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RESUMO

O fluxo e padrdes de dispersdo de pdlen foram investigados em um pequeno fragmento
florestal isolado da espécie arborea neotropical, polinizada por insetos da Copaifera
langsdorffii, por meio da andlise de paternidade e oito locos microssatélites, também foi
investigado a coancestria e o tamanho efetivo populacional dentro de progénies para a
conservacao e recuperacdo ambiental. Sementes de polinizacdo aberta (20 a 25 sementes)
foram coletadas de 15 arvores matrizes de um fragmento, onde todos os individuos adultos
foram previamente mapeados, medidos e genotipados para oito locos microssatélites. Vinte
sementes foram coletadas da arvore vizinha mais proxima (1,2 km) do fragmento. Os niveis
de diversidade genética foram significativamente maiores nos adultos do que nas progénies.
Niveis significativos de endogamia foram detectados em progénies (F = 0,226), o que foi
atribuido principalmente ao cruzamento entre parentes. A partir da analise de paternidade,
baixos niveis de autofecundacédo (s = 8%) e imigracdo de pdlen (m = 8%) foram observados
no fragmento florestal, mas niveis muito altos foram detectados na arvore isolada (s = 20%; m
= 75%), indicando que o fragmento e a arvore nao estdo reprodutivamente isolados e sdo
conectados por dispersdo de pélen a longas distancias (maximo detectado 1,420 m). Dentro do
fragmento, o padrdo de disperséo de pdlen foi o vizinho proximo, com cerca de 49% do pdlen
se dispersando ate 50 m. O tamanho efetivo populacional da arvore-matriz foi baixa,
indicando a necessidade de se coletar muitas sementes de arvores (minimo de 76 arvores) para
fins de conservacdo. Em termos gerais, 0s resultados mostraram que o fragmento e a arvore
isolada pela fragmentacéo florestal ndo estdo reprodutivamente isoladas, embora o isolamento

espacial parecesse aumentar a taxa de autofecundacgéo e cruzamentos correlacionados.

Palavras-chave: Analise de paternidade. Espécies arboreas tropicais. Fluxo génico. Genética
de populacGes. Tamanho efetivo populacional.



ABSTRACT

Pollen flow, dispersal and patterns were investigated in a small and isolated forest fragment of
the neotropical, insect pollinated tree Copaifera langsdorffii, using paternity analysis and
eight microsatellite loci, we also investigated the coancestry and effective population size of
progeny array for conservation and environmental restoration purpose. Open-pollinated seeds
(20 to 25 seeds) were collected from 15 seed trees of forest fragment, where all adults trees
were previously mapped, measured and genotyped by eight microsatellite loci. Twenty seeds
were also collected from the neighbour tree (1.2 km) of the forest fragment. Levels of genetic
diversity were significantly higher in adults than offspring. Significant levels of inbreeding
were detected in offspring (F=0.226), which was attributed mainly to the mating among
relatives. From paternity analysis, low levels of selfing (s=8%) and pollen immigration
(m=8%) were observed in the forest fragment, but very high levels were detected in the
isolated tree (s=20%; m=75%), indicating that the forest fragment and the tree are not
reproductive isolated and are connected by long pollen dispersal (maximum detected 1,420
m). Within the forest fragment, the pattern of pollen dispersal was the near neighbor with
about 49% of the pollen being dispersed until 50 m. The effective population size of the
progeny array was low, indicating the necessity to collect seeds from many seed trees
(minimum of 76 trees) for conservation purposes. In general terms, the results showed that the
fragment and the tree isolated by forest fragment are not brooked the genetic connectivity,

although the spatial isolation seems increase selfing rate and correlated mating.

Keywords: Paternity analysis. Tropical tree species. Gene flow. Population genetics.

Effective population size.
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1 INTRODUCAO

As florestas tropicais possuem uma grande diversidade de espécies arbéreas, as quais
possuem diferentes sistemas reprodutivos, associados as complexas interacbes com agentes
polinizadores e dispersores de sementes. A grande maioria das espécies arboéreas tropicais
reproduz-se predominantemente por cruzamentos, e dependem de animais para a disperséo de
polen e/ou sementes.

O crescimento populacional acompanhado do crescimento da industria provocou um
aumento da demanda por recursos naturais. O uso abusivo de recursos e 0 descaso com 0
meio ambiente foram responsaveis pelo agravamento dos problemas ambientais. Atualmente
tem-se consciéncia de que o0 ambiente ndo consegue se recuperar na mesma proporcdo em que
é destruido, e que os recursos naturais sdo finitos. DistUrbios antropogénicos sdo responsaveis
pela fragmentacdo das florestas nativas, deixando as populacdes de espécies arboreas
suscetiveis a efeitos deletérios da redugdo no fluxo génico (BACLES; ENNOS 2008). As
drasticas mudancas na geometria da paisagem tendem a afetar as interagdes entre plantas e
animais e, consequentemente, a demografia e o recrutamento de plantas (HOWE, 1984;
JANZEN, 1980). A derrubada da floresta pode afetar a abundéncia, diversidade e o
comportamento de animais polinizadores que por sua vez, pode ter um impacto sobre a
biologia reprodutiva da populacdo das arvores remanescentes (CLOUTIER et al., 2007).
Devido a isso, a precisdo das previsdes da resposta das florestas ao desmatamento e a
fragmentacdo da populacdo depende de um entendimento de quais modificacbes ocorrem no
movimento de polen e sementes como consequéncia das mudancas da paisagem.

O Estado de Séo Paulo localizado na regido sudeste do Brasil é formado basicamente,
pelos Biomas Mata Atlantica e Cerrado, e a importancia destes ecossistemas foi recentemente
reconhecida, com a inclusdo de ambos na lista de hotspots (regiGes biologicamente mais ricas
e ameacadas do planeta, nas quais as acdes de conservacdo seriam mais urgentes).
Atualmente, o Estado paulista corresponde a regido mais industrializada e urbanizada do pais,
possuindo indices de desenvolvimento urbano e industrial superior aos paises desenvolvidos
da Europa Ocidental como: Espanha, Italia, Inglaterra, Franca e Alemanha. Entretanto, ao
contrario destes paises, o Estado de Séo Paulo ndo dispde ainda de informacGes ambientais
integradas, sistematizadas e de meios operacionais que o habilite a enfrentar os gravissimos
problemas de degradacdo ambiental decorrentes da expansdo demogréfica e urbana nédo

planejada.
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A Mata Atlantica é considerada como um dos 25 hotspots de biodiversidade no mundo
(MYERS et al., 2000; SILVA; CASTELETI, 2005). Sua area ocupava grande parte do
territério nacional, sendo atualmente reduzida a apenas 4% de toda sua area original. Hoje, o
bioma encontra-se intensamente fragmentado e a maior parte da populacdo humana vive
proxima a esses fragmentos e 70% do PIB est4 direta ou indiretamente relacionado com o
bioma. Na Mata Atlantica a maior parte dos remanescentes florestais, especialmente em
paisagens intensamente cultivadas, encontra-se na forma de pequenos fragmentos, altamente
perturbados, isolados, pouco conhecidos e pouco protegidos (VIANA, 1995). Devido a sua
extensdo, o bioma encontra-se dividido em ecossistemas onde o0 que mais se destaca
especificamente na regido do noroeste paulista é a Floresta Latifoliada Semidecidua. Este
ecossistema estd entre 0s mais devastados dos ultimos tempos consistindo em alta
fragmentacdo. Tal processo vem reduzindo preocupantemente a biodiversidade dos
fragmentos pelas introducGes de novas matrizes devido ao avanc¢o das fronteiras agricolas. O
estudo desse tipo de floresta é importante ndo somente pelo potencial econémico e ecoldgico

das suas espécies, mas pelo grau de devastacdo que vem apresentando.

Cerca de 12% das florestas paulista (531 mil hectares) esta pulverizado em pequenos
fragmentos, muitas vezes com area inferior a 10 ha. Cada fragmento pode conter um
banco de informagfes Unico, capaz de contribuir de forma relevante para a
conservacdo da biodiversidade e a restauracdo de ecossistemas semelhantes. Apenas
35 % dos remanescentes florestais estdo em unidades de conservacdo, a maioria com
area superior a 100 ha, onde geralmente sdo conduzidos os estudos cientificos. Os
fragmentos florestais podem mostrar-se consistentes na recuperacao de florestas no

estado, sendo possivel a criacdo de corredores ecoldgicos com a restauracdo das
matas ciliares que margeiam 0s rios. Recuperando estas matas, seria possivel
interligar a maior parte dos fragmentos de Séo Paulo (ZORZETTO, 2010, p. 50-53).

Os estudos sobre os niveis e a distancia de dispersdo de polen e estrutura genética
espacial sdo Uteis para determinar 0 nUmero de arvores matrizes necessarias para a coleta de
sementes para fins de reflorestamento ambiental (BITTENCOURT; SEBBENN, 2007). Tais
estudos tém sido eficientemente realizados com base em marcadores genéticos (BURCZYK et
al., 2004; STREIFF et al., 1999). Entre os diferentes tipos de marcadores genéticos, 0s
marcadores microssatélites sdo ideais para a quantificacdo dos padrdes de dispersdo de polen
em populacGes naturais de plantas (DAWSON et al., 1997) devido a sua heranca
codominante, alto polimorfismo, e consequentemente alta probabilidade de atribuicdo a
exclusdo de parentesco (LIAN et al., 2001).
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1.1 Objetivos

O objetivo deste estudo foi investigar o sistema de reproducao, o fluxo, a distancia e o0s
padrdes de dispersdo de polen em amostras de progénies de polinizacdo aberta de Copaifera
langsdorffii Desf., do Bosque Municipal de S&o José do Rio Preto, um fragmento de Floresta
Estacional Semidecidual localizado no norte do Estado de Sdo Paulo. Mas especificamente
objetivou-se:

1. Estimar os niveis de endogamia na fase de plantulas e arvores adultas para entender
como € a sua dindmica entre geracfes em uma pequena populacao fragmentada;

2. Determinar as taxas de cruzamento em arvores do fragmento florestal;

3. Determinar a taxa de imigracdo de pélen (fluxo génico) no fragmento;

4. Determinar a distancia e os padrGes de dispersao de pélen dentro do fragmento;

5. Determinar a coancestria e o tamanho efetivo dentro das progénies e com base nestas
informacdes estimar o nimero de &rvores matrizes necessarias para a coleta de sementes, para
obter amostras de sementes com tamanho efetivo de 150 para conservagdo genética e

recuperacao ambiental.

1.2 Hipoteses

As trés principais hipoteses testadas neste estudo foram:

1. Em vista do pequeno tamanho da populacdo reprodutiva (112 individuos) e variacéo
na fenologia de florescimento das arvores, baixa taxa realizada de imigracdo de poélen e
presenca de estrutura genética espacial intrapopulacional (SEBBENN et al., 2011),
possivelmente uma grande parte dos cruzamentos sdo correlacionados e endogamicos.
Portanto, a coancestria entre plantas dentro de progénies deve ser substancialmente maior e 0
tamanho efetivo substancialmente menor do que o esperado em populacbes panmiticas

(©>0,125, N, = 4).
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2. Em relacdo a dindmica da endogamia entre geracGes, como na populacdo estudada
existe estrutura genética espacial e a espécie apresenta sistema misto de reproducdo, com
predominio de cruzamentos, acredita-se que os niveis de endogamia sejam maiores na fase de

sementes do que na fase adulta ou juvenil;

3. Considerando o fato de que a populacdo encontra-se isolada 1,2 km do individuo mais
proximo e prévios resultados obtidos para regenerantes que mostraram baixa taxa de
imigracdo de pélen e um padrdo de dispersdo entre vizinhos proximos (SEBBENN et al.,
2011), acredita-se que o fragmento ndo esteja reprodutivamente isolado, mas que a maior

frequéncia dos cruzamentos ocorra entre vizinhos proximos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Fragmentacao florestal

Os ecossistemas florestais sdo responsaveis pela manutencdo dos mananciais hidricos,
na estabilizacdo do clima no planeta por absorver o didxido de carbono da atmosfera (CO,),
além de servir de abrigo para um grande nimero de espécies de plantas e animais, incluindo
muitas espécies ameacadas de extin¢do. Grandes areas continuas de florestas tropicais estdo
rapidamente se tornando fragmentadas em resultado de atividades humanas, levando a uma
crescente necessidade de informacéo sobre o grau de isolamento reprodutivo das populagdes,
sistema de reproducdo e respostas genéticas de espécies arbdreas a perturbacdo (NASON;
HAMRICK, 1997).

A degradacgédo e a fragmentacdo dos habitats florestais em pequenos remanescentes
isolados representam uma importante ameaca em longo prazo para a biodiversidade global. A
fragmentacdo de areas continuas de florestas em fragmentos florestais reduz o tamanho
efetivo das populacbes e isola individuos na paisagem, especialmente das espécies que
ocorrem em baixa densidade populacional. Consequentemente, isto pode provocar alteragoes
no sistema de cruzamento das espécies, como 0 aumento do grau de parentesco entre
individuos e a endogamia. O processo continuo de fragmentacao pode resultar em diminuicéo
no tamanho médio dos fragmentos, aumento da distancia entre eles, aumento do efeito de
borda (TOWSEND et al., 2006), e perda de espécies do interior da floresta que ndo podem
sobreviver em habitats limitados (DAJOZ, 2006). Uma das principais consequéncias da
fragmentacdo é a extingdo de populacbes e especies, um processo lento e natural que deve
manter equilibrio em relagdo ao nuimero de especiacGes, mutacdes e modificacdes das
frequéncias dos alelos que geram novas espécies. A exploracdo excessiva do meio ambiente
desencadeia a diminuicdo da biodiversidade, uma vez que a taxa de extin¢do se torna maior
que a especiacdo. A atual perda de espécies é algo sem precedentes e pode ser irreversivel
(PRIMACK; RODRIGUES, 2002).

Uma reducéo intensa do tamanho da populacdo reprodutiva tem o potencial para
reduzir os niveis de diversidade genética e, consequentemente, afetar o futuro potencial
adaptativo de uma espécie (GLAUBITZ et al., 2003; LOWE et al., 2005; RAJORA et al.,

2000). Além disso, a reducdo do numero de arvores reprodutivas pode afetar o movimento do
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polinizador e, portanto, a capacidade de dispersdo do pdlen, que pode causar um aumento na
taxa de autofecundacdo e cruzamentos correlacionados. Em alguns casos, as arvores podem
tornar-se espacialmente e geneticamente isoladas, possivelmente levando a extincdo local
(NASON; HAMRICK, 1997). Contudo, muitas espécies de arvores podem ser tamponadas
dos efeitos negativos da fragmentacdo de habitat, devido a longevidade individual, alta
densidade populacional, alta diversidade genética intrapopulacional e pelo seu potencial de
fluxo de polen a longa distancia, tornando-as, especialmente resistente a extingdo e perda de
diversidade genética durante mudancas ambientais (HAMRICK, 2004; JUMP; PENUELAS,
2006; KETTLE et al., 2007).

Detectar os efeitos genéticos da degradacdo do habitat e a fragmentacdo florestal de
arvores de longa vida é complicado pelo fato de que, em muitos casos, as arvores adultas
podem ter se estabelecido antes da degradacdo. Isso é muitas vezes constatado em regides
tropicais onde a degradacdo ocorreu mais aceleradamente nos ultimos 100 a 200 anos (LOWE
et al., 2005).

Quantificar o impacto da degradacdo do habitat em remanescentes florestais ndo sé
pode ajudar a avaliar as consequéncias genéticas e ecoldgicas destas mudancgas, mas também
podera ajudar a verificar o valor da conservacdo dos fragmentos remanescentes, pela
estimativa das futuras repercussdes do desmatamento das florestas tropicais, além de permitir
formular estratégias de conservacdo eficazes e sustentiveis para a gestdo dos recursos
genéticos de espécies que habitam paisagens degradadas (LEMES et al., 2003; LIRA et al.,
2003; NEWTON et al., 1999; WHITE et al., 1999).

2.2 Consequéncias genéticas da fragmentacéo florestal

As consequéncias geneticas da fragmentacédo sdo alteraces nos niveis de fluxo génico,
refletindo diretamente na taxa de cruzamento por alterar o tamanho das populagdes das
espécies, ou indiretamente, por influenciar a abundancia ou o comportamento dos agentes
polinizadores (KARRON et al., 1995). Estas consequéncias tendem a aumentar a frequéncia
de cruzamentos correlacionados e endogamicos nas populacfes remanescentes. O aumento da
endogamia pode desencadear a depressdo endogamica, sendo esta mais severa em espécies
predominantemente de cruzamento, as quais geralmente mantém altos niveis de carga
genética (NASON; HAMRICK, 1997).
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A fragmentacdo pode também causar a perda de genes especificos, alteracbes na
frequéncia génica e induzir mudancas nos padrdes de diversidade genética (tais como a
heterozigosidade), sistema de cruzamento, parentesco, fluxo génico e tamanho efetivo da
populacdo (CLOUTIER et al., 2007; HAWLEY et al., 2005; JENNINGS et al., 2001; LOWE
et al., 2005). A teoria prevé que a fragmentacdo do habitat devera conduzir a ruptura de
sistemas de cruzamento de plantas, levando ao aumento da endogamia e diferenciacdo entre
populacdes e a erosdo da variabilidade genética dentro das populacdes, além de potencializar
o efeito de borda, levando a extingdes e invasdo de outras espécies. No curto prazo, um
aumento da endogamia pode resultar em uma menor aptidao individual e reduzir a viabilidade
da populagdo, aumentando assim o risco de extingdo das populacfes individuais. Em longo
prazo, a reducdo da diversidade genética pode limitar o potencial evolutivo da espécie para
responder a alteracdes ambientais (JUMP; PENUELAS, 2006).

Os principais fatores que afetam a dindmica de fragmentos florestais sdo: tamanho,
forma, grau de isolamento, tipo de vizinhancga e histdrico de perturbacdes (VIANA et al.,
1992). Esses fatores apresentam relacGes com fenémenos biologicos que afetam a natalidade e
a mortalidade de plantas como, por exemplo, o efeito de borda, a deriva genética e as
interacdes entre plantas e animais. Se 0 movimento dos vetores de polinizacdo é restringido
pela fragmentacdo, os fragmentos tornam-se unidades geneticamente e demograficamente
isoladas de pequeno tamanho efetivo populacional. Isso causa 0 que se conhece por gargalo
genético e pode por em risco a sobrevivéncia das populagdes de diversos organismos. No
curto prazo, o aumento da endogamia e uma perda de heterozigosidade podem reduzir a
aptidao individual e a viabilidade da populacdo (NASON; HAMRICK, 1997). Em longo
prazo, a deriva genética pode ter o mesmo efeito, embora esta dependera do ndmero de
geragBes que se passarem apds o gargalo genético e se o tamanho da populacdo reprodutiva é
pequena (NEI et al., 1975), de modo que populagdes isoladas podem sofrer significativas
reducBes no numero de alelos, frequéncia dos alelos e na variagdo genética quantitativa
(FALCONER, 1996; LACY, 1987; LANDE; BARROWCLOUGH, 1987).

O efeito de borda é detectado quando uma pequena mata passa a estar cercada por
areas abertas, interferindo na abundancia relativa e na composicdo de espécies na parte
marginal do fragmento (FERNANDEZ, 2000). Quanto mais irregular e menor for o perimetro
do fragmento, maior serd a area de contato com a matriz (conjunto de unidade ndo-habitat
para uma determinada comunidade ou espécie), e consequentemente menor serd a area livre
do efeito de borda (MENDES, 2008).



21

Estudos da diversidade genética, fluxo génico contemporaneo, sistema de reproducéo
e distribuicdo espacial de gendtipos em populacdes fragmentadas sdo fundamentais para
entendimento detalhado das consequéncias desses processos sobre as populacdes
remanescentes, permitindo o delineamento de estratégias para a conservacao in situ e ex situ,
bem como para a coleta de sementes em arvores matrizes para fins de recuperacdo ambiental
(SEBBENN et al., 2011). O estudo detalhado do fluxo génico contemporéneo, distancia e
padrdes de dispersdo de podlen, sistema de reproducdo, estrutura genética espacial
intrapopulacional e dindmica de endogamia entre geragdes, sO é possivel com a amostragem,
mapeamento e genotipagem de todas as arvores reprodutivas, regenerantes e sementes de
polinizacdo aberta coletadas dentro de uma é&rea delimitada, como uma parcela ou um

fragmento espacialmente isolado.

2.3 Fenologia de florescimento e frutificagéo

Fenologia é definida como estudo da ocorréncia de eventos bioldgicos, a influéncia
dos fatores bioticos ou abidticos nestes eventos e as relagfes entre as fenofases (floragéo,
floracdo em botdo, frutos, frutos verdes, frutos maduros, queda das folhas e brotacdo) de
espécies diferentes ou de uma Unica espécie (LIETH, 1974; MANTOVANI et al., 2003;
MORELLATO, 1995), que contribuem para o entendimento dos padrdes reprodutivos e
vegetativos de plantas e animais que delas dependem.

O periodo reprodutivo é uma fase de grande importancia para a dindmica das
populacBes e para a propria sobrevivéncia das espécies (MANTOVANI et al., 2003). Sendo
assim, o desenvolvimento de pesquisas basicas sobre os processos ecoldgicos envolvidos na
reproducéo das plantas é fundamental para uma melhor compreenséo da diversidade estrutural
e funcional do bioma onde elas estdo inseridas e, consequentemente, para o desenvolvimento
de ferramentas Uteis para a conservagdo e manejo destes sistemas.

O estudo dos padrdes fenoldgicos podem variar dentro de uma espécie, se avaliados
em diferentes ecossistemas florestais (NEWSTROM et al., 1994), além do que permitem
avaliar a disponibilidade de recursos ao longo do ano e o conhecimento da floracdo e
frutificacdo, que pode variar entre populagdes, entre individuos e entre anos (STEPHENSON,
1981). Além disso, o estudo dos eventos fenoldgicos permite prever periodos de reproducédo

das plantas, seus ciclos de crescimento e outras caracteristicas de grande importancia no
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manejo florestal e em programas de conservacdo de recursos genéticos (FOURNIER, 1976;
MANTOVANI et al., 2003; MORELLATO, 1995).

As variacOes fenoldgicas podem ser influenciadas por varios fatores, como exposi¢édo
a luz, dano foliar, estresse hidrico e aborto de flores (MANTOVANI et al., 2003). Em
Copaifera langsdorffii, altas temperaturas e indices pluviométricos tém sido detectados como
algumas das caracteristicas favoraveis para o florescimento durante a estagdo chuvosa
(MORELLATO, 1992). Segundo a classificacdo de Newstrom et al. (1994), o padrdo de
florescimento apresentado em Copaifera langsdorffii, pode ser considerado como regular,
pois a floragdo sempre ocorre no mesmo periodo do ano (estagdo chuvosa) e supra-anual,
porque ocorreu somente em alguns anos.

O florescimento sincronizado favorece a atracdo de polinizadores (MARQUIS, 1988)
e deve ser importante para a ocorréncia de polinizacdo cruzada entre individuos de Copaifera
langsdorffii.

A espécie C. langsdorffii como é polinizada por abelhas que fazem visitas em grandes
grupos, o fato reforca a relagdo da curta duracdo das flores, comum em plantas neotropicais
(CUNNINGHAN, 1994), e a alta probabilidade de serem polinizadas no mesmo dia.

O padrédo supra-anual de frutificagdo parece ser comum para 0 género Copaifera,
conforme detectado por DIAS e OLIVEIRA-FILHO (1996). Segundo Tapper (1992), a
frequéncia irregular de frutificagdo é considerada uma estratégia adaptativa da espécie para

reduzir a predacéo de sementes através da saciacdo dos predadores.

2.4 Fluxo génico via pdlen

A conectividade genética entre populacdes de espécies arbdreas € dada pelo fluxo
génico através de polen e sementes (ENNOS, 1994). A dispersdo do pdlen é um componente
importante de fluxo génico em populagdes de plantas, devido as suas dimensdes e potencial
para viajar geralmente a maiores distancias do que as sementes. O potencial de transporte a
longa disténcia dos gametas masculinos influencia grandemente 0s processos genéticos, que
tem por sua vez, implicacbes evolutivas, tais como "o isolamento pela distancia” das
populagbes continuas e a troca génica entre populacbes espacialmente isoladas
(CRAWFORD, 1984; ENNOS, 1994; WRIGHT, 1946). Quando restrito, o fluxo génico

define a variacdo das populacdes em resposta a selecdo natural local ou a deriva genética,
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enquanto que o fluxo génico por longas distancias promove a homogeneidade genética entre
as populacdes da espécie (ELLSTRAND, 1992; SLATKIN, 1985).

O fluxo génico é fundamental na formacdo das populacGes e determinacdo da escala
espacial e temporal demografica que as populacdes respondem a selecdo. O modo de
dispersdo de pdlen e sementes é um fator importante, determinando onde as espécies se
mantém e como elas estendem seus limites geogréaficos. Baixos niveis de imigracdo de polen e
curta distancia de dispersdo de polen e de sementes, associado a estrutura genética espacial
em povoamentos florestais, pode produzir heterogeneidade no conjunto de pdlen,
cruzamentos entre parentes e endogamia. Consequentemente, a diversidade genética e o
tamanho efetivo dentro de progénies serdo reduzidos (SEBBENN, 2002). A deriva genética
causa mudancas estocasticas em dire¢des imprevisiveis, alelos sdo perdidos e aumenta a
endogamia e a coancestria dentro das populactes (LINDGREN, 1996).

Muitas espécies vegetais em que o fluxo génico depende de insetos para o transporte
de pdlen, tm o comportamento dos polinizadores como determinante de quéo longe o pélen é
transportado (AHMED et al., 2009). A polinizacdo determinara os padrfes do tamanho da
vizinhanga reprodutiva de uma planta, a conectividade das populaces e os impactos da
fragmentacdo do habitat (ASHLEY, 2010). Collevatti et al. (2010) constataram que a
atividade dos polinizadores pode variar muito entre as arvores-matrizes, o que pode ser
evidenciado pela ampla variagdo no nimero de doadores de pdlen entre arvores-matrizes e 0
baixo nimero efetivo de doadores de polen, em relagdo ao nimero de individuos reprodutivos
na populagéo.

O fluxo de genes € uma grande forca evolutiva, por homogeneizar as frequéncias
alélicas entre as populacdes através da troca de genes, e moldar o tamanho efetivo da
vizinhanca reprodutiva (WRIGHT, 1943). Tradicionalmente, os métodos de referéncia para
estimar o fluxo de genes a partir de dados genéticos dependem de medidas de diferenciacdo
genética entre as populag¢bes (WRIGHT, 1951) ou entre individuos na populagdo (ROUSSET,
2000). Mas recentemente, estimativas contemporaneas de fluxo de genes tornaram-se
possiveis através de analise de parentesco (maternidade e paternidade) com base em dados de
marcadores genéticos altamente polimdrficos, neutros e co-dominantes, como 0s
microssatélites (ASHLEY, 2010).

Dentro de populagdes continuas, o fluxo génico é estimado com base em analises de
parentesco (MEAGHER, 1986; MORGAN; CONNER, 2001). Para isso, amostras de mudas
ou sementes de polinizacdo aberta e todos adultos reprodutivos existentes dentro de uma area

estabelecida sdo genotipados para marcadores altamente polimorficos para estimar a distancia
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e os padrdes de dispersdo das sementes e polen (MEAGHER, 1986). Um dos principais
problemas nestas andlises € a distin¢do entre parentais maternos e paternos dos filhos, em caso
de espécies monoicas. Uma solucdo é a genotipagem de tecidos maternalmente herdado nas
sementes dispersas (JONES et al., 2005; JORDANO et al., 2007). Ao lidar com plantulas
estabelecidas, sempre que os tecidos ndo sdo puramente de heranga materna ou paterna, a
média efetiva da distancia de dispersdo pode ser estimada diretamente a partir da distancia
entre pais-filhos, utilizando modelos, como o0 modelo de vizinhanca (BURCZYK et al., 2006).
Essas abordagens tém ganhado uma grande aceitacdo entre o0s geneticistas de populacdes e
ecologistas, pois permitem caracterizar o primeiro processo de dispersdo de sementes e de
poélen (BURCZYK et al., 2006; MORGAN; CONNER, 2001), e também, investigar fatores
ecologicos que podem influenciar esses padrées, como caracteristicas fenotipicas parentais
(GONZALEZ-MARTINEZ et al., 2006), o comportamento de dispersores de sementes
(JORDANO et al., 2007), ou a heterogeneidade espacial do ambiente (JONES et al., 2005).
As estimativas de fluxo génico contemporaneo, com base nos genétipos individuais e
atribuicdo de parentesco e baseadas na estrutura genética espacial (SGS) sdo abordagens
complementares para avaliar as respectivas importancias do fluxo génico e deriva genética. A
suposicdo para estimativas historicas de dispersdo a partir da analise de SGS, é que a
dispersdo apresenta um padrdo de isolamento por distancia, ou seja, que em populacbes
naturais de espécies arboreas, quando a dispersdo de sementes e pdlen é limitada, tendem
gerar uma estrutura genética espacial (SGS) dentro das populagdes (CARVER et al., 2005). A
SGS de uma populacéo ¢é determinada pela interacdo de fatores como a densidade de adultos,
o sistema de reproducdo, a historia de colonizacdo, a selecdo natural e 0s mecanismos e
padrdes espaciais de dispersdo de genes (VEKEMANS; HARDY, 2004; JONES et al., 2006).

Estudos genéticos com arvores tropicais tém revelado dispersao de pélen e sementes a
longas distancias em terrenos fragmentados, através de floresta remanescente, sugerindo que
arvores espacialmente isoladas podem formar ligacdes vitais entre populaces (ALDRICH;
HAMRICK, 1998).

A dispersdo a longas distancias depende principalmente da resposta comportamental
dos insetos polinizadores & fragmentacdo florestal. Alteragbes nas assembleias de
polinizadores foram constatadas com a marcacao e recaptura de abelhas em remanescentes,
mostrando que abelhas foram capazes de percorrer distancias de até 4 km (WHITE et al.,
2002). Insetos polinizadores tém o potencial de viajar e dispersar o polen a longas distancias
como observado em Swietenia humilis (até 4,5 km, WHITE et al., 2002), Dicorynia
guianensis (até 4,7 km, LATOUCHE-HALLE et al., 2004), Eucalyptus wandoo (até 1 km,
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BYRNE et al., 2008), Bagassa guianensis (até 961 m, SILVA et al.; 2008), Symphonia
globulifera (963 m, CARNEIRO et al., 2009), Sorbus domestica (até 16 km, KAMM et al.,
2009) e Tabebuia aurea (1.651 m, BRAGA; COLLEVATTI, 2010), nas quais foi detectado
distancias de dispersdo de polen superiores a 800 m. Longas distancia de dispersdo de polen
em espécies arboreas polinizadas por insetos também foram encontradas em Platypodium
elegans (>750 m, HAMRICK; MURAWSKI, 1990) e Eurycorymbus cavaleriei (667 m,
WANG et al., 2007).

Embora estes estudos tem constatado que a dispersdo de p6len podem atingir grandes
distancias, a frequéncia destes eventos € baixa e a maior parte dos cruzamentos ocorrem entre
0s vizinhos mais proximos em Pithecellobium elegans (350 m, CHASE et al., 1996),
Glyricidia sepium (275 m, DAWSON et al., 1997), Dinizia excelsa (212 m, DICK et al.,
2003), Eurycorymbus cavaleriei (200 m, WANG et al., 2007), Bagassa guianensis (entre 308
e 961 m, SILVA et al., 2008) e Tabebuia aurea (entre 4,0 e 6,0 m, BRAGA; COLLEVATTI,
2010).

2.5 A espécie Copaifera. langsdorffii Desf.

Copaifera langsdorffii Desf. € uma espécie arbdrea da familia LEGUMINOSAE,
subfamilia CAESALPINIOIDEAE, conhecida popularmente por copaiba, pau-d.6leo, podoi,
cupalba e cupitva (CORREA, 1984). O género Copaifera abrange 72 espécies (VEIGA
JUNIOR; PINTO, 2002), sendo dezessete (DWYER, 1951) endémicas do Brasil. A Copaifera
langsdorffii Desf. ocorre nos estados de MG, GO, MS, SP e PR, é uma planta decidua ou
semidecidua, hermafrodita, predominantemente alégama e encontrada principalmente na
floresta latifoliada da bacia do Parana. Ocorre, tanto em floresta primaria como em formacdes
secundarias, sendo caracteristica das formacfes de transicdo do cerrado para Floresta
Estacional Semidecidual (LORENZI, 2000).

A espécie € utilizada para producdo de madeira e 6leo, além da arborizagdo urbana e
recuperacao de areas degradadas (LORENZI, 1992). Quimicamente, o dleo-resina de copaiba
pode ser definido como uma solucéo de &cidos diterpénicos em um 6leo essencial constituido
majoritariamente por sesquiterpenos (CASCON; GILBERT, 2000). Do ponto de vista
bioldgico, é um produto de excrecdo ou desintoxicacdo do organismo vegetal, e funciona
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como defesa da planta contra animais, fungos e bactérias (ALENCAR, 1982;
LANGENHEIM, 2003; PONTES et al., 2003). O 6leo-resina de copaiba, desde o inicio da
colonizacdo do Brasil, continua sendo amplamente utilizado na medicina popular como
cicatrizante, anti-inflamatério (RIGAMONTE-AZEVEDO et al., 2006) das vias urinarias, em
infeccdes pulmonares (tosses, bronquites, gripes e resfriados) (PAIVA et al.; 1998), anti-
séptico, antitumoral (OHSAKI et al., 1994), como agente para tratar doencas de pele e Ulceras
(ALENCAR, 1982).

Segundo Dwyer (1951), pode-se caracterizar o género Copaifera como arvores com
casca aromatica; folhas compostas com 1-12 pares de foliolos; inflorescéncias paniculadas
com flores pequenas, numerosas e sésseis, dispostas em espigas; quatro sépalas; geralmente
dez estames; ovarios estipilados; dois 6vulos; fruto com duas valvulas, geralmente lisas, com
endocarpo subfibroso; sementes solitarias, brilhosas e cobertas com arilo colorido. As
copaibeiras sdo arvores de crescimento lento, alcangam de 25 a 40 m de altura, podendo viver
até 400 anos; sdo polinizadas por abelhas Apis melifera e Trigona sp (CARVALHO, 2003) e
as maiores responsaveis pela dispersdo das sementes sdo aves como o tucanugu (Ramphastos
toco), a galha-do-campo (Cyanocorax cristatellus) e o sabid, que engolem o arilo e regurgitam
a semente (CARVALHO, 1994). O tronco é aspero, mede de 0,4 a 4m de diametro e
apresenta coloracdo escura. As folhas sdo alternadas, pecioladas e penuladas (Figura 1). Os
frutos contém uma semente ovoide envolvida por um arilo abundante e colorido (CORREA,
1984; VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002). As sementes maduras s3o exalbuminosas, ricas em
amildide, proteinas e 6leos em abundancia, armazenados nos cotilédones (CRESTANA;
BELTRATI, 1988). O florescimento e a frutificacdo da copaiba, quando em plantios,
ocorrem a partir dos cinco anos de idade, entre os meses de outubro e julho ocorre a floracéo e
entre junho e outubro a frutificagcdo, com variagfes dentro destes intervalos, em fungéo da
regido e do clima, podendo até em algumas regides ocorrer a auséncia de florescimento anual
(CARVALHO, 1994; SANTOS, 1979).

De acordo com Carvalho (1994), a especie apresenta dorméncia ocasional, promovida
pela presenca de cumarina no tegumento. Apresenta um sistema misto de reproducdo, mas
com predominio de cruzamentos (OLIVEIRA et al., 2002; SEBBENN et al., 2011). Do ponto
de vista da tecnologia de sementes, a maior dificuldade encontrada na espécie € manter as
sementes Vvidveis durante o armazenamento, uma vez que estas apresentam longevidade
variando de dois meses até quatro anos (CARVALHO, 1994; DAVIDE et al., 1995;
GONZALES; TORRES, 2003).
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C D

Figura 1. Detalhes da espécie Copaifera langsdorffii. A — Sementes (Foto: Aconchego-olinda.blogspot.com); B -
Plantula; C - Folha; D - Fuste. Fotos: Ricardo de Oliveira Manoel

No cerrado brasileiro, um tipo de vegetacdo de savana, a C. langsdorffii € uma arvore
com cerca de 15 m de altura, 50 cm de didmetro, copa densa e tronco avermelhado
(PLOWDEN, 2003; VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002). A espécie é uma arvore importante no
Brasil por causa do valor econémico de sua madeira € do Gleo extraido de seu tronco. No
entanto, a maior parte da Mata Atlantica, habitat natural da espécie no Brasil foi destruido e
apenas 11,4% a 16% da area original permanece (RIBEIRO et al., 2009), e atualmente a
espécie € encontrada apenas em pequenos e isolados fragmentos florestais ou em arvores

isoladas em pastagens ao longo de rodovias.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

3.1.1 Local de estudo

O estudo foi realizado no Bosque Municipal de Sdo José do Rio Preto (20° 46 '44,14
"S, 49° 21' 17,70"W), no municipio de S&o José do Rio Preto, Estado de Séo Paulo, sudeste
do Brasil (Figura 2). O clima da regido é tropical, com inverno seco e verdo umido. A altitude
é de 489 m e a precipitacdo média mensal varia de 16 mm (julho) e 241 mm (janeiro). A
temperatura média anual é de 25,3 °C, com média de 18,9 °C no més mais frio (julho) e de
27,8°C para 0 més mais quente (janeiro). A vegetacdo da regido é caracterizada como Floresta
Atlantica Estacional Semidecidual. O Parque publico de Sdo José do Rio Preto é pequeno de
4,8 ha, com uma alta diversidade de espécies de arvores (cerca de 70, STRANGHETTI et al.,
ndo publicado). Este fragmento é um remanescente da floresta continua semi-decidua. A
fragmentacgédo da area para fins agricolas ocorreu entre 60-80 anos atras. A populacdo de C.
langsdorffii no fragmento florestal esta geograficamente isolada e a arvore da mesma espécie
mais proxima estd a 1,2 km de distancia. O parque é cercado por uma cerca de arame de 3 m
de altura, pela cidade e plantacdes de cana-de-agucar (Figura 2). No passado, o fragmento
também foi explorado por corte seletivo. O fragmento contém 112 arvores adultas de C.
langsdorffii (23,3 arvores ha) com DAP variando de 15 a 93 cm (media 40,2 cm) e idade,
provavelmente, variando de 22 a 140 anos (Figura 3). Muitas dessas arvores sdo de estagios

pre-fragmentacéo.
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Figura 2. Imagem aérea de parte do municipio de S&o José do Rio Preto, onde estdo localizadas as arvores de
Copaifera langsdorffii amostradas no fragmento florestal. Fonte: Google Earth, 01 novembro 2010.

Figura 3. Distribuicdo espacial dos geno6tipos adultos de Copaifera langsdorffii no fragmento. Fonte: Google
Earth, 07 dezembro 2010.
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3.1.2 Amostragem

Para os estudos foram medidos para o diametro a altura do peito (DAP), amostradas e
mapeadas usando um GPS 111® (Garmin, USA) todas as 112 éarvores adultas reprodutivas
ocorrendo na area (Figuras 3 e 4). Tecidos foliares e cambio do tronco das maiores arvores
foram amostradas para as analises genéticas. Também foram coletadas sementes de
polinizacdo aberta de 15 arvores matrizes do fragmento florestal (22 a 25 sementes por
matriz). Vinte sementes tambem foram coletadas da &rvore matriz encontrada mais proxima
do fragmento (Figura 5). A amostra das sementes de polinizagéo aberta do fragmento florestal

permite determinar a taxa de imigracdo contemporanea de pdlen.

D E F

Figura 4. Individuos de Copaifera langsdorffii amostrados no fragmento florestal. A - Vista Central do Bosque
Municipal; B - Renegerantes; C - Coleta de material foliar com o auxilio de poddo; D - Coleta de sementes no
Bosque; E - Vista do interior do Bosque; F - Marcacdo e georreferenciamento dos individuos amostrados no
Bosque. Fotos: Ricardo de Oliveira Manoel.
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L.

o ISOlated seed tree

Figura 5. Localizacéo da arvore de Copaifera langsdorffii distante a 1,2 km do fragmento florestal. Fonte:
Google Earth 21, janeiro 2011
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3.2 Métodos

3.2.1 Extracdo e amplificacdo de DNA

A extracdo de DNA das plantas adultas de C. langsdorffii foi efetuada com base na
metodologia de Doyle e Doyle (1990) modificada por Alzate-Marin et al., (2005), para a
espécie Copaifera langsdorffii. Apos a extracdo, o DNA foi quantificado em gel de agarose a
1% (Figura 6), mediante comparac@es visuais com concentracdes conhecidas de DNA de fago
A, corado com gel red. Uma vez quantificado o DNA, procedeu-se amplificagéo de regides de
microssatélites através de reacbes da polimerase em cadeia (PCR) utilizando condicdes
semelhantes as descritas por Ciampi et al. (2000). As amplificacdes foram efetuadas usando-
se 0s conjuntos de iniciadores (primers) discriminados na Tabela 1. A reacdo de amplificacdo
de 10 ul foi realizada utilizando-se 4 ng de DNA gen6émico, 0,2 mM de cada dNTPs, 1,5 mM
de MgCl,, 10 mM de Tris-HCI, pH 8,9, 50 mM de KCI, 0,25 uM de cada um dos oito
primers microssatelites 3' e 5' (forward e reverse) e 1,25 unidades de Taq polimerase e agua

MiliQ ultra puraestéril até completar o volume total da reag&o.

9616 9617 9618 0619 9620 96.21 96.24 96.28 9620 9630 490 o991 992 993 994 995 996 897 998 999

4

S—1

et ) ol [— ’ u‘ { ol A

1014 1015 1016 1017 1018 1018 10110 101.11 10912 101.13 101.14 101,15 101,16 101,17 101,18 101,19 101.20 101.22 101.23 101.24

Figura 6. Quantificacdo de DNA em gel de agarose a 1% de amostras das seedlings da populacdo do fragmento
florestal.
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As reacdes de amplificacdo foram realizadas em termociclador marca Eppendorf,
programado nas seguintes condicdes: 5 minutos a 95C, seguidos por uma etapa de
desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, uma etapa de ligacdo do primer SSR ao DNA molde a 50-
68°C por 1 minuto (dependendo da temperatura de anelamento do primer, conforme a Tabela
1), e uma etapa de extensdo a 72°C, por 1 minuto. Depois de 29 ciclos efetuou-se uma Gltima
etapa de extensdo a 72°C, por 7 minutos (GONELA, 2005). Os locos amplificados foram
separados sob condic¢fes desnaturantes em gel contendo 5% de poliacrilamida (8M), uréia (1
kg de uréia tem PM=60,06, e utilizou 420g dessa uréia) e 10 X TBE (Tris-Borato 90 mM,
EDTA 1 mM, pH 8,0) (Figuras 7 e 8). A visualiza¢do dos produtos de amplificagéo foi feita
com nitrato de prata (20%) segundo protocolo de Sanguinetti et al. (1994). Estimativas dos
tamanhos dos produtos de amplificacdo em pares de bases foram feitas comparando-se com
escalas alélicas de 10 pares de bases. Fragmentos de diferentes mobilidades foram
considerados alelos diferentes. As imagens dos géis foram digitalizadas através de um

scanner e armazenadas em arquivos.

Figura 7. Gel de poliacrilamida 5% contendo amostras de PCR das seedlings procedentes da arvore isolada com
o primer CL 06
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Figura 8. Gel de poliacrilamida 5% contendo amostras de PCR das seedlings da populacdo do fragmento
florestal com o primer CL 06

3.2.2 Analise de microssatélites

Para os estudos genéticos no presente projeto foi coletado material vegetal de 112
individuos adultos de C. langsdorffii, sendo que destes, 110 individuos sdo originarios de
tecido foliar e dois de cAmbio. Foram genotipadas as 112 arvores adultas, destas 15 arvores
matrizes e 371 progénies provenientes do fragmento florestal. Também foi genotipada a
arvore-matriz isolada e as 20 progénies provenientes desta arvore espacialmente isolada. O
material vegetal foi submetido a extracdo de DNA gendmico total e a amplificacéo através de
reacOes em cadeia da polimerase (PCR) para as regides de microssatélites utilizando-se oito
pares de primers microssatélites. Os oito locos microssatélites utilizados foram CLO1, CL02,
CLO06, CL20, CL27, CL32, CL34 e CL37, todos sdo dinucleotideos simples.
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Tabela 1. Sequéncias dos primers SSR descritos por Ciampi et al. (2000) para Copaifera

langsdorffii.
Elementos Temperatura Produto
Loco repetidos Sequéncias do primer 5 - 3’ Anelamento  PCR
(S (pb)
F AGACTCCATTCTTCCACAGC
CLOL ~ (AG)« R CTGTCTTCTCTCTGCAACCA 58 152-240
F CCTCGATCCTCCTTGTGTTC N
CLo2 — (TC)s R TCAGTTCGGATAGCGATGC — 08/58/50% 236312
F GAGCGTTGCAAGGAATTTCT )
CLO6  (TCus & CGAAACTTGCATGCGGATA  08/°8/50% 126178
F ACCAATCTCAATCATCGAGC
CL20 (AG)1 g GTGCGGGTGAATGTAGAGTT 00 100-148
F GAATATACAATGCACCGCAA )
CL2T (O o S e Geana . 68/58/50 176338
F GTGAGAGTATGGAATGTAAC
CL32  (AG)s R TAGTCATGAAAATAGGAGTG 52 110-250
F TGTTGACATGACACTAATTC
CL34  (AG)s R ACAACCGACTTATTGGA 513 172-330
cLs7  (top,  FGCAGCTGTTCTCTIGTGACT oo 110 17

R CAAGAATCCGTGACTTCATC

* Para a amplificacdo do DNA de Copaifera langsdorffii com os primers CL02, CL06 e CL27 foi usado o

Programa SSR universal para encontrar a temperatura ideal de anelamento.
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3.2.3 Analises estatisticas

3.2.3.1 Andlise da diversidade genética, endogamia e equilibrio de Hardy-Weinberg

A diversidade genética para amostras de sementes do fragmento florestal e de arvores

isoladas foi caracterizada para o numero total de alelos (A), heterozigosidade observada (H,)
e esperada (H,) em Equilibrio de Hardy-Weinberg. Todas estas analises foram rodadas

utilizando o programa FsSTAT, versdo 2.9.3.2. (GOUDET, 1995). Os niveis de endogamia
dentro das amostras foram quantificados pelo indice de fixacao ( F ). Foi utilizado o programa
Spagedi 1.3 (HARDY; VEKEMANS, 2002) para calcular os valores de F utilizando-se a
frequéncia alélica da geracdo parental (adultos) como referéncia. Para determinar se tais
valores de F eram significativamente diferentes de zero foi utilizado 10.000 permutacdes e
uma correcédo sequencial de Bonferroni pra multiplas comparagdes (95%, a=0,05).

O indice de fixacdo estimado nas progénies (F,) foi utilizado para determinar a
contribuigéo de autofecundacdo e cruzamentos entre parentes para a endogamia total. Como a
espécie é auto-compativel, a endogamia observada nas progénies (F,) pode ser explicada pela
ocorréncia de autofecundagdo (Fs) e cruzamentos entre parentes  (Fim-ts):
F,=F +F, =0551+F,)+(1-8)0,, em que s é a taxa de autofecundacio, F, € o

m—ts
coeficiente de endogamia na populagdo parental, e ®, € 0 coeficiente de coancestria na

populacdo parental efetivamente reprodutiva (SEBBENN, 2006). A endogamia total nas

progénies, atribuida a autofecundacdo foi estimada por IfS =0,58(1+ pr) e, atribuida ao
cruzamento entre parentes por IftmftS = (1—§)@)p. Assim, a porcentagem de endogamia nas

progénies atribuida a autofecundacéo foi estimada como P~ =100(F /F,) e a atribuida a

Ccruzamentos entre parentes por P

s =100(F,, /F,). A fracdo de endogamia na

m—tx
descendéncia atribuida ao cruzamento entre parentes também foi estimada pela corregdo de t

entre os locos (r,,) e a fragdo devido a autopolinizagdo por 1-r,, , utilizando o programa

MLTR (RITLAND, 2002).
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3.2.3.2 Sistema de reproducao

As analises do sistema de reproducdo foram baseadas no modelo misto de reproducgéo
(RITLAND; JAIN, 1981) e modelo de cruzamentos correlacionados (RITLAND, 1989) e as
estimativas obtidas utilizando o programa “Multilocos MLTR” (RITLAND, 2002). As
analises foram estimadas em nivel de arvore matriz e em nivel populacional. O método
numeérico utilizado foi de maxima verossimilhanca EM (Maximization Expectation) em nivel
de arvores matrizes e o Newton-Rapson em nivel de populagcdes. Os parametros estimados

foram taxa populacional de cruzamento multiloco (t,), taxa populacional de cruzamento
uniloco (t,), taxa de cruzamento entre aparentados (t, —t.) e correlagdo multiloco de
paternidade (r,.,). O intervalo de confianga das estimativas foi obtido por 1000

reamostragens bootstraps. As unidades de reamostragens foram as progénies na analise
populacional e plantas dentro de progénies nas analises individuais por progénie. Estes

parametros foram utilizados para estimar outros parametros demograficos e genéticos, como:

numero efetivo de arvores efetivamente polinizadoras (Nep =1/F,) e o coeficiente medio de

coancestria (® ) entre plantas dentro de progénies, calculado pela seguinte expressao:
©=0.125(1+ F,)[48 + (£, + 7, )L+ F,)] (RITLAND, 1989).

Para estimar a representatividade genética das progénies, foi estimado o tamanho

efetivo meédio de variancia dentro de progénie (N, ):

A 0,5

Ne(v) =
. (n—lj 1+F,
O, — |+
U'n 2n

em que, n é o tamanho amostral. O nimero de arvores matrizes para a coleta de sementes foi

(COCKERHAM, 1969);

calculado assumindo que o objetivo é reter na amostra total o tamanho efetivo de referéncia

de 150, =N IN,,, (SEBBENN, 2003).

e(referénciav)
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3.2.3.3 Taxa de sobrevivéncia

Para avaliar a taxa de sobrevivéncia das sementes, estas foram germinadas no viveiro
da Companhia Energética de Sdo Paulo (CESP) localizada no municipio de Trés Lagoas/ MS
(Figura 9). No viveiro, as sementes foram estabelecidas separadamente por arvore matriz e a
taxa de sobrevivéncia foi avaliada aos oito meses ap0s a semeadura. A taxa de sobrevivéncia
foi estimada dividindo o nimero de sementes sobreviventes (emergéncia) pelo nimero total
de sementes postas para germinar. Para verificar a existéncia de associagdo entre a
sobrevivéncia e o indice de fixacdo e a taxa de autofecundacao de cada progénie foi utilizado
o coeficiente de correlacdo de Spearman. Este coeficiente de correlacdo foi estimado
utilizando-se o programa SAS (SAS, 1999).

Figura 9. Semeadura realizada no viveiro da Companhia Energética de Sdo Paulo (CESP), localizado no
municipio de Trés Lagoas - MS. Fotos: Ricardo de Oliveira Manoel
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3.2.3.4 Anélise do fluxo génico e dispersdo de polen

A estimativa do fluxo contemporéneo de polen foi realizada utilizando analise de
paternidade e o programa CERVUS 3.0 (KALINOWSKI et al., 2007; MARSHALL et al.,
1998). A andlise de paternidade foi conduzida a partir dos genotipos das 371 progénies do
fragmento florestal, 20 progénies provenientes da arvore localizada mais proxima do
fragmento e de 112 de arvores adultas do fragmento florestal e a arvore isolada. O fluxo
génico critico ou, em outros termos, a probabilidade de encontrar um candidato compativel

como pai de uma semente dentro da populacdo, quando o verdadeiro pai encontra-se fora da
populagdo, foi estimado por C., =1-(1-P,,)", em que no presente caso, P, € a

probabilidade de ndo exclusdo do segundo pai e n € 0 ndmero de pais das sementes
encontrados no interior do fragmento (DOW; ASHLEY, 1998). Quando a mesma arvore-
matriz designada como o pai de uma semente, essa semente € considerada provinda de
autofecundacdo. Assim, a taxa de autofecundacdo foi estimada como a proporcdo de
progénies determinadas como autofecundadas em relacdo ao total de progénies amostradas.
Como todas as arvores da populagdo tinham o seu gendtipo determinado e sua posi¢do
espacial conhecida, em termos de coordenadas X e Y, as progénies que tiverem o pai
determinado dentro do fragmento florestal foram utilizadas para determinar as distancias
minima, maxima, média e mediana e o desvio padrdo de dispersdao de pdlen. A taxa de
imigracdo de polen e sementes (m) foi calculada como a proporgdo de sementes que nédo

tiverem um candidato a pai determinada dentro das populac¢des (n ) em relagéo ao total

imigrante

de sementes genotipadas (N, ) dentro da populacdo, m=n /Ny (BURCZYK et al,;

imigrante

1996, 2004; SMOUSE; SORK, 2004). Também foi estimada a taxa de autofecundacdo por
analise de paternidade. A area efetiva de vizinhanga de polinizagéo ( A,,) foi calculada para
cada arvore matriz da variancia de dispersdo de pélen (o), assumindo que esta corresponde a
uma area circular ao redor de uma arvore matriz localizada no centro do circulo, Aw = 276"

(LEVIN, 1988).
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3.2.3.5 Anélise do coeficiente médio de coancestria e tamanho efetivo populacional

As progénies que o pai foi encontrado no interior do fragmento foram utilizadas para
estimar o coeficiente médio de coancestria dentro das progénies (® ) com base no método de
Moraes e Sebbenn (2010), como:

0,5n +0,25n, +0,125n, +0,25n_,
n’—n

0=

em que n € o numero de sementes amostradas por progénie; n., n,, n,, € n,, S0 0 nUmero

ss ! fs 1

de irmdos de autofecundacdo, irmdos-completos, meio-irmdos e pares de irmaos de

Kk
autofecundagdo e cruzamento, estimados como: n,=n (n,-1), ng=> n(n -1),
i=1

Kk K
Nps :ZZnian , € n, =2n.n,. Nestes calculos, n, e n, sdo os numeros de irmdos de

=L j=i

autofecundacdo e cruzamento (n, = n—n,), respectivamente; é a soma de todos os pais;

k
i=1

n, € n; sdo o0 nimero de sementes dos pais i e j, respectivamente. O coeficiente médio de

coancestria total de progénies (®, ) foi calculado como,

> (05n, +0,25n,, +0,125n, , +0,25n_)+0,125n  +0,25n
®t — 1=1 ,

em que n, € o numero total de sementes de todas as progénies em que o pai foi encontrado

m
dentro da populacao; Z ¢ a soma entre as maes; n
i=1

N, N, € n, foram anteriormente

ss? S

S

m m
é 0 nimero de meio-irmdos paternos n_ =2> > 'n;n,; n; e n, s o

i=1 ji

definidos; n,
namero de sementes do pai i com as maes j e k, respectivamente; n . € o nimero de irméos-

m m
completos entre as progénies: n . = ZZZnijnji (i#]), n; € ondmero de sementes da
i=1 j=1

arvore-matriz j filhas do pai i e n; € o nimero de sementes da arvore-matriz i com o pai j. O

tamanho efetivo populacional de variancia (N,,,) dentro das progénies foi calculado por,

N, =0.5/[&(n-1)/n+(1+F,)/2n| (COCKERHAM, 1969), em que n é o tamanho da
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progénie e F, é o coeficiente de endogamia nos descendentes. O tamanho efetivo de
variancia total dentro de progénies (N,,) foi calculado utilizando a mesma expressao, mas
substituindo ® por @, .

Utilizou-se o0 método de Sebbenn (2006) para estimar o numero de arvores matrizes
(m) necessérias para coleta de sementes. Este modelo é baseado na relacdo entre o tamanho

efetivo populacional proposto para o programa de conservagao (N peny) € O tamanho

efetivo medio de variancia dentro de progénies (N, ): M= N crence / NE(V). Esta estimativa
baseia-se em trés pressupostos: i) as sementes foram amostradas de arvores matrizes nao
parentes; ii) cada arvore matriz recebeu o pélen de um conjunto de p6len diferente (auséncia
de meio-irmaos paternos e irmaos-completos entre as progénies) e; iii) todas as progénies tém
a mesmo tamanho efetivo populacional (todas as progénies tem o mesmo coeficiente de
coancestria, coeficiente de endogamia e tamanho amostral). Como referéncia para o tamanho

efetivo populacional para a conservacéo ex situ, adotou-se o N de 150. Este nimero

e(reference)

corresponde a trés vezes o classico N de 50, sugerido por Frankel e Soulé (1981) para

e(reference)
conservacdo ex situ no curto prazo. Este numero foi multiplicado seguindo sugestdo de
Nunney e Campbell (1993) para compensar as possiveis diferencas genéticas, demograficas e
reprodutivas entre populagfes naturais e da populacdo ideal utilizada por Frankel e Soulé
(1981) para determinar o namero alvo de 50. O nimero de arvores-matriz (m) necessarias
para coleta de sementes também foi calculado a partir do tamanho efetivo populacional total

(Ngy)- Se ms progénies amostradas representam o tamanho efetivo populacional total de

N, entdo m arvores-matriz serdo necessarias para o conjunto de progénies atingirem um

A

tamanho efetivo populacional exigido (N eerency ): M =MN /N

s ' Y e(reference)

e(t)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Diversidade genética e endogamia

Os locos microssatélites utilizados apresentaram altos niveis de diversidade genética
nas amostras de adultos e sementes do fragmento florestal (Tabela 2). Um maior nimero de
alelos foi observado nos adultos (186) do que nas sementes das arvores do fragmento florestal
(128). O numero médio de alelos por locos seguiu obviamente 0 mesmo padrdo entre as
amostras.

A heterozigosidade observada foi significativamente maior nos adultos do que a
observada nas sementes de polinizacdo aberta do fragmento florestal. Por sua vez, a
heterozigosidade esperada foi similar a encontrada nas sementes do fragmento florestal. A
heterozigosidade observada foi significativamente menor do que a heterozigosidade esperada
em todos os locos e, consequentemente, os valores do indice de fixacdo foram positivos e
significativamente diferentes de zero em todos os locos (Tabela 2), sugerindo forte endogamia
nas progénies.

C. langsdorffii € uma espécie auto-compativel, predominantemente de cruzamento,
embora, certa taxa de autofecundagéo (8%) e cruzamentos entre parentes (4%) tenham sido
detectados (OLIVEIRA et al., 2002). Na presente populacdo, os dois fendmenos podem ter
ocorrido. A autofecundacdo foi estimada pela anélise de paternidade em 8% e a taxa de
cruzamento entre parentes foi estimada pelo modelo misto de reproducdo em 47,8%. Esta alta
taxa de cruzamento entre parentes pode ser explicado pelo fato de que os individuos adultos
reprodutivos da populagdo estudada apresentam uma forte estrutura genética espacial (SGS)
intra-populacional em até 50 m (SEBBENN et al., 2011) e os presentes resultados indicam
que 50% dos gréos de polen foram dispersos até 53 m. Esta SGS corresponde a uma area de
vizinhanca de 0,78 ha, que € maior do que a area de vizinhanca de polinizacdo média efetiva
estimada a partir da analise de paternidade (0,68 ha). Assim, muitos cruzamentos,
principalmente entre parentes, ocorreram dentro da area da SGS. A autofecundacdo e
cruzamento entre parentes geram endogamia, embora cruzamento entre parentes gere uma
taxa de endogamia menor do que a autofecundacdo. A autofecundagdo produz no minimo

50% de endogamia a cada geragdo [ F =0,5s(1+F,), em que, F e F, sdo a endogamia nas
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progénies e na populacdo parental, respectivamente, e s é taxa de autofecundagéo], enquanto,
gue o cruzamento entre parentes produz taxa igual ao coeficiente de coancestria na geragédo
parental. Assim, o nivel médio de endogamia observada no fragmento florestal (F,=0,128) e

na arvore isolada (F,=0,154) poderia ter sido gerado pelo cruzamento entre meios-irmaos

(0, =0125). A particdo da endogamia total nas progénies indica que grande parte foi

causada por cruzamentos entre parentes. No entanto, se isto for verdade, o coeficiente médio
de coancestria entre 0s cruzamentos entre parentes deveria estar entre as esperadas em irméaos-
completos ou pais e progénies (0,25) e para irmaos de autofecundacdo F; (0,5). Além disso,
esta pode ser uma superestimativa da endogamia na descendéncia da progénie devido a
mistura de diferentes progénies (Efeito de Wahlund entre as progénies). Esta provavel
estimativa excessiva pode ser corrigida, excluindo o efeito de Wahlund entre as progénies,
representada pela diferenciacdo genética entre as progénies. Em um contexto de correlagédo
intra-classe (quanto maior for a coancestria dentro das progénies, maior € a diferenciacédo
genética entre as progénies), a diferenciacdo genética entre as progénies correspondem a
coancestria média dentro das progénies (®=0,182, Tabela 7). Utilizando a cléssica relagdo
entre as estatisticas F e, admitindo F = F, e O = 0, a endogamia nas progénies (f) devido ao
sistema reproducdo (autofecundacéo e cruzamentos entre parentes), pode ser estimado como
f=(F—0)/(1-0) (WEIR, 1996, pag. 176). Assim, substituindo os valores na expresséo
anterior, pode-se concluir que a endogamia na descendéncia devido a autofecundacdes,
acrescido do cruzamento entre parentes é 0,226 ([f = (0,367-0,182/(1-0,182)], Tabela 2).
Subtraindo a endogamia devido a autofecundagdo (0,046), da endogamia devido ao
cruzamento entre parentes (0,226-0,046=0,180), esta pode ser explicada por meio de
cruzamento entre os meios-irmaos (0,125) e irmaos-completos (0,25). Consequentemente, da
endogamia total das progénies, 20% [100(0,046/0,226)] parece ser causada por
autofecundacgéo e 80% [100(0,180/0,226)] por cruzamentos entre parentes. Outra explicacdo
para os altos niveis de endogamia observados pode ser pela presenca de alelos nulos nos
locos. Alelos nulos aumentam o nimero de individuos supostamente homozigotos, visto que
apenas um dos alelos amplifica em caso de plantas heterozigotas para o alelo nulo. Porém, a
andlise de segregacdo das progénies ndo evidenciou a presenca de tais alelos em nenhum dos
oito locos utilizados.
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Tabela2. Diversidade genética, indice de fixacdo e poder de exclusdo de locos
microssatélites em arvores adultas e sementes de arvores matrizes do fragmento
florestal de Copaifera langsdorffii. A € o nimero total de alelos; H, ¢é a
heterozigosidade esperada em Equilibrio de Hardy-Weinberg; H, é a
heterozigosidade observada; F, € o indice de fixacdo; P, € a probabilidade
de excluir o segundo parente (quando nenhum dos parentes é conhecido).
Adultos (n=112) Progénies Bosque (n=371)
Loco A Ho He Fo A H, He Fo
2° Parente
CL 01 33 0909 0912 0,003 0,308 18 0,652 0,893 0,270 *
CL 02 29 0,723 0,909  0,205* 0,311 15 0,505 0,896 0,436 *
CL 06 13 0,477 0,829  0,425* 0,509 16 0,487 0,906 0,462 *
CL 20 14 0,818 0,855 0,043 0,459 16 0,587 0,919 0,361 *
CL 27 20 0,757 0,910 0,168* 0,315 13 0,517 0,901 0,426 *
CL 32 34 0,860 0,931 0,076 0,254 18 0,507 0,900 0,437 *
CL 34 24 0832 0892 0,067 0,362 16 0,629 0,802 0,216 *
CL 37 19 0,682 0,906 0,247* 0,330 16 0,581 0,843 0,311 *
Média 232 0,757 0,893 0,152* -- 16 0,558 0,883 0,367 *
Clgsy, 20,81 0,013 +0,030 -- -- +0,16  +0,006  +0,004 --
Total 186 -- -- -- 0,9999 128 - - - - --
P<0,05.

4.2 Sistema de reproducéo

4.2.1 Taxa de cruzamento

De acordo com a estimativa da taxa de cruzamento multilocus (t, ), C. langsdorffii é

uma espécie predominantemente de cruzamento (Tabelas 3 e 4). Este resultado esta de acordo

com a taxa de cruzamento estimada para uma populacdo da espécie a partir de locos de

isoenzimas (f,=0,917, OLIVEIRA et al., 2002).

Os cruzamentos favorecem a manutencdo e ampliacdo da diversidade genética nas

populacBes devido a recombinagdo de genodtipos. Isso é altamente favoravel a manutengdo da

viabilidade genética evolutiva das populacdes, pois a diversidade genética € a matéria-prima

da evolucgédo, bem como do melhoramento genético. PopulacGes com alta diversidade genética

sd80 mais propicias a sobrevivéncia em circunstancias de pressao seletiva natural, visto que
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esta ultima pode favorecer a sobrevivéncia dos gen6tipos mais adaptados e eliminar os menos
adaptados as novas condi¢fes ambientais.

Tabela 3. Estimativa de parametros do sistema de reproducdo em progénies de Copaifera
Langsdorffii em uma populagdo (fragmento florestal).

Parametro Taxa
Taxa de cruzamento multiloco: t, 0,933 (0,919-0,947)
Taxa de cruzamento uniloco: t, 0,455 (0,429-0,481)
Taxa de cruzamento entre parentes: t —t, 0,478 (0,453-0,503)
Correlacdo de autofecundagdo: r, 0,182 (0,141-0,223)

Correlagdo multiloco de paternidade: r,,, 0,846 (0,814-0,878)
Ndmero médio de arvores polinizadoras: 1/, 1,18 (1.14-1,23)
Coancestria média dentro de progénies: ® 0,237 (0,234-0,240)
Tamanho efetivo de variancia: N, 2,02 (2,00-2,04)

NUmero de matrizes: m 74 (73-75)
M é o nimero de arvores matrizes necessarias para a coleta de sementes visando reter o tamanho efetivo de 150.

A estimativa da taxa de cruzamento multilocus foi significativamente diferente da
unidade (1,0), o que confirma a presenca de autofecundacdes (Tabela 3). Contudo, esta taxa
pode ter sido menor no momento da reproducéo, visto que se avaliou sementes que foram
germinadas e algumas originadas de autofecundagdo podem ter sido eliminadas. Uma possivel
explicacdo pode estar associada a depressdo por endogamia, que pode ter resultado na
eliminacdo de grande parte das sementes originadas de autofecundacdo. A depressdo por
endogamia tem potencial para alterar a taxa de cruzamento entre 0 momento de fertilizagéo e
de avaliacdo dos gendtipos por marcadores moleculares. Este fenémeno foi descrito nas
espécies arboreas tropicais Pseudobombax mungumba (GRIBEL; GIBBS, 2002),
Platypodium elegans (HUFFORD; HAMRICK, 2003), Pinus chiapensis (DEL CASTILLO;
TRUJILLO, 2008). Isso também pode ter acontecido no presente caso, 0 que resultou no
aumento da taxa de cruzamento.
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4.2.2 Taxa de cruzamento entre parentes

Uma alta taxa de cruzamento entre parentes foi detectada nas arvores do fragmento
florestal. A taxa de cruzamento unilocos (Tabela 3) foi significativamente menor do que a
unidade. Consequentemente, a diferenca entre a taxa de cruzamento multilocus e unilocos,
gue mede a taxa de cruzamento entre parentes, foi alta (minimo de 0,475). A alta taxa de
cruzamento entre parentes era esperada, visto que a populacdo apresenta forte estrutura
genética espacial intrapopulacional (SEBBENN et al., 2011), o que permite 0 cruzamento

entre parentes, especialmente se o pdlen for disperso a curtas distancias.

4.2.3 Taxa de cruzamentos correlacionados

A correlagdo de autofecundacdo, que mede em termos préaticos a variagdo na taxa de
cruzamento individual, foi significativamente diferente de zero entre os individuos do
fragmento florestal. Este resultado pode ser explicado observando-se a variagcdo na taxa de
cruzamento individual, apresentada na Tabela 4. A taxa de cruzamento variou entre as arvores
do fragmento florestal de 0,726 a 0,997, 0 que sugere que a espécie nao é auto-incompativel.
Um resultado surpreendente foi as altas correlaces de paternidade nas arvores do fragmento
florestal, especialmente pelo fato de que os frutos de C. langsdorffii contém apenas uma

semente.
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Tabela 4. Estimativa de parametros do sistema de reproducdao em arvores adultas e sementes
de arvores matrizes do fragmento florestal de Copaifera langsdorffii. t. ¢ a taxa

de cruzamento multilocos; t, —t; € a taxa de cruzamento entre parentes; r ., éa
correlagcdo multilocus de paternidade; ® € a coancestria dentro de progénie; N, é

0 tamanho efetivo da progénie; média +erro padrdo da média 95% de
probabilidade.

Progénie t t. —t, Fom) T m C) N,
1 0,91940,043 0,334+0,044 0,396+ 0,027 253 0,188 2,63
2 0,919+0,020 0,406+0,021 0,850+0,014 1,18 0,236 2,12
3 0,997+0,002 0,396+0,016  0,491+0,042 204 0,187 2,64
4 0,997+0,002 0,471+0,010 0,909+0,012 1,10 0,239 2,09
5 0,997+0,002 0,179+0,007  0,868+0,018 1,15 0,234 213
6 0,997+0,002 0,527+0,013 0,897+0,005 1,11 0,237 2,10
7 0,997+0,002 0,589+0,009  0,900+0,010 1,11 0,238 2,10
8 0,995+0,002 0,466+0,012 0,756%0,022 1,32 0,220 2,26
9 0,997+0,002 0,464+0,014  0,851+0,016 1,18 0,231 2,15
10 0,997+0,002 0,213+ 0,010 0,586+0,040 1,71 0,199 2,49
11 0,919+40,021 0,548+0,018  0,875+0,008 1,14 0,238 2,09
12 0,726+0,044 0,404+0,037 0,833+0,005 1,20 0,258 1,94
13 0,997+0,002 0,384+0,016  0,570+0,032 1,75 0,197 252
14 0,760+0,024 0,532+0,018 0,972+0,000 1,03 0,262 1,91
15 0,900+0,108 0,546+0,107  0,996+0,107 1,00 0,252 1091

Altas correlagfes de paternidade tém sido observadas em algumas espécies arboreas

tropicais como Jacaranda copaia (r,=0,780, JAMES et al., 1998), Stemmadenia donnell-
smithii (r,=0,970, JAMES et al., 1998), Esenbeckia leiocarpa Engl. (r, variando de 0,749 a
0,986, SEOANE et al., 2001) e Theobroma grandiflorum (r, =0,930, ALVES et al., 2003).

Contudo, em geral, em espécies com frutos que contém muitas sementes, a correlacdo de
paternidade tem sido observada maior dentro de frutos do que entre frutos, como relatado em

Pachira quinata (dentro de frutos: r, =0,638, entre frutos: r,= 0,252, dentro de frutos:
r,=0,990, entre frutos: r,= 0,120, QUESADA et al., 2001), Samanea saman (floresta
continua: dentro de frutos:r,=0,990, entre frutos:r, = 0,120; CASCANTE et al., 2002) e
Theobroma cacau (dentro de frutos: r, =0,607, entre frutos:r, = 0,099, SILVA et al., 2011).

Também tem sido observado que a correlacdo de paternidade pode ser afetada pela densidade

populacional, como reportado em Pachira quinata (dentro de frutos: r, = 0,740, entre frutos:
r,= 0,470, FUCHS et al., 2003). Neste estudo, devido a cada fruto conter uma s6 semente e a

populacdo reprodutiva ser razoavelmente grande (112 individuos), era esperado uma baixa
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correlacdo de paternidade nas &rvores do fragmento florestal, pelo maior tamanho de
vizinhanga de polinizagdo (numero potencial de arvores polinizadoras). A surpreendente
correlacdo de paternidade no fragmento florestal pode ter sido gerada por variacdo na
fenologia de florescimento, associada a um pequeno ndmero de arvores florescendo ao
mesmo tempo. C. langsdorffii apresenta florescimento supra-anual e nem todas as arvores
florescem todos os anos, 0 que pode ter contribuido para este resultado.

A alta correlacdo de paternidade média populacional sugere que apenas duas arvores
efetivamente polinizardo cada uma das arvores matrizes. Portanto, grande parte das sementes
sdo irmaos-completos. Em consequéncia disso, a coancestria e o tamanho efetivo dentro de
progénies foram proximos aos valores esperados em progénies de irmaos-completos

(©=0,25; N,=2,0). Isso, por sua vez, resultou na necessidade de coletar sementes para fins

de conservacdo genética, recuperacdo ambiental e melhoramento florestal de pelo menos 76
arvores do fragmento florestal. E importante ressaltar que esta Gltima estimativa é baseada em
trés pressuposicBes: i) que as arvores matrizes ndo sao parentes entre si; ii) que as arvores
matrizes ndo se cruzam entre si e; iii) que as arvores matrizes recebem poélen de diferentes
conjuntos génicos, ou seja, ndo existe sobreposicdo no conjunto de podlen das diferentes
arvores. Evidentemente, estas pressuposi¢cdes sdo violadas no fragmento florestal, visto a
presenca de estrutura genética espacial até aproximadamente 50 m no fragmento florestal e,
devido a sobreposicdo no pool de polen que diferentes arvores recebem, o que por sua vez,
pode envolver a presenca de meios-irmaos paternos. Portanto, para coletar-se sementes para
fins de conservacdo genética, recuperacdo ambiental e melhoramento florestal, o0 nimero de

arvores matrizes deve ser maior ainda do que o estimado.
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4.3 Taxa de sobrevivéncia e associacbes com o indice de fixacdo e taxa de
autofecundacao

A taxa de sobrevivéncia apos oito meses da semeadura foi baixa; variou entre arvores
matrizes do fragmento florestal de 14% a 60%, com média de 28% (Tabela 5). O coeficiente
de correlacdo de Spearman entre a sobrevivéncia e o indice de fixacdo ndo foi significativo
entre as arvores do fragmento florestal (p=0,14, 13 graus de liberdade, P>0,05). Da mesma
forma ndo foi observada nenhuma associacdo entre a sobrevivéncia e a taxa de

autofecundacéo no fragmento florestal (p=0,28, 13 graus de liberdade, P>0,05).

Tabela 5. Taxa de sobrevivéncia individual por arvore matriz de Copaifera langsdorffii,
provenientes de arvores do fragmento florestal aos oito meses apds a semeadura

em viveiro.

Progénie N°sementes Emergéncia (%)

9 192 49 (25%)

10 110 27 (24%)

13 192 86 (45%)

16 178 106 (60%)

21 191 62 (32%)

34 72 23 (32%)

38 192 27 (14%)

54 150 44 (29%)

64 152 26 (17%)

65 192 51 (27%)

96 192 32 (17%)

97 176 33 (19%)

101 192 58 (30%)

103 192 59 (31%)

110 192 42 (22%)

Total 2565 725 (28%)

IC 95% 22 a 34%

IC: intervalo de confianca do erro a 95% de probabilidade estimada entre progénies.
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4.4 Anélise de fluxo génico e dispersdo de pélen

4.4.1 Fluxo génico

O poder de exclusdo tedrica do segundo pai (quando um dos pais € conhecido, no
presente caso, a arvore-matriz), medido nos genotipos dos adultos variou entre os locos de
0,254 a 0,509, com valor combinado sobre locos de 0,9999 (Tabela 2). Assim, a probabilidade
de fluxo génico critico foi baixa, 0,005 (1-0,9999). Consequentemente, o niimero de
progénies que o doador de pdlen foi erroneamente determinado dentro do fragmento florestal
foi estimada em apenas 1,7 (343x0,005), o que representa 0,5% (2/343) do numero total de
sementes amostradas no fragmento, indicando que os niveis de fluxo génico critico ndo teriam
viés segundo as estimativas de fluxo de polen.

A populacdo estudada de C. langsdorffii ndo esta reprodutivamente isolada. De 371
progénies amostradas no fragmento florestal (Tabela 6), um putativo doador de pélen foi
atribuido a 343 progénies (92%), sugerindo uma taxa de imigracdo de polen de 8% (Mpolen).
Em comparacdo com os 4,7% observados de imigracdo de polen realizado, estimado
anteriormente nos regenerantes (altura variando de 7 a 1,16 cm) no interior do fragmento
(SEBBENN et al., 2011), a imigracdo contemporanea de pélen foi aproximadamente o dobro.
Efeitos deterministicos e aleatorios podem alterar a composi¢cdo genética entre as sementes e
as fases de plantula. A taxa de imigracdo de pdlen também pode mudar entre os diferentes
eventos reprodutivos. Assim, esta diferenca na dispersdo do polen efetivo e realizado é
esperada. A mensagem mais importante deste resultado € que este fragmento espacialmente
isolado ndo é geneticamente isolado e foi observada quantidade de imigracdo de pdlen
substancial durante eventos reprodutivos desta espécie arbdrea tropical de florescimento
supra-anual.

Das 343 progénies que tiveram putativo doador de polen, 31 tinham o mesmo
individuo como doador de polen e podem representar autofecundacdo (s = 8%). As 28
progénies restantes que o pai ndo foi encontrado no fragmento, o pdlen pode ter sido
originado de arvores localizadas fora do fragmento. No entanto, nenhuma das progénies do
fragmento teve como pai a arvore isolada, localizada a 1,2 km do fragmento. Isto sugere que
outras arvores nao amostradas e distantes mais de 1,2 km foram os pais dos 8% das progénies

detectadas como produzidas pela imigracao de polen.
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A partir de 112 arvores candidatas a doadoras de pdlen, detectou-se que 49 (43%)
foram pais de pelo menos um filho (variando de 1-28 progénies). Em contrapartida, verificou-
se que uma unica semente da arvore-matriz isolada foi gerada por uma arvore do fragmento
florestal (emigracdo de polen). De 20 progénies amostradas na arvore-matriz isolada (Tabela
6), um doador de polen foi atribuido a cinco progénies (25%). A partir destas cinco progénies,
quatro parecem ser originadas de autofecundacéo e um teve o pai no fragmento florestal. As
outras 15 progénies que o pai ndo foi encontrado, provavelmente, o pélen € proveniente de
arvores ndo amostradas e ndo localizadas no fragmento florestal. Isso indica que essa arvore
espacialmente isolada também néo estava isolada reprodutivamente e ndo é uma morta-viva,
como previsto pela hipotese classica de Janzen (JANZEN, 1986) para arvores isoladas na
paisagem. No entanto, esta arvore isolada teve uma taxa de autofecundacéo substancial (20%)
e esta taxa foi maior do que geralmente detectada em sementes de arvores do fragmento
(Tabela 6). O isolamento espacial deste individuo pode ser a causa da taxa de autofecundacéo
observada, fazendo com que as abelhas forrageiam mais tempo ou entre muitas flores da
mesma arvore antes de voar para outra arvore coespecifica. Resultados similares de maior
taxa de autofecundacéo em arvores isoladas do que em arvores que ocorrem em grupos ja foi
relatado em outros estudos com espécies arboreas (DICK et al., 2003; LANDER et al., 2010;
MORAES; SEBBENN, 2010). As outras 75% das sementes amostradas na arvore-matriz
espacialmente isolada foram filhas de arvores ndo amostradas, reforcando a ideia de que
existem outros coespecificos na paisagem e que sdo reprodutivamente conectados por

dispersores de polen (abelhas).
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4.4.2 Distancia e padrdes de disperséo de polen

Para as sementes que tiveram o pai encontrado dentro do fragmento florestal, a
distancia de dispersao de polen variou de 0 a 183 m, com média de 60 m e mediana de 48 m,
considerando as autofecundacdes e, entre 2,4 a 183m, desconsiderando as autofecundacoes
(Tabela 6). Estas distancias médias sdo muito menores do que a distancia média entre as 15
matrizes e todas as outras arvores do fragmento florestal (90,5 m+44,9 m), sugerindo um
padrdo de curta distancia de dispersdo do p6len. Aproximadamente 49% do polen foi disperso
até 50 m do doador de pblen. A comparacdo entre a curva de distribuicdo de frequéncias de
dispersao de poélen e a curva de frequéncia da distancia entre todas as arvores e as respectivas
matrizes do fragmento florestal, utilizando o teste de Kolmogorov-Smirnov
(D =0,29,P <0,001; Figura 10), foi significativa, refutando a hipdtese de que a distancia
entre as arvores reprodutivas e as arvores matrizes ndo explicam os padrdes de dispersdo de
polen. Essa forte deriva genética pode ser explicada pela variagdo na fenologia de
florescimento das arvores de C. langsdorffii,, que ndo florescem anualmente e, apenas arvores
floridas ao mesmo tempo podem cruzar em cada evento reprodutivo. Esta fenologia de
floragdo supra-anual associada a uma floragdo em massa de apenas alguns individuos da
populacgéo, alta densidade populacional e distribuicdo agregada podem aumentar o tempo dos
polinizadores nas flores de uma arvore e produzir baixa distancia de dispersdo de poélen e
autofecundacdo (BRAGA; COLLEVATTI, 2010). Em outros termos, 0s cruzamentos nédo
foram aleatdrios, embora as arvores estejam proximas (maior distancia entre duas arvores =
218 m). Além disso, houve uma correlacédo significativa entre o numero de filhos fecundados
por doadores de pélen e a distancia entre as arvores paterna e materna (R* = 0,71, P<0,05) no
fragmento florestal. No entanto, ndo se encontrou associacdo significativa entre o nimero de
filhos fecundados por doadores de pélen e seu DAP (R®> = 0,015, P>0,05), sugerindo que
arvores de grande porte ndo geraram mais sementes do que as pequenas. A maior distancia de
dispersdo de polen (1,420 m) foi encontrada para a semente original da arvore matriz isolada
em que o pai foi encontrado no fragmento florestal.

A distancia média de disperséo efetiva de polen dentro do fragmento (66 m) foi menor
do que a estimativa de dispersdo de pélen realizado anteriormente (94 m, SEBBENN et al.,
2011) em regenerantes do fragmento florestal. Ambas as estimativas sdo, obviamente, uma

distancia de dispersdo de pdlen superestimada, considerando a taxa de imigracdo de polen
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observada. Os padrfes de dispersdo de polen efetivo e realizado também foram diferentes.
Cinquenta por cento da disperséo do pélen realizada foi dispersa até 86 m (SEBBENN et al.,
2011) e, neste trabalho, cerca de 50% foi dispersa até 50 m. Essa diferenca entre distancia de
dispersdo de pdlen efetiva e a realizada pode ser explicada por varios fatores, como por
exemplo, os efeitos aleatorios, como a predacao, depressdo por endogamia e variacdo supra-
anual na fenologia de floracéo.

Os padrdes de cruzamentos nao foram ao acaso no fragmento, sugerindo um forte deriva
genética durante o evento reprodutivo. O numero de alelos detectados nas progénies
amostradas (128) foi substancialmente menor do que o detectado nos adultos reprodutivos
(186), indicando que nem todas as arvores reprodutivas contribuiram para a nova geragdo de
populacdes estudadas. Em concordancia, os resultados da analise de paternidade detectaram
8% de autofecundacéo e, apenas 43% dos potenciais doadores de polen fertilizaram sementes
do fragmento. Observou-se também um padrao de dispersdo de p6len entre o vizinho préximo
dentro do fragmento, como j& discutido. No entanto, apesar do padrdo de distancia de
dispersdo de pdlen entre vizinhos proximos, foi possivel observar uma distancia de dispersédo
de polen na Unica semente da arvore-matriz isolada que foi gerada por uma arvore do
fragmento florestal (1,420 m). A capacidade das abelhas em voar a longas distancias ndo é um
acontecimento novo e ja foi relatado em muitos outros estudos em espécies arboreas, como
por exemplo, 1,509 m em Dinizia excelsa (DICK et al., 2003), 16 km em Sorbus domestica
(KAMM et al., 2009), 890 m em Myracrodruon urundeuva (GAINO et al., 2010) e 2.608 m
em Tabebuia aurea (BRAGA; COLLEVATTI, 2010).
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Figura 10. Padrdes de distancia de dispersdo de polen (barras pretas) e distancia entre arvores reprodutivas e
arvores matrizes amostradas (barras brancas) em Copaifera langsdorffii.
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4.4.3 Vizinhanca efetiva de polinizagao

A érea de vizinhanca efetiva de polinizacdo foi muito menor do que a area da
populacdo (4,8 ha), variando de 0,05 a 3,71 ha, com média de 0,82 ha, considerando as
autofecundacgdes e, entre 0,01 a 4,15 ha, com média de 0,68 ha, desconsiderando as
autofecundacdes (Tabela 6). Isso indica que o polen teve efetivamente uma dispersao restrita,
mas ocorreu uma forte sobreposicdo entre o conjunto de polen recebido pelas matrizes

amostradas.

4.5 Analise do coeficiente médio de coancestria e tamanho efetivo populacional por

analise de paternidade

O numero de doadores de polen (Nep) no fragmento variou de 2 a 7, com media de 3,8
sementes por arvore, indicando que ocorreram cruzamentos correlacionados (Tabela 7). O
coeficiente de coancestria (®) dentro de progénies foi maior (variou de 0,152 a 0,242) do que
0 esperado em meio-irmdos (0,125). Consequentemente, o tamanho efetivo de variancia
populacional dentro de progénies (New)) foi menor (variou de 1,96 a 2,97) do que o esperado
em meio-irmdos (4,0). A estimativa total do coeficiente de coancestria médio de progénies
(®,) foi 0,01402 e o tamanho efetivo de variancia populacional total da matriz das progénies
(Ne) foi de 31,9 (Tabela 7). Assim, o nimero de arvores necessarias para a coleta de
sementes (m) foi estimado em 76. Portanto, a estimativa de m de Ney foi 31% maior que o
estimado para o tamanho efetivo de variancia populacional dentro de familias (Ne)).
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Tabela 7. Resultados da analise de paternidade em um pequeno fragmento florestal de
Copaifera langsdorffii. (Nep: nimero efetivo de doadores de polen; ®: coeficiente
de coancestria; New): tamanho efetivo de variancia populacional; m: nimero de
arvores necessarias para a coleta de sementes).

Arvore-matriz Nep o) Ne(v) m
Isolada 1 0,320 1,40 107
Fragmento

M_9 4 0,174 2,67 56
M_10 3 0,192 2,38 63
M_13 5 0,178 2,61 57
M_16 3 0,186 2,51 60
M_21 3 0,169 2,75 55
M_34 4 0,181 2,56 59
M_38 4 0,176 2,63 57
M_54 5 0,157 2,93 51
M_64 2 0,242 1,96 77
M_65 4 0,174 2,68 56
M_96 5 0,155 2,93 51
M_99 4 0,204 2,31 65
M_101 2 0,207 2,29 66
M_103 7 0,152 2,97 51
M 110 2 0,183 2,51 60
Média 3,8 0,182 2,58 58
Total -- 0,01402* 31,9** 76

* O coeficiente de coancestria total foi calculado com base no cruzamento entre as arvores-matriz.
** O tamanho efetivo de variancia populacional foi calculado com base no conjunto dos coeficientes de
coancestria das arvores-matriz.
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5 IMPLICACOES DOS RESULTADOS PARA A CONSERVACAO EX SITU E
REFLORESTAMENTO AMBIENTAL

Os resultados indicam que a populacdo estudada e a arvore isolada ndo estdo isoladas
reprodutivamente. A imigracdo de polen pode reduzir os impactos negativos da deriva
genética, aumentar a diversidade genética (pela imigracdo de novos alelos) e,
consequentemente, aumentar o tamanho efetivo da populacdo espacialmente isolada. Este
aspecto positivo do fluxo génico na populacdo € interessante como fonte para coleta de
sementes para conservacdo genética e reflorestamentos ambientais. Os reflorestamentos
ambientais implicam na fundacdo de novas populacbes e, neste caso, € muito importante
considerar o tamanho efetivo populacional utilizado para a fundacéo das novas populagoes.

As espécies arboreas apresentam sobreposicdo de geracdes e isso reduz a diversidade
genética mais rapido do que em espécies com geracdes discretas. Devido a isto, foi adotado o
tamanho efetivo populacional de pelo menos 150 como referéncia para essa finalidade. Os
resultados mostram que as sementes coletada do presente fragmento florestal apresentam
endogamia e niveis muito elevados de coancestria dentro das progénies. Ambos, endogamia e
parentesco aumentam a frequéncia de alelos idénticos por descendéncia dentro das progénies
e reduzem a variagdo do tamanho efetivo da populacdo abaixo do esperado em sementes
coletadas de populagdes panmiticas (New) =4). Além disso, se o conjunto de polen recebido
pelas arvores matrizes se sobrepde, o tamanho efetivo populacional de sementes coletadas de
arvore-matriz vai diminuir mais, devido a presenca de meios-irmdos paternos (sementes de
diferentes progénies, mas parentes devido ao fato de que as arvores matrizes foram
fertilizadas pelo mesmo pai) e irmdos-completos (se duas arvores matrizes de cruzamento
agem como doadores e receptores de pdlen, ao mesmo tempo, as sementes de ambas as
arvores matrizes serdo irmdos completos), resultando em uma diminui¢cdo no tamanho efetivo
populacional da arvore-matriz. Tal fato foi observado em ambos os eventos.

Algumas fracBes das progénies de arvores matrizes diferentes sdo meio irmaos-
paternos, e, outra parte meios-irméos, indicando que as 343 sementes que o pai foi encontrado
no ambito do fragmento representam apenas 32 individuos ndo parentes e ndo endogamicos.
Consequentemente, para manter o tamanho amostral para o reflorestamento ambiental ou
planos de conservagdo ex situ, que representam o tamanho efetivo de 150, os resultados
sugerem a necessidade de coletar sementes de pelo menos 76 arvores matrizes do fragmento.

No entanto, com respeito aos adultos do fragmento estudado, a endogamia esté relacionada a
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distancia entre os individuos (SGS), o que sugere que estas sementes devem ser colhidas ndo
sO em arvore matriz presentes no fragmento ou arvores matrizes isoladas na paisagem, mas
também em outros fragmentos. Esta estratégia pode aumentar o tamanho efetivo da populacéo
amostrada, considerando que ha uma probabilidade de que as arvores matrizes distantes e de

diferentes fragmentos ndo sejam parentes e que o conjunto de pélen ndo se sobrepdem.
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6 CONCLUSOES

=

A populacdo da espécie Copaifera langsdorffii apresenta altos niveis de diversidade

genética nos adultos e menores niveis nas progénies;

2. Existem altos niveis de endogamia e coancestria nas sementes de polinizacdo aberta,
causados pelo sistema de reproducdo, por autofecundacdes e cruzamentos entre parentes;

3. Existe fluxo génico via pdlen, logo o fragmento ndo esté isolado reprodutivamente;

4. O polen é disperso dentro do fragmento em alta frequéncia a curtas distancias;

5. Os cruzamentos ndo sdo aleatérios na populacdo (ocorre uma alta taxa de cruzamentos

correlacionados).
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