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RESUMO

Calophyllum brasiliense Camb. (Clusiaceae) € uma espécie arbérea que ocorre
nas florestas Amazodnica e Atlantica, e em determinados dominios do cerrado. Sua
distribuicdo geografica se estende desde o México, América Central, Paraguai, € no
Brasil da Amazénia ao Rio Grande do Sul sempre condicionada a presenga de solos
umidos e brejosos. A C. brasiliense possui importancia econémica pela madeira de boa
qualidade. A diversidade genética de quatro populagdes foi analisada utilizando
marcadores AFLP. Essa técnica permite a identificacdo de uma grande quantidade de
loci, assim como tem alta resolugdo e reproducibilidade. As populagdes estudadas
foram: 40 individuos do Distrito de Guapiles, (Costa Rica); 78 individuos do Parque
Nacional Restinga de Jurubatiba, (Macaé, Rio de Janeiro); 50 individuos provenientes
do distrito de Oriximina (Para — Floresta Amazoénica); e 39 individuos da Serra de Sao
José, municipio de Tiradentes (Minas Gerais). Para a analise por AFLP desses
individuos, as seguintes combinagdes de iniciadores foram utilizadas: EcoRI-CC/CT e
Msel-GCAC/Mse-GACC. Perfis eletroforéticos foram convertidos em uma planilha
binaria e a partir dai, as analises puderam ser feitas. Foi possivel obter 519 loci através
do seqlenciador automatico com polimorfismo variando de 54% a 91% entre as
populagdes. O valor de Fst calculado foi de 0,26, e os resultados da Analise Molecular
da Variancia (AMOVA) atribuiu 63% da variagao dentro das populagdes. O dendograma
construido com base nos marcadores AFLP revelou uma maior relagdo filogenética
entre as populagbes de Oriximina e Tiradentes, seguido de Macaé e, por ultimo,
Guapiles. As quatro populagdes exibiram niveis de variagdo condizentes com a sua
distribuicdo espacial, sistema reprodutivo e tipo de dispersdo. A estrutura genética
espacial foi analisada para somente duas populagdes com o auxilio do programa SGS
(Spatial Genetic Software). Com relacdo a esses dados obtidos, a populagdo de
Guapiles (Costa Rica) se comportou como uma populagao panmitica, em que todos os
individuos se reproduzem ao acaso. Ja com relagado aos individuos de Macaé observa-
se uma estruturagdo em individuos distantes até 75 metros, ou seja, individuos
geneticamente mais relacionados entre si do que o esperado numa populagao
panmitica. Esses resultados podem ser decorrentes de fatores microambientais locais
que podem influenciar no comportamento da espécie e, devido aos processos de
expansao das florestas tropicais que resultaram no padrdo de diferenciagdo genética
encontrado entre as populagcdes analisadas neste estudo.
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ABSTRACT

Calophyllum brasiliense Camb. (Clusiaceae) is a canopy tree species that occurs in the
Atlantic and the Amazonian forests, and in the Cerrado domains. It is widely distributed
being found in Mexico, Central America, Paraguay, an in Brazil, it is found from the
Amazon to Rio Grande do Sul state within Neotropical wetlands, occurring in riverine
forests, floodplains and coastal swamps. This species has a good timber for using in
constructions. The genetic diversity structure between four populations of C. brasiliense
was evaluated using AFLP markers. This technique allows the identification of a great
number of loci, as well as high reproducibility and resolution. The populations studied
were: 40 individuals were collected from District of Guapiles (Costa Rica); of 78
individuals from the Parque Nacional Restinga de Jurubatiba (Macaé, Rio de Janeiro);
of 50 individuals form Oriximina District (Para - Amazonian Forest); and 39 individuals
from Serra de Sao José, Tiradentes (Minas Gerais). The AFLP reactions were led with
four primers combinations (EcoRI — CC, EcoRI — CT/ Mse- GCAC, Mse- GACC) which
detected 519 polymorphic loci with the automatic sequencer. A binary matrix was
constructed based on the polymorphic bands. Diversity values ranged from 54% to 91%
between the populations. The heterozigosity and diversity levels among and within the
four populations were also analyzed. The Fst calculated was 0.26, and the Variance
Molecular Analysis (AMOVA) showed that 63% of the difference was found within the
populations. The distogram obtained with these combinations revealed a greater
phylogenetic relationship among Oriximina and Tiradentes, followed by Macaé (RJ) and,
the last one, Guapiles (Costa Rica). The four populations exhibited levels of variation in
correspondence with its special distribution, mating systems and dispersal mechanisms.
The spatial genetic structure was analyzed for two populations. This method allows the
estimation of the spatial genetic structure. There was no genetic structure among the
Guapiles samples. The genetic distance between Macaé samples that were at least 75
meters distant from each other was lower than the expected in a panmitic population.
Such correlates may give insights into the effect of local selective forces across different
communities on the genetic diversity of local populations.
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1 Introdugao
1.1 A espécie C. brasiliense Camb.

Calophyllum brasiliense Camb. (Clusiaceae) € conhecida popularmente na
regidao Sudeste do Brasil como Guanandi, palavra proveniente do tupi gwana’di que
significa “o que é grudento”. E provavel que o nome esteja relacionado ao latex
pegajoso de coloragdo amarelo-esverdeada eliminado pela casca e pelas folhas, e
porque os frutos possuem uma polpa branca e viscosa. Na Amazonia ela é conhecida
como jacareuba; na América Central recebe o nome de cedro maria ou santa maria.
Esta espécie arbdrea possui ampla distribuicdo, ocorrendo desde o México, América
Central até o Paraguai. No Brasil, 0 guanandi pode ser encontrado da Amazdnia ao Rio
Grande do Sul. E encontrada desde o nivel do mar até 1500m de altitude, em locais de
precipitacdo média anual entre 1100 e 4000 mm, e temperatura média anual entre 15°C
e 28 °C. No Brasil, € encontrada na Floresta Amazébnica, Floresta Atlantica e restinga, e
em Florestas de Galeria e Ciliares do interior do pais, principalmente em locais com
solo inundado (Reitz e col., 1978). E uma espécie pioneira caracteristica e exclusiva de
florestas pluviais e sempre dependente da umidade do solo (Reitz e col., 1978). A
condi¢ao hidrica do local € um dos fatores que influenciam na distribuicdo de seus

individuos (Kawaguici e Kageyama, 2001).



1.1.1 Descrigdo morfoldgica e fenologia

Estas arvores tém com altura variando de 2,5 a 30 m e DAP (didmetro a altura do
peito) maximo de 1,80 m. Possui tronco ereto e cilindrico e a copa € piramidal a ovoide.
A casca de coloragdo parda € dura, amarga e aromatica. As folhas sdo pecioladas,
simples, oblongas, elipticas, brilhantes em ambas as faces, sem cera, coriaceas,
glabras; as nervuras laterais sdo numerosas, paralelas, muito proximas entre si e

proeminentes em ambas as faces (figura 1).

Figura 1: Folha de C. brasiliense
(Lorenzi, 1992)



As inflorescéncias sdo racemosas ou compostas de ramos curtos, com 2-10
flores axilares e pedicelo de 5-10 mm. As flores tém pétalas reflexas de coloragéo
creme-amarelada, aromaticas com estames numerosos nas flores masculinas e poucos
nas hermafroditas. Os frutos sdao globosos, ovodides ou elipsdides, sendo classificado
com drupa (Marques & Joly, 2000) com 2,5 a 3 cm de didmetro. O epicarpo coriaceo

apresenta coloragao verde e cada fruto contém geralmente 1 semente (figura 2A e B).

Figura 2: (A) — Frutos; (B) - sementes de C.
brasiliense (Lorenzi, 1992).

Flores podem ser encontradas durante todo o ano, contudo a floragao esta mais
concentrada nos meses de junho e julho. Variagbes no padrdao de floragdo sao
encontradas ao longo de sua ampla distribuicdo geografica. Flores unissexuais ou
hermafroditas podem ser encontradas numa mesma arvore. A dispersdo é realizada
principalmente por morcegos do género Artibeus (Mello e col., 2005), enquanto que
roedores e passaros sdo considerados secundarios. A agua também pode contribuir
para dispersédo dos frutos de C. brasiliense (Marques e Fisher, dados nao publicados;

Marques & Joly 2000). A frutificagao ocorre de fevereiro a setembro.



1.1.2 Utilizagao

Nativa no Brasil, a madeira tem sido utilizada desde o século XVII para a
construgdo naval, devido a sua durabilidade e resisténcia a agua. Foi explorado
predatériamente pelos brasileiros até a sua quase extingdo. Pela sua importadncia na
construgédo naval, em 1810, o governo Imperial reservou para o estado o monopdlio de
exploracdo da sua madeira, sendo, portanto, historicamente a primeira Madeira de Lei
do Brasil (Lorenzi, 1992). Atualmente € uma das espécies florestais de maior interesse
devido & gama de produtos que podem ser produzidos a partir da sua madeira. E
estavel e duravel, podendo ser usada para construgdes internas e externas em geral,
pisos, moveis, embarcacdes dentre outras. A arvore € bastante ornamental podendo

ser empregada no paisagismo em geral (figura 3).

Figura 3. Exemplo de uma arvore adulta de
C. brasiliense.



Tem importancia medicinal, como o cha de suas cascas que pode ser obtido por
infusdo, que é um remédio popular utilizado para tratamento de reumatismo,
hemorroidas e ulceras cronicas (Correa e col., 1984). Também é empregado na cura de
enfermidades cutaneas, e usado como aromatizante natural (semelhante ao sandalo).
Estudos fitoquimicos realizados por pesquisadores do Instituto Nacional do Céancer
isolaram um calanolideo a partir de espécies de Calophyllum, e tem sido observado que
pode funcionar como uma das substancias quimicas mais ativas frente ao virus HIV-1
(Ito e col., 2003). Da Silva e col. (2001) realizaram também estudos com a C.
brasiliense e observaram a presenca de diversas substancias quimicas, tais como
xantonas, sitosterol e triterpenos no caule na resina. Algumas cumarinas isoladas dessa
espécie apresentaram atividade anticancerigena e antimicrobiana (Ilto e col., 2003;
Chilpa e col., 2004). Apesar da sua possivel utilizacdo farmacoldgica, a exploragdo do
C. brasiliense é atualmente voltada para a construcdo de mastros de navios,
embarcacoes, pisos, portas e méveis. A qualidade da madeira quando comparada com
espécies como o Eucalyptus spp e o Pinus spp apresenta valor comercial 100 vezes
maior (Lorenzi, 1992). O guanandi tem sido citado por especialistas como uma possivel
espécie promissora em substituicdo ao mogno, o qual atualmente, possui corte proibido
no Brasil (Revista da Madeira, 2005) e o pregco médio de venda é de R$ 2.000,00/m?.
Como se trata de uma espécie pioneira, também ¢é bastante requisitado para
reflorestamento de areas degradadas. Outro fator que contribui para essa caracteristica

€ a utilizagao do fruto pela fauna (Lorenzi, 1992).



1.1.3 Caracteristicas da C. brasiliense

A saturacdo hidrica do solo e a consequente diminuicdo na quantidade de
oxigénio disponivel para o sistema radicular selecionaram, ao longo do processo
evolutivo, plantas capazes de sobreviverem a inundagdo sazonal ou permanente. A
inundagcdo desencadeia uma série de processos fisico-quimicos e biolégicos que
influenciam na qualidade do solo como meio para o desenvolvimento das plantas
(Ponnamperuma, 1984). Sendo assim, a germinagao e o crescimento das plantas
podem ser comprometidos, dependendo da espécie em questdo e da duracdo da
inundagado (Kozlowiki, 1984). Os ambientes florestais neotropicais variam muito em
relacdo a duragdo, frequéncia e amplitude do alagamento. Em varzeas e igapos
amazonicos, a inundagdo € sazonal podendo chegar a cobrir a copa das arvores
durante aproximadamente seis meses. Ja nas florestas da planicie litoranea,
encontradas no Sudeste e Sul do Brasil, a inundagao pode ser permanente ou periddica
atingindo apenas alguns centimetros acima do nivel do solo (Scarano, 1998). O
alagamento das florestas ciliares esta relacionado ao regime de chuvas, que podem ser
sazonais ou ndo. Com isso, as espécies Neotropicais caracteristicas destes tipos de
ambientes devem apresentar adaptagées morfolégicas, anatdmicas ou metabdlicas que
permitem suportar o estresse decorrente da falta de oxigénio. Entre as arvores tipicas
desses ambientes, a C. brasiliense é uma das espécies mais abundantes.

Estratégias de frutificacao e dispersao dos frutos sdo importantes para o sucesso
no estabelecimento de uma espécie em areas inundadas, associada a capacidade
desses sobreviverem na agua. Marques & Joly (2000), em um estudo sobre a
germinacgao e crescimento de C. brasiliense, constataram que os frutos sdo dispersos

por morcegos e pela agua, no periodo mais chuvoso. Apesar da semente ndo germinar,



ela se mantém viavel, pelo menos, por trés meses submersa ou enterrada no solo
encharcado. Ao encontrar micrositios favoraveis, por exemplo, quando ocorre a
redugdo do nivel da agua, a semente germina. Scarano e col. (1997) também
observaram o mesmo resultado. Em seu trabalho, o pericarpo de algumas sementes foi
removido e, de outras ndo. Foi testada a capacidade germinativa dessas sementes e
observou-se que apés duas semanas 60% das sementes que ndo tinham o pericarpo e,
apenas 18%, cujas sementes estavam intactas, germinaram.

A manutencao das florestas ciliares e de outros ambientes neotropicais sujeitos a
saturagao hidrica do solo depende das estratégias que permitam a sobrevivéncia da
espécie. No caso de Talauma ovata St-Hill., que também é encontrada em florestas
higrofilas, a dispersédo das sementes ocorre no periodo seco e as sementes nao sé
deixam de germinar, como perdem a viabilidade se mantidas submersas (Lobo e Joly,
1998). Por outro lado, espécies do género Inga, como Inga laurina (Swartz) Willd.
(Okamoto, 1998), tipica de ambientes alagados, frutificam em plena estagdo chuvosa e
a submersé&o nao inibe o potencial nem a velocidade de germinagao.

Outro aspecto importante para a sobrevivéncia da espécie refere-se as
adaptacbes morfoanatdmicas da planta a baixa disponibilidade de oxigénio no
substrato. De acordo com Scarano e col. (1997), num estudo comparativo com outras
duas espécies da familia Clusiaceae, Tovomitopsis paniculata (Spreng.) e Symphonia
globulifera L., a espécie C. brasiliense nao apresenta estruturas morfolégicas comuns
de plantas adaptadas a locais inundados, tais como lenticelas hipertréficas e raizes
adventicias, que poderiam permitir um aumento na difusdo de oxigénio da parte aérea
para o sistema radicular. No entanto, C. brasiliense possui outras caracteristicas

adaptativas que permitem a colonizagdo em locais inundados, como sementes capazes



de boiar, capacidade de disperséao e tolerancia a anoxia. Envolve também uma série de
qualidades que otimizam o estabelecimento e sobrevivéncia nesse ambientes, como
dorméncia das sementes e dispersdo dos frutos pela agua e por morcegos,

principalmente.

1.2 Distribuicdo da C. brasiliense: florestas tropicais alagadas
De acordo com Oliveira-Filho e Ratter (1995), a C. brasiliense € encontrada nas

Américas do Sul e Central (figura 4).

L) < ?L', Celephyllum brasiilense Cambesa,

PEY

Figura 4 : Distribuicdo da espécie C. brasiliense pela América do Sul
e Central, com excecao das ilhas do Caribe. Pontos verdes indicam
locais, nos quais a ocorréncia foi confirmada. Fonte: Oliveira-Filho e
Ratter (1995).



A sua ocorréncia esta bem restrita a locais alagados, conhecidos como florestas
alagadas. Estas, por sua vez, sdo areas que oscilam entre fases terrestres e aquaticas.
Sao periodicamente inundadas por refluxo lateral de rios e/ou pela precipitagdo direta
ou agua subterrdanea. O ambiente fisico-quimico resultante faz com que a biota
responda com adaptagdes morfoldgicas, fisioldgicas, anatébmicas e/ou fenoldgicas (Junk
e col.,, 1989). Cobrindo aproximadamente 6% da superficie da Terra, as florestas
alagadas encontram-se dentre os ecossistemas mais ameagados (Maltby, 1991). Esses
locais sdo apropriados para estudos ecoldgicos devido a sua variabilidade espacial e
temporal (Joly, 1991) e ao gradiente terrestre-aquatico que eles representam
(Malanson, 1993) promovendo a manutencdo e dindamica das comunidades do seu
entorno. A respeito disso, a América do Sul é caracterizada principalmente por planicies
alagadas (Klinge e col., 1990), ocorrendo no Brasil como terrenos alagadi¢os (pantanal
e as varzeas) e florestas de galeria (Joly, 1991). Muitos desses ecossistemas
ribeirinhos apresentam intensa erosao e grande quantidade de depdésito proveniente de
locais mais altos, desempenhando um papel importante na regeneracao florestal e
diversidade de espécies dos ecossistemas associados (Salo & Kalliola, 1991). Na
maioria dos casos, a ocorréncia das matas de galeria esta confinada aos fundos dos
vales que definem seus limites, os quais ocorrem geralmente com o campo limpo e,
menos frequentemente, com outras comunidades da regido (Felfili e col., 1994).
Segundo Felfili e col. (2001a), as matas de galeria contribuem com 33% da riqueza
fanerogamica no Brasil Central, apesar de ocuparem cerca de 5% do territério. No
entanto, com o avancgo crescente da agricultura e dos centros urbanos, junto com a falta

de rigor no cumprimento da lei, a sua existéncia estd ameagada (Marimon, e col., 2002).
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Segundo Veneklaas e col. (2005), os ecossistemas ribeirinhos sdo as principais
fontes de material organico para os animais que vivem nos cérregos dos rios (Kangas,
1994), e funcionam como tampdes contra detritos provenientes de areas mais altas,
como sedimentos, nutrientes e produtos quimicos utilizados em agricultura (Lowrance e
col., 1984). Sao também fonte de alimento e habitat para a fauna, e servem como

corredor para a migragao de animais (Ratter e col., 1997; Medellin e Redford, 1992).

1.2.1 Histérico da formacgao das florestas tropicais

Existem registros paleoambientais das mudangas das florestas tropicais da
Ameérica do Sul decorrente da expansao e contragdo das formacdes florestais durante
as flutuagdes climaticas do periodo Quaternario. Dados geoldgicos obtidos com o
estudo dos solos, das formagdes vegetais e da palinologia, além da distribuigcdo atual
de plantas e animais, evidenciam a ocorréncia de eventos climaticos como, baixas
temperaturas e clima mais seco, em que houve a expansao de formacdes abertas de
vegetacdo e, ao mesmo tempo, a contragdo das florestas durante a ultima maxima
glaciagao (Van der Hammen, 1982). Muitos estudos indicam dois periodos secos e frios
de contracao de florestas: o primeiro e mais severo durante o Pleistoceno, coincidindo
com a glaciagdo Wirm-Wisconsin no hemisfério Norte, e o segundo durante o Holoceno
(11.000 anos AP, antes do presente) (Ab’Saber, 1979, 1980).

Em estudos paleopalinolégicos que englobaram a provincia do Cerrado no Brasil
central, realizado em Salitre, a oeste de Minas Gerais, Ledru (1991, 1993) concluiu a
partir das analises da distribuicdo do pdolen e do padrao encontrado nos dias atuais da

vegetacdo e do clima foi que, entre 33.000 e 25.000 mil anos AP, a regidao era mais
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umida do que o presente e era coberta por floresta tropical (Ledru, 1993). Durante a
glaciagdo do Pleistoceno, de 17.000 a 13.000 mil anos AP, um clima mais seco
predominou e a proporgdo de arvores na vegetagcdo declinou. Em outro estudo,
baseado na anadlise da distribuicdo das espécies, Prado & Gibbs (1993) propuseram
que a regidao de vegetagao seca (cerrado e caatinga) encontrada no presente ja foi
coberta principalmente por uma extensa vegetagdo arbdérea quando o clima era mais
umido durante a glaciagcao do Pleistoceno. Tais dados corroboram os estudos de Ledru
(1993), que sugeriu o predominio de uma vegetacdo arbdérea sazonal durante o
Pleistoceno, quando o clima pode ter sido mais umido do que o encontrado atualmente.
Neste mesmo ultimo estudo, o periodo seguido pela ultima glaciagdo maxima do
Pleistoceno foi caracterizado pela expansao das florestas de Araucaria, indicando a
predominancia de um clima mais frio e umido até 8.500 mil anos AP. Este periodo
sofreu uma rapida e brusca interrupcédo entre 11.000 e 10.000 anos AP,
correspondendo a um intervalo de clima seco acompanhado da retracdo das florestas.
Apds 8.500 mil anos AP, as florestas de Araucaria foram substituidas por uma floresta
mesofitica, indicando um episédio de clima umido com altas temperaturas perdurando
até 5.500 mil anos AP. O intervalo de clima seco durante o Holoceno médio (5.000 mil
anos AP) causou uma grande redugao das florestas. Apds isso, ocorreu a expansao
das florestas mais uma vez, mas nao o suficiente para recobrir toda a extensao
anteriormente ocupada. As areas isoladas de cerrado que sdo encontradas no entorno
da floresta Amazénica evidenciam a ocorréncia de expansao florestal através de
paisagens dominadas pelo cerrado e a manutengao da vegetagdo do mesmo em areas
onde as condigdes climaticas favoreciam o predominio das florestas (Bigarella e col.,

1975).
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A provincia do Cerrado segundo Oliveira-Filho & Ratter (1995) engloba as
regides do Brasil Central, incluindo a vegetacdo da Caatinga na regido Nordeste se
estendendo até a provincia do Chaco, na Argentina, Paraguai e Bolivia. No entanto, a
mesma tem sido considerada por muitos autores como um impedimento a migragao das
espécies entre as duas maiores regides florestais da América do Sul (florestas
Amazobnica e Atlantica), e com isso, torna-se claro as diferengcas na composigéo
floristica entre elas (Oliveira-Filho e Ratter, 1995). Por outro lado, essa distribuigdo
disjunta de um numero consideravel de espécies na Mata Atlantica e a floresta
Amazobnica sugere a possibilidade de ligacdo entre elas no passado (Rizzini, 1963;
Andrade-Lima, 1966). Andrade-Lima (1964) ainda sugere uma possivel rota migratoria
através da floresta mesofitica, a qual pode ter atravessado a atual provincia da
Caatinga do nordeste do Brasil em determinados periodos do Terciario (65 milhdes a 5
milhdes de anos AP).

Vérios autores sugeriram anteriormente que as florestas de galeria (ou florestas
alagadas) do Brasil central representam intrusdes floristicas das florestas Amazénica e
Atlantica dentro do dominio do cerrado. Cabrera e Willink (1973) mencionaram que as
galerias sdo atualmente uma rede de conexd&o entre as provincias Amazbnica e
Paranaense. Baseado em similaridades floristicas, Rizzini (1979) afirma que as
galerias, junto com outras formagdes interioranas, sao extensées de uma grande
floresta Atlantica.

Segundo Oliveira-Filho & Ratter (1995), a distribuicdo das espécies endémicas
as florestas de galeria observadas em seu estudo aponta evidéncias a respeito da

sobrevivéncia dessas florestas durante as glaciagdes. No entanto, é provavel que tenha
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havido uma reducédo na extensdo dessas florestas durante os periodos mais secos e
aridos.

As florestas de galeria apresentam interfaces com outros tipos vegetacionais,
incluindo as florestas tropicais e o cerrado. E, desta forma, elas sédo sujeitas a diferentes
influéncias floristicas resultando em grande heterogeneidade. As florestas de galeria,
indubitavelmente, contém grande diversidade floristica. Além disso, elas sao
importantes para a fauna do cerrado e agem como corredores migratérios. Com isso,
qualquer pratica conservacionista de biodiversidade no Brasil deve proteger
prioritariamente as florestas de galeria e ambientes ribeirinhos (Oliveira-Filho & Ratter,

1995).

1.3 Diversidade genética

De acordo com Hamrick (1983), o estudo da diversidade genética em populacées
naturais compreende a descricdo dos niveis de variagdo genética mantida dentro das
populagdes, bem como a forma em que a variagao genética é dividida dentro e entre as
populagdes. Para Gaiotto e col. (2003), a dindmica populacional de plantas pode afetar
significativamente fatores evolutivos como a selegdo e a deriva génica, e
consequentemente, proporcionar impactos importantes na estrutura genética
populacional. No entanto, a magnitude dos efeitos da deriva e da selegéo vai depender
da capacidade reprodutiva do organismo e do fluxo génico. A estrutura genética é
resultado da disperséo, sobrevivéncia e reproduc¢ao dos individuos numa populagédo ao
longo do tempo. Para tanto € necessario compreender, além do sistema de

acasalamento e a fertilizacdo, fatores ecoldgicos e a historia de vida, a medida que os
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mesmos influenciam a dindmica evolutiva e ecoldgica das populagbes (Loveless e col.,
1998).

A diversidade genética intrapopulacional pode ser caracterizada pelos indices:
porcentagem de /oci polimorficos, heterozigosidade esperada no equilibrio de Hardy-
Weinberg e heterozigosidade observada e indice de fixagdo (Cavallari-Neto, 2004).
Hamrick & Godt (1990) reportam heterozigosidade média esperada de 0,123 para
espécies vegetais com dispersdo de sementes por anemocoria e de 0,124 por espécies
polinizadas por animais.

Diferentes abordagens tém sido constantemente aplicadas na determinacgao da
estrutura genética populacional e diversidade em espécies vegetais (Gillies e col.,
1997). Inclui-se nessas anadlises isoenzimas (Hamrick, 1990; Doligez e Joly, 1997;),
aloenzimas (Loveless e col., 1998), RFLPs e métodos baseados na analise na reagao
em cadeia da polimerase (PCR), tais como microssatélites (Aldrich e col., 1998; White e
col., 1999; Lemes e col.,, 2003) e amplificacdo aleatéria de polimorfismos de DNA
(RAPD) (Schierenbeck e col., 1997; Gillies e col., 1997) e AFLP (Margis e col., 2002;
Cavers e col., 2003).

Margis e col. (2002) analisaram o nivel de variabilidade inter e intrapopulacional
entre trés populagbes naturais vizinhas de Eugenia uniflora (Myrtaceae) utilizando
marcadores AFLP e observaram que o grau de diferenciagdo populacional, baseado no
valor de Gst, era maior do que o esperado para populagdes separadas por apenas
alguns quilémetros (a maior distancia era de 28 Km). A esse resultado foi considerado,
o grau de impacto e degradagao submetido em cada populagéo.

Verifica-se que em populagdes constituidas por poucos individuos a ocorréncia

de fendbmenos genéticos como a deriva genética e a endogamia (autofecundacéao e
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cruzamento entre individuos aparentados) ocasionam a perda de heterozigosidade.
Portanto, para a efetiva conservagao genética ou exploragédo de uma espécie, deve-se
conhecer a forma em que a variagao genética ocorre entre e dentro das populagdes e
sua estruturagdo na natureza.

Estudos na estrutura intrapopulacional de espécies arbdreas tém demonstrado
que a distribuicdo de alelos e gendtipos ndo é aleatdria dentro das populagdes. Tal
estrutura pode ser determinada pela dispersdo de podlen e sementes, habitat de
distribuicdo e selegdo microambiental (Hamrick, 1983). Collevatti e col. (2001), em um
estudo baseado em microssatélites com a espécie Caryocar brasiliense, tipica da regiao
do Cerrado do Brasil, observaram que os alelos ndo eram distribuidos aleatoriamente
entre e dentro das populagdes. O baixo fluxo génico entre os individuos ocorria devido
a limitada dispersdo das sementes, a qual ocorria por gravidade. E, os morcegos
polinizadores desta espécie ndo percorriam longas distancias, e por isso, os individuos
formavam agregados. Os fatores que afetam a reproducdo e o fluxo génico séo
particularmente determinantes da estrutura genética de populagbes (Loveless &
Hamrick, 1984). Polinizadores como morcegos e beija-flores, por exemplo, devido a sua
capacidade de vbo, promovem um aumento da variabilidade dentro de populacoes,
enquanto diminuem a divergéncia entre populagdes ao manté-las ligadas por fluxo
génico. Da mesma forma, sementes dispersas pelo vento promovem o deslocamento
de alelos dentro da populagdo e eventualmente entre populagdes. Schierenbeck e col.
(1997) estudaram quatro espécies tropicais na Costa Rica através de marcadores de
DNA RAPD, e observaram que, em trés das quatro espécies estudadas, as distancias
genéticas encontradas foram altas em distancias que variaram de 1 a 9 Km. O limitado

fluxo génico mesmo dentro das populagdes pode levar a formacédo de pequenos grupos
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de individuos geneticamente mais similares (Fisher e col., 2000). O papel dos diferentes
sistemas de cruzamento presente nas plantas ainda ndo esta bem estabelecido. Mas, é
sabido que a relagcdo temporal e espacial entre individuos proximos aumenta a
probabilidade de intercruzamento e, quanto mais restritos forem os mecanismos de
dispersdo, maiores as chances dos individuos serem aparentados (Coles & Fowler,
1976). O cruzamento entre parentes gera endogamia, e a longo prazo pode levar a um
aumento na divergéncia genética entre populagdes. Essa endogamia pode ser
determinada pela distancia e taxa com que os genes migram dentro e entre as
populagbes (Coles & Fowler, 1976), ou pelo seu sistema de reprodugdo, mais
especificamente pela taxa de autofecundagédo. A fragmentacéo florestal € uma das
causas da diminuicdo da diversidade genética de espécies tropicais através da
interrupgdo do fluxo génico e isolamento, potencialmente levando a espécie ao
endocruzamento (Bawa e Dayanandan, 1998). Evidéncias que a fragmentagao pode
induzir a mudangas na estrutura genética, fluxo génico e no padrao reprodutivo de
populagdes tropicais foi visto por alguns autores, por exemplo, Hall e col.,1996, Nason e
Hamrick, 1997; Aldrich e col., 1998; Collevatti e col., 2001. Em Dayanandan e col.
(1999) a hipotese de que a fragmentagcao florestal reduz o fluxo génico entre as
populacgdes foi testada. Este estudo foi conduzido com a espécie Carapa guianensis
(Meliaceae), tipica da América do Sul e Central, utilizando marcadores microssatélites.
Foi observado que em uma das populagdes, que € fragmentada, a distancia genética
entre os individuos era muito maior do que nas outras duas populagdes nao
fragmentadas. Seus dados ainda sugeriram que a fragmentacgao florestal pode alterar a

estrutura e dindmica populacional regional.
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Uma das caracteristicas observadas em estudos genéticos de populagdes
tropicais € que a maior parte da variagdo genética é encontrada dentro das populagdes
(Hamrick e Loveless, 1986, 1989; Moran e Hopper, 1987; Hamrick e Godt, 1990; Prober
e col., 1990; Schierenbeck e col., 1997; White e col., 1999). No entanto, em espécies
tropicais amplamente distribuidas geograficamente, a diferenciacdo genética entre
populagbes distantes pode aumentar, principalmente em areas geograficas separadas
por longos periodos evolutivos (Moran, 1992; Chalmers e col. 1992; Wickneswari e
orwati, 1993; Chase e col., 1995; Gillies e col., 1997; White e col., 1999). A distribuicao
e a quantidade de variagdo genética € influenciada por fatores como sistema de
acasalamento, distribuicdo geografica, longevidade e fecundidade (Hamrick e Godt,
1990).

Os efeitos da depressédo por endocruzamento (perda de diversidade e
adaptabilidade por endocruzamento), geralmente se manifestam de forma mais
acentuada nos estagios tardios do ciclo de vida da planta, podendo ocasionar uma
grande reducdo na producdo de flores e frutos. Assim, o efeito da perda de
variabilidade por endocruzamento nao apresenta nenhum efeito acentuado na
disfuncdo, mas seus efeitos afetam a probabilidade de sobrevivéncia apdés o
estabelecimento da planta. Desta forma, a variabilidade genética influencia de maneira
determinante a capacidade de uma populagdo responder as mudangas ambientais
(Barret & Kohn, 1991).

Em espécies que apresentam sistema misto de reprodugcdo e mecanismos
eficientes de dispersdo de pdlen e sementes, resultando em fluxo génico a longa
distancia, é esperada baixa endogamia apresentando variagdo genética alta dentro das

populagbes e baixa entre elas. Se, contudo, o fluxo génico é restrito, populagdes
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pequenas, de autofecundacdo, deverdo mostrar baixa variabilidade intrapopulacional e
alta entre as populagbes (Loveless & Hamrick, 1984). Em um estudo com Swietenia
humilis (Meliaceae), White e col. (1999) encontraram a maior parte da variabilidade
genética dentro dos fragmentos analisados, distantes até 5 Km e, um alto fluxo génico
entre eles mediado por abelhas, borboletas e outros insetos. Kageyama & Lepsch-
Cunha (2001) discutem que o fluxo génico via polen e sementes tém demonstrado
estarem associados a estrutura genética das populagbes de espécies arboreas
tropicais, na qual a distancia do v6o dos polinizadores e dispersores podem indicar o
nivel da variagdo genética dessas espécies.

Espécies arboreas geralmente possuem um grau relativamente alto de variagao
genética quando comparadas com outras plantas e espécies animais (Mitton, 1983). As
interagdes entre os organismos como a polinizagdo e a dispersdo de sementes, que
nas florestas tropicais € na sua grande maioria por animais, € que se pode resumir
como fluxo génico (via pdélen e sementes), e que é o responsavel pela existéncia de
toda a diversidade das espécies arbéreas. Hamrick (1983) discute que o padrao
genético da floresta tropical, onde processos como a dispersédo de podlens e sementes,
estagios sucessionais e o sistema reprodutivo devem ser analisados e levados em
consideragdo. Em um estudo de estrutura e dindmica populacional de C. brasiliense,
Marques e Joly (2000) observaram uma agregacgao de todas as classes de tamanho da
populagao (plantulas, jovens e adultos), ou seja, essa distribui¢cao reflete um padrédo em
espécies que apresentam “pontos de origem”, os quais sdo locais onde ha altas
densidades populacionais rodeados por areas de menor densidade (Hubble, 1979). No
estudo realizado por Kawaguici e Kageyama (2001) foram utilizados marcadores

isoenzimaticos, em uma populacdo em mata de galeria, na Estagdo Ecologica do
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Panga (Uberlandia, MG). O estudo visou obter informagdes sobre a estrutura genética
de trés grupos de individuos dessa populagéo (plantulas, jovens e adultos).

A grande maioria dos estudos sobre genética populacional foi desenvolvida em
escalas geograficas pequenas, e o primeiro marcador genético empregado foi a
isoenzima (Hamrick e Loveless 1986; Loveless 1992, 1998; Alvarez-Buylla e Garay
1994; Hall e col. 1994). No trabalho de Lemes e col. (2003) foi realizado o primeiro
trabalho sobre a estrutura genética populacional de uma espécie arbérea Neotropical
encontrada na Amazdnia abrangendo uma vasta distribuicdo geografica (2100 Km). O
objetivo foi caracterizar a estrutura genética de populagdes naturais da espécie
Swietenia macrophylla (Meliaceae) usando marcadores microssatélites e, foi visto que o
grau de diferenciacdo entre as populagdes foi moderado, cujas distancias geograficas
variaram de 8 a 2100 Km. Considerando a ampla escala geografica do estudo de
Lemes e col. (2003), os dados indicaram niveis de diferenciagdo menores do que o
esperado entre as populagdes de S. macrophylla, ja que a sua distribuicdo na floresta é
caracterizada por manchas esparsas, polinizadas por insetos e, cujas sementes sao
dispersas pelo vento.

Apesar dos efeitos da perda de diversidade genética serem notérias, as
dificuldades em estimar as perdas em numero de espécies extintas ainda sao
frequentes. Esta dificuldade é devido ao desconhecimento dos niveis atuais de
diversidade e da distribuicido de espécies. Estudos importantes a serem considerados
estdo relacionados ao entendimento da variagdo genética, da ecologia e da
biogeografia de espécie de arvores tropicais buscando compreender o comportamento
da espécie possibilitando a formulagdo de melhores politicas de desenvolvimento e

manejo das areas de conservagao (Palmberg-Lerche, 1994).
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Portanto, o estudo da diversidade genética torna-se fundamental para a
compreensdo do comportamento das espécies, sobretudo em relagdo as espécies
encontradas nas florestas tropicais, as quais possuem grande diversidade genética. O
estudo da variabilidade genética das populagbes consiste na analise de como as
mesmas estdo estruturadas, ou seja, de como a diversidade esta distribuida entre e
dentro das populagdes de uma espécie. E é nesse contexto, que o estudo da
diversidade de C. brasiliense foi inserido.

Constata-se a importancia do estudo da variabilidade genética para o potencial
evolutivo de uma espécie, e ainda determina suas chances de sobrevivéncia em longo
prazo (Fleishman e col., 2001). E considerada “matéria-prima” que possibilita as
mudancgas evolutivas de uma espécie. Populagdes com pouca variabilidade genética
podem ser incapazes de responder as mudangas ambientais (Jones e col.,2001), ou
seja, apresentam baixo potencial evolutivo podendo causar redugdo da fitness
(adaptabilidade), tanto do individuos quanto da populagdo. A redugédo da variabilidade
pode ainda conduzir uma espécie a extingdo (Bouzat, 2001), sendo, portanto, uma das

principais ameacas a existéncia de uma espécie.
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1.3.1 Fluxo génico

Os padrbes de diversidade genética encontrados em arvores sao diretamente
regulados pelo sistema reprodutivo e o fluxo génico. A forga e a magnitude espacial da
estruturagdo populacional podem influenciar e serem influenciadas por uma variedade
de fatores, incluindo processos histéricos (vicariancia, dispersao) e selegao (Epperson e
Li, 1996, 1997; Cavers e col., 2005). A nivel populacional, as diferengas interespecificas
sdo devido a forma de vida e ao sistema de reproducédo, e diversos outros trabalhos
(Hamrick e col., 1992; Degen e col., 2001a; Vekemans e Hardy, 2004; Ward e col.,
2005) identificaram padrées generalizados. Foi visto que espécies que realizam
autofecundagdo mantém forte estruturagdo genética, enquanto que espécies com
fecundacado cruzada, podlen dispersos por animais e, sementes por gravidade,
apresentam estruturagdo ainda maior.

O fluxo génico esta relacionado aos mecanismos de dispersdao de podlen e
sementes, os quais determinam o agrupamento genético espacial de populagdes.
Espécies tipicas de locais temperados, por exemplo, o carvalho (Quercus sp.), séo
polinizadas pelo vento. Se houver uma alta densidade de espécies, esse tipo de
polinizacdo pode resultar em alta frequéncia de troca de pdlen e, consequentemente,
alta diversidade genética entre as populagbes. Espécies arbéreas tropicais sdo em sua
maioria polinizadas por animais. Bawa e col. (1985) em estudo na llha Barro Colorado,
Panama, constataram que a maioria das espécies arbéreas é polinizada por insetos,
morcegos e beija-flores. Andlises de sistemas de acasalamento em espécies tropicais
baseadas em marcadores moleculares revelaram altas taxas de fecundagao cruzada e
dispersdo de pdlen a longas distancias para uma variedade de animais polinizadores

(Boshier e col., 1995a; Stacy e col., 1996; Loveless e col., 1998; Nason e col., 1998;
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Ward e col., 2005), e que tanto as taxas de dispersdo quanto a dispersdo de pdlen a
longas distancias, por sua vez, sao sensiveis a fatores ecologicos, e mostram variagao
em escalas espaciais e temporais (Nason e Hamrick, 1997). Segundo Gusson e col.
(2005) se o comportamento de vetores de polinizagado favorecer a reprodugédo entre
individuos mais proximos, pode ocorrer o cruzamento entre individuos aparentados,
gerando endogamia na descendéncia. Em um estudo sobre a estrutura e diversidade
genética espacial de Eschweleira ovata (Lecythidaceaes), Gusson e col. (2005)
observaram que muitas sementes sao depositadas na vizinhanca das arvores
maternas, apesar de ainda ndao conhecerem os dispersores das sementes desta
espécie. No entanto, é sabido que outras espécies da mesma familia indicam que
essas costumam ser dispersas por morcegos, aves € pequenos roedores (Stevenson,
2001).

Gaiotto e col. (2003) utilizaram marcadores microssatélites para se estimar a
estrutura populacional, sistema de acasalamento e realizar teste de paternidade na
espécie Euterpe edulis Mart. (Arecaceae). A polinizagdo € mediada por abelhas e pelo
vento. Foi observada uma alta taxa de fluxo génico entre individuos distantes até 22
Km, sendo por isso, considerado o maior evento de dispersédo de fluxo génico até entédo
evidenciado para uma espécie tropical.

Ward e col. (2005) revisaram dados da literatura que examinam estudos
baseados em marcadores moleculares, como aloenzimas e microssatélites, com o
objetivo de quantificar sistemas de cruzamento e dispersdo de pdlen em espécies
neotropicais. Foi visto que a polinizagado de espécies neotropicais € variavel, e incluem

grandes e pequenos insetos (Bawa e col., 1985), beija-flores (Degen e col., 2004),
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morcegos (Murawiski e Hamrick, 1991), e vento (mais raro) (Alvarez-Buylla e Garray,
1994).

Segundo Hamrick e Loveless (1986), sdo varios os mecanismos de dispersédo de
sementes, sendo que 0s mais interessantes para a compreensao da estrutura de
diversidade genética em C. brasiliense sao: a dispersdo por gravidade, por animais e
pela agua. As espécies que possuem as sementes dispersas apenas pela gravidade
geralmente apresentam habilidade de dispersdo limitada. Desta forma, niveis
intermediarios de diversidade genética devem ser mantidos dentro das populagdes e,
assim, altos niveis de diferenciacdo sao encontrados entre as populag¢des e, com isso,
a estrutura genética dentro das populagbes deve ser pronunciada.

A dispersao de pdolen e sementes promove o fluxo génico nas plantas, que € um
importante componente da estrutura genética das espécies, pois reduz a divergéncia
genética entre as populagdes (Nason e col., 1997). Segundo Wright (1943), populagdes
separadas por longas distancias e com limitado fluxo génico podem tornar-se
diferenciadas geneticamente uma das outras pelo processo de ‘“isolamento por
distancia”. Hamrick e Loveless (1989), afirmam que populagdes de espécies cuja
polinizagdo € mediada por animais que percorrem longas distancias, apresentam maior
diversidade genética que aquelas polinizadas pelo vento ou animais que percorrem
curtas distancias, onde o fluxo génico é limitado. Ja a dispersao das sementes pelo
vento ou por animais apresenta maior diversidade genética dentro das populagbes que
a dispersdo por barocoria. Estrada e Fleming (1986) apontam para a alta taxa de
dispersdo zoocorica de sementes nos ambientes tipicamente tropicais. Se os vetores de
dispersdo de sementes ndo forem suficientemente eficientes muitas das sementes

podem ser dispersas nas vizinhangas das arvores maternas, dando origem a uma
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estruturagdo genética espacial, onde individuos proximos tendem a serem mais
semelhantes entre si do que individuos espacialmente mais distantes. Isto gera uma
distribuicdo n&o aleatéria de gendtipos dentro das populagdes, caracterizada por
manchas, onde a frequéncia de certos alelos € maior do que seria esperado pela
casualidade.

Segundo Fleming (1981), as espécies que tém como principal agente dispersor o
morcego, apresentam padrao de distribuigdo agregado, em moitas. Em C. pentandra,
foi observado que morcegos carregavam o polen para distancias maiores que 5 Km, e a
distdncia maxima de 18,6 Km ja observada (Gribel, citado em Wilson e col., 2001). De
acordo com Figliolia e Kageyama, (1995) os frugivoros sdo imprescindiveis como
agentes efetivos na dispersdo de sementes, levando-as a longas distancias, e
possibilitando a regeneracao e colonizagao de outras areas. Fischer e Santos (2001)
verificaram que as sementes de C. brasiliense sao dispersas por gravidade e por
morcegos pertencentes ao género Artibeus. Estes se alimentam da polpa dos frutos e
descartam as sementes sob os locais de alimentagdo (Sazima e col., 1994). Foi
observado também que as sementes podem ser secundariamente dispersas pela agua
e, neste caso, sdo carregadas ao longo dos corregos dos rios (Fisher, 1997). De acordo
com Mello e col. (2005), em estudo na restinga do Parque Estadual da llha do Cardoso,
Sao Paulo, os morcegos deste género removem os frutos e consomem somente a
polpa de C. brasiliense, agindo como legitimos dispersores de sementes. Apesar de
muitos frutos terem sido jogados em baixo da arvore parental, alguns deles também
foram encontrados mais distantes. Marques (1994) observou que a escarificagao dos

frutos pelos morcegos, pode acelerar o processo germinativo.
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A dispersdo de sementes pela agua também pode assumir uma grande
importancia para a distribuicdo dos individuos da populagdo. Geralmente, espécies de
locais alagados apresentam caracteristicas especiais de adaptagcdo que permitem a sua
sobrevivéncia, e uma delas, é a capacidade de suas sementes flutuarem (Morton e
Hogg, 1989; Barrat-Segretain, 1996). Cada espécie apresenta um padrao de flutuagcao
das sementes, e isso influencia na deposicdo e capacidade de colonizar novos
ambientes. No caso da C. brasiliense, as sementes sdo capazes de permanecerem
viaveis por até trés meses quando submersas ou enterradas no solo (Marques & Joly,
2000). As sementes de Taxodium distichum e Nyssa aquatica sdo também capazes de
flutuarem e de permanecerem viaveis por 2-3 meses (Schneider e Sharitz, 1988).
Russel e col. (1999) estudaram a espécie Calycophyllum spruceanum (Rubiaceae),
uma planta pioneira encontrada em locais alagados na Bacia Amazbnia. Suas
sementes sdo capazes de permanecerem viaveis por varios dias na agua. Com o intuito
de observar o papel da hidrocoria em mediar o fluxo génico, foram amostradas
populagbes ao longo do rio Amazonas na parte Peruana. No entanto, nenhuma
evidéncia foi observada no papel da agua como grande dispersor das sementes. Em
um estudo sobre a historia biogeografica da espécie Pterocarpus officinalis (Jacq.),
tipica de locais alagados, Riveira-Ocasio e col. (2002) constataram a rota de
colonizagdo desta espécie desde a Africa até o Caribe durante o periodo Quaternario.
Como as sementes sdo capazes de flutuar e sédo tolerantes a agua salina, a
colonizagdo se deu da costa oeste da Africa, com a corrente de Benguela até a costa
nordeste do Brasil. A partir dai, uma outra corrente permitiu que a colonizagado desta
espécie chegasse até a costa do Caribe. Com isso, puderam inferir possiveis

dispersdes a longas distancias, ja que as sementes da espécie possuem caracteristicas
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que permitam a sobrevivéncia apds longos periodos na agua. Tal estudo ilustra como a
caracteristica apresentada pela semente pode contribuir para um padrao e historia de
dispersdo de uma dada espécie.

A nivel populacional, apesar da influéncia de fatores locais, tais como variagcéo
espacial da distribuicdo das espécies e a selegdo da variagdo de microhabitats (Levin e
Kerster, 1974; Epperson, 1993; Doligez e col., 1998; Degen e col., 2001a; Cavers e col.,
2005), a estruturagdo genética espacial é consequéncia de uma limitada dispersao de
polen e sementes (Epperson e Li, 1997; Doligez e col., 1998; Degen e col., 2001a;

Epperson, 2004; Vekemans e Hardy, 2004).

1.3.2 Marcadores moleculares para o estudo da diversidade

Existem muitas maneiras de acessar a estrutura genética de populagdes e
verificar o grau de variabilidade existente em uma determinada espécie. Técnicas de
biologia molecular permitem hoje a observagdo de polimorfismo diretamente na
sequéncia génica de organismos. Os marcadores moleculares abriram novas
perspectivas para pesquisas em conservagao de especies e biologia populacional como
um todo, e tém sido largamente utilizados no monitoramento da variabilidade genética
(Zucchi, 2002). Os dados gerados por pesquisas em genética de populagdes podem ser
utilizados para definir unidades de conservacgao e prioridade para o manejo de recursos
genéticos, indicando areas e populagdes de maior € menor importancia para a
preservacao dos taxons em questdo e permitindo o desenvolvimento de estratégias

efetivas de conservacgao.
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Os primeiros marcadores moleculares foram desenvolvidos na década de 60.
Dentre os diversos marcadores moleculares disponiveis atualmente, os marcadores
AFLP (“Amplified Fragment Lenght Polimorfism”) (Vos e col., 1995) mostram-se uma
ferramenta poderosa para a analise da diversidade genética molecular em populagdes
naturais de plantas. A técnica é simples e aplicavel a qualquer organismo, uma vez que
nao é necessario o conhecimento prévio da sequéncia do DNA. Os AFLPs combinam
especificidade, resolugdo e poder de amostragem de digestdo com enzimas de
restricdo com velocidade, podendo ser facilmente identificados através de PCR. A
técnica de AFLP pode ser realizada em trés etapas: Primeiramente, ocorre a clivagem
do DNA com duas enzimas de restricdo; a segunda etapa consiste na ligagdo de
adaptadores as extremidades dos fragmentos gerados pelo corte do DNA total, e
posterior amplificacdo desses fragmentos por PCR utilizando-se iniciadores que
reconhecem os adaptadores. Além de possuirem uma sequéncia complementar a dos
adaptadores, estes iniciadores possuem de um a quatro nucleotideos arbitrarios a mais
na sua extremidade 3’. Estes nucleotideos servem para selecionar, dentre todos os
fragmentos resultantes da clivagem do DNA, quais serdo amplificados. Desta forma, o
numero de fragmentos é viavel para posterior analise. Os fragmentos obtidos podem
ser posteriormente analisados em um gel de poliacrilamida separados por eletroforese,
ou analisados através de eletroferogramas. As principais vantagens do AFLP s&o:

i) Nao é necessario conhecimento prévio da sequéncia de nucleotideos a

ser estudada;

i) Dentre todos os marcadores disponiveis € o capaz de fornecer maior

numero de loci informativos;

iii) Alta reprodutibilidade;
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iv) Altamente polimorficos.

A maior limitagao da técnica de AFLP é sua incapacidade de distinguir individuos
heterozigotos de homozigotos. Por isso, AFLP & denominado marcador dominante, e,
assim, pode ser menos informativo que marcadores codominantes. Consequentemente
€ necessario assumir que as populagbes estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg, nao
sendo possivel estimar a freqiéncia de um alelo particular numa populagdo. Porém, a
estrutura genética de populagdes tém sido tradicionalmente estudada através dos
desvios na frequéncia alélica em relacdo ao esperado nas populagdes panmiticas
(Excoffier e col., 1992), isto é, para popula¢des em equilibrio de Hardy-Weinberg.

Os marcadores AFLP tém sido recentemente empregados na descrigdo da
estrutura genética populacional de diversas espécies tropicais como, por exemplo, para
Eugenia uniflora (Margis e col., 2002), Cedrela odorata (Cavers e col., 2003), Euterpe
edulis (Cardoso e col., 2000), Pterocarpus officinalis (Rivera-Ocasio e col., 2002) e
Calycophyllum spruceanum (Russel e col., 1999). No entanto, ainda sdo poucos os
estudos que utilizam marcadores AFLP para descrever a diversidade genética de
populagdes naturais de espécies tropicais (Cardoso e col., 1998; Newton e col. 1999;

Margis e col., 2002).
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2. Objetivo
Este trabalho teve por objetivo geral caracterizar a diversidade genética em
populagdes de Calophyllum brasiliense utilizando marcadores de DNA do tipo AFLP,

visando assim contribuir para a definicdo de estratégias de conservagao para a espécie.

Os objetivos especificos foram:
1) Quantificar os parametros de diversidade genética em quatro populagdes de C.
brasiliense com base na analise de polimorfismos de AFLP.
2) Caracterizar os padrbes de distribuicao da variabilidade genética e o nivel de
diferenciacéo entre populag¢des de C. brasiliense.
3) Determinar a estrutura genética espacial em duas populagdes de C.

brasiliense, correlacionando distancia genética e distancia euclidiana.
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3 Materiais e Métodos
3.1 Areas de coleta

Para este estudo foram amostradas populagdes naturais de C. brasiliense,
procurando abranger grande parte de sua area de ocorréncia. Foram definidas para a
coleta das amostras, a regiao Sudeste e a Amazébnia, no Brasil, e Costa Rica (América
Central) (figura 5). A regido Sudeste esta representada por duas localidades: Macaé
(Rio de Janeiro) e Tiradentes (Minas Gerais). As amostras da Floresta Amazdnica, no
municipio de Oriximina (Pard) e, por ultimo as amostras provenientes do Distrito de
Guapiles, Costa Rica. A distancia geografica entre essas populag¢des variou de 300 Km

a 5400 Km.

2

SOUTH AT RICA

Figura 5: Mapa ilustrativo dos locais de coleta. 1: Guapiles (Costa Rica );
2: Oriximina (PA); 3: Tiradentes (MG); e 4: Macaé (RJ). Foto obtida pelo
programa Worldwind (www.world.arc.nasa.gov).
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Macaé (RJ) constitui uma area de restinga dentro do dominio do Parque
Nacional da Restinga de Jurubatiba. O Parque foi criado por lei federal em 1998,
tornando-se a primeira unidade de conservagado em restinga do pais, compreendendo
0s municipios de Macaé, Carapebus e Quissama (22°-22°23’S; 41°15’-41°45'W) e
possui uma extensao de 14,860 hectares e esta localizada a aproximadamente 200 Km
a nordeste da cidade do Rio de Janeiro (figura 6). O Parque engloba uma vegetacao
local em mosaico, conhecida como Restinga (Lacerda e col. 1993; Scarano 2002), a
qual esta situada em terreno com formagao Quaternaria. Os solos sdo basicamente do
tipo regossolo, sendo também encontrados solos salinos e organicos. O clima é tropical
com temperatura média anual de 25 °C, e com indices pluviométricos 1164 mm anuais,
com periodo chuvoso marcante no verao (Novembro — Fevereiro). Diferente de muitas
outras regides arenosas costais no Rio de Janeiro, devido a justaposi¢cao sucessiva de
depdsitos arenosos paralelos a costa, a planicie de Jurubatiba consiste em uma série
de rios paralelos estreitos que intermeiam o parque, e tem origem no Pleistoceno
(120.000 anos) formados pelo assoreamento de sedimentos marinhos, formando assim
diversas lagoas (Henriques e col. 1986). Os rios atingem até 10 km de extensdo. Na
costa brasileira ocorreram trés movimentos sucessivos de transgressdes marinhas
durante o Holoceno (cerca de 5.100 anos antes do presente (AP), 3900-3600 anos AP,
2700-2500 anos AP) seguidos por regressdes (Martin e col., 1989). No entanto, na
costa fluminense o comprimento da transgressao foi progressivamente menor e,
aparentemente n&o destruiu completamente os rios da época do Pleistoceno. O
ambiente de restinga € caracterizado pela grande heterogeneidade verificada na
vegetacdo. As areas umidas ou inundadas sdo compostas principalmente por

Calophyllum brasiliense Cambess e Symphonia globulifera L.f. (ambas Clusiaceae),
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tipicas desses locais inundados e sdo encontradas em outros locais do Brasil; algumas
espécies também tolerantes a inundagédo, mas com distribuicdo mais restrita a regiao
Sudeste do pais, como Tabebuia cassinoides (Lam) D.C. (Bignoneaceae); e outras
espécies menos abundantes, cuja origem é da Mata Atlantica (Scarano, 2002).

As regides alagadas sao extensdes estreitas de vegetacdo que permanecem
periodicamente ou permanentemente alagadas, dependendo da topografia (Araujo e
col. 1998). Além desses locais alagados, outros tipos de vegetacbes sdo encontrados

como vegetagao costeira e arbustos, e florestas densas.

Figura 6: Mapa ilustrativo mostrando as cidades de
Tiradentes e Macaé (indicadas pela seta vermelha), na
regido Sudeste do Brasil.
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A segunda populagao do sudeste foi coletada na serra de Sado José no municipio
de Tiradentes (MG) (figura 6). Tiradentes esta situada a aproximadamente 900 metros
acima do nivel médio do mar na latitude de 21°S e 44°W, possui um regime de chuva
mais intensas no verao e escassas no inverno. Em Janeiro, a temperatura média gira
em torno de 23 °C, e quando da presenga das massas de ar umido favorecem a
ocorréncia de pancadas de chuva que chegam a totalizar a altura de 265 mm.

A Serra de Sao José ocupa uma faixa de cerca de 2 km de largura, correndo de
Sudoeste a Nordeste por 15 quildmetros, fazendo parte dos municipios de Tiradentes,
Sao Joao Del Rey, Prados, e Lagoa Dourada, e eleva-se a partir de 900 metros acima
do nivel do mar. A vertente sul é ingreme, caindo suas colinas abruptamente na mata
de cerrado, relativamente densa, com uma rica fauna e flora. O lado norte liga a Serra
por meio de escarpas mais suaves (inclinagdes de 45 a 55 graus, em média) aos
latossolos do antigo cerrado, atualmente em grande parte transformados em lavouras.
O topo da Serra tem topografia relativamente plana (tabular), interrompido
esparsamente por afloramentos rochosos, formando terragcos pelos quais é possivel
atravessar praticamente toda a sua extensao a pé. O platd e as encostas sdo ocupados
por um mosaico de comunidades vegetais cujo conjunto caracteriza os campos
rupestres. Estas comunidades crescem sobre areia e cascalho resultantes da
degradagdo do quartzito e sobre as rochas. Os afloramentos rochosos da Serra sao
compostos principalmente por quartzitos metaconglomerados, com um aspecto caustico
produzido pela erosao diferencial. No vale do Cérrego do Mangue, ha um depdsito de
ardosia branca, ja decomposta e pastosa e de esteatita rosada (pedra sabao). A Serra
€ ainda caracterizada por possuir diferentes tipos de vegetacao, dentre eles o cerrado,

campo rupestre (Alves, 1991) e matas de galeria. Esta ultima geralmente encontra-se
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confinada aos fundos dos vales que definem seus limites e €& caracterizada por
apresentar uma vegetagao associada aos corregos dos rios.

A espécie C. brasiliense esta restrita aos ambientes de mata de galeria, na qual
os periodos de inundagdes sdo constantes durante as estagbes chuvosas (novembro a
fevereiro). As amostras foram coletadas na localidade conhecida como “Cachoeira do
Mangue”, onde sdo encontradas em solos inundados e campos rupestres ao longo do
curso do rio.

O Distrito de Porto Trombetas (56° W 1° 40" S) no Municipio de Oriximina esta
localizado na regidao Oeste do Para, 100 Km a Oeste do rio Trombetas com o rio
Amazonas (Lapa, 2000) (figura 7). O Municipio de Oriximina € quase totalmente
recoberto pela Floresta Densa, assumindo inUmeras variagées de porte e composicao,
de acordo com a fisiografia, solos e teor de umidade. Entre essas fei¢des ou subtipos,
destacam-se a Floresta Densa dos platds (altos e baixos), ao longo das margens do
baixo curso do rio Trombetas; a Floresta Densa submontana em relevo aplainado, e em
platd e relevo dissecado do Complexo Guianense e a Floresta Densa das baixas
cadeias de montanhas. A temperatura do ar é sempre elevada, com média anual de
25,6 °C. A pluviosidade se aproxima dos 2.000 mm anuais. Entretanto, € um tanto
irregular durante o ano. As estagdes chuvosas coincidem com os meses de dezembro a
junho, e, as menos chuvosas, de julho a novembro.

A C. brasiliense é encontrada nas florestas fluviais alagadas (floresta de igapo),
as quais estao ao alcance das enchentes anuais do rio Amazonas e de seus tributarios
mais proximos e, pode permanecer alagado por cerca de seis meses por ano. Um dos
rios mais importantes € o Trombetas, no distrito de Oriximina, estado do Para. Este rio

nasce na fronteira do Brasil com a Guiana e tem 750 Km de extensdo. Possui aguas



35

claras e apresenta baixo pH e pouca disponibilidade de nutrientes (Prance, 1979). O
Governo Federal criou a Reserva Ecolégica do Rio Trombetas com 3.850 Km? para a
preservacao da floresta e da fauna, ja que a agao das grandes companhias as margens
do rio tém produzido grandes clareiras. Quando se encontra com o rio Parana de
Sapuca, recebe o nome de baixo Trombetas e chega a atingir 1.800 m de largura. As
amostras de C. brasiliense foram coletadas na margem direita do rio Trombetas, perto
do Lago Batata (1°30’S, 56°20'W). As adaptagbes ecologicas das plantas
caracteristicas desses ambientes a essas severas condigdes foram revisadas por

Parolin e col. 2004.

Figura 7: Mapa ilustrativo mostrando Oriximina na regido Norte do
Brasil.
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A Costa Rica localiza-se ao sul da América Central entre os paralelos 8°00’-
11°00’ N e meridianos 83°30’- 86°00’ L, tendo o Panama e a Nicaragua como paises
vizinhos a sudeste e a noroeste, e o Mar do Caribe e o Oceano Pacifico, a leste e a
Oeste, respectivamente. A extensao territorial da Costa Rica é de 51.113 Km? sendo
dividida em 7 provincias e 6 regides climaticas denominadas Pacifico Sul, Zona Norte,
Vale Central, Pacifico Central, Pacifico Norte e Vertente do Caribe que sdo delimitadas
por aspectos fisicos representados principalmente pelas cordilheiras (Mena, 2004).
Essas regides apresentam indices climaticos e tipos de solos distintos sendo o presente
trabalho realizado na provincia de Limon, localizada na Costa do Caribe. As amostras
de C. brasiliense foram coletadas no Distrito de Guapiles, cantén Pococi, num terreno
proximo a propriedade Agropecuaria de Corinto S.A, localizada aos pés da Cordilheira
Vulcéanica Central, do lado Atlantico (figura 8). Trata-se de uma floresta tropical umida
de uma extensado de 260 ha, dos quais 150 ha sdo cobertos por um bosque primario.
Essa regido ainda € dividida pelo rio Corinto, ao longo do qual a C. brasiliense é
encontrada. A precipitacdo anual € 4.000 mm com temperatura média de 23°C. O
terreno varia desde topografia plana a acidentada, e a altitude € de 235 a 325 m. Os

solos sdo de origem vulcanicos e bastante acidos.
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Atlantic Ocean

Pacific Ocean

Figura 8: Mapa da Costa Rica (Guapiles indicada pela seta).
Fonte: Gillies e col., 1997, modificado.

3.2 Coleta do material vegetal
Para as analises de diversidade genética foi amostrado um total de 207

individuos nas quatro populacdes descritas.

Tabela 1: Populagdes, numero de individuos e material coletados.

Numero de Material
Populagao Sigla individuos coletado Latitude Longitude
CR 10 CAmbi 8°00’ - 83°30"' —
i amplIo
Costa Rica 11°00'N 86°00' L
Oriximina (PA) PA 50 Folha 1°40'S 56° W
Tiradentes(MG) TR 39 Folha 21°S 44° W
Macaé (RJ) MC 78 Folha 22°23'S 41°45'W
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O numero de individuos coletados em cada area de coleta variou como pode ser
visto na tabela 1. O diametro a altura do peito (DAP) era de aproximadamente 20 cm.
As plantas foram escolhidas aleatoriamente em cada area, respeitando um limite
minimo de distancia de 10 m entre os individuos, totalizando um numero de 207
amostras provenientes de quatro regides distintas.

Folhas jovens foram coletadas, a excegcdo de Guapiles, onde foi coletado o
cambio. Estes materiais foram acondicionados, ainda no local de coleta, em tubos
plasticos de 50 ml contendo silica gel como agente dessecante (2,5 g/g de tecido foliar).
A desidratacdo das amostras coletadas € importante para evitar a degradacédo do DNA
por oxidagao e/ou acdo de DNAses. Uma vez no laboratério, o material foi estocado em
freezer a — 80°C.

Visando um estudo da estrutura genética intrapopulacional, para as populag¢des
de Macaé e Costa Rica, também foi anotada a posicdo geografica de cada individuo
através do sistema de coordenadas por triangulagdo via satélites — GPS (Global
Position System). As respectivas coordenadas geograficas estao representadas em um
quadro no anexo 1. Foram coletadas folhas com boa saude fitosanitaria, que nao
apresentavam manchas em sua maioria, ou qualquer sinal de ataque de agentes
patogénicos ou herbivoria. Desta forma, foi evitada uma eventual contaminagao do DNA

foliar extraido com DNA exdgeno a planta.
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3.3 Extragao de DNA genémico

Para extracdo do DNA gendmico das amostras, foi utilizado o protocolo baseado
no uso do detergente CTAB (Doyle e Doyle, 1987). O tecido foliar congelado a — 80°C
foi macerado com Nitrogénio liquido até produzir um po6 fino. Em seguida, foram
adicionados 900 uL de tampao de extracédo (2 % de CTAB; 1,4 M de NaCl; 20 mM de
EDTA; 200 mM de Tris-HCI; 2 % de PVP; pH 8,0; 0,4 % de B-mercaptoetanol). A
mistura foi agitada vigorosamente em agitador tipo vortex por 30 segundos e incubada
a 65 °C por 1 hora, sendo agitada por inversdo a cada 15 minutos. Em seguida, foram
adicionados 700 pL de cloroférmio-alcoolisoamilico (24:1). A mistura foi agitada por
inversdo durante 5 minutos a 13000 rpm, a temperatura ambiente. A fase aquosa
superior foi transferida para tubo novo e a esta fase, foi adicionada 1/10 do volume de
uma solugdo de 10 %CTAB, 14 M de NaCl. A mistura foi agitada até que
homogeneizasse a solugdo. Apds isso, a extracdo com cloroférmio-alcoolisoamilico foi
repetida por mais trés vezes. Apos transferir a fase aquosa para um tubo novo, foi
adicionada 2/3 do volume de solugédo aquosa (aproximadamente 400 pL) de
isopropanol frio (-20°C), e misturada por inversdo para a precipitacdo dos acidos
nucléicos. O material foi incubado por 16 horas a 4 °C. Posteriormente, os tubos foram
centrifugados a 13.000 rpm por 20 minutos a 4 °C. A fase aquosa foi dispensada e o
precipitado foi lavado duas vezes com 1 mL de etanol 70 % por 5 minutos e uma vez
com etanol 100 % por mais 5 minutos. Apds as lavagens, o precipitado foi seco a
temperatura ambiente. O precipitado foi solubilizado em 50 uL de agua Milli Q ® (filtrada
no aparelho Ultra Pure Water System da Milli Q® e esterilizada em autoclave a 1,5

atmosfera de pressao a 120 °C por 15 minutos) contendo 10 ug/ mL de RNAse.
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3.4 Quantificagdo do DNA

A concentragdo e a integridade do DNA extraido foram determinadas por
eletroforese em gel de agarose 0,8 % a TAE 1x (Tris Base 24,3 g/L; acido acético
glacial 5,7 (P/V); EDTA 10 %; pH 8,0), e 1,2 yL/100 mL de tampao de brometo de
etideo, para posterior visualizagdo do DNA extraido e dos DNAs padrdes em um
transiluminador utilizando luz ultravioleta. Foi utilizado para tal analise DNA padrao com
massa molecular conhecida. Foram utilizados padrbes contendo 25, 50, 100 e 200 ng
do phago A. Em 2 pL de cada amostra, foi adicionada 1 pL de tampao (0,025% de azul
de bromofenol, 0,25% de xileno cianol FF e 30% de glicerol em agua) e mais 8 pL de
agua Milli Q. As amostras foram aplicadas no gel e a migracédo eletroforética foi
realizada a uma voltagem constante de 100 V. Apds, 10 minutos de migragao
eletroforética, o DNA foi observado em um transiluminador de luz ultravioleta e a

imagem digitalizada e fotografada (sistema EagleEye — Stratagene®).

3.5 Reagdes de AFLP

Todas as amostras das quatro populacdes de C. brasiliense estudadas foram
analisadas utilizando-se marcadores do tipo AFLP (Vos e col., 1995). Dez combinagdes
de enzimas/iniciadores ja haviam sido testadas anteriormente para C. brasiliense em
nosso laboratério. Quatro dessas combinagdes que apresentaram maior polimorfismo
de bandas e resolucdo foram utilizadas para as analises (Eco-CC x Mse-GCAC/ Eco-

CC x Mse-GACC/ Eco-CT x Mse-GCAC/ Eco-CT x Mse-GACC).
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Inicialmente 15 ng do DNA gendmico total foram digeridos com as enzimas 50 ng
de Eco RI (5’AGACTGCGTACCAATTC 3) e 50 ng de Mse |
(5GAACGATGAGTCCTGAGTAA 3’) Foram utilizadas 0,5 U de cada enzima e 2,0 uL
do tampéo 5 X “reaction buffer” (50 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50 mM acetato de magnésio,
250 mM acetato de potassio) em volume final de 10 yL. A digestdo ocorreu por 12
horas a 37 °C.

Apés a digestao, os fragmentos foram ligados a adaptadores complementares
aos sitios de clivagens. Foram utilizados 5 pmol dos adaptadores EcoRI e Msel (5AATT
3 e 5'TA 3, respectivamente), e 0,2 yL de T4 DNA ligase. A reagao foi realizada num
volume final de 5 pL incubada a 20 °C por 3 horas. Em seguida, a reacao foi diluida
numa proporgado de 1:4, ou seja, para 15 uL de solugao, foram adicionados 45 uL de
TE, ficando a solugdo com um volume final de 60 pL.

Apos isso, foi feita uma pré-amplificacdo seletiva dos fragmentos ligados aos
adaptadores. Para um volume final de 20 uL, foram misturados: 5 L do DNA digerido e
ligado a adaptadores; 50 ng do iniciador Eco + oligo C; 50 ng do iniciador Mse + oligo
G; 1 yL de dNTP 5 mM; 2 pL do tampao 10 X PCR (500 mM; 100 mM Tris-HCI, pH 8,3);
1 yL de MgCl 2, 50 mM e 5 U de Taqg DNA polimerase. As etapas da reagédo de pré-
amplificagdo foram: 94 °C por 30 segundos; 65 °C por 30 segundos. Nesta etapa, a
cada ciclo a temperatura de pareamento baixa 0,7 °C até atingir a temperatura de 56
°C; 72 °C por 60 segundos; 94 °C por 30 segundos; 56 °C por 30 segundos e 72 °C por
60 segundos. Nesta etapa com as trés ultimas variagdes de temperatura, repete-se 23
vezes.

Para restringir ainda mais o numero de fragmentos, foi feita uma ultima reagao

de PCR. Os iniciadores marcados com fluorocromo (Invitrogen®) sao: EcoRI| + fam (6-
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carboxifluoresceina), o qual corresponde a combinagdo EcoRI + CC
(5’AGACTGCGTACCAATTCCC) conferindo cor azul, e Msel +  hex
(hexaclorofluoresceina), correspondente a combinacéao EcoRI + CT
(5’AGACTGCGTACCAATTCCT), conferindo uma cor verde. E, iniciadores néao
marcados, complementares aos adaptadores Mse |, com as bases seletivas GCAC e
GACC. Para um volume final de 12,5 uL, foram misturados: 1 pL do tampao 10 X PCR;
5U/ uL da enzima Taq DNA polimerase; 0,4 uL do Mse |; 0,2 uL de dNTP 5 mM; e 0,6
uL de MgCl , 50 mM. As condigbes das reacdes de PCR para esta segunda etapa de
amplificacdo foram as mesmas utilizadas anteriormente na etapa de pré-amplificagao.
Ao final da reacdo, €& acrescentado 0,35 pL do marcador de peso molecular
(GeneScan™ -500 LIZ® Size Standard), que possui amplitude de 35 a 500 pb, e 9,65 pL
de um tampéo contendo formamida (98% formamida, 10 mM EDTA pH 8,0; 0,1% de

azul de bromofenol e xilenocianol).

3.6 Analise dos fragmentos AFLP

A analise dos fragmentos obtidos foi realizada em um sequenciador automatico
ABI 3100 Genetic Analyzer, Applied Biosystem, por meio de eletroforese em capilares.
O sistema de sequenciamento por fluorescéncia possui 16 capilares de 50 cm e permite
a analise de 192 amostras em sequéncia continua. As amostras anteriormente
misturadas a formamida e ao padrdo interno foram aplicadas numa placa prépria do
aparelho. Cabe ressaltar que € possivel analisar duas combinagdes de primer/enzima
de uma so vez. Cada fragmento do DNA é marcado com um fluorocromo préprio, o que

resulta em picos de pesos moleculares diferentes.
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A estimativa dos fragmentos foi feita utilizando-se o programa Gene Mapper
versao 3,5, Applied Biosystem. Este programa permite a detecgcdo e a estimativa do
tamanho dos fragmentos AFLP gerados para cada amostra. O resultado é apresentado
na forma de eletroferogramas e, sendo que os picos correspondem aos tamanhos dos
fragmentos amplificados. Os dados sao posteriormente exportados para uma planilha
do programa Excel da Microsoft, disponibilizando os dados para as analises genéticas
em outros programas. Cada fragmento observado foi considerado um loco. Para a
presenca de cada fragmento (banda) atribuiu-se o valor “1”, e a auséncia do mesmo o
valor “0”. Desta forma, foram construidas matrizes binarias basicas que serviram para a

analise dos dados.

3.7 Analise dos dados
As analises genéticas foram realizadas a partir dos dados obtidos com as quatro

combinacgdes de iniciador/enzima descritos anteriormente.

3.7.1 Diversidade genética

A percentagem de loci polimorficos e heterozigosidade esperada (Nei, 1978)
foram estimadas utilizando-se o programa TFPGA (Tool for Population and Genetic
Analysis) (Miller, 1997), onde foi assumido o Equilibrio de Hardy-Weinberg devido a

caracteristica dominante do marcador utilizado neste trabalho.
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3.7.2 Andlise da distancia genética

O programa TFPGA também foi empregado para a obtencdo das analises da
distdncia genética. As estimativas das distancias e identidades genéticas foram
realizadas utilizando-se o0 método da distancia genética de Nei (1978) e o teste de

bootstrap com 5000 replicagdes.

3.7.3 Distribuigao da variabilidade genética

As analises sobre a distribuicdo da variabilidade genética dentro e entre as
populacdes foram realizadas por meio de uma Analise da Variancia Molecular com o
auxilio do programa Arlequin (versdo 3.0b, Excoffier & Schneider, 2005) com 5 % de
tolerancia para dados faltantes e com dois niveis hierarquicos distintos: diferenca entre
populagdes e dentro das populagdes. A significancia da diferenciagao foi testada com
1000 permutacgdes, onde P denota a probabilidade de se observar um valor ao acaso

igual ou maior ao valor observado.

3.7.4 Estrutura genética espacial

A anadlise da estrutura genética espacial foi realizada para as populagbes de
Macaé e da Costa Rica, correlacionando distancia genética e distancia euclidiana (em
metros) entre os individuos mapeados dentro de cada populagéo. Para tal, utilizaou-se
o programa SGS “Spatial Genetic Software”(Degen e col. 2001,b). A distancia genética
estimada entre os individuos foi a distancia genética de Tanimoto com 1000 replicagdes

baseado na simulagdo de Monte Carlo, com 95% de intervalo de confiancga.
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4 Resultados
4.1 Extragao de DNA

O protocolo de extracao de DNA utilizado, utilizando o detergente CTAB, mostrou-
se eficiente para todas as populacdes de C. brasiliense analisadas. Foi possivel extrair
o DNA genbmico total das amostras analisadas em quantidade e qualidade
satisfatérias. O rendimento das extragdes variou entre 12,5 a 100 ng/ pL de DNA,

permitindo uma boa amplificacdo das amostras para as analises de AFLP.

4.2 Diversidade genética

As reacdes de AFLP utilizando-se quatro combinagdes de iniciadores (EcoRI + 2 /
Msel+ 4) revelaram 519 loci nas amostras de C. brasiliense para as quatro populagdes
amostradas. A média de /oci polimorficos foi de 58,7 %, 88,9 %, 55,9 % e 75,7 % para
respectivamente para as populagdes do Oriximina (PA), Guapiles (Costa Rica), Macaé
(RJ) e Tiradentes (MG). Quando todos os individuos dessas quatro popula¢des s&o
considerados em conjunto, o nivel de polimorfismo para cada par de iniciadores variou

de 55,9 a 91,1 % (tabela 2).
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Tabela 2: Estimativas de diversidade genética em populagbes de C. brasiliense: numero total de /oci
AFLP, porcentagem de loci polimérficos, He (heterozigosidade média esperada por populagao) e Ht
(heterozigosidade média esperada total).

% de loci polimoérficos He
Iniciadores  N° total
Eco+2/Ms  de loci PA CR MC TR PA CR MC TR Ht
e+4 (n=50) (n=40) (n=178) (n=39)

CC/GCAC 93 48,4 67,7 55,9 60,2 0,16 0,22 0,19 0,20 0,23
CC/GACC 117 50,4 97,4 51,3 71,8 0,12 0,26 0,19 0,22 0,22
CT/GCAC 135 39,3 90,4 70,3 77,8 0,11 0,29 0,25 0,26 0,26
CT/GACC 174 96,6 100 55,2 93,1 0,31 044 0,20 0,27 0,33

TOTAL 519 62,6 91,1 55,9 78,4 0,19 0,32 0,21 0,25 0,27

PA, CR, MC e TR correspondem ao Para, Costa Rica, Macaé e Tiradentes, respectivamente; n =
numero de individuos.

As heterozigosidades médias esperadas para cada populagdo variou de 0,19 a
0,32, considerando-se todos os loci detectados a partir dos quatro pares de iniciadores
utilizados. A heterozigosidade média esperada para todas as populagées em conjunto

foi (Ht) foi de 0,27.

4.3 Diferenciacao genética

O nivel de divergéncia entre as quatro populagdes, estimado pelo indice Fst foi
de 0,26 = 0,01 verificando-se que a maior parte da diversidade encontra-se dentro de
cada populagdo. Quando o Fst é analisado par a par (tabela 3), observa-se que o0s
valores nao divergiram muito entre as populagdes, a excecdo de Tiradentes e

Oriximina, que apresentaram o menor valor de estruturagao.



Tabela 3: Estimativa de Fst analisada par a par obtidas para quatro populag¢des de

C. brasiliense.

Populagdes  Oriximina (PA) Guapiles Macaé Tiradentes
(CR) (RJ) (MG)
Oriximind - e e e
Guapiles 0,24 (£+0,01)  mmmem== emmmeee e
Macaé 0,27 (x0,01) 0,27(x0,01)  mmmeme= memeee
Tiradentes 0,17 (£0,01) 0,26 (+0,01) 0,28 (x0,01)  =mmmee-

() erro padrao.
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A despeito das distancias geograficas entre as populagdes analisadas,

Tiradentes e Oriximina apresentam a menor distancia genética quando comparado com

as outras populagdes. O resultados das distancias genéticas obtidas pelo método de

Nei (1978) podem ser vistos no dendrograma a seguir (figura 9). Esses valores

corroboram com os dados obtidos nas comparacgdes feitas com o Fst.

0.15 0,10 0,05 0,00

Criximina (PA)
100

97 Tiradentes (MG)

100 Macaé (RJ)

Guapiles (CR)

Figura 9: Dendrograma baseado na distancia genética de Nei (1978)
para as quatro populagdes de C. brasiliense utilizando 519 loci AFLP.
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4.4 Distribuicao da variabilidade genética e diferenciagao entre as populagoes
Com relaggo a AMOVA, a analise detectou diversidade genética molecular
altamente significativa (P< 0,001) tanto entre as populagdes quanto dentro das
populagbes. Do total da variabilidade genética molecular encontrada para as
populagbes analisadas de C. brasiliense, 34,7 % se deve a variagdo entre as

populagdes, enquanto que 65,3 % ¢é atribuida a variabilidade dentro das populagdes.

Tabela 4: Distribuicdo da variabilidade genética dentro e entre populagbes de C. brasiliense
com base na analise de variancia molecular (AMOVA).

Fonte de GL* Somados Componentes Percentagem P
variagao quadrados de variagao da variagao
Entre 4 5970.927 35.72837 34.7 <0,001
populacoes
Dentre as 202 13596.232 67.30808 65.3 <0,001
populacdes
Total 206 19567.159 103.03645

* Graus de liberdade; P: P-value.

4.5 Estrutura genética espacial

Baseado nas coordenadas geograficas, a localizagdo espacial dos individuos das
populagdes de Guapiles (Costa Rica) e Macaé (RJ) foi identificada em um mapa. Para
cada populagdo, a estrutura genética intrapopulacional foi analisada comparando as
distancias espacial e genética entre os individuos. A distancia genética entre os
individuos foi calculada utilizando-se os 519 loci polimérficos revelados através das
quatro combinag¢des de AFLP utilizadas no trabalho, nos 40 individuos coletados em
Guapiles, e nos 78 individuos de Macaé, a partir dos quais, a exata localizagéao foi

obtida.
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A analise da distancia espacial versus distancia genética foi feita com o auxilio
do programa SGS. Nesta analise, uma determinada classe de distancia espacial é
escolhida e os individuos que se encontram dentro dessas classes de distancia
espacial sdo identificados. A amostragem dos individuos deve garantir que um numero
suficiente de comparagdes seja produzido em cada classe de distancia, com o objetivo
de gerar um valor significativo estatisticamente. Neste caso, um minimo de 30 pares por
classe de distancia € recomendado (Degen e col., 2001b; Cavers e col., 2005). A partir
dai, a distancia genética média entre os pares de individuos classificados em cada
classe de distancia espacial € comparada com a distancia genética esperada para uma
populacdo panmitica. Neste trabalho, as classes estabelecidas foram de 50 m em 50 m,

A figura 10 mostra a distribuicdo espacial dos individuos de Guapiles. O
distograma obtido das analises baseadas nos 519 /oci € mostrado na figura 11B, e
neste caso, ndo ha estruturacdo genética. Este dado pbéde ser observado para cada
uma das combinagdes AFLP separadamente. A figura 11A representa analise de

comparacao entre pares de individuos por classes de distancia espacial.
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Figura 10: Distribuicao espacial dos individuos de C.
brasiliense da populagao de Guapiles (Costa Rica).
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Figura 11: Resultado das analises de estrutura genética espacial entre os 40
individuos coletados em Guapiles com base nos 519 loci. (A) — Grafico das analises
de pares de individuos por classe de distancia espacial; (B) — Distograma (--) distancia
genética média observada entre todos os pares de individuos da populagao; (--)
distancia genética média observada para todos os pares de individuos compreendidos
em uma determinada classe de distancia espacial; (- e --) limites do teste de
permutagao (Intervalo de Confianga de 95%).

O mesmo procedimento foi conduzido para a populagao de Macaé. A figura 12A
representa o numero de combinagdes encontradas por cada classe de distancia
espacial. Nota-se que o minimo de 30 pares por classe de distancia foi respeitado, e
com isso, os resultados obtidos sao validos. Pode-se observar uma correlacédo positiva
entre a distdncia genética e espacial para os individuos distantes até 75,
aproximadamente uns dos outros. Neste caso, a distancia genética observada é menor

do que a esperada para uma populagédo panmitica (figura 12B).



Pares de individuos por classe de distancia espacial

A
(7]
(@]
>
T
>
©
£
(0]
©
[}
o
©
a
El ; l L 1 ]
50 100 150 w0 250 500
Distancia espacial (m)
060
B
g st
£ Observada
= [ |
©
= ; . ; : :
] .
RS 1 1 e oo e
© R S
c P —
S .
(@)]
@©
5
S 045t
@
a
+ Média
0.40 | | | | |
50 100 150 200 350 00

Distancia espacial

Figura 12: Resultado das analises de estrutura genética espacial entre os 78
individuos coletados em Macaé, com base nos 519 loci. (A) — Grafico das
analises de pares de individuos por classe de distancia espacial; (B) —
Distograma (--) distancia genética média observada entre todos os pares de
individuos da populagéao; (--) distancia genética média observada para todos
os pares de individuos compreendidos em uma determinada classe de
distancia espacial; (-- e --) limites do teste de permutacgdo (Intervalo de
Confianca de 95%).
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Buscando compreender melhor o padréao de distribuigdo da espécie, foi feita uma
segunda analise de estrutura genética espacial. A figura 13 é representada pelas duas

subpopulag¢des de Macaé, as quais estido distantes 3 Km.
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Figura 13: Distribuicdo espacial dos individuos de C.
brasiliense da populacdo de Macaé (RJ).

No entanto, essas analises s6 foram feitas para a subpopulagcdo de Macaé 1,
com 63 individuos. A subpopulagdo de Macaé 2 apresenta um baixo numero de
individuos (15), ndo sendo, portanto, representativo e, sendo assim, foi retirada das
analises.

Na figura 14B, pode-se observar que o resultado obtido para a subpopulagao
Macaé 1, parece repetir o resultado encontrado quando todos os individuos foram
analisados como uma populagdo unica. Neste caso, foram estipuladas as mesmas
classes de distancias, e observa-se que a distancia genética entre individuos distantes

até 75 m é menor do que a esperada para uma populagado panmitica.
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Figura 14: Resultado das analises de estrutura genética espacial entre os 63
individuos da subpopulacao Macaé 1, com base nos 519 loci. (A) — Grafico das
analises de pares de individuos por classe de distancia espacial; (B) —
Distograma (--) distancia genética média observada entre todos os pares de
individuos da populagao; (--) distancia genética média observada para todos
os pares de individuos compreendidos em uma determinada classe de
distancia espacial; (- e --) limites do teste de permutagdo (Intervalo de
Confianga de 95%).
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5 Discussao

A distribuicdo da diversidade genética em populagdes vegetais € determinada
pela sua biologia reprodutiva, que por sua vez, influencia os padrbes de cruzamento e
dispersao de genes (Hamrick, 1989; Outborg e col., 1999), e pela histéria evolutiva da
populagdo. Hamrick e col. (1992) ressaltam o importante papel que a distribuicdo
geografica e a histéria evolutiva das espécies desempenham na distribuicdo da
variagcao genética entre e dentro das populagdes. Neste trabalho, a técnica de AFLP foi
empregada na deteccéo e caracterizagdo da variagdo genética inter e intrapopulacional
de C. brasiliense, sendo que quatro popula¢gdes amostradas no Brasil e uma populagao
na Costa Rica. Os resultados obtidos possibilitaram verificar o nivel de polimorfismo
presente nas populacdes. Apesar da natureza dominante dos marcadores AFLP, o
numero grande de loci analisados foi eficiente para a determinagdo de uma estrutura
genética populacional. Marcadores neutros tém sido amplamente empregados para
monitorar o nivel de polimorfismo em espécies neotropicais e ajudar a desenvolver
estratégias de conservagcao de espécies animais (Knapen e col., 2003) e vegetais,
como por exemplo, Symphonia globulifera (Aldrich e col., 1998), Swietenia macrophylla
(Lemes e col., 2003), Eugenia uniflora (Margis e col., 2002), Euterpe edulis (Gaiotto e
col., 2003; Cardoso e col., 2000) dentre outras.

A porcentagem de loci polimoérficos variou de 55,9 a 91,1 % para todas as
populagdes analisadas (tabela 2) e é superior a estimativa de 50 % de /oci polimorficos
para espécies vegetais encontrada por Hamrick e Godt (1990) podendo-se concluir que

a espécie apresenta alto polimorfismo de /oci.
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No trabalho de Nybom (2004) uma metanalise foi feita com o objetivo de avaliar a
diversidade intra e interpopulacional em angiospermas e gimnospermas utilizando
marcadores AFLP, RAPD e ISSR. Para as analises de AFLP, foi obtido um valor
proximo a 0,23 para a estimativa de diferenciagdo genética (Fst), e valores de
heterozigosidade esperada de 0,26 para espécies com ampla distribuigdo, que realizam
fecundacao cruzada, dispersdo de sementes mediada por vento e/ou agua, e por
animais.

Os valores de heterozigosidade (He) obtidos segundo as expectativas do
equilibrio de Hardy-Weinberg variaram de 0,19 para a populagdo de Oriximina (PA) a
0,32 para Guapiles, Costa Rica. O valor de heterozigosidade total foi de 0,27 (tabela 2).
Um padrao parecido de diferenciagdo genética foi observado para outras espécies
tropicais, cujos trabalhos utilizaram marcadores AFLP. De acordo com trabalhos de
Hamrick e Godt (1989, 1996) e Nybom e Bartish (2000), que visaram observar niveis de
diversidade genética, a C. brasiliense satisfaz o critério encontrado para espécies que
apresentam altos niveis de diversidade dentro das populacdes, realizam fecundacao
cruzada e com ampla distribuicdo geografica. De fato, quando todas as populagdes
foram analisadas em conjunto, a diversidade total (Hf = 0,27) foi similar ou até maior do
que o encontrado para outras espécies tropicais, que também utilizaram marcador
AFLP (Calycophyllum spruceanum Ht = 0,30, Russel e col., 1999; Switenia macrophylla
Ht = 0,14, Lowe e col., 2003; Cedrela odorata Ht = 0,27, Cavers e col., 2003; Eugenia
uniflora Ht = 0,34, Margis e col., 2002), e foi semelhante aos resultados encontrados em
Gillies e col. (1997) utilizando marcadores RAPD em populagbes da Costa Rica de

Cedrela odorata (Ht = 0,34).
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O nivel de diversidade genética detectado pela andlise com AFLP foi
relativamente alto para cada populagdo (tabela 2). Valores altos também foram
encontrados em outros trabalhos como em Margis e col. (2002) para cada populagao de
E. uniflora (Hs = 0,30) e, com Symphonia globulifera (Clusiaceae), um valor ainda maior
(He = 0,718 — 0,854) usando marcadores microssatélites (Aldrich e col., 1998). Em
Kawaguici e Kageyama (2001) os valores de heterozigosidade obtidos para C.
brasiliense em trés grupos de individuos (plantulas, jovens e adultos) usando
marcadores isoenzimaticos foi de 0,20. Segundo os autores, esses valores foram
considerados superiores as médias encontradas em espécies arboreas de ampla
distribuicdo. Como esperado para marcadores AFLP, que sao altamente polimorficos, a
diversidade genética encontrada no presente estudo (Hf = 0,27) é maior do que o
encontrado em Kawaguici e Kageyama (2001), devido a natureza do marcador (no
caso, as isoenzimas sdo menos polimorficas que o AFLP).

O padrao encontrado de distribuicdo da variabilidade genética nas populagdes de
C. brasiliense indica que a maior parte da diversidade genética encontra-se dentro das
populagdes (65,3 %) (tabela 4). No entanto, uma quantidade significativa também foi
atribuida a variagao entre as populagdes (34,7%). Segundo Loveless e Hamrick (1984),
espécies como C. brasiliense que apresentam mecanismos eficientes de dispersdo de
sementes e pdélen conduzem a uma maior variagao genética dentro das populag¢des do
que entre elas, corroborando os dados obtidos no presente estudo. Este padrdo é
encontrado para a maioria das espécies de plantas tropicais estudadas até o momento
(Aldrich e col., 1998; Margis e col., 2002; White e col., 1999; Gillies e col., 1999;
Cardoso e col, 2000; Lowe e col., 2000). Gillies e col. (1997) encontraram um

resultado semelhante a C. brasiliense. Usando marcadores RAPD, observaram que a
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maior parte da diversidade esta presente dentro das populacbes de Cedrela odorata
amplamente distribuidas na Costa Rica (65,1%, P< 0,004) e, 35,34%, P< 0,004, foi
atribuida a variagdo entre as populagdes. Este fenbmeno também foi observado em
outros trabalhos (Schierenbeck e col., 1997) e, pode ser o resultado da existéncia de
fluxo génico entre populagbes separadas. No entanto, este ndo deve ser o caso da C.
brasiliense, ja que nao existe contato atual entre as populagodes.

A analise dos dados revelou um valor de Fst de 0,26 + 0,008, mostrando um
valor préximo ao obtido no trabalho de Nybom, 2004 (Fst = 0,23). Este dado indica que,
C. brasiliense, assim como outras espécies tropicais, apresenta altos niveis de
diversidade intrapopulacional, com uma menor variacdo entre as populagdes. O valor
de Fst reflete a auséncia de fluxo génico nos dias atuais, principalmente devido a
amplitude geografica em que as populagdes foram amostradas. Russel e col. (1999),
utilizando marcadores AFLP, observaram valores de Fst de 0,118 para a espécie
Calycophyllum spruceanum. Essa espécie é tipica de locais alagados na Bacia
Amazénica e apresenta fecundagdo cruzada, polinizacdo mediada por insetos e
dispersdo de sementes pelo vento e agua. Ja em Cardoso e col. (2000) foi encontrado
um valor de Fst = 0,42, indicando alto nivel de diferenciagdo genética entre as
populagdes de Euterpe edulis numa area de 40 -1700 Km.

Os dados sugerem que a geografia pode desempenhar um papel tdo importante
quanto o historico de vida no estabelecimento da estrutura populacional da C.
brasiliense. Comparagdes par a par (tabela 3) indicaram niveis menores de
diferenciacdo genética entre Oriximina (PA) e Tiradentes (MG), as quais estao
separadas por aproximadamente 2000 Km. E possivel que essas duas populacdes

tenham mantido um fluxo génico mais intenso durantes os periodos de retracdo e
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expansao das florestas tropicais. Ja entre as outras populacdes, e entre Tiradentes e
Macaé, Tiradentes e Guapiles, Oriximina e Macaé, e Oriximina e Guapiles, o Fst variou
de 0,24 a 0,28, ndo diferindo muito entre as mesmas, apesar do esperado ser quanto
mais distante espacialmente, maior a diferenciagdo genética. Em contraste, Tiradentes
mostrou um valor maior de diferenciagdo genética com Macaé (RJ), que estd mais
proxima geograficamente (300 Km). E, os valores entre Tiradentes e Guapiles, Macaé e
Guapiles e Macaé e Oriximina, as quais estdo separadas por 2000 a 5000 Km,
aproximadamente, nao diferiram muito do obtido entre Tiradentes e Macaé.

Para as analises da presente dissertacdo é importante levar em consideracao a
distancia entre as populacdes analisadas. Trés trabalhos utilizando microssatélites em
espécies Neotropicais abrangeram uma amplitude geografica semelhante a este
estudo, os quais encontraram divisdes entre as populagdes. O trabalho de Lemes e col.
(2003) analisou sete populagcbes de Swietenia macrophylla distribuidas por 2100 Km na
Amazobnia brasileira. Foi encontrada variabilidade genética significativa entre as
populagbes e uma moderada variagdo genética entre elas. Os dados sugeriram que a
continuidade da floresta Amazobnica, onde aparentemente as barreiras geograficas ao
fluxo génico sdo minimas e pela estabilidade climatica na América do Sul durante o
Pleistoceno, podem ter contribuido para a manutencdo da diversidade. Um trabalho
complementar ao de Lemes conduzido por Novick e col. (2003) com populagdes de
Swietenia macrophylla na América Central, os resultados obtidos foram parecidos. E as
diferengcas encontradas entre as populagdes, foi atribuida a geografia do local como
uma barreira genética separando as populagdes do lado Pacifico e do lado Atlantico.
Collevatti e col. (2001) encontraram valores moderados de diversidade populacional na

espécie Caryocar brasiliense ao longo de uma abrangéncia geografica semelhante aos
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estudos discutidos acima, na regido do Cerrado. Em todos esses trabalhos foi
encontrado um padrédo de isolamento por distancia entre as populagdes, consistentes
com a ampla escala geografica em que as populagées foram amostradas. O mesmo
resultado foi encontrado para Euterpe edulis na Mata Atlantica (Cardoso e col., 2000).

A diferenciagdo genética encontrada entre as populagbes de C. brasiliense
provavelmente reflete uma influéncia de fatores ecolégicos, evolutivos e biogeograficos,
tais como, mecanismos de dispersdo de pdlen e sementes, histéria demografica e
barreiras geograficas ao fluxo génico (Alvarez-Buylla e col., 1996; Lemes e col., 2003).
Considerando a amplitude geografica do presente estudo e os dados obtidos, os niveis
de diferenciagcéo genética entre as populagdes foi menor do que o esperado.

Atualmente ndo existe continuidade entre as quatro populacdes analisadas. A
existéncia de padrbes de distribuicdo disjunto em varias espécies de plantas da floresta
Amazobnica e Atlantica sugere a possibilidade de conexdo entre as floras destas
florestas, no passado, através do bioma atualmente denominado cerrado (Rizzini, 1963;
Prance, 1982). Varios estudos apdiam essa idéia, ressaltando o papel das matas de
galeria nessa conexado (Ratter e col., 1973; Mori, e col., 1981). Provavelmente, os
padrbées de diversidade genética encontrados sao o reflexo dos periodos de contragao
e expansado das florestas tropicais durante as oscilagbes climaticas do periodo
Quaternario (Bigarella e col., 1975). A dispersdo e o intercambio de espécies entre
biotas sdo dependentes de configuragbes geograficas e eventos histéricos, os quais
sdo importantes mecanismos reguladores da riqueza de espécies nas comunidades
(Scluter e Ricklefs, 1993 a, b). Possivelmente, essas populagdes devem ter passado
por varias geragdes parcialmente isoladas como resultado da fragmentacgao florestal e o

ciclo de vida da espécie. Como consequéncia, a diferenciacdo genética observada
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entre as populagdes de C. brasiliense pode ser o resultado do seu ciclo de vida, o
sistema de acasalamento e mecanismos de dispersdo, associado com o processo de
fragmentacgéao das florestas tropicais.

Riveira-Ocasio e col. (2002) sugerem que a amplitude espacial de estudos
genéticos seja aumentada para melhor compreensao dos fatores histéricos, fisicos e
bioldégicos que modelaram a variagao intraespecifica incluindo: (i) migracéo e rotas de
colonizagao; (ii) a identificacdo de populagbes-fonte; e (iii) a importancia da deriva
genética e o fluxo génico na dinamica das populagdes. Sendo assim, sdo necessarias
informagdes a cerca da variagdo genética em populagdes de C. brasiliense proveniente
de regides de Mata Atlantica do Rio de Janeiro, Espirito Santo e Sao Paulo, procurando
abranger uma area de ampla distribuicdo da espécie a fim de compreender o padrao de
diversidade genética encontrado no presente estudo. Assim como, obter informagdes
sobre a possivel origem do centro dispersor da espécie C. brasiliense que contribua na
elucidacao do seu padrao de colonizacao historico.

A estrutura genética espacial em plantas naturais € definida como a distribuigéo
nao aleatéria da variacdo genética entre individuos (Sato e col., 2006). Esta é
determinada pela interagao de varios fatores, tais como, fluxo génico, sele¢ao natural e
processo de colonizacdo, e distribuicdo espacial de individuos e das populagdes
(Epperson, 1993; Hamrick e Nason, 1996). A distribuicdo espacial da variabilidade
genética dentro das populagbes naturais de plantas pode influenciar significativamente
0s processos evolutivos e ecoldgicos dessas populagdes, resultando em agregados de
genotipos especificos (Schapcott, 1995). Embora a estrutura genética espacial seja
consequéncia, principalmente, de um limitado fluxo de pdlen e semente, existe também

a influéncia de fatores localizados, como variagao espacial na distribuicdo da espécie e
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variagao na selegao de micro-habitats (Epperson e Li, 1997; Vekemans e Hardy, 2004).
Portanto, os mecanismos de dispersdo de uma determinada espécie podem influenciar
diretamente na sua estrutura genética espacial (Hamrick e col., 1993). A determinagao
dos padrdes e niveis de fluxo génico via polen e dispersdo de sementes sdo 0os mais
criticos no estabelecimento da estrutura genética (Hamrick e Nason, 1996). Segundo
Degen e col. (2001) as relagcbes existentes entre dispersédo e estrutura genética
espacial sdo: baixa dispersdo de sementes, forte estruturacdo genética; ampla
dispersao, baixa estruturagéo genética.

Espécies tipicas de florestas tropicais tendem a exibir um padréo espacial de
distribuicdo agregado (Condit e col.,, 2000) e a distribuicdo espacial limitada das
sementes contribui para esse padrdao. Modelos tedricos predizem a existéncia de
estruturagcdo genética espacial quando o fluxo génico é restrito (Wright, 1978), e
auséncia de estruturagcdo espacial quando o fluxo via sementes é extenso. Segundo
Bawa (1990), é dificil prever padrbes de fluxo génico em espécies tropicais devido ao
comportamento imprevisivel do agente dispersor.

Os estudos sobre a estrutura espacial de populacbes sao importantes, pois a
estruturacao afeta a estimativa de muitos parametros genéticos populacionais como,
por exemplo, a taxa de cruzamento (Epperson, 1989). O conhecimento sobre a
estrutura espacial populacional é importante quando populacbes de plantas sao
selecionadas para a conservagao (Shapcott, 1995). Ainda, o estudo da variabilidade
genética pode levar a novas introspecgdes sobre as causas que determinam a partilha
observada entre a variagao entre e dentro das populagdes (Leonardi e Menozzi, 1996).
Visando esses objetivos, diversos estudos recentes tém tentado compreender a ligagao

entre um fluxo limitado de pdlen e sementes e os padrdes de variagdo genética
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encontrados em espécies tropicais (Degen e col., 2004; Sezen e col., 2005). Nesse
sentido, numa segunda etapa do trabalho, a estrutura genética espacial
intrapopulacional de C. brasiliense foi analisada correlacionando-se a distancia genética
e distancia euclidiana (em metros) entre os individuos.

Para a populagdo pertencente a Guapiles (Costa Rica), observou-se na figura
11B que ndo ha estruturacdo entre os individuos desta populacao, indicando que nao
ha preferéncia de cruzamento entre individuos mais préximos. Ou seja, a populagao se
comporta como uma populacdo panmitica em que todos os individuos se reproduzem
ao acaso. Ja no resultado obtido para a populacdo pertencente ao Parque Nacional
Restinga de Jurubatiba (Macaé - RJ), foi visto que a distancia genética observada entre
pares de individuos que distam até, aproximadamente. 75 m entre si € menor do que a
esperada para uma populagdo panmitica (Figura 12B). O mesmo resultado foi
encontrado na analise da subpopulagédo composta pelo maior numero de individuos
(Macaé 1). Observou-se também menor distancia genética entre pares de individuos
distantes até 75 metros, aproximadamente (figura 14).

Apesar da dispersdo da C. brasiliense poder ser mediada pela agua e por
morcegos, principalmente, pode ser que exista uma preferéncia de cruzamento entre os
individuos mais proximos, no caso de Macaé. Alguns estudos demonstraram que o
fluxo génico restrito via polen e/ou sementes, padroes de distribuicdo e selegéo
microambiental podem influenciar a estrutura genética de populag¢des vegetais (Sokal e
Wartenberg, 1983; Epperson, 1990; Doligez e col., 1998). Futuyma (1992) comenta que
como em uma populacéo existem limitagdes fisicas que ndo permitem o cruzamento de
todos com todos, ou seja, cruzamentos aleatdrios, deve haver maior probabilidade de

cruzamento entre individuos mais proximos, estruturando a populagéo. Adicionalmente,
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o arranjo espacial dos gendtipos em estruturacdo de familias pode ser causado por
alguns fatores ecoloégicos como a restrita dispersédo de pdlen e sementes. O fluxo
génico via dispersdao de sementes, contrariamente a sua natureza homogeinizadora,
podem operar como uma fonte importante de heterogeneidade local em curtas
distancias (Barrett e Kohn, 1991). Usando marcadores de DNA RAPD, Degen e col.
(2001) estudaram a estrutura genética espacial de oito espécies tropicais em Paracou,
na Guiana Francesa. Eles observaram que para a espécie Symphonia globulifera
(Clusiaceae), que apresenta caracteristicas semelhantes a C. brasiliense, tais como
dispersdo de sementes mediada por morcegos e encontrada exclusivamente em locais
alagados (Scarano e col. 1997), ndo foi encontrada nenhuma estruturagdo genética
espacial, ou seja, os individuos da populacédo se comportam como uma populagao
panmitica. Este resultado foi interpretado como sendo a causa de ampla dispersao das
sementes mediadas por morcegos. Para a C. brasiliense, dois resultados diferentes
foram encontrados. De forma semelhante ao trabalho com S. globulifera, 0 mesmo
resultado foi encontrado para a populagao de Guapiles, mas nao para a de Macaé (RJ).
Nesta dultima, observou-se uma tendéncia moderada de arvores mais préximas
apresentarem genotipos parecidos do que as arvores que se encontram mais distantes.
Para a populacdo de Guapiles foram encontrados resultados mais consistentes
com o padrao de dispersdao das sementes mediada por animais e/ou agua, como
descrito para a espécie, possibilitando o alcance a longas distancias e o extensivo fluxo
génico entre os individuos. Baseando-se ainda na assertiva acima, pode-se supor que
os altos indices pluviométricos (4000 mm anuais) encontrados nesta regido possam
favorecer a dispersao dos frutos a longas distancias através da agua, ja que espécie

cresce ao longo de corregos e rios, e que podem mediar a dispersdo e o
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estabelecimento das sementes distantes da arvore parental. No entanto, com relagdo a
dispersdo de sementes mediada por morcegos, nao foi encontrado nenhum registro na
literatura que demonstre o comportamento desses animais na Costa Rica.

Em Macaé, a dispersdo de sementes mostra-se mais restrita. Isto pode ser
devido a influéncia de dois fatores: O primeiro é relativo ao comportamento do agente
dispersor, pois foi visto por Mello e col. (2005) que, apesar de alguns frutos terem sido
dispersos a longas distancias, outros foram encontrados embaixo ou proximos a arvore
parental. O trabalho foi feito com morcegos do género Artibeus em uma area de
restinga no Parque Estadual da llha do Cardoso, Cananéia, estado de Sdo Paulo. O
segundo pode estar relacionado ao tipo de inundagao caracteristico de restinga, o qual
ocorre pelo lengol freatico. Marques (1994) retratou que em aguas estagnadas, as
sementes ndo sdo dispersas a longas distancias, ficando assim, restrita a individuos
mais proximos.

Outro fator a ser considerado é a densidade de individuos de cada populacao
amostrada. Nota-se que em Macaé, os individuos estdo muito mais préximos uns dos
outros apresentando alta densidade (2,5 ind./hectare), enquanto que os individuos em
Guapiles estdo mais espacados e apresentam densidade bem menor (0,30
ind./hectare).

A diferenciacao encontrada entre as regides abordadas neste trabalho parece
estar relacionada aos eventos naturais e a histéria evolutiva da espécie. Em geral,
programas de conservagao e manejo de populagdes ressaltam a importancia de se
conhecer as variagbes de diversidade genética, do fluxo génico e das taxas de
fecundacdo em populagdes nas quais ha grande influéncia de fatores ecoldgicos e,

principalmente antrépicos (Muona, 1990). Portanto, nesses casos deve-se levar em
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conta essa diferenciagdo. Para que a maior parte da variabilidade genética apresentada
pela espécie C. brasiliense seja preservada, cada uma das populagdes abordadas
neste estudo deve ser conservada.

Além do mais, a perda de diversidade genética tem implicagdes quanto a
persisténcia de espécies e populagbes. Com baixos niveis de variagado genética elas se
tornam vulneraveis a extingado devido a fatores estocasticos e a reducao da adaptacao
(fitness), que diminui a capacidade das espécies em responder adaptativamente as

mudangas ambientais futuras (Falconer, 1996; Frankham, 1996).
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6 Conclusoes e Perspectivas

Neste trabalho, os niveis da organizagdo espacial e a dindmica da diversidade
genética de quatro populagdes de C. brasiliense provenientes de Macaé (RJ), Oriximina
(PA), Tiradentes (MG) e Guapiles (Costa Rica) foram avaliados através de marcadores
nucleares AFLP. Os resultados deste trabalho podem ser Uteis para a conservagao e o
manejo consciente da espécie, principalmente por que C. brasiliense vem sendo
considerada como uma espécie com potencial para utilizacdo no reflorestamento
comercial, oferecendo subprodutos importantes tanto para a construcdo de modveis
como para a obtencao de compostos farmacolégicos.

A analise da distribuicdo da diversidade genética mostrou que as populagdes
apresentaram a maior parte da diversidade dentro delas. Verificou-se também alta
estruturacdo entre Macaé e Tiradentes em comparacdo com cada uma dessas duas
populagdes com as outras, que apresentaram estruturagao mais leve.

A estrutura genética espacial intrapopulacional variou entre as areas de estudo
No caso de Macaé, parece haver um fluxo génico mais intenso entre individuos
espacialmente mais proximos (< 50 m). J& em Guapiles, néo foi observada nenhuma
estruturagao, refletindo o comportamento de uma populagao panmitica.

Para melhor compreender a dindmica e os processos envolvidos na manutencao
da diversidade genética de C. brasiliense, as seguintes estratégias poderdao ser
aplicadas:

e Analisar um numero maior de populagdes, buscando englobar toda a area de

distribuicdo C. brasiliense para compreender os padrdes de distribuicdo e

diversidade encontrados e o histoérico de colonizagcdo desta espécie;
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Aplicar testes de paternidade com o intuito de melhor compreender a biologia
reprodutiva e o fluxo génico da espécie;

Estabelecer estratégias de manejo, ja que a C. brasiliense é muito utilizada para
construgbes em geral visando a conservagado da espécie para que futuras

geragbes possam usufruir de forma consciente dos produtos oferecidos pela

espécie.
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ANEXO |

Posicbes geograficas obtidas por GPS. Costa Rica = CR; Macaé =MC.

Individuo Latitude Longitude Individuo Latitude Longitude
CR 1 10,204087 -83,881384 CR 15 10,2025 -83,8834
CR2 10,2053 -83,879344 CR 16 10,2018 -83,8832
CR3 10,203214 -83,883731 CR 17 10,20223 -83,8811
CR4 10,203225 -83,883821 CR 18 10,20272 -83,8803
CR5 10,199452 -83,885893 CR 19 10,20344 -83,8821
CR6 10,199291 -83,885995 CR 20 10,19908 -83,8861
CR7 10,199233 -83,885937 CR 21 10,19917 -83,8874

CR 741 10,205533 -83,879765 CR 22 10,19798 -83,8865
CR7-2 10,205409 -83,879809 CR 23 10,19737 -83,8878

CR 755-2 10,205801 -83,879154 CR 24 10,1974 -83,8878

CR8 10,196107 -83,884383 CR 25 10,1966 -83,8874
CR 841 10,204054 -83,880874 CR 26 10,1964 -83,887
CR9 10,195894 -83,884662 CR 27 10,19516 -83,8863

CR 931-10 10,204097 -83,882344 CR 28 10,19548 -83,8859

CR 932-5 10,203937 -83,882436 CR 29 10,19562 -83,886
CR 10 10,200545 -83,884166 CR 30 10,19253 -83,8845
CR 11 10,200612 -83,884606 CR 31 10,19697 -83,8867
CR 12 10,201055 -83,884284 CR 312-6 10,20203 -83,8839
CR 13 10,200937 -83,884237 CR 324-6 10,20176 -83,8842
CR 14 10,199111 -83,883872 CR 334-9 10,20174 -83,8843

Individuo Lat Long Individuo Lat Long

MC-01 22°14,440° 41°35,176° MC-47 22°14,397 41°35,234"
MC-02 22°14,432 41°35,168" MC-48 22°14,400° 41°35,230°
MC-03 22°14,555 41°35,471° MC-49 22°14,394° 41°35,230°
MC-04 22°14,550 41°35,471° MC-50 22°14,382 41°35,254°
MC-05 22°14,544° 41°35,464° MC-51 22°14,371° 41°35,243
MC-07 22°14,557 41°35,456° MC-52 22°14,370° 41°35,242°
MC-08 22°14,531° 41°35,431° MC-53 22°14,383° 41°35,219°
MC-09 22°14,524° 41°35,429° MC-54 22°14,386° 41°35,208
MC-10 22°14,491° 41°35,403 MC-56 22°14,375 41°35,218"
MC-11 22°14,492 41°35,399° MC-57 22°14,362 41°35,222°
MC-12 22°14,480° 41°35,386° MC-58 22°14,373 41°35,188"
MC-13 22°14,478 41°35,379° MC-59 22°14,380° 41°35,203
MC-14 22°14,470° 41°35,375 MC-60 22°14,364° 41°35177
MC-15 22°14,468" 41°35,375 MC-61 22°14,363° 41°35,358
MC-16 22°14,465 41°35,369° MC-62 22°14,369 41°35,365
MC-17 22°14,462° 41°35,366° MC-63 22°14,379° 41°35,373
MC-18 22°14,458 41°35,359° MC-64 22°14,378 41°35,387
MC-19 22°14,459 41°35,355° MC-66 22°14,350° 41°35,389
MC-20 22°14,455 41°35,350° MC-67 22°14,323° 41°35,381°
MC-21 22°14,455 41°35,343° MC-69 22°14,420° 41°35,466°
MC-23 22°14,451 41°35,334° MC-70 22°14,438 41°35,470°
MC-24 22°14,452 41°35,329° MC-72 22°14,421 41°35,481°
MC-26 22°14,446° 41°35,320° MC-73 22°14,425 41°35,486°
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MC-27 22°14,443 41°35,312° MC-74 22°14,449 41°35,107
MC-30 22°14,433° 41°35,298 MC-76 22°12,613° 41°35,332°
MC-31 22°14,431° 41°35,300° MC-77 22°12,621° 41°35,332°
MC-32 22°14,427 41°35,298 MC-78 22°12,627° 41°35,332°
MC-33 22°14,424° 41°35,294° MC-79 22°12,637° 41°35,328"
MC-34 22°14,425 41°35,297 MC-80 22°12,648 41°35,339°
MC-36 22°14,419 41°35,284 MC-81 22°12,652 41°35,337
MC-37 22°14,420° 41°35,281° MC-82 22°12,652 41°35,338"
MC-38 22°14,420° 41°35,272° MC-83 22°12,666° 41°35,337
MC-39 22°14,418 41°35,274° MC-84 22°12,668 41°35,324°
MC-40 22°14,414 41°35,264 MC-85 22°12,672° 41°35,327
MC-41 22°14,410° 41°35,262° MC-86 22°12,683" 41°35,321°
MC-42 22°14,411° 41°35,258 MC-87 22°12,683 41°35,316°
MC-43 22°14,406° 41°35,257 MC-88 22°12,694° 41°35,321°
MC-44 22°14,405 41°35,248 MC-89 22°12,696° 41°35,323
MC-45 22°14,406° 41°35,248 MC-90 22°12,700° 41°35,322°
MC-46 22°14,398 41°35,400°




