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Efeitos do corte seletivo de arvores sobre o sistema de reproducao e
dispersao de polen de uma populacao de Hymenaea courbaril L. na

Amazonia Brasileira.
Resumo
Este estudo investigou os efeitos do corte seletivo sobre a diversidade genética, sistema de
reproducdo e dispersdao de pélen em uma populacdo de Hymenaea courbaril L., situado na
Floresta Nacional do Tapajds, Estado do Para, utilizando nove locos microssatélites. A espécie
€ uma das mais importantes na Amazonia Brasileira devido o alto valor comercial de sua
madeira. Antes do corte seletivo, todas as arvores adultas foram mapeadas, amostradas e
genotipadas e 367 sementes foram coletadas de 20 arvores matrizes. Apds o corte seletivo de
61% das arvores com DAP>81 cm, foram amostradas e genotipadas 250 sementes de 14 arvores
reprodutivas. A andlise da heranca, ligacdo e desequilibrio de ligacdo mostraram que os nove
locos utilizados segregam conforme as leis mendelianas, ndo estdo ligados e estdo em equilibrio
gamético.As plantas ndo reprodutivas tinham maior nimero de alelos (122 alelos) do que as
plantas reprodutivas (103) e as progénies (84). Destes alelos, 29 alelos eram exclusivos as
plantas ndo reprodutivas, nove as plantas reprodutivas e 14 as progénies. O numero médio de
alelos por locos e a heterozigosidade esperada foram significativamente menores nas progénies
antes (k =16,7; H, =0,710) e ap6s a exploracdo madeireira (k =9,33; H, =0,555). O indice
de fixacdo foi positivo e significativamente diferente de zero em todas as amostras (
F,=0111, F,,=0,160 e F

prog— 0,045 ), sugerindo endogamia. A estimativa da taxa de

cruzamento multilocos populacional ( ¢ ) foi significativamente menor do que a unidade ( {m
=0,962) e a diferenca entre a taxa de cruzamento multilocos e unilocos ( {»—ts =0,066) sugere
que ocorreram cruzamentos entre parentes. A estimativa do nimero efetivo de arvores doadoras
de polen antes da exploracdo ( N, =3,79) foi significativamente menor que ap6s a exploragio
de (Ne =7,2). A taxa de imigracdo de pélen (38%) foi menor do que a detectada antes da
exploracdo (44,7%), embora a distancia de dispersdo de polen foi maior (952 m) que a
detectada antes da exploracdao (827 m). Em termos gerais, os resultados sugerem que a
exploracdo promoveu o aumento no numero de arvores polinizando, maior distancia de
dispersao de pélen, mas reduziu substancialmente a diversidade genética dentro das progénies e
causou autofecundacdes. Palavras-chave: Anélise de paternidade. Arvores tropicais.

Exploracao florestal. Locos microssatélites. Diversidade genética.



Effects of logging on the reproduction system and polen dispersal of a Hymenaea
courbaril L. population in the Brazilian Amazon.

Abstract

This study evaluated the effects of selective logging on the genetic diversity, reproductive
system and pollen dispersal of a Hymenaea courbaril L. population by using nine
microsatellite loci. Because of the characteristics of the wood, this species is one of the most
logged in the Amazon resulting in significant reductions in its natural population. The study
is located in the Tapajos National Forest, Para State, Brazil, in a 546 ha stand that is part of a
governmental initiative for public forest concessions. To determine the effects of logging,
both pre- and post-logging populations were analysed. Before logging, all adult trees of H.
courbaril were mapped, sampled and genotyped; additionally progeny was analysed based on
367 seeds collected from 20 matrices. After logging took place (61% of the population above
81cm diameter at breast height), 250 seeds from 14 trees were collected and genotyped.
Initially, tests for Mendelian inheritance, linkage and gametic disequilibrium were carried out
which confirmed no linkage, deviation or disequilibrium for the used loci. The results for
genetic diversity showed that the non-reproductive population presented a higher number of
alleles (122) than the reproductive population (103) and progenies (84). From all alleles, 29
were exclusive to non-reproductive trees, nine to reproductive and 14 to progeny. The average
number of alleles and expected heterozygosity were significantly lower for progenies in both
pre- and post-logging situations (k =16,7; H, =0,710; k =9,33; H, =0,555, respectively).
The fixation index was positive and significantly different from zero for all sampled

populations which suggests endogamy ( F,=0,111, F, =0,160 e F, =0,045). The

prog
multilocus crossing rate was statistically significant ( {» =0,962) and the difference between
multilocus and single-locus outcrossing rate was also significant ({»—¢s =0,066), thus
indicating mating among related trees. The average number of effective pollen donors before
logging ( N, =3,79) was significantly lower than after logging ( N, =7,2). Pollen originating
from outside the area was lower than detected before logging (38% and 44,7% respectively),
altough the distance of pollen dispersion was longer after logging than before (952 and 827 m,
respectively). In general, the results suggest that logging produces an increase in the number
of pollen donors and further pollen dispersion. Logging may also result in a significant
reduction in the genetic diversity within the progeny and an increase in self-fertilization.

Key-words: Paternity analysis. tropical trees. Logging. microsatellite locus. genetic diversity.
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1. Introducao

Ainda hoje a floresta amazodnica brasileira vem sendo devastada pela exploracdo
florestal desordenada, que, embora recentemente observe-se uma tendéncia de reducdo das
taxas de desmatamento, estas continuam sendo significativas. Segundo os dados do Instituto
Nacional de Pesquisas Espaciais — INPE a taxa de desmatamento na AmazoOnia Legal
brasileira para o periodo de 1988 até 2009 teve uma varia¢do de 29000 Km? em 1995 a 7000
km?* em 2009.

Ja em 1965 o codigo florestal brasileiro determinava no Artigo 15 (BRASIL,1965)
que ficaria proibida a exploracdao sob forma empirica das florestas primitivas da bacia amazo-
nica, que s6 poderiam ser utilizadas em observancia a planos técnicos de condugdo e manejo
florestal. Contudo, a regulamentacdo ocorreu somente em 1991. Desde entdo, o desenvolvi-
mento da legislacdo ambiental culminou com a exigéncia, quando de empreendimentos flores-
tais, de um Plano de Manejo Florestal. Tal legislacdo, citando como premissa basica a idéia de
sustentabilidade social, econdmica e ambiental, baseia-se nos critérios técnicos desenvolvidos
para o sistema de manejo florestal conhecido como Exploracdo de Impacto Reduzido (EIR).
Embora a normatizacdo do manejo florestal na Amazonia tenha contribuido para o uso mais
racional dos recursos florestais, os impactos ecologicos e genéticos ainda sdao em grande parte
desconhecidos. Historicamente, a floresta amazonica brasileira permaneceu completamente
intacta até o inicio da era “moderna” do desmatamento, com a inauguracdo da rodovia Transa-
mazonica, em 1970 (FEARNSIDE, 2005) o que facilitou o acesso de pessoas que vieram atras
do “ouro verde”. Desde este periodo de ocupacdo, o avancgo da fronteira agricola, a exploracao
de madeira, a abertura de estradas e os incéndios florestais representam os principais fatores
de fragmentacdo da floresta amazénica (NEPSTAD et al., 1999, 2002; ASNER 2005, 2006).

Durante a década de 1970 foi registrado no Brasil o primeiro inventario florestal a
100% de intensidade em floresta natural. Foi realizado na Estacdo Experimental de Curua-U-
na, municipio de Prainha no estado do Para, executado pelo Projeto Desenvolvimento e Pes-
quisa Florestal -PRODEPEF, que era um convénio entre IBDF (Ibama), FAO e PNUD (OE-
DEKOVEN, 1971). Nessa area, em 1976, foi feita a primeira exploragao florestal mecanizada
na Amazonia, com base na lei florestal da época, que preconizava o corte de todas as arvores
com DAP (didmetro a 1,30m do solo) igual ou espécies florestais de valores comercias acima

de 45 cm. A segunda exploracdo florestal planejada na Amazonia, também
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com base em inventario 100% e técnicas de derruba e arraste, foi realizada pelo PNPF (Em-
brapa/IBDF) na Floresta Nacional do Tapajos, a altura do Km 67 da BR 163, Rodovia Santa-
rém-Cuiaba, no ano de 1979. Ainda na Flona do Tapajos, em 1982, foi realizada pela Embra-
pa mais uma exploracdo florestal mecanizada, incorporando novas técnicas de manejo flores-
tal. Em seguida, em 1984, com as licoes aprendidas nas trés exploracoes experimentais anteri-
ores, a Embrapa realizou a primeira exploracdo experimental, coordenada por pesquisadores
da Embrapa, porém executada pela Companhia Florestal Monte Dourado no municipio de Vi-
toria do Jari, no estado do Amapa (CARVALHO, 1992). “Em 1998, com base nos resultados
do monitoramento de inventdrio florestal continuo e pesquisas ecoldgicas e silviculturais rea-
lizadas nas dreas experimentais da Flona do Tapajds e de Vitdria do Jari, foi realizada a 1il-
tima exploragdo experimental coordenada pela Embrapa, desta vez no municipio de Moju,
estado do Pard. A exploragdo foi coordenada por pesquisadores da Embrapa e executada
pela empresa PERACHI, que hoje se chama Jurud florestal. Essa empresa, juntamente com a
Cikel Brasil Verde Madeiras, se tornaram parceiras da Embrapa na divulgagdo das boas téc-
nicas de manejo florestal, implementando o Projeto Bom Manejo (Embrapa/ CIFOR/ ITTO),
que muito contribuiu para a atual Legislagdo Florestal Brasileira e facilitou a certificagdo de
dreas de manejo florestal para vdrias empresas na Amazoénia, iniciando com as prdéprias em-
presas parceiras, no inicio do ano de 2001, a atual legislagdo florestal é fruto das pesquisas

que foram geradas por pesquisadores da Embrapa-Amazénia Oriental, INPA - Instituto Na-

cional de Pesquisas da Amazoénia e UFRA- Universidade Federal Rural da Amazonia™".

Em 2006 o Servico Florestal Brasileiro (SBF) foi instituido pela Lei n° 11.284/06 e
aprovado na estrutura regimental do Ministério do Meio Ambiente pelo Decreto n° 6.101/07.
Visando ser um parceiro fundamental no desenvolvimento de uma economia florestal
sustentavel, com inclusdo social e com a missdao de conciliar o uso e conservagdo das
florestas, valorizando-as em beneficio das geracGes presentes e futuras, por meio da gestao de
florestas publicas, da construcdo de conhecimento, do desenvolvimento de capacidades e da
oferta de servigos especializados ( BRASIL, 2009).

Embora o desenvolvimento técnico da exploracdo madeireira tenha evoluido, as
preocupacoes quanto aos impactos ecolégicos e genéticos eram em grande parte

desconhecidos. Neste contexto, iniciou-se em 2000 o projeto Dendrogene - Conservagao

! Comunicacio pessoal do Professor da Universidade Federal Rural da Amazénia- UFRA e Pesquisador da Embrapa
Amazonia Oriental Dr. Jodo Olegario Pereira de Carvalho. Em 14 de Junho de 2010.
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Genética em Florestas Manejadas na Amazonia que fez parte da cooperacao bilateral entre os
governos brasileiro e britanico (ABC e DFID), sob a coordenacdao da Embrapa Amazonia
Oriental. O objetivo principal foi o desenvolvimento do conhecimento cientifico de
composicdo de espécies, capacidade reprodutiva e diversidade genética de populacdes
arboreas visando a reducdo dos impactos do manejo florestal na Amazoénia. Deste projeto
surgiram varios trabalhos que contribuiram para o conhecimento de fluxo génico, diversidade
genética e estrutura genética, e estratégias reprodutivas de sete espécies florestais em drea sob
manejo, a saber: Hymenaea courbaril L. (jatobd), Carapa guianensis Aubl (andiroba),
Jacaranda copaia (Aubl.)) D.Don (parapara), Manilkara huberi (Ducke) A. Chev.
(macaranduba), Dipteryx odorata (Aubl.) Willd. (cumaru), Symphonia globulifera L.f(anani)e
Bagassa guianensis Aubl. (tatajuba), antes e ap0s a exploracdo florestal de impacto reduzido
(VINSON et al., 2005a, 2005b; AZEVEDO et al., 2007; CARNEIRO et al., 2007; 2009;
CLOUTIER et al., 2007; SILVA et al., 2008; LACERDA et al., 2008a; 2008b; MAUES,
2008; 2010).

Embora o corte seletivo de arvores seja uma pratica comum na floresta Amazonica para a
producdo de madeira, seus impactos sobre o sistema de reproducao e dispersao de pélen sdo
pouco conhecidos (LACERDA et al., 2008a). O corte seletivo de arvores influencia nos
processos naturais como fluxo de genes, sistema de reproducdo, deriva genética e estrutura
genética espacial, ambos direta e indiretamente (KANASHIRO et al., 2002), reduz a
densidade de arvores reprodutivas e aumentando a distancia entre coespecificos reprodutivos
(LACERDA et al.,, 2008a). Isto pode criar subpopulacdes internas a populacdo em que a
capacidade de troca de material genético diminui. Ainda, o corte seletivo de arvores causa
impactos sobre estagios ontogénicos iniciais de uma populagdo, pelo aumento substancial da
mortalidade em plantulas, arvores jovens e adultas remanescentes devido aos danos causados
pelas exploragdes de corte e transporte das arvores no interior das florestas (JENNINGS et al.,
2001). As conseqiiéncias disso podem ser negativas para a regeneracdo natural, sucesso
reprodutivo e fluxo de genes via pélen e sementes, como também, para outros organismos
(NASON; HAMRICK, 1997; DAYANANDAN et al., 1999). Embora a EIR tenha reduzido
os impactos da exploracao, comparado ao sistema sem planejamento de exploracao (PUTZ et
al., 2000), alguns estudos encontraram que em longo prazo este ndo ¢ sustentado com respeito
a aspectos genéticos, demograficos e producdao de madeira (DEGEN et al., 2006; VAN
GARDINGEN et al., 2006; AZEVEDO et al., 2007, LACERDA, 2008a; SEBBENN et al.,
2008).
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Entdo, conforme pode-se observar, seja qual for o regime de corte, ainda existem muitas
lacunas referentes a sustentabilidade das populacées de espécies remanescentes e que
envolvem questdes genéticas e ecologicas. Desta forma, visando contribuir com a
sustentabilidade ecolégica e genética para dar um maior embasamento cientifico para o
manejo florestal, esse trabalho analisou os impactos do corte seletivo de arvores em regime de
exploracdo de impacto reduzido (EIR) sobre o sistema de reproducao e dispersao de polen de
uma populacdo de Hymanaea courbaril L. na Amazonia Brasileira, com base em dados de

marcadores genéticos tipo microssatélite.

1.1 Objetivos

Considerando o potencial impacto das praticas de exploracao florestais correntemente
usadas na Amazonia Brasileira, pretende-se neste estudo investigar os efeitos do EIR sobre o
sistema de reproducdo e a distancia de dispersao de pélen em uma populacdo de Hymenaea
courbaril L., usando marcadores microssatélites. Dentro deste contexto, pretende-se
investigar as seguintes questoes:

1. O sistema de exploracdo EIR altera a taxa de cruzamento e a taxa de cruzamentos

correlacionados de Hymenaea courbaril L. apds a exploracdo madeireira?

2. O sistema de exploracdao EIR reduz a taxa de cruzamentos entre parentes apds a

exploracao?

3. O sistema de exploracdo EIR altera a taxa de imigracdo de polen dentro da parcela

experimental apos a exploragao?

4. O sistema de exploracdio EIR altera a distancia de dispersdo de pdlen apds a

exploracao?

2 Revisado Bibliografica
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2.1. Exploracao de impacto reduzido na Amazonia— EIR

Diferentes estudos tém sido conduzidos para avaliar os efeitos de sistemas de

exploracao florestal para diferentes espécies arboreas ao redor do mundo. Tais estudos

téem discutido tanto os aspectos positivos quanto os negativos dos impactos do manejo
florestal sobre as espécies e o ambiente. As arvores respondem a exploracdo florestal

em funcao de uma ampla gama de fatores espécie-especificos e que podem influenciar a

conectividade genética e os padrdes reprodutivos das populagoes (NASON;

HAMRICK, 1997; ALDRICH; HAMRICK, 1998).

O impacto da exploragdo sobre a populacdo pode variar significativamente dependendo
do critério usado na operacao e planejamento da exploracao. O critério mais comum usado no
manejo florestal nos trépicos umidos envolve a variavel diametro minimo de corte (JEN-
NINGS et al., 2001). O manejo florestal na Amazonia adota um sistema policiclico, em que
apenas uma parte do estoque de madeira comercial é retirada em ciclos pequenos (< 40 anos),
por meio de corte seletivo, com base em atributos tais como espécie e diametro minimo de
corte (CONSELHO NACIONAL DO MEIO AMBIENTE- CONAMA, 2009).

Os procedimentos técnicos para elaboracdo, apresentacdo, execucao e avaliacdo
técnica de Planos de Manejo Florestal Sustentavel - PMFS nas florestas primitivas e suas
formas de sucessdao na Amazonia Legal, segundo a Instru¢do Normativa n°- 5, de 11 de
dezembro de 2006 (BRASIL, 2006), o manejo florestal sustentavel para a producdo de
madeira PMFS Pleno tem que ter um ciclo de corte inicial de 35 anos, e fica estabelecido o
diametro minimo de corte ( DMC) de 50 cm para todas as espécies para as quais ainda ndo se
estabeleceu um DMC especifico. Tal instrucdo ainda cita que o DMC pode ser mudado se

trabalhos técnicos comprovem que o DMC pode ser alterado para uma espécie.
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O corte seletivo de arvores na Amazonia € visto por muitos engenheiros florestais como
a ferramenta ideal para a manutencdo de espécies de valor econdmico nas florestas
secundarias. Essa técnica ja vem sendo empregada ha algumas décadas, somente nos
dias atuais podemos calcular as perdas e ganhos que essa técnica pode causar para a
manutencdo da biodiversidade e ao aquecimento global. No entanto, ndo é realista
dizer que as técnicas de EIR vdo imitar as perturbagcdes naturais, mesmo quando
controladas, continua a ser uma das maiores intervencdes prejudiciais as florestas, se

comparada as perturbagées naturais (SIST; BROWN, 2004).

Figura 1. Vista aérea: A)de uma exploragdo convencional; B) de uma exploragdo de impacto reduzido, em

ambas as dreas foi extraido o mesmo volume de madeira; 25m*ha (Fotos: Fundagao Floresta Tropical — FFT).

Embora o manejo florestal tenha atualmente critérios e procedimentos claros, as
consequéncias vao além dos impactos imediatos sobre o ecossistema florestal.
Aproximadamente 33% das terras que sofrem a colheita seletiva de arvores de interesse
comercial acabam completamente devastadas em quatro anos, devido a imigragcdo de pessoas
que sdo facilitadas pelas construcGes de estradas que sdo abertas para a saida de madeira das
areas de exploracdo (ASNER et al., 2005; ASNER et al., 2006).”Outro fator que contribui
para a perda de mais drvores apos um EIR é devido as raizes das drvores da Amazobnia
serem superficiais e quando se retira drvores dessa drea de exploracdo, acabam ficando
espacos entre as drvores que faz com que elas fiquem susceptiveis a quedas devido elas ndo
terem onde apoiarem as suas copas e ndo terem raizes profundas o suficiente para segurar as
mesmas”>.

A fiscalizacdo ndo tem sido capaz de impedir a exploracdo predatoria das florestas na
Amazonia, mantendo niveis relativamente elevados de desmatamento. Ademais, tal

deficiéncia também afeta as areas sob manejo legalmente constituidas, o que possibilita a

% Comunicacio pessoal do Pesquisador da Embrapa Amazénia Oriental M.Sc. José do Carmo Alves Lopes. Em 14 de Junho
de 2010.
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exploracdo além dos niveis permitidos assim como possibilita a exploragao ilegal subsequente
tanto das areas de manejo como nas suas proximidades. Por outro lado, empresas madeireiras
certificadas aplicam o manejo florestal seguindo critérios e praticas pré-determinadas
objetivando a manutencdo das fungdes ecoldgicas e principalmente buscam garantir a
sustentabilidade econdmica a longo prazo com o manejo das florestas. Um dos principios do
Conselho de Manejo Florestal (FSC) é a conservacao da diversidade ecolégica e seus valores
associados, dos recursos hidricos, dos solos, dos ecossistemas e das paisagens frageis e
singulares, assim pretendem manter as funcOes ecoldgicas e a integridade das florestas,
incluindo a diversidade genética, a diversidade das espécies e do ecossistema (CONSELHO
BRASILEIRO DE MANEJO FLORESTAL- CBMF,2002).

Asner et al ( 2006) sugerem que 76% de toda exploragdo florestal feita na Amazonia
resultou em altos niveis de danos, tornando as florestas suscetiveis a seca e ao fogo. Tal
estudo cita ainda que EIR na Amazonia brasileira é dominada por operacdes altamente
prejudiciais a floresta e que, seguindo a lei florestal em vigor, ndo havera producdo de

madeira suficiente para uma segunda colheita, ndo sendo o manejo, portanto, sustentavel.

2.2, Efeitos do corte seletivo sobre o sistema de reproducao e dispersao de polen em

espécies arboreas

Uma intensa reducdo no tamanho reprodutivo de uma populacdo tem potencial para
reduzir os niveis de diversidade genética e conseqiientemente, afetar o potencial adaptativo
futuro da espécie (RAJORA et al.,, 2000; GLAUBITZ et al., 2003; LOWE et al., 2005).
Adicionalmente, a reducdo no niimero de arvores reprodutivas pode afetar o movimento dos
polinizadores e assim a capacidade de dispersar pdlen, causando um aumento na taxa de
autofecundagdo e cruzamentos correlacionados. Em alguns casos, as arvores podem se tornar
espacialmente e reprodutivamente isoladas, possibilitando a extincdo local (NASON;
HAMRICK, 1997). Por outro lado, a exploracdo madeireira também reduz a densidade
vegetal, barreiras fisicas ao polen e incrementa a abertura do dossel da floresta. Estes efeitos
podem favorecer a dispersao de poélen e reduzir a heterogeneidade do polen de arvores
espacialmente distantes (WHITE et al., 2002; DICK et al., 2003; ROBLEDO-ARNUNCIO et
al., 2004; SORK et al., 2005). Neste caso, a perda de alelos na populagao reprodutiva, causada
pela reducdo da populagdo pela exploracdo pode ser compensada em parte pela migracao de

poélen de populagdes vizinhas.
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Uma das criticas do sistema EIR estd relacionada ao fato de que muitas espécies sé
podem iniciar o processo de reproducdo apos atingirem diametros maiores do que 50 cm, e
mesmo assim a taxa de florescimento pode ser ainda pequena, em comparacdo a arvores de
maiores dimensoes, Ex. Hymenaea courbaril L. (LACERDA, 2007). No caso de EIR, a
populacdo reprodutiva é reduzida a um pequeno numero de arvores reprodutivas. Outras
criticas estdo relacionadas com a densidade, distribuicdo diamétrica, produtividade da
floresta, estabilidade do ecossistema e alteracdes na estrutura genética da populagao
remanescente (HAWLEY et al., 2005). Em relagdo a estrutura genética, o corte seletivo pode
causar mudancas nas freqliéncias génicas e a perda de alelos em relagdo a populagdo
remanescente ou mesmo romper o sistema de reproducdo dentro das populacées de densidade
reduzida, como observado em situacdes p6s-manejo (BUCHERT et al., 1997; RAJORA et al.,
2000; HAWLEY et al., 2005; CLOUTIER et al., 2007).

Embora o sistema EIR estabeleca um minimo diametro de corte, este ndao considera a
idade em que as arvores tornam-se reprodutivas. Este fator pode ser de crucial importancia
para espécies que sdo reprodutivas apenas em diametros maiores do que o didmetro minimo
de corte. No caso de H. courbaril, considerando que o florescimento inicia préximo dos 49
cm de diametro (LACERDA, 2008b) e que a espécie ¢ intensamente explorada, é possivel que
apenas um pequeno numero de arvores reprodutivas permanecam apos a exploracdao. Além do
menor nimero de arvores reprodutivas, a distancia entre elas também aumenta. O impacto de
tal reducdo na densidade reprodutiva da populagao e a distancia entre seus individuos pode le-
var a um aumento na taxa de autofecundacao, cruzamentos correlacionados e redugdo na dis-

tancia de dispersao de pdlen.

2.3. Métodos de estudos do sistema de reproducao e dispersao de pélen em espécies
arboreas
Alguns impactos do manejo florestal podem ocorrer ao longo do tempo, o que
adiciona mais complexidade na avaliacdo de seus efeitos. Alguns progressos tém sido feitos
por alguns autores, que usando modelagem e simulac¢Ges, permitem avaliar os impactos a
longo prazo (DEGEN et al., 2006; SEBBENN et al., 2008). Seus resultados predizem a perda
significante do nimero de alelos depois de pelo menos seis ciclos de sele¢do. Por outro lado,
um estudo comparando os efeitos do corte seletivo de arvores sobre a diversidade genética de
uma populacdao de Carapa guianensis, na Amazonia Brasileira, observou a perda de alelos

raros, porem, uma auséncia de efeitos sobre a heterozigosidade observada e esperada
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(CLOUTIER et al., 2007). Adicionalmente, os autores ndo observaram alteracoes
significativas na taxa de cruzamento multilocos e unilocos e correlagdo de paternidade.
Outros estudos, no entanto, observaram mudancas no sistema de reproducdo devido ao corte
seletivo de arvores em espécies arboreas tropicais. Por exemplo, em Shorea magistophylla,
Pterocarpus macrocarpus, Tabebuia cassinoides, e Shorea curtisii, foi observado um
aumento na taxa de autofecundacdo devido a reducdo na densidade populacional apés a
exploracdo (MURAWSKI et al., 1994; LIENGSIRI et al.,, 1998; SEBBENN et al., 2001;
OBAYASHI et al., 2002). Murawski et al. (1994) observaram em Shorea magistophylla um
aumento na endogamia biparental de uma populacdao manejada. No entanto, Sebbenn et al.
( 2001) estudando Tabebuia cassinoides encontraram uma reducdo na endogamia biparental
devido ao corte seletivo, mas aumento na taxa de cruzamentos correlacionados. Os autores
atribuiram a redugdo na endogamia biparental a redugdo na estrutura genética espacial devido

a alta intensidade de exploracao realizada.

2.4. A Floresta Nacional Do Tapajos

A Floresta Nacional do Tapajés (Flona) com uma area de 600.000 hectares, esta
localizada no municipio de Belterra, no Estado do Para, Regido Norte do Brasil (Fig.1). A
Flona esta situada ao Norte no Km 50 da Rodovia Cuiaba — Santarém, e ao Sul até Km 270 da
mesma rodovia. Seus limites nas partes Oeste e Leste sdo, respectivamente, o rio Tapajos e
assentamentos de colonizacdo realizados pelo Incra (Instituto Nacional de Colonizacao e

Reforma Agraria) ao longo da rodovia Cuiaba - Santarém.

Apos a criacdo da Flona em 1974 pelo Decreto federal n° 73.684, permaneceram em
seu interior 1100 familias, com aproximadamente 6000 habitantes, que vivem nas cinco areas
populacionais definidas assim pelo zoneamento ecoldgico do plano de manejo da unidade ela-
borado em 2004, distribuidas atualmente em 28 comunidades, uma sede municipal e em al-
guns lotes isolados ao longo da BR-163, vivem principalmente da pesca, da caga, do cultivo
de mandioca, milho, arroz e feijdo para subsisténcia, da criacao de animais e da extracdo de
produtos florestais ndo-madeireiros (CORDEIRO, 2004; COHENCA, 2007).

A Floresta Nacional do Tapajos por se constituir em uma unidade de conservacao, esta
inserida dentro das defini¢des e objetivos do SNUC (Sistema Nacional de Unidades de Con-
servacao). Para todas Florestas Nacionais brasileiras sob responsabilidade do Ibama, é permi-

tida e a0 mesmo tempo sdo incentivadas realizagdes de pesquisas dirigidas para diferentes li-
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nhas do conhecimento cientifico, como também, no desenvolvimento de sistemas de manejo
florestal. Em funcdo disso, em 1999 foi aprovado um projeto de manejo para producao susten-
tada em uma area de 3.222 hectares, sob o regime de concessdo, com a filosofia de manejo
florestal de impacto reduzido. Essa area esta localizada no Km 83 da Rodovia Cuiaba-Santa-
rém. Esse projeto foi realizado a partir de um convénio entre o ITTO (International Tropical

Timber Organization) e o IBAMA.

Figura 2. A) Foto do mapa do Brasil com a Floresta nacional do Tapajés em amarelo; B) Flona do tapajos
com a localizacdo da area de estudo marcada com um quadrado branco; C) Area do ITTO, com a parcela de

estudos do Dendrogene em verde escuro. (ADAPTADO DO MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2010).

2.5. O ISP Dendrogene.

Nessa mesma darea, visando dar suporte cientifico para o manejo florestal, referente a
conservacao genética em areas manejadas, foi instalado o projeto Dendrogene, em uma area
de 564 hectares (dentro da area maior de 3.222 hectares), divididos em seis blocos, sendo
quatro de 100 ha, um 60 ha e outro de 40 ha (Fig.3). As atividades na area de pesquisa

denominada de Parcela de Estudos Intensivos — ISP foram iniciadas em 2001 e se estendeu
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mais intensamente até o fim de 2004, envolvendo estudos de biologia reprodutiva, ecologia e

genética.

Figura 3. Area de estudos intensivos do projeto Dendrogene, mapa de fenologia de Hymenaea Courbaril L.

Durante o periodo de agosto a dezembro de 2003 nessa area ouve uma colheita
florestal por uma empresa local chamada empresa Agropecudria Treviso Ltda. usando
técnicas para uma exploracdo sustentavel seguindo as normas brasileiras como parte de um
projeto realizado entre o IBAMA e ITTO (Projeto PD 68/89) (INSTITUTO BRASILEIRO
DO MEIO AMBIENTE- IBAMA, 2007). Segundo Vinson 2009, As seguintes regras foram
aplicadas durante a colheita florestal na FLONA do Tapajos: (1) um méaximo de 40 m3 de
madeira pode ser removido por ha; (2) o didmetro minimo para corte foi de 45 centimetros
para todas as espécies, com excecao de Hymenaea courbaril (jatoba), Caryocar villosum
(piquia) e Ceiba pentandra (sumauma), que tinha o diametro de corte minimo de 75cm; (3) a
colheita de palmeiras foi proibida, (4) um minimo de 10% das arvores acima do didmetro

minimo de corte foram mantidos para a produgdo de sementes.
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Durante o projeto Dendrogene, foi feito um inventario florestal de mais de 3000
individuos tendo um total de 303 espécies identificadas no interior do ISP (LACERDA,
2007). Todos os individuos com DAP maior que 45 cm foram mapeados e tiveram
acompanhamento fenolégico sendo que sete espécies modelos foram selecionadas para
estudos de ecologia de crescimento, ecologia reprodutiva e diversidade genética de

populacoes arboreas, entre elas o Jatoba (Hymenaea courbaril L.) (WORKSHOP, 2000).

2.4. A espécie Hymenaea courbaril L.

Hymenaea courbaril L. é uma espécie climax demandante de luz, hermafrodita e
polinizada por morcegos do género Glossophaga, os frutos maduros sao muito apreciados por
roedores, aves e macacos (EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA-
EMBRAPA, 2004). A sua distribuicdo natural é ampla abrangendo desde a costa ocidental do
Meéxico até a Bolivia e centro-sul do Brasil, passando pelo Caribe.

Embora a espécie tenha uma ampla distribuicdo geografica na América do Sul e
Central, esta ocorre em baixa densidade (< 1 arvore/ha), sendo muito dispersa nas matas de
terra firme e se tornando rara com distribuicdo irregular (LACERDA et al., 2008a).

Hymenaea courbaril L., popularmente conhecida como jatoba ou jatobazeiro, floresce
durante a estacdo seca e frutifica depois de 3 a 4 meses. No Pard (Amazonia Oriental), a espé-
cie floresce entre marco e maio e frutifica entre agosto e outubro; na Amazonia Central, fruti-
fica de fevereiro até setembro (CLAY et al. 2000); no Acre (Amazonia Ocidental), de maio a
setembro (ALMEIDA, 1999). Segundo Lorenzi ( 2000), o fruto de Hymenaea courbaril L. é
uma vagem indeiscente, de forma subcilindrica, de 5-15 cm de comprimento, com uma casca
dura e quebradica, de cor variando do marrom ao vermelho-castanho. Contém 1-6 sementes
duras envoltas por uma polpa seca, farinacea, adocicada, comestivel, de sabor e cheiro muito
caracteristicos. A dispersdo dos frutos é realizada basicamente por gravidade, onde a grande

maioria dos frutos permanecem sob o dossel da arvore (LACERDA, 2007).
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Figura 4. Fotos de Himenaea courbaril L.; A) Fuste ; B) Sementes; C) Frutos; D) Madeira; E) Folhas e flores.
(Foto adaptada LORENZI, 2000).

A madeira do jatoba é de excelente aceitacdo no mercado interno e externo devido a
sua durabilidade, é dura e pesada e ndo apresenta rachaduras, sendo utilizada na construcao
civil. A madeira é moderadamente facil de ser trabalhada, podendo ser aplainada, colada, pa-
rafusada e pregada sem problemas, apresentando contudo resisténcia para tornear e faquear. O
acabamento é bom, aceitando pintura, verniz e lustre (JANKOWSKY,1990). O fruto do jato-
ba pode ser consumido naturalmente ou, de sua polpa, faz-se farinha e gemada, usada para ali-
viar problemas pulmonares, além da casca que é usada em algumas regioes para fazer cha
contra gripe, bronquite, cistite, catarro no peito, diarréia, vermes, fraqueza, cdlicas, infec¢ées
na bexiga, para ajudar na digestdo e no tratamento de cancer de prostata. Além disso, a casca
da arvore ou mesmo do fruto pode combater a tosse.

Segundo Shanley (2005) a seiva do jatoba possui alto valor comercial devido ao uso
como combustivel, remédio, verniz vegetal, polimento e impermeabilizador de madeira, e
também tem poder medicinal, serve como tonico, remédio para problemas respiratorios e uri-
narios e como fortificante, quando entra em contato com o oxigénio a seiva se torna uma resi-
na chamada jutaicica, e é normalmente encontrada no pé da arvore, a mesma € usada para ali-

viar as dores no estdbmago e flatuléncia, para fazer inalacao no caso de resfriados e dores de
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cabeca, além de ser um 6timo verniz vegetal, geralmente usado nas lougas de barro, a folha
possui uma substancia quimica, terpenoide, que mata fungos e repele as sauvas .

Segundo a Food and Agriculture Organization of the United Nations - FAO (1995) a
espécie H. courbaril enquadra-se em duas categorias de recursos genéticos florestais
importantes para conservacao “in situ”: O de espécies arbdreas de interesse economico e o de
espécies de importancia para sustentabilidade do ecossistema.

A espécie H. courbaril L. é alégama , com indicios de auto-incompatibilidade
( Bawa , 1974) devido ao processo de rejeicao pds-zigética (GIBBS et al., 1999). O nimero
de cromossomos em H. courbaril é 2n = 24, o mesmo de todo o género Hymenaea (LEE;

LANGENHEIM,1975).

2.5. A polinizacao de Hymenaea courbaril L.

Polinizacdo e dispersdao sdo processos ecolégicos criticos que afetam diretamente o
sucesso reprodutivo das plantas, podendo sua ruptura levar a perda de espécies vegetais
(MACHADO; LOPES, 2004). O raio de dispersao de pélen nas populacdes arboreas varia em
funcao do agente polinizador. O alcance de voo determina a distancia do fluxo de pdlen, o que
pode ser fator limitante ao sucesso reprodutivo de espécies arboreas em areas fragmentadas
(MAUES, 2010). A capacidade de movimento de pélen por longa distidncia pode ser
fundamental para as plantas em uma paisagem fragmentada, onde a consanguinidade
e deriva genética ameacam a sobrevivéncia das populagoes. Em plantas polinizadas por
morcegos, pode ser esperado altos niveis de fluxo génico devido os morcegos serem capazes
de voar por longas distancias (DUNPHY et al., 2004). Mesmo em face da fragmentacao do
habitat, muitas espécies de morcegos continuam a visitar plantas em fragmentos florestais,
voando facilmente em areas abertas (LAW et al., 1999).Em fragmentos de florestas tropicais
da Austrdlia os morcegos voavam por até 5,8km (média de 1 km) em &reas desmatadas
(LAW; LEAN, 1999). Segundo estudos de Dunphy et al. ( 2004), o “Home range” dos
morcegos era de 12-1796 hectares com multiplos segmentos de florestas, os morcegos se
alimentavam por 1,2 minutos por arvore (mais que as aves) e frequentemente se deslocavam
mais de 200 m entre as arvores, indicando a possibilidade de movimento de pdlen em longa
distancia .

Recentes estudos de fluxo génico através de técnicas como a analise de paternidade
forneceram evidéncias diretas em varias espécies de que o fluxo génico pode ocorrer ao longo

de distancias consideraveis (DOW; ASHLEY 1996, 1998; NASON et al.; STACY et al.,,
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1996; LOVELESS et al., 1998). Muitas vezes, mais de um quarto de toda a bem-sucedida
polinizacdo envolve o pélen de fora de uma populacdo, com o pélen viajando frequentemente
mais de 1 km (HAMRICK; NASON 2000). O movimento de pdlen de longa distancia
propiciados pelos morcegos podem ser especialmente importante na manutencdo da

diversidade genética nos descendentes desta espécie.

Figura 5. Morcego: A) Com pélen no pélo; B) Se alimentando do néctar na flor. (Adaptado: COSMOS,2007;
FLOWERS,PLANTS N BLOOMS,2009).

As flores de Hymenaea courbaril L. na Amazoénia abrem depois das 22 horas, o que
significa que as condicOes ideais de polinizacdo se concentram a noite. Notivagos, 0s
morcegos sdo os principais polinizadores dessa espécie, visitando as flores para consumir o
néctar, acabam por transportar o pélen de uma flor a outra, ajudando assim na reproducao das
plantas visitadas ( DUNPHY et al., 2004). Lacerda (2007), constatou que a distancia média
do fluxo de poélen dentro desta area de estudo foi de 863 m que é comparavel aos resultados
encontrados por outros espécies de baixa densidade em florestas tropicais. O comportamento
dos polinizadores de H. courbaril, com uma densidade menor que 0,4 arvores/ha, tem uma
polinizacdo duas vezes maior do que o valor descrito para Jacaranda copaia, que tem uma
densidade de 1,1 arvores/ha e seu pdlen é disperso por insetos (JAMES et al., 1998). O que

comprova que os morcegos sdo potenciais polinizadores de longa distancia.

2.6. A Dispersao de Hymenaea courbaril L.
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A dispersao das sementes pode ocorrer em grandes distancias quando levadas por
passaros, morcegos ou pela agua, ou bastante restrita, quando o agente é a gravidade ou o
vento e independente da forma que ocorra, envolve relacdes bastante especificas entre a
planta e seu agente dispersor, possibilitando a manutencdo da dinamica, estrutura e
diversidade do ecossistema. (VAN DER PJIL, 1982). Lacerda (2006) observou na flona do
tapajos, que animais como macacos e araras estdo ativamente envolvidos na dispersdao de
frutos de Hymenaea courbaril L.. Roedores como ratos de espinho (Proechimys simonsi),
Cutiaras (Myoprocta pratti ) e cutias (Dasyprocta fuliginosa ) foram considerados
importantes dispersores em estudo na Amazonia Peruana que comprovou que a maior parte
dos frutos sao abandonadas ou consumidos proximo da origem, a maior parte das sementes
dispersas foi enterrada, o que favorece a germinacgao, e a distancia maxima de dispersao de
sementes vivas foi de 12,1 m, outras sementes foram transportadas até 34 m, indicando que as
sementes foram consumidas e dispersas em uma maior distancia (GORCHOV et al. 2004),
tais valores de dispersdo foram semelhantes aos relatados para a dispersdao de H. courbaril por
cutias na Venezuela (ASQUITH et al.,, 1999) e na Costa Rica durante a estacdo seca
(HALLWACHS, 1986).

Orwa et al (2009) informaram que na América Central e do Sul, as sementes sdao
transportadas por cutias e queixadas, sendo que esses animais abrem as vagens para comer a
polpa do fruto e as sementes. Shanley (2005) registra que na Amazonia, roedores como cutias,
pacas, antas e veados se alimentam da polpa dos frutos, ajudando assim na dispersdao da
espécie na floresta. Hallwatchs (1986) considera as cotias (Dazyprocta azarae) e pacas
(Agouti paca) como os mamiferos mais eficientes na dispersdo secundaria de sementes, visto
que esses organismos costumam enterrar vagens e sementes no solo, tornando-as mais
protegidas da predacdo. Jansen (1975) e Asquith et al. (1999) também salientam a
importancia desses dois animais para a germinacdo de sementes e recrutamento de plantulas
da espécie. A distancia da dispersdao de sementes por pacas pode chegar a 6 m e por cotias a

até 225 m (ASQUITH et al., 1999; HALLWATCHS, 1986).
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Figura 6. Dispersores de Himenaea courbaril L. A) Cutia; B) Cutiara; C) Anta; D) Porco do mato; E) Veado; F)
Rato de espinho.

Onde estdo ausentes as cutias, as vagens tendem a permanecer abaixo da arvore, e
mudas sdo raras (ASQUITH et al. 1999). Hallwachs (1986) prevé que H. courbaril podera ser
extinta em areas com predadores de sementes e sem cutias para enterrar as vagens e sementes.

3. Material e Métodos

3.1. Caracteristicas do local de estudo

A Floresta Nacional do Tapajos possui uma area de 544.927 hectares (600 mil hectares
no decreto de criacao), abrangendo os municipios de Aveiro, Belterra, Placas e Ruropolis, to-
dos no estado do Para. As coordenadas geograficas da area sdo: 2°45” a 4°10” S e 54°45” a
55°30°W. O clima é classificado como Ami no sistema K&ppen, ou seja, tropical imido com
variacdo térmica anual inferior a 5°C. No sistema Gaussen, o clima é classificado como Xero-
quimeénico, apresentando temperaturas mais baixas superiores a 15° e um periodo seco de até
40 dias.Dados climaticos coletados em Belterra registraram temperatura média anual
de25,5°C, maxima de 30,6° C e minima de 21,0° C. Na regido da Flona predominam os Latos-

solos Amarelo Distroficos, solos profundos e com baixa capacidade de troca cationica (COR-



29

DEIRO,2004). A area é coberta pela floresta tropical densa onde as copas das arvores atingem
até 60 m de altura ou mais, com varios estratos ndo uniformes e com alto potencial madeirei-
ro. A vegetacdo é usualmente muito densa com varias palmeiras, espécies arboreas e arbustos
ocupando os estratos inferiores; as familias mais comuns sdo as Lecythidaceae, Sapotaceae,

Leguminosae, Moraceae, entre outras (LACERDA,2007).

Figura 7. Distribuicdo espacial de arvores de Hymenaea courbaril (DAP > 10 cm) antes (a) e apés o
corte seletivo de arvores (b) em uma parcela experimental de 546 ha na Floresta Nacional do Tapajés
(Fonte adaptada: LACERDA, 2007).

O estudo foi conduzido em uma parcela experimental de 546 ha divididos em seis blo-
cos sendo os blocos 4, 5, 6 e 7 de 100 ha, o bloco 3 com 60 ha e o bloco 2 com 40 ha e o blo-
co 8 com 46 ha (Figura 7) situado no km 83 da BR 163 na Floresta Nacional do Tapajos entre
as coordenadas geograficas de latitude 3°20°60” e 3°44°36” S e longitude 54°99°10” e
55°01°61” W. A area passou por uma exploracdo de impacto reduzido (EIR) realizado entre

os meses de agosto e dezembro de 2003.

3.2. Amostragem

Como este estudo é uma continuidade do prévio realizado durante a fase I (Antes da
exploragdo florestal) do projeto Dendrogene, todas as arvores adultas reprodutivas ja tinham
sido amostradas e avaliadas para os nove locos microssatélites, bem como sementes de
polinizacdo aberta também j& foram coletadas e genotipadas antes da exploracao (LACERDA
et al., 2008a, b), para esse trabalho foram amostradas apenas sementes de polinizacdo aberta

pos-exploracdo que foram coletadas durante os meses de junho a agosto de 2008. Devido a
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baixa producdo de frutos por determinadas arvores, a predacdo por insetos que perfuram as
sementes e mamiferos que se alimentam do fruto, obtivemos amostras de frutos de somente
16 arvores matrizes, porem para esse estudo usamos 14 arvores matrizes devido as outras 2
ndo terem frutos suficientes para uma boa amostragem. Os frutos foram quebrados, lavados e
plantados em um viveiro particular situado no municipio de Belterra-PA, depois de
germinadas, foram coletados quatro folhas de cada plantula e as mesmas foram colocadas em
sacos de papel devidamente identificado com o niimero da arvore matriz e data da coleta, os
sacos foram colocados em uma caixa de plastico contendo silica gel, as amostras foram

transportadas para o laboratério de genética molecular do INPA, em Manaus-AM.

3.3. Extracao, quantificacao e diluicao do DNA

A extracdo do DNA de H.courbaril foi feita utilizando-se o protocolo de extracdo de
tecidos vegetais CTAB brometo de cetiltrimetilam6nio (DOYLE; DOYLE, 1987) otimizado
por Ferreira e Grattapaglia (1998). O material vegetal foi macerado utilizando-se um disruptor
celular FAST PREP (Qbiogene, USA). A quantificacdo do DNA extraido foi feita por
comparacao com padrdes de massa molecular conhecida, utilizando-se DNA do bacteriéfago
Lambda (50 ng, 100 ng e 200 ng de DNA) apos eletroforese em gel de agarose 1,5% corado
com brometo de etidio (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). Os géis foram analisados em
transluminador sob luz ultravioleta e fotodocumentados. Apds a quantificacdo, as amostras do
DNA extraido foram diluidas em 4gua ultra-pura e padronizadas a uma concentracdo de 2,5

ng/pL.

3.4. Analise de locos microssatélites

Os nove locos microssatélites desenvolvidos para a espécie por Ciampi et al. (2000)
foram utilizados neste estudo. A amplificacdo foi feita via PCR (Reacdo da Polimerase em
Cadeia) utilizando-se tampao de PCR 1% (10 mM Tris-HCI, pH 8,3, 1,25 mM (NH4),SO, e
2,5 mM MgCl,), 0,19 uM de DNTp, 0,24 ug/ul de BSA, 0,7 unidades de Taq polimerase, 0,3
UM de cada primer e 10ng de DNA. O volume final da reagdo foi de 10ul. As amostras foram
desnaturadas a 94°C e submetidas a 30 repeticoes do seguinte ciclo: 30 seg. a 94°C, 1 min. a
56°C e 1 min. a 72°C. A temperatura de anelamento foi especifica para cada primer. Os

produtos da PCR foram visualizados em gel de agarose 3,0%.



31

3.5 Genotipagem

Ap6s as reagdes de PCR as amostras foram quantificadas e diluidas em agua ultrapura
de acordo com o produto da PCR de cada amostra. Utilizamos o sistema multiplex que
possibilita a andlise de varios locos de uma tnica vez Os primers foram agrupados em trés
diferentes combinacées, cada um marcado com diferentes cores de fésforo (FAM, NED e
HEX) em que primers de similar tamanho foram marcados com diferentes fluorescéncias.
Para a andlise, usamos o seqiienciador automdatico ABI 3130 XL. Para deteccao dos
fragmentos amplificados, foi utilizado o marcador de peso molecular GeneScan 500 ROX
(Applied Biosystems, Inc.), seguindo as instru¢des do fabricante. Os produtos da amplificacao
foram analisados por meio do software GeneMapper (Applied Biosystems, Inc.) para estimar

o tamanho dos alelos e em seguida e exportados para uma planilha do Excel.

Tabela 1.: Nome do primer, seqiiéncia de oligonucleotideos, niimero de repeticdes (n ° Rep),
temperatura de anelamento (TA), produto do PCR dos locos utilizados para andlise do genétipo H.

courbaril. e () numero do sistema multiplex utilizado para Hymenaea courbaril.

PRIME SEQUENCIA (5’ to 3’) N°. T.A PROD.PCR DYE
R REP (°C)
Hcé6 Forward: AACCGAGTCTCCCTCCATCT (CT)zs 54 60-130 FAM(1
Reverse: TGCTGCAAACCCAGGGAACA )
Hcl2 Forward: TGTTCCAATTTATGTCCATGGTT (TC)21 60 144-214 HEX(1
Reverse: TGGATGGTTGTGAAGAAAAGG )
Hcl4 Forward: CATTCTGCCATCGGTAGGTT (TC)17 50 108-177 FAM(2
Reverse: TCACCCAAACAGGAGTGAA )
Hcl7 Forward: TGATTTCATTCCCCTCTTGC (TC)13 60 100-150 HEX(2
Reverse: GGTCAAAGAAAATGCTGGCT )
Hc25 Forward: TGCAATTCGACTTCTTGGTT (TC)26 56 110-244 NED(1
Reverse: AAACACCGATTGACATTGTTITT )
Hc33 Forward:GAACAAATCAACTTTCTTTGA- (AG)1s 58 110-160 FAM(3
AGC
Reverse: TTGACGCTTATTTTGCACCA )
Hc34 Forward: CCAGCCCATGAACGAAGT (TG)o 58 118-224 NED(2

Reverse: GGTGTCGTGTTGTGTATGGC (AG)12
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Hc40  Forward: CCTCTCTCCCAAATTCACGA (AG)26 60 169-215 HEX(3
Reverse: TGCAATAGAATTTCCGAGGC )

Hc42  Forward: TGGCTAAAAGTTGGGAGGGT (CA)s 60 111-175 NED(3
Reverse: TTCCCCCTTTTCATGTTGTC (AG)19

)

3.6. Analise de segregacao dos locos

O estudo da heranca dos locos SSR em H. courbaril foi realizado com base no método
de analise descrito por Gillet e Hattermer (1989), que compara o genétipo de uma arvore
materna heterozigota com a segregacdo de suas progénies de polinizacdo aberta. Assume-se
que os locos que apresentam segregacdo regular de seus genes estdo sob a classica heranca
Mendeliana, atendendo trés requerimentos basicos: i) apresentam uma segregacao meiotica
regular durante a producao dos évulos; ii) apresentam uma fertilizacdo aleatéria dos 6vulos
por cada tipo de pélen; iii) que entre o evento de fertilizacdo e o momento de genotipagem
das sementes, ndo ocorreu selecao devido a diferengas na viabilidade. Assumindo-se também
que existe uma relacdio de co-dominancia entre todos os alelos, o método prevé que as
seguintes condi¢Oes sejam satisfeitas: a) Toda progénie de uma arvore materna AA; deve
possuir o alelo A; da arvore mae; b) Em casos de uma arvore mde heterozigota (ex. A4, i#j):
i) cada individuo de uma progénie deve possuir um dos alelos da arvore materna, A; ou A;; ii)
o numero de progénies heterozigotas AA; (n;) é esperado ser igual a soma das progénies
homozigotas AA; (ni) AA; (ny), M;=M; Ny ; iii) o nimero de progénies heterozigotas AiAx
(nx) é esperado ser igual ao nimero de progénies heterozigotas AAx (i), "x=Mjx , com
k#i,j .

Com base neste modelo e utilizando-se as progénies de polinizacdo aberta, amostras
das 14 arvores maternas, procedeu-se a comparacdo dos fendtipos observados em cada
progénie de arvore materna heterozigota, para um dado loco, com o esperado pela hipotese de
segregacdo regular mendeliana 1:1. A hip6tese de segregacdo regular foi aceita ou descartada
com base em um teste G padrdao realizado para cada progénie. Em casos de desvios
significativos da hipotese de segregacdo esperada 1:1, todos os testes G individuais de arvores

maternas para o mesmo genétipo foram somados e um teste G total para a segregacao 1:1 foi

obtido ( G1oar:1 ). Posteriormente, os fenétipos observados em progénies de arvores maternas

de mesmo genétipo heterozigoto foram somados e um teste G agrupado foi obtido ( Gy

agrupado

). A hipétese nula do teste G agrupado é a de igual proporcdo dos tipos de gametas na
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progénie produzida por diferentes arvores maternas de mesmo gendtipo heterozigoto. Apos,

testou-se a hipotese de homogeneidade de segregacdo entre progénies, usando-se um teste G

de heterogeneidade ( G kecerogeneidade ), obtido pela subtragdo do teste G agrupado ( G agrupado -1
), do teste G total (Growr:1 ). Esses testes G sdo aditivos de forma que

G rotat: 1= G Heterogeneidade” G Agrupado,:1 , com n, n-1 e 1 grau de liberdade, respectivamente.

3.7. Analise de desequilibrio de ligacao

O teste de desequilibrio gamético foi realizado para adultos, jovens e progénies
utilizando-se o programa FSTAT (GOUDET, 1995). A hipétese Hy: 4 =0 foi testada e a
probabilidade do teste utilizada para determinar o desequilibrio entre todos os pares de locos.
Para evitar-se falsos positivos, foi utilizada uma correcdo de Bonferroni para 95% de
probabilidade (a=0,05). Adicionalmente, como este teste é sensivel ao tamanho amostral, no
caso das progénies, reamostrou-se aleatériamente 55 plantas (o que corresponde ao tamanho
amostral das arvores adultas) e o teste foi repetido, a fim de excluir-se o efeito do maior

tamanho da amostra.

3.8. Teste de ligacao entre os locos.

O estudo da ligacdo entre pares de locos foi realizado com base na pressuposicao de
que arvores maternas heterozigotas para dois locos (AA;B;B;), na auséncia de ligacdo, selecdao
e diferencas na viabilidade gamética, produzem igual proporgao (teste 1:1:1:1) dos diferentes
tipos gaméticos: A;B;, AiB;, A;B; e A;B;. Com base neste modelo e utilizando-se as progénies de
polinizacdo aberta e amostras das 14 arvores maternas, procedeu-se a comparacao dos
genotipos observados em cada progénie de arvore maternas duplamente heterozigota, com a
expectativa de esta ocorrendo a segregacdo regular mendeliana 1:1:1:1 conforme o esperado.
A hipétese de segregacdo regular foi aceita ou descartada com base em um teste G padrao

realizado para cada progénie.

3.9. Analise da diversidade genética e do indice de fixacao

A diversidade genética foi caracterizada para trés diferentes fases de desenvolvimento,

adultos reprodutivos (DAP>48 cm), ndo reprodutivos (DAP<48 cm) e progéenies. A
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diversidade genética das amostras foi caracterizada pelos indices: nimero médio de alelos por
loco (A ), niimero efetivo de alelos por locos ( A ), heterozigosidade observada ( H, ) e
heterozigosidade esperada segundo as proporgdes do equilibrio de Hardy-Weinberg ( H. ).
Para fazer inferéncia nos niveis de endogamia foi estimado o indice de fixacdo ( F ). Para
verificar se o indice de fixacdo diferia significativamente de zero foi utilizada uma
reamostragem de gendtipos por permutacdo (10000). Os indices de diversidade, o indice de
fixacdo e as permutagGes foram calculados utilizando-se o programa FSTAT (GOUDET,
1995). Para verificar se estes indices diferiam entra as amostras, calculou-se o erro padrao da
média a 95% de probabilidade com base em reamostragem Jackknife sobre locos. Para
verificar o poder de resolucdo dos locos para analise de paternidade, estimou-se a
probabilidade de exclusdo de paternidade do segundo parente, quando um dos parentes é
conhecido, no presente caso a arvore materna [PF(Exz) ], utilizando o programa CERVUS
3.0 (MARSHALL et al., 1998; KALINOWSKI et al., 2007).

3.10. Analise da distribuicdo espacial dos genétipos
As andlises da distribuicdo espacial intrapopulacional de gendtipos foram realizadas
utilizando-se o estimador do coeficiente de coancestria (fx, ) proposto de Loiselle et al.

(1995). O coeficiente 8, mede a extensio da similaridade entre os individuos X e Y,
relativo a similaridade genética média entre dois individuos aleatérios da amostra (HARDY;
VEKEMANS, 2003). O coeficiente 9., é definido para cada k-ésimo alelo do I-ésimo loco

em cada par de individuos, x e y, como:
Z Z (Pak— plk)(pylk Pi)
0 = Hy L
Y Z Z plk (1- sz ' (2n,—1)

b

em que Pxuxk e Py sdo as frequéncias do alelo k no loco I no individuo x e y,
respectivamente (assumindo valores de zero, 0,5 e 1 em homozigotos para alelos alternativos,
heterozigotos e individuos homozigotos para o alelo em consideracdo, respectivamente). Pk

é a frequéncia média do alelos k no loco I na populacdo amostrada, em que ™, é o niimero de
alelos existentes no loco I (nimero de individuos multiplicados pelo nivel de ploidia, menos o
nimero de alelos ndao amplificados). Para visualizar a estrutura genética espacial, os valores
de 0, foram calculados para a média de pares de individuos dentro de classes de distancia

pré-determinadas. Foram usadas oito classes de distancia de 250 m para analise dos adultos e
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classes de diferentes distancias para a andlise dos regenerantes, procurando-se alocar um
nimero similar de pares dentro de cada classe. Para testar se os valores médios eram
significativamente diferentes de zero e existia estrutura genética espacial, o intervalo de
confianga a 95% de probabilidade foi calculado para cada valor observado em cada classe de
distancia, usando permutacao de individuos entre classes de distancias (1000 permutagoes). O
intervalo de confianca foi usado para construir o correlograma. As andlises foram conduzidas

utilizando o programa Sracepi versao 1.2 (HARDY; VEKEMANS, 2003).

3.11. Sistema de cruzamento

O sistema de cruzamento do evento reprodutivo apés a exploracdo foi caracterizado
pelos modelos misto de reproducdo (RITLAND; JAIN, 1981) e de cruzamentos
correlacionados (RITLAND, 1989), utilizando o programa MLTR (RITLAND, 2002). Os

parametros estimados foram: a) taxa de cruzamento multiloco (¢t ); b) taxa de cruzamento

uniloco (¢ ); c¢) taxa de cruzamento entre aparentados (!»—{s ); d) correlacio de
autofecundacdo, que em termos praticos mede a variagao individual na taxa de cruzamento ou
a probabilidade de se amostrar duas sementes de uma arvore mde e ambas serem irmaos de
autofecundacdo (s ) e; e) a correlacdo multiloco de paternidade ( "p(m) ). O erro padrao dos
parametros foi estimado por 1000 reamostragens bootstrap. Estas analises foram conduzidas
em nivel de populacdo e de arvores matrizes, com excecdo da correlacdo de autofecundagao
que foi estimada apenas em nivel de populagao.

Da estimativa dos parametros do sistema de cruzamento foram estimados outros

parametros genéticos como: numero efetivo de 4arvores polinizadoras, Nep=1/ rom)

A
A

proporc¢ao de pares de irmdos de autofecundacdo dentro de progénies, P,,=S , em que s é a
taxa de autofecundacdo (5=1-T, ); proporcio de pares de meios-irmdos dentro de
A s - _ 22 A ~ . ~ As
progénies, Pu;=t,7,(m) ; proporcdo de pares de irmdos-completos dentro de progeénies,

- A2 A ~ . ~ ~ . ~
P, =t,(1-r p(m)) e; proporcao de pares de irmdos de autofecundacdo e irmdos de

A . A A2 , . . .. 9.
cruzamentos dentro de progénies, P,-=2st;, . Também foi estimado o coeficiente médio de

coancestria ( © ) entre plantas dentro de progénies e o tamanho efetivo de variancia ( Ve ). O
coeficiente médio de coancestria dentro de progénies foi estimado de acordo com o método de

Sebbenn (2006), que acomoda cruzamentos entre parentes, autofecundacoes, variacdes na
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taxa de cruzamento entre plantas, cruzamentos correlacionados e endogamia na geracao
parental. O calculo em nivel de populacao foi realizado utilizando-se a expressao:

2
©=0,125(1+F ,)[4s(s+t,)+t(1+r,) |+

+0,25(t,—t)[2(1+F 420 ) (s+t )+t (1+F ,+60 )(1-r )|+

+0,125(t,,—t,)*[(1+F,+60,)(1-r,)+(1+F,+20,)2r,] -

Ja em nivel de progénies, a coancestria foi estimada utilizando a expressao:
©=0,125(1+F ) [4s[(1—r ) (s+t,)+r |+t (1=F,)+t,r ] (1+r )]+

+0,25(t,—t ) (1=r)[2(1+F,+20 ) (s+t )+t (1+F +60 )(1-r )]+

+0,125[(tm—ts)2(1—r5)+(tm—ts)rs][(1+Fp+6®p)(l—rp)+(1+Fp+2®p)2rp] ,

Para o calculo do coeficiente de coancestria da populagdo parental que efetivamente se
cruzou, partiu-se o indice de fixagdo das progénies ( F'» ) nos seus componentes devido a

autofecundagdes (Fs ) e cruzamento entre parentes (F t,—t, )s F,=F+F t,—t, , sendo a

A i

A
endogamia advinda de autofecundagdo (S ) estimada por F:UBS H'F
[ )

coeficiente de endogamia na geragdo parental, e devido a endogamia advinda de cruzamento

A
entre parentes (1—s) estimada por ﬁ[m_tsz@p , de forma que, F:OSS H-F -H-S@ .
i

>

Assim, de posse de F, e F, podese estimar F: « por F¢ =F,—F

N

consequentemente conhece a coancestria média efetiva das arvores que se cruzardo ( @, )
sem pressupor o equilibrio de endogamia.

O tamanho efetivo de variancia ( NVe(v) ) médio das progénies e individual por progéni-
es foi calculado da variancia amostral das freqiiéncias alélicas e utilizando uma populacao
idealizada (infinitamente grande e panmitica, sem endogamia, selecdo, mutacdo e migracao)

como referéncia:
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N 0,5

¢ I+F, (COCKERHAM, 1969),
2n

A

n—1
n

Xy

em que n € o tamanho da amostra das progénies.
O numero de arvores matrizes necessarias para a coleta de sementes foi calculado
utilizando-se a expressao:

A

m:Ne( referénciav)/Ne(v) (SEBBENN’ 2003)’

em que N, é o tamanho efetivo de referéncia ou que se pretende reter na amostra das

referénci)
sementes. Esta estimativa é baseada em duas pressuposicoes: i) que as arvores matrizes onde
serd feita a coleta de sementes ndo sdo parentes entre si; ii) que as arvores matrizes
amostraram um conjunto de polen ndo sobreposto. Neste calculo utilizou-se como tamanho

efetivo de referéncia o valor de 150.

3.12. Diferenciacao no conjunto de poélen cruzado.

Para quantificar a diferenciacdo no conjunto de pdlen recebido pelas diferentes arvores
matrizes foi feita uma analise TwoGener utilizando o gendétipo das progénies das 14 arvores
matrizes. Como duas geracdes (mde e filhos) sdo utilizadas para esse célculo, foi possivel a
quantificacdo da heterogeneidade entre os gametas masculinos amostrados pelas arvores
maternas. Utilizando-se esse método, calculou-se a diferenciacdo global do conjunto génico
do pélen ( P ) entre as drvores matrizes, por anélise de varidncia (AMOVA; EXOFFIER et
al., 1992) e utilizando-se o programa POLDISP (ROBLEDO-ARNUNCIO et al., 2007). Desta
andlise, o parametro @, foi calculado como uma correlagdo intra-classe (quanto maior a

variacao dentro das progénies, menor ¢ a diferenciagdo entre):

~2

A

®,=——— (SMOUSE et al., 2001),
ot | )

2 N A . A s - , . 2,
em que 0, ¢é a variacdo da freqiiéncia génica no polen entre as arvores matrizes e 0; € a
variacdo da freqiiéncia génica no polen dentro de cada arvore matriz. O intervalo de 95 % de
confianca entre todas as 4rvores matrizes Px foi estimado por permutacdo dos gametas

masculinos entre os doadores de sementes (1000 vezes). Contudo, como o pardmetro Py

pode ser superestimado devido a endogamia e autofecundacdo na populagdo parentail

(AUSTERLITZ; SMOUSE, 2001a), este foi corrigido com base em Austerlitz e Smouse
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A A

(2001b) para o coeficiente de endogamia na geracdo parental ( F, ), por ﬁ‘)'ﬂ:q)ﬂ/ (1+F p) .
J& de acordo com Burczyk; Koralewski (2005) o parametro @ foi corrigido para a taxa de

autofecundagdo (s) em que: ‘55,;:(2 é’}t—§2)/2( 1-5)° .

3.13. Analise de paternidade.

As analises de paternidade de cada semente foi conduzida usando o método de
maxima verossimilhanca (MEAGHER; THOMPSON, 1986), comparando o genétipo das
arvores adultas e as sementes de arvores maternas conhecidas, utilizando o programa
CERVUS 3.0 (MARSHALL et al., 1998; KALINOWSKI et al. 2007). A paternidade de cada
semente foi determinada pela estatistica 4 , que é a diferenca entre o LOD do candidato a pai
mais provavel, menos o segundo mais provavel candidato a pai. Para encontrar o valor critico
de 4 foram conduzidas simulagdes, usando 50.000 repeticGes, 0,01 como a propor¢do com
locos com erro e todas as arvores adultas reprodutivas (n=55) como candidatos a parental
paterno. Foram utilizados os niveis de confiabilidade de 95% como restrito e de 80% como
relaxado, conforme sugestao de Marshall et al. (1998). Se um candidato a pai de uma semente
tinha um valor de A maior que o valor critico de A, calculado das simulacGes, este foi
considerado o verdadeiro pai. Se uma mesma arvore materna foi encontrada como o provavel
parental paterno, esta semente foi considerada como advinda de autofecundacdo. Assim, a

estimativa da taxa de autofecundacdo (S ) foi calculada como o nimero de progénies
autofecundadas (sefed ), dividido pelo ntimero total de progénies amostradas (7 ):

$=nNg.4/N . Sementes que ndo tiveram nenhuma arvore identificada dentro da parcela como
parental paterno foram assumidas como imigrantes e o verdadeiro pai deve estar fora da
parcela. A probabilidade de determinar erroneamente um pai de uma semente dentro da
parcela, quando o verdadeiro pai esta fora da parcela (fluxo génico critico) foi calculada como
descrito em Dow e Ashley (1996). A taxa de imigracdo de polen na parcela ( ™ ) foi calculada
como a propor¢do de sementes que nao tiveram um parente paterno determinado dentro da
parcela ( Mimmigran: ) Telativamente a nimero de sementes amostradas ( "ww ) (BURCZYK et
al., 1996). Da andlise de paternidade, a distancia de dispersao de pdlen foi calculada com base
na posicdo da arvore matriz e do potencial parente dentro da parcela. Para determinar se a
polinizagdo é uma funcado da distancia entre as arvores matrizes e os potenciais polinizadores,

foram comparadas as freqiiéncias de distancia entre todas as arvores potenciais polinizadoras
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em relagdo as arvores matrizes com a distribuicdo de freqiiéncia de distancia que ocorrerdo os
cruzamentos, usando o teste Kolmogorov-Smirnov (SOKAL; ROHLF, 1995).

Dos resultados da analise de paternidade também foi estimado o numero efetivo de

doadores de pélen ndo viciado ( Ne, ) para cada arvore matriz, como definido por Nielsen et
al. (2003):
A (n—1)

=k,
2 f)?(n+1)(n—2)+(3—n)

1

2 A Al Cen— .
em que p; é a freqiiéncia observada de progénies filhas do pai i ( P;=%/" ), X; é o nlimero
de sementes filhas do pai i, e n é o tamanho da amostra. Do parametro N., foi calculado a

correlacdo de paternidade como: fp=1/N ep - De posse da taxa de autofecundagdo e da

correlacdo de paternidade, foi estimado também o coeficiente de coancestria e o tamanho

efetivo de variancia como previamente descrito na analise do sistema de reprodugao.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1. Heranca e segregacao

O teste G de maxima verossimilhanca, apds correcdo de Bonferroni, detectou
diferencas significativas entre a segregacdao observada e a esperada 1:1, individual por arvore
matriz, apenas para o loco HC33, em uma progénie (Tabela 2). O teste G total e agrupado
para as duas matrizes analisadas para este loco ndo detectaram desvio de segregacdo. A
segregacdo desse loco foi avaliada apenas para duas progénies, compostas por 13 e 18 plantas,
e em uma, o teste ndo detectou diferencas significativas. Optou-se pela ndo eliminagdo deste
loco, mas sugere-se estudar mais profundamente a segregacao deste loco com base em uma
amostra maior tanto em termos de numero de progénies, bem como plantas dentro de

progénies.
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Tabela 2. Testes para hipotese de segregacdo regular (G) de nove marcadores microssatélites em

Hymenaea courbaril. (n é o tamanho da amostra; G1 ¢ a estatistica G de maxima verossimilhanca para

o teste da hipdtese de ;=N;+1N;; ;: G2 é a estatistica G de maxima verossimilhanca para o teste da

hipétese de My =My ;

Ny =Ny +n;+n,

Np,=Ny+n,

Loco-

Matriz Gendtipo n NN +ng Mg M G, G,
Hc6

400131 5864 17 4:13 0:0 5,02 -
400440 6468 19 3:6 1:9 1,02 7,36
500182 5864 15 8:7 0:0 0,07 -
700119 5864 19 11:8 0:0 0,48 -
702357 5864 10 4:6 0:0 0,40 -
Hcl2

401048 158160 20 8:12 0:0 0,81 -
401169 158160 17 13:4 0:0 5,02 -
501785 158160 14 8:6 0:0 0,29 -
602696 158160 20 13:7 0:0 1,83 -
700119 158160 20 12:8 0:0 0,81 -
702357 158160 13 6:7 0:0 0,08 -
Hc42

400131 124140 20 2:6 12:0 2,09 -
400440 124126 19 2:5 6:6 1,33 -
401048 124140 18 1:1 10:6 - 1,01
501383 124144 14 1:3 3:7 1,05 1,65
606001 122124 12 5:7 0:0 0,33 -
Hc14

400131 118122 20 4:16 0:0 7,71 -
501383 118122 16 4:12 0:0 4,19 -
502348 118122 12 4.8 0:0 1,36 -
700119 118122 20 12:8 0:0 0,81 -

Hc40



400131
400440
401048
401169
500182
501383
501785
600959
602696
700119

170174
174182
166188
160184
170180
180188
168172
168188
174184
168184

20
20
20
17
17
13
13
17
18
14

1:5
1:2
0:1
0:0
2:2
1:2
2:2
20
0:0
1:2

7.7
5:12
9:10
6:11

7:6

3:7

6:3
4:11
12:6

6:5

2,97
0,05
1,49
0,08
1,65
1,02
3,40
2,04
0,09
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Continuacao da Tabela 2.

Locus-

Seed-tree  Genotype n nin;+n; Mt My G, G,
Hc34

400131 188190 19 2:5 1:11 1,33 9,75
400440 190192 18 2:1 5:10 0,34 1,70
401048 164190 10 4:6 0:0 0,40 -
602696 190192 16 5:3 7:1 0,51 5,06
700119 190192 16 3:6 2:5 1,02 1,33
702357 190192 12 0:0 8:4 - 1,36
Hc33

501785 108110 13 5:8 0:0 0,70 -
606001 108110 18 2:16 0:0 12,40* -
Grouped 108110 31 7:24 0:0 9,86

Hcl7

400131 106112 20 5:2 7:6 1,33 0,08
400440 110112 16 11:5 0:0 2,31 -
500182 106114 16 2:5 2:7 1,33 2,94
501383 106110 15 5:3 1:6 0,51 3,96
501785 106110 18 0:4 12:2 - 7,92
602696 106110 20 8:12 0:0 0,81 -
700119 110114 20 4:4 7:5 0,00 0,33
Hc25

400131 120152 20 1:7 6:6 5,06 -
401048 122152 18 2:7 1:8 2,94 6,20
600959 122154 17 2:5 1:9 1,33 7,36
602696 120154 16 1:9 2:4 7,36 0,68
606001 122150 15 0:2 8:5 - 0,70

Probabilidade para a correcao de Bonferroni (a= 0,05)=0,00058 ( xﬁr,pn-w =11,05).

4.2. Teste de desequilibrio de ligacao entre os pares de locos

Devido a sensibilidade do teste de desequilibrio gamético ao tamanho da amostra
(quanto maior o tamanho da amostra, maior a sensibilidade do teste), este foi realizado
separadamente para os individuos considerados ndo reprodutivos (DAP<48 cm), adultos
reprodutivos (DAP>48 cm), progénies e uma sub-amostra das progénies (n=55), de tamanho
similar a amostra dos nao reprodutivos e adultos (Tabela 3). Apés a correcao de Bonferroni,
foram observados indicios de desequilibrio gamético entre sete pares de locos (HC6XHC42,
HC6XHC17, HC42XHC40, HC42XHC17, HC40XHC17, HC40XHC25 e HC34XHC33),
apenas na amostra de progénies. Tais desvios podem ser causados, como previamente
comentado, pelo efeito do grande tamanho amostral (n=250), por ligacdo fisica entre os locos
(ocorrem no mesmo grupo de ligacao dentro dos cromossomos), por deriva genética, selecao

natural, imigracdo, cruzamentos entre parentes e autofecundagdes. Contudo, quando o teste
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foi aplicado sobre uma sub-amostra de 55 plantas, o teste ndo se apresentou significativo para

nenhum dos pares de locos, o que indica que o aparente desequilibrio previamente observado

era um artefato do grande tamanho amostral. Isso indica que este conjunto de locos pode ser

utilizado para estudos da estrutura genética, sistema de reproducdao e fluxo génico

contemporaneo com a espécie H. courbaril.

Tabela 3. Desequilibrio de ligacdo entre os locos em diferentes fases ontogénicas de Hymanaea

courbaril L. Os valores na tabela sdo as probabilidades ap6s 1000 permutagées. O valor limite de

significancia ap6s correcdo de Bonferroni é 0,000347.

Nao Adultos Progénies Progénies
reprodutivos (DAP>48 cm) (n=250) (n=55)
Pares de locos (DAP<48 cm)
HC6XHC12 0,85417 0,02083 0,00486 0,52847
HC6XHC42 1,00000 0,16389 0,00035 0,12396
HC6XHC14 0,81007 0,54931 0,71181 0,87743
HC6XHC40 0,52049 1,00000 0,00278 0,06389
HC6XHC34 0,06181 0,00104 0,06806 0,05451
HC6XHC33 0,01146 0,26250 0,17118 1,00000
HC6XHC17 0,62396 0,63889 0,00035 0,26042
HC6XHC25 0,26285 0,70938 0,13576 0,42014
HC12XHCA42 0,14722 0,81076 0,13229 0,70938
HC12XHC14 0,05313 0,74479 0,41007 0,06667
HC12XHC40 0,89514 0,98090 0,00104 0,37708
HC12XHC34 0,06632 0,05660 0,06424 0,09514
HC12XHC33 0,96285 0,79479 0,44479 0,94201
HC12XHC17 0,51840 0,61840 0,04132 0,01563
HC12XHC25 0,43924 0,99688 0,61007 0,52813
HC42XHC14 0,11354 0,82674 0,22569 0,56979
HC42XHC40 1,00000 0,55278 0,00035 0,02083
HC42XHC34 0,11215 0,12951 0,01875 0,74583
HC42XHC33 0,46111 0,28160 0,02986 0,97361
HC42XHC17 0,34931 0,36493 0,00035 0,02604
HC42XHC25 1,00000 0,85104 0,01042 0,05625
HC14XHC40 0,36076 0,25625 0,03611 0,05417
HC14XHC34 0,14826 0,78125 0,42049 0,89826
HC14XHC33 0,16528 0,60938 0,32674 0,93611
HC14XHC17 0,05451 0,50208 0,18785 0,18715
HC14XHC25 0,91563 0,60069 0,30278 0,84583
HC40XHC34 0,34028 0,89861 0,02188 0,01910
HC40XHC33 0,66042 0,61910 0,00799 0,55139
HC40XHC17 0,76389 0,30104 0,00035 0,00903
HC40XHC25 0,74340 1,00000 0,00035 0,74792
HC34XHC33 0,31632 0,00104 0,00035 0,91736
HC34XHC17 0,06389 0,00139 0,09757 0,08993
HC34XHC25 0,32535 0,30972 0,15625 0,04722
HC33XHC17 0,13472 0,77396 0,08264 0,46354
HC33XHC25 0,75486 0,04896 0,20347 0,05833
HC17XHC25 0,64653 0,45799 0,01632 0,20208
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4.3. Teste de ligacao entre os pares de locos.

Para confirmar a independéncia de segregacdo dos alelos dos diferentes locos,
realizou-se um teste de ligacdo entre pares de locos, utilizando-se as informacdes genéticas de
arvores matrizes duplamente para dois locos e observando-se a segregacao em suas progéenies
(Tabela 4). Apos a correcdo de Bonferroni, dos 106 testes realizados, apenas oito (7,4%)
foram significativos e indicaram a presenca de ligacao entre locos. Contudo, em quase todos
0s casos, os testes foram significativos para diferentes pares de locos e em apenas uma
progénie e um numero maior de progénies para estes mesmo pares de locos se ajustaram a
segregacdo Mendeliana 1:1:1:1. Assim, conclui-se que estes locos ndo estdo ligados e os
poucos desvios observados podem provavelmente ser atribuidos a problemas amostrais, como
pequeno numero de plantas amostradas por progénies (n=20). Estes resultados confirmam o
teste de desequilibrio gamético que sugeriu que os nove locos aqui analisados estdo em
equilibrio de ligacdo e os alelos de diferentes locos segregam de forma independente.
Portanto, estes locos podem ser utilizados para quantificar a estrutura genética, o sistema de

reproducao e o fluxo génico contemporaneo de populagcoes da espécie.
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4.4. Diversidade genética na amostra total

Na amostra total de 361 plantas (adultos, ndo reprodutivos e progénies) foram
detectados 156 alelos, variando entre locos de seis a 27 alelos, como média de 17,33 alelos
por locos (Tabela 5). O nimero médio efetivo de alelos por locos ( 4. ) foi muito menor do
que o nimero médio de alelos por locos (k), variando de 1,19 a 13,70, com média de 4,55, o
que indica que embora os locos tenham um grande numero de alelos segregando, a grande
maioria destes tem baixa freqiiéncia. A heterozigosidade observada ( H, ) variou de 0,104 a
0,910, com média de 0,551 e foi sempre inferior a heterozigosidade esperada em Equilibrio de
Hardy-Weinberg ( H. ), que variou de 0,160 a 0,927, com média de 0,633. Como a H, foi
sempre inferior a H. , todos os valores do indice de fixacdo ( F ) foram positivos, variando
de 0,011 a 0,368, com média de 0,116. Apos a correcao de Bonferroni, os valores do indice
F foram significativos em seis dos nove locos e para a média dos locos, sugerindo

endogamia na populacao.

Tabela 5. Indices de diversidade genética e indice de fixacdo para rvores adultas, ndo reprodutivos e
progénies de Hymenaea courbaril L. k é o niimero total de alelos; A, é o niimero efetivo de alelos

nos locos; H, é a heterozigosidade observada; H,. é a heterozigosidade esperada em Equilibrio de

Hardy-Weinberg; F é o indice de fixacdo.

A A S

Loco n k A, H, H, F

HC6 341 18 2,80 0,466 0,643 0,256*
HC12 329 6 2,04 0,429 0,510 0,111*
HC42 278 20 4,85 0,741 0,794 0,065*
HC14 303 11 1,39 0,248 0,280 0,084
HC40 322 21 13,70 0,910 0,927 0,018
HC34 276 21 4,76 0,775 0,790 0,011
HC33 337 7 1,19 0,104 0,160 0,368*
HC17 336 27 4,12 0,690 0,757 0,073*
HC25 294 25 6,13 0,595 0,837 0,274*
Média -- 17,33 4,55 0,551 0,633 0,116*
Total 361 156 - -- -- -

* significativos a 5% de probabilidade apds a correcao de Bonferroni (0,0056).

4.5. Diversidade genética e indice de fixacdo entre geracoes
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Um maior nimero de alelos foi observado na amostra de ndo reprodutivos (122
alelos), seguido da amostra dos adultos (103) e das progénies (84), embora o tamanho
amostral das progénies foi aproximadamente cinco vezes maior do que a dos adultos e a dos
nao reprodutivos (Tabela 6). Destes alelos, 29 alelos eram exclusivos aos ndo reprodutivos,
nove as arvores adultas e 14 as progénies. Isto indica que, os ndo reprodutivos representam
um rico reservatorio de diversidade genética que podera vir a ser incorporada nas novas
geracoes da presente populacdo, quando estes se tornarem reprodutivos. Indica também que
ocorreu deriva genética na populacdo durante os eventos de recombinacdo (cruzamentos) e
nem todos os alelos presentes nos adultos foram passados para as geracdes descendentes
(progénies e ndo reprodutivos). Indica ainda, que ocorreu a imigracao de pélen (fluxo génico)
na parcela, trazendo alelos de arvores localizadas fora desta.

O numero médio de alelos por loco apresentou o mesmo padrdo que o numero total de
alelos por loco, sendo de 13,56 nos nao reprodutivos, 11,44 nos adultos e 9,33 nas progénies.
Comparando adultos e progénies, este resultado sugere que nem todas as arvores adultas
participaram do evento reprodutivo que deu origem as sementes e passaram seus genes para a
populacdo descendentes, como observado na Tabela 6. De fato, avaliando o intervalo de
confianca a 95% de probabilidade, é possivel concluir que o niimero médio de alelos por
locos foi significativamente diferente entre todas as amostras (adultos, ndo reprodutivos e
progeénies).

O niimero efetivo de alelos por locos ( A ) foi muito menor do que o nimero médio
de alelos por locos em todos os locos e amostras, indicando que muito dos alelos tem baixa
freqiiéncia nas diferentes geracoes. A média entre locos para A, diferiu significativamente
entre adultos e progénies e entre ndo reprodutivos e progénies, sendo que as progénies tinham

o menor valor.

A heterozigosidade observada ( H, ) e a esperada ( H. ) foram maiores nos adultos e
significativamente diferente entre adultos e progénies. Isto indica que ocorreram alteragoes
nas frequéncias genotipicas entre estas duas geracoes, no sentido de aumento da homozigose
nas progénies, provavelmente devido a autofecundacdes e/ou cruzamentos entre parentes.

Comparando a diversidade genética das progénies antes da exploracao (Tabela 6) com
apos a exploracgdo, constata-se que a o corte seletivo de arvores reduziu substancialmente esta.
O numero total de alelos foi deduzido de 159 para 84 alelos, o que representa uma reducao em

47%. Ainda, de acordo com o intervalo de confianca a 95% de probabilidade, o ntimero
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médio de alelos por locos e a heterozigosidade esperada foram significativamente diferente
entre as progéenies antes e apos a exploracao.
O indice de fixacdo foi positivo e significativamente diferente de zero em todas as

amostras ( F a=0,111 F w=0,160 e F ..=0,045 ), sugerindo endogamia, efeito

prog
Wahlund ou devido a presenga de alelos nulos nos locos (Bittencourt; Sebbenn, 2007). Os
valores positivos do indice de fixacdo nos adultos e ndo reprodutivos foram préximos aos

observados por Lacerda et al. (2008a) para a mesma populacdo antes da exploracdo, mas
considerando individuos com DAP<50 cm como sub-adultos (n=59; F w=0,181 ) e >50 cm

de DAP como adultos (n=76; F=0,149 ). Embora as classes adotadas aqui e as adotadas por
Lacerda et al. (2008a) foram muito préximas, o nimero de individuos era muito diferente,
pois no presente estudo, esta se avaliando apenas as arvores remanescentes apos a exploracao.
Lacerda et al. (2008a) estudou a estrutura genética espacial (SGS) destas amostras de sub-
adultos e adultos e observou forte estrutura genética espacial intrapopulacional. Em
decorréncia desta estruturacao genética, os autores interpretaram os altos valores do indice de
fixacdo como um resultado principalmente do efeito Wahlund. Uma forte SGS pode resultar
em indices de fixacdo positivos como uma conseqiiéncia da estruturacdo da populacdo em
familias. A mesma explicacdio pode se aplicar no presente caso, visto que ndo foram
detectados alelos nas progénies.

Em relagdo ao positivo indice de fixacdo observado nas progénies, esse possivelmente
se deve a ocorréncia de cruzamentos entre parentes e/ou autofecundacdo. Lacerda et al.

(2008b) estudando progénies de polinizagdo aberta amostradas antes da exploragdo também

observou indice de fixacdo positivo e significativamente diferente de zero ( F ,,,=0,074 |

prog
P<0,05), o que também sugeriu endogamia. No caso, como os autores ndo detectaram
autofecundacOes, mas forte estrutura genética espacial na geracao adulta, eles atribuiram a
endogamia a ocorréncia de cruzamento entre parentes. Como a populacdo ainda apresenta
SGS (LACERDA et al.,, 2008a) e como sera demonstrado posteriormente, na analise do

sistema de reproducdo, que ocorreram cruzamentos entre parentes, a endogamia observada

das progénies pode ser explicada por este fenémeno.

Tabela 6. indices de diversidade genética e indice de fixacdo para &rvores adultas, ndo reprodutivos e

progénies antes e ap6s a exploracido de Hymenaea courbaril L. k é o nimero total de alelos; A. é o niimero



50

efetivo de alelos nos locos; H, ¢ a heterozigosidade observada; H, ¢ a heterozigosidade esperada em

reprodutivos e progénies, respectivamente;

A

Equilibrio de Hardy-Weinberg; F_,, F

A

juv

e F

prog

2°Parente

sdo os indices de fixacdo para os adultos, nio

é a probabilidade de excluir o segundo parente

(quando um dos parentes é conhecido). (£ Fonte: LACERDA et al., 2008b)

Adultos (n=55)

Nao reprodutivos (n=56)

S

Zy

S

K K
Loco Ae Ho He Fad PEch Ae Ho He F}'uv
HCE 478 0634 0791 0,198 619 15 386 0539 0741 0272
HCL 184 0415 0457 0,092 (3, 4 192 0395 0478 0,173
HC4D 17 599 075 0833 0094 e 19 10,87 0818 0908 0,099
HC14 8 136 0289 0266 -0085 (30, 10 1,97 0277 0492  0,438*
HCAO 20 1370 0963 0927 0039 gy 15 893 0873 0888 0,017
HCM 413 0744 0758 0018 g 12 287 0818 0652 -0,255
HCR3 139 0111 0282 0606% 1oy 7 144 0208 0307 0323
HCL 18 450 0673 0782 0140 .0 22 592 0660 0831 0,206*
HCoS 171000 0744 0900 0173 (g3 18 725 0584 0,862 0323*
Média 1144 531 0592 0,666 0,111* ; 1356 500 0575 0,684 0,160 *
ICosy-Inf 10,89 497 0570 0645 0,117 - 13,08 472 0555 0667 0,161
ICo-Sup 1199 565 0614 0687 0,149 - 1403 528 0594 0,702 0,194
Total 103 ) ] i ] 0,99986 122 - i ; ]

Progénies antes da exploragdo (n=367) £ Progénies ap6s a exploracao (n=250)

- § - . - § . .
Loco Ae Ho He Fproq Ae Ho He Fproq
HC6 10 2,77 0,682 0,639 -0,068 ; 182 0414 0452 0,083
HC12 7 1,74 0,449 0,424 -0,058 - 4 1720437 0417 -0,049
HC42 24 448 0806 0,777 -0,037 - 1 392 0,720 0,745 0,034
HC14 10 231 0,192 0567 0,662* ; 2 1,31 0236 0237 0,004
HC40 23 10,64 00936 00906 -0,033 - 17 11,76 0505 0915 0,011
HC34 17 292 0,890 0,658 -0,353* - 1 327 0772 0,694 -0,113
HC33 6 128 0026 0216 0,878* ; 2 110 0078 0091 0,143
HC17 33 599 0731 0833 0,123 ; 1136 0701 0729 0,039
HC25 29 599 0766 0833 0,080 - 135 446 0564 0776 0273*
Média 1767 423 0609 0,650 0,074 - 933 367 0536 0,562 0,045*
[Cosyi-Int 1522 351 0531 059 0,037 - 883 341 0514 0539 0,038
ICoss-SUp 9912 496 0687 0705 0,228 - 984 394 0558 0,584 0,056
Total 159 - - - - - 84 - - - -

4.6. Estrutura genética espacial

A andlise de autocorrelacdo espacial detectou estrutura genética significativa para os

adultos (Figura 8) na primeira classe de distancia (0 a 250m). Isso indica que arvores

préximas até a distancia de 250m possam ser parentes entre si e nos ndo reprodutivos nao

houve estrutura genética significativa.
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Figura 8. Distribuicao espacial de genétipos adultos e ndo reprodutivos em populacdo natural de
Hymenaea courbaril. A linha continua representa o valor médio do coeficiente de coancestria e as

duas pontilhadas representam o intervalo de confianca a 95% de probabilidade.

4.7. Sistema de cruzamento

A estimativa da taxa de cruzamento multiloco ( ¢ ) foi significativamente diferente da
unidade (1,0) em 12 das 14 progénies avaliadas (Tabela 7), bem como para a média
populacional (Tabela 8), indicando que ocorreram algumas autofecundacdes. Lacerda et al.
(2008b), estudando progénies de polinizagao aberta da mesma populacdo, mas antes do corte
seletivo de arvores observaram taxa de cruzamento multiloco ndo diferente da unidade. Os

autores atribuiram este resultado a uma suposta auto-incompatibilidade na espécie. Similar
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resultado foi observado por Dunphy et al. (2004), na mesma espécie em populacdes de Porto
Rico. Os resultados aqui observados discordam da hipotese de total auto-incompatibilidade
na espécie. Contudo, a auto-incompatibilidade pode ser “latente”, ou seja, sob algumas
circunstancias, podem ocorrer autofecundagoes, como por exemplo, no caso de arvores
reprodutivamente isoladas. Isso tem sido observado em algumas espécies arbéreas tidas como
auto-incompativeis. Por exemplo, em Paquira quinata, tem sido observado que arvores que
ocorrem em florestas continuas ou fragmentos florestais produzem sementes somente por
cruzamentos, enquanto que arvores isoladas em campos e pastagens produzem sementes tanto
por cruzamentos como por autofecundacdo (FUCHS et al.,, 2003). Similar resultado é
reportado para a espécie arbérea tropical Dipteryx panamensis (HANSON et al., 2008). O
corte seletivo de arvores reduz a densidade de arvores reprodutivas e isola arvores
reprodutivas nas populacdes e isso, possivelmente pode afetar o comportamento dos
polinizadores, aqui no caso morcegos, alterando o sistema de reproducdo. Isso pode explicar a
ocorréncia de algumas autofecundagdes na presente populacdo. De fato, possivelmente, a taxa
de autofecundacdo seja ainda maior do que a detectada, mas muitas dos évulos auto-
fecundados podem ter sido abortados ou a sementes tornadas inviaveis, de forma que foram
analisadas somente sementes advindas de cruzamentos ou com menos efeitos da depressao
por endogamia. Este fendmeno foi observado na espécie arborea tropical Platypodium
elegans (HUFFORD; HAMRICK, 2003). Contudo, embora tenham sido detectadas algumas
autofecundagoes, a taxa de cruzamento multilocos foi sempre maior do que 90%, indicando
que a reproducdo em H. courbaril ocorre predominantemente por cruzamentos. Sugiro que ha
uma necessidade de estudos detalhados sobre a biologia reprodutiva de Hymenaea courbaril
L., com testes de polinizacdo cruzada manuais, para um melhor embasamento do sistema
reprodutivo desta espécie.

A taxa de cuzamento unilocos ( ts , Tabela 7) foi menor do que multilocos em 13 das
14 progénies, bem como para a média da populagdo (Tabela 8) e a diferenca entre a taxa de
cruzamento multilocos e unilocos ( {»—{s ) foi significativamente diferente de zero em 11 das
14 progénies e também para a média da populacao. Estes resultados sugerem que ocorreram
cruzamentos entre parentes, mesmo apos o corte seletivo de arvores. A avaliagdo de progénies
de polinizacdo aberta antes da exploracao também havia detectado a ocorréncia de
cruzamentos entre parentes na presente populacao (LACERDA et al., 2008b). Contudo, esta
taxa foi superior ( {»—ts =0,096) a aqui observada para a média da populcéo ( {»—ts =0,066),

embora ambas ndo sejam estatisticamente diferentes entre si, de acordo com o intervalo de
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confianga a 95% de probabilidade do presente trabalho e do estudo de Lacerda et al. (2008b),
que se sobrepde. O cruzamento entre parentes geralmente decorre da existéncia de estrutura
genética espacial nas populacdes, advido da dispersdo de sementes proximas as arvores
matrizes. Lacerda et al. (2008a) estudaram a estrutura genética espacial intrapopulacional
(SGS) antes e ap6s o corte seletivo de arvores e, em ambas as situacGes observaram a
presenca de estruturagao genética dentro da populacdao. O corte seletivo, por elimiminar
grande nimero de arvores reprodutivas da populacao, tendeu a reduzir esta estruturacdo, mas,
contudo, ndo elimionou 100% a estrtura genética espacial e ainda permanece certo nimero de

arvores parentes entre si. Isso explica a ocorréncia de cruzamento entre parentes.
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Tabela 7. Estimativa de pardmetros do sistema de reproducdo em uma populagdo de Hymenaea

coubaril L. t,, é ataxa de cruzamento multilocos; s é a taxa de cruzamento unilocos; {,—ts; éa

taxa de cruzamento entre parentes; rp(m)

é correlacao multilocos de paternidade;

N,, é o nimero

efetivo de pais polizadores; © é a coancestria dentro de progénies; Ne(v) é o tamanho efetivo da

progénie; média * erro padrdao da média 95% de probabilidade.

Matriz tm t, t,—t " p(m) N,, 0 N
0,907+£0,05  0,90740,02 0,053£0,30
400131 7 7 0,000+0,045 6 18,9 0,172 2,64
0,992+0,00  0,91640,01 0,097+0,19
400440 3 8 0,076+0,018 7 10,3 0,159 2,83
0,94940,04  0,922+0,02 0,08710,16
401048 1 0 0,02740,029 9 11,5 0,165 2,73
0,94310,04  0,892+0,02 0,22510,11
401169 5 5 0,051£0,040 2 44 0,184 2,49
0,978+0,01  0,91240,01 0,068+0,33
500182 4 4 0,066+0,017 0 14,7 0,157 2,85
0,965+0,03  0,90940,01 0,058+0,23
501383 5 9 0,056+0,036 7 17,2 0,158 2,83
0,990+0,00  0,87940,02 0,069+0,27
501785 2 6 0,111+0,026 1 14,5 0,157 2,85
0,937+0,04  0,88940,02 0,214+0,21
502348 7 6 0,04840,032 7 4,7 0,184 2,49
0,963+0,03  0,917+0,02 0,058+0,22
600959 8 2 0,045+0,038 9 17,2 0,158 2,83
0,950£0,04  0,919+0,01 0,03540,35
602696 0 7 0,031+0,032 8 28,6 0,158 2,83
0,950+0,04  0,88040,03 0,119+0,21
606001 1 1 0,070+£0,032 0 84 0,170 2,67
0,949+0,04  0,883%0,03 0,03610,36
700119 0 2 0,06610,027 7 27,8 0,160 2,81
0,923+0,05  0,86510,04 0,23140,26
700321 6 1 0,05840,048 4 43 0,189 244
0,9831+0,00  0,884+0,02 0,20340,29
702357 1 0 0,09940,020 0 49 0,176 2,59
Total 37,89
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Tabela 8. Estimativa de pardmetros do sistema de reproducdo em uma populagdo de Hymenaea

coubaril L., ap6s o corte seletivo de arvores.

Parametro

Estimativa (IC95%)

Sistema de reprodugdo

Indice de fixacdo nas arvores maternas:
Taxa de cruzamento multiloco: ¢y,

Taxa de cruzamento uniloco: £

Taxa de cruzamento entre parentes: ,—{;
Correlacao de autofecundacao: s
Correlagdo multiloco de paternidade: "p(m)

Ntimero médio de arvores polinizadoras: N,

-0,200 (-0,200 a -0,192)

0,962 (0,947 a 0,979)
0,896 (0,863 a 0,942)
0,066 (0,037 a 0,084)
0,066 (0,036 a 0,066)
0,139 (0,077 a 0,164)
7,2 (6,1 a 13,0)

Proporgdo de irmdos de autofecundagdo: Pia 0,00 (0,00 a 0,00)
Proporcao de irmaos de autofecundagdo e cruzamento:

Py 0,07 (0,04 a 0,10)
Proporgdo de meios-irmdos: Py 0,80 (0,80 a 0,83)

Proporgdo de irmdos completos: Pic 0,13 (0,07 a 0,16)

0,170 (0,156 a 0,179)

2,66 (2,55 a 2,87)
Numero de arvores matrizes: m 56 (52 a 59)

Coancestria média dentro de progénies: ©

Tamanho efetivo de variancia: Ne(v)

Andlise Twogener

Diferenciagdo no pélen entre matrizes: ®y 0,0799
Correlagdo multiloco de paternidade: "p(m) 0.1598
Numero médio de arvores polinizadoras: N,, 6,25

Sendo: M é o numero de arvores matrizes necessarias para a coleta de sementes visando reter

o tamanho efetivo de 150.

A correlacdo de paternidade (’pm) ), ou em outros termos a probabilidade de
amostrarem-se duas plantas de cruzamento de uma progénie e ambas serem irmdos completos
variou entre progénies de 0,035 a 0,225 (Tabela 7), com média populacional de 0,139 (Tabela
8), indicando que parte das plantas dentro das progénies eram parentes no grau de irmdaos-
completos. Portanto, as progénies de polinizacdo aberta ndo eram puramente meios-irmaos,
mas sim constituiam misturas de meios-irmaos, irmaos completos, irmaos de autofecundacao
e irmdos de autofecundagao e de cruzamento (Tabela 8). Contudo, a correlagdo de paternidade
para a média da populacdo aqui obtida foi inferior a detectada antes da exploracdo por
Lacerda et al. (2008b), o que sugere que a exploracdo possa ter favorecido a diversidade de

arvores polinizando as arvores matrizes. A estimativa do nimero efetivo de arvores doadoras
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(Ne, ) de pélen antes da exploracdo foi de 3,79 (LACERDA et al., 2008b) e de 7,2 ap6s a
exploracao (Tabela 8), variando entre matrizes de 4,3 a 28,6 (Tabela 7). Estas estimativas sao
significativamente diferentes entre si, de acordo com o intervalo de confianca do erro da
média a 95% de probabilidade. A reducdo da densidade populacional e da densidade vegetal,
por incrementar a abertura do dossel da floresta, pode ter favorecido o maior movimento dos
morcegos polinizadores e, consequentemente, a participacdao de um maior nimero de arvores
Nos cruzamentos com as matrizes.

O coeficiente médio de coancestria dentro das progénies variou entre progénies de
0,157 a 0,189, com média populacional de 0,170 (Tabelas 7 e 8). O valor médio populacional
foi significativamente inferior ao estimado antes da exploragdo, 0,187 (LACERDA et al.,
2008b). Portanto, de acordo com os resultados obtidos, a exploracdo aparentemente favoreceu

a recombinacdo e reduziu o parentesco dentro das progénies. Contudo, a estimativa do
tamanho efetivo dentro de progénies para a média da populacdo Ne(v) =2,66, (Tabela 8) foi

muito similar a observada antes da exploracio N.(.) =2,68, (Lacerda et al., 2008b). Isso
indica que para coleta de sementes visando obter lotes com um tamanho efetivo total de 150 é
necessario coletar-se sementes de pelo menos 56 arvores matrizes, independente se a floresta
for explorada ou ndo. Ressalta-se, contudo que esta estimativa é baseada na pressuposicao de
que as arvores matrizes onde sera feita a coleta de sementes ndo sdo parentes entre si e nao
receberam um conjunto de pélen sobreposto, ou seja, as matrizes ndo se cruzaram e nao foram
polinizadas por arvores que polinizardo outras matrizes onde € feita a coleta de sementes.
Estimou-se ainda a heterogeneidade no conjunto de pélen ( ®; ) recebido pelas

arvores matrizes, embora esta estimativa corresponda teoricamente a metade da correlagao de
paternidade, Px=T",m)/2 (HARDY et al., 2004). A estimativa obtida aqui ( ?;=0,0799

Tabela 8) foi & metade da estimada antes da exploracio P;=0,149  (LACERDA et al.,
2008b), e reforca a hipdtese de que a exploracdo florestal, por reduzir a densidade vegetal
possa ter favorecido o movimento dos polinizadores e aumentado o ndmero de Aarvores

polinizando as arvores matrizes.

4.8. Distancia e padroes de dispersao de polen
O poder teodrico de exclusdao do segundo parente, quando um deles ja é conhecido (no
presente caso a mae) foi alto (0,99986), o que indica uma baixa probabilidade de fluxo génico
critico por pélen (0,0077=1-0.99986). Isso demonstra que o nimero de progénies que podem

ter sido geradas por um falso pai de dentro da populagdo, quando o verdadeiro pai est4 fora da
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parcela foi baixo, ou em outros termos, que das 250 sementes amostras apenas 1,92 (250
sementes x 0,0077) teoricamente poderiam ter sido erroneamente determinadas como sendo o
pai dentro da parcela.

Das 250 progénies amostradas, “um possivel parental paterno” foi encontrado dentro
da parcela para 155, sugerindo uma taxa de imigracdo de pélen ( ™ psen ) de 38% (Tabela 8). As
95 demais progénies foram aparentemente polinizadas por arvores localizadas fora da parcela.
Estas 155 progénies, que os pais foram encontrados dentro da parcela, foram aparentemente
geradas por 65% das arvores reprodutivas da parcela (36 de 55 arvores). Dez destas 36 arvores
foram responsaveis pela producdao de 62% das sementes, e nove destas dez faziam parte das
arvores matrizes onde foram coletadas as sementes. De fato, as 14 matrizes foram também as
responsaveis pela producdo de 69% de todas as sementes. Uma correlacdo de Spearman foi
utilizada para verificar se a fertilidade masculina das arvores ou, em outros termos, se a
capacidade de gerar mais descendentes estava associada ao maior DAP. Esta correlagdo foi
positiva, mas ndo significativa (R*=0,11, P>0,05), indicando que o niimero de filhos gerados
por uma arvore paterna nao esta estatisticamente associada as dimensoes de seu DAP.

Comparando a taxa de imigracdo de polen detectada antes da exploracdo (44,7%,
LACERDA et al., 2008b) com aqui observada, verifica-se que ocorreu uma pequena reducdo na
entrada de pdélen na parcela. Isso, possivelmente se deve ao fato de que as areas vizinhas a
parcela também foram exploradas pelo corte seletivo de arvores, foram coletadas arvores de
Hymenaea courbaril L. acima de 75 cm de DAP. Assim, exploracdo reduziu o nimero de
individuos reprodutivos e aumenou a distancia entre coespecificos de fora e de dentro da
parcela, visto que H. courbaril L. inicia a reproducdo apenas quando atinge aproximadamente
49 cm de DAP.

Das 155 plantas que tiveram o pai determinado dentro da parcela, 4% foram
aparentemente fertilizadas pela mesma planta (Tabela 9), ou seja, foram originadas de
autofecundacdo, sugerindo uma taxa de cruzamento de 0,96. Esta taxa é praticamente idéntica
a detectada pelo modelo misto de reproducdo ( {» =0,962, Tabela 8). Este resultado reforca o
resultado de que ocorreram certas autofecundacgoes e indica forte coeréncias entre a estimativa
direta da taxa de cruzamento, utilizando analise categorica de paternidade e o modelo de
cruzamentos mistos de Ritland e Jain (1981) e implementado no programa MLTR
(RITLAND, 2002).

Considerando as autofecundagdes, a distancia de dispersdo de pdlen (6 ) variou de 0 a

2204 m, com média de 898 m (Tabela 9). Desconsiderando as autofecundacdes, esta distancia
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variou de 114 a 2204 m, com média de 952 m (Tabela 9) e mediana de 870 m. Dentro da
parcela, aproximadamente 60% do pélen foi disperso até 1000 m. A comparagdo entre a curva
de distribuicdo de frequéncias de dispersdao realizada de pélen e a curva de frequéncia da
distancia entre todas as arvores reprodutivas da populacdo em relacdao as 14 arvores matrizes
que tiveram sementes amostradas, utilizando o teste de Kolmogorov-Smirnov ( P=0,163,
P=0,0036 ; Figura 9), indicou que estas sdo estatisticamente diferentes, sugerindo desvios de
cruzamentos aleatorios entre os individuos da populacdo e que a distancia entre as arvores nao
explica o padrao de cruzamentos observados.

Os padroes de dispersdo de polen dentro da parcela depois da exploragdo foram muito
similares aos observados por Lacerda et al. (2008b) antes da exploragdo. Por exemplo, antes da
exploracdo, 62% do polen foi disperso até 1000 m, e depois da exploragdo, como visto, 60% foi
disperso até 1000 m. Antes da exploracao, a distancia de dispersao variou de 46 a 1943, com
média de 827 m e ap6s variou de 114 a 2204 m, com média de 952 m (Tabela 9). O pequeno
aumento na distancia de dispersao do pdlen se deve provavelmente, a reducdo da densidade de
arvores reprodutivas por hectare, visto que o corte seletivo eliminou 61% dessas arvores
(LACERDA et al., 2008a). Contudo, antes da exploracdo, ndo foram observadas diferencas
significativas entre a curva efetiva de dispersdo de polen e a curva de distancias entre todas as
arvores reprodutivas em relacdo as arvores matrizes onde foram coletadas sementes, sugerindo
que a distancia entre as arvores explicava o padrao de reproducdo. Aqui, apos a exploracao,
estas duas curvas foram significativamente diferentes entre si e a distancia entre as arvores nao
explicou o padrdo de reproducdo. Ainda, antes da exploracao, Lacerda et al. (2008b) reportaram
que 62 arvores da populacao fertilizaram as arvores matrizes e aqui, observou-se que apenas 36
fertilizaram essas. Obviamente, neste ultimo caso ndo era esperado observar-se o mesmo
padrao, visto que antes da exploracdo a populacdo possuia 130 arvores reprodutivas dentro dos
546 ha (LACERDA et al,, 2008a) e apos a exploracdo permanecem apenas 55 arvores
reprodutivas.

A distancia média de dispersao de polen estimada (952 m) pode ser considerada como
longa. Este valor, além de ser superior ao previamente observado nesta populacao antes da
exploragdo 827 m, ( LACERDA et al., 2008a) é também superior ao observado em um grupo de
arvores isoladas na pastagem de outra espécie do mesmo género, Hymenaea stigonocarpa e
polinizada por morcegos, na qual foi detectada a distancia média de dispersao de polen de 860
m (MORAES; SEBBENN, 2010). Esta distancia é também muito superior a determinada na

espécie arborea polinizada também por morcegos e de ocorréncia no cerrado do Brasil,
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Caryocar brasiliensis onde foi estimada uma distancia média de dispersdo de aproximadamente

132 m (COLLEVATTI et al., 2010).

4.9. Area de vizinhanca efetiva de polinizacio

A érea de vizinhanca de polinizacdo ( A., ) variou amplamente entre as arvores
matrizes (Tabela 9). Desconsiderando as autofecundacdes, a area efetiva de polinizagao variou
entre 47 e 384 ha, com média de 178 ha. A area média corresponde a aproximadamente 1/3 da
area total da parcela, 546 ha, o que indica uma grande area de vizinhanga de polinizagdo. Esta
area efetiva de vizinhanga é esperada conter aproximadamente 18 arvores reprodutivas. Em
comparacao a area de vizinhanca de polinizacdo estimada antes da exploracao (variando de 0,12
a 212,8 ha, com média de 115,7 ha, (LACERDA et al., 2008b), verifica-se que a exploracao
aparentemente promoveu um aumento na area de vizinhanca efetiva de polinizacdo, o que pode
ser atribuido a reducdo na densidade de arvores reprodutivas e consequente aumento na

distancias entre elas.
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Figura 9. Freqiiéncia de distancia na dispersao efetiva de pélen e freqiiéncia de distancia entre as

arvores masculinas e as arvores matrizes de Hymenaea courbaril L.

4.10. Coancestria e tamanho efetivo da populacao reprodutiva

O ntimero efetivo de arvores doadoras de pélen ( Ne, ), estimado por andlise de
paternidade, variou entre as arvores matrizes de 5,26 a 24,26, com média de 11,77(Tabela 9).
Estas estimativas sdo muito superiores as obtidas a partir da correlacio de paternidade,
calculada via modelo de cruzamentos correlacionados (RITLAND, 1989). Geralmente as
estimativas obtidas pelo modelo de cruzamentos correlacionados sdo inferiores as obtidas
pelo método direto, com base em andlise de paternidade. Contudo, independente da forma de
estimacdo, os valores estimados de N, indicam que grande niimero de arvores polinizaram
as matrizes e estes valores foram muito superiores aos previamente estimados na mesma
populacdo N, =3,79 (LACERDA et al., 2008b). Em conseqiiéncia disso, a correlacdo de
paternidade foi relativamente baixa, variando entre matrizes de 0,041 a 0,219, com média de
0,107, sugerindo que, embora as progénies possuam certo nimero de pares de irmdos-
completos, grande parte das progénies sdo parentes no grau de meios-irmaos. O coeficiente de
coancestria médio dentro das progénies variou de 0,144 a 0,255, com média de 0,176, ou seja,
variou de préximo ao esperado em progénies de meios-irmdos a proximo ao esperado em

progénies de irmdos completos. O tamanho efetivo de variancia foi consequentemente muito
menor do que o esperado em progénies de meios-irmaos ( N. =4), variando de 1,80 a 3,21,
com média de 2,47. Isto mostra que para a coleta de sementes para fins de melhoramento

florestal, conservacdo genética e reflorestamentos ambientais, sera necessario a coleta de
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sementes de muitas arvores para obter-se lotes de sementes que contenham um tamanho

efetivo adequado para estes fins.

5. CONCLUSOES

1.

10.

Os nove locos microssatélites utilizados neste estudo apresentam segregacdo Mendeliana
codominantes, ndo estdo ligados e ndo apresentam desequilibrio de ligacdo e, portanto,
podem ser utilizados para estudos da diversidade e estrutura genética, sistema de
reproducao e fluxo génico contemporaneo na espécie.

Os individuos ndo reprodutivos representam um reservatorio de diversidade genética que
podera vir a ser incorporada nas novas geracoes da presente populacdo, quando estes se
tornarem reprodutivos;

Existe alta taxa de imigracao de polen na populagdo localizada na parcela (fluxo génico);
O processo de reproducdo nao foi aleatério e ocorreu deriva genética na formacdo das
progeénies;

O corte seletivo de arvores reduziu substancialmente a diversidade genética na populacao
remanescente e na descendente da populacdao apés a exploracao;

Existe endogamia na populacdo descendente apos a exploracao;

O corte seletivo de arvores causou autofecundacdes e a espécie ndo parece ser auto-
incompativel, como havia sido previamente hipotetizado;

Ocorreram cruzamentos entre parentes na populacdo;

As progénies de polinizacdo aberta ap6s a exploracdo sao compostas por misturas de
meios-irmdos, irmaos-completos, irmdos de autofecundacdo e irmdos de cruzamentos e
autofecundacgoes;

O corte seletivo de arvores aumentou a distancia de dispersdio de polen e,

consequentemente a area de vizinhanga de polinizacao.
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