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RESUMO

ESTRUTURA GENETICA E FLUXO GENICO DE POPULACOES NATURAIS DE
ANDIROBA (Carapa guianensis) VISANDO O MANEJO
E A CONSERVACAO DA ESPECIE

A andiroba (Carapa guianensis) € uma espécie arborea de importancia
econbmica na regido Amazodnica pelo grande interesse que vem despertando nas
indUstrias madeireira e cosmética. E uma planta monoica, com floracdo assincronica e
auto-incompativel. Ela é bastante plastica e se adapta para ocupar diferentes
ambientes, sendo encontrada tanto no baixio como na terra firme. Os objetivos do
presente estudo foram avaliar a estrutura genética de duas populagdes naturais de
andiroba e quantificar a diversidade genética intrapopulacional, a autocorrelagao
espacial e o fluxo génico analisando uma unica populagdo em dois ambientes distintos
(terra firme e baixio) e em trés classes de tamanho (plantulas, jovens e adultos). Para o
estudo interpopulacional, foram avaliados 39 individuos adultos no municipio de Porto
Acre e 38 em Rio Branco. Ja para o intrapopulacional analisaram-se 957 individuos do
municipio de Rio Branco. Foram utilizados sete locos polimorficos de microssatélites
que permitiram observar 42 alelos em ambas as populagdes, sendo que as estimativas
dos paradmetros genéticos foram muito préximas entre elas. Nao foi observada
endogamia e a taxa de cruzamento aparente foi alta indicando reproducédo por
alogamia. A maior parte da variabilidade genética (90,5%) foi encontrada dentro das
populagdes. No entanto, a divergéncia genética entre as populagdes (9,5%) foi
estatisticamente significativa e pode ser considerada intermediaria. Com relagéo a
variabilidade intrapopulacional, observou-se 85 alelos na populacédo Rio Branco, com 67
alelos ocorrendo no ambiente de terra firme e 70 no baixio. A diversidade génica foi
semelhante nas trés classes de tamanho na populacéao total e nos dois ambientes, néo
tendo sido observada endogamia em nenhuma das classes de tamanho dos ambientes.
Também nao foi observada divergéncia genética entre as classes de tamanho. Ja entre
os individuos do ambiente de terra firme e os do baixio esta divergéncia foi baixa
(1,63%), mas significativa. A taxa de cruzamento aparente foi alta tanto para os
ambientes como para a populagdo total. As analises de autocorrelacdo espacial dos
genotipos revelaram que a populacdo Rio Branco apresentou baixa estruturagao
espacial, sendo que as arvores localizadas a uma distancia de até aproximadamente
370 metros tenderam a ser geneticamente similares. No ambiente de baixio encontrou-
se este mesmo padrdo, com arvores localizadas a uma distancia de até 160 metros
mostrando-se mais aparentadas entre si. Quando se observou separadamente cada
classe de tamanho neste ambiente, verificou-se baixa estruturacdo na classe dos
jovens, e uma disposi¢cao quase que aleatéria dos gendtipos na classe dos adultos. Na
terra firme nédo se observou estruturacdo espacial dos gendtipos em nenhuma das
classes. As analises de parentesco das plantulas indicaram que 7,3% dos parentais
paternos foram encontrados no ambiente de terra firme e 9,4% no baixio. Este baixo
indice encontrado mostra que é grande a quantidade de fluxo génico vindo de fora da
area amostrada. Verificou-se fluxo génico de longo alcance dentro da populagéo,
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observando-se uma distancia média de até 888,8 metros entre os ambientes. Com base
nos conhecimentos gerados sobre a estrutura genética, podem-se estabelecer
estratégias de manejo e conservacgao dessas populagdes naturais de andiroba.

Palavras-chave: Andiroba; Carapa guianensis; Diversidade génica; Estrutura genética;
Fluxo génico; Marcadores microssatélites
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ABSTRACT

GENETIC STRUCTURE AND GENE FLOW IN NATURAL POPULATIONS OF
CRABWOOD (Carapa guianensis) AIMING AT THE SPECIES
FOR MANAGEMENT AND CONSERVATION

Crabwood (Carapa guianensis) is a tree of economic importance in the Amazon
region, due to the great interest it has been attracting in the wood and cosmetics
industries. It is a monoecious species, with asynchronic flowering and self-incompatible.
This species is very plastic and adapts to occupy different habitats, and it is found in the
lowland and upland habitats. The objectives of this study were to evaluate the genetic
structure between two natural populations of crabwood, and to quantify the
intrapopulational genetic diversity, the spatial autocorrelation and gene flow of one
population, considering two habitats (upland and lowland) and three size classes
(seedlings, young plants and adults). For the interpopulational study, 39 adult individuals
were evaluated in the municipal district of Porto Acre and 38 in Rio Branco. For the
intrapopulational studies, 957 individuals were analyzed in the municipal district of Rio
Branco. Seven polymorphic microssatellite loci were used to detect 42 alleles in both
populations, were the genetic parameter estimates were very similar to each other.
Inbreeding was not observed and the apparent outcrossing rate was high, indicating an
outcrossing breeding system for this species. Most of the genetic variability (90.5%) was
found to be within populations. However, the genetic divergence between them (9.5%)
was statistically significant and can be considered as intermediate. Regarding the
intrapopulacional variability, 85 alleles were observed in the Rio Branco population, with
67 alleles occurring in the upland habitat and 70 in the lowland. The genetic diversity
was similar in the three size classes in the total population, and in the two habitats. No
inbreeding was observed in any of the size classes of either habitat. No genetic
divergence was observed between size classes as well. Between individuals of the
upland habitat and those of the lowland habitat, this divergence was low (1.63%), but
significant. The autocorrelation spatial analysis of the genotypes showed that the Rio
Branco population presented low spatial genetic structuring, with the trees located at a
distance of approximately 370 meters tending to be genetically similar. In the lowland
habitat the same pattern was found, with trees located at a distance of 160 meters
tending to be more related between themselves. When each size class of this habitat
was observed separately, a low spatial genetic structuring was found in the young
classes and an almost random disposal of the genotypes was observed in the adult
classes. In the upland habitat, a spatial genetic structure of the genotypes was not
observed in any of the size classes. The paternity analysis of the seedlings indicated
that 7.3% of the male parents were found in the upland habitat and 9.4% in the lowland.
This low index shows that the amount of gene flow coming from outside the sampling
area is high. Long-distance gene flow within the population studied was observed, with
an average distance of 888.8 m found between habitats. Based in the acquired
knowledge on the genetic structure, management and conservation strategies can be
established for these natural crabwood populations.
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Keywords: Crabwood; Carapa guianensis; Genetic diversity; Population structure; Gene
flow; microsatellite markers
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui uma mega biodiversidade, tanto da flora quanto da fauna.
Estima-se que mais de 20% das espécies do planeta sao nativas de nosso territério
(NASS, 2001). Na regido Amazdnica encontra-se grande variedade de ambientes e, por
consequéncia, um enorme potencial de recursos naturais. O uso sustentavel destes
recursos € um dos principais desafios para as proximas geragdes. A falta de
conhecimentos sobre a biologia, caracteristicas silviculturais, agronémicas, fitoquimicas
e genéticas da grande maioria das espécies da flora amazbénica é motivo de
preocupacgao, em decorréncia do risco de erosdo genética ou mesmo da perda destes
recursos naturais, face a expansao da fronteira agricola e a exploragao irracional nesta
regiao.

Cresce a cada dia o interesse dos paises desenvolvidos pela biodiversidade da
floresta Amazdnica, visando a obtencédo de substancias fitoquimicas a serem utilizadas
como matéria prima na fabricagdo de varios produtos, tais como: analgésicos,
tranquilizantes, laxantes, diuréticos, antibioticos, dentre outros. Este fato gera um
aumento na demanda por fitoterapicos, o que tem levado a exploracido desordenada
dos recursos vegetais e provocado um acelerado processo extrativo de varias espécies
nas areas de ocorréncia natural.

Segundo Mendonca-Hagler (2001), ag¢des antropicas sobre os ambientes
naturais, principalmente qualquer atividade humana n&o sustentavel, pode afetar a
abundancia relativa das espécies e, dessa forma, leva-las a extincdo. A perda da
biodiversidade causa a erosédo genética, ou seja, a perda de variabilidade existente
dentro de uma determinada espécie (CANCADO; BOREM, 2001). A utilizacdo de
produtos florestais, tanto para o setor madeireiro como para o ndao-madeireiro de forma
irracional, pode levar a destruicdo de ambientes naturais e, como consequéncia, levar
as espécies vegetais e animais a extingao.

A andiroba (Carapa guianensis Aublet.) apresenta-se como uma espécie arbérea
de importancia econdmica na regido Amazobnica, pelo grande interesse que vem
despertando nas industrias madeireira e cosmética. Existem poucos estudos no que diz

respeito a aspectos ecoldgicos e genéticos da andiroba, o que torna, portanto,
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necessario aumentar o conhecimento sobre esta espécie e, dessa forma, contribuir para
o entendimento da sua funcéo dentro do ecossistema amazdnico.

Estudos genéticos e ecoldgicos de uma espécie s&o essenciais para que sejam
direcionadas praticas de manejo que visem a conservagao e a utilizacdo dos recursos
genéticos de forma sustentavel. Segundo Kageyama (1987), estes estudos envolvem o
sistema reprodutivo, o fluxo génico intra e interpopulacional, a distribuicdo espacial dos
individuos e, principalmente, a variagdo genética entre e dentro das populagdes. O uso
da genética de populagbes para quantificar a diversidade de populagdes arbéreas
tropicais, vem apontando algumas direcbes importantes para se tomar como referéncia

para a¢des visando minimizar os impactos ambientais nestes ambientes.

Objetivos

Considerando-se a escassez de informagdes sobre as consequiéncias genéticas
da exploracao de populagdes naturais, a andiroba, espécie arbdrea nativa da floresta
Amazoénica, foi estudada no que diz respeito a sua ecologia e genética, com o0s
seguintes objetivos:

a) Determinar o padrao de distribuicdo populacional em diferentes classes de
tamanhos (jovens e adultos), considerando dois ambientes: terra firme e
baixio;

b) Avaliar a estrutura e a diversidade genética de populagdes de andiroba
utilizando marcadores SSR;

c) Estudar o sistema reprodutivo;

d) Estimar o fluxo génico entre populagbes e entre os ambientes de terra
firme e baixio;

e) Avaliar a distribuicdo espacial dos gendtipos e verificar a ocorréncia de
estruturagcado na populacao Rio Branco;

f) Verificar o parentesco médio entre os individuos dentro da populagdo Rio
Branco;

g) Estimar o tamanho efetivo populacional, verificando a possivel ocorréncia

de deriva genética.
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Estes parametros de estudo sao importantes, pois dessa forma se entendera um
pouco mais sobre o modo de reprodugcao desta espécie, de que forma a variabilidade
genética encontra-se distribuida nestas populagdes, o que esta diretamente relacionado
ao fluxo génico, sendo estes dados interessantes a serem considerados quando se
definem estratégias de manejo com o objetivo de se utilizar adequadamente os
recursos geneéticos desta espécie, tanto para o setor madeireiro como para o né&o-

madeireiro.

Hipoteses
Com base nas informagdes prévias a respeito da biologia da espécie, algumas
hipoteses puderam ser formuladas:
a) Encontram-se mais individuos jovens do que adultos na populagdo Rio
Branco.
b) A andiroba apresenta sistema reprodutivo por alogamia.
c) A maior parte da variabilidade genética encontra-se distribuida dentro de
populagdes.
d) A variabilidade genética encontra-se estruturada no espaco.
e) Ocorre variagao genética entre populagdes de terra firme e baixio, em uma
mesma localidade.
f) Ocorre fluxo génico entre os ambientes de terra firme e de baixio.
j) As populagdes encontram-se em equilibrio de Mutagao e Deriva, ou seja,

nao apresentam deriva genética.

1.1 Reviséo de Literatura
1.1.1 A Floresta Amazbnica

A Floresta Amazénica localiza-se ao norte da América do Sul, possuindo cerca
de 6,5 milhdes de km?. Destes, cerca de 85% encontra-se em territério brasileiro e os
15% restantes entre a Bolivia, Coldmbia, Equador, Guiana, Guiana Francesa, Peru,
Suriname e Venezuela. A chamada Amazénia Legal ocupa cerca de 5 milhdes de km?

do territério brasileiro, aproximadamente 61% da area do nosso pais (SIVAM, 2007).
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O clima é equatorial quente e umido, com temperatura variando pouco durante
todo o ano. A distribuicdo das chuvas é bastante irregular, sendo em média de 2300
mm anuais (FISCH et al., 1998). A bacia do rio Amazonas possui aproximadamente
20% da disponibilidade mundial de dgua doce.

A Amazdnia possui uma heterogeneidade de habitas, solos e micro climas que a
caracterizam como um imenso ambiente formado por mosaicos de micro ambientes
distintos e interdependentes. E estes diversos ambientes provavelmente sdo os
responsaveis por esta floresta conter a maior biodiversidade do planeta (RIBEIRO et al.,
1999). Existem trés tipos de ambientes principais na Amazénia, relacionados com o
relevo e definidos pelo volume de agua dos rios, em fungdo das chuvas. No ambiente
de Igapo, as areas sdo permanentemente inundadas, com vegetacdo adaptada a
permanecer com suas raizes sempre debaixo d'agua. No ambiente de Baixio, que fica
localizado em areas que sao inundadas periodicamente apenas na época das cheias
dos rios, encontram-se solos arenosos, que possuem acumulo de sedimentos. Ja o
ambiente de Terra Firme, localizado em areas mais altas que nunca se alagam, possui
solo argiloso bem drenado e pobre em nutrientes (RIBEIRO et al., 1999), sendo que
este ambiente é encontrado na maior parte da floresta.

A Floresta Amazdnica exerce influencia na manutengao climatica da América do
Sul e ainda tem grande influencia no clima global, e sua interacdo com a atmosfera é de
suma importancia para a regulacédo de chuvas e do ciclo hidrolégico em toda a América
do Sul (ARTAXO, 2006).

As espécies nativas da desta floresta sdo ainda pouco conhecidas.
Aproximadamente 20 espécies sdo mundialmente reconhecidas e utilizadas no setor
madeireiro e poucas sdo conhecidas como frutiferas ou por suas propriedades
medicinais. Segundo Mittermeir et al. (1992), a Amazénia brasileira possui cerca de 40
mil espécies de plantas vasculares (sendo 30 mil endémicas), 1300 espécies de aves,

425 mil espécies de mamiferos, 371 espécies de répteis e 427 de anfibios.

1.1.2 Caracteristicas da andiroba (Carapa guianensis)
Pertencente a familia Meliaceae, a andiroba (Carapa guianensis Aubl.) distribui-

se desde a América Central até o norte da América do Sul (Venezuela, Equador,
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Colémbia, Peru e Brasil) (FERRAZ; SAMPAIO, 1996). No Brasil, ela ocorre em toda a
Bacia Amazoénica, principalmente em regides proximas aos leitos dos rios mas séo
encontradas também em locais bem drenados de terra firme (JANKOWSKY et al. 1990;
LOUREIRO; SILVA; ALENCAR, 1979). Registra-se a maior ocorréncia nos Estados do
Para, Amapa, Amazonas e Maranhdo (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE - MMA,
1998).

E uma espécie arbérea de sub-dossel ou dossel (FERRAZ; CAMARGO;
SAMPAIQO, 2002), podendo chegar a 30 m de altura, possuindo tronco reto e cilindrico
e, geralmente, raizes tabulares. Possui casca cinzenta, grossa e amarga, apresentando
descamacgao em placas (RIZZINI, 1971), com copa ramosa e de tamanho médio. Seus
ramos tendem frequentemente a posigao vertical, com folhas imparipenadas, grandes e
com numerosos foliolos opostos que apresentam um tom verde-escuro, forma oval-
oblonga, acuminados e glabros (CORREA, 1974).

E uma planta mondica, com florac&o assincrénica e prolongada, sendo polinizada
por insetos de pouca mobilidade como microlepidopteros e meliponinas (MAUES,
2006), auto-incompativel (HALL; ORREL; BAWA, 1994; MAUES, 2006) e com elevada
densidade populacional nas areas de ocorréncia. Suas flores sdo pequenas, solitarias,
axilares, subsésseis, glabras e de coloragdo amarelo-avermelhada a creme
(LOUREIRO; SILVA; ALENCAR, 1979), raramente com pedicelos curtos e grossos, 4-
meras predominantemente com 8 anteras, 1 ovario, 4-loculares e (2-)3-4(-6) évulos por
l6culo, foliolos mais elipticos, com um apice acuminado (VIEIRA, 1991).

O fruto € uma capsula globosa deiscente que, ao cair no chao, libera suas
sementes (4 a 16 por fruto), as quais logo perdem a viabilidade, sendo denominadas
recalcitrantes (FERRAZ; CAMARGO; SAMPAIO, 2002), pois nao suportam o
dessecamento. No seu interior existe uma massa esbranqui¢ada que, quando seca,
apresenta coloragao branco-amarelada e que exuda 6leo faciimente.

A andiroba € uma espécie bastante plastica e se adapta para ocupar diferentes
nichos. Segundo Matta (1996, apud LEITE, 1997), ela é distinguida morfologicamente
pela coloragdo do seu lenho, em fungdo do habitat. Pennington et al. (1981), também
citam esta distingdo, mencionando que existem dois tipos de lenho reconhecidos pelos

nativos: o vermelho e o branco. O vermelho € considerado superior ao branco e é
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encontrado nas arvores que habitam as terras altas. O lenho branco é tipico dos
individuos de areas alagadas. Outra diferenga relacionada ao habitat esta na coloragao
€ na espessura do 6leo obtido de suas sementes: nas areas de baixio, o 6leo é mais
espesso e mais claro sendo que o 6leo obtido de sementes de individuos de terra firme
€ mais ralo e escuro (LEITE, 1997).

Estudando a ecologia da C. guianensis, Leite (1997) observou que nas diversas
regides da Amazobnia, esta espécie apresenta padroes de floragcdo e frutificagcdo
variaveis. A frutificacdo na Amazonia Ocidental ocorre de outubro a dezembro, na
Amazoénia Central de dezembro a margo, no Baixo Amazonas de margo a junho e na
Amazobnia Oriental de junho a setembro. Observa-se, portanto, que na Amazénia
brasileira encontram-se sementes de andiroba o ano todo. Uma arvore pode produzir de
180 a 200 kg de sementes por ano (LOUREIRO; SILVA; ALENCAR, 1979).

E uma espécie comum na floresta e sua densidade é bastante variavel dentro do
mesmo tipo de vegetagdo. No Para, na floresta de baixio da Zona da Mata, sdo
encontradas 1,6 arvores por hectare com DAP (didmetro a altura do peito) acima de 25
centimetros e em floresta de transicao, entre terra firme e baixio, foram encontradas 4
arvores por hectare (Instituto do Desenvolvimento Econdmico-Social do Para - IDESP,
1975). No Estado do Acre existem poucos dados sobre a ocorréncia desta espécie. O
projeto Radar na Amazénia - RADAM Brasil (BRASIL, 1976) cita a presenca de seis
arvores por hectare em floresta aberta, e 1,48 arvores em floresta densa. De acordo
com Klimas (2006), a densidade populacional de C. guianensis € maior em ambiente de
baixio em comparagao a terra firme. A autora encontrou 25,5 e 14,5 individuos com
DAP acima de 10 cm, respectivamente, em ambiente de baixio e terra firme.

Sua madeira possui propriedades fisicas e mecanicas similares ao cedro
(Cedrela fissilis), a cerejeira (Torresea acreana) e ao mogno (Swietenia marophylla)
(ARAUJO, 2002), ndo sofrendo o ataque de cupins, sendo empregada na fabricacéo de
moveis, na construcio civil e na industria naval.

O Oleo retirado de suas sementes tem coloracdo amarelo-clara e €
extremamente amargo, sendo que em temperaturas inferiores a 25°C se solidifica
(LOUREIRO; SILVA; ALENCAR, 1979). Contém substancias como o acido oléico, o
palmitico e o estearico, que lhes conferem propriedades anti-sépticas, antiinflamatorias,



19

cicatrizantes e inseticidas (DUKE, 2004; LESLEI, 2005; LOUREIRO; SILVA; ALENCAR,
1979). E muito utilizado pelas populacdes ribeirinhas e nas industrias de fitoterapicos e
cosmeética. Dados da Fundacéo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE
(1998), estimam que o Brasil consome cerca de 30 mil litros de 6leo por ano, e a
exportagao anual é de 450 mil litros, em média.

E uma espécie climax, apresentando bom desenvolvimento & sombra em seus
estagios iniciais. Suas sementes n&do possuem dorméncia, germinam logo apos a
dispersdo e possuem curta longevidade. A regeneragao ocorre apos a queda das
sementes em locais e condicbes propicias para o seu estabelecimento. Seu
crescimento € relativamente rapido em areas degradadas ajudando na sua
recuperacao, fato que a torna uma espécie com potencial para plantios comerciais.

Schmidt e Volpato (1972), em estudos na Reserva Florestal Ducke (Manaus),
onde realizaram medidas anuais, verificaram que a andiroba foi uma das espécies de
melhor desenvolvimento e que aos seis anos de idade ja apresentou frutificagdo.
Segundo dados do MMA (1998), na Estagado Experimental de Curua-Una no Para, em
plantios experimentais, ela apresentou um aumento médio de 1,8 metros/ano na altura
e 1,10 centimetros/ano no didmetro, sendo apontada como espécie promissora para o
reflorestamento de capoeiras.

Na Amazbnia a exploragdo de muitas espécies de plantas de importancia
econdmica, inclusive a andiroba, de forma predatéria, pode levar ao desmatamento nas
areas de ocorréncia natural. Tentar explorar estes recursos de forma sustentavel é
buscar conciliar o desenvolvimento econdmico com a preservacao ambiental. A
humanidade de hoje deve se desenvolver em harmonia com as limitagbes ecoldgicas
do planeta, ou seja, de forma sustentavel, sem destruir o ambiente para que as
geragbes futuras tenham chance de existir e viver, de acordo com as suas

necessidades.

1.1.3 Diversidade genética
O termo diversidade genética € normalmente utilizado para descrever variagdes
herdaveis encontradas dentro de entidades biologicas e pode ser mensurada em

individuos, populagcdes e espécies. Em um loco particular, a diversidade pode estar
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presente dentro de individuos, ou seja, encontram-se individuos com locos homozigotos
e heterozigotos. Ela pode estar presente dentro da populagdo, sendo observada
quando os alelos presentes em um loco variavel sdo encontrados em individuos
diferentes. Se existir mais de dois alelos e o organismo for dipléide, nenhum dos
individuos podera exibir a variagéo total presente dentro do loco. Adicionalmente, a
diversidade pode estar presente dentro das espécies, o que se verifica observando a
variacao nas frequéncias alélicas entre popula¢des (LOWE; HARRIS; ASHTON, 2005).

De acordo com Hamrick (1983), o estudo da diversidade genética em populagdes
naturais compreende a descricdo dos niveis que a variagado genética € mantida dentro
das populagdes, bem como a forma que ela é divida entre as populagdes.

A diversidade genética intrapopulacional pode ser caracterizada pelos indices:
porcentagem de locos polimérficos (I3), numero medio de alelos por loco (A),

heterozigosidade esperada ou diversidade génica (I:Ie) em equilibrio de Hardy-

Weinberg; heterozigosidade observada (ﬁo) e indice de fixacao (f) (BERG;
HAMRICK, 1997)

Loveless e Hamrick (1987) comentam que em espécies tipicamente alégamas
ocorre maior variagdo genética dentro das populagdes e menor entre elas, sendo que a
divergéncia entre populagbes sera menor quanto maior for o fluxo génico. Ja em
populagdes que se reproduzem por autofecundacgdo, onde se tem limitada dispersao de
polen e sementes, ocorre baixa variagao dentro das populagdes e alta entre elas.

Hamrick (1983) verificaram, em estudos com espécies arboreas, que a
distribuicdo dos alelos e gendtipos ndo € aleatdria dentro das populagdes, sendo
determinada pela disperséo de pdlen e sementes, ambiente de distribuicdo e selegao
micro ambiental.

A estrutura genética é a distribuicdo n&o aleatoria dos alelos e gendétipos dentro
das espécies (HAMRICK, 1983). Sua manutengdo ocorre devido a interagdo entre
fatores evolucionarios, como selegcdo, deriva, migracdo e mutagdo, com fatores
ecolégicos como o sistema reprodutivo, distribuicdo espacial, tamanho efetivo,
dispersdo de podlen e sementes. A caracterizagdo da estrutura genética entre

populacdes tem sido realizada por trés metodologias: estatisticas F de Wright
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(WRIGHT, 1965); analise da variancia das frequéncias génicas (COCKERHAM, 1969) e
analise da diversidade genética em populagbes subdivididas (NEI, 1973). As trés
abordagens apresentam bases genéticas similares, procurando verificar a distribuigao
da variabilidade genética entre e dentro das populagdes.

As estatisticas F de Wright fornecem os niveis médios de fixagdo dos alelos
para o total de populagdes, dentro das populagdes e a divergéncia genética entre as
populacdes, com base em medidas de probabilidade de identidade por descendéncia
(WRIGHT, 1965; NEI, 1977). A analise da variancia fornece a distribuicdo genética da
variabilidade em diversos niveis hierarquicos, considerando o erro associado a
amostragem (COCKERHAM, 1969). Ja, a diversidade genética de Nei fornece a
proporgao da variabilidade genética contida entre e dentro das populagdes e os niveis
de heterozigosidade esperados para o total e para a média das populagdes.

A diversidade genética promove matéria prima para a adaptagcdo das espécies,
sendo também a base para o melhoramento genético. Ela € a responsavel por parte
das diferencas de produtividade e reproducdo entre os individuos de uma espécie
(LOWE; HARRIS; ASHTON, 2005). Sua determinagdo em espécies arboreas € de suma
importancia ja que estas espécies sao fundamentais na estrutura dos ecossistemas
florestais. Espécies que apresentam valores baixos de diversidade genética podem ter
reduzida sua capacidade de sobreviver a doengas e ndo se adaptarem a mudancas
ambientais. Assim, a diversidade genética pode ser considerada de fundamental
importancia para a sustentabilidade e estabilidade dos ecossistemas (RAJORA,
PLUHAR, 2003).

1.1.4 Manejo e conservacao em espécies arboreas

A conservagdo das populagdes naturais e, consequentemente, da sua
diversidade genética, somente sera possivel quando esta estiver acoplada com
alternativas que possibilitem renda as populagdes residentes na floresta e aos
proprietarios de terra. O manejo sustentavel de populagdes naturais s6 sera viavel
quando se conhecerem 0s processos bioldgicos responsaveis pela sustentabilidade
bioldgica das espécies. Segundo Ticktin (2004), a retirada de produtos ndo-madeireiros

pode afetar diversos processos bioldgicos em niveis individuais, em populagdes,
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comunidades e ambientes. Dentro dos produtos ndo—madeireiros encontram-se flores,
frutos, sementes, cascas, latex, resinas e outras partes da planta que ndo a madeira.

O crescimento no uso comercial destes produtos tem conduzido ao aumento na
exploracédo destes recursos e contribuido para gerar aumento na renda de populagdes
que vivem ao redor das florestas (ARNOLD; PEREZ, 2001). Portanto, a coleta
sustentavel destes recursos ndo é somente essencial para a preservacao das espécies
naturais, mas também para o sustento de muitas comunidades ribeirinhas (TICKTIN,
2004).

O desmatamento, a fragmentacao florestal e a extracdo de madeira podem ter
sérias consequéncias em longo prazo na manutengcdo da diversidade genética de
populacdes naturais. O corte seletivo pode reduzir a densidade das arvores e, em
consequéncia, alterar o padrao de cruzamentos e aumentar a probabilidade de
endogamia (JENNINGS et al.,, 2001). Embora a fragmentagdo e disturbios com a
retirada de madeira sejam comuns em florestas tropicais, existe pouco entendimento
sobre o efeito destes processos no fluxo génico e na diversidade genética das espécies
(HAMRICK; MURAWSKI; NASON, 1993).

O desenvolvimento e aplicagao de critérios e indicadores no ambito de planos de
manejo florestal sdo fundamentais para garantir a conservagdo e a manutengédo da
variabilidade genética das espécies exploradas. Para se tentar minimizar os danos
causados pela retirada de espécies florestais, devem ser realizados estudos basicos de
genética e ecologia (NAMKOONG et al., 1996).

Dentro deste contexto, algumas organizag¢des tais como CIFOR (Centro para
Pesquisa Florestal Internacional) e FSC (Conselho de Manejo Florestal), procuram
padronizar praticas para se manter a sustentabilidade do manejo nas Florestas
Tropicais. Estas tém indicado parametros ecologicos e genéticos que devem ser
realizados para a conservagao € o manejo sustentavel das espécies (NAMKOONG et
al. 1996).

Dentre os parametros ecoldgicos tem-se:

- estudos do padrao de distribuicdo geografica (tipos e variedades de habitas);
- estudos sobre a biologia da reprodugao;

- estudos sobre a regeneragéo;
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- estudos sobre a sucessao florestal (a constante troca de espécies em um ambiente
que sofreu um disturbio natural ou ndo).

Dentre os parametros genéticos tem-se:

- indices para quantificar a variabilidade genética entre e dentro das populagoes;
- estimativas do tamanho efetivo populacional (Ne);

- estudos sobre o sistema reprodutivo;

- estudos sobre os mecanismos de fluxo génico.

Embora estes parametros ja existam ha algum tempo, eles ndo tém sido levados
em consideragdo na maioria dos planos de manejo. Neste contexto, estudos que
tenham como objetivos identificar os impactos ecoldgicos e genéticos que a exploragao
madeireira e n&o-madeireira promovem, sdo de grande importdncia para o
entendimento dos fatores responsaveis pelas diferengas em produtividade, adaptacéo e
reprodugao entre individuos de uma espécie, além de verificar se esta exploragao
promove perda na variabilidade genética (SEBBENN et al., 2000).

O estudo da variabilidade genética em espécies florestais ganhou maior énfase
com o uso de marcadores moleculares, que possibilitaram a observacdo da variagao
das espécies no nivel do DNA. Estes podem ser utilizados tanto no estudo da variagao
intra como interespecifica, em pesquisas evolutivas e taxondémicas (FERREIRA,;
GRATTAPAGLIA, 1998), no estudo da estrutura genética de populagdes de espécies
arboreas (TELLES, 2000; VASCONCELOS, 2002; ZUCCHI, 2002; ZUCCHI et al.,
2003). Eles tém sido utilizados também no monitoramento e na avaliagcdo das
consequéncias genéticas da exploracao florestal em varias espécies (CONTE, 2003;
CLOUTIER et al., 2007; DAYANANDAN et al., 1999; HALL; WALKER; BAWA, 1996;
LEMES et al., 2003; SEBBENN et al., 2000; SOUZA, 2002).

Na Costa Rica, Dayanandan et al. (1999), estudaram populagbes de C.
guianensis utilizando microssatélites, e verificaram que as estimativas de
heterozigosidade observada em geral sdo superiores a diversidade génica, mostrando
que nao ha indicios de ocorréncia de endogamia naquelas popula¢des. Os autores
observaram ainda que ocorrem niveis baixos de variagdo genética entre as populagdes
estudadas. Em um estudo realizado na Amazbnia brasileira, Lemes et al. (2003)

verificaram a ocorréncia de altos niveis de variagdo genética entre populagdes de
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mogno (Swietenia macrophylla, Meliaceae), fato que indica diminuicdo no fluxo génico
entre as populacoes.

Zucchi (2002), estudando 10 populagbes de Eugenia dysenterica DC, espécie
arborea do cerrado brasileiro, utilizando marcadores moleculares RAPD e
microssatélites, verificou que o fluxo génico estimado entre as populag¢des foi pequeno
e restrito devido ao isolamento destas pela distancia, além da ocorréncia de deriva
genética, provavelmente ocasionada pela grande antropizagdo deste bioma.

O desmatamento das florestas tropicais tem aumentado em todo o mundo,
trazendo, como consequéncia, a ameaga a manutencdo da biodiversidade e de
processos bioldgicos nestes ambientes. A diminuicdo na biodiversidade promove a
perda da diversidade genética, observando-se com isso a redugédo no tamanho das
populagdes, fato que interrompe o mutualismo existente entre animais polinizadores e
dispersores de sementes (LEMES et al., 2003).

Cloutier et al. (2007), em estudos sobre os efeitos do corte seletivo realizado em
uma populacdo de C. guianensis na Floresta Nacional do Tapajés (PA), verificaram os
mesmos niveis de diversidade génica e riqueza alélica em arvores adultas e progénie
antes e depois do corte seletivo. Eles concluiram que, em curto prazo, o corte seletivo
desta espécie nao esta prejudicando sua variabilidade genética.

Para estimar e mitigar os efeitos genéticos do desmatamento e do manejo
florestal, torna-se necessario obter informagdes da distribuicdo da variagdo genética,
aléem de parametros ecologicos, como densidade, em populagdes arbdreas. Dentro
deste contexto, verifica-se que o entendimento da estrutura genética populacional, de
padrdes de fluxo génico e do sistema reprodutivo s&o pré-requisitos basicos para que

possam ser criadas estratégias de conservagédo e manejo em populag¢des naturais.

1.1.5 Estrutura genética espacial

A estrutura genética espacial ou autocorrelagéo espacial refere-se a distribuigao
espacial dos gendtipos dos individuos dentro da populagéo, sendo caracteristica para
cada espécie. Ela é determinada pelos padrées de dispersao de pdlen e sementes,
densidade de individuos adultos, selecao micro ambiental, regeneracao e pelo sistema
de reprodugao (HAMRICK, LOVELESS, 1986; LOISELLE et al., 1995).
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A existéncia da estrutura espacial, ou seja, a presenca de individuos
geneticamente correlacionados localizados préximos entre si, dentro da populagéo,
decorre principalmente das limitacbes fisicas desta populagdo que impedem a
ocorréncia de cruzamentos aleatérios entre os individuos, havendo, desta forma, maior
probabilidade de cruzamentos entre individuos mais proximos, o que gera reducédo de
heterozigotos e a formagao de grupos, estruturando a populagéo (FUTUYMA, 1992).

Escudero, Iriondo e Torres (2003) fizeram uma revisdo sobre o uso de analise
espacial em estudos de diversidade genética como uma ferramenta para a conservagao
de espécies de plantas, verificando que para uma efetiva conservagao destas espécies,
bem como para formular estratégias de manejo, torna-se necessario ocorrer integragao
entre os conhecimentos genéticos, demograficos e ecoldgicos. Alvarez-Buylla et al.
(1996) comentam sobre a urgéncia no desenvolvimento de um modelo que integre
fatores genéticos e demograficos para permitir a avaliagdo da importancia das espécies
arboreas em florestas tropicais.

Considera-se que uma variavel apresenta estrutura espacial (ou autocorrelagao
espacial) quando os valores da variavel de interesse observados em pares de locais
distanciados entre si, sdo mais similares (autocorrelagao positiva) ou menos similares
(autocorrelagédo negativa) do que o esperado para pares de observagdes associados ao
acaso (LEGENDRE, 1993).

A caracterizagdo da estrutura genética espacial pode ser realizada por varias
técnicas, sendo que a mais utilizada € o indice / de Moran (ESCUDERO; IRIONDO;
TORRES, 2003; LOWE; HARRIS; ASHTON, 2005), que quantifica a similaridade
genética entre pares de individuos espacialmente adjacentes. Este assume valores que
podem variar de +1 (autocorrelagdo positiva) a -1 (autocorrelagdo negativa) (DEWEY;
HEYWOOD, 1988).

Outro coeficiente utilizado para estudo da estrutura genética espacial é o
coeficiente de parentesco ou de coancestralidade (6x,) (ERIKSON; HAMRICK, 2003;
LOISELLE et al.,, 1995) que se baseia na probabilidade de se amostrarem
aleatoriamente dois alelos em dois individuos e eles serem idénticos por descendéncia.

Assim, em um modelo de isolamento por distdncia em que se espera que 0s

individuos espacialmente mais proximos sejam mais correlacionados do que os mais
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distantes, pode-se esperar que a estimativa da coancestralidade diminua gradualmente
entre os pares de individuos espacialmente mais préximos para os de maiores
distancias geograficas (LOISELLE at al., 1995).

A importancia do conhecimento da estrutura genética espacial esta relacionada
com o estabelecimento de estratégias de amostragem em populagdes naturais, tanto
para a conservagao genética com para fins de melhoramento, possibilitando a formagao
de amostras mais significativas, e também para mitigar os efeitos de praticas de manejo
(GANDARA, 1996). Em estudos populacionais, ela pode ser utilizada tanto para estimar
o grau de isolamento de populagcbes (GONZALES; HAMRICK, 2005), como em
abordagens intrapopulacionais auxiliando na deteccdo de individuos aparentados
(DOLIGEZ; JOLY, 1997), permitindo inferir sobre o alcance do fluxo génico e o tamanho

do grupo de vizinhanga.

1.1.6 Fluxo génico em populacdes naturais

A dispersao do pdlen e de sementes entre as populacdes é conhecida como
fluxo génico. Este mecanismo reduz a diferenciagdo genética entre as populagdes e
pode promover o aumento da variabilidade genética em populagdes receptoras
(WRIGHT, 1931). O fluxo génico, segundo Slatkin (1981, 1985), € um termo coletivo
que inclui todos os mecanismos que resultam na movimentacdo de alelos entre as
populagdes. O seu papel na diversidade genética entre e dentro das populagdes
depende tanto da distribuicdo geografica da espécie, quanto da importancia dos fatores
evolucionarios (SLATKIN,1987).

Quando um individuo migra de uma populag¢ao para outra, ele carrega genes que
sao representativos de sua populagao ancestral para a populacéo recipiente. Caso ele
tenha sucesso em seu estabelecimento e realize cruzamentos, ele ira transmitir esses
genes entre as populagdes, sendo que essa transferéncia € chamada de fluxo génico.
Quando o pdlen atinge a populacdo ele ja € incorporado por ela, enquanto que a
semente tem que se transformar em plantula e se desenvolver para ser incorporada. O
fluxo génico é o fator evolutivo responsavel pela homogeneizagao das populagdes,

restringindo os efeitos da deriva genética e selecado (RIDLEY, 2006).
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Segundo Hamrick e Loveless (1986), diferentes padrées na dispersao das

sementes tém efeitos nos niveis de variagdo genética dentro das populagdes e na

distribuicdo da variagado genética entre as populagdées. Os mecanismos de disperséo de

sementes sdo classificados em:

1)

2)

3)

4)

Autocoria ou barocoria (dispersdo pela gravidade): ocorre a deposi¢cao das
sementes proximas a arvore mae e com isso tem-se um aumento na estrutura das
populacdes e da homozigosidade, reduzindo o tamanho efetivo (Ne) e promovendo
a diversidade genética entre as populagdes;

Anemocoria (dispersao pelo vento): a concentragdo das sementes vai diminuindo
com o aumento da distancia, onde seu movimento depende da velocidade dos
ventos e das caracteristicas morfologicas da semente. Este tipo de dispersao inibe
a diferenciagao local, mesmo com a migrag¢ao sendo limitada.

Zoocoria (dispersao por animais): envolve a digestdo ou o transporte das sementes.
Pode ser realizada a longas distancias, e neste caso a estrutura genética entre as
populagdes sera reduzida promovendo homogeneidade. Quando é realiza dentro de
uma mesma populagao, ou seja, a uma distancia mais ou menos curta, pode reduzir
o agrupamento dos individuos e a estrutura das populagdes.

Hidrocoria (disperséo pela agua): ocorre em plantas de locais alagados ou préximos
de cursos de agua ou do mar que possuem caracteristicas especiais de adaptagao
que permitem a sua sobrevivéncia, e uma delas é a capacidade das sementes
flutuarem (BARRAT-SEGRETAIN, 1996; MORTON; HAGG, 1989). As sementes
sao dispersas a longas distancias, ja que sao carregadas pelas aguas dos rios e
com isso ocorre redugéo na diversidade genética entre as populagdes.

Segundo Hamrick e Loveless (1989), populacbes de espécies que apresentam

polinizagao realizada por animais que percorrem longas distancias apresentam maior

diversidade genética que aquelas polinizadas pelo vento ou por animais que percorrem

curtas distancias, onde o fluxo génico é limitado. Ja a dispersdo das sementes pelo

vento ou por animais apresenta maior diversidade genética dentro das populag¢des do

que a dispersao por barocoria.
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De acordo com Futyuma (1992), o grau de diferenciagdo entre as populagdes
depende do nivel de fluxo génico entre elas. Existem diferentes modelos de fluxo génico
que correspondem a diferencgas na estrutura da populacéo, dentre os quais incluem:

- Modelo Continente-llha, no qual existe um modelo unidirecional de uma populagao
grande (continental) para uma menor e isolada.

- Modelo Ilha, no qual a migragao ocorre ao acaso em grupos de pequenas populagdes.
- Modelo Alpondras (stepping-stone), no qual a migragao ocorre ao acaso em grupos de
pequenas populagdes vizinhas.

- Modelo do Isolamento pela distancia, no qual o fluxo génico ocorre localmente entre
0s vizinhos, em uma populagao.

Segundo Sork et al. (1999), tem sido crescente os estudos do fluxo génico pelo
modelo de metapopulagdo e o de paisagem. A estimagdo da dindmica temporal e
espacial da movimentagcdo de podlen e sementes com as respectivas caracteristicas
atuais da paisagem, pode ajudar na predi¢cao de respostas genéticas e demograficas de
determinada espécie.

Existem dois modos de se estudar os padrbées de fluxo génico em populacdes
naturais: os métodos diretos e indiretos. Os métodos diretos envolvem corantes,
marcadores morfologicos e analise de paternidade, os quais possuem a limitagdo de so
poderem ser aplicados em populagdes pequenas. Ainda hoje ha relativamente poucas
medidas diretas do fluxo génico em populagdes de plantas (ZUCCHI, 2002).

A analise de paternidade € uma excelente ferramenta para a definicdo do fluxo
de pélen e, consequentemente, o fluxo génico nas populacdes. E um método no qual
usualmente se emprega gendtipos multilocos para inferir os pais de progénies de
sementes de maes conhecidas, fornecendo a descricdo da estrutura individual com
detalhes (ZUCCHI, 2002). Esta analise usa um loco genético para identificar o mais
provavel pai de um conjunto de pais candidatos (HAMRICK; SCHNABEL, 1985) e apos
a identificacdo deste, pode-se ter uma idéia do padrdo de movimento do pdlen na
populacao.

Os primeiros estudos de andlise de paternidade eram baseados na estimativa de
exclusao. Entretanto, este método pode identificar erroneamente o candidato a pai

verdadeiro por apresentar alguns problemas causados por erros de genotipagem ou
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mutacdes (MARSHALL et al., 1998). A estatistica Delta (A), definida por Marshall et al.
(1998), auxilia na determinacdo da paternidade e € baseada no método da maxima
probabilidade que tolera erros de genotipagem e define o individuo com mais chance de
ser o pai com base nas frequéncias alélicas. A analise considera o0 numero de
candidatos a pai, a proporc¢ao de individuos amostrados e as falhas ou erros nos dados
genéticos. Segundo os autores, o programa Cervus 2.0 é indicado para as analises de
paternidade, utilizando-se de marcadores codominantes.

Os métodos indiretos sdo baseados na estrutura genética das populagdes

(ZUCCHlI, 2002), sendo eles via F; , alelos privativos e autocorrelagéo espacial. O uso
do F;; vem sendo rotineiramente empregado para estimar o numero de migrantes por

geragédo (Nm) para um conjunto de populagdes ou de subpopulagdes. Este € chamado
também de fluxo génico aparente.

O uso de alelos privativos para avaliagao do fluxo génico foi descrito inicialmente
por Slatkin (1985), e é baseado na frequéncia média de alelos que s&o exclusivos de
uma ou poucas populagdes (alelos raros). A frequéncia destes alelos é utilizada para
estimar a média do numero de migrantes permutados entre as populagdes.

Mais recentemente, pesquisas mais precisas tém sido realizadas utilizando os
marcadores organelares (cpDNA e mtDNA), que possuem predominantemente heranga
unilateral, e também analise de paternidade utilizando os marcadores microssatélites
associados com estudos ecoldgicos. Varios autores tém utilizado os marcadores
microssatélites para estudos de parentesco em populagdes naturais de espécies
arbéreas (CIAMPI, 1999; COLLEVATTI; BRONDANI; GRATTAPAGLIA, 1999) e todos
concordam com o elevado poder de discriminagdo genética destes, o que permite
determinar com extrema preciséo a relagdo de parentesco entre adultos e regenerantes

nestas populagoes.

1.1.7 Marcadores microssatélites (SSR) e sua utilizacdo em C. guianensis

Existem varios tipos de marcadores moleculares, dentre os quais encontram-se
os microssatélites (SSR — Simple Sequence Repeats) que fazem parte das seqléncias
de DNA repetitivo encontradas no genoma de eucariotos (CHARLESWORTH;
SIIEGOWSHI; STEPHAN, 1994). Este marcador é constituido de pequenas sequéncias
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repetidas em tandem, compostas de 1 a 6 pares de bases, encontradas no genoma de
vertebrados, insetos e plantas (CHARLESWORTH; SIIEGOWSHI; STEPHAN, 1994).
Sao encontrados tanto em regides codificadoras como néo codificadoras e sé&o,
frequentemente, muito polimérficos devido ao alto nivel de variagdo no numero de
repeticoes.

As diferentes repeticbes de SSR encontradas s&o divididas em: 1) repeticdes
perfeitas, quando ndo apresentam nenhuma interrupgdo; 2) repeticbes imperfeitas,
quando sao interrompidas por bases nao repetidas; e 3) repeticdes compostas, quando
duas ou mais repeticobes de SSR estdo dispostas adjacentes. Estas repeticoes
compostas podem ser perfeitas ou imperfeitas (CAIXETA et al., 2006).

As sequéncias de DNA que flanqueiam os SSR sao geralmente conservadas
entre os individuos de uma mesma espécie, permitindo a selegdo de iniciadores
(“primers”) especificos que amplificam, via PCR, fragmentos contendo o DNA repetitivo
em todos os gendtipos. Os produtos da amplificagdo podem ser observados em gel de
poliacrilamida ou de agarose de alta resolugdo. As bandas s&o visualizadas no gel por
meio de coloracdo com brometo de etidio ou nitrato de prata. Recentemente, tém sido
utilizados “primers” fluorescentes em combinagao com sequienciador semiautomatico de
DNA (CAIXETA et al., 2006)

Em plantas, sabe-se que os sitios de microssatélites estdo amplamente
distribuidos, com uma frequéncia de um a cada 50 mil pares de bases. Sua presenga foi
comprovada em 34 espécies vegetais, sendo o di-nucleotideo AT o elemento repetido
mais comum (MORGANTE; OLIVERI, 1993).

Os SSR possuem todas as caracteristicas desejaveis para serem utilizados em
estudos de genética de populagcbes, sendo os mais utilizados para estudos
populacionais (CHASE; KESSELY; BAWA, 1996; POWELL; MACHRAY; PROVAN,
1996). Além das curtas repeticdes em tandem, as sequéncias que flanqueiam os SSR
(“primers”) s&o conservadas. Eles sdao codominantes, o que permite a diferenciagcao
entre o0s gendtipos homozigdticos e heterozigoticos nos individuos analisados
(FERREIRA; GRATTAPAGLA, 1998; GRATTAPLAGIA, 2001). Apresenta segregacao
mendelina simples e sua expressao nao é influenciada pelo ambiente. Além dessas

caracteristicas, os microssatélites s&do abundantes na maioria dos genomas, sao
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hipervariaveis, possuem grande conteudo informativo, sdo baseados em PCR,
necessitando de reduzidas quantidades de DNA para sua amplificacdo. Todo loco de
microssatélite é definido por um par de “primers”, sendo que a genotipagem pode ser
semi-automatizada em ensaios multiplex, o que permite a analise de varios locos ao
mesmo tempo, sendo transferiveis entre populagdes e espécies do mesmo género
(CHASE; KESSELY; BAWA, 1996; FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998;
GRATTAPLAGLIA, 2001; SOUZA, 2002).

A principal limitagdo deste marcador refere-se ao custo de desenvolvimento dos
primers, porém esta é facilmente compensada pela ampla potencialidade de pesquisas
desenvolvidas apos a sua obtengdo (GRATTAPAGLIA, 2001).

Vérias espécies da familia Meliaceae tém sido estudadas com o uso dos
microssatélites (COLLEVATTI; BRONDANI; GRATTAPAGLIA, 1999; CLOUTIER et al.,
2007; DAYANANDAN et al., 1999; LEMES et al., 2003). O uso destes marcadores tem
sido uma ferramenta efetiva para o entendimento da estrutura genética, do fluxo génico,
do grau de parentesco, além de quantificar os efeitos da fragmentacéao florestal e guiar
estratégias de conservagéo.

O primeiro trabalho analisando a diversidade genética em C. guianensis foi
realizado no final da década de 90 por Dayanandan et al. (1999) que desenvolveram
marcadores microssatélites para avaliar a estrutura populacional em areas onde ocorre
manejo florestal desta espécie. Foram estudados individuos jovens e adultos de duas
areas onde ocorre 0 manejo florestal e de uma area preservada. Os autores verificaram
que nao ocorre endogamia nas populagdbes, mas que o desmatamento e a
fragmentagao do habitat estavam provocando fluxo génico restrito entre as populagdes.

Kageyama et al. (2004) foram pioneiros no estudo desta espécie no Brasil,
utilizando os SSR para avaliar a estrutura genética de duas populagdes divididas por

classe de tamanho no Estado do Acre. Eles verificaram estimativas bem parecidas
entre as populagdes do numero médio de alelos por loco (A); numero efetivo de alelos
por loco (Ae) e diversidade génica sob Equilibrio de Hardy-Weinberg ( ﬁe ).

Vinson et al. (2005) desenvolveram marcadores microssatélites para C.
guianensis, para dar suporte aos estudos genéticos do projeto Dendrogene

(Conservacgao Genética em Florestas Manejadas na Amazodnia), que teve como objetivo
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principal desenvolver mecanismos para usar o conhecimento cientifico, para promover o
manejo florestal sustentavel e a conservacdo das espécies. Cloutier et al. (2005)
utilizaram microssatélites cloroplastidiais para o estudo do efeito da dispersao hidrocéria
de sementes de andiroba na Amazoénia brasileira, concluindo que a hidrocoria nao
promove fluxo génico em grande escala, nao sendo a principal responsavel pelo padrao
de distribuicao filogeografica da espécie.

O uso dos SSR tem sido uma ferramenta importante para verificar a estrutura
das populagdes antes e depois do manejo florestal, onde ocorre o corte seletivo das
arvores de maior didmetro e com isso pode-se ter uma reducédo do fluxo génico e
aumento de endogamia. Cloutier et al. (2007) verificaram que o manejo florestal em
uma area da Floresta Nacional Tapajés, no Para, ndo promoveu alteragbes na
diversidade genética na populacédo de C. guianensis que foi avaliada antes e apds o

corte seletivo.
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2 ESTRUTURA GENETICA DE POPULAQC)ES NATURAIS DE ANDIROBA
(Carapa guianensis AUBL., MELIACEAE)

RESUMO

Este estudo teve como objetivos avaliar a estrutura e a diversidade genética,
bem como a ocorréncia de deriva genética, de duas populagdes de andiroba (Carapa
guianensis) localizadas em area de Floresta Tropical Umida no Estado do Acre, Brasil.
Foram avaliados 39 individuos adultos no municipio de Porto Acre e 38 em Rio Branco,
utilizando sete locos de microssatélites. Um total de 56 alelos foram observados nas

duas populagdes. O numero médio de alelos por loco foi A = 8,0 e 0 nimero efetivo
meédio de alelos por loco foi AE = 3,2. Embora as frequéncias alélicas tenham oscilado
entre as duas populagdes, observou-se que na maioria dos locos os alelos mais
freqientes eram o0s mesmos para ambas. A diversidade génica (I:|e= 0,609)

representou 70% da maxima diversidade possivel. Na populagédo Rio Branco foram
encontrados desvios significativos a 5% para a presenga de alelos nulos nos locos Cg

17 e Cg 05p. Em cada populagao foram observados 42 alelos, as estimativas de A, Ae

~ ~

H, e H, foram elevadas e semelhantes entre elas. Os valores estimados de f ndo

diferiram de zero indicando que nao ocorre endogamia nas populacdes. A taxa de
cruzamento aparente foi alta para ambas as populagdes o que indica que esta espécie
se reproduz por alogamia. A distribuicdo da variabilidade genética revelou que 90,5%
desta variabilidade encontra-se dentro das populagdes. A divergéncia genética entre as
duas populacdes foi estatisticamente significativa e pode ser considerada intermediaria.
Nao foram detectados indicios da ocorréncia de deriva genética.

Palavras-chave: Andiroba; Arvore tropical; Carapa guianensis; Diversidade génica;
Estrutura genética; Marcadores microssatélites
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GENETIC STRUCTURE IN NATURAL POPULATION OF CRABWOOD
(Carapa guianensis Aubl., MELIACEAE)

ABSTRACT

The objectives of this study were to evaluate the structure and genetic diversity,
as well as the occurrence of genetic drift, of two crabwood (Carapa guianensis)
populations located in an area of Tropical Rainforest in the State of Acre, Brazil. Using
seven microsatellite loci, 39 adult individuals were evaluated in the municipal district of
Porto Acre and 38 in Rio Branco. Fifty six alleles were found in the two populations. The

number of alleles per locus was A = 8.0, and the effective number of alleles per locus
was Ae = 3.20. Although the allelic frequencies varied between the two populations, that
for most loci the most frequent alleles were observed to be the same for both
populations. The gene diversity (I:|e) represented 70% of the maximum possible
diversity. In the Rio Branco population, significant deviations were found at 5% for the
presence of null alleles in loci Cg 17 and Cg 05p. In both populations, 42 alleles were
observed, and the estimates for A, Ae I-AIe and I-AI0 were very similar. The estimated f

values did not differ from zero, indicating that inbreeding does not occur in the
populations. The apparent outcrossing rate was high for both population, which indicates
that this species reproduces by outcrossing. The distribution of the genetic variability
revealed that 90.5% of this variability occurs within population. The genetic divergence
between the two populations was statistically significant and can be considered
intermediate. No signs of genetic drift were detected.

Keywords: Crabwood; Tropical trees; Carapa guianensis; Genetic diversity; Population
structure; Microsatellite markers
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2.1 Introducéao

O Brasil é detentor de mais de 20% da biodiversidade de todo o planeta (NASS,
2001). Na regido Amazbnica encontra-se grande variedade de ambientes e, por
consequéncia, um enorme potencial de recursos naturais. O uso sustentavel destes
recursos € um dos principais desafios para nossa sociedade.

A conservacdo das populagdes naturais e, consequentemente, da sua
diversidade genética, somente sera possivel quando esta estiver acoplada com
alternativas que possibilitem renda as populagbes residentes na floresta e aos
proprietarios de terra. A extragdo de produtos madeireiros € ndo madeireiros pode
afetar a manutencéo da diversidade genética de populagdes naturais. Neste contexto, o
uso da genética de populagdes para quantificar a diversidade de populagdes naturais,
vem apontando algumas dire¢gdes importantes para se tomar como referéncia para
acdes de minimizagao dos impactos nestes ambientes.

A andiroba (Carapa guianensis) é uma espécie arborea climax de crescimento
rapido, pertencente a familia das meliaceas. Distribui-se desde a América Central até o
norte da América do Sul (FERRAZ; SAMPAIO, 1996; LEITE, 1997). No Brasil, ela
ocorre em toda a bacia Amazoénica, principalmente nas varzeas préximas aos leitos dos
rios, mas é encontrada também em locais bem drenados de terra firme (JANKOWSKY
et al.,, 1990; LOUREIRO; SILVA; ALENCAR, 1979). Quando adulta esta espécie pode
atingir mais de 30 m de altura, sendo uma arvore decidua de dossel a subdossel
(FERRAZ; CAMARGO; SAMPAIO, 2002). E uma planta mondica, com floracdo
assincronica e prolongada, auto-incompativel (HALL; ORRELL; BAWA, 1994; MAUES,
2006), sendo polinizada por insetos de pouca mobilidade como microlepidopteros e
meliponinas (MAUES, 2006), apresentando elevada densidade populacional nas areas
de ocorréncia.

Apresenta-se como uma espécie arbdérea de importancia econbmica na regiao
Amazobnica pelo grande interesse que vem despertando nas industrias madeireira e
cosmética. Sua madeira apresenta boa trabalhabilidade, sendo empregada na
fabricacdo de modveis, na construgéo civil e na industria naval (VIANNA, 1982). O éleo
retirado de suas sementes, conhecido na regido Amazdénica como “azeite de andiroba”,

contém propriedades anti-sépticas, antiinflamatorias, cicatrizantes e inseticidas (DUKE,
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2004; LESLIE, 2005; LOUREIRO; SILVA; ALENCAR, 1979), sendo muito procurado
pelas industrias farmacéutica e cosmética.

Existem alguns estudos sobre aspectos genéticos desta espécie. O primeiro
trabalho foi realizado por Hall; Orrel e Bawa (1994), que estudaram o sistema
reprodutivo e a diversidade genética de C. guianensis em populagdes na Costa Rica
utilizando marcadores isoenzimaticos. Dayanandan et al. (1999) e Kageyama et al.
(2004), utilizaram marcadores microssatélites para avaliar a estrutura populacional
desta espécie em areas onde ocorre manejo florestal. Cloutier et al. (2005) utilizaram
SSR cloroplastidiais para o estudo do efeito da dispersdo hidrocéria de sementes de
andiroba na Amazobnia brasileira. Ainda Cloutier et al. (2007) com o uso de SSR
verificam a estrutura de uma populacdo antes e depois do manejo florestal, na Floresta
Nacional Tapajos, no Para, onde ocorre o corte seletivo das arvores de maior didmetro
e com isso pode-se ter uma redugao do fluxo génico e aumento de endogamia. Os
autores observaram que ndo ocorreram mudangas significativas nos niveis de
diversidade génica e de riqueza alélica em arvores adultas e progénies antes e depois
do corte seletivo, concluindo que, em curto prazo, 0 manejo desta espécie nao esta
prejudicando sua variabilidade genética.

E, portanto, necessario aumentar o conhecimento sobre esta espécie e, dessa
forma, contribuir para o entendimento da sua funcéo dentro do ecossistema amazdnico.

No presente trabalho, utilizou-se de marcadores moleculares microssatélites para
estudar duas populagcbes de andiroba no Estado do Acre. Com o uso destes
marcadores este estudo pretende responder as seguintes questdes:

a) qual a magnitude da diversidade genética das populagdes avaliadas?

b) de que maneira a variabilidade genética encontra-se distribuida entre e dentro de
populagdes?

c) existe a ocorréncia ou nao de fenbmenos como a deriva genética?

d) o sistema reprodutivo desta espécie é por alogamia?

e) qual a taxa de fluxo génico aparente entre as populagbes?
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2.2 Desenvolvimento
2.2.1 Material e Métodos
2.2.1.1 Area de estudo

O Estado do Acre é um dos nove estados brasileiros que compdéem a chamada
Amazébnia Legal. Sua economia se baseia no agro-extrativismo, na pecuaria e na
industria madeireira. Possui clima tropical quente umido, com uma estacdo seca que
ocorre entre 0s meses de junho a agosto com temperatura média anual de 24,5°C. A
vegetacdo dominante nesta regido é classificada como floresta tropical umida, possui
topografia ligeiramente ondulada tendo areas mais altas (terra firme) e areas
ocasionalmente inundadas (baixio) e altitude variando entre 100 a 200 m acima do nivel
do mar (GOVERNO DO ESTADO DO ACRE, 2006).

Foram avaliadas duas populagbes de andiroba (C. guianensis). Uma populagao
esta localizada no Projeto de Assentamento Extrativista Caqueta (09° 37' 29" S e 67°
27' 25" W), no municipio de Porto Acre. Esta area é caracterizada pelo extrativismo da
borracha (Hevea brasiliensis), e coleta de outros produtos florestais ndo madeireiros,
tais como: castanha do Brasil (Bertholletia excelsa) e sementes de andiroba. A outra
populacao esta situada na Reserva Florestal da Embrapa Acre (10° 01' 28" S e 67° 42'
19" W), no municipio de Rio Branco (Figura 1). A distancia geografica entre as duas
regides é de aproximadamente 71 km.

Amostras foliares de 39 individuos adultos reprodutivos da populagdo do
municipio de Porto Acre e 38 da populagao de Rio Branco foram enviadas para o
Laboratério de Genética Vegetal da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

(Cenargen), em Brasilia, onde foram realizadas as analises genéticas.

2.2.1.2 Extracao do DNA e analise genética

A extracdo do DNA gendmico foi realizada de acordo com o procedimento de
CTAB 2% (DOYLE; DOYLE, 1987) adaptado por Machado et al. (2002) que utiliza a
maquina Fastprep — BIO 101 SAVANT para a trituragcdo do material vegetal ao invés de
nitrogénio liquido.

Aproximadamente 30 mg de folhas secas foram colocadas em microtubos de 2

ml contendo uma conta de cerdmica grande e sobre as amostras foi colocada uma
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conta de porcelana pequena. Adicionou-se 700 pl de tampao de extragdo (2% de
CTAB, 1,4 M de NaCl, 0,2 M de EDTA, 1% de PVP, 0,1 M de Tris-HCI) previamente
aquecido a 65°C, acrescido de 2% de B-mercaptoetanol. Os microtubos foram levados
para a maquina Fastprep por 40 segundos, € em seguida colocados em banho-maria a
temperatura de 65°C durante 60 minutos. Apds este tempo foi acrescentado a cada
microtubo 600 ul de CIA (cloroférmio e alcool isoamilico), que € um solvente orgéanico,
seqguido de centrifugacédo a 12000 rpm por 10 minutos. Com este procedimento, obteve-
se a separagao das fases aquosa e organica.

Foram retirados aproximadamente 500 pl do sobrenadante (fase aquosa) e
transferidos para microtubos de 1,5 ml. Para a precipitagdo do DNA, foram adicionados
400 pl de isopropanol a -20°C. Os microtubos foram mantidos a -20°C por cerca de 30
minutos e, em seguida, o material foi centrifugado a 12.000 rpm por 5 minutos, para
formagao do precipitado de DNA (“pellet”). O isopropanol foi descartado, e o “pellet” foi
lavado duas vezes com adicdo de 500 pl de etanol 70%, com agitagdo vigorosa e
centrifugacéo. Foi feita uma terceira lavagem com adi¢gdo de 500 ul de etanol absoluto.
Este foi retirado gentilmente e os “pellets” ficaram secando a temperatura ambiente por
12 horas. Apos esse periodo, foram acrescentados 30 a 50 pl de solugéo TE (10 mM de
Tris-HCl e 1 mM de EDTA) com RNase (0,5 mg) aos microtubos com a finalidade de
ressuspender o DNA do “pellet”.

Depois de extraido, o DNA gendmico foi quantificado por meio da analise
comparativa de cada amostra com o DNA fago A de peso conhecido (20 a 200 ng) em
eletroforese em géis de agarose 1% (0,3 g de agarose; 30 ml TBE 1X - 93 mM de Tris,
89 mM de acido bdrico e 2 mM de EDTA; 4,5 pl de brometo de etidio (1 mg/ml)). A
concentracdo das amostras foi estimada por comparagdo visual da intensidade de
fluorescéncia de suas bandas com as do DNA padrdo. Posteriormente, o DNA foi

diluido em agua MilliQ a 1ng/ul.
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Figura 1 - Mapa de localizagdo do Estado do Acre, dos municipios de Rio Branco e Porto Acre e dos

locais de coleta (em vermelho) dentro de cada um destes municipios
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Foram utilizados sete pares de iniciadores especificos para Carapa guianensis,
todos polimorficos, cinco desenvolvidos por Vinson et al. (2005) (Cg 01, Cg 06, Cg 12,
Cg 16 e Cg 17) e dois por Dayanandan et al. (1999) (Cg 05, Cg 07, chamados aqui de
Cg 05p e Cg 07p, respectivamente). As sequéncias “forward” e “reverse” de cada loco
microssatélite estdo apresentadas na Tabela 1. O iniciador “forward” de cada loco foi

marcado com um fluorocromo especifico (HEX, 6-FAM e NED).

Tabela 1 - Sequiéncia dos pares de iniciadores polimérficos que amplificaram locos microssatélites (SSR)

em Carapa guianensis, com as respectivas amplitudes alélicas em pares de base, temperatura

de hibridagdo (Ta) e numero total de alelos por loco (A)

Amplitude R

Locos  Fluorocromo Seqiiéncia do iniciador (5’ —3’) Alélica (pb) T, (‘c) A
F:CCTGGGACGTAT TTCTGC TG

Cg 01 NED R: GCAGCAGCACCTCTCTCTTT 190-198 56 3

F: ACCCTC GCC TCCTTT GTT

Cg 06 NED R:TGA GTC GAC ATG TGT CAG CA 140-162 56 6
F: TGA AAA GAC CAA TGC ATG AGA

Cg 12 6-FAM R: CAT TGC GGG TACACAGTT T 149-165 52 7
F: CGC TAT TGA GCG TGT GAG AC

Cg 16 6-FAM R: GTG GGA GCA GAT CTG AAAGC 159-187 56 11

F: ATT TAG GCC ATT GCA GGC TA
Cg 17 6-FAM R:ACG TTT GGT ATC GGA ACT GC 201-221 52 8

F: TGC ATT TCT TCT CCT TGC TTC TGG

Cg 05p HEX R: TCT TGT ACG TTG GCT CTT GCA CAT TC 170-190 56 11
F: AAGACTTCCCCCAGATTITGTTTTT

Cg 07p HEX R: TGT ACC AGT TCA GTT GAT GCT CA 210-250 52 10

Para as reagdes em cadeia da polimerase (PCR) foram utilizados um ou dois
locos de SSR por reagao. Utilizou-se o iniciador “forward” de cada loco marcado com
um fluorocromo diferente, ou com o mesmo fluorocromo, porém com amplitudes alélicas
distintas, por reacdo. As reagdes de PCR foram otimizadas para 6 ul de volume final,
contendo 1 ng de DNA genbmico; 1X de tampao de reagdo da PCR (10 mM Tris-HCI,
pH 8.3, 50 mM KCI, 1,5 mM de MgCl,, pH 8,3, Phoneutria); 0,25 yM de cada iniciador
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(“forward” marcado e “reverse”); 0,27 ng/ml de BSA (Albumina Sérica Bovina, Biolabs);
0,27 mM de dNTP e 0,125 U Taq polimerase (Phoneutria) e agua MilliQ autoclavada.

As amplificacbes foram realizadas utilizando os termocicladores 9600 e 9700
(Applied Biosystems) com as seguintes condigdes: 94°C por 5 minutos; 30 ciclos de
94°C por 1 minuto, temperatura de hibridagao especifica para cada par de iniciadores
por 1 minuto (Tabela 1), 72 °C por 1 minuto e terminando com uma etapa de
alongamento a 72°C por 7 minutos.

O produto das reagdes foi diluido na proporgéo 1:3 (1 pl de reagéo para 3 pl de
agua MilliQ). Em seguida, 1 pl dessa diluigédo foi colocado em placa microtitulagéo de 96
pocos, que continha 9 pl de formamida HiDi, 0,25 ul de marcador interno fluorescente
(ROX) (BRONDANI; GRATTAPAGLIA, 2001) e 0,75 pl de agua MilliQ. Apds a
desnaturagado (95°C por 3 minutos), a placa foi levada para o seqiienciador ABI 3700 da
Perkin Elmer, onde ocorreu a eletroforese e detecgao dos fragmentos amplificados.

Os fragmentos de DNA de tamanhos diferentes foram separados através de um
sistema de eletroforese capilar. A deteccdo e a estimativa do tamanho dos alelos em
pares de base foram realizadas com o uso do programa GeneScan (APPLIED
BIOSYSTEMS versao 3.7, 2001). Em seguida os valores foram importados para o
programa Genotyper (APPLIED BIOSYSTEMS versao 2.0, 1996) para filtragem de
picos, interpretagcdo e compilagdo final dos dados, definindo o gendtipo de cada
individuo. Para cada loco as estimativas do tamanho dos alelos em pares de base
foram determinadas como sendo par ou impar de acordo com o tamanho previsto no
desenvolvimento do marcador. Alelos com tamanho estimado intermediario as classes
esperadas foram definidos como alelos da classe mais proxima (inferior ou superior)

com maior frequéncia.

2.2.1.3 Andlise Estatistica
2.2.1.3.1 Avaliacao dos locos

Os sete locos foram avaliados com uso do programa Micro-checker que identifica
erros de genotipagem, permitindo verificar a presenca de alelos que ndo sao
amplificados (alelos nulos), a dominancia de alelos curtos e a presenga de “stutters”
(bandas duplicadas) (OOSTERHOUT et al., 2004). Quando ha alelos nulos nos locos,
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os erros de genotipagem podem resultar em déficit no numero observado de
heterozigotos, causando desvios nas proporgdes de EHW.

O método utilizado para estimar a freqiiéncia de alelos nulos (r) em cada loco foi

o Estimador 1 de Brookfield (1996):

=M. _H%+ H,)

Em que:
r = frequéncia de alelos nulos

H_ = heterozigosidade observada, que é medida por n2/(nl+n2), onde nl é o

numero de uma banda individual e n2 é o nimero de duas bandas individuais na
amostra.

H. = heterozigosidade esperada, que é calculada como a soma dos produtos de

todas as frequiéncias observadas (Z pip;,comi=j).

2.2.1.3.2 Teste do Equilibrio de Hardy-Weinberg

As frequéncias alélicas e genotipicas de cada loco foram submetidas ao teste
exato de Fisher para verificar a aderéncia as propor¢gbes de Equilibrio de Hardy-
Weinberg, como descrito por Weir (1996), com a utilizagdo do programa GDA (LEWIS;
ZAYKIN, 2002).

2.2.1.3.3 Desequilibrio genotipico entre pares de locos

O teste de desequilibrio genotipico entre pares de locos foi realizado com uso do
programa GDA (LEWIS; ZAYKIN, 2002), que utiliza a média composta de desequilibrio
de ligagao de Burrows (WEIR, 1979). Por esse procedimento, gendtipos de dois locos
sao associados varias vezes. Para locos nucleares, espera-se que nao ocorra

associacao entre os pares de locos.
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2.2.1.3.4 Diversidade genética intrapopulacional
As frequéncias alélicas foram estimadas para os individuos das duas populagdes

por: p;= (nij/n.j), em que p;= freqliéncia do alelo i na populagéo j; n;= numero de
ocorréncias do alelo i na populagdo j; n;= numero total de alelos amostrados na

populagéo j; com o uso do programa F¢,;, (GOUDET, 1995).

A diversidade genética intrapopulacional foi estimada utilizando-se o programa
estatistico GDA (LEWIS; ZAYKIN, 2002). Os parametros obtidos foram: numero médio

de alelos por loco (A), diversidade génica (ﬁe) em equilibrio de Hardy-Weinberg,
heterozigosidade observada (I:Io) e indice de fixacao (f) A maxima diversidade

possivel (H max) em cada loco foi calculada a partir do numero de alelos observados, em

que: H,,, :(A_%.

A estimacao de A foi obtida pela divisdo do numero total de alelos pelo numero

total de locos; o numero efetivo de alelos por loco (Ae) foi calculado a partir de

~

A, =}(1 i ); a diversidade génica foi obtida a partir de I—A|e :1—2 p>,onde: p, éa

N

frequéncia alélica estimada do i-ésimo alelo; a heterozigosidade observada (H,) para
cada loco foi estimada por: ﬁo =1—Z p;, onde p, € a freqiéncia de gendtipos

homozigoéticos. O indice de fixagao (f) foi estimado de acordo com Weir (1996):

Para verificar se os valores médios de f eram diferentes de zero, estimou-se o

intervalo de confiangca a 99% de probabilidade pelo método de reamostragem
“boostrap”, utilizando-se 10.000 reamostragens sobre os locos pelo programa GDA
(LEWIS; ZAYKIN, 2002).
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A taxa de cruzamento aparente foi estimada conforme o procedimento descrito

por Weir (1996) e Vencovsky (1994) de acordo com a relagao:

)
T+ 1)

Em que:

t, =taxa de cruzamento aparente;

f = indice de fixacdo dentro da populagao.

2.2.1.3.5 Estrutura genética
A estrutura genética foi caracterizada pelas andlises de variancia das frequéncias

alélicas (WEIR, 1996), sendo consideradas as populagdes Porto Acre e Rio Branco. Os
parametros estudados foram: indice médio de fixacdo dentro das populacdes (f),
indice de fixagao total das populagoes (IE ) e divergéncia genética entre populagdes
(6,)-

Para verificar se as estimativas médias destes indices eram estatisticamente
diferentes de zero, estimou-se um intervalo de confianga de 95% de probabilidade pelo
método de reamostragem “bootstrap” utilizando 10.000 repeticées por loco. As analises

de variancia e os “bootstraps” foram estimados pelo programa estatistico GDA (LEWIS;
ZAYKIN, 2002). O parametro R, (SLATKIN, 1995) foi estimado com o auxilio do

programa Rg; Calc (GOODMAN, 1997).

O tamanho efetivo populacional (Ne) foi estimado de acordo com Vencovsky e

Crossa (2003):

Em que:

n = o tamanho amostral;
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A

f =é o indice de fixagao dentro da populagéo.
Foi verificada a representatividade genética ( Ne / N ) das amostras.

O fluxo génico aparente (Nm) entre as populagdes foi estimado pelo método
indireto calculado de acordo com o modelo proposto por Wright (1951) segundo a

formula:

Em que:
m = taxa de migracao;
N = tamanho populacional;

Nm = numero de migrantes/geracgao.
O IfST foi substituido pelo ép , conforme sugerem Cockerham e Weir (1993), para

uma estimagao nao viesada do fluxo génico.

2.2.1.3.6 Anédlise de deriva genética

Foi utilizado o programa Bottleneck 1.2.02 (PIRY; LUIKART; CORNUET, 1999)
para verificar se as populagcdes encontravam-se em equilibrio entre mutacédo e deriva
genética, conforme metodologia descrita por Cornuet e Luikart (1996). Estes testes
baseiam-se no principio de que as popula¢des que experimentam uma recente redugao
no seu tamanho efetivo exibem redugao correlacionada do numero de alelos e da

diversidade génica esperada sob equilibrio de Hardy-Weinberg (He) nos locos

polimérficos. No entanto, o numero de alelos é reduzido mais rapidamente do que a

H,., o que faz com que H, se torne maior do que a heterozigosidade esperada sob
Equilibrio entre Mutacao e Deriva (Heq ) porque H,, € calculada a partir do numero de

alelos e do tamanho amostral (CORNUET; LUIKART, 1996; PIRY; LUIKART;
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CORNUET, 1999). Por esse procedimento, o excesso de heterozigosidade (H, > Heq) é

testado e ndo o excesso de heterozigotos (H, > H,).

Para a realizacdo das analises utilizaram-se os modelos de mutacdo aos passos
(SMM) e de mutacao de duas fases (TPM), sendo que este ultimo é recomendado para
locos de SSR (LUIKART et al., 1998).

2.2.2 Resultados
2.2.2.1 Diversidade genética

Com os sete locos de microssatélites utilizados foi possivel observar 56 alelos
em 77 individuos de duas populagdes (39 individuos da populagdo Porto Acre e 38 da
populacdo Rio Branco). Os locos Cg 16 e Cg 17 (oito alelos cada) foram os mais
polimdrficos na populagdo Porto Acre. J&4 na populagdo Rio Branco os locos mais

polimorficos foram Cg 16, Cg 05p e Cg 07p, com nove alelos cada (Tabela 2).

O numero médio de alelos por loco foi A =80, enquanto o numero efetivo médio
de alelos foi 3,207 (Tabela 3), indicando que embora os locos sejam polimérficos,
alguns deles apresentaram um numero elevado de alelos com baixa frequéncia.
Embora as frequéncias alélicas tenham oscilado entre as duas populacdes, observou-
se que na maioria dos locos os alelos mais frequentes eram os mesmos para ambas as
populacdes (Tabela 2).

A média da diversidade génica observada com os sete locos de SSR possibilitou
detectar 70% da maxima diversidade possivel (85%) (Tabela 3). Os locos Cg 16 e Cg
05p, com 11 alelos, foram os que apresentaram diversidade génica mais elevada,
enquanto o loco Cg 01, com apenas trés alelos, foi 0 que apresentou menor estimativa.
Com relacdo a presenga de alelos nulos, verificou-se que ocorreram desvios

significativos a 5% para os locos Cg 17 e Cg 05p na populagao Rio Branco (Tabela 4).
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Tabela 2 - Freqiéncia de alelos por loco em Carapa guianensis nas popula¢des de Porto Acre e Rio

Branco

Locos Porto Acre  Rio Branco Locos Porto Acre Rio Branco
Cg 01 Cg17
n 39 38 n 39 38
198 0,013 0,013 203 0,013 -
200 0,936 0,842 205 0,013 -
204 0,051 0,145 207 0,128 -
211 0,051 0,092
Cg 06 213 0,333 0,539
n 39 38 215 0,282 0,303
136 0,013 - 217 0,154 0,066
140 0,449 0,145 219 0,026 -
142 0,487 0,842
150 0,013 - Cg 05p
154 0,026 0,013 n 39 38
156 0,013 - 170 - 0,013
172 - 0,132
Cg 12 174 0,359 0,303
n 38 38 176 0,410 0,303
143 0,013 - 178 0,038 0,026
147 0,145 - 180 0,013 0,118
151 0,026 0,039 184 0,051 0,066
153 0,211 0,342 190 - 0,026
155 - 0,118 192 0,115 -
157 0,605 0,487 194 0,013 -
159 - 0,013 204 - 0,013
Cg 16 Cg 07p
n 39 38 n 39 38
151 0,026 - 214 0,051 -
159 0,308 0,053 216 0,462 0,526
161 0,013 - 218 0,013 0,013
163 0,269 0,184 220 0,449 0,079
165 0,192 0,224 224 - 0,013
167 0,128 0,132 226 0,026 0,079
169 0,038 0,237 228 - 0,026
171 0,026 0,092 230 - 0,013
173 - 0,026 232 - 0,237
175 - 0,039 234 - 0,013
179 - 0,013




57

Tabela 3 - Estimativas de parametros genéticos obtidos para sete locos de SSR nas populagbes Porto

N

Acre e Rio Branco de Carapa guianensis, em que N : nimero de individuos analisados; A:

~ ~

numero de alelos por loco; A, : numero efetivo de alelos por loco H, : diversidade génica

A A

sob Equilibrio de Hardy-Weinberg; H: heterozigosidade observada; H,, : maxima
diversidade para cada loco; I:Ie/|:| max - Proporgéo da diversidade maxima
LOCOS N A Ae |:| 0 HA e HA max I:| e / HA max
Cg 01 77 3 1,250 0,195 0,200 0,667 30%
Cg 06 4 6 1,905 0,39 0,475 0,833 57%
Cg12 76 7 2,625 0,789 0,619 0,857 2%
Cg 16 77 11 6,173 0,792 0,838 0,909 92%
Cg 17 77 8 3,425 0,675 0,708 0,875 81%
Cg 05p 77 11 4,016 0,636 0,751 0,909 83%
Cg07p 44 10 3,049 0,537 0,672 0,900 75%
Media 76,857 8 3,207 0,573 0,609 0,850 70%

O modelo de equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) possibilita verificar se as

frequéncias genotipicas encontram-se nas proporgdes esperadas para cruzamentos

aleatdrios e que nao estejam sofrendo efeitos de processos evolucionarios. Desvios no

EHW podem ser causados por estes fatores e também pelo sistema misto de

reproducgao. Através das probabilidades do Teste Exato de Fisher (Tabela 5) verificou-

se que na populagdo Porto Acre somente o loco Cg 12 ndo se encontrava nas

proporcdes esperadas para EHW. Por outro lado, na populagdo Rio Branco a maioria

dos locos ndo estava em equilibrio. A associagao entre locos foi avaliada pelo teste do

desequilibrio genotipico entre pares de locos, utilizando-se as frequiéncias genotipicas.

Verificou-se associagdo significativa a 5% entre 14,28% dos locos em ambas as

populacdes.
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Tabela 4 — Frequéncia de alelos nulos pelo método de estimagdo de Brookfield (1996) para as

populacdes Porto Acre e Rio Branco de Carapa guianensis

Locos Porto Acre Rio Branco
Cg 01 -0,006 "* 0,005
Cg 06 0,047 -0,015"
Cg 12 -0,142" -0,093"™
Cg 16 -0,025"™ 0,036 "
Cg 17 -0,074"™ 0,098

Cg 05p 0,011 0,098

Cg 07p 0,044 " -0,019"™

)" valores n&o significativos a 5% de probabilidade.

Tabela 5 — Probabilidades do Teste Exato de Fisher para aderéncia ao equilibrio de Hardy-Weinberg,

para cada loco de SSR nas populagdes Porto Acre e Rio Branco de Carapa guianensis

Locos SSR Porto Acre Rio Branco
Cg 01 1,000 " 1,000 "
Cg 06 0,308 0,148
Cg12 0,017 0,000
Cg 16 0,324 0,047
Cg 17 0,252" 0,004

Cg 05p 0,188 0,015
Cg07p 0,816 0,043

") valores n&o significativos a 5% de probabilidade.

Ambas as populagdes apresentaram altos indices de diversidade genética. Em
ambas foram observados 42 alelos, tendo-se uma média de 6 alelos por loco, onde o

numero efetivo médio de alelos por loco também né&o variou (Tabela 6). Verifica-se que

~ N

na populacgédo Porto Acre a estimativa de H, = 0,587 foi ligeiramente inferior que H, =

~

0,615, indicando um excesso de heterozigotos, o que é confirmado pelo valor de f que

~

foi pequeno e negativo. Ja para a populagdo Rio Branco a estimativa de H, = 0,584 foi

~

ligeiramente superior que H, = 0,549, indicando um excesso de homozigotos, o que é
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A

confirmado pelo valor de f que foi pequeno e positivo. Mas observando-se os

intervalos de confianga a 99%, verifica-se que estes valores ndo s&o significativos
(Tabela 6). A taxa de cruzamento aparente, a qual foi calculada a partir da estimativa de
f, foi elevada para as populacdes, o que indica que esta espécie se reproduz
predominantemente por alogamia.

O tamanho efetivo de uma populacao (Ne) depende do numero de individuos
que efetivamente participam da reproducdo e de sua contribuicdo relativa para a
geragado seguinte (VENCOVSKY; CROSSA, 2003). O Ne indica a representatividade
genética da amostra. Na Tabela 6 verifica-se que na populagdo Porto Acre o valor

estimado de N, foi maior que o numero de individuos amostrados. Ja na populacdo Rio

Branco este valor estimado foi menor.

As duas populagdes apresentaram alelos exclusivos (Tabela 7), sendo que a
grande maioria deles é rara, visto que aparecem uma a duas vezes nas populagdes.
Verifica-se também que na populacdo Porto Acre foram encontrados trés alelos
exclusivos com frequéncias superiores a 0,11. Ja na populagdo Rio Branco
encontraram-se trés alelos exclusivos com frequéncias acima de 0,11, e um deles com

frequéncia de 0,2368.

2.2.2.2 Estrutura genética

Os resultados obtidos indicaram auséncia de endogamia nas duas populacoes,
ja que o indice de fixagdo médio das populacdes (f = 0,006) e para o conjunto de
populagdes (If = 0,079) nao diferiu de zero (Tabela 8).

Os valores estimados de ép e Rg; foram significativamente diferentes de zero.

As diferencas observadas entre estas duas estimativas ocorrem devido ao modelo

mutacional utilizado no calculo das estimativas. Enquanto o ¢, se baseia no modelo de
alelos infinitos, o R, utiliza o modelo de mutacao aos passos. A medida de divergéncia

genética entre as populagbes utilizando o Ry, foi intermediaria, demonstrando que
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ocorre variagdo de 9,5% entre as duas populagdes avaliadas e que 90,5% da

diversidade encontra-se dentro das populagdes (Tabela 8).

Tabela 6 — Estimativas de indices de diversidade genética obtidas para as populag¢des Porto Acre e Rio

Branco de Carapa guianensis, em que N : nimero médio de individuos analisados; A

numero total de alelos por loco; A: nimero médio de alelos por loco; A,: nimero efetivo

médio de alelos por loco; HAe: diversidade génica sob Equilibrio de Hardy-Weinberg; HAO:

~

heterozigosidade média observada; f : indice de fixacdo; ta taxa de cruzamento aparente;

Ne : tamanho efetivo populacional; Ne/N : relagado entre o tamanho efetivo e o tamanho

amostral
Parametros Porto Acre Rio Branco
N 38,8 38,0
A 42 42
A 6 (0,578)' 6 (0,913)’
A 2,42 2,40
5 0,615 (0,084)’ 0,549 (0,069)’
5 0,587 (0,071)’ 0,584 (0,072)’
e
f (ICe00)? - 0,047 0,061
(- 0,245 a 0,092) 2 (- 0,128 a2 0,214)?
ta 1,11 0,88
Ne 40,77 35,81
N, /N 1,05 0,94

() erros-padrao;
%(IC) intervalo de confianga a 99% de probabilidade, usando 10.000 reamostragens

“bootstraps” sobre os locos.
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Tabela 7 — Freqliéncia de alelos exclusivos por loco, nas populagdes de Porto Acre e Rio Branco

Locos Alelos Porto Acre  Rio Branco
Cg 06 136 0,0128 -
Cg 06 150 0,0128 -
Cg 06 156 0,0128 -
Cg 12 143 0,0131 -
Cg 12 147 0,1447 -
Cg 12 155 - 0,1184
Cg 12 159 - 0,0132
Cg 16 151 0,0256 -
Cg 16 161 0,0128 -
Cg 16 173 - 0,0263
Cg 16 175 - 0,0395
Cg 16 179 - 0,0131
Cg 17 203 0,0128 -
Cg 17 205 0,0128 -
Cg 17 207 0,1282 -
Cg 17 219 0,0256 -
Cg 05p 170 - 0,0132
Cg 05p 172 - 0,1316
Cg 05p 190 - 0,0263
Cg 05p 192 0,1154 -
Cg 05p 194 0,0128 -
Cg 05p 204 - 0,0132
Cg 07p 214 0,0513

Cg 07p 224 - 0,0132
Cg 07p 228 - 0,0263
Cg 07p 230 - 0,0132
Cg 07p 232 - 0,2368
Cg 07p 234 - 0,0132

O fluxo génico aparente (Nm) estimado com base no valor deR¢; foi de 2,38.

Essa medida refere-se ao fluxo génico histérico ou passado, desse modo deve ser
interpretada com cautela, pois indica que as populacdes de diferentes regides apesar
de geograficamente isoladas, apresentam alelos e frequéncias similares com resultado
de trocas génicas antigas.

Em uma populagdo que sofreu deriva recentemente, a maioria dos locos exibira
um excesso de heterozigosidade (LUIKART; CORNUET, 1998), ou seja, a diversidade
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génica observada sera maior que a diversidade génica de equilibrio. Para o presente

estudo ndo foram detectados indicios de ocorréncia de “bottleneck” nas populacdes
(Tabela 9)

Tabela 8 — Estimativas das estatisticas F, usando medidas de Weir e Cockerham (1984) e de Rsr para

alelos de Carapa guianensis nas populagbes Porto Acre e Rio Branco. Valores médios de

indice de fixacdo de alelos dentro da populagdo ( f ), para o conjunto das populagdes (IE ),

divergéncia genética entre as populagdes (49p ) e fluxo génico aparente (Nm)

~

f F 0, Ry Nm

Estimativa 0,006 0,079 0,073 0,095 2,38
Limite superior (IC gs5%) 0,089 0,172 0,119 0,151
Limite inferior (IC g5, -0,117 -0,051 0,036 0,066

(IC) intervalo de confianga a 95% de probabilidade usando 10.000 reamostragens “bootstrap” sobre os
locos.

Tabela 9 — Teste de Wilcoxon para determinar se as populagbes de Carapa guianensis estdo sofrendo
efeito de gargalo genético, em que E/D: locos em excesso/déficit de heterozigosidade; P :
probabilidade de ocorréncia de “bottleneck” para cada populagédo; TPM: modelo de mutacao

em duas fases (Two-phase model) e SMM: modelo de mutagdo aos passos (Stepwise
mutation model). Piracicaba — SP, 2007

TPM SMM
Populacdes E/D P! E/D =1
Porto Acre 2/5 0,812 0/7 1,000
Rio Branco 4/3 0,656 2/5 0,988

'Probabilidade do teste de Wilcoxon a 95%, teste unicaudal para excesso de heterozigosidade.
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2.2.3 Discusséao
O estudo da variabilidade genética entre e dentro de populagcdes naturais de
andiroba é de suma importancia para que se definam estratégias de manejo e
conservagao, visto que é crescente a importancia desta espécie, pois além de ser alvo
da industria madeireira, suas sementes também sao muito procuradas.
Os sete locos SSR utilizados foram eficientes para a detecgdo da variagao

genética em ambas as populagdes, confirmando o elevado conteudo de informagao

genética deste marcador. A estimativa média de diversidade génica (ﬁ = 0,609)

e
encontrada nas populacdes estudadas foi inferior a valores estimados de H,

encontrados em outros estudos nesta mesma espécie (CLOUTIER et al.,, 2007;
DAYANANDAN et al., 1999; KAGEYAMA et al., 2004) e em outras espécies arboreas
da Amazénia (HOLLINGSWORTH et al., 2005; LEMES et al., 2003; NOVICK et al.,
2003; WHITE; POWELL, 1997).

N

A diversidade maxima (H max) representa o valor maximo teoricamente esperado
da diversidade génica (H,) de acordo com o numero observado de alelos.

Considerando o modo como os parametros H, e H_, séo calculados, constata-se que

a ocorréncia de muitos alelos raros em uma populacdo ocasiona um aumento

~

proporcionalmente maior na estimativa de H (que considera apenas o numero

max

N

observado de alelos) em comparagdo a H_, (que considera frequéncias alélicas). No

e

presente estudo, a maxima diversidade (I:Imax) foi calculada em 0,85. Como a

diversidade génica foi estimada em ﬁe = 0,608, os marcadores SSR utilizados

detectaram cerca de 70% da diversidade maxima possivel.

Alguns estudos tém mostrado altos indices de diversidade génica observada.
Ciampi (1999) verificou que populagdes de copaiba (Copaifera langsdorffii) localizadas
no cerrado apresentaram 88% de diversidade génica observada de uma diversidade
maxima de 92%. Os estudos de Conte (2004) também detectaram alta diversidade

génica (84,4% de uma maxima de 93,1%) em populagdes de palmiteiro (Euterpe
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edulis). Castellen (2005) em estudos populacionais de jatoba (Hymenaea courbaril)
verificou 87,3% da diversidade maxima possivel (89,5%).

A presenca de alelos nulos nos locos é devida a mutagcdes que podem ocorrer no
local de hibridagdo do iniciador (CALLEN et al., 1993). Uma consequéncia deste
polimorfismo & que ocorre o “mascaramento” de individuos heterozigéticos. Assim, a
presenca de alelos nulos ocasiona a diminuicdo das freqiéncias estimadas de
heterozigotos na populagdo e como resultado tem-se superestimagcdo dos valores de
endogamia (PEMBERTON et al., 1995). O loco Cg 17 foi utilizado em varios estudos
(CLOUTIER et al., 2007; VINSON et al., 2005), os quais nao detectaram problemas com
excesso de homozigotos, da mesma forma o loco Cg 05p que também se prestou para
estudos populacionais (CLOUTIER et al.,, 2007; DAYANANDAN et al., 1999;
KAGEYAMA et al., 2004). Com base nos resultados apresentados, pode-se sugerir que
a presencga de alelos nulos provavelmente € a causa do excesso de homozigotos nos
locos Cg 17 e Cg 05p na populagdo Rio Branco e que, provavelmente, devem ter
ocorrido mutagdes nos locais de hibridagdo dos iniciadores nesta populacéo, fato néao
observado na populacao Porto Acre.

A maioria dos locos na populagao Rio Branco néo se ajustou as proporgdes de
EHW. Nos locos Cg 17 e Cg 05p pode-se dizer que estes desvios estdao ocorrendo
devido a presenga de alelos nulos. Ja nos demais locos desta populagédo e no loco Cg
12 da populagdo Porto Acre os desvios do EHW provavelmente estdo ocorrendo pela
atuacao do sistema reprodutivo e/ou de processos como a deriva genética, selegao,
mutagao e migragao.

Em ambas as populacdes, as estimativas de A, A, e H, foram muito préximas,

e os valores de f nao diferiram de zero indicando que ndo ocorre endogamia nas

populacdes. Como o indice de fixagao foi praticamente nulo, as estimativas de tamanho
efetivo populacional foram parecidas com o numero de individuos coletados, fato que
indica alta taxa de cruzamento nesta espécie, 0 que ja era esperado ja que ela € auto-

incompativel.

O tamanho efetivo (Ne) e a representatividade genética ( NE/N ) estdo de acordo

com os valores estimados de f, que foram praticamente nulos, indicando que nas duas
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populagdes o numero de individuos coletados foi proximo das estimativas de Ne. Vale

ressaltar que a manutencdo de um tamanho efetivo adequado diminui a probabilidade

de ocorréncia de oscilagbes genéticas e endogamia em populagdes naturais. Quanto
maior o N, menor a magnitude da deriva genética e da mesma forma, quanto maior sua

magnitude menor sera o efeito da endogamia na populagdo. A taxa de cruzamento
aparente foi alta para ambas as populacgdes. Estes dados sdo congruentes com estudos
de Cloutier et al. (2007) e Hall; Orrel e Bawa (1994) que verificaram uma taxa de
polinizagcdo cruzada multilocos préxima a um para esta espécie. Maués (2006) verificou
gue na andiroba existem mecanismos de inibicdo da germinacao do pdlen na superficie
do estigma, o que torna a espécie obrigatoriamente aldgama.

Estudos em espécies arboreas tém mostrado que o grau de diferenciagdo entre
as populagdes é relativamente baixo e que a maior parte da diversidade genética se
encontra dentro das populagbes (LOVELESS; HAMRICK, 1984, KAGEYAMA et al.,
2004). Hall; Orrel e Bawa (1994), estudando a diversidade genética de nove populagdes
de andiroba na Costa Rica através de marcadores isoenzimaticos, verificaram que
95,4% da variagao encontrava-se dentro das populacgdes, e que a diferenciacéo entre
populagdes (4,6%) aumenta como o aumento da distancia entre as populagdes. Lemes
et al. (2003), estudando populagdes de mogno (Swietenia macrophylla) na Amazénia
brasileira com SSR também chegaram a esta conclusao.

A divergéncia entre as populagdes de C. guianensis do presente estudo foi
intermediaria (9,5%), o que ja era esperado pelo fato de serem encontrados alguns
alelos exclusivos nas duas populagdes com frequéncias acima de 0,11 e também pela
distancia geografica entre as duas. Seoane; Kageyama; Sebben (2000) citam que a
presenca de alelos exclusivos em algumas populagdes € indicativo de fluxo génico
restrito, 0 que pode levar a um aumento da divergéncia genética entre populagdes.
Embora o fluxo génico aparente tenha sido alto (Nm = 2,38 migrantes por geragéo), ele
se refere ao fluxo que ocorreu no passado, quando as duas populagdes faziam parte de
uma unica grande populagao.

Luikart et al. (1998) sugerem que quanto antes se detectar um gargalo genético
(“bottleneck”), maior sera a probabilidade de que os efeitos deletérios deste evento

possam ser evitados ou minimizados, ja que os procedimentos mitigadores de manejo
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poderdo ser realizados. Moraes e Derbyshire (2003) estudando populacbes de
Cryptocarya aschersoniana, uma espécie arborea climacica, verificaram que todas as
12 populagbes estudadas apresentaram efeitos de gargalos genéticos causados
provavelmente pela fragmentacao florestal. De acordo com Luikart e Cornuet (1998),
em uma populacdo no equilibrio de mutagdo e deriva, onde o tamanho efetivo
permaneceu constante em um passado recente, ha aproximadamente igual
probabilidade de um loco mostrar excesso ou déficit de diversidade génica. Situagao
que se apresentou para as populagdes de C. guianensis analisadas neste estudo, onde

nao se observaram indicios de ocorréncia de gargalo genético.

2.3 Conclusdes

As duas populagdes avaliadas de Carapa guianensis apresentaram indices
elevados e similares valores de diversidade genética, ndo se observando a ocorréncia
de endogamia. A representatividade genética e a alta taxa de cruzamento sugerem que
elas se reproduzem por alogamia.

A distribuicdo da variabilidade genética entre e dentro das populagdes revelou
que 90,5% desta diversidade encontra-se dentro das populagdes. A divergéncia
genética entre as duas populagdes (9,5%), estatisticamente significativa, sugere uma
divergéncia intermediaria.

N&o esta ocorrendo deriva genética nas populagdes avaliadas.
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3 ESTRUTURA GENETICA INTRAPOPULACIONAL DE Carapa guianensis
(AUBLET.), ESPECIE ARBOREA DA FLORESTA AMAZONICA

RESUMO

A andiroba (Carapa guianensis) € uma espécie arborea de importancia
econdmica na regido Amazodnica pelo grande interesse que vem despertando nas
industrias madeireira e cosmética. Sua madeira € empregada na fabricagcdo de moveis,
na construcdo civil e na industria naval. O dleo retirado de suas sementes contém
propriedades anti-sépticas, antiinflamatoérias, cicatrizantes e inseticidas, sendo muito
procurado pelas industrias farmacéutica e cosmética. Ocorre em alta frequéncia em
floresta de terra firme e de baixio, sendo que neste ultimo ambiente atinge maior
diametro e densidade populacional. Este estudo teve como objetivo quantificar a
estrutura genética de uma populagdo natural de andiroba, localizada em area de
Floresta Tropical Umida no Estado do Acre. Comparou-se a diversidade genética em
trés classes de tamanho, considerando-se dois ambientes: terra firme e baixio. Foram
utilizados sete locos microssatélites que possibilitaram avaliar 957 individuos (451
plantulas, 249 jovens e 257 adultos). Foi observado um total de 85 alelos na populagao
total, sendo 67 no ambiente de terra firme e 70 no baixio. A populagao total apresentou

uma meédia de 12,14 alelos por loco e diversidade génica média (ﬁe) de 0,608. A

heterozigosidade observada média (I:IO) foi de 0,583. O loco Cg 05p apresentou

frequéncia estimada de alelos nulos significativa a 5% para as trés classes de tamanho.
A maioria dos locos nao aderiu ao Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW). A diversidade

génica foi semelhante nas trés classes de tamanho na populagéo total (H,= 0,603,
0,607 e 0,616, respectivamente, para plantulas, jovens e adultos) e nos dois ambientes
(H, = 0,609, 0,607 e 0,612, respectivamente, para plantulas, jovens e adultos na terra

firme, e I-AIE = 0,591 para plantulas e jovens e ﬁe = 0,607 para adultos no ambiente de
baixio). Nao foi observada endogamia em nenhuma das classes de tamanho dos
ambientes. A representatividade genética (Ne/N) foi superior a 95% em todas as

classes de tamanho nos dois ambientes. A taxa de cruzamento aparente foi proxima de
100% tanto para os ambientes como para a populagcdo total. Os valores estao
congruentes com os outros parametros intrapopulacionais, indicando que esta espécie
€ predominantemente alégama. Considerando-se a populacgéo total, ndo foi observada
divergéncia genética entre as classes de tamanho. Ja entre os individuos do ambiente
de terra firme e os do baixio esta divergéncia foi baixa (1,63%), mas significativa,
indicando que a maior parte da variabilidade genética esta concentrada dentro dos
ambientes e ndo entre eles. Os resultados aqui obtidos, em conjunto com dados
ecologicos, poderdo ser utilizados futuramente para o planejamento adequado de
planos de manejo sustentavel tanto de sementes como individuos adultos desta
espécie.
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Estrutura populacional; Marcadores microssatélites

INTRAPOPULATIONAL GENETIC STRUCTURE OF Carapa guianensis
(AUBLET.), AN AMAZONIAN TREE SPECIES

ABSTRACT

Crabwood (Carapa guianensis) is a tree of economic importance in the Amazon
region, due to the great interest it has been attracting in the wood and cosmetics
industries. Its wood is used in the manufacture of furniture, in civil construction, and in
the naval industry. The oil extracted from its seeds has antiseptic, anti-inflammatory,
wound-healing and insecticide properties, and it is much sought-after by the
pharmaceutical and cosmetics industries. It occurs at a high frequency in upland and
lowland forests, reaching, in the latter case, a greater diameter and population density.
This study sought to qualify the genetic structure of a natural crabwood population,
located in an area of Tropical Rainforest, in the State of Acre. The genetic diversity was
compared in three size classes, considering two habitats: upland and lowland. Seven
microsatellite loci were used, enabling the investigation of 957 individuals (451
seedlings, 249 young and 257 adults). A total of 85 alleles was observed in the total
population, 67 in the upland habitat and 70 in the lowland. The total population

presented an average of 12.14 alleles per locus and an average gene diversity (I:Ie) of

0.608. The average observed heterozygosity ( I:IO) was 0.583. Locus Cg 05p showed an

estimated frequency of significant null alleles of 5% for the three size classes. The
majority of the loci did not adhere to the Hardy-Weinberg Equilibrium (HWE). The gene

diversity was similar in the three size classes in the total population (ﬁe = 0.603, 0.607
and 0.616, for seedlings, young and adult plants, respectively), and in the two habitats in

N

the uplands (H, = 0.609, 0.607 and 0.612 for seedlings, young and adults, respectively,

in upland, and I-AIE = 0.591 for seedlings and young individuals and I-AIE = 0.607 for
adults in the lowland habitat). No inbreeding was observed in any of the size classes of
either habitat. The genetic representativity (Ne/N ) was higher than 95% in all the size

classes, in both habitats. The apparent outcrossing rate was close to 100%, for both the
habitats and for the total population. The values are congruent with the other
intrapopulational parameters, indicating that this species is predominantly outcrossed.
Considering the total population, no genetic divergence was observed between size
classes. Between individuals in the upland habitat and those of the lowland habitat, this
divergence was low (1.63%), but significant, indicating that most of the genetic variability
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is concentrated within the two habitats, and not between them. The results obtained
here, in conjunction with ecological data, may be of future use in the creation of
sustainable management plans, both for seeds and adult individuals of this species.

Keywords: Crabwood; Tropical trees; Carapa guianensis; Genetic diversity; Population
structure; Microsatellite markers
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3.1 Introducéao

A degradacao das florestas tropicais em todo o mundo tem aumentado nas
ultimas décadas. Este fato tem ocorrido tanto pela extragdo da madeira como pelo
aumento na exploracdo de produtos ndo madeireiros. O aumento na retirada de
produtos florestais ameaga a manutencéo da biodiversidade e de processos bioldgicos
nestes ambientes, ocasionando sérias consequéncias em longo prazo na manutengao
da diversidade genética de populagdes naturais. A diversidade € a responsavel por
parte das diferencas de produtividade, adaptacédo e reproducdo entre os individuos de
uma espécie (LOWE; HARRIS; ASHTON, 2005).

As espécies arboéreas sao fundamentais na estrutura dos ecossistemas florestais,
servindo de nicho e sombra para espécies arbustivas e herbaceas, sustentando epifitas
e lianas, além de fornecer alimento e moradia a varios tipos de animais. Portanto,
estudos que visem obter informagdes sobre as caracteristicas ecolégicas e genéticas
destas espécies se tornam cada vez mais necessarios para estimar e mitigar os efeitos
genéticos do desmatamento e do manejo florestal.

A andiroba (Carapa guianensis Aublet.) é uma espécie arbdrea climax de
crescimento rapido, pertencente a familia das meliaceas. Pode ser encontrada desde a
América Central até o norte da América do Sul (Venezuela, Equador, Coldbmbia, Peru e
Brasil) (FERRAZ; SAMPAIO, 1996; LEITE, 1997). No Brasil, ocorre em toda a bacia
Amazoénica, principalmente nas varzeas proximas aos leitos dos rios, mas é encontrada
também em locais bem drenados de terra firme (JANKOWSKY et al., 1990; LOUREIRO;
SILVA; ALENCAR, 1979).

Quando adulta pode atingir mais de 30 m de altura. E uma arvore decidua de
dossel a subdossel (FERRAZ; CAMARGO; SAMPAIO, 2002), possui tronco reto e
cilindrico, e geralmente apresenta raizes tabulares (RIZZINI, 1971). E uma planta
monoica, com floragdo assincrénica e prolongada, sendo polinizada por insetos de
pouca mobilidade como microlepiddpteros e meliponinas (MAUES, 2006), auto-
incompativel (HALL; ORREL; BAWA, 1994; MAUES, 2006) e com elevada densidade
populacional nas areas de ocorréncia.

Apresenta potencial econdmico para uso multiplo, sua madeira tem propriedades

fisicas e mecénicas similares ao cedro (Cedrela fissilis), a cerejeira (Torresea acreana)
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e ao mogno (Swietenia marophylla) (ARAUJO, 2002). Apresenta boa trabalhabilidade, e
é resistente ao ataque de cupins, mas ndo duravel na unidade (MAUES, 2006). E
empregada na fabricagdo de méveis, na construgao civil e na industria naval (VIANNA,
1982). O dleo retirado de suas sementes, conhecido na regido Amazbnica como “azeite
de andiroba”, tem coloragdo amarelo-clara e é extremamente amargo (LOUREIRO;
SILVA; ALENCAR, 1979). Contém substancias como o acido oléico, o palmitico e o
estearico, que lhes conferem propriedades anti-sépticas, antiinflamatdrias, cicatrizantes
e inseticidas (DUKE, 2004; LESLIE, 2005; LOUREIRO; SILVA; ALENCAR, 1979). O
Oleo é empregado nas industrias farmacéutica e cosmética.

O estudo da variabilidade genética em espécies florestais ganhou maior énfase
com o uso de marcadores moleculares, que possibilitaram a observacdo da variagao
das espécies ao nivel do DNA. Varios trabalhos tém sido realizados nestas espécies
com o objetivo de obter informagdes sobre a estrutura genética entre individuos de
geragoes diferentes em uma mesma espécie (ALDRICH et al., 1998; CLOUTIER et al.,
2007; DAYANANDAN et al., 1999; GAIOTTO; GRATTAPAGLIA; VENCOVSKY, 2003;
HALL; CHASE; BAWA, 1994; KAGEYAMA et al, 2004; LESPSCH-CUNHA;
KAGEYAMA; VENCOVSKY, 1999) e entre populacdes diferentes (CESPEDES et al.,
2003; HALL; ORRELL; BAWA, 1994; LEMES et al., 2003; NOVICK et al., 2003; WHITE;
POWELL, 1997).

Os primeiros trabalhos analisando a diversidade genética e sistema reprodutivo
em C. guianensis foram realizados na década de 90 com o uso de isoenzimas (HALL
ORRELL; BAWA, 1994). Ja no final desta década Dayanandan et al. (1999)
desenvolveram marcadores microssatélites (SSR) para avaliar a estrutura populacional
desta espécie em areas onde ocorre manejo florestal. Kageyana et al. (2004) foram
pioneiros no estudo desta espécie no Brasil, utilizando os SSR para avaliar a estrutura
genética de duas populagdes divididas por classe de tamanho no Estado do Acre.
Vinson et al. (2005) desenvolveram mais marcadores microssatélites para C.
guianensis, para dar suporte aos estudos genéticos do projeto Dendrogene
(Conservacao Genéticas em Florestas Manejadas na Amazénia), visto que alguns dos
iniciadores (“primers”) desenvolvidos por Daynandan et al. (1999) eram monomorficos

nas populagdes brasileiras. Cloutier et al. (2005) utilizaram microssatélites
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cloroplastidiais para o estudo do efeito da dispersao hidrocéria de sementes de
andiroba na Amazonia brasileira.

O uso dos SSR tem sido uma ferramenta importante para verificar a estrutura
das populagdes antes e depois do manejo florestal, onde ocorre o corte seletivo das
arvores de maior didmetro e com isso pode-se ter uma reducédo do fluxo génico e
aumento de endogamia. Cloutier et al. (2007) verificaram que o manejo florestal em
uma area da Floresta Nacional Tapajos, no Para, ndo promoveu alteragbes na
diversidade genética na populagcdo de C. guianensis que foi avaliada antes e apds o
corte seletivo.

Estudos genéticos em individuos de geracdes diferentes de uma Unica
populacdo sao essenciais para se verificar como que ocorre a distribuicdo da
variabilidade genética entre as diferentes classes de tamanho. Em varias espécies
verifica-se que a heterozigosidade observada aumenta com a classe de idade
(ALDRICH et al. 1998; DOLIGEZ; JOLY, 1997; EGUIARTE; PEREZ-NASSER;
PINERO,1992; GAIOTTO; GRATTAPAGLIA; VENCOVSKY, 2003; LEPSCH-CUNHA;
KAGEYAMA; VENCOVSKY, 1999; RIBAS; KAGEYAMA, 2004; SEBBEN et al., 2000).
Este fato pode ser uma estratégia adaptativa destas espécies, onde a seleg¢do natural
atuaria eliminando os individuos endogamicos, ja que o0s heterozigéticos por
apresentarem dois alelos diferentes podem possuir maior plasticidade genética.

Dentro deste contexto, o presente trabalho propds-se a estudar uma populacéo
de C. guianensis localizada em dois ambientes distintos. Com este estudo pretendeu-se
responder as seguintes questdes: a) qual o padrao de distribuicdo populacional para
jovens e adultos nesta populagdo?; b) qual o padréo de distribuicdo populacional para
jovens e adultos nos dois ambientes: terra firme e baixio; c) existe variagdo na
diversidade genética entre as diferentes classes de tamanho e entre os diferentes
ambientes?; d) existe fluxo génico entre os ambientes?

Estes parametros de estudo sdo importantes, pois permitem entender como é
que ocorre a distribuicdo da variabilidade genética em uma unica populagdo, sendo
estes dados interessantes a se considerar quando se definem estratégias de manejo
com o objetivo de se utilizar adequadamente os recursos genéticos desta espécie, tanto

para o setor madeireiro como para o nao-madeireiro.
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3.2 Desenvolvimento
3.2.1 Material e Métodos
3.2.1.1 Area de estudo

O Estado do Acre é um dos nove estados brasileiros que compdéem a chamada
Amazoénia Legal. Fica situado num planalto com altitude média de 200 m, localizado a
sudoeste da Regido Norte, entre as latitudes 07° 05’ 30” S, 11° 10’ 50” S e longitudes
de 66° 35' 40" W, 74° 01' 30" W. Faz divisa com os Estados do Amazonas (N) e
Rondénia (L) e fronteira com a Bolivia (SE) e o Peru (S e O). A economia acreana se
baseia no agro-extrativismo, na pecuaria e na industria madeireira (GOVERNO DO
ESTADO DO ACRE, 2006).

O estudo foi realizado em area de Reserva Florestal da Embrapa Acre (Latitude:
10° 01' 28" S e Longitude: 67° 42' 19" W), no municipio de Rio Branco/AC (Figura 1). A
temperatura média anual é de 24,5°C, com uma estagdo seca que ocorre entre 0s
meses de junho a agosto. A vegetagcdo dominante nesta regido € classificada como
mata de floresta tropical umida. A regido possui topografia ligeiramente ondulada tendo

areas mais altas (terra firme) e areas ocasionalmente inundadas (baixio).

3.2.1.2 Coleta das amostras

Foram demarcadas duas parcelas de 16 hectares (400m x 400m) cada, uma em
ambiente de terra firme e outra no baixio. A distancia maxima entre as duas areas foi de
1000 metros e minima de 500 m (Figura 2). Todos os individuos de C. guianensis com
DAP maior ou igual a 15 cm foram mapeados e marcados com plaquetas metalicas
devidamente numeradas. Foram coletadas amostras foliares de todos os individuos
marcados nas parcelas. O numero total de individuos com DAP = 15 cm mapeados foi
506, sendo 204 em ambiente de terra firme e 302 no baixio. Esses foram divididos em
duas classes de tamanho de acordo com o DAP. Foram incluidos na classe Jovens
aqueles com mais de 10 m de altura, com DAP entre 15 a 25 cm e na classe Adultos os
individuos com mais de 10 m de altura e com DAP maior que 25 cm (Figura 3).

Em seguida, foram selecionadas ao acaso 20 arvores reprodutivas em cada
ambiente, para coleta de no minimo 12 plantulas que se localizavam sob a copa dessas

arvores. Foram incluidos na classe Plantulas os individuos com até 50 cm de altura e
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que apresentavam de dois a seis pares de folhas. O numero total de plantulas coletadas

foi 217 na terra firme e 234 no baixio (Figura 3).
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Figura 1 - Mapa de localizagdo da area de coleta de Carapa guianensis, no municipio de Rio Branco/AC.

O triangulo vermelho representa o local onde ocorreram as coletas
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Todas as 957 amostras foram secas imediatamente apds a coleta em recipientes

contendo silica gel e enviadas para o Laboratério de Genética Vegetal da Embrapa

Recursos Genéticos e Biotecnologia (Cenargen), em Brasilia/DF, onde foram realizadas
as analises genéticas.

A divisdo em classes de tamanho foi realizada para avaliar se ocorrem variagcoes

nos parametros genéticos entre as trés classes. Como a populacao foi coletada em dois

ambientes distintos, verificou-se também se estas variagcbes ocorrem entre os

ambientes de terra firme e baixio.
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Figura 3 — Numero de individuos de Carapa guianensis (andiroba) coletados em ambiente de terra firme
e de baixio, na Reserva Florestal da Embrapa-Acre

3.2.1.3 Extracdo do DNA

A extragdo do DNA gendmico foi realizada de acordo com o procedimento de
CTAB 2% (DOYLE; DOYLE, 1987) adaptado por Machado et al. (2002) que utiliza a
maquina Fastprep — BIO 101 SAVANT para a trituragcdo do material vegetal ao invés de

nitrogénio liquido.
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Aproximadamente 30 mg de folhas secas foram colocadas em microtubos de 2
ml contendo uma conta de ceramica grande e sobre as amostras foi colocada uma
conta de porcelana pequena. Adicionou-se 700 pl de tampéo de extracdo (2% de
CTAB, 1,4 M de NaCl, 0,2 M de EDTA, 1% de PVP, 0,1 M de Tris-HCI) previamente
aquecido a 65°C, acrescido de 2% de B-mercaptoetanol. Os microtubos foram levados
para a maquina Fastprep por 40 segundos, e em seguida colocados em banho-maria a
temperatura de 65°C durante 60 minutos.

Apos este tempo foi acrescentado a cada microtubo 600 ul de CIA (cloroférmio e
alcool isoamilico), que € um solvente organico, seguido de centrifugacdo a 12000 rpm
por 10 minutos. Com este procedimento, obteve-se a separacao das fases aquosa e
organica.

Foram retirados aproximadamente 500 pl do sobrenadante (fase aquosa) e
transferidos para microtubos de 1,5 ml. Para a precipitagcdo do DNA, foram adicionados
400 pl de isopropanol a -20°C. Os microtubos foram mantidos a -20°C por cerca de 30
minutos e, em seguida, o material foi centrifugado a 12.000 rpm por 5 minutos, para
formagao do precipitado de DNA (“pellet”).

O isopropanol foi descartado, e o “pellet” foi lavado duas vezes com adicado de
500 pl de etanol 70%, com agitacdo vigorosa e centrifugagédo. Foi feita uma terceira
lavagem com adigdo de 500 pl de etanol absoluto. Este foi retirado gentilmente e os
“pellets” ficaram secando a temperatura ambiente por 12 horas. Apds esse periodo,
foram acrescentados 30 a 50 ul de solugédo TE (10 mM de Tris-HCIl e 1 mM de EDTA)
com RNase (0,5 mg) aos microtubos com a finalidade de ressuspender o DNA do
“pellet”.

Depois de extraido, o DNA gendmico foi quantificado por meio da analise
comparativa de cada amostra com o DNA fago A de peso conhecido (20 a 200 ng) em
eletroforese em géis de agarose 1% (0,3 g de agarose; 30 ml TBE 1X - 93 mM de Tris,
89 mM de acido boérico e 2 mM de EDTA ; 4,5 ul de brometo de etidio (1 mg/ml)).

A concentracdo das amostras foi estimada por comparacéao visual da intensidade
de fluorescéncia de suas bandas com as do DNA padrao. Posteriormente, o DNA foi

diluido em agua MilliQ a 1ng/ul.
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3.2.1.4 Andlises genéticas
Foram utilizados sete pares de iniciadores especificos para Carapa guianensis,
cinco desenvolvidos por Vinson et al. (2005) (Cg 01, Cg 06, Cg 12, Cg 16 e Cg 17), e
dois por Dayanandan et al. (1999) (Cg 05, Cg 07, chamados aqui de Cg 05p e Cg 07p,
respectivamente). As sequéncias “forward” e “reverse” de cada loco microssatélite estao
apresentadas na Tabela 1. O iniciador “forward” de cada loco foi marcado com um
fluorocromo especifico (HEX, 6-FAM e NED).

Tabela 1 — SeqUéncia dos pares de iniciadores polimorficos que amplificaram locos microssatélites (SSR)

em Carapa guianensis, com as respectivas amplitudes alélicas em pares de base, temperatura

de hibridagao (Ta) e numero total de alelos por loco (A)

Amplitude “
Loco Fluorocromo Seqléncia do primer (5’ —3’) Alélica (pb) Ta (OC) A
F: CCTGGGACGTAT TTCTGC TG
Cg 01 NED R: GCAGCAGCACCTCTCTCTTT 170-204 56 10
F: ACCCTC GCC TCCTTT GTT
Cg 06 NED R:TGA GTC GAC ATG TGT CAG CA 132-156 56 7
F: TGA AAA GAC CAA TGC ATG AGA
Cg 12 6-FAM R: CAT TGC GGG TACACAGTTT 145-165 52 7
F: CGC TAT TGA GCG TGT GAG AC
Cg 16 6-FAM R: GTG GGA GCA GAT CTG AAAGC 153-183 56 14
F: ATT TAG GCC ATT GCA GGC TA
Cg 17 6-FAM R:ACG TTT GGT ATC GGA ACT GC 199-235 52 15

F: TGCATT TCTTCT CCT TGC TTC TGG

Cg 05p HEX R: TCT TGT ACG TTG GCT CTT GCA CAT TC 168-204 56 14
F: AAGACTTCCCCCAGATTTGTTTTT

Cg 07p HEX R: TGT ACC AGT TCA GTT GAT GCT CA 198-254 52 18

Para as reagdes em cadeia da polimerase (PCR) foram utilizados um ou dois
locos de SSR por reagao. Utilizou-se o iniciador “forward” de cada loco marcado com
um fluorocromo diferente, ou com o mesmo fluorocromo, porém com amplitudes alélicas
distintas, por reagao.

As reacgbes de PCR foram otimizadas para 6 pl de volume final, contendo 1 ng de
DNA gendmico; 1X de tampao de reacao da PCR (10 mM Tris-HCI, pH 8.3, 50 mM KCI,
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1,5 mM de MgCl,, pH 8,3, Phoneutria); 0,25 yM de cada iniciador (“forward” marcado e
‘reverse”); 0,27 ng/ml de BSA (Albumina Sérica Bovina, Biolabs); 0,27 mM de dNTP e
0,125 U Taq polimerase (Phoneutria) e agua MilliQ autoclavada.

As amplificacbes foram realizadas utilizando os termocicladores 9600 e 9700
(Applied Biosystems) com as seguintes condi¢des: 94°C por 5 minutos; 30 ciclos de
94°C por 1 minuto, temperatura de hibridagdo especifica para cada par de iniciadores
por 1 minuto (Tabela 1), 72 °C por 1 minuto e terminando com uma etapa de
alongamento a 72°C por 7 minutos.

O produto das reagdes foi diluido na proporgéo 1:3 (1 pl de reacéo para 3 pl de
agua MilliQ). Em seguida, 1 ul dessa diluicado foi colocado em placa microtitulagéo de 96
pocos, que continha 9 pl de formamida HiDi, 0,25 ul de marcador interno fluorescente
(ROX) (BRONDANI; GRATTAPAGLIA, 2001) e 0,75 pl de agua MilliQ. Apds a
desnaturagdo (95°C por 3 minutos), a placa foi levada para o seqiienciador ABI 3700 da
Perkin Elmer, onde ocorreu a eletroforese e detecgdo dos fragmentos amplificados.

Os fragmentos de DNA de tamanhos diferentes foram separados através de um
sistema de eletroforese capilar. A automacgao da genotipagem, por meio da utilizagdo do
sequenciador, possibilitou maior precisdo e agilidade na determinacdao dos alelos de
SSR.

A deteccdo e a estimativa do tamanho dos alelos em pares de base foram
realizadas com o uso do programa GeneScan (APPLIED BIOSYSTEMS versao 3.7,
2001). Em seguida os valores foram importados para o programa Genotyper (APPLIED
BIOSYSTEMS versdo 2.0, 1996) para filtragem de picos, interpretacdo e compilagao
final dos dados, definindo o gendtipo de cada individuo.

Para cada loco as estimativas do tamanho dos alelos em pares de base foram
determinadas como sendo par ou impar de acordo com o tamanho previsto no
desenvolvimento do marcador. Alelos com tamanho estimado intermediario as classes
esperadas foram definidos como alelos da classe mais proxima (inferior ou superior)

com maior frequéncia.
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3.2.1.5 Anadlise Estatistica
3.2.1.5.1 Avaliacao dos locos

Os sete locos foram avaliados com uso do programa Micro-checker que identifica
erros de genotipagem, permitindo verificar a presenca de alelos que nao sao
amplificados (alelos nulos), a dominancia de alelos curtos e a presenca de “stutters”
(bandas duplicadas) (OOSTERHOUT et al., 2004). Quando ha alelos nulos nos locos,
os erros de genotipagem podem resultar em déficit no numero observado de
heterozigotos, causando desvios nas proporgdes de EHW.

O método utilizado para estimar a freqiiéncia de alelos nulos(r) em cada loco foi

o Estimador 1 de Brookfield (1996):

Em que:
r = freqUéncia de alelos nulos

H_ = heterozigosidade observada, que é medida por n2/(nl1+n2), onde nl é o

numero de uma banda individual e n2 é o nimero de duas bandas individuais na
amostra.

H. = heterozigosidade esperada, que é calculada como a soma dos produtos de
todas as freqliéncias observadas (Z pip;,comi=j).

Esse método assume que a deficiéncia de heterozigotos observada é devido a
presenca de alelos nulos e ndao causada pelo Efeito de Wahlund, endogamia,

cruzamento entre parentes, etc.

3.2.1.5.2 Teste do Equilibrio de Hardy-Weinberg

As frequéncias alélicas e genotipicas de cada loco foram submetidas ao teste
exato de Fisher para verificar a aderéncia as propor¢gbes de Equilibrio de Hardy-
Weinberg, como descrito por Weir (1996), com a utilizagdo do programa GDA (LEWIS;
ZAYKIN, 2002).
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3.2.1.5.3 Desequilibrio genotipico entre pares de locos

O teste de desequilibrio genotipico entre pares de locos foi realizado com uso do
programa GDA (LEWIS; ZAYKIN, 2002), que utiliza a média composta de desequilibrio
de ligagao de Burrows (WEIR, 1979). Por esse procedimento, gendtipos de dois locos
sao associados varias vezes. Para locos nucleares, espera-se que nao ocorra

associacao entre os pares de locos.

3.2.1.5.4 Diversidade genética

As frequéncias alélicas foram estimadas para as plantulas, jovens e adultos da
populacdo como um todo e também analisando-se separadamente os individuos dos
ambientes de terra firme e baixio por: p;= (nij/n,j), em que p; = freqiéncia do alelo i
na populagéo j; n;= numero de ocorréncias do alelo i na populagéo j; n;= numero
total de alelos amostrados na populagdo j; com o uso do programa F¢,, (GOUDET,

1995).
A diversidade genética intrapopulacional foi estimada utilizando-se o programa
estatistico GDA (LEWIS; ZAYKIN, 2002). Os parametros obtidos foram: numero médio

de alelos por loco (A), diversidade génica (ﬁe) em equilibrio de Hardy-Weinberg,
heterozigosidade observada (I:Io) e indice de fixacao (f) A maxima diversidade

possivel (H max) em cada loco foi calculada a partir do numero de alelos observados, em

que: H .. :(A_%.

A estimacao de A foi obtida pela divisdo do numero total de alelos pelo numero

total de locos; o numero efetivo de alelos por loco (Ae) foi calculado a partir de

Ae =}(1 0 ); a diversidade génica foi obtida a partir de I—A|e :1—2 p>,onde: p, éa

— e
frequéncia alélica estimada do i-ésimo alelo; a heterozigosidade observada (ﬁo) para
cada loco foi estimada por: ﬁo :1—2 p, onde p, é a freqiéncia de gendtipos

homozigotos. O indice de fixagao (f) foi estimado de acordo com Weir (1996):
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Para verificar se os valores médios de f eram diferentes de zero, estimou-se o

intervalo de confianga a 99% de probabilidade pelo método de reamostragem
“boostrap”, utilizando-se 10.000 reamostragens sobre os locos pelo programa GDA
(LEWIS; ZAYKIN, 2002).

A taxa de cruzamento aparente foi estimada conforme o procedimento descrito

por Weir (1996) e Vencovsky (1994) de acordo com a relagao:

e (-1
o+ f)

Em que:

f, =taxa de cruzamento aparente;
f =indice de fixacao.

O tamanho efetivo de uma populagao (Ne) depende do numero de individuos
que efetivamente participam da reproducdo e de sua contribuicao relativa para a
geragédo seguinte (CROSSA; VENCOVSKY, 1994). Ele é, portanto, uma medida de
representatividade genética, sendo amplamente utilizado nas atividades de preservagao
de germoplasma, coleta de sementes e conservagao “in situ”.

A manutencdo de um tamanho efetivo adequado diminui a probabilidade de

ocorréncia de oscilagdes genéticas e endogamia em populagdes naturais. Quanto maior

o Ne menor a magnitude da deriva genética e, da mesma forma, quanto maior sua

magnitude menor sera o efeito da endogamia na populacéo.
O tamanho efetivo populacional (Ne) foi estimado de acordo com Vencovsky e

Crossa (2003):
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Em que:
n = tamanho amostral,
f = indice de fixagcao.
A representatividade genética das amostras foi testada a partir da relagédo entre o

tamanho efetivo populacional e o tamanho amostral (NE/N )-

Adicionalmente, a divergéncia genética (ép) entre os ambientes (terra firme e
baixio) e entre as classes de tamanho foram estimadas de acordo com Weir (1996).
Para verificar se a estimativa média desse parametro era estatisticamente diferente de
zero, estimou-se o intervalo de confianca de 99% de probabilidade pelo método de
reamostragem “bootstrap” utilizando 10.000 reamostragens sobre os locos. As analises
de variancia e os “bootstraps” foram estimados com uso do programa estatistico GDA
(LEWIS; ZAYKIN, 2002).

O fluxo génico aparente (Nm) entre os ambientes de terra firme e baixio foi
estimado pelo método indireto calculado de acordo com o modelo proposto por Wright

(1951) segundo a férmula:

Em que:
m = taxa de migracgao;
N = tamanho populacional;

Nm = numero de migrantes/geragao.
O IfST foi substituido pelo ép , conforme sugerem Cockerham e Weir (1993), para

uma estimacao nao viesada do fluxo génico.

3.2.2 Resultados
3.2.2.1 Amostragem e caracterizacdo dos locos
Foram coletados 957 individuos na populagao total (451 plantulas, 249 jovens e

257 adultos). Observando-se separadamente cada ambiente, na terra firme foram
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coletados 421 individuos (217 plantulas, 115 jovens e 89 adultos) e no baixio 536 (234

pléntulas, 134 jovens e 168 adultos).

Com os sete locos polimoérficos de microssatélites nucleares utilizados, foram

observados na populacédo total 85 alelos. O loco Cg 07p foi o mais polimdrfico,

apresentando 18 alelos. Ja os locos Cg 06 e Cg 12 foram os que apresentaram menor

polimorfismo, com sete alelos cada, (Tabela 1, no Anexo).

Observando separadamente os

individuos situados nos dois ambientes,

verificou-se que na terra firme o loco mais polimoérfico foi também o Cg 07p (15 alelos) e

o loco com menor polimorfismo foi Cg 06 (cinco alelos), sendo observado para esse

ambiente um total de 67 alelos. No ambiente de baixio, os locos mais polimérficos foram

Cg 16, Cg 05p e Cg 07p (14 alelos cada), e o loco com menor polimorfismo foi o Cg 01

(cinco alelos), em um total de 70 alelos (Tabela 2).

Tabela 2 — Numero de alelos por loco nos ambientes de terra firme e baixio e na populagao total

Terra Firme Baixio Total

Locos P J A Total| P J A Total| P J A Total
Cg 01 9 6 5 10 4 3 3 5 9 6 6 10
Cg 06 4 5 4 5 3 4 7 7 4 6 7 7
Cg 12 4 6 5 6 5 4 5 6 5 6 6 7
Cg 16 8 6 6 8 8 11 13 14 8 11 13 14
Cg17 10 5 7 13 6 8 6 10 10 9 9 15
Cg05p 9 9 7 10 10 12 12 14 11 13 12 14
Cg07p 15 10 10 15 11 11 11 14 17 11 12 18
Total 59 47 44 67 |47 53 57 70 64 62 65 85

Nota: P = Plantulas; J = Jovens e A = Adultos

Embora as frequéncias alélicas tenham oscilado entre as trés classes de

tamanho (Tabela 1, no Anexo), observou-se que na maioria dos locos os alelos mais

frequentes eram os mesmos encontrados nas trés classes estudadas. Na classe das

plantulas, o alelo 142 do loco Cg 06 apresentou a frequéncia alélica mais elevada
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(0,789) e para jovens e adultos, o alelo 200 do loco Cg 01 foi o alelo mais comum
(0,803 e 0,807, respectivamente).

A magnitude da diversidade génica de cada loco nas trés classes de tamanho foi

avaliada por meio da comparagdo da estimativa da diversidade génica (H,) com a
maxima diversidade possivel de acordo com o numero de alelos observados

(I:| max :(A—l)/A). Para todo o conjunto de dados, ﬁe foi de 60,8% numa diversidade

maxima possivel de 96,8%. Logo, a diversidade génica (ﬁe) observada representa

66,73% da maxima diversidade possivel (Tabela 3).

Os locos Cg 16 e Cg 05p foram os que apresentaram diversidade génica mais
elevada, uma vez que os dados explicam 89,65% e 85,23% da diversidade total
possivel. Os locos Cg 17, Cg 06, Cg 12 e Cg 07p apresentaram estimativas de

diversidade intermediaria, e o loco Cg 01 apresentou estimativa baixa.

N

As estimativas do numero efetivo de alelos por loco (A, ) foram inferiores ao

numero médio de alelos por loco (A) em todos os sete locos estudados. Isso indica que
embora os locos tenham sido altamente polimérficos, ha muitos alelos de baixa
freqUéncia.

Com relacao a frequéncia de alelos nulos, estimada pelo método de Brookfield
(1996), ocorreram desvios significativos a 5% no loco Cg 17 para as plantulas e no loco
Cg 05p para as trés classes de tamanho (Tabela 4).

O modelo de equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) possibilita verificar se as
frequéncias genotipicas encontram-se nas proporgdes esperadas para cruzamentos
aleatdrios e quando nao estao sofrendo efeitos de processos evolucionarios como a
deriva genética, sele¢cado, mutagcao e migragéo. Desvios nas propor¢gdes de EHW podem
ser causados por estes fatores e também pelo sistema misto de reproducao. Através
das probabilidades do Teste Exato de Fisher (Tabela 5) verificou-se que ocorrem

desvios no EHW na maioria dos locos, nas trés classes de tamanho estudadas.
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Tabela 3 — Estimativas de pardmetros genéticos obtidos para sete locos de SSR, em Carapa guianensis,

em que N : numero médio de individuos analisados; A: numero de alelos por loco; A:

A A

numero efetivo de alelos por loco; H  : heterozigosidade observada; H, : diversidade génica

N

sob Equilibrio de Hardy-Weinberg; H . : maxima diversidade para cada loco; I—A|e/|:|m,jlX :

proporcao da diversidade maxima (em %)

Locos N A Ae HA HA HA HA e / HA max

Cg 01 954 10 1,531 0,327 0,347 0,900 38,55%
Cg 06 954 7 1,647 0,352 0,393 0,857 45,84%
Cg12 948 7 2,395 0,840 0,582 0,857 67,95%
Cg 16 953 14 5970 0,764 0,832 0,929 89,65%
Cg 17 950 15 2632 0,518 0,620 0,933 66,43%
Cg 05p 936 14 4,778 0,614 0,791 0,928 85,24%
Cg 07p 954 18 3,263 0,665 0,694 0,944 73,43%
Meédia 949,86 12,14 2,554 0,583 0,608 0,968 66,73%

Tabela 4 — Frequéncia de alelos nulos pelo método de estimagéo de Brookfield (1996) para trés classes

de tamanho de uma populagao de Carapa guianensis

Locos Plantulas Jovens Adultos
Cg 01 0,015 " 0,026 " -0,000 "
Cg 06 0,017 0,051 0,018™
Cg 12 -0,183"™ -0,130"™ -0,162"
Cg 16 0,049 0,024 " 0,027
Cg 17 0,073 0,031" 0,074 ™
Cg 05p 0,116 0,091 0,072

Cg 07p 0,015™ 0,007 " 0,029

)" valores n&o significativos a 5% de probabilidade.
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A associacgao entre locos foi avaliada pelo teste do desequilibrio genotipico entre
pares de locos, utilizando-se as frequéncias genotipicas. Na Tabela 6, observa-se
associagao significativa a 5% em 33,3% dos locos nas pléntulas, 4,76% nos jovens e
14,28% nos adultos. Observa-se também que os locos Cg 17 e Cg 12 provavelmente se
encontram ligados nesta populagdo, uma vez que a associacdo entre eles foi

significativa para as trés classes de tamanho estudadas.

Tabela 5 — Probabilidades do Teste Exato de Fisher para aderéncia ao equilibrio de Hardy-Weinberg,

para cada loco de SSR em Carapa guianensis

Locos SSR Plantulas Jovens Adultos

Cg 01 0,000 0,000 0,022
Cg 06 0,192 0,000 0,001
Cg12 0,000 0,000 0,000
Cg 16 0,000 0,000 0,000
Cg 17 0,000 0,001 0,000
Cg 05p 0,000 0,000 0,000
Cg07p 0,325™ 0,187 0,000

)" valores n&o significativos a 5% de probabilidade.

3.2.2.2 Variabilidade genética

Com relacdo a diversidade genética intrapopulacional, verifica-se que no
ambiente de terra firme o numero meédio de alelos por loco nas pléantulas (A= 8,43) foi
ligeiramente superior ao observado nas classes de jovens (A= 6,71) e adultos (A=
6,29) (Tabela 7). Observa-se, entretanto, que o numero médio de individuos analisados
nessas trés classes foi diferente, sendo que as plantulas (N = 213,86) apresentaram
aproximadamente o dobro de individuos do que os jovens (N = 114,71) e adultos (N =
88,71). A diferenga amostral pode ter influenciado no niumero de alelos amostrados.

Ja para o ambiente de baixio, 0 numero médio de alelos por loco nas plantulas
(A = 6,71) foi ligeiramente inferior ao observado nas classes de jovens (A = 7,57) e

adultos (A= 8,14), embora o numero amostral também tenha sido superior (N = 231,71
plantulas; N = 133,28 jovens e 167,57 adultos).
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Tabela 6 — Probabilidades do desequilibrio genotipico entre pares de locos de SSR em Carapa

guianensis
Locos SSR Plantulas Jovens Adultos
Cg01/Cg06 0,320" 0,182" 0,738
Cg01/Cg12 0,013 0,125" 0,000"
Cg01/Cg16 0,361" 0,980" 0,159 "
Cg01/Cg17 0,000 0,823" 0,271"
Cg01/Cg05p 0,646 " 0,163 " 0,888"
Cg01/Cg07p 0,298 " 0,573" 0,854 "
Cg06/Cg12 0,250" 0,678 0,323"
Cg06/Cg16 0,088 " 0,525" 0,371"
Cg06/Cg17 0,044 0,259" 0,255
Cg06/Cg05p 0,008 0,490" 0,616
Cg06/Cg07p 0,531" 0,511" 0,059 "
Cg12/Cg16 0,316 ™ 0,838 " 0,201"
Cg12/Cg17 0,000 0,021 0,000
Cg12/Cg05p 0,950" 0,491" 0,250
Cg12/Cg07p 0,066 " 0,980" 0,614
Cg16/Cg17 0,003 0,578 "™ 0,007
Cg16/Cg05p 0,307 " 0,160" 0,083"™
Cg16/Cg07p 0,003 0,342" 0,050
Cg17/Cg05p 0,908 " 0,625" 0,661"
Cg17/Cg07p 0,356 " 0,600" 0,278"
Cg05p/Cg07p 0,244 " 0,309" 0,195

") valores nao significativos a 5% de probabilidade.

Observando a populagdo sem diferenciar os ambientes, verifica-se que as
plantulas apresentaram um numero médio de alelos por loco (A= 9,14) muito préoximo

dos jovens (A=8,86) e adultos (A=9,28), mas com numero de individuos ligeiramente
superior as outras duas classes de tamanho. O numero efetivo de alelos observado

para as trés classes de tamanho nos dois ambientes e na populagao total (Tabela 7), foi
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inferior ao niumero médio de alelos, fato este que ja tinha sido evidenciado na analise

individual dos locos (Tabela 3).

Os valores I-AIe para plantulas, jovens e adultos na terra firme (0,609, 0,607 e

0,612, respectivamente) foram ligeiramente superiores aos observados no ambiente de
baixio (I-A|e = 0,591 para plantulas e jovens e 0,607 para adultos) (Tabela 7). Nos dois

ambientes os adultos apresentaram indices médios de diversidade génica ligeiramente
superiores as outras duas classes, mas observa-se que os erros-padrao se sobrepdem,
mostrando que a diferenca nao foi significativa. Ao observar a populagao total, verifica-

se que este fato também esta ocorrendo.

Nos dois ambientes, as estimativas médias de diversidade génica (I:|e) foram

superiores as estimativas médias de heterozigosidade observada (ﬁo) para as trés

~

classes de tamanho (Tabela 7). As estimativas médias de H, foram menores para as

plantulas e maiores para os adultos nos dois ambientes e na populacdo total, e da

~

mesma forma que as estimativas de H,, os erros-padrao se sobrepéem mostrando que

a diferenca nao é significativa.

Alelos exclusivos foram observados para cada classe de tamanho e para cada
ambiente (Figura 4). No ambiente de terra firme, as plantulas apresentaram numero
superior de alelos exclusivos (14) em comparacéo aos jovens (trés) e adultos (trés). No
ambiente de baixio, por outro lado, verifica-se que os jovens (oito) e adultos (sete)
apresentam numero superior de alelos exclusivos em relagdo as plantulas (quatro). A
maioria dos alelos exclusivos ocorre em baixissima frequéncia (Tabela 8), sendo que
muitos foram observados somente uma vez. Nesse caso, o fato do alelo ser exclusivo a

uma classe foi decorrente de ter ocorrido apenas uma vez.



Tabela 7 — Estimativas de indices de diversidade genética obtidas em Carapa guianensis nos ambientes de terra firme, baixio e em ambos os

ambientes. Em que N: nimero médio de individuos analisados; A: nimero médio de alelos por loco; A, : nimero efetivo de alelos

A

por loco; H, : heterozigosidade observada e ﬁe : diversidade génica sob Equilibrio de Hardy-Weinberg

~

~

Terra Firme N A A, H, H,
Plantulas 213,86 8,43 (1,195) 2,56 (1,057) 0,572 (0,056) 0,609 (0,054)
Jovens 114,71 6,71 (0,625) 2,54 (1,055) 0,576 (0,049) 0,607 (0,052)
Adultos 88,71 6,29 (0,625) 2,58 (1,053) 0,598 (0,048) 0,612 (0,051)

Baixio N A Ae H H

Plantulas 231,71 6,71 (0,961) 2,44 (1,069) 0,571 (0,071) 0,591 (0,065)
Jovens 133,28 7,57 (1,222) 2,44 (1,078) 0,588 (0,082) 0,591 (0,072)
Adultos 167,57 8,14 (1,222) 2,54 (1,073) 0,599 (0,076) 0,607 (0,068)

Total N A A H, H,
Plantulas 445,57 9,14 (1,359) 2,52 (1,064) 0,574 (0,061) 0,603 (0,060)
Jovens 248 8,86 (0,921) 2,54 (1,062) 0,582 (0,064) 0,607 (0,059)
Adultos 256,28 9,28 (0,961) 2,60 (1,063) 0,599 (0,063) 0,616 (0,059)

Nota: ( ) erros-padréo.

G6
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Figura 4 — Numero de alelos exclusivos para plantulas, jovens e adultos e para os ambientes de terra
firme e baixio, em um total de 85 alelos de microssatélites encontrados na populagéo

avaliada de Carapa guianensis

A

As estimativas médias do indice de fixacao ( f ) apresentaram valores baixos e
positivos (Tabela 9) para as trés classes de tamanho (plantulas, jovens e adultos), nos
dois ambientes (terra firme e baixio) e para a populagdo total. Todas as estimativas
médias de f nao foram significativamente diferentes de zero, indicando auséncia de

endogamia na populagado. Os intervalos de confianga foram amplos devido a variagao
existente entre os locos. Os locos Cg 12 e Cg 05p foram os que apresentaram valores

mais acentuados, respectivamente, para excesso e falta de heterozigotos. Para verificar
a influéncia desses valores na estimativa média de f nos ambientes e na populagao
como um todo, estimou-se novamente esse parametro com a excluséo dos locos Cg 12
e Cg 05p. Mesmo com a exclusao desses dois locos, as estimativas médias de f

continuaram n&o significativas.
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Tabela 8 — Frequéncia de alelos exclusivos por loco, na populacdo avaliada de Carapa guianensis

(continua)
Terra Firme Baixio Total
Locos P J A Locos P J A Locos P J A
Cg 01 Cg 01 Cg 01
170 0,004 - - 196 0,004 - - 170 0,001 - -
174 0,002 - - 202 - 0,007 - 174 0,001 - -
180 - 0,004 - 180 - 0,002 -
Cg 06 Cg 06 Cg 06
138 - - 0,009 132 - - 0,006 132 - - 0,004
154 - - 0,009
Cg 12 Cg 12 Cg 12
165 - 0,004 - 145 - - 0,003 145 - - 0,002
159 0,002 - - 165 - 0,002 -
Cg 16 Cg 16 Cg 16
157 0,005 - - 153 - - 0,003 153 - - 0,002
173 0,005 - - 181 - - 0,003 181 - 0,002 -
183 - 0,004 - 183 - - 0,002
Cg 17 Cg 17 Cg 17
209 0,007 - - 203 - - 0,006 203 - - 0,004
219 0,002 - - 205 - 0,004 - 205 - 0,002 -
221 0,002 - - 219 0,002 - - 209 0,003 - -
225 0,002 - - 225 - 0,007 - 219 0,002 - -
227 0,005 - - 227 - 0,007 - 229 - - 0,004
229 - - 0,011 231 - - 0,002
231 - - 0,006 235 0,001 - -
235 0,002 - -
Cg05p Cg05p Cg05p
204 - 0,004 - 186 - 0,004 - 186 - 0,002 -
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Tabela 8 — Frequéncia de alelos exclusivos por loco, na populacao avaliada de Carapa guianensis

(conclusao)

Terra Firme Baixio Total
Locos P J A Locos P J A Locos P J A
Cg07p Cg07p Cg07p

198 0,002 - - 214 - 0,004 - 198 0,001 - -

204 0,002 - - 228 - - 0,006 204 0,001 - -

228 0,002 - - 238 - 0,004 - 238 - 0,002 -

252 0,002 - - 254 0,002 - - 252 0,001 - -

254 0,001 - -

Nota: P = Plantulas; J = Jovens e A = Adultos

Valores elevados de Ne e da relagéo Ne/N foram observados em ambos os

ambientes e na populacao total (Tabela 10). A representatividade genética (Ne/N ) das

amostras foi superior a 95% em todas as classes de tamanho, chegando a 99% nos
jovens e adultos do ambiente de baixio. Esses resultados foram decorrentes da
auséncia de endogamia na populagdo. A taxa de cruzamento aparente, a qual é
calculada a partir da estimativa de f, foi proxima de 100% tanto para os ambientes
como para a populacao total. Os valores estdo congruentes com os outros parametros
intrapopulacionais, indicando que esta espécie apresenta alta taxa de cruzamento.

Considerando-se a populagao total, ndo foi observada divergéncia genética entre
as classes de tamanho, ja que o ¢, nao diferiu de zero nas comparagdes entre pares

de classes de tamanho (Tabela 11). Isso ja era esperado, pois, conforme ja comentado,

nao foi observada variagdo marcante nas frequéncias alélicas entre as mesmas. A
estimativa de divergéncia genética (ép ) entre os individuos do ambiente de terra firme e
os do baixio foi baixa (0,016), mas significativa, sendo que a maior parte da

variabilidade genética (98,37%) esta concentrada dentro dos ambientes (Tabela 11). O

fluxo génico aparente entre estes ambientes foi elevado (15,09 migrantes por geragao).



Tabela 9 — Estimativas de indices de fixacdo ( f ) por loco para plantulas (P), jovens (J) e adultos (A) de Carapa guianensis, nos ambientes de

terra firme e baixio e na populagéo total

Terra Firme Baixio Total
Locos P J A P J A P J A

Cg 01 0,098 0,062 -0,194 -0,002 0,054 0,117 0,057 0,108 0,000

Cg 06 0,076 0,149 0,046 0,064 0,184 0,046 0,069 0,175 0,060
Cg12 -0,357 -0,078 -0,168 -0,668 -0,697 -0,647 -0,512 -0,343 -0,432

Cg 16 0,126 0,083 0,037 0,073 0,027 0,059 0,111 0,055 0,063

Cg 17 0,151 -0,105 0,116 0,218 0,202 0,238 0,187 0,084 0,199

Cg 05p 0,196 0,216 0,201 0,313 0,193 0,138 0,264 0,209 0,164
Cg 07p 0,059 0,013 0,048 0,009 -0,006 0,065 0,037 0,019 0,072
Média 0,060 0,051 0,024 0,027 0,005 0,012 0,048 0,041 0,028
Limite superior 0,163 0,152 0,140 0,242 0,187 0,169 0,209 0,169 0,158
Limite inferior -0,157 -0,058 -0,119 -0,329 -0,350 -0,317 -0,240 -0,169 -0,214

Nota: ICC - intervalo de confianga a 99% de probabilidade, usando 10.000 reamostragens “bootstrap” sobre os locos.

66
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Tabela 10 — Estimativa média de indice de fixago ( f ), tamanho populacional (Ne ), relacédo entre o

tamanho efetivo e o tamanho amostral ( Ne/N ) e taxa de cruzamento aparente (fa) para

plantulas, jovens e adultos de Carapa guianensis, nos ambientes de terra firme e baixio e

na populagao total

Ambiente de terra firme

th;?;shge N f (ICC g9%) Ne N . / N ta
Plantulas 213,86 0,060 (- 0,157 a 0,163) 201,75 0,94

Jovens 114,71 0,051 (- 0,058 a 0,152) 109,14 0,95 0,90
Adultos 88,71 0,024 (- 0,119 a 0,140) 86,63 0,98 0,95

Ambiente de baixio

Samano. f(1CC o) Ne NN fa
Plantulas 231,71 0,027 (- 0,329 a 0,242) 225,62 0,97

Jovens 133,28 0,005 (- 0,350 a 0,187) 132,62 0,99 0,99
Adultos 167,57 0,012 (-0,317 a 0,169) 165,58 0,99 0,98

Populacéo total

o, f (1CC aom) Ne NN fa
Plantulas 445,57 0,048 (- 0,240 a 0,209) 425,16 0,95

Jovens 248,00 0,041 (- 0,169 a 0,169) 238,23 0,96 0,92
Adultos 256,28 0,028 (- 0,214 a 0,158) 249,30 0,97 0,94

Nota: ICC - intervalo de confianga a 99% de probabilidade, usando 10.000 reamostragens “bootstrap”

sobre os locos.

3.2.3 Discussao

Este € um trabalho pioneiro, ja que estuda um numero grande de individuos de
uma unica populacao de C. guianensis divididos em trés classes de tamanho e em dois
ambientes distintos. O conhecimento da distribuicdo da variabilidade genética em
diferentes grupos de individuos em uma mesma populagdo, assim como do ambiente

onde ela ocorre em maior densidade, permite o entendimento da manutencdo da
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variabilidade entre as geragbes, possibilitando recomendagbes para tomada de
decisbes em planos de manejo sustentavel e também para conservagao “in situ” das

especies.

Tabela 11 — Estimativas de indices divergéncia genética (HAp ) entre os individuos dos ambientes de terra

firme e baixio e entre as trés classes de tamanho e fluxo génico aparente (NM) entre estes
ambientes, para uma populagdo de Carapa guianensis. IC o9 Intervalo de confianga de

99% de probabilidade obtida por 10.000 reamostragens “bootstrap” sobre locos

~

0, 1C o9% Nm
Terra firme X Baixio 0,016 (0,009 a 0,027) 15,09
Plantulas X Jovens 0,002 (-0,002 a 0,005)
Plantulas X Adultos 0,003 (0,000 a 0,011)
Jovens X Adultos 0,000 (-0,001 a 0,000)

Na populagdo estudada existe praticamente quase a mesma quantidade de
jovens e adultos, mas quando se observa separadamente cada ambiente, verifica-se
que o baixio apresenta maior numero de individuos e também maior densidade de
adultos quando comparado com o ambiente de terra firme. Estes dados corroboram
com varios autores que indicam que esta espécie predomina nas regides
periodicamente alagadas da floresta (BOUFLEUR, 2004; KLIMAS, 2006; LEITE, 1997)
apesar de se desenvolver bem em locais de terra firme. Klimas (2006), em estudos de
ecologia na mesma area de estudo do presente trabalho, encontrou 25,5 e 14,5
individuos de C. guianensis com didametro a altura do peito (DAP) acima de 10 cm

respectivamente em ambiente de baixio e terra firme.

3.2.3.1Caracterizacédo dos locos

Observou-se um alto nivel de polimorfismo em todos os sete locos estudados
(Anexo — Tabela 1), confirmando o alto conteudo de informacgao genética para estudos
populacionais, o que ja era esperado devido ao tipo de marcador utilizado. Observou-se

pequena variagao nas frequéncias alélicas entre as trés classes de tamanho, tanto na
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populacdo total quanto nos dois ambientes. Apesar de pequena, a variagao nas
freqUéncias alélicas pode estar ocorrendo devido a varios fatores evolucionarios, tais
como: migracgdo, selecdo, mutagao, deriva genética, sucesso reprodutivo diferenciado
(FUTUYMA, 1992). A amostragem das plantulas também pode ter causado essa
variacao.

Equiarte, Perez-Nasser e Pifiero (1992) concluiram que diferencas nas
frequéncias alélicas encontradas entre sementes e adultos de Astrocaryum mexicanum,
indicam a entrada de novos alelos a partir da migragéo de pélen de areas diferentes das
amostradas. Kawaguici e Kageyama (2001), estudando a diversidade genética em
adultos, jovens e plantulas de Calophyllum brasiliense, uma espécie arbérea comum em
florestas pluviais, verificaram também a ocorréncia de oscilagdes nas frequéncias
alélicas entre os grupos de individuos de uma unica populagdo. Estes autores
concluiram que os dados genéticos obtidos ndo permitem inferir se os desvios sao
devidos ao sistema reprodutivo ou a fatores evolutivos.

Pode-se sugerir a acdo da deriva genética para explicar as variagdes das
frequéncias alélicas, principalmente entre as plantulas e os adultos. A andiroba possui
floragao assincronica e observa-se que nem todos os individuos adultos se reproduzem
ao mesmo tempo (BOUFLEUER, 2004), portanto, uma parte desta variagao pode estar
ocorrendo pelo sucesso reprodutivo diferenciado, e também por fatores ambientais
proprios da floresta tais como os processos casuais de morte de individuos. Mas
também se deve levar em consideragao a migragao de podlen vindo de fora da area
amostrada, ja que possibilita a entrada de novos alelos na populagao.

Outro fator que pode ter contribuido para as variagdes nas frequéncias alélicas
foi a estratégia diferenciada de amostragem de pléntulas em relagdo aos jovens e
adultos, ja que nao foram coletadas todas as plantulas existentes na populagéao.

No total de 949,86 individuos, em média, avaliados, o numero médio de alelos
por loco (A) foi de 12,14 e a diversidade génica média (I:Ie) de 0,608, o que corrobora

com outros estudos com esta espécie. Dayanandan et al. (1999), estudando trés

populagdes de C. guianensis na Costa Rica, com trés locos SSR, encontraram valores

N

semelhantes de diversidade génica (H, = 0,64), apesar do numero médio de alelos por

loco ter sido inferior ( A = 8,17). Kageyama et al. (2004), avaliaram duas populagdes de
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andiroba em Porto Acre, no Acre, com apenas dois locos SSR e encontraram uma

diversidade génica maior (H, = 0,74), e numero médio de alelos por loco ligeiramente

inferior (A = 7,87). Resultados semelhantes a estes também foram obtidos por Cloutier
et al. (2007) (I-AIe =071e A = 7,87), em uma populagao de andiroba na Floresta

Nacional do Tapajés, no Para. Nesse mesmo estudo, que visou avaliar os efeitos do

manejo florestal, os autores verificaram valores de diversidade génica elevados e menor

numero médio de alelos para sementes que foram coletadas tanto antes (H, = 0,69 e

A

A =7,7) como depois da exploragao florestal (ﬁe =0,70 e A =7,6).

A

A diversidade maxima (H max) representa o valor maximo teoricamente esperado
da diversidade génica de acordo com o numero observado de alelos. No presente

estudo, a maxima diversidade (HAmax) foi calculada em 0,968. Como a diversidade

génica foi estimada em ﬁe = 0,608, os marcadores SSR utilizados neste estudo

detectaram cerca de 66,73% da diversidade maxima possivel. A Tabela 12 sintetiza as
estimativas de alguns parédmetros genéticos obtidos no presente trabalho e por outros

autores para a espécie C. guianensis e outras espécies arbdreas que ocorrem na regiao

N

amazoénica. Os parametros (Hmax) e He/Hmax foram calculados com base nos dados
contidos nos artigos.
Teoricamente, a diversidade génica (H,) em um loco atinge a maxima

diversidade possivel quando os alelos observados ocorrem em frequéncias iguais. Em

locos com grande numero de alelos como os SSR tém-se observado que a diversidade

N ~

génica é também elevada. Porém, considerando como os parametros H, e H ., séo

calculados, constata-se que a ocorréncia de muitos alelos raros em uma populagao

ocasiona um aumento proporcionalmente maior na estimativa de H (que considera

max

>

apenas o numero observado de alelos) em comparacdo a H, (que considera

freqUéncias alélicas).
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Tabela 12 — Estimativas de N: numero de individuos analisados; A: numero médio de alelos por loco; H,: heterozigosidade esperada sob

N

Equilibrio de Hardy-Weinberg; H max - Maxima diversidade para cada loco e I:I e/HA : proporgdo da diversidade maxima (em %)

max

Autor Espécie Local N.de N A H, H. H,/H,
locos
SSR
O presente trabalho Carapa guianensis Rio Branco - AC 7 957 12,14 0,608 0,968 66,73
Aldrich et al. (1998) Symphonia Costa Rica 3 914 18,33 0,830 0,945 87,83
globulifera
Cloutier et al. (2007) Carapa guianensis  Flona Tapajos — PA 6 365 7,87 0,710 0,873 81,30
(populagéo total)
Cloutier et al. (2007) Carapa guianensis  Flona Tapajos — PA 6 390 7,7 069 0,870 79,30
(sementes) (antes da exploracao)
Cloutier et al. (2007) Carapa guianensis  Flona Tapajos — PA 6 391 7,6 0,700 0,868 80,60
(sementes) (depois da exploracao)
Dayanandan et al. (1999) Carapa guianensis Costa Rica 3 170 8,17 0,640 0,878 72,80
Kageyama et al. (2004) Carapa guianensis Porto Acre - AC 2 133 7,87 0,740 0,873 84,80
Lemes et al. (2003) Swietenia Amazobnia brasileira 8 152 18,40 0,851 0,945 90,00
macrophylla
Novick et al. (2003) Swietenia América Central 7 287 13,00 0,657 0,923 71,18
macrophylla

48]



105
Como no presente estudo realizou-se uma amostragem muito grande em uma
populagao, foi possivel detectar grande quantidade de alelos raros. Isso explica porque,

embora se tenha detectado maior numero médio de alelos em comparacdo aos outros
estudos com populacdes de andiroba e outras espécies arboreas (Tabela 12), a H,

alcangou apenas 66,26% da maxima diversidade.

N

As estimativas do numero efetivo de alelos por loco ( A, ) foram sempre inferiores
ao numero de alelos por loco (A ) em todos os sete locos estudados. Essa tendéncia

de menor estimativa de A, em comparacdo ao A tem sido observada em estudos

realizados com marcadores SSR, tanto em populagdes de andiroba (CLOUTIER et al.,
2007; DAYANANDAN et al., 1999; KAGEYAMA et al., 2004) como de outras espécies
arboreas (CASTELLEN, 2005; MARTINS et al., 2006). O elevado polimorfismo
observado em locos microssatélites, decorrente de taxas elevadas de mutacao, resulta
na presenca de alelos que ocorrem em baixa freqiiéncia na populacéo. E justamente a

distribuicdo desigual nas frequéncias alélicas, ja observada anteriormente, que
ocasiona a diferenga entre as estimativas de A, e A .

Estes dados s&o similares a outros estudos realizados com o uso de marcadores
SSR em populag¢des naturais de espécies arboreas (CASTELLEN, 2005; MARTINS et
al., 2006) e em populagdes de andiroba (CLOUTIER et al., 2007; DAYANANDAN et al.,
1999; KAGEYAMA et al., 2004), indicando que ocorre uma distribuicdo desigual nas
frequéncias alélicas, e que muitos alelos ocorrem em baixa frequéncia. Se por algum
motivo ocorrerem mudangas ambientais que promovam processos de gargalos ou
deriva genética, estes alelos em baixa frequéncia serdo os mais provaveis de serem
perdidos.

Na populagao estudada verificou-se significancia estatistica para a presencga de
alelos nulos para as plantulas do loco Cg 17 e para as trés classes de tamanho do loco
Cg 05p (Tabela 4). Entretanto, este resultado deve ser interpretado com cautela.
Provavelmente, no loco Cg 17 esta significancia deve estar relacionada a presenca de
“stutters”, onde a ocorréncia de bandas muito préximas promovem o “mascaramento”

do heterozigoto, ja que somente as plantulas apresentaram resultados significativos. No
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loco Cg 05p, pela significancia ter ocorrido nas trés classes de tamanho, pode-se dizer
que ha fortes indicios para a presenca de alelos nulos nesse loco.

O loco Cg 05p foi desenvolvido por Dayanandan et al. (1999) que o utilizou em
estudos populacionais na Costa Rica. Em estudos realizados em populagbes do
municipio de Porto Acre (KAGEYAMA et al., 2004) e da Floresta Nacional do Tapajés
(CLOUTIER et al., 2007), este loco ndo apresentou indicios de alelos nulos. Uma
provavel explicagcao para a presenga de alelo nulo neste loco é que pode ter ocorrido
uma mutagao no local de hibridagdo do iniciador, nesta populagéo.

Em EHW a frequéncia relativa dos alelos deve permanecer a mesma de uma
geragao para a outra, sendo a unica mudanga possivel na composicao genética da
populagdo a redistribuicdo dos alelos dentro dos gendtipos na nova geragao
(FUTUYMA, 1992). Considerando que uma populagao esta em EHW, é possivel estimar
as frequéncias genotipicas a partir das frequéncias alélicas e vice-versa. Dessa
maneira, testa-se se as frequéncias genotipicas observadas em uma populacéo natural
sao préoximas as frequéncias esperadas pelo EHW. Esse procedimento € usualmente
denominado teste do EHW e tem por objetivo medir os desvios nas proporgdes
esperadas de EHW (WEIR, 1996). Esses desvios do EHW podem ser causados por
fatores evolutivos como selegao, migracao, mutacao e deriva genética, pelo sistema de
reproducdo a partir de autofecundacdes e cruzamento entre parentes, efeito de
Wahlund (HARTL; CLARK, 1997) e a presenca de alelos nulos (BROOKFIELD, 1996).

No presente estudo verificou-se que a maioria dos locos nao esta nas proporgdes
esperadas para o EHW. Observando a Tabela 3 verifica-se que, em média, os locos
apresentaram um numero menor de heterozigotos do que o esperado sob as
pressuposi¢cdes do EHW, indicando provavelmente que os desvios foram causados pelo
sistema de reproducgao e/ou efeito Wahlund e também pela presenca de alelos nulos.

Verificou-se a possibilidade de ligacdo entre os locos Cg 17 e Cg 12 para esta
populagado. Vale ressaltar que o conhecimento prévio da independéncia na segregacao
dos alelos de diferentes locos € uma das pressuposicoes basicas para o estudo do
sistema reprodutivo (RITLAND; JAIN, 1981). Portanto, para estudos do sistema

reprodutivo nesta espécie, se faz necessaria a avaliacao da associagao entre locos em
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outras populagdes, principalmente entre os locos Cg 17 e Cg 12 que apresentaram

associacgao positiva neste estudo.

3.2.3.2 Variabilidade genética

Os valores estimados de riqueza alélica e a diversidade génica nos dois
ambientes e na populagao total mostram que a populacdo estudada apresenta alta
variabilidade genética. Esses dados indicam que as proximas geragdes poderao
apresentar novos recombinantes que possibilitardo a manutengao da variabilidade
genética existente nesta populagéo.

Verificou-se a existéncia de alelos exclusivos em cada uma das trés classes de
tamanho, na populagéo total e nos dois ambientes. A maioria destes alelos ocorreu em
frequéncias muito baixas, indicando que para a maioria deles o fato de serem
exclusivos foi decorrente da raridade, ja que foram observados apenas uma vez na
populacao e que, provavelmente, nao interferiram nos parametros genéticos estudados.

A classe de plantulas do ambiente de terra firme foi a que apresentou maior
numero de alelos exclusivos (Figura 7). Esse resultado pode estar relacionado ao fluxo
de pdlen oriundo de arvores adjacentes a parcela amostrada, a diferenga no sucesso
reprodutivo das arvores e ao modo da dispersdo das sementes neste ambiente.

O fato de que nem todas as arvores da populacao florescerem a cada ano faz
com que, temporariamente, sejam detectados alelos nas plantulas que n&o foram
detectados nos adultos da mesma area, uma vez que nem todas as arvores contribuem
com sementes para as geragdes seguintes. A dispersdo das sementes no ambiente de
terra firme ocorre primeiramente por agcado da gravidade (barocoria) e secundariamente
por zoocoria. Ja no baixio, além destes dois tipos de dispersdo, tem-se também a
hidrocoria (BOUFLEUR, 2004).

As sementes de andiroba sao grandes e muito apreciadas por diversos
mamiferos de pequeno porte, tais como: tatus, porcos-do-mato, pacas, cotias, dentre
outros, que a utilizam como fonte de alimento. No ambiente de terra firme estes animais
levam as sementes a distdncias ndao muito longas e, portanto, a amostragem das
plantulas neste ambiente ficou restrita a sementes oriundas desta area. Devem-se

considerar também os efeitos da selegdo e da deriva genética, devido ao fato de nem
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todas as sementes geradas conseguirem se estabelecer nesse ambiente e dar origem a
jovens e adultos, ocasionando a perda de alguns alelos detectados nas classes de
maior tamanho.

No ambiente de baixio, por outro lado, os adultos e jovens apresentaram maior
numero de alelos exclusivos que as plantulas. Uma provavel explicacao para este fato
deve estar na dispersdo das sementes por hidrocoria. Isso porque as sementes de
andiroba sao flutuantes e geralmente sao carregadas pela agua das chuvas e levadas
pela correnteza dos igarapés. Isso faz com que sementes geradas por diferentes
arvores maternas presentes tanto na regiao de baixio como em areas mais elevadas se
misturem e, como consequéncia, as sementes que vao se estabelecer neste ambiente
provavelmente séo vindas de diversas areas.

Pode-se inferir que o modo predominante de dispersdo de sementes nos dois
tipos de ambiente e o efeito da amostragem restrita sob a copa de arvores maternas

resultou em maior presencga de alelos exclusivos nas plantulas coletadas na terra firme.

A

As estimativas de diversidade génica (He) para as trés classes de tamanho nos
dois ambientes e na populagéo total foram superiores a heterozigosidade observada
(ﬁo), porém estes valores nao foram estatisticamente diferentes entre si, a julgar pelo

erro padrao.

Muitos estudos tém demonstrado que espécies arbdreas geralmente apresentam
valores elevados de diversidade génica (ALDRICH et al., 1998; CONTE et al., 2003;
GAIOTTO; GRATTAPAGLIA; VENCOVSKY, 2003; KAGEYAMA et al, 2004
KAWAGUICI; KAGEYAMA, 2001; LEMES et al., 2003; LEPSCH-CUNHA; KAGEYAMA;
VENCOVSKY, 1999; NOVICK et al., 2003). Estas espécies apresentam, na maioria das
vezes, caracteristicas ecologicas tais como: eficiente dispersdo de polen e sementes,
mecanismos que impedem a autofecundagédo, bons indices de regeneragdo e
sobrevivéncia, dentre outras, que permitem a entrada de novos alelos na populagao, a
cada geracao. Com isso, ocorre o0 aumento na capacidade de adaptacao da espécie as
possiveis mudancas ambientais.

Varios autores tém observado a selegédo favorecendo individuos heterozigoticos
em varias espécies arbéreas (DOLIGEZ; JOLY, 1997; EGUIARTE; PEREZ-NASSER;
PINERO, 1992; GAIOTTO; GRATTAPAGLIA; VENCOVSKY, 2003; LEPSCH-CUNHA;
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KAGEYAMA; VENCOVSKY, 1999; RIBAS; KAGEYAMA, 2004; SEBBEN et al., 2000),

em que se observa a tendéncia do aumento da heterozigosidade observada dos

descendentes para os adultos, ou seja, os descendentes da populagdo apresentam
maior taxa de endogamia em relagdo aos adultos.

Neste estudo verificou-se nos dois ambientes e na populagédo total um ligeiro

aumento da heterozigosidade observada dos adultos em relagdo as plantulas e,

A

consequentemente, maiores valores estimados de f para as plantulas, mas este nao

foi significativo. Os dados aqui apresentados corroboram com Cloutier et al. (2007) e
Dayanandan et al. (1999), que também verificaram auséncia de endogamia entre
plantulas e adultos nesta mesma espécie. Segundo MAUES (2006), a andiroba
apresenta auto-incompatibilidade esporofitica, em que o grédo de pdlen ndo consegue
germinar no pistilo. Cloutier et al. (2007) comentam que esta incompatibilidade preé-
zigotica deve ser a provavel responsavel pelo baixo nivel de endogamia encontrado na
populacado de andiroba que estudaram no Para.

Como o indice de fixagcado foi praticamente nulo, as estimativas de tamanho
efetivo populacional foram parecidas com o numero de individuos coletados, fato que
indica alta taxa de cruzamento nesta espécie, o que ja era esperado ja que ela é auto-

incompativel.

Apesar de significativa, a divergéncia genética (ép) entre os ambientes de terra

firme e baixio foi baixa (1,63%), indicando que a maior parte da variabilidade genética
esta concentrada dentro dos ambientes. Tal resultado &€ compativel com estudos
realizados com populagbes de espécies arbéreas (ALDRICH et al., 1998; CESPEDES
et al., 2003; CONTE et al., 2003; DAYANANDAN et al., 1999; HALL; ORREL; BAWA,
1994; GAIOTTO; GRATTAPAGLIA; VENCOVSKY, 2003; KAGEYAMA et al.,, 2004;
LEMES et al., 2003; LEPSCH-CUNHA; KAGEYAMA; VENCOVSKY, 1999). O fluxo

génico aparente (N, ) entre estes ambientes foi elevado (15,09 migrantes por geragéo),

fato que ja era esperado, visto que os dois fazem parte da mesma populagdo e sao

muito proximos. Segundo Hall; Chase e Bawa (1994) os valores estimados de N,

diminuem a medida que a distancia entre as populacdes vai aumentando.
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3.3 Conclusdes

O presente trabalho permitiu concluir que:

1. A populacdo estudada apresenta praticamente o mesmo numero de individuos
jovens e adultos.

2. No ambiente de baixio encontra-se maior densidade de individuos adultos do
que jovens. Ja na terra firme ocorre o contrario, ou seja, existem mais individuos jovens
do que adultos.

3. A diversidade génica foi similar nas trés classes de tamanho estudadas, na
populagao total e nos dois ambientes.

4. A estimativa da taxa de cruzamento aparente foi alta, indicando que a espécie
se reproduz preferencialmente por alogamia.

5. A populagao nao se encontra em Equilibrio de Hardy-Weinberg.

6. O numero de migrantes por geragao entre os ambientes é extremamente alto.

7. O fluxo génico via sementes ocorre em maior intensidade no ambiente de
baixo devido a disperséao pela agua.

8. Ocorre baixa divergéncia genética entre os ambientes, indicando que a maior
parte da variabilidade genética esta concentrada dentro dos ambientes.

9. A andiroba é uma espécie promissora para ser utilizada em planos de manejo

sustentavel.
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4 ESTRUTURA GENETICA ESPACIAL INTRAPOPULACIONAL E TESTE DE
PATERNIDADE EM Carapa guianensis (AUBLET.) EM UMA REGIAO NAO
EXPLORADA DA AMAZONIA BRASILEIRA

RESUMO

A importéncia do conhecimento da estrutura genética espacial esta relacionada
com o estabelecimento de estratégias de amostragem em populagdes naturais. Seu
estudo, juntamente com a analise de paternidade, que € uma excelente ferramenta para
a definicdo do fluxo de pdlen, é muito util para o estabelecimento de estratégias de
manejo e conservagao. Os objetivos do presente trabalho foram estudar a estrutura
genética espacial de uma populagédo de Carapa guianensis, localizada em uma area de
Floresta Tropical Umida no Estado do Acre, avaliando esta estrutura em dois ambientes
distintos (terra firme e baixio) e em duas classes de tamanho (jovens e adultos) dentro
destes ambientes, e estimar a distancia maxima de fluxo génico via polen entre os
ambientes. Foram utilizados sete locos microssatélites para analisar o parentesco
genético entre os individuos (n = 497) desta populagéo. A autocorrelagdo espacial foi
utilizada para calcular a média do coeficiente de coancestria entre os individuos dentro
de 10 intervalos de distancia. Para as anadlises de paternidade foram utilizadas 217
sementes provenientes do ambiente de terra firme e 234 do baixio, que foram
analisadas pelo programa Cervus 2.0. As analises de autocorrelagdo espacial dos
gendtipos revelaram que a populagdo apresentou um padrao clinal de variagao
espacial, sendo que as arvores localizadas a uma distancia de até aproximadamente
370 metros tenderam a ser geneticamente similares. No ambiente de baixio encontrou-
se este mesmo padrdo, onde arvores localizadas a uma distancia de até 160 metros
mostraram-se mais aparentadas entre si, do que arvores mais distantes. Quando se
observou separadamente cada classe de tamanho deste ambiente, verificou-se uma
baixa estruturagdo na classe dos jovens, que também apresentou o padrao clinal sobre
0 espaco, e uma disposigao quase que aleatoria dos gendotipos na classe dos adultos.
Na terra firme, ndo se observou estruturacdo espacial dos gendtipos e nem entre as
classes de tamanho, estando os gendtipos distribuidos aleatoriamente. As analises de
parentesco das sementes indicaram que apenas 7,3% dos parentais paternos (16
individuos) foram encontrados no ambiente de terra firme e 9,4% (22 individuos) no
baixio. Este baixo indice mostra que é grande a quantidade de fluxo génico vindo de
fora da area amostrada, sendo que no ambiente de baixio, além do fluxo de pdlen, deve
ocorrer também, provavelmente, o fluxo de sementes. Ainda com o uso deste teste,
verificou-se fluxo génico de longo alcance dentro da populagdo estudada, com
distancias superiores a 1.000 metros, sendo a distancia média de 888,8 m. O
reconhecimento da existéncia de um baixo nivel de estruturagdo genotipica na
populacdo estudada pode auxiliar no estabelecimento de medidas de conservacgao
genética, indicando formas de maximinizar a diversidade genética na coleta de
sementes para a conservacao in situ, e também no estabelecimento de praticas de
manejo sustentavel destas sementes.
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INTRAPOPULATION SPATIAL GENETIC STRUCTURE AND PATERNITY
INFERENCES IN Carapa guianensis (AUBLET.) IN AN NON-EXPLORED AREA OF
THE BRAZILIAN AMAZON REGION

ABSTRACT

The importance of the knowledge of the spatial genetic structure is related to the
establishment of sampling strategies in natural populations. Together with the paternity
inference, it is an excellent tool for the definition of pollen flow and very useful for the
establishment of strategies of management and conservation. The objectives of this
study were to evaluate the spatial genetic structure of a population of Carapa
guianensis, located in an area of Tropical Rainforest, in the State of Acre, in two distinct
habitats (upland and lowland) and in two size classes (young and adults) within these
habitats, and to estimate the maximum distance of gene flow through pollen between
habitats. Seven microsatellite loci were used to analyze the genetic kinship between
individuals (n = 497) of this population. Spatial autocorrelation was used to calculate the
coancestry coefficient average between individuals within 10 distance intervals. For the
paternity analyses, 217 seeds from the upland habitat and 234 from the lowlands were
used and analyzed with the software Cervus 2.0. The autocorrelation spatial analysis of
the genotypes showed that the population presented a clinal pattern of spatial variation,
with the trees located at a distance of approximately 370 meters tending to be
genetically similar. In the lowland habitat the same pattern was found, where trees
located at a distance of 160 meters tended to be more related between themselves than
the more distant trees. When each size class of this habitat was observed separately, a
low spatial genetic structuring was found in the young classes, that also presented a
clinal spatial pattern and an almost random disposal of the genotypes in the adult
classes. In the upland habitat, a spatial genetic structure of the genotypes was not
observed, as well as the size classes, indicating a random distribution of the genotypes.
The paternity analysis of the seeds indicated that only 7.3% of the male parents (16
individuals) in the upland habitat and 9.4% (22 individuals) in the lowlands were found.
This low index show that the amount of gene flow coming from outside the sampling
area is high, and that in the lowland habitat, besides the pollen flow, seed flow must also
probably occur. Using this same test, a long-distance gene flow within the population
studied with distances superior to 1,000 meters was also verified, with the average
distance of 888.8 m. The recognition of the existence of a low level of genotypic
structuring in the population can assist in the establishment of measures of genetic
conservation, indicating ways to maximize the genetic diversity during seed collecting for
the in situ conservation, and also in the establishment of sustainable management
practices of these seeds.

Keywords: Crabwood; Tropical trees; Carapa guianensis; Spatial genetic structure;
Paternity analysis; Microsatellite markers
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4.1 Introducéo

A estrutura genética espacial ou autocorrelacéo espacial refere-se a distribuigao
espacial dos gendtipos de individuos dentro de uma populagdo, sendo caracteristica
para cada espécie. Ela é determinada pelos padrbes de dispersdo de pdlen e
sementes, densidade de individuos adultos, selecdo micro ambiental, regeneragao e
pelo sistema de reproducdo (HAMRICK; LOVELESS, 1986; LOISELLE et al., 1995;
ODDOU-MURATORIO et al., 2004). Em populagdes naturais de plantas, o padréo e
distancia de dispersao de pdlen e sementes sdo os principais fatores que influenciam
na estrutura genética espacial (ENNOS, 1994; HAMRICK; MURAWSKI; NASON, 1993).
Se a dispersao de pdlen e sementes ocorre de modo aleatdério dentro da populacéo,
esta ndo apresentara endogamia nem estruturagdo genética espacial (KALISTZ et al.,
2001). Entretanto, se ambas as dispersdes forem restritas, pode-se ter endogamia e
forte estruturagdo genética espacial na populagao.

A existéncia de estrutura genética espacial, ou seja, a presenga de individuos
geneticamente correlacionados localizados préximos entre si, dentro da populagéo,
decorre principalmente das limitacbes fisicas desta populagdo, que impedem a
ocorréncia de cruzamentos aleatérios entre os individuos, havendo, desta forma, maior
probabilidade de cruzamentos entre individuos mais proximos, o que gera reducéo de
heterozigotos e a formagao de grupos, estruturando a populagdo (FUTUYMA, 1992).

Considera-se que uma variavel apresenta estrutura espacial (ou autocorrelagéo
espacial) quando os valores da variavel de interesse observados em pares de locais
distanciados entre si sdo mais similares (autocorrelacdo positiva) ou menos similares
(autocorrelagédo negativa) do que o esperado para pares de observagdes associados ao
acaso (LEGENDRE, 1993). A caracterizagdo da estrutura genética espacial pode ser
realizada por varias técnicas (ALVAREZ-BUYLLA et al., 1996a), sendo que uma das
mais utilizadas € o indice / de Moran (ESCUDERO; IRIONDO; TORRES, 2003; LOWE;
HARRIS; ASHTON, 2005), que quantifica a similaridade genética entre pares de
individuos espacialmente adjacentes. Este assume valores que podem variar de +1
(autocorrelagéo positiva) a -1 (autocorrelagado negativa) (DEWEY; HEYWOOD, 1988).
Outro coeficiente muito utilizado para estudo da estrutura genética espacial € o
coeficiente de parentesco ou de coancestralidade (6x,) (ERIKSON; HAMRICK, 2003;
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LOISELLE et al.,, 1995) que se baseia na probabilidade de se amostrarem
aleatoriamente dois alelos em dois individuos e eles serem idénticos por descendéncia.
Assim, em um modelo de isolamento por distancia em que se espera que os individuos
espacialmente mais proximos sejam mais correlacionados do que os mais distantes,
pode-se esperar que a estimativa da coancestralidade diminua gradualmente entre os
pares de individuos espacialmente mais préximos, em comparagdo com os de maiores
distancias geograficas (LOISELLE et al., 1995).

A importancia do conhecimento da estrutura genética espacial esta relacionada
com o estabelecimento de estratégias de amostragem em populagdes naturais, tanto
para a conservacgao genética com para fins de melhoramento, possibilitando a formagao
de amostras mais significativas, e também para mitigar os efeitos de praticas de manejo
(GANDARA, 1996). Em estudos populacionais, ela pode ser utilizada tanto para estimar
o grau de isolamento de populagbes (GONZALES; HAMRICK, 2005), como em
abordagens intrapopulacionais auxiliando na detec¢do de individuos aparentados
(DOLIGEZ; JOLY, 1997), permitindo inferir sobre o alcance do fluxo génico e o tamanho
do grupo de vizinhanga.

A analise de paternidade é uma excelente ferramenta para a definicdo do fluxo
de podlen e, sendo também muito util para o estabelecimento de estratégias de manejo e
conservagdo. E um método no qual usualmente se emprega genétipos multilocos para
inferir os pais de progénies de sementes de méaes conhecidas, fornecendo a descri¢ao
da estrutura individual com detalhes (ZUCCHI, 2002). Esta analise usa um loco
genético para identificar o mais provavel pai de um conjunto de pais candidatos
(HAMRICK; SCHNABEL, 1985) e apos a identificagdo deste, pode-se ter uma idéia do
padrdo de movimento do pélen na populagao.

Os primeiros estudos de andlise de paternidade eram baseados na estimativa de
exclusao. Entretanto, este método pode identificar erroneamente o candidato a pai
verdadeiro por apresentar alguns problemas causados por erros de genotipagem ou
mutagbes (MARSHALL et al., 1998). A estatistica Delta (A), definida por Marshall et al.
(1998), auxilia na determinacdo da paternidade, baseada no método da maxima
probabilidade que tolera erros de genotipagem e define o individuo com mais chance de

ser o pai com base nas frequéncias alélicas.
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O presente estudo teve como objetivos: a) estudar a estrutura genética espacial

de uma populacao de Carapa guianensis, avaliando esta estrutura em dois ambientes
distintos e em duas classes de tamanho dentro destes ambientes e b) estimar a
distadncia maxima de fluxo génico via pdlen entre os ambientes. As hipoteses para este
trabalho foram: a) a variabilidade genética encontra-se estruturada no espago na
populacdo e dentro dos ambientes; b) ocorre estruturacdo espacial nas classes de
menor tamanho e distribuicdo aleatéria com o aumento de idade; c) ocorre fluxo génico

entre os ambientes de terra firme e de baixio.

4.2 Desenvolvimento
4.2.1 Material e Métodos
4.2.1.1 Area de estudo

O estudo foi realizado em area de Reserva Florestal da Embrapa Acre (Latitude:
10° 01' 28" S e Longitude: 67° 42' 19" W), no municipio de Rio Branco/AC (Figura 1). A
temperatura média anual € de 24,5°C, com uma estacdo seca que ocorre entre os
meses de junho a agosto. A vegetacdo dominante nesta regido € classificada como
mata de floresta tropical umida. A regido possui topografia ligeiramente ondulada tendo

areas mais altas (terra firme) e areas ocasionalmente inundadas (baixio).

4.2.1.2 Coleta das amostras

Foram demarcadas duas parcelas de 16 hectares (400m x 400m) cada, uma em
ambiente de terra firme e outra no baixio. A distancia maxima entre as duas areas foi de
1000 metros e minima de 500 m. Todos os individuos de C. guianensis com DAP maior
ou igual a 15 cm foram mapeados e marcados com plaquetas metalicas devidamente
numeradas. Foram coletadas amostras foliares de todos os individuos marcados nas
parcelas. O numero total de individuos com DAP = 15 cm mapeados foi 506, sendo 204
em ambiente de terra firme e 302 no baixio. Esses foram divididos em duas classes de
tamanho de acordo com o DAP. Foram incluidos na classe Jovens aqueles com mais
de 10 m de altura, com DAP entre 15 a 25 cm e na classe Adultos os individuos com

mais de 10 m de altura e com DAP maior que 25 cm.
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Para a analise de paternidade foram selecionadas 20 arvores reprodutivas em
cada ambiente, para coleta de plantulas que se localizavam sob a copa dessas arvores.
Todas as amostras foram secas imediatamente apds a coleta em recipientes contendo
silica gel e enviadas para o Laboratorio de Genética Vegetal da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia (Cenargen), em Brasilia/DF, onde foram realizadas as

analises genéticas.
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Figura 1 - Mapa de localizagao da area de coleta de Carapa guianensis, no municipio de Rio

Branco/AC. O triangulo vermelho representa o local onde ocorreram as coletas
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4.2.1.3 Extragcéo do DNA

A extracdo do DNA gendmico foi realizada de acordo com o procedimento de
CTAB 2% (DOYLE; DOYLE, 1987) adaptado por Machado et al. (2002) que utiliza a
maquina Fastprep — BIO 101 SAVANT para a trituracdo do material vegetal ao invés de
nitrogénio liquido. Aproximadamente 30 mg de folhas secas foram colocadas em
microtubos de 2 ml contendo uma conta de cerdmica grande e sobre as amostras foi
colocada uma conta de porcelana pequena. Adicionou-se 700 pl de tampao de extracao
(2% de CTAB, 1,4 M de NaCl, 0,2 M de EDTA, 1% de PVP, 0,1 M de Tris-HCI)
previamente aquecido a 65°C, acrescido de 2% de [(B-mercaptoetanol. Os microtubos
foram levados para a maquina Fastprep por 40 segundos, e em seguida colocados em
banho-maria a temperatura de 65°C durante 60 minutos. Apds este tempo foi
acrescentado a cada microtubo 600 ul de CIA (cloroférmio e alcool isoamilico), que é
um solvente organico, seguido de centrifugagcédo a 12000 rpm por 10 minutos. Com este
procedimento, obteve-se a separacao das fases aquosa e organica.

Foram retirados aproximadamente 500 pl do sobrenadante (fase aquosa) e
transferidos para microtubos de 1,5 ml. Para a precipitagdo do DNA, foram adicionados
400 pl de isopropanol a -20°C. Os microtubos foram mantidos a -20°C por cerca de 30
minutos e, em seguida, o material foi centrifugado a 12.000 rpm por 5 minutos, para
formagao do precipitado de DNA (“pellet”). O isopropanol foi descartado, e o “pellet” foi
lavado duas vezes com adicdo de 500 pl de etanol 70%, com agitacdo vigorosa e
centrifugacéo. Foi feita uma terceira lavagem com adi¢cao de 500 ul de etanol absoluto.
Este foi retirado gentilmente e os “pellets” ficaram secando a temperatura ambiente por
12 horas. Apos esse periodo, foram acrescentados 30 a 50 pl de solugéo TE (10 mM de
Tris-HCl e 1 mM de EDTA) com RNase (0,5 mg) aos microtubos com a finalidade de
ressuspender o DNA do “pellet”.

Depois de extraido, o DNA gendmico foi quantificado por meio da analise
comparativa de cada amostra com o DNA fago A de peso conhecido (20 a 200 ng) em
eletroforese em géis de agarose 1% (0,3 g de agarose; 30 ml TBE 1X - 93 mM de Tris,
89 mM de acido borico e 2 mM de EDTA ; 4,5 pl de brometo de etidio (1 mg/ml)). A

concentracdo das amostras foi estimada por comparagdo visual da intensidade de
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fluorescéncia de suas bandas com as do DNA padrdao. Posteriormente, o DNA foi

diluido em agua MilliQ a 1ng/ul.

4.2.1.4 Analises genéticas

Foram utilizados sete pares de iniciadores especificos para Carapa guianensis,
cinco desenvolvidos por Vinson et al. (2005) (Cg 01, Cg 06, Cg 12, Cg 16 e Cg 17), e
dois por Dayanandan et al. (1999) (Cg 05, Cg 07, chamados aqui de Cg 05p e Cg 07p,
respectivamente) (Tabela 1). O iniciador “forward” de cada loco foi marcado com um
fluorocromo especifico (HEX, 6-FAM e NED). Para as reagées em cadeia da polimerase
(PCR) foram utilizados um ou dois locos de SSR por reacdo. Utilizou-se o iniciador
“forward” de cada loco marcado com um fluorocromo diferente, ou com o mesmo

fluorocromo, porém com amplitudes alélicas distintas, por reacao.

Tabela 1 — SeqUéncia dos pares de iniciadores polimorficos que amplificaram locos microssatélites (SSR)

em Carapa guianensis, com as respectivas amplitudes alélicas em pares de base, temperatura

de hibridagao (Ta) e numero total de alelos por loco (A)

Amplitude N
LocO  Fluorocromo Segqiiéncia do iniciador (5" — 3') Alglica (pb)  Ta ('O A
F:CCT GGG A CG TAT T TC TGC TG
Cg 01 NED R: GCA GCA GCA CCT CTC TCT TT 170-204 56 10
F: ACC CTC GCC TCC TTT GTT
Cg 06 NED R:TGA GTC GAC ATG TGT CAG CA 132-156 56 7
F: TGA AAA GAC CAA TGC ATG AGA
Cg12  6-FAM R: CAT TGC GGG TAC ACA GTT T 145-165 52 7
F: CGC TAT TGA GCG TGT GAG AC
Cg16  6-FAM R: GTG GGA GCA GAT CTG AAA GC 153-183 56 14
F: ATT TAG GCC ATT GCA GGC TA
Cg17  6-FAM R:ACG TTT GGT ATC GGA ACT GC 199-235 52 15
F: TGC ATT TCT TCT CCT TGC TTC TGG
Cg05p  HEX  R:TCTTGTACG TTG GCT CTT GCACATTC  168-204 56 14

F: AAGACTTCCCCCAGATTTGTTTTT
Cg 07p HEX R: TGT ACC AGT TCA GTT GAT GCT CA 198-254 52 18
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As reacdes de PCR foram otimizadas para 6 yl de volume final, contendo 1 ng de
DNA gendmico; 1X de tampao de reacao da PCR (10 mM Tris-HCI, pH 8.3, 50 mM KCI,
1,5 mM de MgCl,, pH 8,3, Phoneutria); 0,25 yM de cada iniciador (“forward” marcado e
‘reverse”); 0,27 ng/ml de BSA (Albumina Sérica Bovina, Biolabs); 0,27 mM de dNTP e
0,125 U Taq polimerase (Phoneutria) e agua MilliQ autoclavada. As amplifica¢des foram
realizadas utilizando os termocicladores 9600 e 9700 (Applied Biosystems) com as
seguintes condigdes: 94°C por 5 minutos; 30 ciclos de 94°C por 1 minuto, temperatura
de hibridagao especifica para cada par de iniciadores por 1 minuto (Tabela 1), 72 °C por
1 minuto e terminando com uma etapa de alongamento a 72°C por 7 minutos.
O produto das reagdes foi diluido na proporgéo 1:3 (1 pl de reacéo para 3 pl de
agua MilliQ). Em seguida, 1 ul dessa diluicado foi colocado em placa microtitulagéo de 96
pocos, que continha 9 pl de formamida HiDi, 0,25 ul de marcador interno fluorescente
(ROX) (BRONDANI; GRATTAPAGLIA, 2001) e 0,75 pl de agua MilliQ. Apds a
desnaturagdo (95°C por 3 minutos), a placa foi levada para o seqiienciador ABI 3700 da
Perkin Elmer, onde ocorreu a eletroforese e detecgcdo dos fragmentos amplificados. A
deteccgao e a estimativa do tamanho dos alelos em pares de base foram realizadas com
0 uso do programa GeneScan (APPLIED BIOSYSTEMS versao 3.7, 2001). Em seguida
os valores foram importados para o programa Genotyper (APPLIED BIOSYSTEMS
versao 2.0, 1996) para filtragem de picos, interpretagdo e compilagao final dos dados,
definindo o gendtipo de cada individuo. Para cada loco as estimativas do tamanho dos
alelos em pares de base foram determinadas como sendo par ou impar de acordo com
o tamanho previsto no desenvolvimento do marcador. Alelos com tamanho estimado
intermediario as classes esperadas foram definidos como alelos da classe mais préxima

(inferior ou superior) com maior frequéncia.

4.2.1.5 Correlacédo espacial dos gendtipos

Para a analise da correlagdo genética espacial utilizaram-se 497 individuos da
populacdo, 203 em ambiente de terra firme e 294 no baixio. Por meio desta analise
procurou-se verificar a presenca e extensao da estrutura espacial dentro da populagao,
assim como em cada ambiente e entre duas classes de tamanho (Jovens e Adultos).
Utilizou-se o programa Spagedi versao 1.1 (HARDY; VEKEMANS, 2002) que calcula o
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coeficiente de coancestria (éxy) entre pares de arvores dentro de classes de distancia
com intervalos constantes.

O coeficiente de coancestria (éxy) para cada classe de distancia foi calculado

como proposto por Loiselle et al. (1995), definindo para cada alelo k em cada par de

individuos, x e y, de acordo com a equagao:

~ (P = PPy, —Py) 1
0,, = — — +
p(1-Dy) (2n-1)
Em que:

p, € p, = frequéncias do alelo k nos individuos x e y (assumindo valores 0, 0,5 e

1 em individuos homozigotos para o alelo alternativo, heterozigotos e homozigotos para
o alelo considerado, respectivamente).

P, = media da frequéncia do alelo k na subpopulagdo com tamanho amostral n.

Este método é baseado na probabilidade de dois alelos iguais em individuos
diferentes serem idénticos por descendéncia. Este coeficiente foi estimado para 10

classes de distancia estabelecidas, usando o coeficiente de coancestria.

4.2.1.6 Analises de paternidade

Partindo-se da pressuposicao de que ocorre fluxo génico entre os individuos dos
dois ambientes, buscou-se inferir sobre a procedéncia das sementes oriundas das duas
areas. Utilizou-se o teste de paternidade pelo programa CERVUS 2.0 (MARSHALL et
al., 1998). As analises foram conduzidas a partir dos gendétipos de 38 arvores maternas
e suas progénies (217 no ambiente de terra firme e 234 no baixio) e de 257 arvores
adultas candidatas a parental paterno.

O programa CERVUS 2.0 calcula para cada loco a razdo da maxima
probabilidade (likelihood ratio, LR) entre as probabilidades de duas hipoteses

alternativas para cada candidato a pai. A hipotese H, representa o candidato a pai
verdadeiro e H, representa um candidato a pai de ocorréncia aleatdria na populacao,

de modo que a razdo de maxima probabilidade é:
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Para cada candidato é calculada uma LR total, por multiplicacdo das LR de
cada loco individual, assumindo-se segregacgao independente entre locos. O logaritmo
natural (log) deste LR total € denominado de LOD score (MEAGHER, 1986) o qual
difere do LOD score utilizado em mapeamentos genéticos. Um LOD score positivo
indica que o candidato € mais provavel de ser o pai verdadeiro, do que um outro
selecionado aleatoriamente. Quando dois ou mais candidatos apresentaram um LOD
score positivo, uma estatistica A (delta) foi aplicada. Essa estatistica é definida como
sendo a diferengca do LOD score entre o pai mais provavel (maior LOD score positivo) e
0 segundo pai mais provavel (segundo maior LOD score positivo). A significancia dos
valores de A é testada por testes de paternidade simulados pelo programa.

A simulacao utiliza as frequéncias alélicas observadas na populacao para simular
dados genéticos e conduzir testes de paternidade para um grande numero de
progénies, com o objetivo de gerar distribui¢des do A. As simulagdes levam em conta o
numero de candidatos a pai, a propor¢ao amostrada de candidatos a pai, a proporgao
de locos que foram genotipados nos individuos e a freqiéncia de erros de genotipagem.
Na etapa final da simulacdo sdo gerados valores criticos de A, de modo que a
significancia dos valores de A encontrados nos testes de paternidade conduzidos na
populacao estudada possa ser determinada. A arvore candidata a pai com o maior LOD
score sera indicada como pai se a diferenca entre o seu LOD score e o do segundo
candidato a pai (A score) for maior do que o A critico.

Os parametros usados nas inferéncias de paternidade com o programa CERVUS
foram os seguintes: admitiu-se que cada arvore materna tinha 257 arvores como
supostos pais; que a proporgéo de arvores adultas amostradas foi de 85%; que a
proporgao de locos genotipados foi de 100% e que a taxa de erro de genotipagem foi de
0,01 (1%). Foram usadas 10.000 repeticbes nas simulagdes e os niveis de confianga

restrito de 95% e relaxado de 80% para determinar o verdadeiro parental paterno.
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4.2.2 Resultados
4.2.2.1 Estrutura genética espacial
Verifica-se no grafico de correlagdo genética espacial, demonstrando a
distribuicdo espacial dos gendtipos dentro da populagdo estudada (Figura 2), um
padrao clinal de variagdo espacial, onde se tem valores positivos e significativos nas
primeiras cinco classes de distancia, associados a valores negativos e significativos nas
ultimas classes. Assim, as arvores localizadas a uma disténcia de até aproximadamente
370 metros tendem a ser geneticamente similares, sendo que essa semelhanga decai
com o aumento da distdncia até que a partir de 793 metros as arvores sejam

geneticamente menos relacionadas.

0,025 +
0,02
0,015 +
0,01
0,005 +

Coancestria

0,005 | 101,39 158,07 210,54 270,07 370,39 \792,73 88529 962,33 1045 83 1370, 64

-0,01 -
-0,015
-0,02 -

Classes de distancia (m)

~

Figura 2 - Correlograma do coeficiente de coancestria (ny ) em dez classes de distancias entre arvores

de uma populagéo de Carapa guianensis. (Linhas tracejadas indicam o limite inferior e superior
do intervalo de confianga do erro a 95% de probabilidade e a linha continua representa a

estimativa do coeficiente de coancestria, segundo Loiselle et al., 1995)

Nao foi observada estruturacdo espacial dos genoétipos no ambiente de terra
firme e nem entre as classes de tamanho, jovens e adultos dentro deste ambiente, a
julgar pelo intervalo de confiangca a 95% de probabilidade (Figura 3). Este padréo

sugere uma disposi¢ao aleatoria dos gendétipos neste ambiente.
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Ja no ambiente de baixio, verificou-se um padrao clinal na variagao espacial,

com tendéncia a estruturagdo, sendo que arvores localizadas a uma distancia de até
aproximadamente 150 metros tendem a serem mais aparentadas entre si, e que
arvores mais distantes sdo geneticamente ndo relacionadas, a julgar pelo intervalo de
confianga a 95% de probabilidade (Figura 4). Quando se observa separadamente cada
classe de tamanho deste ambiente, verifica-se uma baixa estruturagdo na classe dos
jovens, que também apresenta o padrao clinal sobre o espaco, e uma disposi¢gdo quase

que aleatdria dos gendtipos na classe dos adultos.

4.2.2.2 Analises de paternidade

A probabilidade de excluséo de paternidade utilizando no minimo seis locos SSR
variou de 0,063 (loco Cg 01) a 0,491 (loco Cg 16) para a primeira probabilidade (Excl
(1): probabilidade de excluir um candidato a pai, quando ndo se conhece nenhum dos
parentais), e de 0,159 (loco Cg 01) a 0,663 (loco Cg 16) para a segunda probabilidade
(Excl (2): probabilidade de excluir um candidato a pai, quando se conhece um dos
parentais), atingindo poder de excluséo total para os locos combinados de 0,884 para
Excl (1) e 0,978 para Excl (2) (Tabela 2).

No ambiente de terra firme, das 217 progénies coletadas foram encontrados os
parentais paternos em apenas 7,34%, ou seja, em 16 individuos o A score foi superior
ao A critico no nivel de 80% de probabilidade. Destes, em quatro individuos o A score
foi superior ao A critico no nivel de 95% de probabilidade. Ja no ambiente de baixio, das
234 progénies coletadas, 9,40% tiveram seus pais encontrados, ou seja, 22 individuos
apresentaram o A score superior ao A critico no nivel de 80% de probabilidade. Os

valores dos A scores criticos de 80% e 95% séao observados na Tabela 3.
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Figura 3 - Correlograma do coeficiente de coancestria (ny ) em dez classes de distancias entre arvores

de uma populagéo de C. guianensis no ambiente de terra firme e nas duas classes de tamanho
dentro deste ambiente. (Linhas tracejadas indicam o limite inferior e superior do intervalo de
confianga do erro a 95% de probabilidade e a linha continua representa a estimativa do

coeficiente de coancestria, segundo Loiselle et al., 1995)
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Figura 4 - Correlograma do coeficiente de coancestria (ny ) em dez classes de distancias entre arvores

de uma populacdo de C. guianensis no ambiente de baixio e nas duas classes de tamanho
dentro deste ambiente. (Linhas tracejadas indicam o limite inferior e superior do intervalo de
confianga do erro a 95% de probabilidade e a linha continua representa a estimativa do

coeficiente de coancestria, segundo Loiselle et al., 1995)
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Tabela 2 — Probabilidades de exclusao de paternidade Excl (1) e Excl (2) para seis locos microssatélites

no estudo de uma populacao natural de Carapa guianensis

Locos Excl (1) Excl (2)
Cg 01 0,063 0,159
Cg 06 0,074 0,170
Cg 12 0,168 0,286
Cg 16 0,491 0,663
Cg 17 0,212 0,359
Cg05p 0,415 0,593
Cg 07 p 0,313 0,500
Total 0,884 0,978

Nota: Excl (1) - probabilidade de excluir um candidato a pai, quando ndo se conhece nenhum dos

parentais; Excl (2) - probabilidade de excluir um candidato a pai, quando se conhece um dos parentais.

Tabela 3 — Valores de A scores criticos para o ambiente de terra firme e de baixio no estudo de uma

populacdo natural de Carapa guianensis

Nivel de confianga

Ambientes A: 80 % A:95 %
Terra firme 1,07 2,06
Baixio 1,03 2,27

Com o uso do teste de paternidade foi possivel verificar a distancia de fluxo
génico de pdlen entre os individuos dentro de cada ambiente e entre eles (Tabela 4).
Note que os individuos numerados de 1 a 204 fazem parte do ambiente de terra firme, e
os de 655 a 957 do baixio. A distancia minima de fluxo entre os ambientes foi de 610,01
metros e a maxima de 1073,61 m. Dos 16 individuos que tiveram o pai provavel
detectado no ambiente de terra firme, a metade deles estavam no ambiente de baixio e
a outra metade na terra firme. Ja no ambiente de baixio, verifica-se que dos 22
individuos que tiveram seus pais encontrados, 16 deles estavam no mesmo ambiente e
apenas seis eram provenientes da terra firme (Tabela 4). Em apenas um dos individuos

foi observada autofecundacao.
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Tabela 4 — Resultado do teste de paternidade realizado em uma populacao de Carapa guianensis

Ambiente de terra firme

Méae Pai provavel LOD Delta Distancia (m)
5 819* 4,5324 1,1455 938,95
16 46 4,3773 1,2318 165,00
16 770* 5,5248 2,5453 1010,61
26 924* 4,5657 2,4901 793,46
53 731* 5,2496 1,3266 823,02
67 200 4,8887 1,8192 278,49
74 124 4,5075 2,3255 84,43
89 7 3,5626 1,2165 299,84
89 86 5,3579 1,2790 259,86
89 857* 4,1327 1,2261 1035,97
100 790* 3,9638 1,6382 1073,61
106 178 3,9241 1,1716 408,34
130 114 4,3061 2,1549 142,13
179 865* 4,1435 1,1194 610,01
179 178 4,8386 2,2868 36,62
179 692* 3,8371 1,0771 887,11

Ambiente de baixio

Méae Pai provavel LOD Delta Distancia (m)

667 657 4,9469 1,3511 78,26

667 671 5,0151 2,2210 70,00

667 884 4,3101 1,0531 333,41

667 771 3,3048 1,9987 122,41

708 81* 4,7416 1,7696 1004,98

709 179* 6,1977 1,4546 808,68

709 3* 5,3892 1,5179 981,07

709 957 3,7096 1,0824 321,50

737 897 4,0847 1,5125 160,01

740 731 4,1953 1,2484 131,86

758 919 4,9274 1,3226 254,91

793 839 5,2185 1,5957 133,52

791 10* 5,4184 2,0159 674,05

791 137* 4,2647 1,2185 892,42

831 78* 5,0471 1,6648 908,94

831 858 4,6734 1,0918 249,34

837 771 3,5098 1,3459 265,65

862 674 3,6566 1,5895 239,63

862 708 4,0953 1,2744 176,23

881 663 4,2931 1,8400 341,88

878 874 4,2963 1,8447 125,90

878 878 4,1965 1,1124 endogamia

* Pais provenientes de ambientes diferentes das maes.
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4.2.3 Discussao

As analises realizadas permitiram avaliar o padrao espacial de variagdo genética
de uma populacdo de C. guianensis. Esse padrdao podera ser adequadamente
compreendido quando se considerarem, também, caracteristicas ecoloégicas da planta.
A andiroba € uma espécie bastante plastica, ocorre tanto em ambiente de terra firme
como no baixio, sendo que neste ultimo em maior densidade. Estudos ecoldgicos
realizados na mesma area do presente estudo (KLIMAS, 2006), verificaram que ambos
os ambientes possuem distribuicdo espacial agregada e que a espécie possui
distribuicdo do tipo “J” invertido, ou seja, com um numero grande de individuos nas
menores classes de tamanho. Uma caracteristica que deve ser ressaltada é que ela é
uma planta mondica, seus frutos sdo deiscentes e as suas sementes possuem
disperséo primaria pela gravidade, e posteriormente por animais e pela agua.

Na populagédo estudada ocorreu uma tendéncia de estruturagao entre individuos
mais proximos, sendo que esta diminuiu a medida que a distancia aumentou. Apesar da
coancestria ter sido baixa, ela foi significativa. Varios estudos sobre a estrutura genética
tém sido realizados em espécies arbdreas tropicais. Estes relatam que ocorrem
variagdes nos niveis de estruturagdo genética espacial destas espécies. A presenca de
estruturagdo genética significativa, como em algumas populagdes de Cryptocarya
moschata (MORAES; MONTEIRO; VENCOVSKY, 2004), Solanum lycocarpum
(MARTINS et al., 2006) e Hymenaea courbaril (CASTELLEN, 2005), deve ser devido ao
fluxo génico restrito que ocorre nestas plantas. Ja em espécies que possuem intenso
fluxo génico, ocorre a distribuicdo espacial aleatéria dos genétipos como observado em
Cedrella fissilis (GANDARA, 1996; POVOA, 2002), em Platydium elegans (HAMRICK;
MURAWSKI; NASON, 1993) e Carapa procera (DOLIGEZ; JOLY, 1997).

Pesquisas utilizando simulagcbes tém mostrado que o padréo de distribuigdo
espacial em espécies arboreas € influenciando por diversos fatores, tais como:
densidade populacional, dispersdo de pdlen e sementes, sobreposicdo de geragoes,
sistema de auto-incompatibilidade, micro ambiente, dentre outros (DOLIGEZ; BARIL;
JOLY, 1998). Assim, estudos em uma mesma espécie, em varios ambientes, podem

permitir examinar a correlagédo entre os ambientes.
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A analise da estrutura genética espacial nos dois ambientes demonstrou que o
ambiente de baixio apresentou baixa estruturacdo dos gendtipos, fato que nao foi
observado na terra firme, que apresentou disposi¢cdo aleatéria. Quando se observam as
duas classes de tamanho (jovens e adultos) dentro de cada ambiente, verifica-se que
na terra firme ocorreu disposicédo aleatéria dos gendtipos nas duas classes estudadas.
Ja no baixio a classe dos jovens apresentou maior tendéncia de ter os gendtipos
estruturados do que a dos adultos.

Alguns estudos mostram que espécies arbdreas tropicais podem apresentar
varios padrboes de agregacao espacial, onde individuos mais jovens tendem a
apresentar estruturagcdo genética espacial, enquanto os individuos mais velhos
possuem distribuicdo aleatoria (NG; LEE; KOH, 2004). Hamrick; Murawski e Nason
(1993) verificaram que nestas espécies, os individuos mais proximos possuem mais
alelos em comum do que os mais distantes, e que a estrutura de familia tende a
desaparecer nos estagios mais avancados do ciclo de vida. Loiselle et al. (1995)
observaram baixa estruturagdo genética em cinco subpopulagdes de Psychotria
officinalis, na Costa Rica. Eles verificaram que os individuos distantes entre si por 5
metros tinham seus gendtipos mais correlacionados, do que outros em maiores classes
de distancia, e atribuiram este fato a provavel restrita dispersdo de sementes, assim
como a proximidade de individuos aparentados. Doligez e Joly (1997) verificaram que
nao ocorre diferenga significativa no padréao espacial de distribuicdo dos gendtipos entre
adultos e sementes coletadas antes da dispersdo em Carapa procera, espécie do
mesmo género que C. guianensis, que ocorre nas Guianas. Eles sugerem que o amplo
fluxo génico de pdlen deve ser o principal fator da n&o ocorréncia de estruturagao
espacial nesta espécie.

Chung, Epperson e Chung (2003) estudando varias classes de idade em
Camellia japonica, espécie asiatica, observaram que a estrutura genética espacial tende
a dissipar-se com o aumento da idade. Alvarez-Buylla et al. (1996b) estudando
Cecropia obtusifolia, no México, observaram forte estruturacdo genética nas plantulas,
enquanto que esta foi menos evidente em estagios de vida mais avangados, embora

fosse mantida até a idade adulta, devido a limitada disperséo de sementes.
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Uma provavel explicacdo para nao ter ocorrido estruturacdo dos gendtipos na
espécie em estudo, no ambiente de terra firme, pode estar relacionada ao intenso e
amplo fluxo génico de podlen, ja que neste ambiente a movimentagcdo de sementes nao
se da a longas distancias.

Relativamente poucos estudos tém sido realizados para avaliar a estrutura
genética espacial em espécies arbdéreas que ocupam diferentes ambientes. Cruse-
Sanders e Hamrick (2004) verificaram que o agrupamento espacial das plantas em
populacdes de Panax quinquefolius, €& provavelmente devido também a
heterogeneidade micro ambiental, uma vez que os individuos adultos estavam
espacialmente aglomerados, mas nao apresentavam valores de coancestria
significativos, como encontrados nos jovens. Ng et al. (2006) estudando trés espécies
arboreas tropicais com diferentes preferéncias de ambientes e divididas por classe de
idade, verificaram que a espécie Shorea macroptera, que ocorre tanto em areas altas
como baixas da Malasia, apresentou estrutura genética espacial significativa para
individuos com maior idade, ou seja, de maior classe de tamanho, independente do
ambiente de ocorréncia. Cloutier et al. (2007) estudando uma populagdo de C.
guianensis localizada em ambiente de terra firme, antes e depois do manejo florestal,
verificaram que o coeficiente de coancestria diminuiu com o aumento da classe de
distancia, em trés classes de tamanho, como o esperado pelo isolamento pela
distancia. Observaram também que ocorre uma tendéncia a estruturacao dos individuos
com menor classe de tamanho nesta populagao, e que o corte seletivo das arvores nao
alterou o padrao genético espacial de individuos adultos.

As anadlises de paternidade revelaram um baixo numero de sementes que
tiveram o parental paterno encontrado, 7,34% e 9,40%, respectivamente para ambiente
de terra firme e baixio. Este baixo indice mostra que € grande a quantidade de fluxo
génico vindo de fora da area amostrada, sendo que no ambiente de baixio, além do
fluxo de pdlen, provavelmente deve ter ocorrido o fluxo de sementes. Alguns estudos
demonstram que em florestas tropicais, onde se tem uma grande variedade de
ambiente e espécies, os testes de paternidade na maioria das vezes conseguem
encontrar baixo numero de parentais. Em estudos com regenerantes de copaiba

(Copaifera langsdorffii) utilizando oitos locos de SSR por probabilidade de excluséao,
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Ciampi (1999) encontrou baixo numero de parentais. A autora comenta que com a
diminuicdo do numero de locos analisados, tem-se baixa confiabilidade nas
determinacdes de exclusdes e tendéncia a superestimacdo no numero de
descendentes com os progenitores encontrados. Gaiotto; Grattapaglia e Vencovsky
(2003), analisando a estrutura genética de duas populagbes de Euterpe edulis, uma
palmeira de ocorréncia tropical, determinaram ambos os parentais em 23,4% e 13,9%,
respectivamente para o Parque Nacional de Brasilia e para a Reserva Ecologica do
Instituto de Geografia e Estatistica Brasileiro. Por outro lado, Sato et al. (2006) em
estudos populacionais em Cercidiphyllum japonicus, espécie de dossel de ocorréncia
em florestas temperadas no Japao, encontraram o parental masculino de 70,8% das
pléntulas. Este alto indice deve estar relacionado com a maior densidade de individuos
que ocorre neste tipo de floresta.

A hipétese de que ocorre fluxo génico entre os ambientes teve suporte com os
resultados apresentados na Tabela 4. Ainda com o uso deste teste, verificou-se fluxo
génico de longo alcance dentro da populagdo estudada com disténcias superiores a
1.000 metros, sendo a distancia média de 888,8 m. Gandara (1996), estudando Cedrela
fissilis, espécie da mesma familia que C. guianensis, também detectou distancia longa
de fluxo génico. Cloutier et al. (2007), em estudos com C. guianensis em ambiente de
terra firme, verificaram uma distancia maxima de 265 m antes do corte seletivo das
arvores na Flona Tapajos no Para. O fato de terem sido encontradas distancias de fluxo
via pélen superiores a 1000 m, indica que nesta populagédo o fluxo génico esta sendo
amplo o suficiente para prevenir a formacao de agregados de gendtipos semelhantes.
Este fato pode ser observado no correlograma da Figura 1, que indicou fraca
estruturacdo, sendo que esta deve ser devido a forma com que ocorre a dispersao
primaria das sementes, ou seja, ha uma tendéncia de se formarem agregados de
parentes, mas este € baixo, provavelmente por ocorrer mortalidade de plantulas e
grande predacgéo de sementes.

O reconhecimento da existéncia de um baixo nivel de estruturagdo genotipica na
populagdo estudada pode auxiliar no estabelecimento de medidas de conservagao
genética, indicando formas de maximinizar a diversidade genética na coleta de

sementes para a conservagao in situ, e também no estabelecimento de praticas de
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manejo sustentavel destas sementes. Com base nos resultados apresentados pode-se
sugerir que: 1) a coleta de sementes para a conservacgao in situ nao deve ser realizada
em arvores localizadas dentro de distancias inferiores a 371 metros, para evitar que
sejam coletadas sementes de arvores aparentadas, o que reduz o tamanho efetivo
populacional; e 2) a coleta de sementes para o0 manejo deve ser realizada em arvores
localizadas dentro de distancias inferiores a 371 metros, assim se evita a coleta de

sementes com maior potencial de variabilidade genética.

4.3 Conclusbes

Existe baixo nivel de estruturacdo genética espacial na populagdo estudada,
sendo que esta é observada no ambiente de baixio, mas ndo na terra firme, que possui
0s gendtipos distribuidos aleatoriamente no espago. Os individuos com menor classe
de tamanho e, consequentemente, menor idade, possuem estruturagcao espacial dos
seus genotipos quando comparados com os individuos com maior classe de tamanho,
no ambiente de baixio. Ja na terra firme este fato nao foi observado.

Com o teste de paternidade observou-se um baixo indice de descendentes com
ambos parentais encontrados dentro da area amostrada, indicando que é grande a
quantidade de fluxo génico vindo de fora.

Verificou-se existéncia de fluxo génico via pdlen entre os dois ambientes, com

distancia maxima superior a 1.000 metros e média de 888,8 m.
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Anexo



Tabela 1 — Frequéncia de alelos por loco de Carapa guianensis na populagdo Rio Branco e nos ambientes de terra firme e baixio dentro desta

populagao
(continua)
Populacéo total Ambiente de terra firme Ambiente de baixio
Locos P J A Locos P J As Locos P J A
Cg 01 Cg 01 Cg 01
(n) 448 249 257 (n) 215 115 89 (n) 233 134 168
170 0,001 - - 170 0,002 - - 196 0,004 - -
174 0,001 - - 174 0,002 - - 198 0,002 - 0,003
180 - 0,002 - 180 - 0,004 - 200 0,798 0,896 0,869
186 0,002 - 0,002 186 0,005 - 0,006 202 0,000 0,007 0,000
188 0,002 0,008 - 188 0,005 0,017 204 0,195 0,097 0,128
196 0,008 - 0,002 196 0,012 - 0,006
198 0,007 0,002 0,002 198 0,012 0,004 -
200 0,759 0,803 0,807 200 0,716 0,696 0,691
202 0,001 0,008 0,004 202 0,002 0,009 0,011
204 0,219 0,177 0,183 204 0,244 0,270 0,287
Cg 06 Cg 06 Cg 06
(n) 448 249 257 (n) 216 115 89 (n) 232 134 168
132 - - 0,004 138 - 0,009 - 132 - - 0,006
138 - 0,008 0,002 140 0,194 0,200 0,202 138 - 0,007 0,003
140 0,199 0,255 0,288 142 0,782 0,757 0,764 140 0,203 0,302 0,333
142 0,789 0,719 0,683 150 0,016 0,030 0,011 142 0,795 0,687 0,640
150 0,009 0,014 0,006 154 0,007 0,004 0,022 150 0,002 - 0,003
154 0,003 0,002 0,014 154 - - 0,009
156 - 0,002 0,004 156 - 0,004 0,006
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Tabela 1 — Frequéncia de alelos por loco de Carapa guianensis na populagdo Rio Branco e nos ambientes de terra firme e baixio dentro desta

populagao
(continuacao)
Populacéo total Ambiente de terra firme Ambiente de baixio

Locos P J A Locos P J As Locos P J A

Cg12 Cg 12 Cg12
(n) 444 248 256 (n) 210 114 88 (n) 234 134 168
145 - - 0,002 151 0,040 0,039 0,028 145 - - 0,003
151 0,021 0,024 0,020 153 0,369 0,360 0,352 151 0,004 0,011 0,015
153 0,409 0,397 0,404 155 0,057 0,193 0,210 153 0,444 0,429 0,432
155 0,047 0,099 0,092 157 0,533 0,399 0,403 155 0,038 0,019 0,030
157 0,521 0,476 0,480 159 - 0,004 0,006 157 0,511 0,541 0,521
159 0,001 0,002 0,002 165 - 0,004 - 159 0,002 - -
165 - 0,002 -

Cg 16 Cg 16 Cg 16

(n) 448 248 257 (n) 216 115 89 (n) 233 133 168
153 - - 0,002 157 0,005 - - 153 - - 0,003
157 0,008 - 0,002 159 0,100 0,083 0,124 157 0,011 - 0,003
159 0,080 0,063 0,086 163 0,215 0,187 0,197 159 0,063 0,045 0,065
163 0,220 0,200 0,193 165 0,132 0,183 0,124 163 0,224 0,211 0,190
165 0,206 0,218 0,218 167 0,257 0,230 0,236 165 0,276 0,248 0,268
167 0,188 0,185 0,171 169 0,139 0,143 0,169 167 0,123 0,147 0,137
169 0,108 0,133 0,126 171 0,148 0,174 0,152 169 0,080 0,124 0,104
171 0,175 0,159 0,136 173 0,005 - - 171 0,200 0,147 0,128
173 0,015 0,018 0,029 173 0,024 0,034 0,045
175 - 0,004 0,016 175 - 0,008 0,024
177 - 0,014 0,010 177 - 0,026 0,015
179 - 0,004 0,010 179 - 0,008 0,015
181 - 0,002 - 181 - 0,004 -
183 - - 0,002 183 - - 0,003
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Tabela 1 — Frequéncia de alelos por loco de Carapa guianensis na populagdo Rio Branco e nos ambientes de terra firme e baixio dentro desta

populagao
(continuacao)
Populacéo total Ambiente de terra firme Ambiente de baixio
Locos P J A Locos P J As Locos P J A
Cg 17 Cg 17 Cg 17
(n) 444 249 257 (n) 213 115 89 (n) 231 134 168

199 - 0,004 0,006 199 - 0,009 0,017 203 - - 0,006
203 - - 0,004 209 0,007 - - 205 - 0,004 -
205 - 0,002 - 211 0,070 0,061 0,056 211 0,037 0,030 0,030
209 0,003 - - 213 0,462 0,609 0,545 213 0,487 0,474 0,482
211 0,053 0,044 0,039 215 0,308 0,230 0,298 215 0,385 0,407 0,414
213 0,475 0,536 0,504 217 0,138 0,091 0,067 217 0,074 0,060 0,063
215 0,348 0,325 0,374 219 0,002 - - 219 0,002 - -
217 0,105 0,074 0,064 221 0,002 - - 221 0,015 0,011 0,006
219 0,002 - - 225 0,002 - - 225 - 0,007 -
221 0,009 0,006 0,004 227 0,005 - - 227 - 0,007 -
225 0,001 0,004 - 229 - - 0,011
227 0,002 0,004 - 231 - 0,006 -
229 - - 0,004 235 0,002 - -
231 - - 0,002
235 0,001 - -

Cg 05p Cg 05p Cg 05p

(n) 439 244 253 (n) 212 114 88 (n) 227 130 165

168 - 0,002 0,002 170 0,012 0,018 - 168 - 0,004 0,003
170 0,010 0,014 - 172 0,066 0,140 0,108 170 0,009 0,012 -
172 0,107 0,109 0,089 174 0,276 0,276 0,227 172 0,145 0,081 0,079
174 0,270 0,225 0,253 176 0,368 0,272 0,386 174 0,267 0,181 0,267
176 0,313 0,320 0,296 178 0,038 0,044 0,045 176 0,262 0,362 0,248
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Tabela 1 — Frequéncia de alelos por loco de Carapa guianensis na populagdo Rio Branco e nos ambientes de terra firme e baixio dentro desta

populagao
(continuacao)
Populacéo total Ambiente de terra firme Ambiente de baixio
Locos P J A Locos P J As Locos P J A
Cg 05p Cg 05p Cg 05p
(n) 439 244 253 (n) 212 114 88 (n) 227 130 165

178 0,059 0,064 0,055 180 0,179 0,219 0,188 178 0,079 0,081 0,061
180 0,153 0,195 0,192 184 0,033 0,018 0,023 180 0,128 0,173 0,194
182 - 0,012 0,006 192 0,024 0,009 - 182 - 0,023 0,009
184 0,067 0,047 0,085 202 0,005 - 0,023 184 0,099 0,073 0,118
186 - 0,002 - 204 - 0,004 - 186 - 0,004 -
190 0,001 - 0,004 190 0,002 - 0,006
192 0,011 0,006 0,004 192 - 0,004 0,006
202 0,005 0,002 0,010 202 0,004 0,004 0,003
204 0,002 0,002 0,004 204 0,004 - 0,006

Cg 07p Cg 07p Cg 07p

(n) 448 249 257 (n) 215 115 89 (n) 233 134 168

198 0,001 - - 198 0,002 - - 202 0,002 - 0,003
202 0,001 - 0,002 204 0,002 - - 214 - 0,004 -
204 0,001 - - 214 0,016 0,009 - 216 0,474 0,433 0,423
214 0,008 0,006 - 216 0,542 0,639 0,607 218 0,019 0,030 0,030
216 0,507 0,528 0,486 218 0,030 0,004 0,017 220 0,167 0,164 0,170
218 0,025 0,018 0,025 220 0,112 0,096 0,079 222 0,002 0,004 0,012
220 0,141 0,133 0,138 222 0,002 0,004 0,006 224 0,009 0,011 0,003
222 0,002 0,004 0,010 224 0,014 0,013 0,006 226 0,133 0,123 0,098
224 0,011 0,012 0,004 226 0,044 0,043 0,067 228 - - 0,006
226 0,090 0,086 0,088 228 0,002 - - 230 0,045 0,056 0,054
228 0,001 - 0,004 230 0,033 0,030 0,022 232 0,114 0,138 0,170
230 0,039 0,044 0,043 232 0,149 0,130 0,140 234 0,032 0,034 0,033
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Tabela 1 — Frequéncia de alelos por loco de Carapa guianensis na populagdo Rio Branco e nos ambientes de terra firme e baixio dentro desta

populagao
(concluséo)
Populacéo total Ambiente de terra firme Ambiente de baixio
Locos P J A Locos P J As Locos P J A
Cg 07p Cg 07p Cg 07p
(n) 448 249 257 (n) 215 115 89 (n) 233 134 168

232 0,131 0,135 0,160 234 0,044 0,030 0,045 238 - 0,004 -

234 0,038 0,032 0,037 248 0,005 - 0,011 254 0,002 - -

238 - 0,002 - 252 0,002 - -

248 0,002 - 0,004

252 0,001 - -

254 0,001 - -
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