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EPiIGRAFE

“Se nao houver frutos, valeu a beleza das flores
Se nao houver flores, valeu a sombra das folhas

Se nao houver folhas, valeu a inten¢ao da semente.”

Henfil


http://pensador.uol.com.br/autor/henfil/

RESUMO

A dispersdo de sementes atua mantendo o fluxo génico entre os individuos das espécies de
plantas, portanto, a atividade dos frugivoros dispersores determina parcialmente a distribui¢ao
espacial destas. A perda dos dispersores pode reduzir a distancia a que estes dispersam,
agregando as populagdes, o que pode reduzir o fluxo génico e aumentar a probabilidade de
desenvolver uma estrutura genética. Com isso a ocorréncia de endocruzamento pode
aumentar, debilitando as populacdes e expondo-as a possibilidade de uma extingdo local.
Neste projeto, foi estudada a estrutura genética espacial de adultos de uma espécie de arvore
da Mata Atlantica, Cryptocarya mandioccana (Lauraceae), e a distancia de dispersdo das
sementes pelos dois dispersores presentes no Parque Estadual ITha do Cardoso (SP): o
Alouatta guariba (Primates: Atelidae) e a Aburria jacutinga (Aves: Cracidae). A avaliagdo da
distancia de dispersdo pode ajudar na caracterizagdo do papel das espécies animais no fluxo
génico e na distribuicdo espacial das espécies de plantas, o que permite prever os possiveis
efeitos de suas extingdes locais. Determinamos a arvore-mae das sementes defecadas
comparando o genétipo de 106 arvores adultas de C. mandioccana com o tecido de origem
materna de 81 sementes. Para isso, utilizamos 6 l6cus microssatélites especificos a C.
mandioccana e a analise de parentesco para determinar a arvore de origem. Foram
encontrados altos niveis de diversidade genética na populacdo de adultos (A=9,33; He=0,73;
Ho= 0,57). As arvores adultas de C. mandioccana nao mostraram na maioria das classes de
distancia estrutura genética espacial significativa. Também observamos uma alta variabilidade
de gendtipos entre as sementes, somente trés destas dispersas por bugio e jacutinga
corresponderam ao genotipo de adultos e, portanto, foi tragada a distancia a que estas foram
dispersas em relagdo a arvore-mae. Através da andlise dos genétipos das sementes
encontradas nas fezes, estimamos o numero aproximado de adultos que podem ter as
originado. Notamos que as sementes contidas nas fezes de bugio possuiam uma diversidade
de gendtipos maior do que encontrada nas sementes de Jacutinga. Através deste trabalho
pudemos concluir que os adultos possuem uma boa distribuicao genética espacial. Em relagao
a dispersao de sementes, os primeiros resultados deste trabalho indicam provavel distancia
longa de dispersdo, no entanto devido ao pequeno nimero de arvores-maes encontradas nao
foi possivel concluir sobre o papel dos dispersores. Este estudo ressalta a necessidade de
ampliar o esfor¢o de amostragem para se chegar a conclusdes mais robustas.

Palavras-chave: Dispersio de sementes. Estrutura genética espacial. Genotipagem.

Cryptocarya mandioccana. Ilha do Cardoso.



ABSTRACT

Seed dispersal helps maintaining gene flow between individuals of plants species, therefore,
the activity of frugivorous dispersers partially determines the spatial distribution of plants.
The loss of dispersers can reduce seed dispersal distances, aggregating the population, which
can reduce gene flow and increase the likelihood of developing a genetic structure. Thus the
occurrence of inbreeding can increase, weakening populations and exposing them to the
possibility of local extinction. In this project we studied the fine-scale spatial genetic structure
of adults of a rain forest tree species. Cryptocarya mandioccana (Lauraceae) and the seed
dispersal distance by two dispersers od Ilha do Cardoso State Park: the guariba (Primates:
Atelidae) and the Aburria jacutinga (Aves: Cracidae). The evaluation of seed dispersal
distances can help characterizing the role of animal species in the gene flow and the spatial
distribution of plant species, which allows predicting the possible effects of their local
extinctions. The source tree of defecated seeds was determined comparing 106 adult tree
genotypes of C. mandioccana with the genotype of 81 mother origin tissue of seeds. In order
to perform this, we utilized 6 microsatellite loci specific for C.mandioccana and the kinship
analyses to determine the source tree. We found high genetic diversity in adult population
(A=9,33; He=0,73; Ho= 0,57). The adult trees of C. mandioccana didn’t show, for major
distance classes, significative fine-scale spatial genetic structure. We also observed a high
variability of seeds genotypes, only three of them dispersed by howler monkey or Black-
fronted Piping-Guan and therefore was calculated the distance between them and the
maternal-tree. Throughout the genotype analyses of seeds found in fezes, we estimated the
approximated number adults that could have possible originated them. We noticed that seeds
dispersed by howler-monkeys have a higher diversity of genotypes than of dispersed by
Crassid bird. Through this work, we could notice the adults have a good spatial genetic
distribution. About dispersal seeds, the primary results presented here indicates probably
long-distance dispersal, however related to the low number of source trees found it was not
possible to conclude about the seed dispersal role. This study highlights the need to amplify

the sampling effort to reach robust conclusions.

Key-words: Seed dispersal. Fine-scale space genetic structure. Genotype. Cryptocarya

mandioccana. I1ha do Cardoso.
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1. INTRODUCAO

A dispersao de sementes caracteriza um processo fundamental para a regeneracao
natural das florestas, permitindo, a semente, escapar da mortalidade ligada a densidade ou a
distancia. A dispersdo permite, também, a coloniza¢do de habitat adequado a distancia
relativamente longa da planta mae, possibilitando a manutencdo do fluxo génico entre
individuos de uma mesma espécie. Este processo também possibilita a planta chegar a locais
especificos caracterizados por uma probabilidade de estabelecimento desproporcionalmente
alta, um processo chamado de dispersao dirigida (Howe e Smallwood, 1982).

O padrao espacial das espécies de plantas dispersas endozoocoricamente ¢ determinado
pelos frugivoros, uma vez que estes afetam a chuva de sementes através dos seus padrdes de
movimentos (Jordano, 2000). A chuva de sementes se caracteriza pela quantidade de
propagulos recebidos numa area pelos eventos da dispersdo (Vania Regina et al., 2006).
Através da alimentagdo, os frugivoros podem realizar a dispersao retirando a polpa e jogando a
semente abaixo da arvore da qual consumiram estes frutos, os cuspindo ou mesmo engolir a
semente e a defecar longe de onde a retirou.

Estima-se que em torno de 50% a 90% das plantas dependem dos animais para a
dispersao das suas sementes (Fleming, Breitwisch ¢ Whitesides, 1987). Portanto, a regeneracao
das florestas depende intrinsecamente da atividade dos frugivoros dispersores de sementes
(alimentacdo e movimentagdo) para manter seu equilibrio demografico e genético (Jordano e
Godoy, 2002). Deste modo faz-se necessario compreender esta contribuicao e 0s processos que
envolvem a manuteng¢ado desta relacao genética e espacial.

A comunidade de frugivoros vem sendo alterada por diversos fatores. O desmatamento,
como o ocorrido na mata atlantica (Ribeiro et al., 2009), por exemplo, gera efeitos em cascata
sobre o equilibrio das espécies animais, uma vez que gera profundas modificagdes no habitat,
levando a extingdo local de espécies vegetais e animais, € consequentemente alteracdo da
cadeia trofica (Galetti et al., 2013). Além da fragmentagdo do habitat, a caca é considerada um
fator importante gerando defaunacdo de diversas areas, principalmente em relagdo aos médios e
grandes mamiferos (Cullen, Bodmer e Valladares Padua, 2000). Consequentemente, a caca
ilegal pode alterar a dinamica da comunidade vegetal através da limitagdo da dispersdao de
sementes ou da alteracdo do padrao de dispersdo, e resultar em mudancas na estrutura

demografica e genética vegetal (Jordano et al., 2006).



A floresta atlantica era uma das maiores florestas das Américas, cobrindo originalmente
cerca de 150 milhdes de hectares, acompanhando a costa brasileira. Esta diversidade de
ambientes ocupados, ou seja, a cobertura latitudinal permitiu o desenvolvimento de diferentes
composigoes florestais, e consequentemente, o alto nivel de endemismo deste ecossistema. Isto
torna os estudos acerca das relagdes ecologicas deste ambiente importantes para a manutengao
da floresta. Ao longo dos anos, houve um aumento na fragmentacdo devido ao desmatamento,
este colocou varias espécies sob o risco de extingdo ou de fato como extintas (Ribeiro et
al.,2009), ameacando diversas espécies como os dispersores de médio e grande porte ( Bodmer
¢ Valladares Padua, 2000; Jordano et al., 2006; Perez-Mendes, 2016)

Estes dispersores, os quais sdo capazes de dispersar as sementes de maiores dimensdes
além de geralmente a longa distancia, s@o as espécies mais vulneraveis as alteracdes antropicas
(Cullen, Bodmer ¢ Valladares Padua, 2000; Jordano et al., 2006, A perda destes frugivoros
pode reduzir a distancia de dispersdao proporcionada por estes, agregando as populagdes, o que
pode reduzir o fluxo génico e aumentar a probabilidade de desenvolver uma estrutura genética
e, portanto, aumentar as chances de endocruzamento. A um longo prazo, a perda de diversidade
genética debilita as populagdes, sendo elas mais suscetiveis a uma possivel extingdo local
(Hamrick, Murawski e Nason, 1993; Pacheco e Simonetti, 2000). Os estudos das relagoes
espaciais que envolvem o processo ecoldgico em questdo ndo sdo recentes, mas determinar a
distancia de dispersao em campo ndo ¢ uma tarefa simples, pois acompanhar os frugivoros nem
sempre € possivel. Dispersores de médio e grande porte, por exemplo, possuem um maior
tempo de digestdo, entdo acompanhé-los para coletar as sementes defecadas se torna inviavel.
Em aves, devido a sua locomog¢do também ndo ¢ possivel acompanha-las para recolher as
sementes. Devido a estas dificuldades, as ferramentas da genética molecular tornaram-se
extremamente importantes e com resultados mais precisos para se realizar a andlise de
parentesco e da distancia de dispersao.

Uma técnica proposta por Godoy e Jordano (2001) tem trazido novas perspectivas em
relagcdo ao estudo da zoocoria. Esta técnica permite a identificagdo exata da origem da semente
(planta mae) através da extragdo de DNA do tecido da semente que ¢ de origem exclusivamente
maternal. A partir de técnicas moleculares pode-se comparar o gendtipo da semente com o
genotipo das arvores adultas da populacao utilizando-se microssatélites especificos para a
espécie de interesse podendo-se determinar a arvore mae que produziu aquela semente. Com a
localizagdo geografica do local de dispersdo da semente e da arvore mae, ¢ possivel determinar

a distancia de dispersao e avaliar o papel da comunidade de dispersores naquela area.



Aplicamos este estudo a espécie Cryptocarya mandioccana, uma espécie de arvore da
familia Lauraceae, de até 35 m de altura, produzindo frutos com sementes relativamente
grandes (até 3cm de comprimento) (de Moraes, 2007). Por tanto, C. mandioccana é suscetivel
aos efeitos da defaunacdo devido a sua dependéncia dos grandes mamiferos para dispersar suas
sementes (De Moraes, 2007): duas espécies da megafauna do Brasil, o mono carvoeiro,
Brachyteles arachnoides (Primates: Atelidac), ¢ a anta, Tapirus terrestris (Perissodactyla,
Tapiridae) (De Moraes, 2007; Bueno, 2010), classificados respectivamente como “em perigo” e
“vulneravel” pela UICN. O bugio, Alouatta guariba clamitans (Primates: Atelidae), ¢ a
Jacutinga, Aburria jacutinga (Aves: Cracidae) também podem dispersar as sementes de C.

mandioccana (L. Culot — dados ndo publicados; Bueno, 2010).



2. OBJETIVOS

Este trabalho buscou caracterizar a estrutura genética espacial da populacao de adultos a fim de
compreender a diversidade genética destes na area de estudo.

Um segundo objetivo foi entender a contribui¢cdo de dois dispersores, o bugio e a jacutinga para
o fluxo génico de C. mandioccana numa area onde o muriqui ndo estd presente ¢ a anta, ja
extinta. Buscamos, mais especificamente, determinar a distancia de dispersdo de sementes por
estes dois dispersores, € o quanto estes influenciam a distribuicao espacial desta espécie. Além
disso, avaliamos a diversidade de gendtipos para as sementes contidas nas fezes coletadas,

estimando o possivel nimero de adultos que as originaram.

Algumas hipoteses foram levantadas acerca dos objetivos:

Arvores adultas sdo resultantes de eventos de dispersdo passados, e por isso podem refletir um
momento onde outros dispersores estavam presentes no local. O Parque estadual Ilha do
Cardoso continha, até o ano de 1962 (Bergallo et al 1998; Bernardo, 2004) a anta como
dispersora de sementes, e sabe-se que estas consomem grande variedade de frutos e os
dispersam a longas distancias (Galetti, 2001). Portanto, as antas podem ter contribuido para o
fluxo génico e distribui¢do espacial dos adultos de C. mandioccana. Por isto, espera-se que 0s
adultos ndo apresentem estrutura genética espacial significativa.

O bugio (Alouatta guariba) tem um tempo de digestdo mais longo do que as aves em geral
(Aguiar, et al 2003), e por isso esperamos que este tempo permita uma maior distdncia de
dispersdo da potencial arvore mae das sementes por eles ingeridas além de uma maior
diversidade de gendtipos de sementes por fezes devido a maior ingestdo realizada por este. A
Jacutinga (Aburria jacutinga) apresenta menor tempo de digestdo (de Barros Leite et Al 2012),
porem sua forma de locomogao sugere também a possibilidade de dispersdo das sementes em
uma distancia consideravel da possivel planta-mde. Esperamos encontrar uma menor
diversidade de genotipos de sementes nas fezes de bugios do que nas fezes de jacutingas pelo

fato de os bugios consumirem grandes quantidades de frutos por arvore.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Espécie estudada

A canela-nhutinga, Cryptocarya mandioccana, ¢ uma espécie de arvore da mata
atlantica pertencente a familia Lauraceae (Figura 1A). Encontra-se principalmente nas florestas
montanas ¢ ombrofilas densas, submontanas entre 10 ¢ 1180m de altitude. A floragao ocorre
aproximadamente entre Outubro e Dezembro e a frutificagdo em torno dos meses de maio e

Agosto (De Moraes 2007).

Ww: 4 :.:\'\A A TG
Figura 1: A) Detalhe do tronco de Cryptocarya mandioccana. (Marcelo L. Brotto, 2009) B)
Frutos imaturos de C. mandioccana (Marcelo L. Brotto, 2009) C) Detalhe do diasporo de C.

mandioccana sem a polpa. D) Detalhe do diasporo em corte transversal, exteriormente o pericarpo,
internamente a testa da semente e o endosperma.

O fruto da C. mandioccana ¢ uma drupa amarela de 1.45-3.06 cm de comprimento e de
1.29-2.55 cm de largura (Figura 1B) contendo uma semente de 1.34-3.00 cm de comprimento e
1.16-1.92 cm de largura (De Moraes, 2007). A morfologia de seu fruto difere da morfologia
dos frutos classicos, pois a polpa € constituida pelo eixo floral acrescente enquanto a unidade
de dispersao, o diasporo, ¢ formado pela semente propriamente e pelo pericarpo. O pericarpo
sendo um tecido de origem exclusivamente maternal e contendo o endocarpo, foi utilizado para

a extracdo de DNA.



11

3.2 Area de estudo

O parque estadual llha do Cardoso (PEIC) esta localizado no sul do estado de Sdo Paulo, ¢ ¢
totalmente protegido (Figura 2). A ilha atinge uma altitude de 815 m, com restingas, florestas
perenifdlias de planicie e floresta Montana imida. Cerca de 75% de toda a ilha ¢ coberta com
florestas (11 100 ha), enquanto o restante ¢ dividido em mangues, restingas ¢ dunas (Melo &
Mantovani 1994, Fundagdo Florestal 2012). O PEIC representa uma area continua de mata
atlantica, e por isso caracteriza um importante alvo de estudo das relagdes ecoldgicas desta
floresta (Hortenci 2012) com um dos maiores niveis de endemismo do planeta (Ribeiro 2009).

Desde a criagdo do parque em 1962, dois grandes mamiferos foram extintos: a onga-pintada
(Panthera onca) e a anta (Tapirus terrestris). O tnico primata na ilha é o bugio (Alouatta
guariba clamitans) (Bernardo, 2004; Ingberman et al.,2009) cuja contribui¢ao na dispersdo de

sementes serd analisada neste trabalho.
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Figura 2: A) Mapa do Brasil com enfoque na regido sudeste/sul onde se localiza o PEIC. B)
Detalhe da localizagdo do parque entre os estados de Sdo Paulo e Parana. C) Detalhe do PEIC
demonstrando sua extensdo. (Créditos: Bruno Defane e Rodrigo Bernardo)
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3.3 Coleta das Amostras

Foram coletadas sementes (144) diretamente de fezes dos dois dispersores considerados; 77
sementes em 14 fezes de Jacutinga e 67 sementes em 5 fezes de Bugio, assim como folhas e/ou
parte do tronco de individuos adultos (106) presentes na area de estudo entre os anos de 2011 e
2012.

As sementes dispersas por bugios foram coletadas durante o acompanhamento de dois grupos e
também quando encontradas em campo. As sementes defecadas pelas Jacutingas foram
coletadas sempre que encontradas. Nos coletamos as folhas de todas as arvores adultas de C.
mandioccana que foram encontradas aleatoriamente no campo com frutos, assim como as
arvores nas quais os bugios e as jacutingas foram vistos se alimentando (Figura 3).

O armazenamento das sementes foi feito em tubos falcon contendo solugdo saturada de NaCl
enquanto as folhas foram armazenadas numa camara fria (ap6s secas com silica gel) a

temperatura média de -15°C.
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Figura 3: Distribuic@o dos individuos adultos e das sementes coletadas de C. mandioccana.
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3.4 Analises das amostras

Identificacdo do tecido materno presente na semente

Em estudo anterior, determinamos qual tecido da semente continha material genético de origem
materna. A espécie em estudo possui morfologia diferenciada: o fruto ¢ classificado como
nucoide, a polpa do fruto corresponde ao eixo floral acrescente, e o didsporo ¢ formado pela
semente e pelo pericarpo (De Moraes e Sartori, 1996). Foram testados dois tecidos do diasporo,
o endocarpo (que ja se esperava conter material genético exclusivamente materno) ¢ um tecido
marrom brilhante presente em torno da semente, a testa da semente. Obtivemos como resultado
que ambos tecidos sdo de origem maternal (Anexo A) e, portanto poderiam ser usados para os

estudos de distancia de dispersao.

Extracdao de DNA ¢ analises moleculares

Foram extraidos DNA de 81 sementes sendo que destas, 50 sdo de Jacutinga e 31 de
bugio. A selecdo das sementes foi feita escolhendo-se uma amostragem de pelo menos % das
sementes de cada fezes coletadas, com o objetivo de se ter uma maior variedade de gendtipos
entre os escolhidos. Também foi feita a extragdo dos tecidos de 106 individuos adultos
seguindo o protocolo de extracdo de tecido vegetal Doyle & Doyle (1987). Apds a extracao,
com a utilizagdo de 6 microssatélites especificos (Tabela 1), estas amostras foram amplificadas
pela técnica de reagdo em cadeia da polimerase (PCR) com a utilizacao de dois fluorescentes:
NED e FAM.

Para esta reagdo foram utilizados 6 loci de microssatélites (tabela 1) desenvolvidos pela
empresa inglesa “Genetic Marker Services”. Para a PCR, de volume final de 11 pl, foram
utilizadas as seguintes concentracdes: 1-10 ng de DNA, 2ul de Nuclease-Free Water, Sul de
GoTaq® Colorless Master Mix, 2X (Promega), 8 pmol de Reverse primer, 2 pmol de forward
primer, e 8pmol de florescente (FAM ou NED). O programa do termociclador apresentava: 1
ciclo de 4 min a 95°C, 35 ciclos a 94°C durante 30 sec, 42-58°C (padronizado para cada loco)
durante 30 sec e 72°C durante 30 sec, 12 ciclos com 94°C durante 30 sec, 53°C durante 45 sec
e 72°C durante 45 sec, € 10 min com 72°C que auxilia no anelamento da cauda M13.Em cada
par de primers, um destes possui a cauda M 13 segundo método descrito por Schuelke (2000).
Apos amplificacdo, estas amostras foram genotipadas pelo sequenciador ABI 3500 DNA
Analyzer Sequencer (Applied Biosystems) utilizando o Liz 500 (Life Technologies) como

marcador padrao.



15

As placas de genotipagem foram preparadas utilizando-se os dois fluorescentes (NED e
FAM) simultaneamente. Os resultados da genotipagem foram analisados com o programa

Genemarker versao 1. 95.

Tabela 1: Loci de microssatélites de Cryptocarya mandioccana, utilizados na avaliagdo da
distancia de dispersao, incluindo nome do locus, padrao de repeticao e tamanho do alelo clonado.

Tamanho do alelo

Locus  Repeticao (Pb)
crm2 (CA) 14 109
crml3 (TG) 15 154
crm26  (AQG) 13 118
crm 59 (AC) 11 100
crm15b  (GT) 13 (GA) 12 144
crm27b  (AC) 1, 153

A correspondéncia dos gendtipos obtidos a partir da genotipagem dos adultos e do material de
origem maternal das sementes foi analisada pelo programa R, com o pacote Allele Match
(Galpern, P. et al 2012). As sementes e os adultos foram georeferenciados possibilitando a
medida da distancia de dispersdo, as coordenadas foram correspondidas pela fun¢do dist do
programa R. Sementes de uma mesma fezes com genotipos iguais para os locus testados foram

consideradas sementes-irmas.

Estrutura genética espacial dos adultos

A andlise da estrutura genética espacial permite a observagdo de padrdes de distribuicao de
individuos nas populagdes, o uso de marcadores genéticos permitem este estudo (Hamrick
2011).

Os erros de genotipagem devido a stuttering, dropout e também alelos nulos nado identificados
puderam ser verificados com o programa Micro-Checker (Oosterhout et al., 2004).

O programa GENEPOP 3.5 (Raymond & Rousset, 1995) foi usado para estimar o equilibrio de
Hardy-Weinberg (EHW), o desequilibrio de ligacdo e também o coeficiente de endogamia Fis
(Weir e Cockerham, 1984) dentro das populagdes.

A variabilidade genética intrapopulacional foi descrita por alguns parametros utilizando os
programas Fstat 1.2 (Goudet,1995) e MSA (Dieringer e Schldtterer, 2003). Foi levada em conta
a riqueza alélica (El Mousadik e Petit, 1996), o nimero de alelos por loco e por populagdes em
relacdo ao numero amostral de cada populagdo, o tamanho varidvel dos alelos, a

heterozigozidade esperada (He) e observada (Ho).
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A estrutura genética espacial dos adultos foi determinada via o programa SPAGeDi que usa
dados de marcadores genéticos codominantes e estima a distancia genética entre as populagdes
assim como coeficientes relacionados entre individuos (Hardy 2002). Ele foi usado para
encontrar a relagdo entre a similaridade genética e a distancia geografica de individuos
(coeficiente de coancestria fij). Este coeficiente utiliza a frequéncia dos alelos nos locos para
determinar a correlagdo entre os pares de individuos (Kalisz et al., 2001). Foi realizado também
um teste de significancia do padrao obtido através do “bootstrapping” com 1000 permutagdes.
Com o objetivo de comparar a estrutura genética espacial com outras espécies, calculamos
também a intensidade da estrutura genética com o método da estatistica Sp proposto por

Vekemans et al (2004).

4. RESULTADOS

Por meio do programa Micro-Checker, foram identificados possiveis erros de genotipagem. Foi
identificado que os l6cus Crm27b, Crm15b, e Crm59 apresentaram excesso de homozigotos, o
que pode ser devido a alelos nulos.

O sucesso das genotipagens variou bastante entre os locus principalmente se comparados

adultos e sementes (tabela 2).

Tabela 2: Porcentagem de adultos e de sementes que tiveram sucesso na genotipagem, para
todos os locus testados.

Crml15b Crm26 Crm59 Crm2 Crml3 Crm27b
Adultos 82,07%  95,28%  65,09%  95,28% 69,81% 85,84%
Sementes 32,09%  65,43% 14,81%  88,88% 46,81% 33,33%

O numero de amostras de arvores e sementes, que tiveram sucesso na genotipagem também

variou bastante entre todos os l6cus testados (figura 4).
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Figura 4: Total de individuos que tiveram sucesso na genotipagem para 0 a 6
l6cus testados.

4.1 Caracterizacio genética dos adultos

A populacdo de adultos do Parque Estadual Ilha do Cardoso tem heterozigozidades esperadas
(He) e observadas (Ho) variando respectivamente entre 0,623 a 0,845 e 0,373 a 0,812. A
riqueza alélica (Ar) teve o menor valor, de 7,0 para o 16cus Crm59 e maior valor de 12,1 para o
Locus Crm 15b. O coeficiente de endogamia para a populacdo alcancou o valor de 0,218.

(tabela 3). O tamanho dos alelos dos 6 16cus genotipados variou de 108 a 189pb.

Tabela 3: Tamanho amostral (N); Numero de alelos (A); Riqueza alélica (Ar);
Heterozigozidade observada (Ho); Heterozigozidade esperada (He); Coeficiente de endogamia
(Fis) e Tamanho minimo e maximo dos alelos encontrados para cada l6cus.

Locus N A Ar Ho He Fis Tamanho dos alelos
Crml5b 87 13 12.112 | 0,575 0,714 | 0.201* 152-184
Crm26 101 9 8.581 0,782 0,815 0.046 118-134
Crm59 69 7 7.000 0,435 0,626 | 0.312%* 114-135
Crm2 101 11 10.860 | 0,812 0,845 | 0.044* 108-132
Crm13 75 8 7.988 0,373 0,770 | 0.520%* 146-176
Crm27b 91 8 7.754 0,484 0,623 | 0.229* 168-189
‘ Todos os Locos 0.218*

*A populagdo ndo esta em equilibrio de Hardy-Weinberg para esses locos (p< 0.05).

Em relagdo as proporcdes esperadas pelo equilibrio de Hardy-Weinberg, a populagdo estd em

desequilibrio para 5 l6cus entre os 6 testados, o que demonstra déficit de heterozigotos.
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Teste de Desequilibrio de Ligacao
Analisando as amostras desta populagao observamos que o teste indica desequilibrio de ligacao

entre os locus Crm2 e Crm13 (P-value= 0,01348) (Tabela 4).

Tabela 4: Valores de P gerados pelo teste de desequilibrio de Ligacgdo para cada par dos locus

testados.
Cm26 Crm59 Crml5b Crm Cm2 Crml3
27b

Crm26 0,16531 | 0,15077 | 0,49256 | 0,7067 | 0,08767
Crm59 0,52745 | 0,15934 | 0,1674 0,05
Crm15b 0,26028 | 0,64685 | 0,8582
Crm27b 0,2796 | 0,31534
Crm2 0.01348*
Crml3

P< 0,05 indica desequilibrio de ligacao.

Os coeficientes de coancestria (Fij) indicam estrutura espacial significativa para a distdncia de
70 metros, neste caso a diferenca ¢ minima para os pontos. Em sua quase totalidade nao houve

a presenca de estrutura genética espacial significativa (figura 5).
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Figura 5: Correlograma do coeficiente de coancestria para diferentes classes de distancia.
Intervalo de confianca a 95% de probabilidade.
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4.2 Distancia de dispersao

Para os 16cus de microssatélites testados, trés sementes tiveram seus gendtipos correspondentes
aos dos adultos em pelo menos dois l6cus (anexo C) e, portanto possivelmente tem estes
adultos como arvore de origem (tabela 5). Houve uma alta variabilidade nos 16cus para adultos
e para sementes além de uma diferente taxa de funcionamento na amplificacdo para estes

(tabela 2 e figura 4).

Tabela 5: Sementes, animal que realizou sua dispersao, possivel arvore mae correspondida por
genotipos, e a distancia de dispersdo em metros.

Distancia
Dispersores Possivel arvore-mae (metros)
S75 Jacutinga Ic10 45,35
S32 Jacutinga Ic 13 289,04
S106 Bugio Ic 93 811,59

A semente S75 foi dispersa pela Jacutinga, a 45,35 metros de distancia do adulto IC10. A
semente foi genotipada para 5 locus, e justamente estes corresponderam aos genétipos do
tecido do adulto. A semente S32, também dispersa pela jacutinga, foi genotipada para dois
locus, e estes dois corresponderam dois 16cus genotipados do adulto Ic13, colocando este como
possivel arvore-mae. A distancia desta dispersao foi de 289,04m. A semente S106 dispersa pelo
bugio apresentou uma distancia de 811,59 metros do adulto IC93. Para esta semente dois l6cus
foram genotipados, e estes dois corresponderam a dois dos genétipos do adulto em questdo

(Anexo 3).

4.3 Variabilidade de genotipos por fezes

As sementes dispuseram uma grande variabilidade de genotipos. As fezes de bugio contem em
média mais sementes do que as de jacutinga e estas sementes, em média, vém de um niimero
maior de arvores-maes. O niumero de adultos estimado para as fezes de bugio ¢ maior do que o
nimero relacionado para Jacutingas (6/ 2,5) (tabela 6),

Nao encontramos nenhuma semente aparentada nas fezes de bugio, diferentemente do

encontrado para as sementes nas fezes de jacutingas (anexo B). A propor¢do de arvores maes



20

em relacdo ao numero de sementes genotipadas mostra valores parecidos entre bugios e
jacutingas (1/0,9).

Valores abaixo de 1 indicam sementes possivelmente vindo de uma mesma &arvore-mae
enquanto que valores iguais a 1 indicam que todas as sementes vém de arvores maes diferentes.

Isto ocorreu para trés fezes de Jacutingas, do total de 14 amostradas para estas (tabela 6).

Tabela 6: Identificacdo das fezes; dispersores correspondentes; total sem: total de sementes
coletadas em cada fezes; Sem gen: Sementes que foram genotipadas do total; adult id:
estimativa de quantos adultos podem ter originado as sementes genotipadas das; adult id/ sem
gen numero estimado de adultos em razdo ao numero de sementes genotipadas.

ID Total Adult id/
Fezes Dispersor sem Sem gen Adult id sem gen
C1 Jacutinga 4 2 2 1
C2 Jacutinga 5 2 2 1
C3 Jacutinga 3 3 3 1
C4 Jacutinga 7 5 2 0,4*
Cs Jacutinga 19 16 8 0,5*
Cé6 Jacutinga 3 2 2 1
C8 Jacutinga 7 2 2 1
C9 Jacutinga 12 5 4 0,8*
C11 Jacutinga 5 4 4 1
C13 Jacutinga 3 2 2 1
C16 Jacutinga 3 1 1 1
C47 Jacutinga 1 1 1 1
C48 Jacutinga 1 1 1 1
Cj49 Jacutinga 4 1 1 1
CB7 Bugio 25 15 15 1
CB10 Bugio 1 1 1 1
CB12 Bugio 22 12 12 1
Cb14 Bugio 18 3 3 1
Cbl15 Bugio 1 1 1 1
Média Jacutinga 5,5 3,35 2.5 0,9
Média Bugio 13,4 6,4 6,0 1

5. DISCUSSAO

Estrutura genética espacial dos adultos

A estrutura genética espacial dos adultos pode refletir um contexto de dispersdo de sementes
diferente do atual, representando um momento do PEIC onde existiam outros dispersores.
Portanto ¢ importante buscar entender como estdo distribuidos geneticamente os adultos da

espécie em questao.



21

Identificamos excesso de homozigotos para os locus Crm13, 27b e 15b, o que pode indicar a
presenca de alelos nulos. Este resultado também pode ser reflexo do desequilibrio da populagio
em relagdo ao esperado pelo equilibrio de Hardy-Weinberg.

Em relagdo ao equilibrio de ligacdo, apenas um dos locus apresentou valor abaixo de 0,05,
indicando que possivelmente ndo se segrega independentemente.

O coeficiente de endogamia varia de 0 a 1, onde 1 representa 100% de endogamia. A populacao
analisada apresentou coeficiente de endogamia de 0,218. Este valor ¢ significativo em relacao
ao 0. Isto indica um numero excessivo de homozigotos na populacdo, pensando-se a longo
prazo este resultado pode ser decorrente da reducdo da variacdo genética e reflexo de um
processo de endogamia (Kageyama, P, Y 1981). Além disso, a presenca de alelos nulos como
verificados para trés l6cus também podem influenciar no excesso de homozigotos.

Os coeficientes de coancestria (Fij) testados para cada classe de distancia, ndo trouxeram, em
sua quase totalidade, estrutura genética espacial significativa, com excecao apenas da classe 70
metros, mas o valor de diferenga € minimo.

A ndo presenca de uma estrutura genética pode indicar que os dispersores presentes na época
da dispersdo destes individuos permitiram um bom fluxo génico. Sendo a C. mandioccana uma
arvore de crescimento lento e de longa vida, € provavel que as arvores adultas de hoje foram
dispersas por um conjunto mais completo de dispersores: jacutinga, bugio, mas também a anta,
presente no parque até¢ 1962 (Bergallo et al 1998; Bernardo, 2004). Isto pode ter influenciado
diretamente na boa distribuicdo pela drea amostrada.

O valor de Sp obtido em nosso estudo, representando a intensidade de estrutura genética
espacial encontrada, foi de 0,0034. Este dado aproximou-se dos valores obtidos de estatisticas

Sp na literatura para sementes dispersas por animais (Vikemans2004).

Distancia de dispersao

O tecido materno presente nas sementes de C. mandioccana, contido no diasporo que foi
defecado pelos 2 frugivoros dispersores, possibilitou a identificacdo de poucas arvores-maes
através da comparagao de gendtipos com os individuos adultos amostrados do Parque estadual
Ilha do Cardoso.

Foi possivel determinar a arvore-mae de apenas trés sementes amostradas. Destas trés sementes
somente uma tem resultado confidvel pelo nimero de 16cus genotipados (5), as outras duas
sementes em questdo tem resultado menos confidvel pois foram genotpadas em dois ldcus
apenas. No entanto, devido a alta variabilidade de gen6tipos encontrados, corresponder em dois

locus ja representa um possivel resultado.
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Alguns fatores podem ter influenciado o baixo nimero de arvores maes identificadas. O
sucesso das genotipagens, principalmente em relacdo as sementes se mostrou pouco eficiente,
possiveis erros de genotipagem, por exemplo, podem ocasionar este baixo nivel de adultos
correspondidos.

A taxa de sucesso das genotipagens das sementes amostradas foi relativamente baixa, com
apenas dois dos locus (Crm2 e Crm13) funcionando em taxa superior a 50%. Foram feitas duas
extracdes para o mesmo material das sementes, sendo que a segunda extragao abrangeu 38
sementes que ainda tinham material disponivel para o processo. A extracao foi repetida a fim
de testar se o problema havia sido com a qualidade do DNA uma vez que para algumas PCRs, a
amplificacdo obtida foi pouco eficaz. Com o novo DNA, a amplificagdo foi pouco melhor, mas
ndo trouxe resultados significativos no sucesso da genotipagem.

Os problemas na amplificagio do DNA podem se dever a inibidores de PCR (BOER et al.,
1995). Estudos fitoquimicos mostraram que C. mandioccana contem uma alta taxa de
alcaldides (Cavalheiro AJ, et al., 2000) o que pode ter interferido de certa forma no sucesso da
amplificacdo, principalmente das sementes. Este fato indica que seria interessante a otimizagao
do processo de PCR e genotipagens para as sementes, de forma que os locus sejam
amplificados numa taxa proxima a encontrada para os adultos onde a taxa de sucesso na
genotipagem ultrapassou os 50%.

Outro aspecto que pode ser levado em consideragdo, pelo baixo numero de sementes que
tiveram a arvore-mae rastreada, ¢ a amostragem na regido considerada. Foram coletadas folhas
de arvores adultas em frutificagdo sempre que encontradas no campo e particularmente na
proximidade dos locais de defecacdo, além de folhas das arvores onde os bugios estavam se
alimentando. Embora a amostragem tenha feito uma boa sele¢do de adultos na area, € possivel
que algumas arvores ndo tenham sido documentadas, devido as dimensdes do local escolhido
para analise e a dificuldade de acesso, além de se levar em conta o tempo longo de digestao dos
bugios.

Sabe-se que o bugio (Alouatta guariba), tem um tempo de digestdo mais longo do que as aves
em geral (~20 horas) e embora possuam uma 4rea de vida considerada pequena (Aguiar, et al
2003), seu tempo de digestdo permitiria uma maior distdncia da potencial arvore-mae das
sementes por eles ingeridas. Para os grupos de bugios acompanhados, por exemplo, os
individuos poderiam ter se alimentado em arvores no dia anterior, por exemplo, enquanto nao
estavam sendo acompanhados, e defecarem sementes referentes a estas outras arvores Em
relagdo a Jacutinga (Aburria jacutinga), esta apresenta menor tempo de digestao (~1 hora) (de

Barros Leite et Al 2012) e também passa um periodo sobre a copa das arvores das quais
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consomem os frutos, porem sua forma de locomog¢do indica também uma possivel dispersao
das sementes para uma area maior.

Embora as arvores de Cryptocarya com frutos tenham sido amostradas perto e longe dos locais
de defecacao, alcancando as vezes mais de 100 metros destes, ndo foram encontradas as
arvores-maes destas sementes (Figura 2).

Uma nova estratégia de coleta poderia ser tomada, tragando um raio de 100 metros em torno do
local das fezes e neste raio, realizar uma busca acerca de adultos de Cryptocarya nao
amostrados na primeira coleta. Este novo método permitiria afirmar que as sementes ali
depositadas foram dispersas a mais de 100 metros, justamente por ndo possuirem
correspondéncia genética com nenhum adulto neste raio de deposigao pelos frugivoros.

Nao ha certeza de que todas as arvores adultas de Cryptocarya tenham sido amostradas num
raio de 100 metros de cada defecagdo e, por isso, ndo podemos afirmar que as sementes em
questdo tenham sido dispersas a uma longa distancia por seus dispersores.

A metodologia deste trabalho foi escolhida inicialmente pela dificuldade em se andar na area
determinada, por ser um local de mata fechada e terreno acidentado. Pela falta de sucesso na
identificacdo da arvore-mae, a estratégia de determinar-se uma coleta de arvores previamente
amostradas de adultos num raio de 100 metros poderia trazer resultados a cerca da dispersao

das sementes desta espécie de planta e sobre a contribui¢do dos dispersores.
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Figura 2: Distribui¢cdo dos adultos e sementes coletados previamente. Cada semente possui um
raio de 100 metros em torno de si (verde), onde se poderia encontrar alguns adultos nao
amostrados na primeira coleta.

Variabilidade de gendtipos por fezes

Notamos uma maior diversidade de gendtipos nas fezes de bugio, onde ndo foram encontradas
sementes geneticamente aparentadas. Este padrdo pode representar a atividade de
forrageamento do bugio, em grupo e, portanto um maior nimero de sementes por fezes e de
diversidade de genotipos (Fortes, 2008) diferente da Jacutinga que possui habito de

forrageamento solitario.



25

O bugio consome frutos e folhas em grande quantidade, podendo buscar recursos em diferentes
arvores, ¢ como sua digestdo ¢ de aproximadamente 20 horas em geral (Aguiar, et al 2003),
permite que este alimente-se de diversos frutos, o que poderia explicar a diversidade de
genotipos nas fezes. No entanto, o nimero de sementes coletadas em campo, mostra uma
concentracdo de sementes de bugio por fezes. Este padrao de defecagdo, agregado de sementes,
pode ser negativo para o recrutamento das plantulas j& que gera uma maior competi¢do por
recursos.

As jacutingas apresentaram um padrao diferenciado, foi encontrado um maior nimero de fezes
desta, e raramente continham muitas sementes. Isto pode ser também reflexo de seu
comportamento alimentar, pois seu tempo de digestdo varia em torno de 1 hora.

Esta analise permite também avaliar como os dispersores estao contribuindo indiretamente para

a distribuicao espacial destas sementes.

6. CONCLUSAO

Com este trabalho observamos, em relacdo a estrutura genética espacial, observamos que os
adultos estdo relativamente bem distribuidos em relagdo ao ambiente, resultando na quase total
auséncia de estrutura genética. O estabelecimento dos adultos ocorreu provavelmente no PEIC
na presen¢a de mais dispersores do que os encontrados na atualidade, o que faz com que
perspectivas futuras em relacdo a estrutura genética espacial das plantulas possam demonstrar
quanto essa mudanga nos dispersores pode ter influenciado na distribui¢do genética espacial.
Notamos também uma significativa variabilidade entre os gen6tipos dos adultos e das sementes
para a espécie Cryptocarya mandioccana. A partir dos primeiros resultados deste trabalho
pudemos concluir que existe uma provavel longa distancia de dispersdao das sementes, ja que
apenas trés sementes puderam ter os adultos rastreados. No entanto para que esta afirmagao
pudesse ser feita, hd a necessidade de ampliar o esforco de amostragem, podendo-se entdo
concluir sobre a contribuigao real de cada dispersor na area de estudo.

Uma perspectiva interessante a se abordar seria coletar os possiveis individuos adultos que ndo
foram coletados previamente em torno de todas as fezes num raio de pelo menos 100 metros, o
que permitira afirmar, com certeza, se os dispersores a contribuiram para uma distancia de
dispersao relativamente alta da planta-mae.

Com os genétipos das sementes pode-se avaliar a variabilidade destes por fezes e

consequentemente o possivel parentesco entre elas. Esta estimativa, embora ndo inclua a
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distancia de dispersdo, permitiu avaliar o grau de diversidade de genotipos contido em cada
fezes em relacdo a cada dispersor. A jacutinga apresentou fezes com sementes aparentadas,
contrariamente aos bugios, no entanto a média de adultos possiveis por sementes genotipadas
nao variou muito. Este trabalho demonstrou a necessidade de uma maior investigacdo de
amostragem para se ter um resultado robusto a cerca do papel dos dispersores para esta espécie

de planta, possibilitando estudos futuros sobre a espécie.
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8. ANEXOS

Anexo A - Genotipos: teste da semente.

32

Genotipos de adultos (SM), endocarpo (n), e testa da semente (nT), onde n= namero
estabelecido para amostra, para 5 locus diferentes: Crm21, Crm59, Crm 26, Crm 3 e Crm 15b.

Crm 21 Crm39 Crm26 Crm3 Crm15b
Amostras Amostras Amostras Amostras Amostras
SM53 170 172] 5M53 |NA SM53 122 132 SM53 165 SM53 MNA
1 170| 172 1 120 124 1 NA 1 165 1 162
1T 170| 172 1T 120 124 1T NA 1T 165 176 1T 162
3 170| 172 3 120 124 2 122 132] 3 165 3 162 172
T 170 172] 3T 120 124 3T 122 132 3T 165 3T 162 172
4 NA NA 4 MNA 4 122 132 4 NA 4 162 172
aT MNA MNA aT MNA AT MNA ar NA ar 162 172
SM33 172 180] SM33 118 120 SMm33 126 SM33 186 188] SM33 154 172
5 NA 5 118 120) 5 126 5 186| 188 5 162 176
5T 172] 5T 118 120) 5T 126 5T 186) 188 5T 162 176
i 172 180 i MNA 7 126 1272 7 186 188 T 162 176
7T 172 T MNA T 126 7T NA 7T 162 176
8 172] 8 NA 8 126 122] 8 186) 188 2 162 176
8T 172] 8T NA 3T 126 8T NA 8T 162 176
SMB  |NA SMB  |NA SMe 124 130] SMa 164| 166| SMB 162
15 174 176 15 120 123] 15 124 130 15 164 166| 15 MNA
15T 174 176 15T 120 1232] 15T 124 130 15T 164 166| 15T MNA
11 174] 178 11 120 122 11 NA 11 164| 166 11 162 176
11T 174] 178 11T 120 122 11T NA 11T 164| 166 11T 162 176
13 174] 178 13 120 122 13 NA 13 164| 166 13 NA
13T 174] 176 13T 120 122 13T NA 13T 164| 166] 13T NA
SM10 174 180] SM10 120 122 SMI10 128 130 SMI10 |MNA SM10 MNA
17 174 180 17 120 122] 17 128 130 17 NA 17 MNA
17T NA 17T 120 122 17T 128 130] 17T |NA 17T NA
19 174] 180 19 NA 19 124 128 19 164| 166 19 NA
19T NA 19T NA 19T 124 128 19T 164| 166| 19T NA
20 174 180 20 NA 20 124 128 20 NA 20 MNA
20T 174 180 20T MNA 20T 124 128 20T NA 20T MNA
SM12 |NA SM12  |NA SM12 124 130] Sm12 164| 174 SM12 |NA
25 172] 25 120 122 25 124 130] 25 174 25 170 178
25T NA 25T NA 25T 124 130] 25T  |NA 25T NA
26 172] 178 26 NA 26 124 130] 26 NA 26 178
26T 172 176 26T MNA 26T 124 130 26T NA 26T MNA
27 176 27 120 27 NA 27 NA 27 MNA
27T 172] 176 27T 120 27T 124 130| 27T |NA 27T NA
SM82 |NA SMB82 |NA SMB82 |NA SM 82 176| 188] SMB2 |NA
30 NA 30 122 30 122 128 30 176] 188 30 NA
30T NA 30T NA 30T 122 128 30T 176 188 30T MNA
31 168 172] 31 122 31 122 128 31 176 188 31 MNA
31T 168 172] 31T 122 31T 122 128 31T 188 31T MNA
32 NA 32 NA 32 122 128 32 NA 32 NA
32T NA 32T 122 32T 122 128 32T 176] 188 32T NA
SM79 |NA SM79 |NA SM 79 124 128] SM 79 |NA SM79 |NA
37 170 176 37 118 120] 37 124 128 37 NA 37 MNA
37T 170 176 37T 118 120] 37T 124 128 37T NA 37T MNA
a5 170| 178 35 113 120) 35 124 128 35 NA 25 154 162
35T 170| 178 asT 118 120) asT 124 128 35T |NA 35T 154 162
38 170| 178 38 118 120) 38 124 128 38 170| 188 38 154 162
38T 170 176 38T 118 120] 38T 124 128 38T 188 38T 154 162
SM 36 154 184 SM 36 120 122] SM 36 122 128 SM 36 170 188 SM 36 158 182
43 154] 184 43 120 122 43 122 128 43 170| 188 43 158 182
43T 154] 184 43T 120 122 437 122 128| 431 170| 188 43T 158 182
40 154] 184 40 120 122 40 122 128 40 170| 188 40 158 182
40T 154] 184 40T 120 122 40T 122 128 40T |NA 158 40T 158 1832
45 154 134 45 120 123] 45 122 128 45 170 188 45 158 182
45T 154 184 45T 120 1232] 45T 122 128 45T 170 188 45T 158 182
SM 42 170| 184] sm42 120 122 sSm42 124 130] sm42 186 188 SM42 154 176
43 170| 184 43 120 48 NA 43 186| 188 43 154 176
48T 170| 184 48T 120 48T NA 48T 186| 188 48T 154 176
46 170 184 46 NA 46 124 130 46 186 188 46 154 176
46T 170 134 46T 120 123] 46T 124 130 46T 186 188 46T 154 176
47 170 184 a7 NA 47 124 130 a7 186 188 a7 154 176
ATT 170 184 ATT NA 47T 124 130] 47T 186) 188 ATT 154 176




Anexo B — Exemplo de provaveis sementes-irmas

Exemplo de andlise de genotipagem onde trés sementes possuem 4 locus equivalentes para os
l6cus testados.

(111 of 182)

Crmisb_1i |Crmi5b_2 |(Crm26_1 |Crm26_2 |(Crm39 1 (Crm39_2 |Crm2_1 |Crm2_2 |Crmi3_1i |Crmi3_ 2 |Crm27b_1 |(Crm27b_2 |Score

S17  NA MA 122 130 MA NA 113 115 165 165 175 189 FOCAL
S17 A MA 122 130 MA MA 113 115 165 165 175 189 1

S19 NA MA 122 130 MA NA 113 115 165 165 175 189 1

S18 NA MA 122 130 MA NA 113 115 165 165 175 189 0.93
sz NA MA NA NA MA NA T 115 165 165 175 189 0.86

c4 NA MA 122 130 MA NA 113 115 165 165 171 0.86



Anexo C- Adultos e sementes correspondentes.

Correspondéncia de genotipos das sementes e dos adultos para os trés casos encontrados.

(152 of 182)

34

[crmish 1 [ermisb_z |cmz6_1 |cmz6_z |cmsss [cmss_z [cmzi [omz_z [omiz_i [cmiz_z [cmazht [crm2zb_z | Score
575 154 162 120 128 114 122 115 115 165 165 NA NA FOCAL
575 154 162 120 128 114 122 115 115 165 165 NA NA 1
578 154 162 120 128 114 122 115 NA MA MA MA 0.96
IC10 | 154 162 120 128 114 122 115 115 165 165 171 185 0.79
s74  MNA NA 120 128 NA MA TEN 115 165 165 MA MA 0.79
CrmiSb_1 |[Crmi5b 2 |Crm26_1 |Crm26_2 |Crm59_1 |Crm59_2 | Crm2_1 | Crm2_2 | Crmi3_1 |Crmi13_2 |Crm27b_1 |Crm27b_2 |Score
532 NA NA NA NA NA NA 113 127 167 167 NA NA FOCAL
532 | NA NA NA NA NA NA 113 127 167 167 NA NA 1
534 | NA NA NA NA NA NA 113 127 NA NA NA NA 0.93
ICi1 na NA NA NA NA MA 113 127 167 NA MA 0.83
ICi3 | 154 154 126 126 122 122 113 127 167 167 171 171 0.57
Crmi5b_1 |[CrmiS5b_2 |Crm26_1 |Crm26_2 |Crm59_1 |Crm59_2 |Crm2_1 |Crm2_2 | Crmi3_1 | Crmi3_2 |Crm27b_1 |Crm27b_2 |Score
S106  NA NA 124 128 NA NA 108 113 NA NA NA NA FOCAL
5106 | NA NA 124 128 NA NA 108 113 NA NA NA NA 1
S67 | NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 0.56
S7T0 | NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 0.56
1Co3 154 154 124 128 120 120 108 113 NA NA 179 179 0.71



