), relatados no Anexo A. As reagdoes de PCR (Polymerase Chain Reaction) para
amplificacdo destes locos ocorreram em condi¢cdes de pré-ciclo de 5 minutos a 94°C;
extensdo de 35 ciclos a 94°C por 1 minuto; 1 minuto de anelamento na temperatura
especifica de cada primer e 72°C por 1 minuto. A extensdo final utilizada foi de 72°C por 7
minutos. Estas amplificagdes tiveram um volume final de reagdo de 13puL, contendo 2,0ul
de DNA a 2,5ng/uL; 2,0uL de cada par de primer a 4,0 picomoles/uL; 1,3ul. de Tampao
10x; 1,2uL. de ANTP a 0,2 mM de cada nucleotideo; 1,0uL. de BSA a 0,25mg/uL; 0,78uL
de MgClL a 25 mM e 1,5 U (0,3uL) da enzima Taq DNA Polimerase e 13 pL (q.s.p) de
agua ultrapura. As eletroforeses foram conduzidas no analisador automatico de fragmentos
ABI 3100 (Applied Biosystems). A PCR foi realizada individualmente para cada par de
primer, porém, devido a marcacdo com as fluorescéncias hexacloro-6-carboxifluoresceina
(HEX) e 6-carboxifluoresceina (FAM), as eletroforeses aconteceram na forma de multiplex
(duplex). A genotipagem dos locos foi realizada pela utilizagdo do software GeneMapper

3.5 (Applied Biosystems).
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3.3  ANALISES GENETICO-ESTATISTICAS

3.3.1 Analise de diversidade e da estrutura genética populacional

As estatisticas descritivas dos locos e das populagdes sdo acessadas pelos
principais parametros genético-populacionais. Na caracterizacdo destes parametros, a
média do numero de alelos encontrados por populacdo (A), a riqueza alélica de cada
populagdo (Agr) conforme caracterizada por ElI Mousadik & Petit (1996), a
heterozigosidade observada (Hp) ¢ a esperada (Hg) e os estimadores (f, F ¢ 0) da
estruturagdo genética, derivados dos indices de fixacdo (F) de Wright, descritos em Weir &
Cockerham (1984) foram estimados pelo software FSTAT 2.9.3.2 (Goudet, 2002) usando
10000 permutagdes. Também foram testadas as hipoteses nulas de que as populagdes e os
locos estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg e equilibrio de ligacdo, utilizando a
correcdo de Bonferroni (Goudet, 1996) para um nivel de p < 0,05, através do software
GDA (Lewis & Zaykin, 2001). O Rgr ¢ um estimador do nivel de diferenciagdo
populacional proposto por Slatkin (1995) que leva em consideragdo a variagdo no tamanho
dos locos microssatélites, além de assumir que o processo de mutagdo destes locos se
baseia no modelo de mutagdo stepwise (Valdes et al., 1993). Para a obtengdo da estimativa
do Rgr, foi utilizado o software Rsr-Calc (Goodman, 1997) utilizando10000 boottstraps
com o intuito de compara-lo com o valor de diferenciagdo populacional 6.

Para se verificar a hipotese de que os maiores fragmentos florestais apresentam
os maiores niveis de diversidade genética, foi realizada uma comparacdo entre a dimensao
da éarea de coleta/tamanho do fragmento (hectares) e os valores de riqueza alélica (Ar) e
heterozigosidade esperada (Hg) para as oito populagdes. Também foi realizada a
comparacdo destas medidas de diversidade com a elevacdo/altitude em que se encontram
os fragmentos. Estas comparacdes foram feitas utilizando a correlacdo de Pearson e o teste
de t de Student. A correlacdo e os p-valores a 95% foram obtidos pelo software R (R Core
Development Team, 2011).

Um dendograma representativo das distdncias genéticas entre as populagdes foi
construido a partir de uma matriz de distancia genética interpopulacional baseada na
distancia genética de Nei (1972), através do software NTSys (Rohlf, 1998), utilizando o

critério de UPGMA. A matriz de distancia genética de Nei, juntamente com os valores de
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boostrap de consisténcia dos nds do dendograma foi gerada no aplicativo BOOD (Coelho,
2001) utilizando 10000 boottstraps. Para se avaliar o grau de representatividade do
dendograma, foi conduzida uma comparagdo entre a matriz de valores cofenéticos — obtida
pelo programa NTSys (Rohlf, 1998) — e a matriz de distancias genéticas, através da andlise
de correlagdo matricial e pela utilizacdo do teste de Mantel, com 10000 permutacdes.
Ainda usando o aplicativo NTSys (Rohlf, 1998) foi realizada uma analise de coordenadas
principais com objetivo de se representar as distdncias genéticas entre as populacdes em
um grafico de duas dimensdes. Esta andlise procura, dentro de um espago bidimensional,
identificar os eixos que captam de modo mais eficiente possivel a variagdo existente entre
as populagdes.

Para identificar o nimero de subpopula¢des que melhor explica o conjunto de
dados obtidos, realizou-se uma andlise Bayesiana fundamentada nos procedimentos de
alocagdo dos individuos (genotype assigment) utilizando-se o software STRUCTURE 2.3.3
(Falush et al., 2003). Assumiu-se o modelo que permite mistura de alelos entre as
populacdes para cinco corridas independentes com valores de K variando de um a dez,
com um milhdo de randomizagdes dos Métodos de Monte Carlo através das Cadeias de
Markov (MCMC). Como periodo de aquecimento da cadeia (burn-in), foram utilizadas
500.000 randomizagdes. A média dos valores da verossimilhanca de cada K para todas as
corridas foi determinada pela estatistica AK desenvolvida por Evanno et al. (2005), a qual
fornece uma estimativa do nimero de subpopulagdes existentes. Os resultados das
randomizacdes obtidas nas diferentes corridas do STRUCTURE foram processados no
aplicativo CLUMP (Jakobsson & Rosenberg, 2007) de modo a permitir a constru¢do do
grafico no programa DISTRUCT (Rosenberg, 2007). Os grupos sugeridos por esta analise
foram considerados em uma analise de variancia de frequéncias alélicas para a
quantificagdo do grau de diferencia¢do genética entre eles por meio do estimador 6 de Weir

& Cockerham (1984).

3.3.2 Estimativas da dispersao atual de polens via TwoGener

O primeiro passo foi validar o poder do conjunto de marcadores microssatélites
pela estimagdo dos valores das probabilidades de exclusdo e de identidade dos locos

através do programa Identity 1.0 (Wagner & Sefc, 1999).
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Para examinar os padroes atuais de dispersdao de polen de Cabralea canjerana
ssp. canjerana foram utilizados trés, dos oito, fragmentos florestais de Mata Atlantica.
Devido a melhor amostragem de plantas matrizes e de suas progénies e o fato de que a
genotipagem ocorreu para estas amostras, sdao os fragmentos 01, 04 e 07 que foram
utilizados nestas analises. O aplicativo TWOGENER (Smouse et al., 2001) foi usado para
quantificar a dispersao atual de polens através das medidas de @t . Este aplicativo ¢ parte
integrante do pacote de softwares POLDISP (Robledo-Arnuncio et al., 2006). A estatistica
@p foi utilizada por ser uma medida da diferenciagdo nas frequéncias alélicas entre as
nuvens de polens amostradas em diferentes matrizes cuja coordenada geografica ¢
conhecida (Austerlitz & Smouse, 2001). O TWOGENER calcula a diferenciacdo global
existente entre os pools de polens que fecundam as matrizes, ou seja, o @pr que é uma
medida do grau de estruturacdo da nuvem de polens que fecundam as matrizes. O @pre a
distancia de dispersdo (8) de polen foram estimados usando o modelo da curva de
dispersdo normal e exponencial e um niimero fixo para a densidade dos machos (d.).

Austerlitz & Smouse (2001) discutem que o ®pr pode ser superestimado
devido ao coeficiente de endogamia da geracdo parental (F,) e sugerem a correg¢do da
seguinte forma:

OFr

Q'Fr = <

Depois da corregdo do @, 0 tamanho efetivo da populagdo de doadores de polen (Ng,) foi

calculado assim:

Nep =

- 2Q'Fr (14)

Bittencourt & Sebbenn (2008) mostram que a correlagdo de paternidade que ¢
estimada pelo software MLTR (Ritland, 2002) pode ser calculada como duas vezes o valor
de @’rr (rpm) = 2P rr). Entdo, a média do coeficiente de coancestria dentro da progénie

pode ser calculado como:

Oy = 0.125(1+ Fp)(1+ 2§ £1) (15)



47

em que F, ¢ o coeficiente de endogamia na geracdo parental (Sousa et al., 2005). O
conhecimento da estrutura genética de cada progénie permite calcular o tamanho efetivo de

variancia como proposto por Cockerham (1969):

A 0.5
Nev) = — 16
On (16)

Outro ponto que merece destaque € o uso do tamanho efetivo da populacao de
doadores de polen N¢, para medir o tamanho da 4rea efetiva de vizinhanca levando em
consideragdo a densidade (de) dos individuos de cada fragmento, como proposto por

Austerlitz & Smouse (2001):

~ Nep
Aep = % (17)

As analises do TWOGENER foram executadas usando 95% de intervalo de
confianga computadas a partir de 10000 boottsraps entre as progénies.

A taxa de migracao de polen para os trés fragmentos florestais (fragmentos 01,
04 e 07) também foi estimada através da atribui¢do de paternidade implementada no
CERVUS 3.0 (Kalinowski et al., 2007), baseada no método de maxima verossimilhanga. O
processo de estimacdo leva em consideragdo que a espécie em estudo ¢ diploide e que as
populagdes e os locos estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg e de ligagdo. Assume
também, que os locos usados sdo codominantes. Para se determinar os valores criticos de A
— que determina a confianga da analise — realizou-se um processo de simulagdo com os
seguintes parametros: 10000 testes para identificar os valores criticos de A e 95% e 80%

como niveis de confianga restrito e relaxado, respectivamente.

3.3.3 A estrutura genética espacial

O padrao da estrutura genética espacial foi avaliado pela andlise comparativa
do parentesco (kinship) entre os individuos adultos e a distdncia geografica entre eles
através da construcdo de um parentescograma. O coeficiente de parentesco foi calculado

utilizando-se o estimador Fj; de Loiselle et al. (1995). A estrutura genética espacial foi
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quantificada pelo parametro S, = b/(Fi-1), em que F; ¢ a média do coeficiente de
parentesco entre individuos da primeira classe de distancia e b é o coeficiente de regressdo
proposto por Vekemans & Hardy (2004). Estas analises foram conduzidas utilizando-se o
programa SPAGeDi 1.2 (Hardy & Vakemans, 2002). Com exce¢do dos individuos que
compdem o fragmento 08, que ndo tiveram os dados de posicionamento geografico
coletados, todos os individuos dos outros sete fragmentos foram utilizados.

Foi construido, também, um grafico de dispersdo mostrando a relacdo entre o
valor de Rgr par a par e a distancia geografica. Os valores de Rsr foram obtidos pelo
software Rgr-Calc (Goodman, 1997), enquanto a matriz de distancias geograficas foi
gerada no programa NTSys (Rohlf, 1998) utilizando-se a distancia euclidiana para os
dados de coordenadas geograficas dos fragmentos no sistema UTM. A correlacdo entre as
duas varidveis foi quantificada pelo método de Pearson e a significAncia da andlise foi
acessada pelo teste de Mantel com 10000 permutagdes.

Para a finalizagdo da abordagem sobre a estrutura genética espacial, foi
utilizado o software GENELAND (Guillot et al., 2005b), encontrado como pacote dentro
do programa R (R Core Development Team, 2011), para estimar o nimero de grupos
genéticos panmiticos e as fronteiras geograficas entre eles. O GENELAND foi utilizado
para se fazer uma andlise de agrupamento de individuos dentro de populagdes, assumindo
que todos eles obedecem aos pressupostos do Equilibrio de Hardy-Weinberg, com os locos
estando em Equilibrio de Ligagdo (HWLE — Hardy-Weinberg Linkage Equilibrium). O
modelo espacial considera que o numero de grupos ¢ desconhecido e ¢ estimado
diretamente por procedimentos Bayesianos (Guillot et al,, 2005a). Cinco corridas
independentes foram realizadas obedecendo ao modelo espacial F com 100000 iteragdes de
MCMC, utilizando uma frequéncia de amostragem de 1 a cada 100 passos para se
determinar a distribuigdo de probabilidade a posteriori (thinning). Para se determinar os
limites geograficos de cada subpopulagdo foi utilizado um burn-in de 500 passos,

assumindo como fixo o nimero de grupos.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 DIVERSIDADE E ESTRUTURA GENETICA POPULACIONAL

Todos os locos utilizados nas andlises foram polimoérficos e corroboram com as
premissas do equilibrio de Hardy-Weinberg (p < 0,00010). Nao foi possivel rejeitar a
hipétese de que os pares de locos estavam em equilibrio de ligagdo, para um nivel de
significancia de 5%. A hipotese nula de que as populagdes estavam em equilibrio de
Hardy-Weinberg foi rejeitada para os fragmentos 03 e 07, a um nivel de significancia de
5%.

Foram encontrados 147 alelos nas oito populagdes de Cabralea canjerana para
os seis locos avaliados. O numero de alelos variou de 18 (Ccanl0) a 32 (Ccan04 e
Ccan31), com uma média de 24,5 alelos por loco, corroborando com os resultados de
Nybom (2004) e Pereira et al. (2011). O loco Ccan04 apresentou a maior heterozigosidade
esperada (Hg = 0,930), enquanto o loco Ccan28 o menor valor (Hg = 0,729). O padrao de
diversidade genética nos fragmentos foi acessado pela medida de diversidade de Nei
(1973) e pelos valores de riqueza alélica (Ar). A média da diversidade genética de Nei
(1973) nos oito fragmentos foi de 0,724, enquanto que a média da riqueza alélica foi de
8,589. A heterozigosidade média observada (Ho) para os oito fragmentos foi de 0,685.

Comparando-se estes valores com outros encontrados na literatura pode-se
concluir que existe uma elevada diversidade genética nos fragmentos florestais de
Cabralea canjerana. Moreira et al. (2010) encontraram uma heterozigosidade esperada
(Hg) média de 0,529 em treze locos microssatélites para nove populagdes de Coccoloba
cereifera, em campos rupestres da Serra do Cipé em Minas Gerais. Utilizando dez locos
microssatélites, Zucchi et al. (2003) estimaram, para dez populacdes de Eugenia
dysenterica, uma espécie arborea do Cerrado brasileiro, uma heterozigosidade esperada
média de 0,442. Conte et al. (2003) encontraram baixos valores de heterozigosidade

esperada (Hg = 0,278) entre populagcdes de Euterpe edulis na Mata Atlantica, porém
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usaram locos izoenzimdticos nas suas estimativas. Por se tratar de locos menos
informativos, ha uma subestimacdo deste parametro populacional. Quando comparado com
espécies endémicas, os valores de heterozigosidade do presente trabalho sdo ainda maiores.
Kang et al. (2008), estimaram uma heterozigosidade esperada Hg = 0,46 para Berchemiella
wilsonii, espécie florestal endémica da China, usando 10 locos SSR, enquanto Furches et
al. (2009), utilizando dez locos microssatélites, encontraram valores de heterozigosidade
esperada, Hg = 0,215 para populagdes de Lithophragma maximum, uma espécie rara
extremamente ameagada de extingdo. A Tabela 3 mostra as estimativas dos principais
parametros genéticos descritivos das populacdes de Cabralea canjerana nos oito
fragmentos florestais de Mata Atlantica avaliados. As populacdes 07 e 08 detém dos
maiores niveis de riqueza alélica (Ar) e heterozigosidade esperada (Hg), mostrando que

sdo os dois fragmentos que possuem mais diversidade genética intrapopulacional.

Tabela 3. Caracteristicas genéticas dos oito fragmentos de Cabralea canjerana, com base na analise de seis

locos SSR.

Fragmentos N* AP Ar® Hg Ho

Frag. 01 27 8,000 5,560 0,666 0,716
Frag. 02 33 8,500 6,370 0,736 0,718
Frag. 03 31 6,663 6,666 0,748 0,772
Frag. 04 33 6,333 5,486 0,682 0,732
Frag. 05 17 9,333 6,651 0,726 0,615
Frag. 06 11 8,666 6,238 0,713 0,674
Frag. 07 39 10,833 7,272 0,749 0,675
Frag. 08 30 9,833 7,391 0,778 0,578

3 Numero de individuos amostrados; ® Niimero médio de alelos encontros; © Riqueza alélica média.

Para se verificar a hipdtese de que os maiores fragmentos florestais apresentam
os maiores niveis de diversidade genética, foi realizada uma comparacdo entre o tamanho
do fragmento (hectares) e os valores de riqueza alélica (Ar) e heterozigosidade esperada
(Hg) para as oito populagdes. Os fragmentos 07 e 08 apresentaram os maiores indices de
diversidade genética, com a riqueza alélica alcancando o valor de 7,391 no fragmento 08,
enquanto o nimero médio de alelos encontrados no fragmento 07 foi de quase 11 alelos
para os individuos genotipados.

Percebe-se uma forte e positiva relagdo entre o tamanho dos fragmentos
avaliados e os niveis de diversidade genética detectados, ou seja, ¢ possivel supor que, em

populacdes de Cabralea canjerana da APA Ferndo Dias, amostradas nos continuos
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florestais de Mata Altantica, possuem mais diversidade genética do que os fragmentos
pequenos (Figura 5). Este padrao foi observado para as duas variaveis (riqueza alélica e
heterozigosidade esperada) usadas para medir a diversidade genética. A correlacdo,
baseada no método de Pearson, entre o tamanho do fragmento e a medidas de diversidade
riqueza alélica (r = 0,775; p-valor = 0,023) foi elevada e significativa a 5% de indice de
confianca. Utilizando a heterozigosidade esperada como medida de diversidade, a
correlagio foi mediana e ndo significativa (r = 0,649; p-valor = 0,081). E interessante
discutir que a medida do tamanho do fragmento ¢ uma medida muito delicada e que deve
ser feita com base em técnicas mais precisas e ndo somente utilizando um GPS comum.
Esta, talvez seja uma explicag@o para este resultado, pois se percebe que alguns fragmentos
amostrados sdo, na verdade, areas continuas de Mata Atlantica, o que eleva as medidas de
diversidade genética. Com base na semelhanca dos valores de Rst e do Fsr apresentados a
seguir (Tabela 4), pode-se dizer que a fragmentacdo ocorrida nesta area ¢ recente, de
aproximadamente 60 anos como relata uma ONG que trabalha com a conservacdo
ambiental da regido (Aguari, 2001). Este cenario de fragmentacdo recente pode corroborar
com o fato de que fragmentos pequenos ainda possuem elevados niveis de diversidade
genética, como pode ser visto na Figura 5. Franceschinelli et al. (2007), em um estudo com
Myrciaria floribunda, uma espécie comum na Mata Atlantica, relacionaram a diversidade
genética, medida através de locos izoenzimaticos, com o tamanho de seis fragmentos
florestais e perceberam haver uma relacdo com o fato de que populagdes situadas em

fragmentos florestais maiores apresentavam indices mais elevados de diversidade genética.

075
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Riqueza alélica (Ar)

07

Heterozigosidade esperada(He)

0.69 -
Fragmentos Area Contima Fragmentos Area Contima
Pops (01,02, 03 ¢ 04) Pops (03, 06, 07 & 08) Pops (01,02, 03 ¢ 04) Pops (03, 06, 07 ¢ 08)

Figura 5. Relagdo do tamanho (em hectare) dos oito fragmentos florestais com duas medidas de diversidade
genética, mostrando a relagdo existente entre estas varidveis. A correlagdo entre o tamanho do
fragmento e duas medidas de diversidade genética foi mediana e ndo significativas.
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Houve uma tendéncia, ndo significativa, para o aumento da diversidade genética nas
populagdes situadas em altitudes mais elevadas (Figura 6), como € o caso dos fragmentos
07 e 08 que estdo localizados a quase dois mil metros acima do nivel do mar. Isto pode ser
confirmado pelos valores da correlagdo existente entre as variaveis, altitude e as utilizadas
como medidas da diversidade. Entre a altitude e a riqueza alélica a correlacdo foi de r =
0,692 (p-valor = 0,056) e entre a altitude e a Hg foi de r = 0,621 (p-valor = 0,099). A
distribuicao da diversidade genética entre popula¢des de plantas num gradiente de altitude
pode ser afetada por processos neutros e/ou seletivos (Shi et al., 2011). Estes autores
encontraram um padrdo de estruturacdo genética para Castanopsis eyrei em diferentes
altitudes. Ohsawa et al. (2008) perceberam um padrdo diferente do encontrado para
Cabralea canjerana em populacdes de Quercus serrata, uma espécie importante pelo valor
economico de sua madeira, numa analise de quinze popula¢des ao redor da montanha de
Chichibu, no Japdo. Para uma variacao de altitude de 140 a 1200 metros, perceberam que
as populacdes mais elevadas detinham menores indices de diversidade genética,

concluindo que a variagdo genética entre as populagdes era afetada pela topografia do

local.
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Figura 6. Relagdo da altitude (metros) em que estdo localizados os oito fragmentos florestais com duas
medidas de diversidade genética, mostrando que ha uma tendéncia dos fragmentos localizados em
areas de maior altitude apresentarem maiores niveis de diversidade genética.

Ao mostrar que populagdes localizadas em regides mais elevadas detém de
maiores niveis de diversidade genética, abre-se uma discussdo sobre a importancia das

APPs (Areas de Preservagio Permanente) na preservagdo da diversidade genética existente



53

dentro de populagdes naturais de espécies nativas. Isto €, de acordo com o cédigo florestal
brasileiro, regides acima de 1800 metros de altitude sdo consideradas APPs e estas areas
possuem a fungdo de preservar recursos hidricos, paisagem, estabilidade geologica,
biodiversidade, fluxo génico de fauna e flora e outros. Os resultados apresentados para os
fragmentos 07 e 08 situados acima de 1800 metros de altitude mostram a eficiéncia destas
APPs na manuten¢do da diversidade genética intrapopulacional. No entanto, com a nova
proposta do novo codigo florestal, que esta sob discussdo na camara e no senado federal,
estas areas acima de 1800 metros de altitude deixariam de ser consideradas APPs, o que
eliminaria a sua eficiéncia na preservagdo de nascentes de rios e na manutencdo da
diversidade genética existente. Sabe-se que na APA Ferndo Dias existe nascente de rios,
localizadas nestas Areas de Preservagio Permanente, importantes no abastecimento de
cidades do Estado de Sdo Paulo. A aprova¢do do novo codigo florestal brasileiro mostra,
mas uma vez, que existem falhas nas politicas publicas nacionais de conservagdo da
natureza.

Os valores multilocos de f = 0,061 [-0,174 — 0,278], F = 0,184 [-0,031 — 0,388]
ndo foram estatisticamente diferentes de zero, enquanto que o valor estimado de 8 = 0,131
[0,066 — 0,222] foi considerado significativo com base no intervalo de confianca de 99%
(Tabela 4). A analise de variancia das frequéncias alélicas mostrou como estdo estruturadas
geneticamente as oito populagdes. A maior parte da variancia da frequéncia dos alelos foi
detectada dentro das populagdes (62G =4,073; 6% = 0,655 e 6°p = 0,264), o que ¢ tipico de
espécies aldgamas. O grau de diferenciagdo entre as populacdes, que pode fornecer uma
estimativa do fluxo génico aparente, foi de média magnitude (0 = 0,131), gerando uma
diferenciacdo interpopulacional moderada e/ou um isolamento recente das populagdes. A
moderada diferenciacdo genética ¢ confirmada pela interpretacdo qualitativa proposta por
Hartl & Clark (2010), porém, devido a pequena escala geografica de distribuicdo destas
populagdes, a estruturacdo genética que existe entre elas pode ser considerada elevada.
Este valor de @ mostra que ainda ha troca de genes, ao longo das geracgdes, entre as oito
populagdes de C. canjerana da APA Ferndo Dias.

Os valores de 0 e Rgt, obtidos de uma analise multilocos, foram semelhantes
(Rst = 0,189 ¢ 6 = 0,131), mas com o valor de Rgt maior do que o valor de 0,
diferentemente do encontrado por Moreira et al. (2010) em nove populagdes de Coccoloba
cereifera em campos rupestres da Serra do Cip6 em Minas Gerais, que encontraram

valores semelhantes, mas com o valor de Fgsr maior. A comparacao destes dois
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estimadores pode fornecer alguma interpretacdo tedrica, principalmente quando os valores
acessados pelo Rsr e 0 sdo similares. Quando este cenario ocorre ha indicios de que a
divergéncia genética entre as subpopulacdes € recente e que a deriva genética € o principal
fator evolutivo que causa a divergéncia genética entre as populacdes (Hardy et al., 2003).

Tabela 4. Estrutura genética populacional dos seis locos microssatélites usados nas estimativas genéticas dos
221 individuos de Cabralea canjerana.

Loco N A fe F’ 0° Rt

Ccanl?7 219 27 0,064 0,164 0,106 0,346
Ccan04 205 32 0,344 0,376 0,049 0,038
Ccan31 215 32 0,055 0,131 0,083 0,402
Ccan28 218 14 -0,259 -0,150 0,087 0,005
Ccan32 171 24 0,283 0,482 0,278 0,167
Ccanl0 179 18 -0,184 0,039 0,189 0,178
Valores Multilocos - 24.5 0,061 0,184 0,131 0,189

* Indice de fixagio intrapopulacional; P Indice de fixacio total; ¢ Coeficiente de diferenciagio populacional.

A matriz de distancia genética foi gerada utilizando-se a distancia genética de
Nei (1972). Esta matriz foi usada na constru¢do de um dendograma dos oito fragmentos de
Cabralea canjerana mostrando a relagdo genética existente entre eles (Figura 7). O
dendograma mostra a formagdo de dois grupos. Grupo A: fragmentos 01, 02, 03 ¢ 04 e
Grupo B: fragmentos 05, 06, 07 e 08. O valor de consisténcia dos nos fornece uma
confianga para a subestruturacdo encontrada nos oito fragmentos. Para testar a relagdo
entre a matriz de distancia genética e a matriz cofenética, uma analise correlagdo matricial
(r) foi feita. A significancia da andlise de correlagdo foi estimada utilizando-se o teste de
Mantel. O valor da correlacdo entre as matrizes (r = 0,863, p-valor = 0,0003) foi elevado e
significativo. Através da Analise de Coordenadas Principais (PCA — Principal Coordinate
Analysis) percebe-se também que os oito fragmentos se estruturam em dois subgrupos, isto
¢, a variabilidade genética existente entre as populagdes foi ordenada em dois grupos
distintos, corroborando o resultado obtido com o dendograma. A Figura § mostra a

ordenac¢do dos grupos em trés dimensdes, as quais explicam 90% da variagdo existente nos

dados.
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Figura 7. Dendograma das oito populagdes de Cabralea canjerana mostrando os dois subgrupos formados e
os valores de consisténcia dos nos.
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Figura 8. Anilise de coordenadas principais (PCA) para os oito fragmentos de Cabralea canjerana
indicando a formagao de dois subgrupos.
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A abordagem Bayesiana foi usada para a confirmacdo dos resultados que
indicam a formag¢ao de dois subgrupos. Pdde-se perceber que os oito fragmentos florestais
foram, realmente, estruturados em dois grupos (Figuras 9 e 10), assim como ja havia sido
indicado pelas analises do dendograma ¢ de PCA (Principal Cordinate Analysis). Um
Grupo (A) formado pelos fragmentos 01, 02, 03 e 04 e outro Grupo (B) formado pelos
fragmentos 05, 06, 07 e 08. Este resultado foi obtido pelo método de Evanno et al. (2005)
através do maior valor de AK que representa um K = 2.

As andlises de estrutura populacional indicam que o fragmento 08 possui uma
composi¢do genética distinta dos outros fragmentos do Grupo B. Isso pode levar a uma
interpretacdo diferente da proposta no presente trabalho, com a formacdo de trés
subgrupos, e este terceiro sendo composto exclusivamente pelo fragmento 08. O AK
apresentou um valor elevado para uma estruturagdo em trés subgrupos (K = 3) o que pode
sugerir a divisdo do Grupo B em dois grupos, um formado pelos fragmentos 05, 06 ¢ 07 e
outro grupo somente pelo fragmento 08 (Figuras 9 e 10). O fragmento 08 ¢ o maior e mais
preservado entre todos os fragmentos amostrados, apresentando altos valores de
diversidade genética (Tabela 3), arvores bem grandes e densidade populacional elevada, o
que pode explicar o padrdo encontrado, mostrando a importancia deste fragmento como
potencial doador de alelos raros para outras populac¢des adjacentes

Portanto, levando-se em consideragdo as trés andlises, considerou-se que os
oito fragmentos se estruturaram geneticamente em dois subgrupos com o fragmento 08
apresentando-se distante geneticamente dos outros fragmentos que formam o agrupamento
B (Figura 10). Definiu-se, desta forma, a formag¢do do Grupo A, composto pelos
fragmentos 01, 02, 03 e 04 e Grupo B, composto pelos fragmentos 05, 06 ¢ 07 e 08. A
formacdo de dois grupos foi claramente influenciada pela caracteristica do relevo local,
pelo nivel de fragmentacdo existente nos quatro primeiros fragmentos e pela proximidade
geografica entre eles. Uma comparacdo par a par da divergéncia genética existente entre os
dois grupos e o Fragmento 08, com base na frequéncia dos alelos intragrupo realizada pelo
Structure, ¢ mostrada na Tabela 5. Os valores sdo concordantes com o fato de o fragmento
08 possuir uma composicao alélica que o faz se distanciar geneticamente dos fragmentos
05, 06 ¢ 07.

E perceptivel que os fragmentos componentes do Grupo B estdo a uma altitude
maior em relagdo aos fragmentos que formam o Grupo A. A média para o Grupo A ¢ de

1645,25 metros, ja para o Grupo B ¢ de 1734 metros acima do nivel do mar, uma diferenca
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de aproximadamente 88,5 metros. Concordando com o fato de que os fragmentos de

altitudes mais elevadas possuem mais diversidade genética intrapopulacional.

Deltak = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))
800}

600

Delta K

Figura 9. Valores de AK para o numero de subpopulagoes (K) mais verossimil. Dois é o numero de
subpopulag¢des mais provavel.

Figura 10. Grafico de barras representando todos os individuos de Cabralea canjerana coletados em oito
fragmentos florestais, mostrando a estruturacdo populacional em dois grupos (K = 2). Como a
populagdo 08 possui uma composi¢ao genética divergente das outras ela pode aparecer como um
subgrupo (K = 3) dentro do Grupo B.
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Tabela 5. Divergéncia genética existente entre os dois grupos formados ¢ o fragmento 08, mostrando que
este fragmento possui uma composicao alélica divergente dos demais.

Grupo A Grupo B Fragmento 08
Grupo A - 0,0887 0,1732
Grupo B 0,0887 - 0,1201
Fragmento 08 0,1732 0,1201 -

Dos 221 individuos analisados, 124 (56,10%) agruparam-se no Grupo A,
enquanto o Grupo B foi composto por 97 individuos (43,90%). Analisando-se a
estruturacdo populacional dos quatro fragmentos que compdem o Grupo A, percebeu-se
uma baixa estruturacdo genética (0 = 0,029), devido a proximidade geografica das
populagdes e principalmente a uniformidade do relevo entre as populagdes que formam
este grupo. A heterozigosidade esperada dentro do Grupo A foi elevada (Hg = 0,712).
Analisando-se somente o Grupo B, pode-se perceber uma estruturagdo genética moderada
(0 =0,074) e uma heterozigosidade esperada (Hg = 0,755) maior em relagdo ao Grupo A, o
que pode ser explicada por estas populacdes terem sido coletadas em continuos florestais
de Mata Atlantica. A maior estruturacdo genética encontrada no Grupo B pode estar
relacionada com as caracteristicas geograficas do local, isto ¢ existe uma acentuada
diferenciagdo do relevo entre as populagdes que formam este grupo, principalmente em
relacdo aos Fragmentos 07 e 08. A estruturagdo populacional entre os dois grupos ¢
elevada (0 = 0,139). A Tabela 6 apresenta os valores destes parametros genéticos

populacionais para os dois Grupos.

Tabela 6. Principais pardmetros genéticos estatisticos inferidos para os dois subgrupos formados.

Nivel da andlise N A? Ar° He f 0 Nm*®
GRUPO A 88 7,5 6,436 0,712 0,027 0,029 8.370
GRUPO B 133 10,375 10,187 0,755 0.144" 0,080° 2875
ENTRE ELES 221 16,83 19,575 0,763 0.103 0.139 1,548

* Numero médio de alelos; ® Riqueza alélica; ¢ Numero de individuos migrantes por geragio; Estatisticamente
significativo: p < 0,05.

Os niveis de fluxo génico aparente possuem os valores de 8,370; 2,875 e 1,548
individuos migrantes por geragdo para o Grupo A, Grupo B e entre eles, respectivamente,
mostrando que o fluxo génico ¢ maior dentro dos grupos do que entre eles. Este dado ¢
claramente influenciado pela fragmentacdo existente e pela diferenca de altitude em que se

encontram estes dois grupos, o que limita os agentes de dispersdo de sementes e polens.
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Estes valores que indicam o padrao de fluxo génico sdo cruciais para definir, sob o ponto
de vista genético, as estratégias de conservacdo dos oito fragmentos estudados, uma vez
que através da informagdo sobre a magnitude e o padrdo de fluxo gé€nico e os grupos
formados pode-se determinar qual 4rea necessita de uma politica mais eficiente de
conservagdo. Percebe-se que a diferenciacdo genética entre os quatro primeiros fragmentos
(Grupo A) ¢ baixa, consequentemente o fluxo génico aparente ¢ elevado. As populacdes do
Grupo A estdo situadas em regides de menor variagdo do relevo, além de estarem mais
proximas, o que favorece o numero de migrantes por geragao.

Desta maneira, evidencia-se que o fluxo génico desempenha um papel
importante na manuten¢do destas populacdes como uma unidade evolutiva significante
(ESU). Mesmo com elevado indice de migragdo entre os fragmentos do Grupo A, pode-se
perceber que sdo fragmentos pequenos (Tabela 2) e que possuem medidas de diversidade
menor quando comparados com o Grupo B. Mesmo possuindo uma taxa menor de fluxo
génico, devido a grande variagdo de relevo existente entre as populacdes que compdem o
Grupo B, a riqueza alélica (Ar) e heterozigosidade esperada (Hg) sdo elevadas. Portanto, ¢
possivel concluir que o Grupo A, formado por fragmentos menores, e de acordo com os
parametros estimados, ¢ mais fragil geneticamente e sofre maiores consequéncias genéticas

e estocasticas devido a fragmentacdo ocorrida.

4.2  FLUXO GENICO E ANALISE DA DISPERSAO DE POLENS

As probabilidades de exclusdo de paternidade e de identidade genotipica
confirmam o poder de resolu¢do dos locos no acesso a parametros genético estatisticos de
populacdes naturais. Estas medidas sdo importantes para andlises de parentesco e da
estrutura genético-espacial (Marshall et al., 1998). Para os seis locos microssatélites
utilizados neste trabalho, as probabilidades de exclusdo e de identidade foram 0,9987 e
3,66.107 respectivamente.

As estimativas indiretas do fluxo génico podem ser fundamentadas nas estatisticas
F de Wright e suas analogas, assumindo o modelo de ilhas. Entre os oito fragmentos de
Cabralea canjerana, a média estimada do valor multiloco de 0 foi de 0,131. Com isso,
pode-se dizer que o fluxo génico (Nm) médio entre os oito fragmentos ¢ de 1,65 individuos

migrantes por geragdo. O fluxo génico possui um papel importante na manutencdo da
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variabilidade genética intrapopulacional, impedindo a divergéncia genética entre os
fragmentos devido a deriva e adaptacdo local (Slatkin, 1987). Moraes et al. (1999)
encontraram um valor de Nm menor que zero para Cryptocarya moschata em populagdes
de Mata Atlantica, usando locos izoenzimdticos, mostrando a baixa eficiéncia deste tipo de
loco em detectar alelos comuns em populagdes distintas.

Os parametros genéticos descritivos dos seis locos microssatélites (Anexo A) foram
calculados para os 121 frutos coletados em trés fragmentos diferentes (01, 04 e 07). O
numero de alelos por loco polimérfico variou de oito (Ccan 28) a 22 (Ccanl7) com 14
sendo o nimero médio de alelos por loco. A heterozigosidade esperada (Hg) variou de
0,617 (Ccan32) a 0,866 (Ccanl7). A Tabela 7 mostra os detalhes destas estimativas.

Tabela 7. Estatisticas descritivas dos locos SSR avaliados em sementes de 121 frutos amostrados em trés
fragmentos de Cabralea canjerana.

Loco A? Ar® fe ¢ Ho Hg

Ccanl? 22 9,912 0,017 0,063 0,851 0,866
Ccan04 17 9,556 0,300 0,078 0,603 0,861
Ccan31 12 6,874 0,451 0,043 0,363 0,661
Ccan28 8 3,833 -0,131" 0,046 0,785 0,694
Ccan32 10 4,869 -0,044" 0,065 0,644 0,617
Ccanl0 15 8,888 0,242 0,060" 0,595 0,784
Valores Multilocos 14 7,322 0,143" 0,061" 0,640 0,747

* Alelos por loco; ” Riqueza Alélica; © Indice de fixagio intrapopulacional; ¢ Coeficiente de diferenciagdo populacional; *
Estatisticamente significativo: p < 0,05.

A densidade populacional, ou seja, a relacdo do nimero de individuos pela area ¢é
uma informag¢do importante para os programas de conservacdo. Utilizando um total de 500
individuos como um tamanho populacional efetivo (Ne) de referéncia, como suficiente
para manutencdo da populacdo a longo prazo, ¢ possivel inferir que as espécies muito
comuns (alta densidade de individuos por area) ndo necessitam grandes areas para sua
manutengdo. Ao contrario, as espécies muito raras (baixa densidade de individuos por area)
requerem milhares de hectares como area utilizada na manutengao de sua populacdo. Uma
espécie no limite da raridade, que a literatura aponta como sendo de uma arvore adulta por
hectare, exige cerca de 500 hectares para representar uma populagdo minima viavel, o que
poderia ser uma referéncia para a discussdo das agdes conservacionistas (Kageyama &
Gandara, 1995). Para o contexto das espécies de Cabralea, nos fragmentos florestais de

Mata Atlantica, temos uma média de quase 130 individuos por hectare (Tabela 2).
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Supondo que a proporc¢do sexual seja de 1:1 (macho: f€émea), a densidade dos
individuos machos por fragmento ¢ a metade do valor da densidade apresentado na Tabela
2. A taxa sexual entre machos e fémeas da progénie influencia diretamente nos valores do
tamanho efetivo populacional. Conforme Vencovsky et al. (2012), os desvios da proporcao
sexual de 1:1 entre macho e fémea nas progénies tornam o valor de Ne menor e diminui a
eficiéncia do controle gamético no aumento do tamanho efetivo populacional. Estes
autores ainda discutem que em populagdes finitas onde todos os individuos sdo
considerados pais, em potencial, a redu¢do do Ne devido aos desvios da proporcao sexual
pode ser compensada através do controle gamético feminino.

A densidade para os fragmentos envolvidos nas andlises de fluxo de polens ¢é:
fragmento 01, 13 machos/ha; fragmento 04, 43 machos/ha e fragmento 07, 105,5
machos/ha. O valor da densidade de machos por hectare ¢ importante para a estimativa da
estruturagdo global da nuvem de polens que fecundam as matrizes (®gr).

O valor global que mede a estruturagdo da nuvem de polens que fecundam as
matrizes (®pr) ndo apresentou diferencas para as estimativas usando o modelo de dispersao
normal e exponencial. Seu valor foi significativo para um intervalo de confianga de 95%.
Opr = 0,143 [0,047- 0,289] para o fragmento 01, ®@pr = 0,147 [0,038 - 0,281] para o
fragmento 04 ¢ ®@pr = 0,180 [0,114 — 0,236] para o fragmento 07. Estes valores mostram
uma elevada estruturacdo do pool de polens que fecundam as matrizes, o que indica que o
fluxo de polens dentro dos fragmentos esta estruturado. O valor médio estimado do @t foi
igual a 0,156. Aplicando-se a correcdo sugerida por Austerlitz & Smouse (2001) os valores
de @’pr para os trés fragmentos sdo 0,154; 0,143 e 0,155, respectivamente. Ja o valor
médio de @’pr foi igual a 0,150 (Tabela 8), mostrando que devido ao baixo indice de
fixacdo intrapopulacional da geragdo parental a diferenga entre os valores de @pre @’pr €
pequena.

Os baixos niveis de fluxo génico via dispersdo de polens existente dentro dos
fragmentos permite discutir a limitada dispersdo dos agentes que realizam a dispersao de
polens. Pizo & Oliveira (1998) relatam que a dispersdo de polens ¢ realizada
exclusivamente por mariposas, principalmente as da ordem Lepidoptera. Portanto a
concentragdo da dispersdo de polens dentro dos fragmentos ¢ devido a limitada dispersdo
destes insetos entre os fragmentos, isto €, estes insetos possuem comportamento de voos
curtos, polinizando arvores proximas, nao se dispersando a outros fragmentos. Isso pode

ser confirmado ao perceber o aumento do valor de ®@pr nas populagdes maiores. Das trés
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populacdes estimadas, a populagdo 07 apresentou o maior valor de ®@gr, mostrando que os
agentes de dispersao de polens possuem limitagdes de voo dentro da mesma populagao.
Estes valores de @’pr, encontrados para C. canjerana, foram maiores do que os
encontrados por Bittencourt & Sebbenn (2008) para Araucaria angustifolia (®’gr = 0,084),
uma espécie arborea dominante nas florestas ombrofila mista do sul do Brasil. Cloutier et
al. (2007) também encontraram valores menores para duas espécies (Carapa guianensis,
@’pr = 0,053 e Sextonia rubra, ®’gr = 0,064) da Amazodnia, sendo a primeira pertencente a
familia das Meliaceae. Os valores do @’pr também foram maiores do que Larsen & Kjaer
(2009) para uma espécie nativa da Dinamarca (Malus sylvestris, @’gr = 0,064). Porém,
valores semelhantes aos encontrados para Cabralea canjerana foram observados por Dick
et al. (2003) em Dinizia excelsa, uma espécie nativa da Amazonia em que sua madeira
possui elevado valor econdmico, utilizada na construcdo civil (®’pr = 0,104) e para
Eurycorymbus cavaleriei (®’yr = 0,128), a tnica espécie do género Eurycorymbus
altamente afetada pela fragmentagdo ambiental do sudeste asiatico (Wang et al., 2010).
Utilizando-se o modelo de distribui¢do exponencial, a distancia média para
dispersdo dos polens (), considerando-se uma densidade de arvores fixa e a densidade de
machos reprodutivos, fixada em 50%, foi para o Fragmento 01, de 206 metros, variando de
140 a 1040 metros. No fragmento 04, 6 = 111 metros com amplitude de 42 a 351 metros e
no fragmento 07 a distancia de dispersao dos polens foi de aproximadamente 6 = 65 metros
(10 — 78 metros). Estes resultados indicaram que polens produzidos em um fragmento tém
a capacidade de fecundar fémeas de outros fragmentos adjacentes, uma vez que existem
fragmentos em que sua proximidade geografica ¢ menor do que o limite maximo de
dispersdo dos polens. No entanto, a grande concentracao de dispersdo de polens esta dentro
dos fragmentos, uma vez que a média de dispersdo de polens entre os trés fragmentos ¢ de

0 = 127,33 metros (Tabela 8).

Tabela 8. Analises da estruturagdo da nuvem de polens que participaram dos cruzamentos (®rr) € da média
da distancia de dispersdo de polens entre as diferentes matrizes (9).

Fragmentos Opr @’pr a’ 8 (amplitude)
Fragmento Dito Ferreira (01) 0,143 7 0,154 0,104 206 (140 - 1040)
Fragmento Lauriano (04) 0,147 0,143 0,060 111 (42 -351)
Fragmento Johnny (07) 0,180 " 0,155 0,034 65 (10 -78)
Média 0,156 0,150 - 127,33 (42 - 1040)

* Pardmetro que controla a extensio da dispersdo dos polens; ° Distincia média de disperso dos polens e sua amplitude,
medida em metros. * Estatisticamente significativo a 5%.
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Comparando os valores de 6 estimados para C. canjerana, Wang et al. (2010)
encontraram valores bem menores da distancia de dispersdo de polens em populacdes de E.
cavaleriel no sudeste asiatico, afirmando haver uma baixa distancia de dispersdo de polens
intrapopulacional. Cloutier et al. (2007) também encontraram valores proximos aos de C.
canjerana, com uma variagdo na distancia de dispersdo de pdlen para Carapa guianensis
de 69 a 355 metros e para Sextonia rubra uma amplitude de 86 — 303 metros, em
populagdes da floresta Amazonica. E verdade que, aumentando o nimero de matrizes
amostradas uma amplitude maior pode ser detectada e os resultados sdo mais confiantes
(Cloutier et al., 2007; Dick et al., 2003; Larsen & Kjaer, 2009).

Existe uma relagdo positiva entre a distdncia média das matrizes de cada
fragmento amostrado com o valor de @pr, ou seja, hd uma relacdo da distancia, em metros,
entre as matrizes amostradas com o grau de estruturagdo das nuvens de polens que as

fecundaram (Figura 11).
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Figura 11. Distancia média, em metros, entre as matrizes fecundadas, nos trés fragmentos de C. canjerana e
o grau de estruturacdo do pool de polens (Dgr). A correlagdo, pelo método de Pearson, entre as
duas variaveis foi r = 0,312, p-valor = 0,092.

O tamanho efetivo da populacdo de doadores de polens (N¢p) para cada um dos
trés fragmentos pode ser estimado com base na equacgdo 14. Para o fragmento 01, dos 26
individuos adultos/machos, o tamanho efetivo da populacdo de doadores de polens foi de
aproximadamente, trés individuos. Para o fragmento 04 o valor de N, foi de 3,496 e no
fragmento 07 também existem aproximadamente, trés individuos, dos 35 adultos/machos,

como tamanho populacional efetivo dos doadores de polens (Tabela 9).
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Considerando-se que o coeficiente de endogamia da geragdo parental (Fp) para
os trés fragmentos em questdo foi: f rragor = -0,076, f rracos = 0,025 € f prago7 = 0,159,
pode-se determinar o coeficiente de coancestria dentro da progénie (®,y). Para o fragmento
01, O = 0,151, para o fragmento 04, O, = 0,164 e para o fragmento 07, @, = 0,189. Com
estes valores € possivel calcular o tamanho populacional efetivo de variancia [N)] para os
trés fragmentos. Este tamanho foi, para os fragmentos amostrados de Ne) rrago1 = 3,311,
Nev) FrRAG04 = 3,048 e New) rrago7 = 2,645. O tamanho efetivo (Ne) ¢ um dos mais
importantes e dificeis parametros populacionais acessados em estudos de genética de
populagdes e quantitativa voltada para o melhoramento ou conservagcdo de espécies
ameacadas (Sugg & Chesser, 1994). O tamanho efetivo de varidncia mede o efeito que a
deriva genética causa na amplitude das frequéncias alélicas em populagdes subdivididas
(Harlt & Clark, 2010). O tamanho da 4rea de vizinhanga (A,.) quantifica o tamanho da area
necessaria para que uma populacdo sob as condicdes do modelo de isolamento por
distancia sofra a mesma quantidade de deriva genética que a populacdo em estudo estd
sofrendo. Este valor foi, para o fragmento 01 é de 2490 m’; para o fragmento 04 0 A, =
920 m® e para o fragmento 07 o tamanho da area de vizinhanga ¢ de 344 m” (Tabela 9) e
possui uma importancia singular quando se objetiva coletar amostras populacionais

representativas.

Tabela 9. Parametros estimados com base na genotipagem das progénies, dos trés fragmentos utilizados nas
inferéncias de fluxo génico via dispersdo de polens para C. canjerana.

Fragmento N N, N Fp’ Oy New)'
Fragmento 01 31 3,246 2490 -0,076 0,151 3,311
Fragmento 04 33 3,496 920 0,025 0,164 3,048
Fragmento 07 39 3,225 344 0,159 0,189 2,645
Média 34.3 3,322 1251 - 0.168 3,001

* Numero de individuos amostrados; ® Tamanho efetivo da populacgio de doadores de polens; € Tamanho da area efetiva
de vizinhanga (m?); ¢ Indice de fixag#o intrapopulacional da geragfo parental; ¢ Coeficiente de coancestria intrafamiliar; *
Tamanho populacional efetivo de variancia.

A estruturagdo média do pool de polens que fecundam diferentes progénies
permite considerar que hd um baixo fluxo génico interpopulacional para as populagdes
amostradas de C. canjerana nesta regido da Mata Atlantica. Isto ¢, ocorre mais fluxo de

polens dentro dos fragmentos do que entre eles, pois houve uma elevada estruturacdo da
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nuvem de polens que fecundam as diferentes matrizes @’rr = 0,150. O nimero médio da
populagdo de doadores de polen para C. canjerana foi de aproximadamente trés
individuos. Para E. cavaleriei o valor médio de N, foi de 4,75 (Wang et al., 2010),
enquanto que para populagoes de Malus sylvestris localizadas no sul da Dinamarca o
numero médio da populacdo de doadores de pdlen foi de 10,2 (Larsen & Kjaer, 2009).
Bittencourt & Sebbenn (2008) encontraram um N, de 5,1 para A. angustifolia.

O sucesso esperado de atribui¢dao da paternidade com um nivel de confianca de
95% foi baixo (19% para o Frag.01, 18% para o Frag.04 e 19% para o Frag.07), mas com
um nivel de confian¢a mais relaxado de 80%, a paternidade foi determinada da seguinte
maneira: dentre os 33 filhos amostrados no fragmento 01, a paternidade foi atribuida a
nove pais candidatos (26%) dentro do mesmo fragmento e a 24 (74%) pais candidatos
provenientes de fragmentos adjacentes (Tabela 10). No fragmento 04, para os 49 filhos
amostrados, foi atribuida a paternidade a 15 (30%) doadores de polens alocados dentro do
mesmo fragmento e a 34 (70%) pais situados em outros fragmentos. J4 no fragmento 07,
foram encontrados 13 (33%) doadores de polens presente dentro deste fragmento, enquanto
que 26 (67%) pais candidatos estdo presentes fora do fragmento 05, do qual foram

amostrados 34 filhos (Tabela 10).

Tabela 10. Perfil do fluxo de polens observado através de uma analise de paternidade, para trés fragmentos
de Cabralea canjerana.

N° de pais
) N° de filhos por mae
Fragmento candidatos/N° ) Fluxo de polens (proporgao)
(média)/ Total de filhos

de maes
Dentro do Fora do
fragmento fragmento
Dito Ferreira (01) 22/5 3-12(6,6) /33 9 (206) 24 (74)
Lauriano (04) 28/5 6-12 (9,8) /49 15 (30) 34 (70)
Johnny (07) 34/5 4-12 (7,8) /39 13 (33) 26 (67)
Média 28/5 -/ 403 12.3 (29.6) 28(70.4)

A paternidade ndo foi atribuida em aproximadamente 70% dos casos,
mostrando que o pool de pélen provavelmente teve origem em individuos ndo amostrados.
Os resultados da analise de paternidade para C. canjerana sugerem que ocorre mais fluxo
de polens entre os fragmentos do que dentro deles. Porém, a andlise de paternidade na

abordagem deste estudo ndo ¢ tdo informativa, uma vez que ndo foi realizada a coleta e
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muito menos a genotipagem de todos os individuos machos existente nos fragmentos. A
falta de genotipagem de individuos machos amostrados no mesmo fragmento que as
matrizes faz com que a paternidade seja atribuida a individuos machos de outros
fragmentos, equivocadamente. Portanto, a informagdo desta andlise de que existe mais
fluxo génico acontecendo entre os fragmentos ndo esta correta quando comparada com os
valores de @pr, que indicam claramente a concentracdo de fluxo de polens dentro dos
fragmentos.

Wang et al. (2010) também realizaram uma andlise de paternidade e
encontraram uma propor¢do maior de fluxo de polens entre duas populagdes de
Eurycorymbus cavaleriei do que dentro delas. O mesmo cendrio foi relatado por
Bittencourt & Sebben (2008) para 10 arvores matrizes de Araucaria angustifolia. Sebbenn
et al. (2011) perceberam baixos niveis de fluxo génico via pélen e semente em populacdes
pequenas e isoladas de Copaifera langsdorffii na Mata Atlantica.

Contudo, ¢ possivel concluir que o fluxo génico estimado via dispersdo de
polens acontece numa propor¢do maior dentro dos fragmentos se comparado com a
dispersdo que acontece entre eles. Isto pode ser explicado pela fauna associada a dispersao,
principalmente por que sdo mariposas da ordem Lepidoptera que realizam a dispersdao de
polens (Pizo & Oliveira, 1998). A limitada capacidade de v6o destes insetos permite
entender a concentragdo do fluxo génico via dispersdo de polens dentro dos fragmentos,
uma vez que a variagdo de altitude e do relevo da regido ¢ extrema. Sabendo que o fluxo
génico via polen acontece dentro dos fragmentos numa propor¢do elevada, fica implicito
que a dispersdo via semente acontece entre os fragmentos, o que pode corroborar para a
explicacdo da diferenciagdo genética entre as populagdes. Pizo & Oliveira (1998) mostram
que sdo algumas espécies de aves, de morcegos, pequenos mamiferos e algumas espécies
de formigas que realizam a dispersdo de sementes. Esta dispersdo, devido a capacidade de
voos longos de aves e morcegos, pode explicar o fluxo génico que acontece entre os
fragmentos. Pode-se imaginar que a fragmenta¢do do habitat tenha limitado a dispersdo
destes pequenos mamiferos, aumentando a quantidade de fluxo génico via dispersdo de
sementes que ocorre dentro de cada fragmento. E neste sentido que Ghanzoul (2005)
relatou que a fragmentagdo dos ecossistemas pode afetar o comportamento dos animais
dispersores de polens e sementes, interferindo diretamente na estrutura genética das

populagdes.
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Ha uma discussdo teorica sobre qual dos componentes do fluxo génico ¢ mais
importante. Para Ennos (1994), o fluxo de polen é o principal componente do fluxo de
genes entre populagdes de plantas. Porém, Hamilton & Miller (2002) defendem que o
fluxo de genes via semente ¢ mais importante na determinacdo do tamanho populacional
efetivo e dos niveis de subdivisdo populacional, uma vez que, em espécies dipldides, as
sementes carregam dois alelos nucleares, enquanto que os graos de podlen somente um alelo
nuclear. Para as populagdes de C. canjerana o fluxo génico via dispersdo de semente ndo
foi exclusivamente medido, portanto ndo existe comprovacdo de qual dos dois

componentes ¢ 0 mais importante, nem como realmente se da a relagdo entre eles.

43  ESTRUTURA GENETICA ESPACIAL

O conhecimento e o entendimento do padrao de distribuicdo dos genotipos no
espago geografico sdo extremamente importantes para a conservagao dos recursos naturais,
pois auxilia a definig@o de estratégias de conservacdo in Situ para espécies ameagadas.

A correlagdo entre os valores de Rgy para cada par de fragmentos e as
respectivas distdncias geograficas entre estes fragmentos (Tabela 11) foi considerada
elevada (r = 0,836) e bastante significativa (p-valor = 2,92.10™), através do teste de
Mantel. O resultado indica que o padrdo de variabilidade genética existente entre as
populagdes esta estruturado na paisagem geografica (Figura 12). Moreira et al. (2010)
encontraram uma baixa relagdo, porém significativa (r = 0,31, p < 0,001) entre matrizes
dos valores de Rgsr ¢ distancia geografica para C. cereifera em fragmentos florestais no
Estado do Parana. Usando a distdncia genética de Nei 1972, Zucchi et al. (2003)
encontraram uma forte correlagdo matricial (r = 0,872, p < 0,001) da distancia genética
com a distancia geografica entre populacdes Eugenia dysenterica, uma espécie arborea do
Cerrado brasileiro. Para esta mesma espécie, através dos locos RAPD também houve uma
correlacdo positiva e significativa entre as matrizes de distancia genética e distancia
geografica (Zucchi et al., 2005). Entretanto, para populagdes de Schizolobium parahyba,
uma espécie da familia das Fabéaceas de crescimento extremamente rapido, chegando a 30
metros de altura, numa regido de Mata Atlantica, Freire et al. (2007) ndo identificaram um

padrdo na estruturacdo espacial (r = 0,036) usando marcadores RAPD. Franceschinelli et
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al. (2007), analisando populagdes de Myrciaria floribunda, uma espécie arborea comum na
Mata Atlantica, em trés areas distintas, encontraram relacdes ndo significativas entre a
diversidade genética de seis populacdes, medida através de locos izoenzimaticos, € a
distdncia e o grau de isolamento destas populagdes. A relagdo entre estas duas matrizes
depende de caracteristicas biologicas e evolutivas em que populagdes das espécies em
discussdo sofreram ao longo da sua historia de vida. As espécies usadas nesta discussdo

sdo arvores de porte arboreo, assim como a C. canjerana.

Ry parapar

0 05 1 15 2 25 3 35 4
Distancia geografica - Km
Figura 12. Relagio entre os valores de Rgr par a par e a distincia geografica (km) para todos os fragmentos
de C. canjerana. Teste de Mantel para correlagao, r = 0,836, p-valor < 0,0001.

Tabela 11. Valores de Rgr par a par (diagonal superior) e distancia geografica (km) baseada na distancia
euclidiana (diagonal inferior) para os oito fragmentos de C. canjerana.

Frag.01 Frag.02 Frag.03 Frag.04 Frag.05 Frag.06 Frag.07 Frag.08

Frag.01 - 0,011 0,0093 -0,0091 0,0951 0,0798 0,1626 0,3357
Frag.02 0,940 - -0,0014 -0,0075 0,0843 0,0798 0,1856 0,3519
Frag.03 0,420 0,660 - -0,0034 0,0698 0,0684 0,1404 0,3084
Frag.04 0,740 0,620 0,360 - 0,0986 0,0975 0,1991 0,3628
Frag.05 1,780 1,390 1,410 1,070 - 0,0168 0,0984 0,2520
Frag.06 2,030 1,650 1,660 1,310 0,310 - 0,0832 0,2323
Frag.07 3,530 3,110 3,130 2,780 1,740 1,490 - 0,0868
Frag.08 3,260 3,350 2,970 2,750 2,140 2,010 1,760 -

Todos os valores de Rgr par a par foram significativos para IC de 95%.
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A caracterizacdo da SGS (Spatial Genetic Structure) dentro dos sete
fragmentos (com excecdo do fragmento 08 que ndo possui informagdo de posicionamento
geografico) de Cabralea canjerana foi realizada através da estatistica §p que quantifica a
forca da estrutura genética espacial (Venkemans & Hardy, 2004). Através dos valores de b
e da estatistica Sp percebe-se que ndo ha uma estruturagdo genética espacial dentro dos
fragmentos analisados, dado o valor médio de Sp = -3,67.10™ (Tabela 12). Isto é, ndo
existe uma relacdo entre a distancia fisica das arvores adultas amostradas dentro dos

fragmentos e o grau de parentesco entre elas.

Tabela 12. Parametros genético-espaciais usados para quantificar a estrutura genética espacial
intrapopulacional em sete populagdes de C. canjerana.

Fragmento N D b F, Sp

Dito Ferreira (01) 27 26 2,02.10° -0,074 -1,88.10°
Afonso Luiz (02) 33 76 -0,00015 0,077 1,62.10°
Sr. Wilson (03) 31 86 1,85.10° 0,249 -2,46.107
Lauriano (04) 33 86 -2,13.10° 0,025 2,18.107
Bicho do Mato (05) 17 187 4,80.10" -0,076 -4,46.10"
Corredor (06) 11 67 -9,76.10° -0,033 9,44.10°
Johnny (07) 39 221 -8,54.10” 0,144 9,97.10°
Média 27,28 107 - - -3,67.107

N — numero de individuos amostrados; D — densidade (n° de individuos por hectare); b — coeficiente de regressao para o
logaritmo de parentesco; F; — correlacdo Fj intraclasse; Sp — forga que mede a grau de estrutura genética espacial
existente.

Portanto, analisando a for¢a da estruturagdo genética espacial para os
individuos dentro dos sete fragmentos, percebe-se que ndo hd, absolutamente, nenhum
padrao de estrutura genética espacial intrapopulacional (fine scale spatial genetic
structure). Analisando populagdes naturais de Caryocar braslienss (Sp = 0,0116),
Dipteryx alata (Sp = 0,0172) e Tibouchina papyrus (Sp = 0,0085), Collevatti et al. (2010)
encontraram uma fraca estrutura genética espacial, com baixos valores de Sp. Analisando
trés populagoes de Dimorphandra mollis em Minas Gerais, Gongalvez et al. (2010)
também encontraram fraca estruturagdo genética espacial em duas populacdes, mas na
terceira populacdo, confirmaram que os individuos mais aparentados eram os mais

proximos geograficamente. Born et al. (2008) trabalhando com cinco populagdes de uma
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espécie arborea (Aucoumea klaineana) da Africa central, perceberam uma estruturagio
genética espacial intrapopulacional muito parecida entre as cinco populagdes. Conseguiram
identificar dois pools génicos distintos e uma fraca SGS.

A distancia média entre os individuos de C. canjerana, assumindo todos os
fragmentos analisados, variou de 26,1 metros para os individuos do fragmento 04 a 61,9 m
para os individuos do fragmento 07. Com uma média geral dos sete fragmentos ¢ possivel
afirmar que a distancia média entre dois individuos de C. canjerana em fragmentos da
APA Ferndo Dias ¢ de 45,9 m. Estas informagdes sdo importantes quando se deseja coletar
amostras que maximizam a variabilidade genética dentro e entre populagdes. Collevatti et
al. (2010) em um estudo de SGS para espécie nativas do Cerrado brasileiro, encontraram a
média de distancia entre individuos adultos de Caryocar brasliensis como sendo de 168.,4
m ¢ em Dipteryx alata, de 147,5 m.

A confirmagdo de que ndo existe estrutura espacial entre os individuos que
compdem cada fragmento pode ser confirmada pela andlise dos parentescogramas, os quais
representam a relagdo entre a distdncia geografica média e o grau de parentesco Fj
(Loiselle et al., 1995) entre os individuos (Figura 13). A falta de estruturagdo espacial
intrapopulacional permite discutir a eficiéncia dos métodos de dispersdo usados por esta
espécie. Como ja foi relatado por Pizo & Oliveira, (1998) que os principais agentes
dispersores de polens sdo mariposas, ¢ interessante pensar que estes agentes tém um
comportamento de percorrer baixas distancias até polinizar outra arvore de C. canjerana.
Provavelmente, os pequenos mamiferos relacionados com a dispersdo de sementes,
possuem dispersao limitada pela fragmentagdo ambiental e pelas caracteristicas do relevo
local. Assim, ¢ possivel supor que mesmo com elevada estruturagdo genética do pool de
polens, a dispersdao de semente acontece de maneira mais abrangente dentro do proprio
fragmento, podendo acontecer também entre fragmentos. Geralmente, em espécies onde o
sistema de dispersdo de polens e semente acontece pelo vento, a estrutura genética espacial
¢ fraca, como ¢ o caso de T. papyrus no Cerrado brasileiro (Collevatti et al., 2010). A
Figura 13 mostra os parentescogramas para os sete fragmentos de C. canjerana analisados.

O alcance de dispersdo dos polens variando de 70 a 208 metros dentro das
populacdes analisadas pode ser outro fator que explique a falta de estruturagdo genética
espacial intrapopulacional dos individuos adultos, uma vez que os polens produzidos num
fragmento fecundam matrizes existentes no mesmo fragmento. Ou seja, devido as

caracteristicas do relevo local e a fragmentagdo ambiental, o fluxo génico via dispersdo de
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polens e semente estd concentrada dentro dos fragmentos e ndo possui um padrio de
ocorréncia, corroborando com a falta de estrutura genética espacial dos individuos adultos
de C. canjerana, nestes fragmentos florestais de Mata Atlantica.

E interessante discutir que a fragmentagdio pode reduzir o tamanho
populacional e aumentar o grau de isolamento entre as popula¢des favorecendo uma forte
estruturagdo genética espacial e alterando pouco a taxa de fluxo génico. Wang et al. (2011)
fizeram um 6timo estudo ao comparar a SGS intrapopulacional e os niveis de fluxo génico
antes e depois da fragmentagdo de uma regido florestal da China, para populagdes de
Castanopsis sclerophylla, uma espécie arborea, da familia das Fagaceae em que todo o
género ¢ nativo do sudeste asiatico. Encontraram um aumento elevado da estrutura
genética espacial causada pela fragmentagdo (antes da fragmentagdo: S, = -0,0033; depois
da fragmentagdo: S, = 0,011) e pouca altera¢do nos niveis de dispersdo de pdlen mediado
pelo vento.

Frag.02
025 Frag.01 €

Frag.05

0 \/’\/\ B = J/ \_/

Frag.06 02 Frag.07

Figura 13. Relacdo entre o parentesco (Fj) e a distancia geografica em metros para os individuos dos sete
fragmentos florestais analisados.

Uma nova abordagem da estrutura genética na paisagem geografica pode ser
conduzida usando métodos e teorias novas. Manel et al. (2003) deixam muito claro a
importancia da genética de paisagem na compreensdo detalhada de como a geografia e o
meio ambiente influenciam a estrutura genética espacial das populagdes de uma espécie e o

quanto esta abordagem apresenta implicagdes ecologicas, evolutivas e conservacionistas
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importantes. Com a intencdo de perceber o padrio genético das populacdes de C.
canjerana na paisagem da APA Ferndo Dias, a Figura 14 mostra a probabilidade das
populagdes pertencerem aos dois grupos, como sugerido pela analise do Structure. Cada
ponto no grafico significa um conjunto de individuos, ou seja, um fragmento amostrado.
Percebe-se que, no Grupo A as probabilidades maiores (cerca de 90%), representado pela
cor branca estdo localizadas justamente onde se encontram as populagdes que pertencem a
este grupo (fragmentos 01, 02, 03 e 04). Ainda na representagdo do Grupo A, percebe-se
que as outras populagdes aparecem plotadas no grafico na regido de cor vermelha, que
indica baixa probabilidade daquelas populagdes fazerem parte de Grupo A. Na
representacdo do Grupo B, o cendrio € inverso, os fragmentos (05, 06 e 07) que realmente
fazem parte deste grupo estdo representados pela cor branca, enquanto os fragmentos mais
ao norte possuem baixa probabilidade de pertencerem a este grupo, justamente porque
fazem parte do Grupo A. A representacdo destes dois grupos ¢ fiel a real localizagdo deles

no espaco geografico (Figura 4).
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Figura 14. Grafico gerado pelo Geneland (Guillot et al., 2005b), com a probabilidade de cada membro das sete
populagdes amostradas pertencerem aos subgrupos pré definidos pela analise do Structure.



5 CONCLUSOES

Os individuos que formam as populagdes remanescentes dos oito fragmentos
florestais de Cabralea canjerana da APA Ferndo Dias, detém de uma elevada

variabilidade genética.

Existe uma tendéncia, para as maiores populacoes de C. canjerana da APA Fernao
Dias, apresentarem elevados indices de diversidade genética. Os fragmentos
maiores sdo também os fragmentos situados em regides mais elevadas, portanto ha
mais diversidade genética nos continuos florestais localizados acima de 1800

metros de altitude.

De acordo com o cddigo florestal brasileiro, areas situadas acima de 1800 metros de
altitude sdo consideradas Areas de Preserva¢io Permanente (APPs), e com este
estudo fica claro a importancia destas areas na manutengdo da variabilidade
genética existente dentre e entre as populagdes. Portanto, na discussdo do novo
codigo florestal brasileiro, estas areas deixariam de ser APPs e estes dados mostram
que a manuteng¢do destas dreas ¢ de extrema importancia como medida eficiente de

preservacao ambiental.

Os valores multilocos de ® = 0,131 ¢ Rst = 0,198 mostraram uma estruturagao
genética moderada entre os oito fragmentos de C. canjerana. Os quais, através de
uma andlise Bayesiana dos dados, foram estruturados em dois grandes grupos:
Grupo A, formado pelos fragmentos 01, 02, 03 ¢ 04 e Grupo B, formados pelos
fragmentos 05, 06, 07 e 08. Dentro do Grupo B, a composi¢do genética do

fragmento 08 diverge das outras populagdes.
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As estimativas indiretas de fluxo génico indicam que ha mais fluxo génico dentro
destes grupos do que entre eles e os fragmentos do Grupo A estdo mais conectados

devido a menor variacdo do relevo existente na regido destes fragmentos.

Os fragmentos que formam o Grupo A sofrem maiores consequéncias genéticas
negativas devido a fragmentacdo ambiental e necessitam de maiores atengdes dos

programas de conservagao.

As andlises de dispersdo de pdlen mostram uma elevada estruturagdo da nuvem de
polens que fecundam as matrizes (®@pr = 0,150) indicando que o fluxo génico via
dispersdao de polens estd concentrado dentro dos fragmentos. Isso mostra a
limitagdo de vOos de mariposas da ordem Lepidoptera, durante a polinizagdo,
devido a fragmentagdo ambiental e as caracteristicas do relevo. O alcance médio
destes polens dentro do fragmento ¢ de 130 metros, enquanto que o tamanho

efetivo da populacdo de doadores de polens ¢ de aproximadamente trés individuos.

H4 uma elevada e significativa estruturagdo genética espacial entre as oito
populagoes (r = 0,836, p-valor < 0,001), o que pode indicar que os agentes de
dispersdo de sementes (aves e morcegos) conseguem dispersar genes entre os

fragmentos.

Nao existe estruturagdo dos genotipos no espago geografico quando sdo avaliados
fragmentos individuais. A estatistica que mede a for¢a da SGS intrapopulacional
teve seu valor de Sp = -3,67.10™. Este fato pode ser explicado pela concentragio de
fluxo génico via dispersdo de sementes e polens, dentro dos fragmentos. Nao existe
um padrdo de relacdo dos individuos mais aparentados estarem mais proximos

geograficamente.

O fluxo génico ainda ¢ uma importante for¢a evolutiva atuante nestas populagdes e
sua manutencio seguramente depende da preservacio da Area de Preservagdo
Ambiental (APA) Ferndo Dias. A eficiéncia das estratégias de conservagdo da
biodiversidade in Situ pode ser comprovada para as populagoes de C. canjerana

analisadas neste estudo.
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Anexo A. Trinta e dois pares de primers de locos microssatélites para Cabralea canjerana. Tabela com as
sequéncias forwad (F) e reverse (R) dos primers, o motif de repeticdo e o nimero de acesso no
Gene Bank. Em vermelho estdo os primers utilizados no presente trabalho.

. A . , s s . .~ Acesso a0
Primer Sequéncia de nucleotideos (5’ > 3’°) Motif de repeti¢io GeneBank
Ccan 01 F AGACAACCTCTGTCTTCCGA (AG)67 GQ254817
R TCCCCAAAAATCCAGTCAGC

Ccan 02 F CCAACAAATGCGTGCTCAAA (AG)33GAGAAA(AG)42 GQ254818
R ATGCACGGACAAACAAATGC

Ccan 03 F AGCCTAGCTTGGTCGTCTTA (AG)79 GQ254819
R GCCAATGGCTACTCTTTTGT

Ccan 04 F TCTACTGGTTATGGCTGTGC (CT)44TCTG(TC)39TCATG(TC)29 GQ254820
R TGGTTGTCGTGTAGTGCAAA

Ccan 05 F CATATACAGCACCCCACACC (AG)40 GQ254821
R TGGGAAACTTGTCTGCATCC

Ccan 06 F CGCTCCCCAAAGTACTCAAG (CT)42 GQ254822
R AGAGAGATTGTCGAGGTGGG

Ccan 07 F AGTTGAGTTCTCTGCCTTGA (CT)47 GQ254823
R AAGCATGAGTCCATGGGTTG

Ccan 08 F GGTGCAATCCATGTTCTCCA (CT)79 GQ254824
R CTGCACGTGTGTGTAAGAGT

Ccan 09 F TGTTGGCTCATCCATTTGCT (CT)60 GQ254825
R TGGAGGATCAGAGGGAGTTG

Ccan 10 F TCATGGGCGAATTCTACACG (TC)ISTGTG(TC)31 GQ254826
R GCAGTTGTCAGGAAGGTTGA

Ccan 11 F GCTCAGCAGCAACAAGAGTA (CT)34 GQ254827
R CAATGGTCGGACATCTTCCC

Ccan 12 F CCTCACACCTCTTGTTGCAT (GA)54 GQ254828
R TCTTAGCTCTTGTCCCCTCC

Ccan 13 F GTGCAACTCCTAGGCCATTT (AG)54 GQ254829
R CCTTGGCAACACCATCTTCT

Ccan 14 F TTTCCACTGCACCACTCCTA (CT)44 GQ254830
R  GAGCCTCGGGGGAGAGAG

Ccan 15 F CCTTGAGTCAAACATGCCCT (TC)45 GQ254831
R AGCCATACAAACCTCTCCCT

Ccan 16 F AGAGGGGTAAAAGAGGGAGC (GA)56 GQ254832
R  GAAGCTTCACCATCGGTAGG

Ccan 17 F GAGAAGAGAAGGCTGTGTGC (CT)47 GQ254833
R GAAACCTGATTCGTCGTCGT

Ccan 18 F GTGGTCCGAGGATCAAAACA (GA)26 GQ254834
R TGGGGACGAAATGGAACTTG

Ccan 19 F AGCCAAGCTGCTTTTGGTAT (AG)51 GQ254835
R AACACATGCATAGCCCACAA

Ccan 20 F TGAATTCCGAGCAGCTTTGT (CT)7C(CT)48 GQ254836
R ACGGAGGGAATGGTTGATTG

Ccan 21 F CGCAACAAGACAAAGCCAAA (GA)54 GQ254837
R TGGCAAGTTTTAGCAGTGGT

Ccan 22 F GCCAAGATCCAGCTAATGCT (GA)47 GQ254838
R GCTGTTTGCCTTCCCTAACT

Ccan 23 F TGCTATGTTTGTTGTCTGCTG (GA)43 GQ254839
R GTGTGCCACTTTCCAGATCA

Ccan 24 F AGTGCAGTAAGTGACTTGGC (GA)48 GQ254840
R CCTCTCTGAAACTGCGATGG

Ccan 25 F GTGACAGAGCGAGATTCCAT (GA)47 GQ254841
R CCCCTTCAGCTCCAAAATGT

Ccan 26 F TCGAACCTCCACCAATTCAC (CT)54 GQ254842
R TTACTTCGAGGGAGGAGTGG

Ccan 27 F CCTCAATGGCTCCTTCCTTG (AG)54 GQ254843



Ccan 28
Ccan_29
Ccan_30
Ccan 31

Ccan 32

AT TMRETRITRE TR

AGCATCACATCTCTCCCCTT
GAGAGATGCACACCTTGTCC
TCGCATATTGCTCTCACACC
CTTGCGATGGCAATCAAACC
AGAAGGGCATACCAGGTTCT
TCAACGTAAGGAGATAGAGAGA
TATTCGGCCTCAGACTTCAC
CTCCTCGTTTGCCACTCATT
AAACAGAGGGTTTTCGGTGC
ATATAGCGCTGCTGATACGC
TCCATTGCAACTCATGGTCC

(GA)63
(GA)26A(AG)32
(GA)34

(CT)20

(TC)37
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GQ254844
GQ254845
GQ254846
GQ254847

GQ254848
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