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RESUMO

Importancia da conservacao in situ de Copaifera langsdorffii Desf. em remanescentes de cerrado
de propriedades particulares rurais

A espécie arborea Copaifera langsdorffii foi utilizada como modelo de estudo para manutencéo
da estrutura demogréfica, diversidade genética e do fluxo génico aparente entre as Unidades de
Conservagdo (UCs) e em propriedades particulares rurais (PPRs) no cerrado do Estado de S&o Paulo.
Para tanto, utilizou-se oito locos microssatélites nucleares especificos de C. langsdorffii; e foram
mapeados, mensurados e genotipados ao todo 400 individuos com DAP > 5 cm em quatro areas nas
cidades de Assis, Itirapina e Brotas. Em Assis foram amostrados 100 individuos na Estacdo Ecoldgica
de Assis (EEA) e 100 individuos em uma PPR a 13 km de distancia da EEA. Em Itirapina 100
individuos foram amostrados na Estacdo Ecoldgica de Itirapina (EEI) e 100 individuos numa PPR em
Brotas a 24 km de distancia da EEI. As populacGes em propriedade particulares rurais e unidades de
conservacdo apresentaram alta diversidade genética. Contudo as PPRs tiveram um ndmero maior de
alelos exclusivos do que as UCs, indicando que as popula¢es nas PPRs necessitam urgentemente de
planos de manejo para conservar esses alelos exclusivos que podem conferir as populagdes do cerrado
vantagens adaptativas. Todas as populacdes apresentaram fraca estrutura genética espacial, porém
significativa por volta de 20 m de distancia, indicando uma dispersdo restrita de sementes. Foi
observado nas populacbes analisadas um alto indice de fixacdo que, provavelmente, deve-se a
sobreposicdo de geracdes. A estimativa do tamanho efetivo das populagdes sugere que tanto as UCs
quanto as PPRs tém area minima vidvel para a conservacao in situ das respectivas populacdes. A
divergéncia genética entre as populagdes foi alta segundo o estimador Gg;' e o fluxo génico aparente

entre as UCs e PPRs foi baixo, sendo insuficiente para contrapor os efeitos da deriva genética. A alta
porcentagem de alelos raros encontrados nas populagbes, provavelmente, evidencia o
comprometimento das mesmas com a perda de diversidade genética, através da deriva genética. E
fundamental a conservacdo de remanescentes de cerrado em areas particulares rurais, para que seja
mantida a manutencdo do potencial evolutivo da espécie no longo prazo. A C. langsdorffii mostrou-se
ser uma especie eficiente para estudos comparativos em areas de cerrado, provavelmente devido a sua
ampla abrangéncia e alta densidade populacional.

Palavras-chave: Cerrado; Fragmentos; Copaiba; Diversidade genética; Fluxo génico; Microssateélites
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ABSTRACT

Importance of in situ conservation of Copaifera langsdorffii Desf. in
cerrado fragments of rural private properties

The tree species Copaifera langsdorffii was used as a model for maintaining the population
structure, genetic diversity and gene flow between Protected Areas (PAs) and Rural Private Properties
(RPPs) in the cerrado of S&o Paulo State. For this purpose, eight nuclear microsatellite loci specific of
C. langsdorffii were used, and altogether 400 individuals were mapped, measured and genotyped with
DHB > 5 cm in four areas in the municipalities of Assis, Itirapina and Brotas. In Assis, 100 individuals
were sampled at the Assis Ecological Station (AES) and 100 individuals in a RPP 13 km away from the
EEA. In Itirapina 100 individuals were collected at the Itirapina Ecological Station (IES) and 100
individuals in a RPP in Brotas 24 km away from the IES. The populations in RPPs and PAs showed
high genetic diversity. However the RPPs had a greater number of exclusive alleles than the PAs,
indicating that the populations of RPPs are in urgent need of management plans to conserve such
alleles, which can confer to the populations of cerrado adaptive advantages. All populations showed
weak spatial genetic structure, but significant around 20 m away, indicating a restricted dispersal of
seeds. It was observed in the populations analyzed a high fixation rate which is probably due to the
overlapping of generations. The estimated effective size of populations suggests that both PAs and
RPPs have minimum viable area for in situ conservation of their populations. The genetic divergence
among populations was high according to estimator G, 'and the apparent gene flow between PAs and

RPPs was low, insufficient to counteract the effects of genetic drift. The high percentage of rare alleles
found in populations probably demonstrates the compromising condition of the populations with loss of
genetic diversity through genetic drift. The conservation of cerrado fragments in rural private properties
is essential to ensure the evolutionary potential of species in the long term. C. langsdorffii proved to be
an efficient species for comparative studies in cerrado areas, probably due to its wide coverage and
high population density.

Keywords: Cerrado; Fragments; Copaiba; Genetic diversity; Gene flow; Microsatellites
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1 INTRODUCAO

O cerrado é o segundo maior bioma brasileiro, ocupando cerca de 2 milhdes de km? do Brasil
central, e apresenta uma biodiversidade extremamente rica (KLINK; MACHADO, 2005). A riqueza de
espécies do Cerrado vem sendo utilizada por comunidades para a producdo de alimentos, medicinais
fitoterapicos e Oleos essenciais de modo sustentavel. Tal fato, aliado aos conhecimentos ecoldgicos e
genéticos dessas espécies sdo fundamentais para encontrar alternativas de uso e conservagdo do
cerrado, dado a répida destruicdo deste bioma nas ultimas décadas, cedendo lugar para extensas
monoculturas, principalmente de soja, canaviais ou para pastagens (DURIGAN, 2003; KLINK;
MACHADO, 2005). Dos 204 milhdes de hectares originais, 39% ja foram completamente destruidos e
apenas 3,18% dos remanescentes estdo protegidos e distribuidos entre 48 unidades de conservacéo
federais, estaduais e municipais (BRASIL, 2006). Segundo Machado et al. (2004) pelo menos 20% das
espécies endémicas e ameacadas permanecem fora dos parques e reservas existentes. No Estado de Sdo
Paulo o quadro é ainda mais alarmante, pois a area original do cerrado era de 14% do territorio e

atualmente restam apenas 0,74%, distribuidos em pequenos fragmentos (KRONKA et al., 2005).

A fragmentacdo do habitat e o avanco das fronteiras agricolas tém alterado a dindmica
populacional de muitas espécies do cerrado (DURIGAN, 2003). As consequéncias imediatas do
desmatamento sdo reducdo da diversidade genética das espécies por deriva genética, a restricdo do
fluxo génico e consequentemente 0 aumento da endogamia. A endogamia pode conduzir a fixacdo de
alelos deletérios e a reducdo da adaptabilidade das espécies, principalmente as climaticas
(COLLEVATTI; BRONDANI; GRATTAPAGLIA, 1999; YOUNG; BOYLE; BROWN, 1996). Nas
Gltimas décadas houve um crescente interesse em avaliar as conseqiiéncias genéticas da fragmentacéo
de habitats em espécies vegetais (YOUNG; BOYLE; BROWN, 1996). Essa preocupacdo tem
provocado debates sobre a reducdo da diversidade genética, diminuicdo da adaptabilidade de
populacdes e estratégias de conservacdo, as quais demandam informacdes sobre as espécies que
compde os ecossistemas (BITTENCOURT; SEBBENN, 2007; KAGEYAMA et al., 2003).

A execucdo de estudos genéticos populacionais para todas as espécies que constituem um
ecossistema é inviavel (BOYLE, 2000). Uma solucdo para impasse consiste na escolha de espécies que
sirvam de modelo ou referéncia para estudos de conservacao in situ do ecossistema. Espécies-modelo

representam grupos de espécies com caracteristicas comuns e que apresentam padrdes ecoldgicos e
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genéticos extrapolaveis para todo o grupo (KAGEYAMA et al., 2001). Essas espécies podem servir
como indicadoras de degradacdo ambiental, fragmentacdo e de outros impactos antrépicos. Existem
alguns critérios a serem seguidos para a escolha da espécie-modelo, tais como: importancia ecoldgica e
econdmica da espécie, especializacdo dos vetores de fluxo génico, abrangéncia da espécie e densidade
populacional (NAMKOONG et al., 2002).

A C. langsdorffii € uma espécie arblOrea que apresenta as caracteristicas indicadas por
Namkoong et al. (2002) para espécies modelo. Arvore hermafrodita, a C. langsdorffii apresenta flores
bissexuais e hercogamicas, que apresenta sistema de reprodugdo misto (OLIVEIRA; CARVALHO;
ROSADO, 2002). As sementes sdo muito apreciadas pelas aves e sua dispersao natural é barocorica
(atua a forca da gravidade), ocorrendo ainda por primatas, pela agua e por formigas (PEDRONI;
SANCHEZ; SANTOS, 2002; CARVALHO, 2003; CHRISTIANINI, 2007). Apesar da grande
variedade de dispersores, a maior parte dos frutos e dispersa de forma restritiva, proximo a copa e
distantes até 14 m do tronco (PEDRONI, 1995). Outro aspecto citado por Namkoong et al. (2002) para
a identificacdo de espécies modelo ¢é a grande amplitude de distribuicdo e alta densidade populacional.
C. langsdorffii € uma espécie comum e encontra-se amplamente distribuida pelo cerrado

(CARVALHO, 2003), possibilitando estudos comparativos inter-regionais.

Nesse contexto, através da escolha de espécies modelo torna-se imprescindivel gerar
informacGes relacionadas com a variabilidade genética dos poucos remanescentes do cerrado,
principalmente no Estado de Sdo Paulo. Assim, o presente trabalho visou conhecer a diversidade
genética, a estrutura genética e o fluxo génico aparente de Copaifera langsdorffii Desf.
(Caesalpinioideae, Leguminosae) em remanescentes de cerrado localizados em propriedades
particulares rurais (PPRs). No intuito de investigar a importancia desses remanescentes de cerrado para
a conservacdo da diversidade genética e manutencdo do fluxo génico entre as Unidades de Conservacao
(UCs) no Estado de Séo Paulo.
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1.1 Objetivos

Este estudo teve como objetivo geral conhecer a importéncia dos remanescentes de cerrado em
propriedades particulares rurais (PPRs) para a conservacdo da diversidade genética e manutencdo do
fluxo génico aparente de C. langsdorffi entre as Unidades de Conservacdo (UCs) no Estado de Sao
Paulo. Os objetivos especificos foram:

e Estimar, com auxilio de marcadores SSR, a diversidade genética e fluxo génico aparente em
propriedades particulares rurais (PPRs) e Unidades de Conservacao (UCs).
o Utilizar a espécie C. langsdorffii como referéncia (modelo) para estudo da conservagédo genética

no cerrado.

e Subsidiar politicas publicas para a conservacdo do cerrado no Estado de S&o Paulo, com base
nas estimativas de diversidade genética e fluxo génico.

1.2 Hipoteses

O presente trabalho teve como base as seguintes hipéteses:

e A diversidade genética em propriedades particulares rurais assemelha-se as das Unidades de
Conservacao.

e As PPRs sdo conectores genéticos para as UCs, mantendo um fluxo genético capaz de
contrapor os efeitos gerados pela deriva e selecéo.

e O fluxo génico entre as Unidades de Conservacdo deve ser baixo, devido a distancia

geogréfica entre essas unidades, apontando a importancia das propriedades particulares
rurais como Corredores Ecoldgicos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Copaifera langsdorffii Desf.

O género Copaifera I., descrito por Linnaeus em 1762, possui 72 espécies nativas da regido da
América Latina e também da Africa Ocidental. Na América Latina, sd0 encontradas espécies na regiio
que se estende do México ao norte da Argentina, sendo que 16 dessas espécies sdo endémicas do Brasil
(ALENCAR, 1982; VEIGA JR.; PINTO, 2002). A Copaifera langsdorffii Desf., conhecida como
copaiba ou pau d’0leo, pertence a familia Caesalpiniaceae (Caesalpinioideae, Leguminosae) e € a
espécie de maior ocorréncia do género no Brasil, abrangendo latitudes de 2°32’S (Maranhéo) a 24°50’S
(Parand) com uma ampla variagdo altitudinal de 50 m a 1.600 m. (Figura 1) (CORREA, 1984;
LORENZI, 1992; CARVALHO, 2003).

A C. langsdorffii € uma arvore semicaducifolia, longeva, secundéria tardia e apresenta grande
plasticidade fenotipica. Na Floresta Ombréfila Densa, na idade adulta, pode atingir 35m de altura e 100
cm de DAP (diametro a altura peito) (KAGEYAMA; BIELLA; PALERMO, 1990; CARVALHO,
2003). No Cerrado, na Caatinga e nos Campos Rupestres, apresenta menor porte, podendo variar de
1,20 a 10 m de altura (Figura 2). A densidade natural de individuos lenhosos varia entre as diferentes
regides fitoecologicas (CARVALHO, 2003). No Cerrado do Estado de Sdo Paulo, a densidade de
individuos pode variar de 1 (GOMES; 2003) a 2126 ind.ha™ (DURIGAN; FILHO, 1995), de acordo

com as diferentes fitofisionomias.
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Figura 1 - Ocorréncia natural de Copaifera langsdorffii no Brasil (em cinza). Fonte: Tarazi (2009)

Segundo Carvalho (2003), a espécie apresenta folhas compostas, alternas, paripinadas, com
foliolos medindo 4 a 5 cm de comprimento e 2 a 3 cm de largura (Figura 2 b). As folhas novas, de
tonalidade avermelhada, constituem elemento valioso para a identificacdo. As flores, de coloracdo
branco-esverdeada, estdo dispostas em inflorescéncia paniculadas, terminais e multiflorais (Figura 2 c).
As pétalas s@o ausentes e o calice é formado por quatro sépalas livres. Tém odor intenso, doce e suave
desde a abertura, possuem néctar e sdo efémeras apresentando senescéncia a partir do segundo dia
(FREITAS; OLIVEIRA, 2002).

e~ c .l |
Figura 2 - Copaifera langsdorffii a) &rvore adulta; b) folha; c) flores; d) fruto. Fonte: Valdir Dala Marta (2008)

A C. langsdorffii € uma arvore hermafrodita com flores bissexuais e hercogamicas, que
apresenta sistema de reproducdo misto com até 8% de autofecundagdo (Figura 2 a) (OLIVEIRA;
CARVALHO; ROSADO, 2002). A estratégia de florescimento é a cornucopia, padrdo que produz uma
grande quantidade de flores durante varias semanas e, desta maneira, atrai um amplo espectro de
polinizadores potenciais. A melitofilia € a principal sindrome de polinizagdo e os visitantes mais

freqlientes sdo Apis mellifera, Scaptotrigona cf. depiles e Trigona spinipes (CRESTANA;
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KAGEYAMA, 1989; FREITAS; OLIVEIRA, 2002). A periodicidade da floracdo pode ser anual a
supra-anual, com intervalos de dois a quatro anos (PEDRONI; SANCHEZ; SANTOS, 2002;
CARVALHO, 2003).

A maturacdo e dispersdo dos frutos de C. langsdorffii ocorrem na estacdo seca, enquanto que a
germinacao e o crescimento das plantulas ocorrem durante o periodo chuvoso, onde ha uma abundancia
temporaria de nutrientes e umidade (FREITAS; OLIVEIRA, 2002). Nessa espécie, o fruto é um legume
unispermo, deiscente, elipsdide, com cerca de 4 cm de comprimento (Figura 2 d). Contém uma semente
elipsdide, de coloracdo negra e brilhante, envolta por um arilo abundante e de colaracdo amarelo-
aralanjado (CARVALHO, 2003; GUERRA; FILHO; GALLAO, 2006).

As sementes s80 muito apreciadas pelas aves tais como o tucano (Ramphastos toco,
Rhamphastidae), a gralha-do-campo (Cyanocorax cristatellus, Corvidae) e o sabia-laranjeira (Turdus
rufiventris), que engolem o arilo e regurgitam a semente. Sua dispersdo natural é barocorica (atua a
forca da gravidade), ocorrendo ainda por primatas, pela dgua e por formigas (PEDRONI; SANCHEZ;
SANTOS, 2002; CARVALHO, 2003; CHRISTIANINI, 2007). Apesar da grande variedade de
dispersores, a maior parte dos frutos é dispersa de forma restritiva, proximo a copa e distantes até 14 m
do tronco (PEDRONI, 1995). As sementes sdo ortodoxas e apresentam dorméncia, por inibidor de

germinacéo, pela presenca de cumarina no tegumento (EIRA et al., 1992).

2.2 Importancia econémica de C. langsdorffii Desf.

O 0Oleo de copaiba ou Oleo-resina, produzido pelas arvores do género Copaifera L., € um
produto economicamente valioso. O dleo-resina bruto varia de transparente a opaco, de coloracdo
variada desde o amarelo-palido até o castanho claro dourado, apresenta certa viscosidade, forte odor de
cumarina e sabor levemente amargo. Pode ser classificado quanto a sua coloragdo, turbidez e
viscosidade. E insoltivel em &gua e parcialmente solivel em alcool. Em contato com o ar, 0 6leo

escurece e aumenta sua viscosidade e densidade (AZEVEDO, 2004).

O Oleo-resina de cor vermelha, produzido pelas arvores C. langsdorffii, é utilizado como
combustivel caseiro, para a producao de diversos produtos na industria de cosméticos, como inseticida,
aditivos para vernizes e tintas (CARVALHO, 2003). Na medicina popular, as principais atividades
relatadas sdo de antiinflamatorio, cicatrizante, antitumoral e no tratamento de doencas respiratorias,
(PAIVA et al., 1998; VEIGA JR.; PINTO, 2002).
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Nessa especie, a madeira apresenta densidade moderada, alta durabilidade e resisténcia ao
ataque de organismos xil6fagos. E indicada para construcdo civil e naval, para a producio de élcool e
carvdo (CARVALHO, 2003).

A C. langsdorffii € recomendada para a recuperacdo de areas degradadas, principalmente em
matas ciliares (KAGEYAMA; BIELLA; PALERMO, 1990; CARVALHO, 2003); para a apicultura,
devido a grande producdo de pdlen e mel das suas flores, e para o paisagismo (CRESTANA;
KAGEYAMA, 1989; LORENZI, 1992; CARVALHO, 2003).

Apesar da importancia ecoldgica e econémica, a C. langsdorffii esta na lista das espécies que
correm perigo de extin¢do no Estado de S&o Paulo (CARVALHO, 2003).

2.3 Cerrado

As savanas representam uma comunidade vegetal associada as regides tropicais, caracterizada
pela codominancia de espécies arborea (lenhosas) e espécies herbaceas que variam em cobertura e
densidade (SANKARAN et al., 2005). O cerrado, que ocupa a regido do Brasil Central, é classificado
como savana Umida e possui uma estrutura e composi¢édo propria, distinguindo-se de outras savanas por
apresentar uma grande variabilidade de espécies lenhosas arbustivas e arboreas (TROPPMAIR, 2002).

Considerado o segundo maior bioma brasileiro, o cerrado ocupa uma area de 2 milhdes de km?
que esta distribuida principalmente pelo Planalto Central e nas regides consideradas periféricas, que
abrangem os Estados do Maranhdo, Piaui, Tocantins, Sdo Paulo e Parand (Figura 3) (INSTITUTO
BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE E DOS RECURSOS NATURAIS RENOVAVEIS - IBAMA,
2009). Ocupando o equivalente a 24% do territério nacional, o cerrado apresenta interfaces com 0s
principais biomas da América do Sul (Amazénia, Pantanal, Caatinga e Mata Atlantica), resultando em
ambientes contrastantes, como as interfaces entre cerrado e florestas tropicais Umidas e aquelas entre
cerrado e caatinga (FELFILI; SCARIOT; SILVA, 2005).

O clima do cerrado é predominantemente tropical estacional com um regime de chuvas no
verdo. A precipitacdo anual varia entre 750 a 2000 mm, com média de anual de 1500 mm. Durante a
estacdo das secas, 0s indices pluviométricos mensais reduzem-se bastante, podendo chegar a zero. As
temperaturas médias sdo em torno de 23°C na regido sul e 27°C na porcdo norte (KLEIN, 2002;
BIZERRIL, 2004).

No geral, o relevo do cerrado € suave, com cerca de 50% de sua area situada em altitudes que
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ficam entre 300 e 600 m acima do nivel do mar e apenas 5,5% com altitudes além de 900 m (FELFILI;
SCARIOT; SILVA, 2005). Os solos sdo profundos, porosos, bem drenados e sua maioria distroficos,
ou seja, possuem pH baixo, ricos em ferro e aluminio e de baixa fertilidade (RATTER; RIBEIRO;
BRIDGEWATER, 1997; KLINK; MACHADO, 2005)

Brasil

Figura 3 - Distribuicdo do Cerrado no Brasil (em cinza). Fonte: World Wildlife Fund — WWF (2009)

Do ponto de vista hidrologico, no cerrado, além de encontrarem-se trés das maiores bacias
hidrograficas da América do Sul (Tocantins-Araguaia, S&o Francisco e Parand), a regido possui
diversas nascentes de rios, consequentemente, importantes areas de recarga hidrica, que contribuem
para grande parte das bacias hidrograficas brasileiras. Assim, o cerrado contribui com 14% da producéo
hidrica superficial brasileira e possui grande importancia na geracdo de vazdo para a bacia do rio Sao
Francisco, fundamental para o desenvolvimento da Regido Nordeste, regido freqlientemente assolada
por secas (LIMA; SILVA, 2005).

O cerrado brasileiro € reconhecido como a savana mais rica do mundo em biodiversidade.
Detentor de uma das mais ricas floras dentre as savanas mundiais, o cerrado possui mais de 11.000
espécies de plantas catalogadas, sendo que 44% sdo endémicas dessa area (IBAMA, 2009;
MENDONCA et al., 2008). Para as plantas herbaceas, o nivel de endemismo pode chegar a mais de
70%, como € o caso das espécies da familia Velloziaceae associadas aos campos rupestres
(FILGUEIRAS, 2002). Quanto a diversidade faunistica, o cerrado apresenta 837 espécies de aves; 67

géneros de mamiferos, abrangendo 161 espécies, das quais 19 endémicas; 150 espécies de anfibios,
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sendo 45 endémicas; e 120 espécies de répteis, das quais 45 sdo endémicas (IBAMA, 2009). No caso
dos répteis, o nivel de endemismo pode chegar a 38% do total de espécies (COLLI; BASTOS;
ARAUJO, 2002).

O cerrado é notavel também pela grande variacdo fisiondmica, apresentando formas
campestres, savanicas e florestais. As formacGes florestais, com predominancia de espécies arboreas e
formacdo de dossel continuo ou descontinuo, sdo representadas por Mata Ciliar, Mata de Galeria, Mata
Seca e Cerraddo. As savanas, areas com arvores e arbustos espalhados sobre um estrato graminoso
onde ndo ha formacdo de dossel continuo, sdo representadas por cerrado stricto sensu, Vereda, Parque
de Cerrado e Palmeiral. Devido a sua complexidade, o cerrado stricto sensu pode apresentar quatro
subtipos: cerrado denso, cerrado tipico, cerrado ralo e cerrado rupestre. As formacGes campestres, com
predominio de espécies herbaceas e algumas arbustivas, sdo representadas por campo: sujo, limpo e
rupestre (RIBEIRO; WALTER, 1998). Fatores como o pH, o teor de aluminio, a fertilidade e
profundidade do solo, disponibilidade hidrica, freqiiéncia de queimadas e ac¢Oes antropicas podem
influenciar na composicdo floristica e na estrutura da vegetacdo (HENRIQUES, 2005).

Além dos aspectos ambientais, o cerrado tem grande importancia social e cultural, representada
por muitas populacGes humanas que sobrevivem de seus recursos naturais, incluindo etnias indigenas,
quilombolas, ribeirinhos, babacueiras, que, juntas, fazem parte do patrimdnio historico e cultural
brasileiro, e detém um conhecimento tradicional de sua biodiversidade. Mais de 220 espécies tém uso
medicinal e mais de 10 tipos de frutos comestiveis sdo regularmente consumidos pela populacéo local e
vendidos nos centros urbanos, como os frutos do Pequi (Caryocar brasiliense), Buriti (Mauritia
flexuosa), Cagaita (Eugenia dysenterica) e as sementes do Baru (Dipteryx alata) (BRASIL, 2009).

Apesar de sua grande importancia ecologica e cultural, o processo de ocupacdo do cerrado,
sobretudo nos dltimos cinguenta anos, provocou uma perda de pelo menos 55% da cobertura vegetal
nativa, tornando- o a savana mais ameacada do Planeta e um dos 34 hotspots mundiais (MACHADO et
al., 2004). Aspectos como topografia favoravel a mecanizacao, proximidade de centros consumidores e
exportadores, risco nulo de salinizacdo do solo, possibilidade de irrigacdo e grande extensao territorial,
apontam a regido do cerrado como uma das de maior potencial agricola do pais (KER; RESENDE,
1996; LANDERS, 2000).

No cenéario agricola nacional e mundial dos Gltimos 5 anos, o cerrado tem recebido enorme
destaque por abrigar 41% dos 163 milhdes dos bovinos do rebanho nacional e é responsavel por 43%

da producdo nacional de soja, milho, arroz e feijao; dos 35 milhGes de toneladas de soja produzidos no
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pais, 18 milhGes escoam do Cerrado. As pastagens cultivadas abrangem 50 milhdes de hectares
(EMBRAPA, 2009).

As transformagbes ocorridas no cerrado trouxeram grandes danos ambientais, tais como
fragmentacdo de habitats, perda da diversidade genética, extincdo da biodiversidade, invasdao de
espécies exoticas, erosdo dos solos, poluicdo de aquiferos e alteracbes nos regimes de queimadas
(KLINK; MOREIRA, 2002). Embora seja um ecossistema adaptado ao fogo, as queimadas utilizadas
para estimular a rebrota das pastagens alteram o regime natural de incéndios no cerrado, provocando a
perda de nutrientes, a compactacao e a erosao dos solos, um problema grave que atinge enormes areas
(MIRANDA; SATO, 2005). Apenas 6.233.193,73 ha ou 3,18% do cerrado estdo protegidos em 48
unidades de conservagéo federais, estaduais e municipais (MMA, 2006). Cerca de pelo menos 20% das
espécies endémicas e ameacadas do bioma permanecem fora das unidades de conservacao existentes
(MACHADO et al., 2004).

No Estado de Sao Paulo, a devastacdo do cerrado segue em indices alarmantes. O cerrado, que
originalmente correspondia a 14% do territorio estadual, atualmente ocorre sob a forma de fragmentos
isolados, o que corresponde apenas a 0,74% da superficie estadual (KRONKA et al., 2005). Segundo
Metzger e Rodrigues (2008), somente 0,51% do cerrado original do estado esta protegido na forma de
unidades de conservacdo de protecédo integral (UCs). Neste sentido, a conservacdo da maior parte dos
remanescentes de cerrado do estado de Sdo Paulo esté sujeita aos interesses do setor privado, o que
define uma situacdo de fragilidade para estes remanescentes (SMA/PROBIO-SP, 1997).

No estudo realizado por Durigan; Siqueira; Franco (2007) foi verificado que as ameacgas mais
frequientes no entorno de 81 fragmentos de cerrado no Estado de S&o Paulo foram: gramineas invasoras
(35% das areas parcial ou totalmente invadidas), presenca de gado (32%), desmatamento (21%) e fogo
(21%). No Estado de Sdo Paulo, as areas de cerrado estdo sendo substituidas principalmente por
canaviais, enquanto que, em outros estados do nlcleo do Cerrado, a soja tem sido a principal causa do
seu desmatamento (KRONKA et al., 2005; DURIGAN; FRANCO; SIQUEIRA, 2007).

2.4 Fragmentacdo florestal: conseqiiéncias genéticas e ecologicas.

O processo da fragmentacdo florestal e da perda de habitat é reconhecido atualmente como a
maior ameaca a biodiversidade (MYERS et al., 2000). Os fragmentos florestais sdo remanescentes de

florestas continuas que foram reduzidas e isoladas espacialmente através da atividade antrépica
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(YOUNG; BOYLE, 2000). A fragmentacdo florestal modifica o tamanho e a conectividade dos
remanescentes florestais, provocando o aumento da area de borda desses fragmentos (AIZEN;
FEINSENGER, 1994). A borda de um fragmento florestal sofre fortes influéncias do ambiente ao seu
redor, 0 que acarreta em modificacbes fisicas e estruturais em sua porcdo marginal. Assim, as
conseqiiéncias do “efeito de borda” no fragmento florestal incluem: mudancas na composicdo e
estrutura da vegetacdo; alteracdo do ciclo de nutrientes, da temperatura e da umidade; mudancas nas
interacOes das espécies, como predacdo, parasitismo, competicdo, herbivoria, polinizacdo e dispersdo
de sementes (MURCIA, 2005).

Do ponto de vista genético, nas populagdes remanescentes que sofreram o processo de gargalo
genético (“bottleneck™) pode ocorrer a perda imediata do numero de alelos devido a redugdo do
tamanho da populacdo (CASCANTE et al., 2002). Em longo prazo, continua fixacéo de alelos devido a
deriva genética aleatoria e, conseqiientemente, a perda da diversidade genética (BARRET; KOHN,
1991). Populagdes de plantas em ambientes fragmentados tendem a apresentar um aumento na taxa de
autofecundacdo e de cruzamentos entre individuos aparentados, consequentemente eleva-se a
endogamia e divergéncia genética interpopulacional (YOUNG; BOYLE; BROWN, 1996).

A endogamia biparental é mais freqliente quando as populacdes sdo pequenas ou quando
exibem estrutura genética espacial. Esta estrutura € desenvolvida quando a dispersdo de pdlen e
semente é restrita (ELLSTRAND; ELAN, 1993). A endogamia é prejudicial para as plantas que
apresentam fecundacdo cruzada, pois aumenta a probabilidade de alelos deletérios estarem em
homozigose, contribuindo para a depressdo endogamica (CHEPTOU; SHOEN, 2007). Desse modo, a
endogamia reduz a heterozigosidade e a capacidade de adaptabilidade dessas espécies e,
conseqlientemente, aumenta a probabilidade de extincdo (YOUNG; BOYLE; BROWN, 1996; REED,
2005).

Remanescentes florestais pequenos, isolados e com acentuado efeito de borda, podem
influenciar direta ou indiretamente na dispersao de polen e de sementes. A visitacdo de polinizadores
torna-se restrita em ambientes fragmentados, reduzindo a producdo de frutos em comparagdo com
ambientes ndo fragmentados (AIZEN; FEINSENGER, 1994). Arvores isoladas, porém na presenca de
seus agentes polinizadores, tendem a apresentar um aumento na distancia de dispersdo de pdlen e na
dominancia de poucos doadores de pdlen. Este processo pode acarretar, no futuro, a perda da

diversidade genética e o aumento da estrutura genética espacial intrapopulacional (FUCKS; LOBO;
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QUESADA, 2003; HANSON et al., 2008).

A diversidade genética garante as espécies um alto potencial adaptativo para tolerar os efeitos
gerados pelas estocasticidades ambientais e é a base para programas de conservacdo genética
(GEBUREK, 2000). Segundo Kageyama (1987), estudos genéticos visando o entendimento da
estrutura genética das espécies existentes nos fragmentos florestais remanescentes sdao fundamentais
para a escolha correta das estratégias de manejo e conservagdo a serem adotados. Neste contexto,
diversos estudos relacionados com a conservacao genética de espécies do cerrado apontam que a
degradacdo e fragmentacdo do bioma provocada por atividade antropica, possivelmente, causaram a
reducdo da variabilidade genética das espécies e a restricdo do fluxo génico. Conseqlientemente, este
processo pode resultar na reducdo na adaptabilidade de populacGes remanescentes e na extingdo das
espécies no habitat. Esse acimulo de dados vem indicando algumas dire¢fes importantes como
referéncia para as agdes de minimizacao dos impactos ambientais nesse ecossistema (COLLEVATTI et
al, 1999; LACERDA et al., 2001; VENCOVSKY, 1987; ZUCCHI et al., 2005; TARAZI et al., 2010).

2.5 Marcadores microssatélites

Marcadores microssatélites sdo conhecidos também como STR (Short Tandem Repeat) ou SSR
(Sequéncias Simples Repetidas) e foram descritos pela primeira vez por trés diferentes grupos de
autores no ano de 1989: Litt e Luty (1989); Weber e May (1989); Tautz (1989). Os microssatélites sdo
pequenas seqléncias de um a seis nucleotideos de comprimento, repetidos em série (tandem) e sdo
amplamente distribuidos pelo genoma da maior parte dos eucariotos, tanto em regides codificantes de
proteinas quanto em regibes ndo codificantes (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998; ZANE;
BARGELLONI; PATARNELLO, 2002). Classificados de acordo com o tipo de repeticdo, 0s
microssatélites sdo divididos em quatro categorias, os perfeitos, os imperfeitos, os interruptos e os
compostos. Uma seqliéncia microssatélite perfeita é aquela que ndo é interrompida por qualquer base
gue ndo seja 0 motivo da repeticdo (ex. TATATATATATATATA). Enquanto, a sequéncia imperfeita €
interrompida por bases ndo repetidas (ex. TATATATACTATATA). No caso do microssatélite
interrupto, ha uma pequena sequéncia dentro do motivo (ex. TATATACGTGTATATATATA); ja no
composto, existem duas seqiiéncias de repeticdo adjacentes diferentes (ex. GTGTGTGTTATATATA)
(OLIVEIRA et al., 2006).
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Os microssatélites representam regides instaveis do genoma, que sofrem alteracbes mutacionais
a taxas muito maiores do que as observadas nas sequéncias de cépia Unica. Acredita-se que esta
instabilidade surge através de um mecanismo especifico de mutacdo chamado deslizamento (slippage)
da DNA polimerase durante a duplicacdo da molécula, o que pode resultar numa pequena expansao ou
delecdo de curtas seqiiéncias de DNA. Outra provavel causa é o pareamento ndo desigual das
sequiéncias durante na meiose (PINTO et al., 2001; GIFFORD; BROWN, 2004). Além das curtas
repeticbes em tandem, as seqliéncias de DNA que flanqueiam os microssatélites sdo conservadas entre
os individuos de uma mesma espécie, permitindo a selecdo de iniciadores (“primers’) especificos que
amplificam, via PCR, fragmentos contendo o DNA repetitivo em todos os genétipos (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998). Os produtos da amplificacdo podem ser visualizados no gel por meio de
coloragdo com brometo etideo ou nitrato de prata. Recentemente, tem sido utilizados “primers”

fluorescentes em combinagdo com sequienciador automatizado (PINTO et al., 2001)

A maior limitagdo da tecnologia de microssatélites refere-se ao custo necessario para o
desenvolvimento prévio dos marcadores. O desenvolvimento de marcadores microssatélites para uma
nova espécie exige isolamento, clonagem, seqlienciamento e caracterizacdo dos locos (FERREIRA,;
GRATTAPAGLIA, 1998). Porem, esta e facilmente compensada pela ampla potencialidade de

pesquisas desenvolvidas apos sua obtencao.

A ocorréncia de alelos nulos ou silenciosos pode levar a interpretac@es errébneas em populacées
avaliadas por locos microssatélites. Por definicdo, um alelo nulo é qualquer alelo que falha em
amplificar em reacfes PCR e ocorre devido mutacGes nos sitios complementares aos “primers”. Como
conseqliéncia, individuos heterozigotos que possuam um alelo nulo serdo considerados erroneamente
como homozigotos, o que diminui a variabilidade genética observada (JARNE; LAGODA, 1996).
Entretanto, alelos nulos podem ser detectados através do teste de aderéncia das freqiiéncias observadas
nas propor¢des de Hardy- Weinberg (PINTO et al., 2001), ou pela observacdo e comparacéo direta dos

genotipos maternos com os de suas progénies (MORENO, 2009).

A homoplasia de SSR é outro caso que pode causar distor¢des nas estimativas a respeito da
estrutura genética de populacdes e filogenia de espécies. Isso ocorre quando alelos de locos
microssatélites com o mesmo nimero de repeticdes sdo idénticos, entretanto ndo por ter ancestral
comum, mas por simples acaso. Isto se deve as altas taxas de mutacbes em locos de microsatélites
(ESTOUP; JARNE; CORNUET, 2002).
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Apesar de ocorrer dificuldades de interpretacéo, os marcadores microssatélites possuem todas as
caracteristicas desejaveis para estudos de genética de populacdes, além de permitir a quantificacdo dos
efeitos da fragmentacdo de habitats e estabelecer estratégias para a conservagdo de espécies. Eles sao
codominantes, o que permite a diferenciacdo entre 0s genotipos homozigotos e heterozigotos nos
individuos analisados; apresentam segregacdo mendeliana simples e sua expressdo ndo é influenciada
pelo ambiente. Além dessas caracteristicas, 0s microssatélites sdo abundantes na maioria dos genomas,
possuem grande conteudo informativo, sdo hipervariaveis, sdo baseados em PCR e necessitam de
reduzidas quantidades de DNA para sua amplificacdo. Cada loco de microssatélite € definido por um
par de “primer”, sendo que a genotipagem € realizada em ensaios “multiplex”, o que permite a analise
de varios locos a0 mesmo tempo, sendo transferiveis entre populacBes e espécies do mesmo género
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998, BUZO et al., 2003).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Justificativa e escolha da espécie modelo para o estudo

A C. langsdorffi foi utilizada neste estudo como espécie modelo por apresentar ampla
distribuicdo geografica, por ser uma espécie comum no cerrado e por possibilitar o uso de

microssatélites.
3.2 Areas de estudo e amostragem

A pesquisa foi realizada em quatro areas de Cerrado do Estado de S&o Paulo, abrangendo os
municipios de Itirapina, Brotas e Assis (Figura 6). As duas areas situadas nos municipios de Itirapina e
Assis encontram-se localizadas em Unidades de Conservacdo (Estacdo Experimental de Itirapina e
Estacdo Ecologica de Assis), e sdo administradas pelo Instituto Florestal do Estado de S&o Paulo.
Enquanto que, as outras duas areas situadas nos municipios de Brotas e Assis encontram-se localizadas

em propriedades particulares rurais.

A escolha do local de estudo buscou avaliar o grau de conservacdo genética de populacdes
naturais de C. langsdorffii nos remanescentes de Cerrado localizados em PPRs, a fim de verificar a sua
importancia para a conservacao da diversidade genética e manutencdo do fluxo génico entre as UCs. A
caracterizacao das fisionomias da vegetacdo das areas em estudo se baseou na classificacdo apresentada
por Ribeiro e Walter (1998). O levantamento de possiveis populacdes de C. langsdorffi nos
remanescentes de Cerrado do Estado de Sdo Paulo foi realizado, primeiro, a partir de busca
bibliografica de levantamentos floristicos realizados. A posterior localizagcdo dos individuos de C.

langsdorffii se deu por meio de viagens a campo e consulta a técnicos e pesquisadores das UCs.
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Figura 4 - Mapa da localizacdo geografica dos municipios de Assis-SP, Brotas- SP e Itirapina-SP

Para estudar a diversidade genética, a estrutura genética espacial e o fluxo génico, foram
amostrados 100 individuos de C. langsdorffii acima de 5 cm de DAP em cada area estudada,
utilizando-se a metodologia de Caminhamento proposta por Filgueiras et al (1994). Segundo Carves et
al. (2005), para a garantia de uma apurada deteccdo da estrutura genética espacial, sdo necessarias
amostras de pelo menos 100 individuos e de cinco a dez locos SSR. Desses individuos, foram coletadas
amostras foliares para a extracdo do DNA gendmico. As folhas foram armazenadas em sacos de papel
devidamente identificados com o nimero da arvore de origem. As amostras foliares foram secas
imediatamente em recipientes herméticos contendo silica gel (previamente secas em estufa a 85° C por
48 horas) a temperatura ambiente. A silica foi trocada diariamente nos primeiros dias até a

desidratacdo das folhas.

3.2.1 Estacdo Ecologica de Assis

A Estacdo Ecologica de Assis (EEA), com area de 1.760,64 ha, esta localizada no municipio de
Assis, no Oeste do Estado de Sdo Paulo ( 22°33°20” a 22°37°41” S e 50°24°4,8” a 50°21°27 O) (Figura
5 a). A altitude varia de 500 a 590 m e o clima, segundo classificacdo de KOppen, caracteriza-se como

subtropical, numa zona de transi¢édo entre Cwa e Cfa. O entorno da EEA inclui a Estacdo Experimental
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de Assis, canaviais e pastos (INSTITUTO FLORESTAL, 2010). A amostragem nesta UC foi realizada
numa &rea de aproximadamente 0,9 ha (Figura 5 b). Os individuos foram marcados com plaquetas
metélicas, devidamente numeradas e georeferenciados com auxilio de um aparelho GPS (Garmin
GPSMAP 76S). Foi utilizado o programa de georeferenciamento GPS Trackmaker (FERREIRA, 2002)
para transferir os dados do aparelho GPS para o computador.
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Figura 5 — Localizagdo da populagdo de C. langsdorffii na Estacio Ecoldgica de Assis, Assis-SP. a) Area da EEA (contorno
azul). b) Espacializacdo das plantas C. langsdorffii coletadas na area da EEA. Fonte: Mapa base Google Earth
(2010)
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3.2.2 Propriedade Particular Rural de Assis

A populacdo de C. langsdorffii esta localizada em um remanescente de cerrado de
aproximadamente 83 ha em uma propriedade particular rural, no municipio de Assis, SP, entre as
coordenadas 22°33°19,22”°S e 50°15°52,77”0. O fragmento florestal apresenta fisionomias de cerradao
e cerrado sensu stricto, e 0 seu entorno inclui canaviais e pastos (Figua 6). A area amostrada foi de

aproximadamente 3,0 ha e sua distancia geografica em relacdo a EEA € de 13 km.
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Figura 6 — Localizagio da populacio de C. langsdorffii na Propriedade Particular Rural de Assis, Assis-SP. a) Area do
fragmento na PPRA (contorno azul). b) Espacializagdo das plantas C. langsdorffii coletadas na érea da PPRA.
Fonte: Mapa base Google Earth (2010)
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3.2.3 Estacédo Experimental de Itirapina

A Estacdo Experimental de Itirapina (EEI), com &rea de 3.212,81 ha, esta localizada no
municipio de Itirapina, Estado de S&o Paulo, entre as coordenadas 22°10” a 22°15°de latitude Sul e
47°45” a 48°00° de longitude Oeste Grw. (Figura 7). O entorno da EEI inclui a Estacdo Ecoldgica de
Itirapina (situada contigua a esta UC), canaviais, pastos, reflorestamento de Pinus spp e Eucalyptus spp
(INSTITUTO FLORESTAL, 2010). O clima é do tipo Cwa de Kdppen, tropical de altitude com
inverno seco e verdo quente e chuvoso, com precipitacdo média anual de 1.450,1 mm e temperatura
media de 21°C (CEPAGRI/UNICAMP, 2006). A altitude minima encontrada é de 700 m e a maxima é
de 827 m (INSTITUTO FLORESTAL, 2010, SILVA, 2005).

A area de coleta na EEI, com aproximadamente 2,3 ha, esta inserida num fragmento de cerrado
conhecido como “Vermelho” (22°14°35.5”’S 47°49°42.8°’0), com éarea de aproximadamente 170 ha
(Figura 7). Segundo Ribeiro e Walter (1998), a fisionomia da area estudada é classificada como
cerraddo, caracterizando-se por apresentar flora com elementos do cerrado strictu sensu e da mata, com

cobertura arbdrea de 50-60%.
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Figura 7- Localizacdo da populacéo de C. langsdorffii na Estacio Experimental de Itirapina, Itirapina-SP. a) Localizagdo do
fragmento Vermelho (contorno azul). b) Espacializagdo das plantas C. langsdorffii coletadas na area da EEI.
Fonte: Mapa base Google Earth (2010)
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3.2.4 Propriedade Particular Rural de Brotas

A populagdo estd situada em um remanescente de cerrado de aproximadamente 400 ha
localizado dentro de uma propriedade particular rural no municipio de Brotas, Estado de S&o Paulo,
entre as coordenadas 22°22°18,58”’S e 48°01°24,7370. O fragmento florestal é constituido por
fisionomias de cerraddo e cerrado sensu stricto, e 0 seu entorno inclui canaviais e pastos (Figua 8 a). A
area de amostragem foi de aproximadamente 1,6 ha e a sua distancia geografica em relagdo a EEI é de
24 km (Figura 8 b).
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Figura 8- Localizacdo da populagéo de C. langsdorffii na Propriedade Particular Rural de Brotas, Brotas-SP. a) Localizacdo
do fragmento (contorno azul). b) Espacializagdo das plantas C. langsdorffii coletadas na area da PPRB. Fonte:
Mapa base Google Earth (2010)
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3.3 Procedimentos laboratoriais

3.3.1 Extracdo de DNA e andlise genética

Para realizagdo de andlises genéticas baseadas em marcadores do tipo microssatélites, foram
genotipados 100 individuos em cada populacdo, no total 400 individuos referentes as quatro populacdes
estudadas. As analises laboratoriais foram realizadas no Laboratério de Reproducdo e Genética de
Espécies Arboreas (LARGEA), localizado no Departamento de Ciéncias Florestais da ESALQ-USP,
em Piracicaba - SP. A extracdo do DNA gendmico total das amostras foi realizada seguindo o
protocolo CTAB descrito por Ferreira e Grattapaglia (1998). Ap6s a quantificacdo de DNA, as

amostras foram diluidas em agua MiliQ a 3ng/pl.

3.3.2 Marcadores genéticos em Copaifera Langsdorffii

Nesse estudo foram utilizados oitos pares de iniciadores SSR especificos para C. langsdorffii
desenvolvidos por Ciampi, Brondani e Grattapaglia (2000). As seqliéncias “forward” e “reverse” de
cada loco microssatélite estdo apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1 - Locos de microssatélites de C. langsdorffii com a respectiva temperatura de anelamento (Ta) e seqliéncia de
nucleotideos Locos de SSR Seqliéncia de nucleotideos Ta (°C)

Locos de SSR Sequiéncia de nucleotideos Ta (°C)

cL ol F_AGACTC CAT TCT TCC ACAGC 56
R_CTG TCT TCT CTC TGC AAC CA

cL 02 F CCTCGATCCTCCTTGTGT TC -
R_TCAGTT CGG ATAGCG ATGC

CL 06 F_GAG CGT TGC AAG GAATTTCT 54
R_CGA AAC TTG CAT GCG GAT A

cL 20 F_ACC AAT CTC AAT CAT CGAGC 56
R_GTG CGG GTG AAT GTAGAGTT

CL 27 F_GAA TAT ACA ATG CAC CGC AA -
R_CTC CAA AAG CCATGC AAG

cL 32 F_GTG AGA GTATGG AAT GTAAC 5
R_TAG TCATGA AAATAG GAG TG

cL 34 F_TGT TGA CAT GAC ACT AAT TC 50
R_ACAACCGACTTATTG GA

cL 39 F GCAGCT GTTCTCTTGTGACT -~
R_CAAGAATCCGTG ACT TCATC

Nota: F_: foward; R_: reverse

3.3.3 Amplificacdo dos locos microssatélites

Foi utilizado um coquetel (13 pl) para a realizagdo da PCR composto por 7,5 ng de DNA
gendmico, 250 uM de dNTPs, 0,5 uM de MgCI12, tampdo para PCR 1X (10 mM de Tris-HCI, 50 mM
de KCl, 1,5 mM de MgCI2, pH 8.,3), 2,5 ng / ml de BSA, 0,2 uM de cada iniciador e 1U de Taq DNA
polimerase (Phoneutria). As amplificacdes foram realizadas em termociclador MJ Research PTC-100,
utilizando-se o seguinte protocolo: 96°C por 2 minutos; 29 ciclos de 94°C por 1 minuto, temperatura de
hibridacédo especifica de cada par de iniciadores por 1 minuto (Tabela 1); 72°C por 1 minuto e 72°C por

7 minutos.

Apo6s a amplificacdo, os fragmentos de DNA foram segregados em gel desnaturante de

poliacrilamida a 5%, em eletroforese de uma hora e trinta minutos em tampdo TBE 1X em cuba
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vertical. Os fragmentos foram observados na forma de bandas, ap6s coloracdo com nitrato de prata,
seguindo o protocolo desenvolvido por Creste, Tulmann-Neto e Figueira (2001). O tamanho dos alelos
foi determinado por compara¢do com um marcador de peso molecular padrao (10 pb “ladder” -
Invitrogen®). Os fragmentos amplificados de diferentes tamanhos foram considerados alelos
diferentes.

3.4 Analises estatisticas

3.4.1 Andlise da distribuicéo espacial

A fim de conhecer a estrutura demografica dos individuos nas areas estudadas, assim como de
comparar esta estrutura entre as areas, foi calculado o indice de dispersdo de Clark-Evans (R), a
distancia média do vizinho mais préximo (Ro) e a densidade em nimero de individuos por hectare (d).
Foi utilizado o programa computacional SGS (DEGEN; PETIT; KREMER, 2001) para a obtencéo de
Ro e R conforme Clark e Evans (1954): formula (1)

1)

Se R = 1 distribuicéo aleatoria, R < 1 distribuicdo agregada (0 = minimo) e R > 1 distribuicédo

uniforme (2,149 = maximo).

RO= distancia média observada do vizinho mais proximo: formula (2)

r.

em que r; = distancia do vizinho mais proximo, n = nimero de observacéo.

Re = distancia esperada do vizinho mais proximo: formula (3)

_ 1 (3)
Re 2Jd

dado por d = densidade média de individuos / m.

Para a significancia estatistica foi utilizado o teste Z: férmula (4)
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_[Ro =R (@)

em que s = desvio padrdo.

3.4.2 Andlise da diversidade genética

Os parametros para estimar a diversidade genética foram: nimero de alelos por loco (A), o

namero efetivo de alelos por loco (AE =]/ z p?, NEI, 1987), das heterozigosidades médias observada
(H,) e esperada (H, ), e dos indices de fixacdo ( f ) conforme (WEIR, 1996), foram realizadas com

auxilio do programa SPAGEDI (HARDY; VEKEMANS, 2002). Para verificar a significancia de f foi
realizado o procedimento de 10.000 permutacbes sobre os locos ao nivel de 5% de probabilidade,
utilizando correcdo de Bonferroni e empregando-se o programa SPAGEDI. Para comparacdo das
médias de A, '8\9 |3|0, Iflee f , entre as populagdes estudadas, foi calculado um intervalo de
confianca a 95% a partir do erro padrdo utilizando o método Jackknife sobre locos. O teste de aderéncia

ao equilibrio de Hardy-Weinberg foi verificado pelo teste exato de Fisher através do programa
CERVUS 3.0 (KALINOWSKI; TAPER; MARSHALL, 2007).

3.4.3 Deteccao de gargalos genéticos

Para verificar reducbes recentes no tamanho efetivo populacional foi utilizado o programa
computacional BOTTLENECK (PIRY et al., 1999). Foram utilizados os métodos SMM (Modelo de
Passos de Mutacdo) (OHTA; KIMURA, 1973) e TPM (Modelo de Duas Fases) (DI RIENZO et al.,
1994) por serem mais adequados para marcadores microssatélites. Como foram utilizados menos de 20
locos de microssatélites, foi empregado o teste de significancia de Wilcoxon com 1.000 iteracdes para
SSM e TPM, como recomendado por Luikart e Cornuet (1998).

O programa BOTTLENECK (PIRY et al., 1999) testou a hipotese de I—A|E>Heq sob MPM e
MDF, sendo |3|e: heterozigosidade esperada calculada a partir das frequéncias alélicas e Heq =

heterozigosidade esperada no equilibrio entre mutacédo e deriva, calculada a partir do nimero de alelos.

3.4.4 Andlise da estrutura genética espacial

Para a andlise da estrutura genética espacial (EGE) dentro das popula¢Ges foi utilizado o
programa SPAGEDI (HARDY; VEKEMANS, 2002). A caracterizacdo da distribuicdo espacial dos
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gendtipos dentro das populacGes foi realizada a partir das estimativas dos coeficientes de coancestria
recente (éxy) com base em Loiselle et al. (1995) entre plantas dentro das classes de distancia definida

para cada k alelo em cada par de individuos, x e y, como: formula (5)

A Z Z P — Pic Py — Py [ 1
b = | £k _ Tk I
' D2 1Py Py 2 2n -1

Em que, pxk € pyik Sdo as freqliéncias do alelo k no loco | nos individuos x e y (assumindo

valores de 0, 0,5 e 1 em individuos homozigotos para o alelo alternativo, heterozigotos e homozigotos

para o alelo sob consideragdo, respectivamente) e p, a média da freqiéncia do alelo k no loco | na

subpopulagdo com n; (numero de genes) no loco |. Foram realizadas 10.000 permutacdes sobre a
localizagéo de cada gendtipo e sobre locos a fim de se obter intervalos de confianca a 95%.

3.4.5 Correcdes do indice de fixacdo para o efeito Wahlund

Na presenca de estrutura genética espacial, o valor do indice de fixacéo tende a se elevar dentro

da populagéo devido ao efeito Wahlund (DICK et al., 2008). Este indice de fixacdo intrapopulacional

A

( f ) pode ser corrigido pela eliminagdo do efeito Wahlund, utilizando uma relacéo entre estatisticas f |,

como descrito em Bittencourt e Sebbenn (2007), onde a férmula de Wright (1965):
1-Fr =(@Q—Fs)(1—Fsr) é derivada em fAN :1—[(1—f)/(1—§xy)] assumindo que F; :éxy,valor
Oy corresponde a primeira classe de distancia da analise da EGE; F, —=1f, ja que o indice de fixacdo

intrapopulacional ( f ) representa o indice de fixagdo total dentro de uma populacéo estruturada (F,;);

e F =T, onde o novo valor corrigido do indice de fixagdo ( f,) é a estimativa apenas relacionada

com o sistema reprodutivo.

3.4.6 Tamanho efetivo populacional e &rea minima viavel para conservacao

Foram estimados os tamanhos efetivos populacionais (Ne) para C. langsdorffii nas populac6es

estudadas conforme expressao derivada por Cockerham (1969), envolvendo as estimativas do indice de

fixacdo ( f ) e do coeficiente de coancestria médio (© ) da geragdo sob consideracio: formula (6)
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- 0,5
Ne = n—1) 1+f (6)
Tl

n 2n

Em que, n = tamanho amostral. O indice de fixacdo foi estimado conforme previamente descrito

no item 2.3.3. O coeficiente de coancestria médio (® )dentro das diferentes geracGes foi estimado pela

expressao: formula (7)

n=1 n=1

nbiL+)+ > 6i@+f) @
0= — , (LINDGREN; GEA; JEFFERSON, 1996),
n
~ n=1 n=1 _
em que, 0i = estimativa da autocoancestria dos individuos, Zzeii = soma de todas as
i=1l i=]j

estimativas das coancestrias entre os pares de individuos de uma populacdo, excluindo a

autocoancestria, n = tamanho amostral e f = estimativa do fndice de fixacdo da populagéo.

A é4rea minima viavel (AMV ) para conservacido genética in situ foi estimada em funcéo do

tamanho efetivo de referéncia (N, = 1000, 500 e 50) proposto por Lynch (1996): formula (8)

)

_ Ne(ref) (8)
d(Ne/n)

Em que, Ne/n = relacdo entre tamanho efetivo e tamanho amostral e d = densidade de

individuos por hectare.

3.4.7 Fluxo génico aparente

Com a finalidade de verificar se cada unidade de conservacdo representa uma unidade
significativa evolucionaria (USE) e/ou uma unidade independente para manejo (UIM) segundo
classificagcdes propostos por Palsboll, Bérubé e Allendorf (2007), foram calculados a estrutura genética
e o fluxo génico entre as populacbes. Através do programa computacional FSTAT (versdo 2.9.3) de

Goudet (2008), foram estimadas as divergéncias genéticas com a estatistica F de Weir e Cockerham

(1984) (ép = Fsr) € as estatisticas de Nei (1987) de populagdes subdivididas (Ht = diversidade genética
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total, Gst = diversidade genética entre e Hs diversidade genética dentro). Para estandardizar o valor de

Gsr, foi utilizado 0 Gg; ', proposto por Hedrick (2005): formula (9)

. GSt(1—|— HS) (9)
~ 1-Hs

Gst'

O fluxo génico aparente (Nm) entre populac6es foi estimado de acordo com o modelo proposto
por Crow e Aoki (1984), formula (10)

(10)

Fsr foi substituido pelo 4,, F\A’St e G, ' para conhecer a magnitude do fluxo génico realizado e a

variagdo dada por cada estatistica.
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4 RESULTADOS

4.1 Aspectos demograficos

As quatro populagdes de C. langsdorffii analisadas apresentaram alta densidade de individuos
por hectare e uma distribuicdo agregada (Tabela 2). Na EEA, a distdncia média do vizinho mais
préximo (R,) foi de 9,56 m, variando de 0,30 a 143,42 m, e a densidade de individuo por hectare (d) foi
de 11,11. O indice de dispersdo para os individuos foi significativo (R= 0,590***), indicando uma
distribuicdo agregada . Os individuos apresentaram diametro a altura do peito (DAP) de 16,47 cm
(Tabela 2). J& na PPRA, a distancia media do vizinho mais proximo (R,) foi de 16,77 m, variando de
0,85 a 249,31 m, e a densidade ( d ) foi de 33,33. O indice de dispersdo de Clark-Evans mostrou
também uma distribuicdo agregada dos individuos pela PPRA (R= 0,670***). O DAP médio

encontrado para esta populacéo foi de 17,82 cm (Tabela 2).

Para a populacdo da EEI, houve uma distribuicdo agregada dos individuos tendendo para a
aleatoriedade (R= 0,820***) com R, = 12,65 m, variando de 0,69 a 186,76 m. Os individuos
apresentaram DAP medio de 23,30 cm e a densidade ( d ) foi de 43,47 (Tabela 2). Por fim, na PPRB, a
distancia média do vizinho mais proximo (R,) foi de 9,23 m, variando de 0,22 a 138,52 m e o indice de
dispersdo para os individuos foi significativo (R= 0,749***), indicando uma distribuicdo agregada
tendendo para a aleatoriedade. A densidade de individuos por hectare ( d ) foi de 71,43. O DAP médio
encontrado foi de 11,42 cm (Tabela 2).

Tabela 2 - Aspectos demograficos de C. langsdorffii nas populagBes da EEA (Estagdo Ecoldgica de Assis), PPRA

(Propriedade Particular Rural de Assis), EEI (Estacdo Ecoldgica de Itirapina) e PPRB (Propriedade Particular
de Brotas), SP. Ano base 2010

N Area DAP
Populacéo N (ha) D R (DP;min.-max.)
EEA 100 0,9 11 05907 g 411%77 59)
17,82
PPRA 100 3,0 3333 0670™ 5 09 45 88)
EEI 100 23 4347 08200 g 0923:’%% 81)
PPRB 100 14 143 0TAOE 5763 38)

N: nimero de individuos localizados na populacdo, D: densidade média por ha; R: indice de dispersdo de Clark e Evans;
***= significativo (p=0,01); DAP: didmetro a altura do peito (cm); DP min.-max.= desvio padrdo minimo e
méaximo encontrado (cm)
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4.2 Diversidade genética de C. langsdorffii

O numero de alelos (A) foi moderadamente igual nas quatro populag¢6es analisadas. Por sua vez,
o numero efetivo de alelos (A.) foi praticamente a metade de A em todas as populac6es (Tabela 3). Isso

indica que, apesar dos locos serem altamente polimaérficos, hd muitos alelos em baixa frequéncia.

Nas quatro populacdes estudadas, as estimativas médias de diversidade genética esperada (He)
foram superiores as estimativas de médias de heterozigosidade observada (H,) (Tabela 3). As
estimativas médias de H, foram menores para as unidades de conservacdo (EEA e EEI) do que para as
propriedades particulares rurais (PPRA e PPRB). Por sua vez, a estimativa média de He na EEA foi
menor do que a da PPRA, porém as estimativas médias de H. nas populacGes da EEI e PPRB néo
diferiram significativamente (Tabela 3).

Verificou-se a ndo aderéncias as proporcoes esperadas pelo equilibrio de Hardy-Weinberg na

maioria dos locos das populac6es analisadas (Tabela 3). As unidades de conservacdo da EEA e da EEI

apresentaram, em média, fndices de fixagdo mais alto e significativos ( f = 0,236 e f = 0,283; P-valor
= 0,006, respectivamente) do que as propriedades particulares rurais da PPRA e da PPRB ( f = 0,150 e

f = 0,198; P-valor = 0,006, respectivamente; Tabela 3).

Tabela 3 - Descricdo dos locos de SSR nucleares para todos os individuos das populacdes da EEA (Estacdo Ecoldgica de
Assis), PPRA (Propriedade Particular Rural de Assis), EEI (Estagdo Ecoldgica de Itirapina) e PPRB (Propriedade

Particular de Brotas), SP. Ano base 2010. (continua)
Loco A Ao Ho He HW f
Estacdo Ecoldgica de Assis (n = 100)
CL1 11 5,490 0,660 0,818 NS 0,193
CL2 14 9,900 0,745 0,899 NC 0,171
CL6 16 9,260 0,768 0,892 NC 0,140
CL20 16 7,870 0,638 0,873 fala 0,269
CcL27 11 5,050 0,375 0,802 ok 0,533
CL32 18 10,990 0,845 0,909 NC 0,070
CL34 12 5,180 0,786 0,807 NS 0,026
CL39 15 8,930 0,458 0,888 NC 0,484
Média 14,125 7,830 0,659 0,861 - 0,236**

1C(955) +0,309 +£0,278 40,020 40,006 - 40,024



Tabela 4 - Descricdo dos locos de SSR nucleares para todos os individuos das populagdes da EEA (Estacdo Ecoldgica de
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Assis), PPRA (Propriedade Particular Rural de Assis), EEI (Estacdo Ecoldgica de Itirapina) e PPRB (Propriedade
Particular de Brotas), SP. Ano base 2010.

(conclusdo)

A

Loco A A H, He HW f
Propriedade Particular Rural de Assis (n = 100)
CL1 10 3,774 0,710 0,735 NS 0,034
CL2 12 5,747 0,670 0,825 NS 0,189
CL6 16 10,101 0,920 0,901 NC -0,021
CL20 14 9,524 0,806 0,895 NC 0,099
CL27 12 8,000 0,485 0,873 NC 0,446
CL32 17 8,850 0,798 0,886 NS 0,100
CL34 17 10,204 0,816 0,901 NC 0,095
CL39 14 6,803 0,636 0,852 *x 0,254
Média 14 7,875 0,730 0,859 - 0,150**
1C95%) 40,903 =+£0,273 =+£0,016 0,007 - 40,019
Estacdo Experimental de Itirapina (n = 100)
CL1 12 7,300 0,800 0,863 NS 0,073
CL2 15 8,850 0,630 0,886 NC 0,290
CL6 11 7,460 0,455 0,864 NC 0,475
CI20 18 8,260 0,697 0,878 NC 0,207
CL27 7 4,930 0,450 0,795 bl 0,435
CL32 20 10,000 0,531 0,898 NC 0,410
CL34 10 4,530 0,677 0,778 NS 0,131
CL39 13 6,450 0,639 0,844 NS 0,244
Média 15,50 7,223 0,610 0,852 - 0,283**
1C95%) 40,610 +£0,295 +£0,018 = 0,006 - =+ 0,018
Propriedade Particular Rural de Brotas (n = 100)

CL1 14 8,34 0,790 0,880 NS 0,102
CL2 14 9,09 0,758 0,890 NC 0,148
CL6 16 9,520 0,719 0,895 NC 0,196
CL20 18 7,750 0,677 0,871 fala 0,222
CcL27 7 1,720 0,419 0,824 ok 0,419
CL32 18 9,170 0,757 0,891 NC 0,150
CL34 16 7,350 0,730 0,864 NS 0,155
CL39 23 15,350 0,744 0,935 NC 0,204
Média 15,75 8,540 0,699 0,881 - 0,198**
ICesy 0545 £0443 £0,013 =£0,003 - +0,012
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N= ndmero de individuos amostrados; A=
H. = diversidade génica; HW=

namero alelos; A.= nimero efetivo de alelos; H,= heterozigosidade observada;
Equilibrio de Hardy-Weinberg; ** = significativo a 0,05;*** = significativo a

0,01; NC= ndo calculado; NS= ndo significativo; f = indice de fixacdo, (IC) intervalo de confianga a 95% de
probabilidade usando 10.000 reamostragens “bootstrap” sobre locos

Alelos exclusivos foram observados nas quatro populages de C. langsdorffi, sendo que a

grande maioria deles é rara (Tabela 4). As areas particulares rurais, PPRA e PPRB, apresentaram maior

namero de alelos exclusivos (8 e 21, respectivamente) em relacdo as unidades de conservacdo da EEA

e da EEI ( 3 e 10, respectivamente; Figura 9).

25

20

15

10

alelos exclusivos

FEA

PPRA

EFI

PPRB

Figura 9 - Numero de alelos exclusivos de C. langsdorffii nas populacfes da EEA (Estacdo Ecolodgica de Assis), na PPRA
(Propriedade Particular Rural de Assis), na EEI (Estagdo Experimental de Itirapina) e na PPRB ( Propriedade
Particular Rural de Brotas). Ano base 2010

Tabela 5 — Frequéncia de alelos exclusivos por loco, nas populacbes da EEA (Estagdo Ecoldgica de Assis), na PPRA
(Propriedade Particular Rural de Assis), na EEI (Estagdo Experimental de Itirapina) e na PPRB ( Propriedade

Particular Rural de Brotas). Ano base 2010

Loco Alelo EEA PPRA EEI PPRB
CL1 162 - - - 0,21
CL1 188 - - 0,235 -
CL1 190 - - - 0,01
CL2 222 - - - 0,005
CL2 224 - - - 0,005
CL2 228 - - - 0,202
CL2 230 - - - 0,131

(Continua)
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Tabela 6 — Frequiéncia de alelos exclusivos por loco, nas populagGes da EEA (Estagcdo Ecoldgica de Assis), na PPRA
(Propriedade Particular Rural de Assis), na EEI (Estagdo Experimental de Itirapina) e na PPRB ( Propriedade Particular

Rural de Brotas). ANO DASE 2000 .....c..oeiieieieiiie ettt sttt e et sttt se et b et en bbb b e e st e

Loco Alelo EEA PPRA EEI PPRB
CL2 280 - - 0,005 -
CL6 120 - 0,005 - -
CL20 80 - - 0,020 -
CL20 92 - 0,107 - -
CL20 108 - - 0,030 -
CL20 128 - - 0,005 -
CL27 170 - - - 0,057
CL27 192 0,005 - - -
CL27 198 - 0,035 - -
CL27 208 - 0,010 - -
CL32 132 - - - 0,025
CL32 136 0,113 - - -
CL32 148 - - - 0,066
CL32 160 - 0,106 - -
CL32 162 - 0,020 - -
CL32 174 0,015 - - -
CL32 176 - - 0,036 -
CL32 186 - - 0,046 -
CL32 188 - - - 0,005
CL32 190 - - - 0,005
CL34 194 - - - 0,015
CL34 196 - - - 0,02
CL34 202 - 0,021 - -
CL34 212 - 0,005 - -
CL34 216 - - 0,035 -
CL34 218 - - - 0,015
CL39 132 - - - 0,005
CL39 138 - - - 0,010
CL39 142 - - - 0,031
CL39 144 - - - 0,031
CL39 146 - - - 0,056
CL39 156 - - - 0,005
CL39 160 - - - 0,005

(Concluséo)
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4.3 Gargalos genéticos

No presente estudo, em geral, ndo foram detectadas reducdes recentes no tamanho efetivo
populacional nas populagdes analisadas (Tabela 5). O Modelo de Passos de Mutacédo (SMM) e Modelo
de Duas Fases (TPM) convergiram, praticamente, para inexisténcia de gargalos genéticos (Tabela 5).
No modelo TPM, todas as populacdes apresentaram a mesma proporcao de locos com excesso e déficit
de heterozigosidade (E/D = 4/4). Porém no modelo SMM, a populacdo da EEA, além de diferir na
propor¢do de locos em excesso e déficit de heterozigosidade (E/D = 1/7), apresentou reducdo recente
no tamanho populacional (P! = 0,027; Tabela 5).

Tabela 7 — Teste de Wilcoxon para determinar se as populacdes de C. langsdorffii estdo sofrendo efeito de gargalo genético,
em que E/D: locos em excesso/déficit de heterozigosidade P: probabilidade de ocorréncia de “bottleneck™ para
cada populacdo; TPM: modelo de mutagdo em duas fases (Two-phase model) e SMM: modelo de mutagdo aos
passos (Stepwise mutation model). Ano base, 2010

B TPM SMM
Populacéo ol ED ol
EEA 4/4 0,641|1/7 0,027 **
PPRA 4/4 1,000|3/5 0,195
EEI 4/4 0,945|3/5 0,195
PPRB 4/4 1,000|3/5 0,222

'Probabilidade do teste de Wilcoxon a 95%, teste unicaudal para excesso de heterozigosidade; ** significativo a 99%.

4.4 Estrutura genética espacial
A andlise da estrutura genética espacial das quatro populaces de C. langsdorffii demonstrou

valores baixos, porém significativos de 6, ,

indicando a formacdo de estrutura familiar por volta de 15
m de distancia (Figural0).

Para as populacbes da EEA e da PPRB, a EGE foi significativa até 15 m de distancia, onde os
individuos tendem a serem mais aparentados entre si. Nas classes de distancia acima de 15 m houve
uma disposicdo aleatoria dos genotipos, ou seja, uma zona de panmixia (Figura 10 a; d). Na populacao
da PPRA foi detectada uma EGE até 20 m de distancia e uma zona de panmixia nas classes de distancia
superiores (Figura 10 b). Ja para a EEI, a estrutura genética espacial foi pequena, porém significativa, a
uma distancia de até aproximadamente 45 m, onde as arvores tendem a ser mais aparentadas entre si, e

que arvores mais distantes sdo geneticamente ndo relacionadas (Figura 10 c).
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Figura 10 - Correlograma do coeficiente de coancestria (éxy ) em nove classes de distancias entre arvores de quatro

populagBes de Copaifera langsdorffii. (Linhas tracejadas indicam o limite inferior e superior do intervalo de
confianca do erro a 95% de probabilidade e a linha continua representa a estimativa do coeficiente de
coancestria, segundo LOISELLE et al., 1995). Ano base 2010

4.5 Correcdes do indice de fixacdo para o efeito Wahlund

A influéncia do efeito Wahlund para o indice de fixacdo nas populactes estudadas foi baixa, variando

A

de 11 a 14% (Tabela 6). Para as populacdes da EEA e PPRB, aproximadamente 11% do valor de f

foi devido ao efeito Wahlund. Ja para as popula¢bes da PPRA e EEI, o efeito Wahlund foi de,
respectivamente, 14 e 12,32% (Tabela 6).
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Tabela 8 — Correcdo do indice de fixagdo para as populacdes da EEA (Estacdo Ecoldgica de Assis), PPRA (Propriedade
Particular Rural de Assis), EEI (Estagdo Ecoldgica de Itirapina) e PPRB (Propriedade Particular de Brotas), SP.

Ano base 2010
Populagéo f éxy F,
EEA 0,234 0,034 0,207
PPRA 0,150 0,024 0,129
EEI 0,284 0,047 0,249
PPRB 0,198 0,027 0,176

f = indice de fixacao; éxy = valor mais alto da estrutura genética espacial; Fn= valor corrigido do indice de fixacdo

4.6 Tamanho efetivo populacional e &rea minima vidvel para conservagao

Em geral, as populacdes estudadas indicaram uma baixa representatividade genética (Tabela 7).
A diferenca entre N e N esta relacionada ao alto valor do indice de fixag&o ( f ) e, principalmente, a
grande quantidade de pares de individuos com 6,, > 0,0625 (parentesco equivalente a primos; Figura 11
a - d). Baseando-se no tamanho efetivo de referéncia (Negery = 50, 500 e 1000), a area minima viavel

( AMV ) para conservacdo genética in situ das populacdes estudadas encontram-se na Tabela 7.

Tabela 9 - Estimativas da &rea minima viadvel (AMV) para conservacdo genética in situ para EEA (Estacdo Ecoldgica de
Assis), PPRA (Propriedade particular rural de Assis), EElI (Estacdo Experimental de Itirapina), PPRB
(Propriedade particular rural de Brotas), SP. Ano base 2010

Populagéo N N, AMV 0 AMV (500) AMV (1000
EEA 100 16,45 2,73 27,35 54,7
PPRA 100 19,22 7,8 78 156
EEI 100 14,27 8,1 80,7 161,3
PPRB 100 18,43 3,8 38 75,9

N : tamanho amostral, Ne : Tamanho efetivo populacional; d : densidade populacional em plantas por ha; AE: area atual

estimada de cada fragmento; AMV g area necessaria para reter N ) = 1000; AMVsqo: area necessaria

e(ref
para reter N, ., = 500; AMVs;: drea necesséria para reter N
coancestria, de acordo com Sebbenn e Seoane (2005).

) = 50, considerando o coeficiente de
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4.7 Fluxo génico aparente
Os valores estimados de 6,, Gg 'e Iist apresentaram diferencas significativas entre as

populacdes analisadas (Tabela 8). As diferencas observadas entre estas trés estimativas ocorrem devido

ao modelo mutacional utilizado no calculo das mesmas. Enquanto o &, se baseia no modelo de alelos
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infinitos, 0 R, utiliza 0 modelo de mutagdo aos passos. Por sua vez, 0 modelo do G¢;' considera, além
das frequéncias alélicas no modelo de alelos infinitos, os diferentes tipos de alelos existentes nas

populagdes. A diferenciacdo genética entre populacGes foi relativamente baixa para o estimador ép,

intermediaria para o Iist e alta para a estatistica G, ' (Tabela 8).

A andlise da distribuicdo da diversidade genética entre as populagdes, calculadas pelo método
de Weir e Cockerham (1984), indicou uma baixa, porém significativa, diferenciacdo entre populacées

(6, <0,071), evidenciando que, aproximadamente, 93 % da diversidade genética se encontra dentro
das populagdes (Tabela 8). O parametro Ny, resultou no valor de, aproximadamente, 1 migrantes por
geracdo entre as populacGes. Contudo, quando a analise da distribuicdo da diversidade genética foi

medida pela estatistica Gg;' de Hedrick (2005), verificou-se uma maior e significativa diferenciagdo
genética entre as populagdes (G, ' < 0,477), indicando que, aproximadamente, 52,3 % da diversidade

se encontra dentro das populaces.

Tabela 10 - Divergéncia genética e fluxo génico realizado entre as populacfes naturais de C. langsdorffii: EEA (Estacdo
Ecoldgica de Assis), PPRA (Propriedade particular rural de Assis), EEI (Estacdo Experimental de Itirapina),
PPRB (Propriedade particular rural de Assis), EEl (Estacdo Experimental de Itirapina), PPRB (Propriedade

particular rural de Brotas), SP. ép= indice de divergéncia genética entre populacdes; Gg;'= indice de

divergéncia genética (Hedrick, 2005); F\A’St = indice de divergéncia genética (Goodman, 1997); Nm = nimero de
imigrantes; 1Cqs0, = intervalo de confianga a 95% de probabilidade. Ano base 2010

A

Loco 0, F\A’St Ggr'

EEA X PPRA 0,059 0,059 0,399
ICos0 +0,003 =£0,013 0,016

Nm 1,000 1,000 0,095

EEA X EEI 0,071 0,107 0,477
ICos06 +0,007 40,029 =40,033

Nm 0,824 0,526 0,069

EEI x PPRB 0,060 0,163 0,432
ICosy +0,003 40,014 40,024

Nm 0,987 0,324 0,083




59

5 DISCUSSAO

5.1 Aspectos demogréficos e estrutura genética espacial

As quatro areas do presente estudo apresentam padrdes fitogeograficos semelhantes, sendo a
Estacdo Ecoldgica de Assis (EEA) e a propriedade rural de Assis (PPRA), situadas ao leste do Estado,
apresentam uma fisionomia de cerraddo e ecotono entre cerrado e floresta estacional semidecidual.
Enquanto a Estacdo Ecol6gica de Itirapina (EEA) e a propriedade particular rural de Brotas, situadas ao
oeste do Estado, apresentam uma fisionomia de cerraddo. Nessas quatro &reas, os individuos
apresentaram alta densidade e distribuicdo agregada. Segundo Condit et al. (2000), a distribuicéo
espacial agregada é uma caracteristica comum para a maioria das espécies arboOreas tropicais.
Provavelmente, isto se deve a selecdo de gendtipos, a heterogeneidade ambiental (CLARK et al.,
2004), a dispersdo restrita de sementes (CONDIT et al., 2000) que, neste caso, pode ser barocdrica
(RESENDE; KLICK; SCHIAVINI, 2003) e zoocorica agregada (CLARK et al., 2004).

Nas populacdes estudadas ocorreu uma tendéncia de estruturacdo entre individuos mais
proximos, sendo que esta diminuiu a medida que a distancia aumentou. A estrutura genética espacial
encontrada foi baixa, porém significativa para as popula¢des analisadas. A existéncia de EGE por volta
de 20 m de distancia sugere que houve uma dispersdo restrita de sementes. Esse fato poderia ser
explicado pela dispersdo de sementes através de aves de pequeno porte, que regurgitam as sementes
proximas a planta-mae (MOTTA JUNIOR; LOMBARDI, 1990), restringindo o fluxo génico entre
arvores distantes. Além disso, ha frutos que ndo sdo consumidos pela fauna e caem ao solo, ficando sob

a copa da planta-mée.

Hamrick, Murawski e Nason (1993) verificaram que em espécies arbdreas tropicais, 0S
individuos mais proximos possuem uma maior proporcdo de alelos em comum do que 0s mais
distantes, e que a estrutura de familia tende a desaparecer nos estagios mais avancados do ciclo de vida.
Alguns estudos mostram que espécies arboreas tropicais podem apresentar diversos padrdes de
agregacao espacial, onde individuos mais jovens tendem a apresentar estruturacdo genética espacial
enquanto os individuos mais velhos possuem distribuicdo aleatéria (NG; LEE; KOH, 2004). Deve-se
ressaltar que as populacbes do presente estudo consistiram de individuos acima de 5 cm de diametro, e
que pode estar ocorrendo a de sobreposicdo de geracOes. A alta densidade de C. langsdorffii no

cerraddo das areas amostradas, provavelmente, aumentaria a taxa de mortalidade nos individuos jovens
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devido a competicdo intraespecifica, o que explicaria os baixos niveis de coancestria encontrados.

5.2 Diversidade genética e parametros afins

Existem altos niveis de diversidade genética em todas as populacdes de C. langsdorffii
amostradas (EEA, PPRA, EEI e PPRB). Estes altos valores de diversidade genética demonstram que
tanto as populagdes localizadas nas unidades de conservacdo (EEA e EEI) quanto nas propriedades
particulares rurais (PPRA e PPRB) apresentam um grande potencial para a conservacdo genética in situ
e podem ser utilizadas como fonte de material genético para a conservacdo ex situ. Hamrick e
Murawski (1991) compararam a diversidade genética em espécies arboreas tropicais comuns e raras e
verificaram a tendéncia de que espécies comuns apresentam maiores niveis de diversidade em relacéo
as especies raras. No caso de C. langsdorffii, a ampla distribuicdo geogréfica, a alta densidade
populacional, o ciclo de vida longo e o sistema de reproducdo com predominancia de cruzamentos, séo
caracteristicas que explicam sua alta diversidade genética intrapopulacional (LEIMU et al., 2006). A
alta diversidade genética foi verificada em outros estudos com essa espécie (MARTINS et al., 2008;
OLIVEIRA; CARVALHO; ROSADO, 2002; CIAMPI; GRATTAPAGLIA 2001; PINTO; SOUZA;
CARVALHO, 2004; SEBBENN et al.; 2010; TARAZI; 2009).

Vale salientar, que além da riqueza alélica detectada, um consideravel nimero de alelos
exclusivos foi encontrado (42) para as populacbes de C. langsdorffii estudadas, sendo, a grande
maioria, inseridos nas populacdes de propriedade particular rural (29). Tanto a riqueza alélica quanto a
presenca de alelos raros ou exclusivos em populacdes naturais de espécies arboreas sdo importantes na
tomada de decisdes conservacionistas (KALINOWSKI, 2004). De acordo com esses dados, deve-se
fazer um esforco para conservar estas populacdes de C. langsdorffii localizadas nas propriedades
particulares rurais, pois a perda de uma delas podera acarretar um prejuizo genético importante para a
manutencdo da espécie.

A alta porcentagem de alelos raros encontrados nas populacdes possivelmente evidencia o
comprometimento das mesmas com a perda de diversidade genética, através da deriva genética. Tal
fato é mais acentuado na populacdo de Brotas, na qual o nimero de alelos raros é aparentemente maior.
A porcentagem da perda de alelos (geralmente alelos raros) € o melhor indicativo para evidenciar a
perda de diversidade genética em populacGes oriundas de fragmentacdo (BARRET; KOHN, 1991).
Desse modo, apesar de ter sido detectada uma alta diversidade genética nestas populacdes, existe a

possibilidade de que a deriva genética esteja atuando. Desse modo, as freqliéncias genotipicas se
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afastam daquelas da populagdo original, podendo levar a perda alelos (YOUNG; BOYLE; BROWN,
1996).

A maioria dos locos SSR analisados ndo aderiram as propor¢des de Equilibrio de Hardy-
Weinberg (EHW), sendo detectado um déficit de heterozigotos nas populacBes. Essa falta de
heterozigotos pode ser gerada por endogamia através da autofecundacéo e cruzamentos entre parentes,
segregacdo de alelos nulos nos locos avaliados ou por estrutura genética populacional (RAYMOND;
ROUSSET, 1995). Outro fator que poderia influenciar no déficit de heterozigotos é o efeito gargalo ou
“bottlenecks™, porém, no presente estudo, ndao foram detectadas reducdes recentes no tamanho efetivo
populacional.

A presenca de alelos nulos nos locos provoca 0 “mascaramento” de individuos heterozigdticos
e, desse modo, induz a diminuigdo das frequéncias estimadas de heterozigotos nas populacGes e a
superestimacdo dos valores de endogamia (PEMBERTON et al., 1995). No presente estudo nao foi
possivel determinar a presenca de alelos nulos, pois seriam necessarias amostras de progénies para
analisar a segregacdo dos locos marcadores. Mas sabe-se que 0s marcadores SSR desenhados
especificamente para C. langsdorffii apresenta auséncia de alelos nulos, auséncia de ligacao fisica e
segregacdo mendeliana (TARAZI ET AL, 2010). Dessa forma, existe uma baixa probabilidade para
existéncia de alelos nulos nas populagdes.

Outra explicacdo seria ainda uma subdivisdo dessas populacdes em unidades reprodutivas
diferenciadas e isoladas, gerada pelo efeito Wahlund. Segundo Wright (1931), a subdivisdo de uma
populacdo elevaria a probabilidade de cruzamentos entre individuos aparentados, conseqlientemente,
aumentando a coancestria e a endogamia, e reduzindo a proporcdo de heterozigotos na populacéo.
Contudo, no presente estudo, estrutura genética espacial foi pequena e, conseqlientemente, a

contribuicdo do efeito Wahlund para os altos niveis de endogamia encontrados foi baixa.

A alta taxa de endogamia encontrada nas populacdes provavelmente pode ser explicada pela
sobreposicdo de geracdes. Tal fato, possivelmente, tenha ocorrido devido ao método de amostragem
adotado, no qual individuos acima de 5 cm de didmetro foram considerados, incluindo jovens e adultos.
No estudo realizado por Tarazi (2009) em uma populacdo de C. langsdorffii na Estacdo Ecoldgica de
Assis, o indice de fixacao foi significativamente menor nos adultos em compara¢do com 0s jovens € as
progénies, devido aos cruzamentos entre aparentados, autofecundacdes e a selecdo dos individuos
heterozigoticos. Diversos autores tém observado a selecdo favorecendo individuos heterozigéticos em
varias espécies arboreas (DOLIGEZ; JOLY, 1997; GAIOTTO; GRATTAPAGLIA; VENCOVSKY,
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2003; LEPSCH-CUNHA; KAGEYAMA; VENCOVSKY, 1999; SEBBEN et al., 2000) em que se
verifica uma tendéncia ao aumento da heterozigosidade observada dos descendentes para os adultos,
neste caso, 0s jovens dessas populagdes poderiam estar contribuindo para os alto niveis de fixagdo

encontrados.

5.3 Estrutura Genética e Fluxo Génico Aparente

Em geral, no presente estudo, as populagdes geograficamente mais proximas apresentaram
menor divergéncia genética. Entretanto, ressalta-se que o fluxo génico encontrado neste trabalho é
historico, e teve importancia na formacdo destas populacGes antes da fragmentacdo. No entanto, é de
suma importancia futuramente avaliar o fluxo génico contemporéaneo, através da analise de paternidade,
a fim de fazer-se inferéncia do nivel atual de isolamento genético destas populacbes e das suas
eventuais potencialidades para sobreviverem ou divergirem em termos genéticos de outras populacGes
em longo prazo.

A estimativa do fluxo génico aparente mostrou quadros diferentes em funcdo dos diferentes
métodos de estimagdo da diferenciacdo genética entre populacdes. A estimativa &, demonstrou que
essas populacbes apresentaram um fluxo génico baixo, porém suficiente para contrapor os efeitos de
deriva genética. O parametro Iist obteve valores intermediarios, enquanto que o G, 'estimado pelo
método de Hedrick (2005) indicou uma alta diferenciacdo genética entre populacbes. Esta grande
diferenca na medida de diferenciacdo genética se deve ao método de calculo. Os métodos de analise
das estatisticas F (NEI, 1973, 1977; WEIR; COCKERHAM, 1984) sdo baseados somente nas
frequéncias dos alelos e na diversidade genética esperada em equilibrio de Hardy-Weinberg dentro das
populacdes. Por outro lado, o parametro genético de Hedrick (2005), além de depender das freqliéncias
dos alelos e da variacdo dentro das populacées, inclui a identidade dos alelos nos calculos.

Como no presente estudo foi encontrado um alto indice de alelos exclusivos e raros nas
populagbes, 0 Gg;' € o estimador que melhor representa a real divergéncia genética (cerca de 47 %)
entre as populacdes estudadas. Seoane, Kageyama e Sebben (2000) citam presenca de alelos exclusivos
em algumas populacBes é indicativo de fluxo génico restrito, o que pode levar a um aumento da

divergéncia genética entre as populages. De acordo com a estimativa Gg;', as populacfes estudadas

apresentam um fluxo génico baixo e insuficiente para contrapor os efeitos de deriva genética.
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5.4 ImplicacOes para a conservagao

Nos programas de conservagdo das reservas genéticas in situ devem ser levados em conta
caracteristicas genéticas e demogréaficas das espécies, considerando que este fato implica na
possibilidade de evolucéo continua e no desenvolvimento de novas estratégias adaptativas (MARTINS,
1987). A alta diversidade genética encontrada nas populacGes analisadas demonstrou que essas
populacbes apresentam um grande potencial para a conservagao genética in situ, como ja mencionado.
A estimativa do tamanho efetivo para as populagdes analisadas neste estudo foi menor que 50
individuos, sendo insuficiente para manter a endogamia estavel em curto prazo, de até dez geracdes
(FRANKEL; SOULE, 1981). Contudo, as areas amostradas representam apenas uma pequena fragdo do
total de &rea de cada fragmento. Como C. langsdorffii encontra-se em alta densidade em todas as areas
amostradas, possivelmente o nimero de individuos existentes em cada local de estudo seria suficiente
para alcancar um valor de Ne = 500. O mesmo raciocinio vale para a estimativa de area minima viavel

de C. langsdorffii nas areas estudadas. Com excecdo do fragmento da PPRA, que comportaria uma

AMV (s00), as outras trés areas estudadas comportariam pelo menos uma AMV (00, logo, os
respectivos fragmentos, possuem um grande potencial para a conservagdo in situ, para a coleta de
sementes (conservacao ex situ) e recuperacao ambiental.

Ressalta-se, principalmente, a importancia da conservacdo dos fragmentos localizados em
propriedades particulares rurais para a manutencdo da conectividade entre fragmentos florestais no
cerrado. Atualmente, com o ritmo acelerado de substituicdo do cerrado brasileiro por areas cultivadas
somado a existéncia de poucas unidades de conservacdo, menos de 3,15% de sua abrangéncia, retrata a
necessidade dos proprietarios rurais serem considerados os principais colaboradores para conservacgao
da biodiversidade. Incentivos fiscais devem ser criados para o desenvolvimento sustentavel das
atividades agricolas proporcionando um melhor uso da terra (HARVEY et al., 2008; PERFECTO;
VANDERMEER, 2008).

A legislacdo prevé que 20% da area total das propriedades rurais sejam conservadas na forma
de reserva legal, além de garantir corredores continuos de fluxo génico representados pelas areas de
protecdo permanente (UCs). Porém, o atual alarmante quadro de degradacdo do cerrado pode ainda
piorar com a aprovacdo no novo Codigo Florestal. Tal fato se deve pela proposta de desobrigatoriedade
da reserva legal em pequenas propriedades rurais, além de diminuicdo da faixa de area de protecédo
permanente em rios com até 5 m de largura de 30 para 15 m. Com o novo codigo, em alguns Estados,

toda a terra com até 400 hectares vai poder, pela proposta, ser usada para agropecuaria.
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Uma outra forma de aliar a conservacao do cerrado € através de sistemas agroflorestais (SAFs)
(HARVEY et al., 2008; PERFECTO; VANDERMEER, 2008). Estes sistemas poderiam servir como
barreira contra incéndios no cerrado stricto sensu, fornecer sombra para as espécies tipicas de
cerraddo, funcionar como corredores ecologicos e areas de producdo biodiversificadas, servindo como
fonte de renda alternativa para os produtores rurais. Além disso, os SAFs poderiam reduzir os efeitos
de borda, no caso do cerraddo, como uma “zona tampdo” ao redor dos fragmentos, promovendo a
restauracdo da paisagem. Os sistemas agroflorestais tém um importante papel na busca de alternativas
para o desenvolvimento rural sustentavel (VIANA et al., 1997), principalmente por transformar as
atividades de producéo de degradantes em regenerativas.

O parametro G, 'demonstrou que as populagdes estudadas devem ser tratadas como Unidades

Significativas Evolutivas (USE) e como Unidades Independentes para o Manejo (UIM). Faz-se
necessaria a conservacdo e 0 monitoramento dos caracteres evolutivos em cada reservatorio génico
distribuido numa macrorregido (FRASER; BERNATCHEZ, 2001). Assim, definem-se diferentes
formas de manejo e conservacdo para cada populagdo, assumindo o0s aspectos evolutivos de carater
regional (PALSBOLL; BERUBE; ALLENDORF, 2007). Desse modo, ressalta-se a importancia da
preservacdo dos remanescentes de cerrado localizados em propriedades particulares rurais visando

aumentar a conectividade entre esses fragmentos florestais e a preservacdo do pool génico local.
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6 CONCLUSOES

As populactes de C. langsdorffi localizadas nas propriedades particulares rurais apresentaram
alta diversidade genética e uma quantidade de alelos exclusivos maior do que as UCs.

Devido a distancia entre as areas de estudo, o fluxo génico aparente foi extremamente baixo.

A divergéncia genética entre as populacGes estudadas foi alta, indicando que cada populacéo é
considerada uma Unidade Independente para o Manejo (UIM) e, ao mesmo tempo, uma Unidade
Evolutiva Significativa (USE).

Os resultados apontam a importancia das areas particulares de cerrado, proximas das Unidades

de Conservacao, para a conservacao da espécie no Estado de Séo Paulo.
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