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RESUMO

Fluxo Génico e Estrutura Genética Espacial de Manilkara maxima T.D.
Penn. em fragmento florestal no Sul da Bahia, Brasil

Autora: Daniele de Souza Franca
Orientadora: Fernanda Amato Gaiotto
Co-orientador: Eduardo Mariano Neto

A alteracdo da paisagem € um dos principais problemas que
afetam a sobrevivéncia de espécies vegetais em florestas tropicais. Manilkara
maxima T.D. Penn. (Sapotaceae) destaca-se neste cenario por ser uma
espécie arbdérea de distribuicdo restrita na Mata Atlantica e ameacada de
extincdo devido a destruicdo de habitats e ao corte seletivo em algumas
localidades. Para a efetiva contribuicdo da genética na conservacdo da
biodiversidade é necessario saber o nivel real de diversidade genética em
populacdes localizadas em paisagens com elevada porcentagem de cobertura
florestal O presente trabalho teve como objetivo investigar a estrutura genética
espacial (EGE) e o fluxo génico contemporaneo em uma populacdo natural de
M. maxima localizada no sul da Bahia, em uma paisagem com mais de 70% de
area florestada. Sob o ponto de vista ecolégico, esta regido amostrada é
considerada em bom estado de conservacdo. Com base na transferéncia de
seis locos microssatélites nucleares de Manilkara multifida, as estimativas
revelaram alta diversidade genética intrapopulacional (He= 0.763) entre os
individuos adultos (n= 281) e jovens (n= 83) amostrados. Em adicdo, a
populacdo apresentou indice de fixacdo considerado baixo para os adultos
(Fis= 0.078) e moderado para os jovens (Fis= 0.140), sugerindo que ao longo
das geracdes esta havendo selecdo contra homozigotos. A populagédo
apresentou baixa EGE nas duas geracdes amostradas. Além disso, os testes
de paternidade identificaram processos de migracdo de pdlen e sementes,
incluindo eventos a longas distancias, sugerindo eficiéncia dos processos de
polinizacdo e dispersdo. Estes resultados indicam que a populagcdo amostrada
estda se mantendo, também sob o ponto de vista da genética, com elevada
variabilidade, podendo servir de modelo para estudos genéticos populacionais

em outros ambientes.
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ABSTRACT

Gene Flow and Spatial Genetic Structure of Manilkara maxima TD Penn. in
a forest fragment in Southern Bahia, Brazil

Author: Daniele de Souza Franca
Adviser: Fernanda Amato Gaiotto
Co-adviser: Eduardo Mariano Neto

Changes in landscape is one of the main problems that affect the survival
of plant species in tropical forests. Manilkara maxima T.D. Penn. (Sapotaceae)
stands out in this scenario because it is a tree species with restricted
distribution in the Atlantic and endangered due to habitat destruction and
selective logging in some localities. For effective contribution of genetics in
conserving biodiversity is necessary to know the actual level of genetic diversity
in populations on landscapes with large percentage of forested area. The
present study aimed to investigate the spatial genetic structure (EGE) and
contemporary gene flow in a natural population of M. maxima located in
southern Bahia, in a landscape with more than 70% of forested area. From the
ecological point of view, our field area is considered in good conservation
status. Based on six transfered nuclear microsatellite loci from Manilkara
multifida, our estimates for M. maxima showed high genetic diversity within
populations (He= 0.763) for adults (n= 281) and for saplings (n= 83) sampled. In
addition, the population had fixation index considered low for adults (Fis= 0.078)
and moderate for the saplings (Fis= 0.140), suggesting that over the
generations there is selection against homozygotes. The population had also
low EGE for two generations. Furthermore, paternity testing migration identified
pollen and seeds, including events over long distances, suggesting efficiency
for pollination and dispersion processes. These results indicate that the
sampled population is conserved, also from the point of view of genetics, with
high variability, which may serve as model for population genetic studies in

other environments.

Keywords: Magaranduba; Conservation; Microsatellite, gene flow, spatial

genetic structure.
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1. INTRODUCAO

Manilkara maxima T.D. Penn. é uma arbdrea nativa e endémica da
Floresta Atlantica do sul da Bahia, conhecida como magaranduba vermelha ou
paraju. Pertence a familia Sapotaceae e tem grande potencial econémico
devido & boa qualidade de sua madeira (PESSOA et al., 2011; ALMEIDA Jr.,
2010). Espécies do género Manilkara séo polinizadas por abelhas, morcegos,
passaros (AZEVEDO et al, 2007; PENNINGTON, 2004 ) e primatas como 0
Callithris kuhlii (RABOY et al., 2008) e sao dispersadas por morcegos,
passaros e primatas (AZEVEDO et al., 2007; PENNINGTON, 2004). Além
disso, é bastante requisitada em projetos de restauracdo florestal, pois seus
recursos sao atrativos para a fauna (PESSOA et al., 2011).

Atualmente, esta espécie encontra-se ameacada de extingdo na
categoria vulneravel (PIRES O'BRIEN, 1998; ALMEIDA Jr., 2010), sendo
importante para estudos sobre a diversidade em remanescentes de Mata
Atlantica em Una, no sul da Bahia, devido a suas intera¢cdes mutualisticas com
animais endémicos e ameacados de extingdo como, o mico-ledo-da-cara-
dourada (Leontopithecus chrysomelas) (OLIVEIRA et al., 2009; KIERULFF et
al., 2008) e o “sagui de juba preta” (Callithris kuhlii) (RYLANDS & KIERULFF,
2008; RABOY et al., 2008).

A Mata Atlantica € um bioma brasileiro com elevada diversidade e
riqgueza de espécies, altos niveis de endemismo em suas diversas formacdes
florestais e ecossistemas associados, sendo considerada um “hotspot”
(MITTERMEIER et al., 1998; MYERS et al., 2000; LAURANCE, 2009). Toda
essa biodiversidade foi, e continua sendo, bastante impactada por acbes
humanas (MYERS et al., 2000; FARIA et al., 2007; MARIANO-NETO, 2004). A
devastacdo dos seus recursos foi impulsionada historicamente por diversos
ciclos econbmicos de exportacdo, expansao urbana descontrolada (DEAN,
1997), pecuaria extensiva, exploracdo madeireira, além de outros fatores
(ALGER & CALDAS, 1996; GALINDO-LEAL & CAMARA, 2003; TABARELLI et
al., 2004). Isso resultou em uma destruicdo significativa da cobertura vegetal
original.

Os remanescentes de florestas naturais estdo estimados em torno de

11,4% e 16%, e em sua maioria, encontram-se como pequenos fragmentos



menores de 50 ha rodeados por uma paisagem dominada por cultivos agricolas
e ocupacao humana (PARDINI, 2001; FARIA, 2002; RIBEIRO et al., 2009).
Como consequéncia, a fragmentacdo florestal reduz e isola ambientes
favoraveis a sobrevivéncia das populacdes, comprometendo a integridade dos
ecossistemas (KAGEYAMA et al., 1998). Dessa forma, esses ambientes
alterados podem influenciar negativamente as interacdes biologicas entre
espécies animais e vegetais, como por exemplo, 0s processos de polinizagéo e
dispersdo (YOUNG et al., 1996; KAGEYAMA et al., 1998; HARDY et al., 2006).

Animais polinizadores e dispersores sao responsaveis pelo movimento
de genes entre e dentro de populacdes, organizando a distribuicdo espacial
dos individuos em agregado, aleatério ou uniforme. Em adi¢&o, o parentesco e
as caracteristicas reprodutivas dos individuos poderéo influenciar fortemente os
padrdes de fluxo génico (JONES et al., 2006), a demografia e a agregacao de
individuos em estrutura de familia (ENNOS, 1994; AUSTERLITZ et al., 2004;
HARDY et al., 2006), contribuindo para a perda gradativa da variabilidade
genética (AZEVEDO et al., 2007) nas futuras geracoes.

Nesse sentido, o conhecimento dos processos de polinizacdo e
dispersdo presentes em remanescentes florestais € de ampla significancia. E
dependendo do status de conservacdo em que as populagbes naturais se
encontram, € possivel inferir sobre os processos evolutivos que moldaram as
medidas de diversidade genética atual. Além disso, gera evidéncias sobre o
potencial adaptativo das espécies em responder as alteragbes no habitat,
servindo de modelo para comparacdo entre as espécies intrapopulacional ou
entre populacdes nos diferentes ambientes, sejam eles naturais ou
fragmentados.

Estudos sobre forrageamento de polinizadores e frugivoros mostram
uma relacdo estreita entre distancias do movimento de polen e sementes em
relacdo as plantas fontes (CHASE et al., 1996; JORDANO & GODOY, 2002;
GARCIA et al., 2007). Dessa forma, a distribuicdo espacial dos individuos
dentro e entre populacdes influenciardo futuros cruzamentos, que dependendo
da relacdo de parentesco entre eles, resultard em estrutura genética espacial
(HAMRICK & NASON, 1996; EPPERSON, 2003). Por outro lado, as dispersoes
a longas distancias (FRAGOSO et al., 2003; DICK et al., 2007) contribuem para

0 aumento da variabilidade genética entre os ambientes.



Avancos na biologia molecular de plantas, a partir de ferramentas
moleculares, juntamente com estudos de frugivoria, contribuiram para o
conhecimento do movimento de genes e suas consequéncias em populagdes
de plantas (SORK et al.,, 1999; JORDANO & GODOY, 2002). Dentre as
ferramentas, os marcadores microssatélites sdo os mais indicados por serem
altamente informativos (MORGANTE & OLIVIERI, 1993; FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1995; BOREM & CAIXETA, 2006), possibilitando inferir
precisamente sobre eventos de dispersdo e distribuicdo da variabilidade
genética em remanescentes de florestas.

Com o intuito de ampliar o conhecimento e entendimento sobre o
movimento de genes em arbdreas tropicais, este estudo teve como objetivo
estimar através de microssatélites o fluxo génico contemporaneo e a estrutura
genética espacial em uma populacdo de Manilkara maxima T.D. Penn. em
remanescente em bom estado de conservacdo de Mata Atlantica no sul da
Bahia, Brasil.



2. OBJETIVO GERAL

Investigar com auxilio de marcadores microssatélites a distribuicdo
espacial dos alelos e o fluxo génico contemporaneo de individuos da espécie
arbérea Manilkara maxima T.D. Penn. em uma populacdo amostrada em
paisagem com elevada porcentagem de cobertura florestal.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Verificar a transferéncia de primers de M. multifida para M. maxima.

2) Investigar a densidade e a estrutura genética espacial em uma populagéo de
M. maxima localizada no municipio de Una-BA considerando diferentes
geracoes.

3) Avaliar o fluxo génico direto em M. maxima através da analise de
paternidade de uma populacao localizada no municipio de Una-BA.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. AESPECIE

A espécie arborea Manilkara maxima T.D. Penn. pertence a familia
Sapotaceae e é conhecida vulgarmente como macaranduba vermelha,
macaranduba do brejo ou paraji. E nativa e endémica do dominio
fitogeografico da Mata Atlantica do sul da Bahia, Brasil (PENNINGTON, 1990;
THOMAS et al., 2003; ALMEIDA Jr., 2013) (Figura 1). Segundo Pennington
(1990), M. maxima tem preferéncia por areas de restinga, mas se encontra
também ao norte do rio Jequitinhonha, nas florestas de terras baixas, uma das
tipologias conhecidas dos remanescentes de floresta ombrofila densa

(MARIANO-NETO, 2004).

Remanescentes Florestais da Mata Atlantica 2011-2012

P Qe

Figura 1: Remanescentes florestais da Mata Atlantica no ano de 2011-2012. Fonte: Adaptado
da Fundacdo SOS Mata Atlantica/INPE.



M. maxima tem como caracteristicas a presenca de caule acinzentado
com lenticelas proeminentes e casca interna avermelhada contendo latex
branco abundante, chegando a medir de 20 a 35 m de altura (Figura 2);
estipulas ausentes; folhas grandes, de forma obovada e cor marrom
avermelhada na porcdo abaxial; botdo esverdeado e flores solitarias
hermafroditas de cor branca e consideravelmente maiores do que qualquer
outra espécie conhecida do género; além do fruto de cor amarronzada quando
maduro (PENNINGTON, 1990; ALMEIDA Jr., 2010; PESSOA et al.,, 2011)
(Figura 3).

Figura 2: Caule acinzentado com lenticelas proeminentes de M. maxima. Destaca-se a casca
interna avermelhada contendo latex branco abundante (indicado pela seta vermelha). Fonte:
Daniele Franca.

A floragcdo ocorre entre os meses de maio e novembro e a frutificacdo
acontece entre os meses de agosto e novembro, registrados também entre
janeiro e junho (ALMEIDA Jr., 2010). Entretanto, Pessoa et al., (2011)
registraram floracdo e frutificacdo anuais e estendidas, com floracdo entre
janeiro e dezembro, com excecdo dos meses de maio e junho, enquanto a

frutificacdo acontece durante todo o ano. Espécies Manilkara sdo polinizadas



por abelhas, morcegos, passaros (PENNINGTON, 2004; AZEVEDO et al,
2007) e primatas, como Callithris kuhlii (RABOY et al., 2008) e séo dispersadas
por morcegos, passaros e primatas (PENNINGTON, 2004; AZEVEDO et al.,
2007).

Figura 3: Partes de M. maxima. (A) Fruto maduro. (B) Flor solitaria de cor branca. (C) Parte
adaxial da folha. Fonte: Daniele Franga.

No século XX, o desmatamento e a exploragdo madeireira no Brasil
alcancaram niveis alarmantes, forcando espécies a sobreviver em pequenos
ambientes fragmentados (TABARELLI & GASCON, 2005; CAMPANILI &
SCHAFFER, 2010). Por exemplo, na regido sul da Bahia, um dos locais de
abrangéncia da espécie M. maxima, a derrubada de areas florestadas ganhou
destaque desde a década de 40, alcangando seu &pice na década de 70, com
a abertura de estradas que cortava a regiao, como por exemplo, a construcao
da BR-101 (ALGER & CALDAS, 1996; MARIANO-NETO, 2004; FARIA et al.,
2009). Em adicao, no século XIX o cacau era a principal atividade econdmica
da regidio (GOUVEA et al., 1969), a qual colocava o Brasil em destaque no
cenario econdmico internacional. Com a crise da lavoura cacaueira no final da
década de 90 (DIAS, 2001), muitos cacauicultores diversificaram sua cultura.
Eles passaram a explorar de maneira exacerbada outros produtos da floresta,
como por exemplo, madeira de espécies nativas como a brauna (Melanoxylon

brauna), jacaranda da Bahia (Dalbergia nigra), magarandubas (Manilkara spp.),



além de outras arboreas (ALGER & CALDAS, 1996; MARIANO-NETO, 2004).
Entretanto, nos dltimos anos, o ritmo de desmatamento tem diminuido
(CAMPANILI & SCHAFFER, 2010).

Apesar da exploragdo madeireira ser proibida no estado da Bahia,
algumas serrarias ainda continuam utilizando madeira de espécies nativas e
endémicas de forma ilegal, o que pode favorecer a reducado do nimero de seus
individuos (ALGER & CALDAS, 1996; MARIANO-NETO, 2004). M. maxima,
assim como outras espécies da familia Sapotaceae, € ainda muito procurada
devido ao latex e a resisténcia de sua madeira. A espécie € usada para a
cobertura de casas e construcao de cercas. Além de ser resistente aos cupins,
€ também destacada para uso ornamental e enriquecimento em restauracdes
florestais por ser atrativa de fauna nativa (ALMEIDA Jr., 2010; PESSOA et al.,
2011).

M. maxima é muito comum nas localidades do municipio de Una no sul
da Bahia, sendo encontrada em locais onde ndo houve corte seletivo, tanto em
solos arenosos quanto em solos férteis (MARIANO-NETO, 2004; PESSOA et
al., 2011). Ja em areas de cabruca (sistema agroflorestal de cultivo do cacau
com a manutencédo de algumas arvores nativas para sombreamento), 0 numero
de arvores nativas da familia Sapotaceae € menor. A justificativa pode ser
devido a germinacao lenta e irregular das sementes, além de algumas mudas
serem geralmente eliminadas durante a remocdo da vegetacdo rasteira
(SAMBUICHI, 2006; PESSOA et al., 2011).

Atualmente, devido ao corte seletivo de madeira em algumas localidades
e sua abrangéncia restrita, M. maxima encontra-se na categoria de espécie
“vulneravel” (VU, B1 + 2c¢) de acordo com a lista vermelha da Unido
Internacional para a Conservacao da Natureza (IUCN) (PIRES O'BRIEN, 1998),
a qual leva em consideracao além de outros estudos, a distribuicdo geogréfica
e consultas a listagens floristicas.

Temple (1997) sugere que espécies de arvores tropicais endémicas ou
ameacadas possam persistir em comunidades e serem indicadoras da
integridade do ecossistema, além de serem importantes para a manutencéo de
grupos animais que compartilham ambientes semelhantes (GARDEM et al.,
2009). M. maxima é uma delas, pois estudos mostram que ela se enquadra

como espécie chave para a conservagao “in situ” de recursos genéticos
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florestais devido a interacdo mutualistica com mamiferos de pequeno porte. A
espécie € bastante apreciada como alimento por dois primatas endémicos da
floresta Atlantica do sul da Bahia, ambos na lista vermelha da IUCN
(KIERULFF et al., 2008; RYLANDS & KIERULFF, 2008; OLIVEIRA et al.,
2009). Um deles, é o “sagui de juba preta” (Callithris kuhlii), também endémico
do noroeste de Minas Gerais, que se alimenta do néctar de suas flores
(RABOY et al, 2008) e o outro é o “mico-ledo-da-cara-dourada”
(Leontopithecus chrysomelas) que também se alimenta de néctar e a utiliza
como local de abrigo (OLIVEIRA et al.,, 2009). Além disso, M. maxima é
destacada como uma das 55 espécies de arvores consideradas “extremamente
valiosas” para a conservacao do L. chrysomelas pela alta frequéncia do uso
dos recursos em habitats de floresta madura, cabruca e floresta secundaria
(OLIVEIRA et al., 2009).

Apesar da importancia de muitas espécies arbéreas tropicais, ha uma
caréncia e necessidade da realizacdo de trabalhos sobre a genética
populacional e a funcionalidade dessas espécies. Com M. maxima nao é
diferente, assim como, para outras espécies do mesmo género (ALMEIDA Jr,
2010). Destacam-se trabalhos utilizando M. maxima: fenologia (PESSOA et al.,
2011); diversidade genética no sul da Bahia (GANZHORN, 2010); densidade e
distribuicdo espacial de trés espécies de Manilkara no sul da Bahia, incluindo
M. maxima (LANTYER SILVA et al.,, 2009); anatomia foliar para auxiliar na
identificacdo de 11 espécies de Manilkara distribuidas em areas de floresta
Atlantica do Nordeste brasileiro e 1 espécie proveniente de areas de floresta
Amazobnica (ALMEIDA Jr, 2010); riqueza de fungos anamorfos na serrapilheira
de trés plantas endémicas da Mata Atlantica do sul da Bahia, incluindo M.
maxima (MAGALHAES et al., 2011), além de listagens floristicas (THOMAS et
al., 1998; THOMAS et al., 2003; PESSOA, 2008).

3.2. MATA ATLANTICA

A Mata Atlantica representa um conjunto de formacdes florestais, além
de campos naturais, restingas, manguezais e outros tipos de vegetacao
considerados ecossistemas associados (RIZZINI, 1997; CAMPANILI &
SCHAFFER, 2010). Situada principalmente sobre a parte leste do territorio
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brasileiro e ocupando uma extensa area litoranea que vai desde o Rio Grande
do Norte até o Rio Grande do Sul, abrangia uma area de aproximadamente
1.300.000 Km? (GALINDO-LEAL & CAMARA, 2005; CAMPANILI &
SCHAFFER, 2010).

Pelo fato da Mata Atlantica estar localizada em diferentes latitudes,
apresenta ao longo de sua extensdo territorial, uma variacdo de solos,
topografias e climas, resultando em uma composi¢cdo heterogénea da sua
biota, (MANTOVANI, 1993). E conhecida como uma das maiores e mais
importantes florestas tropicais do continente sul-americano, com altos niveis de
endemismo (MORI et al., 1981; THOMAS et al., 1998; SILVA & CASTELLETTI,
2003; SILVA et al., 2004). Por ser um dos biomas mais ricos em termos de
diversidade bioldgica, e que nos ultimos anos sofreu uma reducado drastica de
sua extensao territorial, € reconhecida internacionalmente como uma das oito
areas prioritarias para a conservacao (MITTERMEIER et al., 1998; MYERS et
al.,, 2000; LAURANCE, 2009). Além disso, presta servicos ambientais
importantes, principalmente relacionados a producdo e a conservacao dos
recursos hidricos, protecdo do solo e regulacdo do clima (CAMPANILI &
SCHAFFER, 2010).

Apesar da sua importancia, a Mata Atlantica foi um dos biomas
brasileiros mais impactados pela acdo humana (BRASIL-MMA, 2012). A perda
da cobertura original e a degradacdo dos recursos naturais € resultado de
atividades antrdpicas iniciadas desde o periodo de 1500, durante a colonizacao
do territorio brasileiro com a exploracdo do pau-brasil (Caesalpinia echinata)
(ALGER & CALDAS, 1996; GALINDO-LEAL & CAMARA, 2003) e que
prevalece até os dias de hoje. Dentre elas, se destacam a expansdo humana
(DEAN, 1997), influéncia dos grandes ciclos econdmicos (ALGER & CALDAS,
1996), a caca (PARDINI, 2001), pecuaria (COIMBRA-FILHO & CAMARA,
1996), o extrativismo e a instalacdo e desenvolvimento das cidades
(CAMPANILI & SCHAFFER, 2010). Entretanto, devido a diferenca na
composicdo do solo e historico de exploracdo de suas florestas, uma parte
consideravel de sua extenséo territorial se manteve ao longo dos anos.

As fisionomias remanescentes de Mata Atlantica encontram-se
atualmente fragmentadas em pequenas “ilhas” de diferentes tamanhos e muito
separadas entre si (CAMPANILI & SCHAFFER, 2010; GASCON et al., 2000).
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Estimadas em torno de 11,4% e 16% (RIBEIRO et al., 2009), as manchas
remanescentes de florestas encontram-se imersas em uma paisagem
dominada por pastagens, cultivos agricolas e areas urbanas. Apesar de muitos
fragmentos resultantes serem menores que 50 ha (RIBEIRO et al.,, 2009),
algumas dessas areas de florestas ainda mantém estagios intermediarios de
conectividade, permitindo a sobrevivéncia de grande parte das espécies
presentes.

Algumas manchas de florestas no sul da Bahia ndo foram exploradas
por estarem localizadas em terras baixas proximas ao litoral e situadas em
areas sobre os tabuleiros, os quais possuem solos considerados pobres para a
agricultura (MARIANO-NETO, 2004). Resultando dentre outras respostas, na
sobrevivéncia de diversas espécies que dependem de grandes areas de
florestas ou espécies animais que conseguem atravessar a paisagem
variegada (PARDINI, et al., 2009). O sul da Bahia também sustenta niveis
elevados de rigueza e biodiversidade nativa (AMORIM et al., 2009), além de
proporcionar habitat para espécies endémicas e ameacadas de extincédo
(RABOY et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2009).

Ao longo dos anos, muito desse potencial ainda é descrito na Bahia e
em outros estados brasileiros porque remanescentes de florestas estao
localizados em propriedades particulares ou em areas publicas de protecéo
integral (ALGER & ARAUJO, 1996; THOMAS et al., 1998; RAMBALDI &
OLIVEIRA, 2003). Entretanto, essa biodiversidade restante ndo se encontra
totalmente protegida devido a problemas cruciais presentes dentro e entre
essas areas, como falta de pessoal qualificado, financiamento suficiente para
compra de equipamentos de monitoramento, implementacdo de planos de
manejo, conflito de terras dentro e no entorno das areas (GALETTI, 2001;
LAGOS & MULLER, 2007).

Por outro lado, pelo fato dos remanescentes de Mata Atlantica nao
estarem distribuidos uniformemente ao longo de sua extensao territorial e
alguns encontrarem-se isolados, a funcionalidade natural nem sempre é
mantida (FAHRIG, 2003; CAMPANILI & SCHAFFER, 2010). E um dos
processos afetados diretamente é o fluxo génico dentro e entre populacdes

arbéreas.
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Diversas espécies de arvores dependem da presenca efetiva de animais
polinizadores e dispersores nos ambientes. A falta deles implica em
consequéncias negativas a curto e longo prazos tanto para espécies animais
quanto para vegetais. Alterando no primeiro instante a dinamica populacional
das espécies, que futuramente ira influenciar a estrutura genética (HAMRICK &
GODT, 1997; KAGEYAMA et al., 1998; HARDY et al., 2006). Nesse sentido,
esses remanescentes de Mata Atlantica podem ser avaliados através de
estudos associando processos demograficos aos genéticos em espécies
representativas, com a finalidade de conservacdo em longo prazo (KAGEYAMA
et al., 1998; SEZEN et al., 2005).

3.3. MARCADORES MOLECULARES

Para que populagdes naturais de determinada espécie sejam
conservadas em longo prazo de maneira eficiente, é necessario o
conhecimento dos seus remanescentes. Levando em consideracdo padrdes
espaciais baseados na filogenia, distribuicdo geogréfica, variabilidade e
estrutura genética presentes na espécie, dentre outras (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1995; MARCHIORETTO et al., 2004; SEZEN et al., 2005).

O estudo da genética de populacbes pode ser feito através de
ferramentas moleculares. Dentre elas, destacam-se 0s marcadores
moleculares, os quais detectam a variabilidade genética diretamente ao nivel
da sequéncia de DNA. Em adicdo, o surgimento da técnica de PCR
(Polymerase Chain Reaction) na década de 80 (MULLIS & FALOONA, 1987)
possibilitou novas perspectivas e um melhor planejamento em programas de
uso e conservagdo desse “pool génico” (GEPTS, 1993; FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1995; ZUCCHI, 2002; CAVALLARI, 2004). Os marcadores
moleculares possibilitam inferéncias precisas sobre fluxo génico, estrutura
genética espacial, melhoramento genético de plantas (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1995; KAGEYAMA et al., 2001), além de outros aspectos.

3.4. MICROSSATELITES
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Os microssatélites foram relatados pela primeira vez em humanos por
volta da década de 80 (LITT & LUTY, 1989) e em plantas, no inicio dos anos 90
por Condit & Hubbell (1991), estudando seis espécies arbdreas tropicais.

Os microssatélites, também chamados de SSRs (Simple Sequence
Repeats) sdo pequenas sequéncias de DNA gendmico repetidas em tandem,
geralmente encontrados em regides ndo codificadoras, podendo variar de 01
até 08 nucleotideos (TAUTZ, 1989; FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1995;
CHAMBERS & MACAVOY, 2000).

Para estudos de genética de populagdes, os microssatélites sdo os
marcadores mais indicados e largamente utilizados em estudos e programas
de manejo para a conservacao genética de populacdes naturais (RAFALSKI et
al., 1996; ZUCCHI, 2002; SCHNEIDER et al., 2003). Eles s&o os que mais se
aproximam do marcador ideal devido as suas caracteristicas em genomas
eucariotos. Trata-se de marcadores altamente polimérficos devido a alta taxa
de mutacdo nos locos, multialélicos, codominantes, distribuidos ao acaso,
abundantes no genoma e geralmente conservados entre individuos da mesma
espécie (LITT & LUTY, 1989; MORGANTE & OLIVIERI, 1993; FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1995; POWELL et al., 1996), permitindo assim, sua
reproducibilidade em estudos genéticos de populacdes.

Em plantas, os microssatélites tém sido muito utilizados em estudos de
genética de populacdes, com destaque para habitats fragmentados (ZUCCHI,
2002; MORAES, 2012) por ser uma ferramenta bastante eficiente na
compreensao de parametros relacionados ao sistema de cruzamento, tamanho
efetivo populacional, analise de parentesco e estrutura genética (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1995; YOUNG et al., 1996; PARKER et al., 1998).

Entretanto, como todo tipo de marcador, os microssatélites também
apresentam limitacdes. E a maior delas estd ligada ao desenvolvimento e
selecdo prévia dos primers especificos (oligonucleotideos sintetizados in vitro)
para cada espécie. As limitagcbes sdo tempo, pessoal especializado e custo
elevado. Esses fatores levam pesquisadores a estratégia de transferéncia de
primers entre espécies evolutivamente relacionadas (CAIXETA et al., 2006)
devido a estabilidade das regides flanqueadoras, mostrando resultados

satisfatorios.
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Diversas espécies vegetais ja foram estudadas destacando o uso de
marcadores moleculares e sua abordagem em questdes ecoldgicas vem sendo
incorporada devido as melhorias nas andlises genéticas e nos métodos de
genotipagem (SELKOE & TOONEN, 2006). No caso de espécies do género
Manilkara, apesar de dados moleculares ainda serem bastante escassos
(ALMEIDA Jr. 2010), destacam-se os trabalhos de Almeida Jr. (2010) com a
selecdo de marcador molecular ISSR para estudos futuros de diversidade
genética em diferentes espécies de Manilkara; Azevedo et al.,, (2007)
estudando a estrutura genética de Manilkara huberi (Ducke) Standl., uma
espécie arborea nativa da floresta Amazonica partir de microssatélites; Moraes
(2012) desenvolvendo e caracterizando primers de microssatélite para a

espécie nativa e endémica da Bahia, Manilkara multifida.

3.5. FLUXO GENICO E ANALISE DE PATERNIDADE

Segundo Slatkin (1981, 1985) o fluxo génico é definido como o
mecanismo resultante do movimento de alelos de uma populagcédo para outra,
incluindo todos os movimentos de gametas, propagulos e individuos que
trocam genes na distribuicdo espacial (NEIGEL, 1997).

Em ambientes fragmentados, devido a heterogeneidade ambiental, o
movimento natural do fluxo génico de algumas espécies através dos processos
de polinizacdo e dispersdo de sementes pode sofrer alteracdo, se tornando
restrito ou ausente (HARDY et al., 2006), interferindo nos padrdes
demograficos e na estrutura genética dessas populacdes. Nesse sentido, a
incorporacdo de fatores ecologicos no estudo de fluxo génico surgiu da
necessidade, em parte, de biblogos da conservacdo determinarem se a
alteracdo em determinado habitat estava contribuindo para o isolamento
populacional (SORK et al., 1999).

A dispersao de pdlen juntamente com a dispersdo de sementes, sao
estagios fundamentais no estudo de fluxo génico de plantas, pois é através
desses processos que a informacao genética € passada para os descendentes,
influenciando a demografia e a estrutura genética nesses ambientes (ENNOS,
1994; AUSTERLITZ et al., 2004). Para estimar precisamente se 0 movimento
dos genes é via poélen ou semente, métodos diretos ou indiretos de

quantificacdo de fluxo génico séo realizados. Ambos podem utilizar marcadores
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genéticos aloenzimaticos e microssatélites, pois eles sdo capazes de detectar a
variacdo alélica em associagdo com modelos estatisticos (DEVLIN &
ELLSTRAND, 1990; ADAMS & BIRKES, 1991; ALDRICH & HAMRICK, 1998;
NASON et al., 1998).

Os métodos diretos referem-se ao fluxo génico contemporaneo e as
primeiras observagfes foram baseadas no movimento de distancia de pdlen
por animais (SORK et al., 1999). Segundo Chase et al., (1996), a maioria dos
estudos em plantas se concentrava no fluxo génico mediado por pdlen e
sucesso reprodutivo masculino. Entretanto, modelos baseados na dispersao de
genes via sementes utilizando analise de maternidade também foram
desenvolvidos (SCHNABEL et al., 1998), conhecidos como marcadores de
DNA mitocondrial (mtDNA) e de DNA cloroplastidial (cpDNA). Em adi¢do, com
o desenvolvimento de modelos estatisticos e de analise de paternidade na
década de 80 tornou-se possivel descrever a estrutura do movimento de genes
através de sementes (SORK et al., 1999).

Estudos baseados em modelos probabilisticos tém sido utilizados para
estimar separadamente o movimento de genes entre e dentro de populacdes
(SORK et al., 1999). Dentro de populacdes, a analise de paternidade por meio
dos microssatélites € realizada comparando genétipos multilocos de individuos
adultos e jovens, podendo revelar inferéncias precisas sobre os pais da prole
de sementes e plantulas (HAMRICK & SCHNABEL, 1985; ALDRICH &
HAMRICK, 1998; NASON et al.,, 1998; SORK et al., 1999). Sob o aspecto
interpopulacional, a andlise de paternidade pode inferir sobre as taxas de
imigracdo de podlen em populacdes pequenas e isoladas ou continuamente
distribuidas (DEVLIN & ELLSTRAND, 1990). Em adicao, Nason et al., (1998)
destacam que todos os genes em populacdes-fonte de fluxo podem ser
identificados e amostrados, respectivamente através de frequéncia alélica e
genaotipos multilocos.

Os métodos indiretos referem-se ao fluxo génico historico e a
abordagem mais convencional € utilizar as medidas de estrutura genética
populacional como estimativas indiretas de troca de genes por geragcdo em
uma dada populacdo (NEIGEL, 1997). Eles tém a desvantagem de n&o
distinguir facilmente se o fluxo génico seu deu via pélen ou semente. (SORK et
al., 1999; AUSTERLITZ et al., 2004). Segundo Sork et al., (1999) o estudo
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indireto de fluxo génico tem sido realizado abordando os modelos: 1) de
metapopulacdes, ndo necessariamente levando em consideragao o contexto da
paisagem e sim a dindmica de extincdo e colonizacdo. Este ndo é o mais
usado pela dificuldade em mensurar as taxas de colonizacdo, extincdo e
migracdo em populacbes (HUSBAND & BARRETT, 1996); 2) de mosaico de
paisagem, no qual os tipos de habitat aliados a qualidade da paisagem dé&o
estimativas mais precisas sobre os padrbes historicos. Ele incorpora
informacéo espacial e de conectividade interpopulacional; 3) de ilhas infinitas
de Sewall Wright (1951), através de estatisticas F, pressupondo que tamanho
populacional e taxa de migracdo sao uniformes e constantes no tempo e no
espaco e que todas as populagdes contribuem igualmente para a troca de
genes. Apesar do modelo de ilha ser o mais convencional, ele néo reflete o
movimento contemporaneo dos genes ou as alteracbes no processo de
disperséo entre populagdes, mas fornece informagdes valiosas sobre efeitos
cumulativos de fluxo génico na estrutura genética de populacdes (SORK et al.,
1999).

3.6. ESTRUTURA GENETICA ESPACIAL

Segundo Hamrick (1982), estrutura genética espacial (EGE) de uma
populacao refere-se a distribuicdo ndo aleatéria dos alelos e genoétipos no
espaco e no tempo, resultante da acdo de forcas evolutivas que atuam dentro
do contexto de cada espécie, limitando a disperséo eficiente de genes via
sementes ou via pélen (HARDY et al., 2006).

A EGE é um conceito fundamental na compreensao da variabilidade
genética, pois estima através de parametros genéticos a movimentacdo dos
genes dentro (intrapopulacional) e entre (interpopulacional) populagdes
(EPPERSON & ALLARD, 1989). Ela é resultante da a¢do e interacdo de
mecanismos evolutivos e processos ecoldgicos, da biologia reprodutiva da
espécie, estrutura demografica, composi¢cdo e abundéancia de polinizadores e
dispersores (LOVELESS & HAMRICK, 1984).

Os processos ecologicos naturais podem ser alterados por acdes
antropicas e os danos as espécies serem irreversiveis e diagnosticados em
curto e longo prazos. Uma das acbes é a redugdo no tamanho efetivo

populacional, o qual afeta a dindmica da populagéo e frequentemente modifica
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sua estrutura genética (HARDY et al.,, 2006; MOURA, 2007). Nesse caso, a
diversidade genética diminui com a perda imediata de alelos por deriva,
favorecendo a fixacao de alelos raros ou deletérios (BARRETT & KOHN, 1991;
YOUNG et al.,, 1996). Outra consequéncia € que uma menor densidade de
individuos aumenta a probabilidade de endogamia dentro da populacao,
gerada por cruzamento entre individuos correlacionados, ou dependendo da
espécie, por autofecundacdo. Somado a esse fato, os efeitos de selecéo
favorecerdo a fixacdo de determinados alelos com maior valor adaptativo,
aumentando ou diminuindo as diferencas entre os individuos (YOUNG et al.,
1996).

As técnicas de biologia molecular através dos marcadores genéticos
associadas a ferramentas computacionais tém sido utilizadas em estudos sobre
os niveis de diversidade (MORAES, 2012) e distribuicdo de EGE de arboreas
tropicais (LEAL, 2013). Esses estudos aliam também conceitos de ecologia e
genética populacional, os quais sdo fundamentais para a conservacdo de
espécies arboreas, presentes entre e dentro de populacdes.

Para caracterizar a estrutura genética interpopulacional através de
marcadores codominantes, a abordagem pode ser realizada utilizando as
estatisticas F de Wright (WRIGHT, 1951; 1965), o coeficiente de
coancestralidade de Cockerham (COCKERHAM, 1969) e andlise da
diversidade genética em populacfes subdivididas (NEI, 1973). Ja para a EGE
intrapopulacional, s&o mais comumente usadas as analises de autocorrelacdo
espacial, através do indice | de Moran e de coeficientes de coancestria,
parentesco, fraternidade, além da comparacdo de padrbes de variacao
genética e distribuicdo geografica (SOKAL & ODEN, 1978; CAVERS et al.,
2005; TARAZI, 2009)

Em ambientes fragmentados, a distribuicdo dos individuos no tempo e
no espaco pode passar por mudancas. A limitacdo no fluxo de individuos da
mesma espécie entre as populacbes dos fragmentos pode torna-la isolada e
estruturada geneticamente. Entretanto, medidas mitigadoras podem
restabelecer o fluxo de genes entre essas populagbes, retardando essa
diferenciacdo ou minimizando as consequéncias (SORK et al., 1999; TARAZI,
2009).
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Dessa forma, informacfes da dinamica e estrutura das populagdes sao
necessarias para que se promova a conservacao da biodiversidade de maneira
eficiente tanto in situ quanto ex situ (KAGEYAMA et al., 2001). Os dados
genéticos possibilitam a base do conhecimento sobre processos que
possibilitam a reproducéo continua e a sobrevivéncia de popula¢cdes em longo
prazo (MARTINS, 1987). Em adicdo, para a conservacao ex situ, esses dados
séo Uteis na selecdo e coleta de sementes ou mudas de arvores nativas para
programas de melhoramento e restauracdo florestal, maximizando a
diversidade entre os individuos (SHAPCOTT, 1995; MARTINS et al., 2006).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Area de estudo

O estudo foi realizado na Reserva Particular do Patriménio Natural
(RPPN) Nova Angélica localizada entre as coordenadas 15°14'40"S e
39°04'30"W e préxima ao municipio de Una-BA, Brasil (Figura 4). Esta RPPN é
de propriedade do Instituto de Estudos Socioambientais do Sul da Bahia (IESB)
e foi, no ano de 2005, a primeira RPPN formalmente reconhecida pelo Estado
da Bahia. A vegetacao é formada por florestas secundarias que sofreram corte
seletivo e apresentam cultivo de piacava. Ela esta situada
geomorfologicamente sobre os tabuleiros, com solos de horizonte b latossoélico
a espodico, em uma regido que apresenta clima quente e imido (GOUVEA,
1969).

A é&rea esti presente em um dos ultimos grandes remanescentes de
florestas sob o dominio fitogeogréafico da Mata Atlantica no sul da Bahia, Brasil
(RIBEIRO et al., 2009). Os componentes florestais encontram-se em diferentes
estagios de sucessao e estao distribuidos em uma paisagem dominada por
pastagens, cultivos de piacava (Attalea funifera), cacau (Theobroma cacao) e

seringa (Hevea brasiliensis) e areas urbanas.

? ¢
; -
1 7
f A ) A \
72 n? >
Localizacao de Una na Bahia

Figura 4: Mapa da localizag&o geografica do municipio de Una-BA e da RPPN Nova Angélica.
(A) Em vermelho representa o perimetro do municipio de Una-BA. (B) Em vermelho destaca-se
a RPPN Nova Angélica proxima a duas Unidades de conservagéo: REBIO de Una (verde
claro), REVIS (verde mais claro). Fonte: A= Wikipédia; B= IESB.
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A RPPN Nova Angélica representa um dos 48 sitios de amostragem do
projeto SISBIOTA/CNPqg (Funcionalidade ecol6gica de ambientes florestais em
paisagens antropizadas). Este projeto esta sendo realizado em parceria, por
um grupo de pesquisadores da Universidade Estadual de Santa Cruz-UESC;
Universidade Federal de Pernambuco-UFPE; Universidade de Brasilia-UNB;
Universidade federal da Bahia-UFBA e Universidade de S&o Paulo-USP, na
porcao nordeste do Bioma Mata Atlantica.

Devido a dificuldade em mapear precisamente os diferentes
componentes florestais da paisagem, a porcentagem de cobertura florestal foi
considerada como sendo o somatério das categorias florestais ao nivel de
paisagem. Os componentes florestais s&o caracterizados por florestas
maduras, florestas secundarias em estagios avancados de regeneracdo e
plantacdes sombreadas de cacau, chamadas de cabruca.

Sendo assim, a partir de imagens de satélite Land Remote Sensing
Satellite 5 (Landsat 5) e checagens de campo selecionaram-se 48 sitios
agrupados em 4 classes de cobertura florestal. Uma circunferéncia com raio de
2000 m foi delimitada ao redor de cada sitio e quantificada a porcentagem de
cobertura de cada um dos 48 sitios/paisagens.

No presente estudo, escolheu-se um sitio localizado em uma das
classes, na qual a porcentagem de cobertura florestal na paisagem € de

aproximadamente 70%.

4.2. Populacdo amostrada na RPPN Nova Angélica

Uma parcela de 16 ha (400 x 400) (Figura 5) foi montada na RPPN Nova
Angélica, baseada no desenho experimental de Tarazi et al.,, (2013). Uma
populacdo natural de M. maxima T.D. Penn. foi escolhida para estudos
genéticos, permitindo inferéncias precisas sobre o fluxo génico contemporéneo
e estrutura genética espacial. Foram amostrados individuos adultos (com CAP
= 30 cm) por toda a extensdo da parcela e individuos jovens (com até
aproximadamente 1,5m de altura) em uma parcela menor de 1 ha (100 x 100)
localizada no centro da parcela de 16 ha (Figura 5).

Todos os individuos foram mapeados com auxilio de GPS (Sistema de
Posicionamento Global) para identificagdo da localizagdo espacial. Foi

realizada também uma estimativa aproximada de altura das arvores adultas de
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M. maxima T.D. Penn. e medida a circunferéncia a altura do peito (CAP) com
fita métrica.

Amostras foliares de todos os individuos foram coletadas, ensacadas e
encaminhadas ao Laboratério de Marcadores Moleculares (UESC) para a

realizacdo das analises genéticas.

100 x 100

400 x 400

FIGURA 5: Representacao gréfica da parcela de 16 ha (400 x 400) com uma subparcela de 1
ha (100 x 100) de M. maxima na RPPN Nova Angélica, Una-BA.

4.3. Extracao de DNA gendmico

O DNA gendmico de todos os individuos de M. maxima coletados foi
extraido a partir de amostra foliar fresca de aproximadamente 300 mg,
seguindo o método CTAB 2,0% (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1995). Apés a
extracdo, quantificou-se o DNA das amostras por comparagcdo com um padréo
molecular conhecido (DNA A) em gel de agarose 0,8% corado com
GelGreen™. Ambos foram submetidos & eletroforese em cuba horizontal
contendo tampéo TBE 1X, a 120 volts e 110 amperes, 100 watts durante 25
minutos. As “bandas” foram visualizadas no transluminador de luz de LED.
ApOs essa etapa, o DNA das amostras foram diluidos a concentragéo de 2,5 ng
/ ul com agua MiliQ.

4.4. Transferibilidade de marcadores microssatélites
A transferéncia de microssatélites foi testada a partir de primers

desenvolvidos por Moraes (2012) para uma espécie do mesmo género, M.
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multifida. Segundo Melo (2012) M. multifida € uma espécie filogeneticamente

préoxima da M. maxima.

4.4.1 CondicOes de amplificacéo

A amplificacdo do DNA foi realizada a partir do coquetel (13 pl)
composto por 7,5 ng de DNA, tampéao para PCR 1X (10mM de Tris-HCI, 50
mM de KCI, 2 mM de MgCl, pH 8,5), 2,5 pg / ml de BSA, 250 uM de dNTPs,
0,2 uM de primer, 0,04 uM de primer marcado com fluorocromos especificos
(6-FAM= azul, NED= amarelo ou HEX= verde) e 1U de Taq DNA polimerase
(Phoneutria). As amplificacbes foram realizadas em termociclador Veriti®
(Applied Biosystems) programado para o seguinte protocolo: 30 ciclos de 94°
por 45 segundos, temperatura de hibridacéo especifica de cada par de primers
por 45 segundos (Tabela 1), 72° por 45 segundos; 10 ciclos de 94° por 1
minuto, 53° por 45 segundos, 72° por 45 segundos, terminando com 72° por 5

minutos.

Tabela 1: Caracteristicas de seis primers de Manilkara multifida transferidos em Manilkara
maxima, com amplitude alélica e temperatura de hibrida¢éo (Tm).

Locos Amplitude Tm (°C)
alélica (pb)
MMO03 182-236 59
MMO7 162-206 56
MM62 256-316 56
MM78 170-236 59
MM83 262-372 58
MM86 174-242 53

Apols essa etapa, os produtos amplificados foram separados em gel de
agarose 1,5% corado com GelGreen™ e submetidos & eletroforese durante 25
minutos em cuba horizontal contendo tampéao TBE 1X. Os fragmentos de DNA
foram comparados com um marcador de peso molecular padrédo (1 Kb DNA
ladder - Invitrogen®) e visualizados em transiluminador de luz de LED, apenas

para checagem de amplificag&o.
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Os primers que resultaram em produtos de PCR positivos para o
tamanho esperado no gel de agarose, foram submetidos a eletroforese em
poliacrilamida (POP7) no Analisador Genético ABI 3500XL (Applied
Biosystems). O comprimento dos alelos foram determinados através do

™

tamanho padrdo do GeneScan — 500 LIZ® com o auxilio do programa

GeneMapper® (Applied Biosystems).

4.4.2. Caracterizacéo dos locos e genotipagem

Dos oito locos microssatélites desenvolvidos originalmente para M.
multifida por Moraes (2012), seis foram selecionados para testes de
transferibilidade (Tabela 1) em 364 individuos de M. maxima (n= 281 adultos e
n=83 jovens). Os locos microssatélites foram caracterizados quanto ao himero
de alelos por loco (A), heterozigosidades observada (Ho) e esperada (Hg).
Além disso, foram estimados também o conteudo informativo de polimorfismo
(PIC); probabilidade de identidade genética (I) (PAETKAU et al., 1995), que
corresponde a probabilidade de dois individuos aleatdérios apresentarem o
mesmo genotipo e a probabilidade de exclusdo de paternidade (Q) (WEIR.,
1996), que indica a poténcia do conjunto de locos para andlise de paternidade,
pois € capaz de excluir um individuo de ser genitor de outro. Esses parametros
foram realizados no programa CERVUS 3.0 (KALINOWSKI et al., 2007).

4.5. Analise dos dados bioldgicos

4.5.1. Andlise de parametros genéticos descritivos por geracao

Os parametros genéticos também foram analisados separadamente para
os 281 individuos adultos e 83 jovens de M. maxima T.D. Penn. amostrados.
S&o eles, numero de alelos por loco (A), nimero efetivo de alelos (Ae=1/1-
média da heteozigosidade esperada), heterozigosidade observada (Ho) e
heterozigosidade esperada (He) em equilibrio de Hardy-Weinberg através do
programa SPAGEDI 1.3 (HARDY & VEKEMANS, 2002). Com o auxilio do
programa CERVUS 3.0 (KALINOWSKI et al., 2007) realizou-se uma analise de
identidade para verificar a presenca de clones. O indice de fixacédo (Fis= Ho-
He/Hg) foi utilizado para estimar a perda de heterozigotos na populagéo devido

ao cruzamento entre individuos aparentados, usando como referéncia a
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frequéncia alélica da populacdo adulta (HARDY et al., 2004). A significancia do
Fis foi confirmada a partir de 10.000 permutacdes sobre os locos utilizando a
correcdo de Bonferroni no programa FSTAT (GOUDET, 1995). Observou-se
também o numero efetivo de individuos por geracédo a partir da formula (Ne=
n/1+F;s), em que n representa o numero de individuos por geragdo e Fis 0

coeficiente de endogamia.

4.5.2. Analise da distribuicéo e estrutura genética espacial

A andlise da distribuicdo espacial foi realizada a partir das coordenadas
geograficas utilizando a fungéo K proposta por Ripley (1976), a partir de 10.000
permutagcbes no ambiente computacional “R”, através do pacote ads
(PELISSIER & GOREAUD, 2013). A andlise da estrutura genética espacial
intrapopulacional foi realizada no programa SPAGEDI 1.3 (HARDY &
VEKEMANS, 2002), a partir de estimativas dos coeficientes de coancestria (6yy)
para todos os pares de individuos propostas por Loiselle et al. (1995). Para
obtencdo de um intervalo de confianca de 95% de probabilidade, foram
realizadas 10.000 permutacfes de gendtipos entre nove classes de distancia

com tamanhos diferentes entre as geracoes.

4.5.3. Analise de fluxo génico

Seis locos microssatélites foram analisados no programa CERVUS 3.0
(KALINOWSKI et al., 2007) para estimar o fluxo génico contemporéaneo. Para
isso, uma andlise de paternidade foi realizada em 81 individuos jovens
amostrados na subparcela, sendo considerados como 0s possiveis pais
candidatos os 281 individuos adultos da parcela maior. O método foi o de
alocacdo categorica (SANCRISTOBAL & CHEVALET, 1997), pois nao se
conhecia previamente 0s supostos pais. Foram realizadas duas simulagdes. A
primeira foi para alocar individualmente o genitor mais provavel de sexo
desconhecido, baseado no maior valor positivo do logaritmo da razdo de
probabilidade (o “LOD-score”) e na estatistica Delta. A segunda foi para alocar
os dois genitores mais provaveis, a partir de um sexo conhecido. Foram
realizadas 100.000 repeticdes, considerando autofecundacdo durante a

simulacdo e uma proporcao de taxa de erro de genotipagem de 0,01 por loco, a
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partir de 95% de pais candidatos amostrados. Quando os dois genitores mais
provaveis tinham sido encontrados dentro da populacdo, o genitor localizado
mais préximo do jovem foi considerado como parental materno e o mais
distante como parental paterno. E quando se encontrava apenas um genitor,
este foi considerado como parental materno, baseado na metodologia de Dow
& Ashley (1998) para espécies hermafroditas.

Em seguida, como todos os individuos jovens e adultos amostrados
tinham sido genotipados e se conhecia a posicdo espacial utilizou-se o
programa SPAGEDI 1.2 (HARDY & VEKEMANS, 2002) para verificar as
distancias espaciais entre os individuos jovens e o0s provaveis genitores. A
distancia espacial foi gerada pelo programa PAST (HAMMER et al.,, 2001)

determinando assim, as distancias de fluxo génico via sementes.
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4.6. RESULTADOS

4.6.1. Caracterizagdo dos microssatélites

A caracterizagdo dos seis locos microssatélites transferidos para M.
maxima revelou um total de 124 alelos distribuidos entre os 281 adultos e 83
jovens. Os locos MM 62 e MM 78 mostraram 0 maior numero de alelos, 27 e 28
respectivamente, enquanto que o MM 07 apresentou apenas 13, representando
o loco com o menor numero de alelos (Tabela 2). O poder desses marcadores
foi confirmado através da média do indice de polimorfismo (PIC= 0.746),
possibilitando inferir sobre parametros genéticos dentro da populacéo.
Observou-se que o valor médio de heterozigosidade observada (Ho) foi menor
que a heterozigosidade esperada (Hg). Em adicdo, a alta probabilidade de
exclusdo combinada dos locos (Q= 0.999948) e a estimativa multiloco (I= 1.2 x
10 ') (Tabela 2) indicam a confiabilidade desses marcadores para estimativas
de paternidade e parentesco.

Tabela 2: Estimativas de variabilidade genética de Manilkara maxima em uma populacao
(adultos e jovens) na RPPN Nova Angélica, BA a partir da transferéncia de seis locos
microssatélites desenvolvidos para M. multifida.

Loco A PIC Ho He I Q
Individuos= 364

MMO03 17 0.831 0.734 0.831 0.049 0.152
MMO7 13 0.736 0.818 0.760 0.082 0.225
MM62 27 0.848 0.781 0.862 0.032 0.104
MM78 28 0.778 0.464 0.797 0.059 0.165
MM83 17 0.772 0.832 0.796 0.065 0.190
MM86 22 0.511 0.520 0.537 0.240 0.462
Total 124 - - - 1.2x 10 7"* 0.999948*

Média 20.66 0.746 0.691 0.763 - -

A= numero de alelos; PIC= contetdo informativo de polimorfismo; Ho= heterozigosidade
observada; Heg= heterozigosidade esperada sob equilibrio de Hardy-Weinberg; |= andlise de
identidade e Q= indice de exclusdo de paternidade. *= probabilidade combinada
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4.6.2. Parametros genéticos por geracao

Para os seis locos analisados, apesar do numero de alelos (A) ser
diferente entre as duas geracées, o nimero médio efetivo de alelos (Ag= 4.18)
foi igual, porém abaixo da metade de A (Tabela 3), indicando variagdo nas
frequéncias alélicas dentro dos locos. A populacdo apresentou uma reducéo
significativa da heterozigosidade observada (Ho) entre as geragcbes, com 0s
adultos mostrando valores quase sempre maiores que 0s jovens (Tabela 3).

As duas geracbes mostraram que valores meédios de heterozigosidade
observada (Ho) foram menores do que a heterozigosidade esperada (Hg),
indicando déficit de individuos heterozigotos em alguns locos. Entretanto,
apesar do numero menor de jovens, a diversidade génica esta se mantendo,
pois o valor médio da heterozigosidade esperada (Hg) foi igual nas duas
geragdes (Tabela 3). O indice de fixacdo (Fis) médio, baseado nas frequéncias
génicas, foi moderado nos adultos (Fis= 0.078) (Tabela 3), enquanto nos
jovens, o valor médio foi mais alto (Fis= 0.140). Valores significativos de F (P-
valor < 0.0083) foram observados em apenas um loco (MM 78) nos adultos e
em trés (MM 03, MM 62 e MM 78) nos jovens amostrados, sugerindo
ocorréncia de endogamia nos jovens acarretando em excesso de homozigotos.
Como consequéncia do numero total de individuos e do indice de fixacao (Fs),
os tamanhos efetivos dos individuos adultos e jovens foram respectivamente
(260 e 72).
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Tabela 3: Estimativas de variabilidade genética em adultos e jovens de Manilkara maxima em
uma populacdo na RPPN Nova Angélica, BA.

Loco A Ae Ho He Fis AN
Adultos= 281
MM 03 17 - 0.764 0.817 0.065 +0.033
MM 07 13 - 0.821 0.762 -0.078 -0.041
MM 62 26 - 0.820 0.863 0.049 +0.022
MM 78 27 - 0.467 0.826 0.435 +0.277
MM 83 15 - 0.821 0.786 -0.045 -0.026
MM86 13 - 0.521 0.514 -0.009 +0.015
Média 18.5 4.18 0.702 0.761 0.078 -
Jovens= 83
MM 03 11 - 0.630 0.852 0.275 +0.146
MM 07 9 - 0.807 0.757 -0.066 -0.040
MM 62 19 - 0.650 0.863 0.247 +0.133
MM 78 15 - 0.455 0.681 0.333 +0.200
MM 83 13 - 0.872 0.812 -0.074 -0.040
MM 86 18 - 0.518 0.603 0.141 +0.091
Média 14.1 4.18 0.655 0.761 0.140 -

A= numero de alelos; Ac= nimero médio efetivo de alelos; Ho= heterozigosidade observada;
He= heterozigosidade esperada sob equilibrio de Hardy-Weinberg; Fis= indice de fixacdo e AN=
alelos nulos.

4.6.3. Distribuicdo e estrutura genética espacial

Os 281 individuos adultos (CAP = 30 cm) amostrados na RPPN Nova
Angélica apresentaram densidade populacional de 17,5 individuos/ha na
parcela de 16 ha (400 x 400) e de acordo com a funcdo K univariada, uma
distribuicdo uniforme (Figura 6). Em adicdo, os 83 individuos jovens (com até
aproximadamente 1,5 m de altura) apresentaram densidade populacional de 83
individuos/ha e uma distribuicdo uniforme (Figura 7) na subparcela de 1 ha
(100 x 100) localizada no centro da parcela de 16 ha (Figura 8). Por outro lado,
a funcéo K bivariada utilizada para avaliar a associacao entre adultos e jovens

revelou um padrao aleatério (Figura 9).
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Figura 6: Gréafico da funcdo univariada para os 281 adultos de Manilkara maxima na parcela de
16 ha na RPPN Nova Angélica, Una-BA. A linha preta continua indica a distribuicdo espacial
dos jovens. A linha verde indica a média esperada ao acaso caso a distribui¢cdo dos individuos
fosse totalmente randémica e as linhas em vermelho representam os limites superior e inferior

das permutacgdes (representando os limites do esperado ao acaso nas 10000 randomizac¢des)
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Figura 7: Grafico da fun¢éo univariada para os 83 jovens de Manilkara maxima na subparcela
de 1 ha na RPPN Nova Angélica, Una-BA. A linha preta continua indica a distribuicdo espacial
dos jovens. A linha verde indica a média esperada ao acaso caso a distribuicdo dos individuos
fosse totalmente randémica e as linhas em vermelho representam os limites superior e inferior

das permutacgdes (representando os limites do esperado ao acaso nas 10000 randomizacgdes)
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Figura 8: Representacao gréfica da distribuicao espacial de individuos adultos (em verde) na
parcela 400 x 400 e jovens (em vermelho) no centro da parcela de 100 x 100 de M. maxima na
RPPN Nova Angélica, Una-BA
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Figura 9: Grafico da funcao bivariada para os individuos adultos e jovens de Manilkara maxima
na subparcela de 1 ha na RPPN Nova Angélica, Una-BA. A linha preta continua indica a
distribuicdo espacial dos adultos e jovens. A linha verde indica a média esperada ao acaso
caso a distribuicdo dos individuos fosse totalmente randémica e as linhas em vermelho
representam os limites superior e inferior das permutacdes (representando os limites do

esperado ao acaso nas 10000 randomizacdes)
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Considerando o intervalo de confianca de 95%, a analise da estrutura

genética espacial intrapopulacional revelou,

a partir de estimativas do

coeficiente de coancestria entre os pares de arvores, valores significativamente

diferentes entre as geracdes. Os individuos adultos encontram-se estruturados

geneticamente até uma distancia de aproximadamente 90 metros (Figura 10

A), com uma diminui¢cdo continua em distancias maiores e um coeficiente de

coancestralidade de 0,069. Por outro lado, os individuos jovens apresentaram-

se estruturados até 20 metros de distancia e um coeficiente de
coancestralidade de 0,151 (Figura 10 B).
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Figura 10: Andlise da estrutura genética espacial em individuos adultos (A) e jovens (B) em

uma populagéo natural de M. maxima, na RPPN Nova Angélica, Una-BA. A linha continua

indica o coeficiente médio de parentesco e as pontilhadas representam os limites superior e
inferior do intervalo de confianca de 95% a partir de 10000 permutacdes

4.6.4. Paternidade

Com base na exclusdo de probabilidade dos seis locos microssatélites
altamente polimérficos e com um nivel de confianca de 95%, para 72 (88,88%)
dos 81 jovens analisados de M. maxima, foi encontrado pelo menos um
provavel genitor e para 10 (12,34%), foram encontrados dois provaveis
genitores entre os 281 adultos localizados na parcela de 16 ha (Figura 11).
Desses 10 jovens e seus provaveis genitores (Tabela 4), 1 jovem (1,23%)
identificado como (J 66) foi gerado por autofecundacdo do adulto identificado
como (A 213). Observou-se também que dois adultos identificados como (A
213 e A 221) foram os que obtiveram maior sucesso reprodutivo, cada um
apresentando alta probabilidade de ser um dos genitores de 3 (1,06%) dos

jovens amostrados.
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Tabela 4: Andlise de paternidade de Manilkara maxima. Delta e “LOD-score” com nivel de
confianca de 95%.

Jovem genitor Locos LOD genitor Locos LOD score Delta
atribuido score atribuido
J 20 A 072 4 4.16E+00 A 250 4 3.84E+00 2.45E+00
J 26 A 203 4 5.04E+00 A014 5 2.89E+00 3.92E-01
J 28 A 104 4 5.49E+00 A 221 4 3.16E+00 3.13E+00
J 47 A 196 6 7.54E+00 A 221 5 3.55E+00 4.65E+00
J51 A 014 5 8.77TE+00 A 213 5 3.24E+00 3.43E+00
J 58 A 256 6 5.81E+00 A 235 4 3.30E+00 4.51E+00
J 63 A 242 5 3.00E+00 A 186 5 2.10E+00 2.65E+00
J 66 A 213 5 5.82E+00 A 213 5 5.82E+00 3.86E+00
J 67 A 210 6 3.31E+00 A 005 5 2.21E+00 2.89E+00
J75 A 178 4 3.87E+00 A 045 3 2.95E+00 3.47E+00

Com base nos 10 jovens que tiveram os dois genitores atribuidos

encontrados dentro da parcela de 16 ha, a distancia de polinizacdo variou de

50,60 m a 307,94 m, com média de 175,67 m (Tabela 5), enquanto que para a

distancia de disperséo a variacao foi de 50,52 m a 160,77 m e média de 108.32
m (Tabela 5).
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Tabela 5: Distancia de fluxo génico via pélen e sementes de Manilkara maxima na RPPN Nova
Angélica, Una-BA.

‘A186

Adulto Adulto Distancia Adulto Jovem Distancia
“mae” “pai” de polinizacao “mae” de
(m) disperséao
(m)
A 072 A 250 262.77 A 072 J20 148.93
A 014 A 203 186.78 A 014 J 26 082.16
A 104 A 221 133.96 A 104 J 28 050.52
A 221 A 196 050.60 A 221 J a7 099.17
A 014 A 213 149.83 A 014 J51 087.78
A 235 A 256 057.62 A 235 J 58 101.59
A 242 A 186 246.17 A 242 J 63 141.51
A 213 A 213 - A 213 J 66 160.77
A 005 A 210 307.94 A 005 J 67 147.97
A 178 A 045 185.37 A 178 J75 062.81
Média - 175,67 - - 108.32
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Figura 11: Representacao gréafica da andlise de paternidade de 10 individuos jovens de M.

maxima na parcela de 16 ha na RPPN Nova Angélica, Una-BA. As cores representam as

familias (“pai”, “mée” e filho), sendo os adultos iniciados com a letra (A) e os jovens com a letra
(J). A localizagdo entre os jovens (J66 e J 67) sdo proximas, assim como para (J 26 e J 28) e (J

47 e J 20).
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4.7. DISCUSSAO

Apesar das formacgOes florestais da Mata Atlantica no sul da Bahia
serem representadas por um mosaico de florestas em diferentes estagios de
sucesséo, ainda abrigam remanescentes nativos conservados (PARDINI et al.,
2009). As analises genéticas realizadas neste trabalho a partir de locos
microssatélites evidenciaram a predominancia de uma populacéo natural de M.
maxima com elevada variabilidade genética e baixa estrutura genética espacial.
Esta observacdo sugere que essa populacdo possibilitara estudos genéticos
comparativos com outras populacdes em diferentes categorias de florestas
devido a sua capacidade de resposta ao nivel de paisagem com grande
porcentagem de cobertura florestal. Contribuindo assim, para estudos sobre o
movimento de genes a longas distancias pelo fato da espécie participar de
interacbes mutualisticas com agentes de polinizacdo e dispersdo néo
especializados, além de ser uma arbdérea endémica e ameacada de extingcao

em remanescentes de Mata Atlantica no sul da Bahia.

4.7.1. Transferibilidade de microssatélites

Em estudos genéticos, a transferéncia de primers microssatélites € uma
alternativa no trabalho com marcadores microssatélites na tentativa de
minimizar os custos. Isto é possivel devido a homologia entre as regifes
flanqueadoras dos microssatélites na molécula de DNA (MORGANTE &
OLIVIERI, 1993; COLLEVATTI et al., 1999). Neste trabalho, o sucesso da
amplificac@o heteréloga foi devido ao estreito relacionamento entre as espécies
(MELO, 2012). Em geral, as analises genéticas realizadas com marcadores
microssatélites transferidos detectam altas taxas de transferéncia entre
espécies do mesmo género, enquanto que, quando a divergéncia genética
entre eles aumenta o sucesso de amplificacdo diminui (BARBARA et al., 2007).

As analises revelaram um alto polimorfismo (PIC) dos locos analisados e
a presenca de varios alelos, com uma média de 20,66 alelos/loco. Acredita-se
gue o numero médio de alelos elevado seja devido a proximidade evolutiva de
M. maxima com M. multifida (MELO, 2012) e a quantidade elevada de
individuos utilizados na caracterizacdo, com uma diferenca representativa entre
a quantidade de alelos nos jovens e adultos por loco. Em geral, o nimero

médio de alelos encontrados nos trabalhos de transferéncia de microssatélites

35



€ em torno de 10 alelos/loco. (NYBOM, 2004). O alto polimorfismo dos locos &
uma das caracteristicas dos microssatélites nucleares (MARTINS, 2005),

possibilitando estudos genéticos populacionais com estimativas confiaveis.

4.7.2. Parametros genéticos entre as geragcdes

Neste trabalho, a modificacdo do habitat na regido de Una-BA devido a
acdo antropica, parece nao ter gerado gargalo genético ou restricbes da
variabilidade genética da populacdo de M. maxima na area amostrada. As
diferencas observadas nos parametros genéticos analisados entre as geracdes
de M. maxima estdo relacionadas ao maior numero de alelos exclusivos dos
individuos adultos (31,45%) em comparagdo com os alelos exclusivos dos
jovens (11,29%). Suple-se que nos jovens, os alelos exclusivos de adultos
tenham sido perdidos por deriva genética durante a reproducao e recrutamento
ou que nem todos os adultos amostrados estéo se reproduzindo. Em adicéao, os
alelos exclusivos dos jovens poderiam ter surgidos por mutacdo durante a
replicacdo do DNA. Porém, a analise de mutacdo nao foi realizada neste
trabalho. Uma outra hipdtese seria a de os alelos exclusivos terem sido trazidos
por imigracdo através de agentes polinizadores de fora da parcela de
amostragem, pois o desenho amostral permitiu inferir a variabilidade presente
na maioria dos adultos localizados ao redor dos jovens.

Em adicdo, uma presenca maior de genoétipos homozigotos nos
individuos jovens foi observada em comparagdo com os adultos. Um ndamero
maior de homozigotos nos jovens pode ser devido ao cruzamento entre
parentes, autofecundacdo ou frequéncia elevada de alelos nulos nos locos
microssatélites (ALDRICH et al.,1998). Alelos nulos podem ser resultados da
nao amplificacdo de um alelo durante a PCR (MARTINS et al., 2008), levando a
um falso homozigoto. Este fenbmeno € relativamente comum quando se faz
transferéncia de primers microssatélites entre espécies préoximas. Acredita-se
que nesta populagdo uma maior presenca de alelos nulos nos jovens esteja
favorecendo a frequéncia elevada de homozigotos quando comparada a baixa
frequéncia de homozigotos e endogamia encontrada nos adultos (ALDRICH et
al.,1998) . Nos jovens, observou-se que locos com alelos nulos (MM 03, MM
62, MM 78 e MM 86) apresentaram uma frequéncia de genétipos heterozigotos

menores em relacdo as proporcdes esperadas pelo equilibrio de Hardy-

36



Weinberg. Essa estimativa foi observada também nos adultos para o loco MM
78. A presenca menor de heterozigotos nos jovens pode ser explicada
provavelmente porque os jovens amostrados com maior frequéncia de
homozigotos podem estar em maior quantidade no momento, entretanto,
durante a fase de crescimento da planta, processos regulatérios irdo favorecer
ou limitar sua presenca na area, possibilitando chegar até a fase adulta.

Em adultos, a média dos valores do indice de fixacdo (Fis) foi
relativamente baixa, com alguns locos significativamente negativos, indicando
excesso de heterozigotos, muito comum na fase adulta de espécies arboreas
(BUSH & SMOUSE, 1992). Entretanto, estimativas elevadas de Fis devem ser
interpretadas com cautela, pois indices de fixacdo significativamente positivos e
diferentes de zero, podem ser devido a diversas causas. Devido a estimativa
do F;s demonstrar uma endogamia baixa na fase adulta, acredita-se que nessa
populacdo ocorra uma selecédo a favor de individuos heterozigotos. A selegéo
contra gendtipos homozigotos pode acontecer durante todas as fases de
crescimento da planta, filtrando gendtipos homozigotos provavelmente por
mecanismos de auto-incompatibilidade contra a autofecundacdo (BARRET,
2003), predacéo por fungos, dentre outros.

A presenca elevada de individuos heterozigotos entre os adultos de M.
maxima amostrados contribuiu positivamente para um elevado tamanho
efetivo. Evidenciando, nessa populacdo, individuos com grande
representatividade genética e grande potencial para conservagcao genética in
situ. Além disso, esses individuos também sdo ideais para conservacao
genética ex situ, através de programas de restauracéo florestal utilizando coleta
de sementes com elevada variabilidade genética.

A alta diversidade de M. maxima pode estar relacionada alta capacidade
de respostas as mudancas ambientais e a sindrome de polinizacdo nao
especializada. M. maxima provavelmente pode ser polinizada por abelhas,
morcegos e aves (PENNINGTON, 2004; AZEVEDO et al, 2007; RABOY et al.,
2008), os quais podem contribuir para uma migracdo de poélen nos diferentes
locais com diferentes distancias. Neste trabalho pode-se observar que
distancias diretas de polinizacdo variaram de 50,60 m a 307,94 m. Outras
caracteristicas que provavelmente estejam contribuindo para a alta diversidade

sdo: multiplos agentes de dispersao de sementes como morcegos, passaros e
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primatas e a alta densidade populacional desta espécie no local de
amostragem (Figura 8) e em areas vizinhas protegidas ou de particulares.
Ganzhorn (2010), em pesquisa realizada com esta espécie em outra RPPN
também verificou alta densidade de adultos nas localidades de Una-BA. A alta
densidade populacional é vantajosa por minimizar os efeitos genéticos
negativos e favorecer o fluxo de genes intrapopulacional. Em contrapartida, a
alta densidade de individuos também pode induzir mortalidade dependente de

densidade devido a competicdo por recursos.

4.7.3. Distribuicao e estrutura genética espacial

Na populacdo de M. maxima estudada detectou-se baixa estrutura
genética espacial nas duas geracdes. No entanto, a extensdo e a distancia de
parentesco foram diferentes entre as classes amostradas. A estrutura genética
espacial apresentada pelos adultos, nas quatro primeiras classes de distancia,
foi moderada e o valor se aproximou de uma taxa média de parentesco
relacionada para primos de primeiro grau (Bxy= 0,0625). Essa estrutura
genética observada se aproxima do padréo real de coancestria que ocorre em
populacées arboreas com até 50 m de distancia (MARTINS, 2005).

Os padrbes espaciais observados em vegetais sao reflexos do
movimento de forrageamento dos dispersores (JORDANO & GODOQY, 2002),
pelo fato dos agentes de dispersdo serem responsaveis pelo transporte das
sementes para locais propicios ao estabelecimento de novas plantas. Portanto,
para a populacdo de M. maxima amostrada na RPPN Nova Angélica, supde-se
gue a estrutura genética espacial encontrada nos adultos pode ser devido a
heterogeneidade espacial no passado e devido a distribuicdo espacial uniforme
da espécie, na qual os individuos encontram-se a distancias semelhantes uns
dos outros. Os adultos estavam presentes em toda extensdo da parcela
amostrada, verificando a partir de observacéo pessoal e por andlise estatistica,
uma distribuicdo espacial mais uniforme do que ao acaso. Essa distribuicdo
segundo Legendre & Fortin (1989) é rara para populagdes de plantas.

Como a disperséo de sementes influencia a distribuigdo dos individuos,
acredita-se que nesta populacdo os dispersores de M. maxima no passado,
provavelmente passaros, morcegos ou primatas foram eficientes. Assim como

0s passaros, segundo Guevara & Labore (1993) morcegos também costumam
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voar por trilhas naturais até poleiros de alimentacdo, e dessa forma, as
sementes sédo dispersadas pelo caminho e a longas distancias. Esse tipo de
dispersdo possivelmente influencia a nao-agregacdo nos poleiros de
alimentacéo e favorece a abundéancia de individuos na area.

Por outro lado, os individuos jovens apresentaram alguma estrutura
genética espacial somente na primeira classe de distancia, revelando que
individuos proximos com uma distancia de até 20 m sdo mais provaveis de
serem relacionados. Neste trabalho, M. maxima apresentou uma taxa média de
parentesco para a primeira classe proxima a de meios-irmaos (6xy=0,125). A
comprovacgdo deste dado foi observada a partir da anélise de paternidade,
realizada neste trabalho. Para dois individuos jovens identificados como (J 28 e
J 47), verificou-se tratar-se de meio-irméaos ja que apenas um adulto foi
atribuido como genitor destes jovens. A distancia apresentada entre eles foi de
16 m.

A partir da segunda classe, acima dos 20 m, 0s jovens encontram-se
mais distantes geneticamente. Esse tipo de distribuicdo dos jovens pode ser
devido a abundancia de sementes (MCKEY, 1975) na area. Segundo Pessoa
et al., (2011) a frutificacdo de M. maxima € anual e estendida durante todos os
meses do ano. Sendo assim, o estabelecimento das sementes vai depender
das interacbes posteriores com o0s agentes de dispersdo. Em adicao,
considerando o padréo aleatério da associacao espacial entre adultos e jovens,
supbe-se que nao esta havendo o estabelecimento de jovens nem muito
proximos e nem tao distantes a planta-adulta.

Acredita-se que a diferenca entre a estrutura genética espacial entre as
geracdes seja devido ao agente dispersor. No passado, eles ocorriam em
grande quantidade e com maior disponibilidade de habitat, proporcionando
deposicdo de sementes em varios locais. Possivelmente, por este motivo a
EGE encontrada nos adultos seja compativel com outras espécies vegetais ja
estudadas em ambientes conservados (MARTINS, 2005). Entretanto,
provavelmente devido a fragmentacdo, o habitat tenha ficado restrito aos
remanescentes florestais, para muitos destes dispersores. A ocupacao dos
remanescentes florestais com os animais do entorno teria aumentado a
populacdo de dispersores e, consequentemente melhorado a eficiéncia de

dispersdo num primeiro momento. Este cenério, pos-fragmentacdo recente,
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pode estar refletido na menor EGE dos jovens em relacdo aos adultos, com
menor parentesco (coancestria) observado entre jovens (indicando maior
eficiéncia de polinizagdo/dispersao nesta geracdo) quando comparado a EGE
dos adultos.

Portanto, sugere-se que a dispersao contemporanea de sementes esta
sendo eficiente dentro da parcela, contribuindo consequentemente para uma
baixa estrutura espacial nas geracdes desta populacdo. Estes resultados
evidenciam que a paisagem circundante esteja favorecendo o movimento de

genes e a manutencao da alta diversidade genética na area amostrada.

4.7.4. Fluxo génico e analise de paternidade

O fluxo de genes via pdlen e sementes € um dos processos-chaves para
entender os efeitos gerados pela acdo antropica no ambiente. Neste trabalho, o
sucesso das andlises de paternidade foi devido ao tipo de marcador,
quantidade de individuos adultos de M. maxima amostrados, além do
delineamento experimental e da inexisténcia de gendtipos idénticos entre eles.

A partir da identificacdo dos genitores de 88,88% dos jovens, constatou-
se 0 movimento de genes entre os individuos dessa populagéo. Esse resultado
foi possivel também, devido a presenca ativa de polinizadores e dispersores na
area de estudo, constatados por observacdo pessoal e em outros estudos.
Pessoa (2008) verificou a presenca de aves e primatas em individuos adultos
de M. maxima durante estudos de Fenologia em areas proximas.

Para os 10 jovens em que os dois provaveis pais foram identificados,
observou-se que a reproducdo de M. maxima na area amostrada ocorre mais
frequentemente por cruzamento aleatorio, porque nas analises apenas 1 jovem
foi gerado por autofecundacéo. Para os jovens em que apenas um genitor foi
encontrado, a medida de fluxo foi baseada na dispersdo de sementes,
atingindo o maior valor de dispersdo de sementes de 160,77 m. Certamente,
guando se considera a paisagem, a distancia de dispersao deve ser maior. Os
valores de distancia de dispersdo encontrados neste trabalho sdo restritos a
area maxima de amostragem.

Com base no teste de paternidade realizado e as distancias observadas
entre 0s genitores, acredita-se que a dispersdo de pdlen de M. maxima na

area, em sua maioria, acontece a longas distancias. As andlises também
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evidenciaram uma imigracdo de polen de cerca de 87,6%, o0 que indica que
para 0s jovens que nao foram encontrados nenhuma paternidade,
provavelmente os genitores ndao foram amostrados e estejam localizados fora
da parcela de amostragem, sugerindo nesse caso, distancias maiores que 400
metros.

Outro fato interessante é que parece que M. maxima néo realiza selecéo
contra polen de vizinhos préximos, pois se constatou distancias de polinizagédo
de 50,52 m.

Valores consideraveis de fluxo génico da arborea M. maxima foram
observados na RPPN Nova Angélica, indicando que interacdes ecoldgicas
estejam ocorrendo na area, as quais contribuem para a manutencdo da

diversidade genética dentro da populacéo.
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4.8. CONCLUSOES
1) Os 6 locos microssatélites foram transferidos com sucesso de M.
multifida para M. maxima, mostrando-se altamente informativos na obtencao de

parametros genéticos;

2) A populacdo de M. maxima apresentou alta densidade de individuos

com elevada variabilidade genética e baixa endogamia entre os adultos;

3) A populacdo de M. maxima apresentou moderada estrutura genética
espacial entre os adultos e baixa estrutura genética espacial nos jovens,
indicando que os individuos estao distribuidos ao longo da area com pouca

relacdo de parentesco mesmo entre individuos préximos fisicamente;

4) A andlise de paternidade realizada dentro da populacdo natural
mostrou que o fluxo génico pode ocorrer a longas distancias devido a presenca
de agentes polinizadores e dispersores ativos de M. maxima no local de

amostragem e areas vizinhas.
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