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RESUMO

A fragmentacéo florestal e a exploracdo na forma de corte seletivo de determinadas
espécies sao responsaveis pela redugcao de extensas areas continuas, ocasionando
a reducgao da diversidade genética. Assim, torna-se necessario definir estratégias de
conservagao e manejo dos remanescentes florestais para garantir a sobrevivéncia e
a manutencao de populagdes reduzidas. Os marcadores moleculares destacam-se
como ferramentas interessantes para esses estudos. A espécie Plathymenia reticulata
Benth., conhecida popularmente como vinhatico, pertence a familia Fabaceae. Essa
espécie se destaca por sua importancia econémica e ecoldgica, devido a madeira de
alta qualidade e o potencial para uso em recuperacado e restauracdo de areas
degradadas. Este estudo teve como objetivo caracterizar a diversidade e a estrutura
genética em uma populagao natural de P. reticulata, ocorrente em um fragmento de
Floresta Estacional Semidecidual Montana no sul do estado do Espirito Santo, por
meio de marcadores moleculares Inter Single Sequence Repeats (ISSR). Amostras
de DNA de 149 individuos foram analisadas por meio de dez primers ISSR, gerando
156 fragmentos, dos quais, 101 foram polimorficos (64,74%). Os individuos
amostrados foram classificados em trés unidades amostrais: arvores adultas
saudaveis e em idade reprodutiva (A), plantulas originadas de sementes coletadas no
interior do fragmento — mistura de progénies (B) e individuos jovens em areas de
regeneragao natural no entorno do fragmento (C). O conteudo de informagéao
polimérfica (PIC) para os marcadores, revelou média de 0,38, caracterizando-os como
mediamente informativos. O numero de locos utilizados (n = 101), foi maior do que o
estabelecido como numero 6timo (n = 88), indicando precisdo nas analises.
Constatou-se alta diversidade genética na espécie, fundamentada nos valores do
indice de diversidade de Nei (H’= 0,407), indice de Shannon (I = 0,594) e pela
formagdo de grupos distintos pelo método UPGMA. Além disso, por meio dos
parametros de diversidade avaliados foi possivel confirmar que nas areas de
regeneracao natural e na mistura de progénies existe diversidade genética
equivalente ao que é encontrado nos adultos. A analise de variancia molecular indicou
gue a maior parte da variagdo genética € encontrada dentro dos grupos (96,53%) e
revelou moderada diferenciagao entre adultos e regenerantes e adultos e mistura de
progénies. A diferenciacdo genética entre as arvores adultas foi baixa (Pst = 0,03)
indicando que as altas taxas de fluxo génico (Nm = 12,70) estdo anulando os efeitos
da deriva genética. Tais resultados também foram confirmados pelas analises de
distdncia genética de Nei, analises de coordenadas principais (PCoA) e pela
abordagem bayesiana realizada pelo software STRUCTURE. Os dados obtidos
permitiram avaliar o potencial das arvores adultas como matrizes para obtencao de
mudas com variabilidade genética certificada.

Palavras-chave: arvores matrizes, marcador molecular ISSR, variabilidade genética,
vinhatico, florestas — conservagéao.



ABSTRACT

Forest fragmentation and selective logging of certain species are responsible for the
reduction of large continuous areas, leading to the reduction of genetic diversity.
Therefore, it is necessary to define strategies for the conservation and management of
forest remnants to ensure the survival and maintenance of reduced populations.
Molecular markers stand out as interesting tools for these studies. The species
Plathymenia reticulata Benth., popularly known as vinhatico, belongs to the family
Fabaceae. This species stands out for its economic and ecological importance due to
high quality wood and the potential for use in the recovery and restoration of degraded
areas. The objective of this study was to characterize the diversity and genetic
structure of a natural P. reticulata population in a seasonal semideciduous montane
forest in the southern state of Espirito Santo, using molecular markers Inter Single
Sequence Repeats (ISSR). DNA samples from 149 individuals were analyzed using
ten ISSR primers, generating 156 fragments, of which 101 were polymorphic (64.74%).
The sampled individuals were classified into three sample units: healthy and
reproductive age adult trees (A), seedlings originated from seeds collected within the
fragment - mixture of progenies (B) and young individuals in natural regeneration areas
around the fragment (C). The polymorphic information content (PIC) for the markers
revealed an average of 0.38, characterizing them as moderately informative. The
number of loci used (n = 101) was greater than that established as optimal number (n
= 88), indicating precision in the analyzes. High genetic diversity was found in the
species, based on the values of the diversity index of Nei (H '= 0.407), Shannon index
(I = 0.594) and the formation of distinct groups by the UPGMA method. In addition,
through the diversity parameters evaluated, it was possible to confirm that in the areas
of natural regeneration and progeny mix there is genetic diversity equivalent to that
found in adults. The analysis of molecular variance indicated that most of the genetic
variation is found within the groups (96.53%) and showed moderate differentiation
between adults and regenerants and adults and mixture of progenies. Genetic
differentiation among adult trees was low (®st = 0.03) indicating that high gene flow
rates (Nm = 12.70) are negating the effects of genetic drift. These results were also
confirmed by the Nei genetic distance analysis, principal coordinate analysis (PCoA)
and the Bayesian approach performed by the STRUCTURE software. The data
obtained allowed to evaluate the potential of adult trees as matrices to obtain seedlings
with certified genetic variability.

Key words: matrix trees, molecular marker ISSR, genetic variability, vinhatico, forests
— conservation.
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1 INTRODUGAO

O avanco das atividades antrdpicas no Brasil associado a crescente demanda
por madeira e expansdo populacional, tem ameacado a conservagado da
biodiversidade. As florestas tropicais, em particular o dominio da Floresta Atlantica e
seus ecossistemas associados, tém sido afetados por atividades que intensificam a
perda, degradacao e fragmentacao da cobertura florestal (PERES et al., 2010; SILVA
JUNIOR et al., 2016).

A fragmentagcdo de habitat associada a cortes seletivos ilegais de madeiras
nobres modificam a composigao e a estrutura da paisagem (YOUNG; BOYLE, 2000).
Em decorréncia de tais processos antrépicos as populagdes e individuos podem ser
reduzidos e isolados espacialmente, levando a um aumento de autofecundacdes e
cruzamentos correlacionados (DAL BEM et al., 2015). Adicionalmente, a dinamica de
processos genéticos como o fluxo génico e processos estocasticos como a deriva
genética podem ser afetados, alterando a diversidade genética dentro e entre grupos
de individuos (YOUNG; BOYLE, 2000; TEMPLETON, 2011).

Diante desse contexto, os estudos genéticos em populacdes reduzidas e
fragmentadas tornam-se imprescindiveis. Diversas pesquisas tém sido direcionadas
com o objetivo de expanséo da cobertura florestal, embasadas em técnicas de manejo
e identificacdo de individuos com caracteristicas genéticas satisfatorias para serem
utilizados como matrizes para coletas de sementes com finalidades de recuperacéo e
restauracdo de areas degradadas (HIGA; SILVA, 2006; RODRIGUES et al., 2009).
Além disso, a quantificacdo dos niveis de variagcdo genética dentro e entre as
populacfes tornam-se essenciais para a definicdo de estratégias para a manutengao
e conservagao das espécies vegetais (ESTOPA et al., 2006; GALETTI JR. et al.,
2008).

A espécie arbdérea Plathymenia reticulata Benth. (Fabaceae), conhecida
popularmente como vinhatico, apresenta potencial para exploragdo econémica devido
sua madeira de otima qualidade, sendo também utilizada em plantios mistos na
recuperacao de areas degradadas (LACERDA et al., 2002). A espécie possui vasta
distribuicdo nos estados brasileiros (MORIM, 2015). No estado do Espirito Santo,
dentre as ocorréncias naturais de P. reticulata, destaca-se a regiao sul do estado, a
qual nas duas ultimas décadas sofreu intensa exploracdo e reducao, devido ao

extrativismo de madeiras florestais.
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Embora levantamentos floristicos realizados na vegetacdo dessa area nao
tenham identificado individuos de P. reticulata (LAGE, 2012), expedigbes a campo
revelaram um numero expressivo de individuos adultos da espécie, distribuidos ao
longo de todo o remanescente florestal no sul do Espirito Santo e individuos
regenerantes/jovens em areas no entorno de toda a area em regeneragao natural.

A literatura fornece exemplos de estudos enfatizando a importancia da
proximidade de areas de regeneragao com uma matriz florestal proxima e ressaltam
que o sucesso da regeneragao natural depende, dentre outros fatores, da chegada
de propagulos dessas fontes florestais adjacentes (VOLPATO et al., 2012; MARTINS,
2014). Dessa forma, a comparagdo da diversidade e similaridade genética de
individuos jovens regenerantes com a de individuos adultos, permite identificar essa
importancia da proximidade da matriz florestal com areas em processo de regeneragao
(MARTINS et al., 2008; CARVALHO et al., 2010; MARTINS et al., 2014).

Nessa perspectiva, a utilizacdo de marcadores moleculares de DNA, como o
ISSR (Inter Simple Sequence Repeat), torna-se ferramenta importante para subsidiar
estudos genéticos com espécies vegetais. Estes marcadores possibilitam quantificar
a diversidade genética que é fundamental para o potencial adaptativo das populagdes
(CRUZ et al., 2011, IDREES; IRSHAD, 2014). Os marcadores ISSR s&o universais,
de natureza dominante, possuem baixo custo e boa reprodutibilidade (NG; TAN, 2015;
SOUZA, 2015).

Dentro desse contexto, objetivou-se caracterizar a diversidade e estrutura
genética de uma populacédo de P. reticulata na regiao sul do Espirito Santo e investigar
por meio de dados genéticos, obtidos por marcadores ISSR, as seguintes questdes:
i) a exploragao de P. reticulata, em decorréncia de corte seletivo, influenciou os indices
de diversidade genética da populagao? ii) os regenerantes da espécie que estao se
desenvolvendo proximos a uma matriz florestal e as plantulas originadas de sementes
do interior do fragmento florestal, tem variabilidade genética similar as arvores adultas

da populagao?
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Perda e fragmentacao de habitat da Floresta Atlantica

A Floresta Atlantica, conhecida por ser um dos biomas mais ricos em
biodiversidade, € em contrapartida um dos ambientes mais afetados pelos impactos
antropicos. A exploragédo desordenada de seus recursos naturais, principalmente pela
retirada de arvores para fins madeireiros e sua ocupagao desenfreada, levou a
reducéao e fragmentagao da floresta, classificando-a como uma das mais ameagadas
(MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2010; VARJABEDIAN, 2010).

A perda e a fragmentagédo de habitat naturais juntamente com a exploragao
ilegal por meio do corte seletivo irregular, tém sido identificadas como as principais
ameacgas a conservacao e a diversidade genética das espécies. Devido a essas
atividades antropicas, areas anteriormente continuas encontram-se reduzidas em
pequenos fragmentos florestais isolados espacialmente (BRANDON et al., 2005;
SATO et al., 2011).

A perda de habitat foi considerada por Fahring (2003) como a diminuigédo da
area total de uma regiao, referindo-se a quantidade de area remanescente. O termo
fragmentagao por sua vez, € denominado como a subdivisdo populacional em demes
isolados, isto €, um habitat continuo é reduzido a varios fragmentos pequenos e
isolados (TEMPLETON, 2011).

O corte seletivo refere-se a retirada de um grupo de arvores de alto valor
comercial, ou seja, apenas as arvores mais valiosas comercialmente sdo selecionadas
e retiradas da floresta (MATRICARDI et al., 2010). Embora esse processo possa ser
associado a um manejo florestal adequado, a retirada de arvores de forma exploratéria
e desordenada pode ocasionar perdas expressivas na diversidade genética das
espécies vegetais (SEBBENN et al., 2008).

Todos esses processos podem alterar a estrutura genética das espécies,
contribuindo para a reducdo e esgotamento da diversidade genética dentro das
populacdes e aumento da diferenciacdo entre elas. Do ponto de vista da conservagao
genética, as alteracGes dentro e entre populacdes podem ser afetadas diretamente
pelos processos de deriva genética e fluxo génico (AGUILAR et al.,, 2008;
TEMPLETON, 2011).

A deriva genética € uma forca evolutiva que promove mudancas aleatorias nas

frequéncias alélicas em populacdes finitas. Devido ao isolamento das populacées, a
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deriva atuara de forma independente em cada subpopulacdo. Portanto, devido a
aleatoriedade, as subpopulac¢des irdo evoluir em dire¢oes diferentes levando a fixag&o
de um ou outro alelo. Assim, se as popula¢cdes permanecem isoladas por muito tempo
haverd um aumento da divergéncia genética entre elas. Além disso, a reducao
drastica do tamanho populacional, conhecida como efeito bottleneck, favorece a
ocorréncia da deriva genética, que é mais contundente em pequenas populacdes,
resultando em perda de variacdo genética (SEOANE et al.,, 2005; TEMPLETON,
2011).

O fluxo génico por sua vez, atua de forma oposta a deriva genética. O termo
refere-se a0 movimento de genes, troca genética entre as populacdes locais,
permitindo reduzir as diferencas nas frequéncias alélicas entre elas. O resultado é a
reducdo da variabilidade genética entre as popula¢c@es, aumentando a variabilidade
dentro da populacéo (SLAKTIN, 1987; SEBBENN, 2002; TEMPLETON, 2011).

Dessaforma, em decorréncia dos processos antropicos de fragmentacéo, corte
seletivo e reducdo da vegetacdo, os individuos tendem a se tornar isolados
espacialmente. Como consequéncia, os efeitos da deriva serdo mais contundentes e
pelo fato dos individuos reprodutivos estarem isolados, ocorrera uma diminui¢céo do
fluxo génico entre as arvores remanescentes, aumentando a diferenciagdo genética
entre as populacdes (KAGEYAMA; GANDARA; SOUZA, 1998; MARTINS et al., 2008;
TEMPLETON, 2011).

Portanto, diante do atual cenario, estudos genéticos em remanescentes
florestais tornam-se necessarios para a definicdo de estratégias para a conservagao
de espécies vegetais e a expansao da cobertura florestal (ESTOPA et al., 2006; HIGA;
SILVA, 2006; GALETTI JR. et al., 2008).

2.2 Selegao de arvores matrizes

Uma arvore é denominada como matriz quando apresenta caracteristicas
fenotipicas superiores as demais da mesma espécie. Tais caracteristicas dependem
da finalidade em que as sementes coletadas serdo destinadas. Todavia, algumas
caracteristicas sdo comuns a todas as finalidades, como a boa condicao
fitossanitaria, o vigor e a producao de sementes (NOGUEIRA; MEDEIROS, 2007;
SENA; GARIGLIO, 2008).

A marcacao de arvores matrizes € uma alternativa viavel para a obtencao de
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sementes com qualidade genética certificada, visto que existe uma caréncia na
disponibilidade de informagdes sobre a procedéncia dos lotes de sementes no
mercado (MARTINS et al., 2009). Entretanto, para se obter sucesso na coleta de
sementes de alta qualidade, as arvores matrizes selecionadas devem ser
representativas da diversidade genética da populagdo, a fim de conservar o
potencial evolutivo das espécies (SEBBENN, 2002; MARTINS et al., 2009).

A utilizacao de sementes florestais tornou-se uma ferramenta importante para
os programas de restauragao, conservagao de espécies e para fins madeireiros
(PINA- RODRIGUES et al., 2007). Vale salientar que para o sucesso dos programas
de recuperacao e restauracao utilizando espécies florestais nativas, € primordial o
conhecimento da origem genética das sementes (VIEIRA et al., 2001).

Para a coleta de sementes com a finalidade de uso em programas de
recuperacao ou restauracao florestal, caracteristicas de fuste, forma de copa e
outros aspectos produtivos ndo precisam ser levados em consideragéo.
Recomenda-se a selecao aleatéria de individuos com caracteristicas semelhantes
daquelas onde o plantio sera realizado. O ideal € que haja o maximo de variabilidade
genética possivel para garantir que a area tenha plantas geneticamente
diversificadas, capazes de resistir as pressdes ambientais (SENA; GARIGLIO, 2008;
MARTINS et al., 2009).

O numero de arvores matrizes que serao selecionadas para a coleta de
sementes € de fundamental importancia. A utilizacao de poucas arvores matrizes na
coleta de sementes pode afetar a futura adaptabilidade da vegetagéo, pois 0s novos
individuos podem conter apenas uma pequena amostra do conjunto génico original,
resultando em baixa variabilidade genética na populagdo (VIEIRA et al., 2001;
SEBBENN, 2002).

Diferentes fontes literarias apontam numeros minimos de matrizes para
coleta de sementes bastante variaveis. Segundo Sebben (2006) as sementes
devem ser coletadas de no minimo 30 matrizes. Nogueira e Medeiros (2007) indicam
que a coleta deve ser feita entre 10 a 20 arvores matrizes ao acaso em cada
populacdo. Ja Sena e Gariglio (2008) recomendam que a coleta seja feita, no
minimo, em 15 arvores por espécie. Mesmo tendo-se um numero variavel, em todos
0os casos descritos 0 objetivo € 0 mesmo, obter sementes com alta variabilidade
genética.

Dentre as espécies arbdreas com potencial para serem utilizadas em
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pesquisas visando a marcagado de matrizes e coleta de sementes, destaca-se
Plathymenia reticulata Benth., espécie com caracteristicas desejaveis para
programas de recuperacao e restauracao florestal (CRUZ et al., 2012; PILON;
DURIGAN, 2013). Assim, estudos que fornecam informagdes sobre as populagdes
naturais da espécie sao importantes para subsidiar estratégias de conservacgao e

manejo sustentavel.

2.3 Género Plathymenia Benth.

O género Plathymenia Benth. é nativo da América do Sul e foi primeiramente
descrito em 1842 por George Bentham. O autor incluiu em sua descricdo duas
espécies para o género: P. reticulata Benth., de ocorréncia no Cerrado, e P. foliolosa
Benth. na Floresta Atlantica (WARWICK; LEWIS, 2003). Para tal classificagado, as
caracteristicas usadas para a diferenciacao das espécies foram o habitat, a altura da
copa, o indumento da inflorescéncia, o numero de foliolos por folha e o numero de
folidlulos por foliolo (HERINGER, 1956, WARWICK; LEWIS, 2003).

Entretanto, algumas mudangas taxondmicas foram propostas para o género.
Tais mudangas foram apoiadas pelas analises desenvolvidas por Lacerda et al. (2001;
2002), que enfatizaram a genética de populagcdbes de Plathymenia, usando
marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), onde se observou uma
indicagao de fluxo génico entre as duas espécies.

Assim, a partir desses trabalhos e revisbes morfolégicas, a mais recente
revisao taxonémica do género indicada por Warwick e Lewis (2003), propuseram a
sinonimizagao de P. foliolosa em P. reticulata, tornando o género monoespecifico.
Varios estudos morfoldgicos e ecofisioldgicos tem corroborado com esses trabalhos e
tem também considerado o género como monoespecifico com ocorréncia nos dois
biomas (LACERDA et al., 2004; GOULART; LEMOS FILHO; LOVATO, 2005; LEMOS
FILHO; GOULART; LOVATO, 2008; NOVAES et al., 2010).

2.3.1 Descrigao, ocorréncia e potencialidades de Plathymenia reticulata

P reticulata é uma espécie arbdrea pertencente a familia Fabaceae. E
popularmente conhecida como vinhatico, vinhatico-do-campo, amarelinho, pau-
amarelo, entre outras, de acordo com sua localidade geografica. O nome popular
vinhatico é relativo a vinha que remete a madeira da espécie que é da cor “vermelho
vinho” (SILVA JUNIOR, 2005; CARVALHO, 2009). A posicdo taxonémica da espécie
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obedece a hierarquia descrita na Tabela 1.

Tabela 1 - Classificacéo taxondmica atual de P. reticulata

Categorias Taxonomia
Classe Equisetopsida
SubClasse Magnoliidae
Super ordem Rosanae
Ordem Fabales
Familia Fabaceae
Género Plathymenia Benth.
Espécie Plathymenia reticulata Benth.

Fonte: Tropicos.org. Missouri Botanical Garden. Acesso 20 Ago. 2016.

A espécie encontra-se distribuida de forma natural nos estados do Amazonas,
Para, Bahia, Ceara, Maranhao, Piaui, Pernambuco, Alagoas, Distrito Federal, Goias,
Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sao
Paulo e Parana (Figura 1) (MORIM, 2015). O vinhatico também possui ocorréncia
confirmada em outros paises, como Bolivia, Paraguai e Suriname (WARWICK;
LEWIS, 2003).
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Figura 1 - Mapa de distribuicdo natural do Vinhatico (P. reticulata), nos estados brasileiros. A area
demarcada em vermelho evidencia os locais de ocorréncia. Fonte: CNCFlora, 2016.
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Os individuos de P. reticulata possuem ampla distribuicdo nos biomas em que
ocorrem. Na Floresta Atlantica encontra-se distribuida na floresta semidecidual e em
menor ocorréncia na floresta ombrdfila. No Cerrado, cresce principalmente no
cerradao e no cerrado stricto sensu. Pode também ser encontrada na Amazodnia e na
Caatinga (CARVALHO, 2009; MORIM, 2015).

O vinhatico € uma arvore diploide (2n=26), caducifdlia, helidfita, seletiva
xerdfita. Na Floresta Atlantica pode atingir na idade adulta até 40 m de altura e 150
cm de didmetro a altura do peito (Figura 2a), mas nao ultrapassam 12 m de altura e
50 cm de didmetro, no Cerrado (WARWICK; LEWIS, 2003; GOULART, LEMOS
FILHO; LOVATO, 2005).

A espécie foi identificada como uma das principais espécies arboreas presentes
em areas de regeneracao do Espirito Santo (MARTINS et al., 2014). Os individuos
apresentam dispersao irregular, descontinua, ocorrendo em densidade moderada em
algumas areas estando completamente ausentes em outras, preferencialmente em
terras altas com boa drenagem (LORENZI, 2002).

Devido as caracteristicas marcantes de P. reticulata, as arvores podem ser
faciimente reconhecidas em campo (NOVAES et al., 2010). Apresentam tronco
cilindrico, ramificagao dicotdmica, copa irregular aberta, pouco densa e com ramos
terminais lenticelados. A superficie da casca externa ou ritidoma €& suberosa e
relativamente fina, de cor grisacea a pardacenta, com fissuras que se fragmentam em
placas lenhosas que sédo soltas na porgao superior (Figura 2b) (CARVALHO, 2009,
ROCHA; BORGES; ROMERO, 2014).

As folhas sao compostas, bipinadas de 15 a 20 cm de comprimento, possuem
3 a 12 pares de pinas opostas e 10 a 19 foliolos alternos (Figura 2c). As flores séo
hermafroditas, numerosas, esbranquicadas, dispostas em inflorescéncias em forma
de espiga (Figura 2d) (ROCHA; SOUZA-SILVA, 2002; MORIM, 2015).

O fruto é um criptolomento seco composto por duas partes, o epicarpo-
mesocarpo deiscente de coloragdo marrom (fruto maduro), e pelo endocarpo
indeiscente e segmentado que envolvem as sementes individualmente (Figura 2e)
(ROCHA; SOUZA-SILVA, 2002).

Os frutos possuem em média 10 a 12 sementes, estas sdo largo oval e
compressa, testa lisa, polida e de coloragcdo marrom claro a escuro (Figura 2f). A
espécie possui abundante produgéo de sementes, cerca de 15.000 a 33.200 por quilo
(WARWICK; LEWIS, 2003; CARVALHO, 2009).
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Figura 2 - Figuras ilustrativas de P. reticulata considerando: arvore adulta (a); tonco e casca (b), folhas (c), flores (d), frutos (e) e sementes (f).
Fonte: QUEIROZ, 2012. Adaptado pela autora.
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Segundo Lorenzi (2002), P. reticulata floresce entre os meses de setembro a
novembro e seus frutos amadurecem entre agosto e setembro, periodo onde a planta
esta destituida de folhagem. Suas flores sdo atraentes a pequenos insetos e
principalmente abelhas e vespas, sendo esses os agentes de polinizagédo da espécie
(entomofilia). Suas sementes sao dispersadas pelo vento (anemocoria) e o sistema
reprodutivo € principalmente por fecundagao cruzada (alégama) (LACERDA et al.,
2002; WARWICK; LEWIS, 2003).

A espécie apresenta importancia econémica devido a madeira de alta qualidade
que tem sido empregada para diversos fins. Por ser uma madeira leve, facil de
trabalhar e resistente aos organismos xil6fagos € amplamente utilizada para
construgao naval e civil, mobiliario de luxo, estacas, esteios e mourdes (BRAGA et al.,
2007; CARVALHO, 2009)

Além disso, P reticulata apresenta importancia ecologica devido ao seu
potencial para uso em recuperacdo e restauracdo de areas degradadas. E uma
espécie pioneira, capaz de fixar nitrogénio, com boa deposi¢éo de folhas sobre o solo,
dispersam sementes a longas distancias e adaptam-se a terrenos mais pobres,
caracteristicas que revelam o seu potencial para restauragdo e recuperacao de
ambientes degradados (CRUZ et al., 2012; PILON; DURIGAN, 2013).

As arvores também s&o uteis a ornamentacao e paisagismo. A casca do tronco
fornece tinta amarela que pode ser utilizada em tinturaria e coloracdo de fios de
algodao e suas flores e frutos formam arranjos intitulados “flores do planalto”.
Apresentam ainda propriedades medicinais, sendo muito utilizada como cicatrizante
(ROCHA; SOUZA-SILVA, 2002; AQUINO; WALTER; RIBEIRO, 2007).

2.4 Diversidade genética e Marcadores moleculares

Ao longo das ultimas décadas, as iniciativas conservacionistas aumentaram
em grande escala, porém, ainda nao séo suficientes para garantir a conservagéo dos
ecossistemas, cuja manutengao esta seriamente comprometida (CUNHA et al., 2011;
SILVA JUNIOR et al., 2016).

Para que as agbes de manejo e de conservagao sejam bem-sucedidas, €
fundamental conhecer como as espécies estao estruturadas em suas populagdes e
como a diversidade genética, que fornece o potencial adaptativo de uma espécie, esta

estruturada dentro e entre as populagdées (GALETTI JR. et al., 2008).
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Do ponto de vista molecular, a diversidade genética é visualizada por meio do
polimorfismo, de um ou mais fragmentos de DNA, entre os individuos de uma
populagao (RAMALHO et al., 2012). Pode ser definida ainda, como a quantidade total
de variagdes genéticas observadas tanto dentro como entre as populagdes (MUNIZ et
al., 2014).

De acordo com Hamrick et al. (1982) as espécies arbdreas tendem a ter os
mais elevados niveis de diversidade devido aos variados sistemas reprodutivos,
sindromes de polinizagcéo e dispersao. Entretanto, tem-se observado uma alteracéo
na porcentagem de variagdo encontrada em populagdes naturais, devido ao
isolamento dessas populagdes, decorrente dos processos de fragmentacéao florestal
(VIEGAS et al., 2011).

Assim, o conhecimento da diversidade genética nas espécies vegetais é de
fundamental relevancia para subsidiar estratégias conservacionistas e para avaliar o
impacto das atividades humanas na biodiversidade (CRUZ et al., 2011). A literatura
fornece diversos exemplos de pesquisas que ja estdo sendo realizadas com essa
finalidade (MARTINS et al.,, 2008; SANTANA et al., 2011; ROSSI et al.,, 2014;
MAGALHAES et al., 2015; RAMALHO et al., 2016).

A avaliagédo da diversidade genética era a principio realizada a partir de
informacgodes fenotipicas. Com os avangos na biologia molecular, as analises puderam
ser realizadas com o auxilio dos marcadores moleculares, que permitiram detectar a
variacao genética nas espécies diretamente a nivel de DNA (CRUZ et al., 2011).

Os marcadores moleculares surgiram na década de 1980 e se destacam por
serem fenotipicamente neutros, aplicaveis a qualquer material vegetal e em qualquer
estagio de desenvolvimento, permitindo obter um numero quase ilimitado de
polimorfismos distribuidos aleatoriamente ao longo de todo o genoma (FALEIRO,
2007; GUIMARAES et al., 2009). Um marcador molecular pode ser definido como
sendo qualquer fendtipo molecular oriundo de um gene expresso ou de um segmento
especifico de DNA (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

As isoenzimas foram os primeiros marcadores moleculares a serem
desenvolvidos, entretanto, a baixa capacidade de evidenciar polimorfismo entre
genotipos muito proximos, levaram a busca por aprimoramentos nas técnicas da
biologia molecular. A partir dai os novos marcadores passaram a ser desenvolvidos
especificamente a partir do DNA, sendo conhecidos como marcadores de DNA
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998; FALEIRO, 2007)
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Os marcadores de DNA, segundo Silva (2012), sao herdados geneticamente e
sao capazes de detectar variagbes nas sequéncias de DNA. Assim, & possivel
identificar divergéncias e semelhangas entre os individuos a partir das diferengas
entre as sequéncias de nucleotideos (TOPPA; JADOSKI, 2013).

Com a possibilidade de detec¢ao de polimorfismo diretamente a nivel de DNA,
diversas classes de marcadores puderam ser desenvolvidas. Inicialmente, os
marcadores foram evidenciados por meio de enzimas de restrigdo, que permitiram a
analise de comprimento de fragmentos de DNA, como no caso do RFLP (“Restriction
Fragment Length Polymorphism”) (AVISE, 1993; FALEIRO, 2007; SILVA, 2012).

Posteriormente, com o advento da técnica de Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) outras classes de marcadores moleculares foram desenvolvidas.
Entre eles pode-se citar o RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA - Polimorfismo
de DNA Amplificado ao Acaso) (WILLIAMS et al., 1990); AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism - Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos Amplificados)
(VOS et al, 1995); SSR (Simple Sequence Repeats - Sequéncias Simples Repetidas)
ou microssatélites (LITT; LUTY, 1989) e o ISSR (Inter Simple Sequence Repeats - Inter
Repeticdes de Sequéncia Simples) (MEYER et al.,, 1993; GUPTA et al.,, 1994;
ZIETKIEWICZ, RAFALSKY; LABUDA, 1994). Tais marcadores sdo considerados as
principais classes para estudos genéticos vegetais (MALIK et al., 2014).

As diferentes classes de marcadores sao caracterizadas pela tecnologia
utilizada para revelar a variabilidade ao nivel do DNA, quanto a capacidade de
identificar polimorfismos, custo, facilidade de uso e repetibilidade. Para serem
visualizados, tais marcadores precisam ser submetidos a técnicas eletroforéticas, o
que permite diferenciar os individuos de acordo com o perfil que ele apresenta
(BORBA et al., 2005; HOFFMANN; BARROSO, 2006; FALEIRO, 2007).

Existe um acervo de publicagdes revelando as finalidades para as quais os
marcadores moleculares podem ser utilizados. Dentre essas finalidades pode-se citar
os estudos de diversidade genética em populagdes naturais, melhoramento e
mapeamento genético, fingerprinting, caracterizagdo e identificagdo de variagdes
genéticas, estudos de conservacdo e manejo florestal (BOREM; CAIXETA, 2009;
GONGCALVES et al., 2014; ROSSI et al., 2014; RAMALHO et al., 2016).

Os marcadores moleculares podem ser divididos em marcadores dominantes
e marcadores codominantes de acordo com a capacidade de diferenciar gendtipos
homozigotos dominantes de heterozigotos (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998;
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MARCELINO et al., 2007).

Os marcadores codominantes (RFLP, VNTR e SSR) permitem a diferenciagao
entre os gendtipos homozigotos dominantes (AA) dos heterozigotos (Aa), sendo o
polimorfismo identificado pela presengca de bandas de tamanhos diferentes (alelos)
em um mesmo loco. Ja os marcadores dominantes, tais como o RAPD, AFLP e ISSR,
sao aqueles que nao fazem distincdo entre homozigotos dominantes dos
heterozigotos. Nesse caso, os polimorfismos entre os individuos s&o identificados nas
analises eletroforéticas pela presenga ou auséncia de bandas (MARCELINO et al.,
2007; CRUZ et al., 2011; RAMALHO et al., 2012).

Por apresentarem tais caracteristicas, os marcadores dominantes sao
considerados menos informativos que os codominantes, no entanto, tais marcadores
produzem numa unica reagao multiplos fragmentos de DNA (considerados locos), sem
a necessidade de primeiro conhecer a sequéncia de DNA das regides alvo (NG; TAN,
2015). Além disso, os marcadores dominantes apresentam natureza hipervariavel,
alta transferibilidade e baixo custo, enquanto que os marcadores codominantes sao
desenvolvidos especificamente para a espécie de interesse, o que eleva o custo de
sua utilizacao, pois embora existam trabalhos com sucesso de transferibilidade, essa
ainda é limitada (BOREM; CAIXETA, 2009; SOUZA, 2015).

Dentre os marcados dominantes, os marcadores ISSR tem revelado grande
potencial para analises de diversidade genética, sendo uma técnica alternativa para
estudos de polimorfismos baseados em microssatélites (SILVA et al., 2011).

Para a técnica de marcadores ISSR, s&o utilizados como primers
oligonucleotideos complementares as regides do genoma conhecidas como
sequéncias microssatélites. Os microssatélites consistem em curtas regides no
genoma (dois a cinco nucleotideos) repetidas em tandem na sequéncia de DNA.
Assim, os ISSRs sdo segmentos de DNA flanqueados nas extremidades, por tais
sequéncias microssatélites (NG; TAN, 2015; SOUZA, 2015).

A técnica de marcadores ISSR foi desenvolvida por grupos de pesquisas
independentes por volta de 1990 (MEYER et al.,, 1993; GUPTA et al., 1994;
ZIETKIEWICZ, RAFALSKY; LABUDA, 1994) e envolve a amplificagdo de DNA por
PCR e a utilizagado de um unico primer (de 16 a 25 pares de base) desenvolvido com
base nas sequéncias microssatélites nas extremidades 5’ e 3’ (GUIMARAES et al.,
2009; IDREES; IRSHAD, 2014).

Nas analises de variagado genética a escolha de um bom marcador deve levar



28

em consideragdo o poder do marcador em detectar alta variabilidade genética, a
natureza da informagao (dominante ou codominante) e a facilidade no uso da técnica
(ANNE, 2006).

Nessa perspectiva, os marcadores ISSR tem se mostrado ideais para varios
estudos, apresentando em relagdo aos outros marcadores dominantes diversas
vantagens, como alta informatividade, facilidade da técnica no laboratério, baixo custo
e alta reprodutibilidade (IDREES; IRSHAD, 2014; NG; TAN, 2015).

Devido a essas caracteristicas, esses marcadores tém sido utilizados em
estudos para diferentes finalidades, como analises de diversidade e conservagao
genética, mapeamento genético, biologia evolutiva, filogenia, investigacdo de
germoplasma, relagdes intraespecificas (SANKAR; MOORE, 2001; REDDY et al.,
2002; TANYA et al., 2011; CAMARGO et al., 2013).

Esses marcadores também tém sido utilizados com sucesso em analises de
diversidade genética em espécies arbdéreas tais como: Bertholletia excelsa
(RAMALHO, 2016), Elaeis guineensis (CHAGAS et al., 2015), Hancornia speciosa
Gomes (COSTA et al., 2015) e Lecythis pisonis Cambess (BORGES, 2016). Também
sao utilizados para anadlises em espécies da familia Fabaceae, como Mimosa
caesalpiniaefolia Benth. (ARAUJO et al., 2016), Prosopis cineraria (L.) Druce
(SHARMA, 2011) e Vicia amoena (LIU et al., 2013). Em tais pesquisas, os marcadores
demonstraram potencial para revelar e quantificar a diversidade genética das

espécies.
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3 OBJETIVOS
3.10bjetivo Geral

Caracterizar a diversidade e estrutura genética da espécie Plathymenia
reticulata, em um remanescente de Floresta Estacional Semidecidual Montana na

regiao sul do Espirito Santo.
3.2 Objetivos Especificos

o Estimar e comparar a magnitude e a distribuicdo da variabilidade genética
entre os individuos amostrados, utilizando marcadores moleculares Inter

Simple Sequence Repeat —ISSR,;

o Verificar os possiveis efeitos do corte seletivo sobre a variabilidade genética

da espécie;

o Comparar a variabilidade genética das arvores adultas com a variabilidade
genética das plantulas originadas de sementes coletadas no interior do
fragmento (mistura de progénies) e regenerantes nas areas em processo de

regeneracao natural no entorno;

o Analisar como a diversidade genética esta particionada entre e dentro das

unidades amostrais;

o Avaliar o potencial dos individuos adultos demarcados para serem utilizados
como arvores matrizes para coleta de sementes e producdao de mudas com

maior variabilidade genética.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Area de estudo

O estudo foi desenvolvido em dois fragmentos florestais e em areas de
pastagens nas proximidades em processo de regeneracao natural, localizados no
municipio de Guagui-ES e entre as coordenadas geograficas 20°53’ latitude Sul e
41°42’ de longitude Oeste, com distancia de cerca de 20 km da sede do municipio
(Figura 3) (SANSEVERO; PIRES; PEZZOPANE, 2006).
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Figura 3 - Mapa de localizagdo da area de estudo, indicando o estado (Espirito Santo) e o municipio
(Guacui) onde a populacao de P, reticulata da Floresta da Rosal esta localizada. Fonte: A autora.

Um dos fragmentos florestais é conhecido como Floresta da Rosal, um dos
remanescentes de Floresta Atlantica mais importante da regido (CURTO et al., 2013).
Possui aproximadamente 93 hectares e esta localizado na Area de Preservagdo
Permanente (APP) da Usina Hidrelétrica Rosal (UHE Rosal), pertencente a empresa
CEMIG (Companhia Energética de Minas Gerais). A usina possui uma area de espelho
d’agua de 170 hectares e é limitada pelos municipios de Guagui, Sdo José do
Calgado/ES e Bom Jesus do Itabapoana/ RJ (REZENDE et al., 2009; CURTO, 2011).
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O segundo fragmento florestal esta em uma propriedade particular e possui
acessibilidade para coletas. A separagdo entre estas areas florestais é de
aproximadamente 100 metros e estdo interconectadas por pequenos remanescentes
florestais e areas de pastagens.

Toda a area de estudo é contemplada pela fitofisionomia Floresta Estacional
Semidecidual Montana e relevo acidentado com altitude média de 650 metros
(REZENDE et al., 2009).

Segundo a classificagdo de Kdppen, o clima da regido se enquadra no tipo Cfa
(subtropical, com verao quente), com temperatura média anual de 19 °C e precipitagcao
anual em torno de 1.246 mm (ALVARES et al., 2013).

A construcao da UHE Rosal teve inicio em 1999 e ao final de 2004 a empresa
CEMIG adquiriu o controle acionario da usina (CACHAPUZ, 2006). Entretanto, por
volta de 1990, toda a area de estudo, incluindo os fragmentos no entorno da usina
passaram por um grande processo de exploracao de seus recursos madeireiros, pois
ainda pertencia a uma propriedade particular. Para atender a demanda da fazenda,
os recursos madeireiros eram explorados de forma desordenada por meio de cortes
seletivos de madeiras nobres. Dentre as espécies arboreas do fragmento, a espécie
P. reticulata teve sua madeira utilizada na construgao de estacas, esteios e mourdes
para cercas e currais. Além disso, grande parte das atividades de pecuaria eram
desenvolvidas dentro do fragmento, o que resultou na formagao de trilhas e destruicao
da regeneracao local (LAGE, 2012).

De acordo com Oliveira, Santos e Santos (2010) apenas 14,6% da area no
entorno da represa € coberta por fragmentos florestais. Estas informagdes ressaltam
a importancia do desenvolvimento de estudos nos fragmentos remanescentes da
regiao.

O presente estudo esta inserido no projeto intitulado “Desenvolvimento de
acdes para a recuperagao de areas degradadas no sul do Espirito Santo”, de parceria
institucional com a Empresa Rosal Energia S.A e o DCFM/CCAE/UFES, que prevé a
revegetacdo do entorno da UHE Rosal com espécies nativas em toda a faixa da area
de preservagcao permanente, além de elencar o potencial do fragmento como uma

area para coleta de sementes.
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4.2 Coleta dos dados

Foram amostrados individuos em trés fases de desenvolvimento, os quais
foram caracterizados em trés unidades amostrais: arvores adultas saudaveis e em
idade reprodutiva (A), plantulas originadas de sementes coletadas no interior do
fragmento — mistura de progénies (B) e individuos em areas de regeneragao natural
no entorno do fragmento (C).

Para a amostragem e coleta dos individuos adultos (unidade amostral A), o
meétodo utilizado foi a busca exaustiva, que consistiu de caminhadas por toda a area
e consultas a um parabotanico para reconhecimento da espécie e o levantamento do
namero de individuos de P. reticulata remanescentes. Cada individuo adulto
amostrado foi demarcado utilizando GPS (Sistema de Posicionamento Global),
avaliado dendrometricamente (altura estimada por avaliagao visual e didmetro a altura
do peito (DAP), medido a 1,30 m do solo com fita diamétrica) e descrito conforme ficha
de campo para cadastro e caracterizagdo de arvores matrizes (Anexo 1).

A unidade amostral A foi dividida em duas subunidades amostrais (A1 e A2),

que se referem a dois pontos de coletas dos individuos adultos (Figura 4).
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Figura 4- Mapa de localizacdo dos grupos amostrados incluindo as unidades amostrais de adultos de P.
reticulata na area preservada (A1), na area particular (A2) e as trés areas de regeneracao (C1, C2 e C3),
ocorrentes em Guagcui-ES. Fonte: A autora.
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A subunidade A1 foi composta por 19 arvores (de 7 a 35 m de alturae 15 a
119 cm de DAP), numeradas de 1 a 19 para as anadlises. Tais arvores foram
amostradas no interior do fragmento, na Area de Preservagdo Permanente - APP
pertencente a CEMIG. A subunidade A2 refere-se a uma area particular onde foram
amostrados 48 individuos (de 10 a 40 m de altura e 15 a 65 cm de DAP), numerados
de 20 a 67. Essa area particular € propriedade de um produtor rural e esta localizada
proxima ao fragmento, separado deste por aproximadamente 100 metros. E uma area
de maior extensdo, comparada a area da Floresta da Rosal e possui um numero
expressivo de individuos adultos de P. reticulata, além de acessibilidade para coletas.
Totalizou-se 67 arvores adultas coletadas (Apéndice 1).

A unidade amostral B foi composta por plantulas originadas de sementes
coletadas no interior do fragmento. As sementes foram extraidas de frutos maduros
coletados apdés a queda natural no solo. Para tal amostragem, um numero
aproximadamente semelhante de frutos foi coletado em cada arvore, sendo o numero
de sementes variavel para cada fruto. Dessa forma, foram coletadas 360 sementes
de 20 individuos adultos que estavam em idade reprodutiva.

Apoés as coletas das sementes, estas foram armazenadas em sacos de papel
e acondicionadas na geladeira. Posteriormente, foram submetidas a testes de
germinagao, conduzidos no Laboratorio de Analise de Sementes (LAS) do Centro de
Ciéncias Agrarias e Engenharias da Universidade Federal do Espirito Santo,
CCAE/UFES, Alegre/ES. Para os testes, foram utilizadas 180 sementes em BOD
(cAmara de germinagao) com temperatura constante de 25 °C e 180 em casa de
vegetagao com tela sombrite 50%, sem controle de temperatura.

Os testes se iniciaram pela retirada da pelicula membranacea das sementes e
aquelas que apresentavam tamanho reduzido, presenca de insetos e malformacdes
foram descartadas. As etapas seguintes consistiram em lavagem em alcool 70% por
15 segundos; enxague com agua destilada; imersdo em hipoclorito de sédio por 2
minutos, finalizando com 3 enxagues com agua destilada.

O experimento conduzido em BOD foi instalado em um delineamento
inteiramente casualizado de 4 repeticdes com 45 sementes cada. As sementes foram
dispostas em quatro bandejas com areia esterilizada em estufa a 140 °C durante 16
horas. Apos 30 dias de semeadura, o experimento em BOD resultou na germinagao
de 80 plantulas sadias que foram transferidas para sacos de polietileno preto-opaco

de 10 cm largura x 18 cm de comprimento, contendo substrato Terra Nutri (Figura 5).



34

Figura 5 - Experimento conduzido e BOD (A) e plantulas transferidas para sacos de polietileno apés
a germinacao (B), Laboratdrio de Anélise de Sementes- CCAE/UFES, Alegre/ES. Fonte: A autora.
Para os testes de germinagdo em casa de vegetacao (Figura 6), as sementes
foram semeadas em sacos de polietileno preto-opaco 10 cm de largura x 18 cm de
comprimento (uma semente por saco), contendo substrato Terra Nutri e foram
irrigadas de acordo com a necessidade da espécie. Um total de 76 sementes

germinaram ao final de 30 dias de semeadura.

CCAE/UFES, Alegre/ES. Fonte: A autora.

Embora o experimento total tenha resultado na germinacao de 156 plantulas,
apenas 42 individuos, de aproximadamente 20 cm, sobreviveram até a fase onde as
amostras foliares puderam ser coletadas.

A unidade amostral C foi constituida por individuos regenerantes amostrados
em trés areas de regeneragao natural ao redor do fragmento (Figura 4). Cada area
demarcada foi denominada como uma subunidade de regenerantes (C1, C2 e C3) e
estao distantes entre si por aproximadamente 550 m. O numero total de regenerantes

demarcados em cada subunidade foi variavel, contudo foi coletado um N
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representativo da quantidade de individuos presentes nas areas. Totalizou-se 40
individuos regenerantes demarcados. As coordenadas geogréficas de cada area e o
numero de individuos coletados em cada uma, estdo descritas na Tabela 2 e a Tabela
3 indica a distancia aproximada (em metros) das areas de regeneragao em relagao a

cada uma das localidades de arvores adultas.

Tabela 2 - Coordenadas geogréficas (latitude e longitude) e o nimero de individuos (N) das trés
subunidades amostrais de regenerantes de P. reticulata, localizados no entorno do fragmento estudado
em Guagui-ES

Subunidades de Regenerantes Latitude Longitude N
C1 20°53'25.3" S 041°42'36.7" W 23
Cc2 20°53'28.0"S 041°42'49.9"W 9
C3 20°53'39.3" S 041°42'28.4" W 8

Tabela 3 - Distancias geograficas em metros entre as areas de regeneracdo (C1l, C2 e C3) e as
localidades de adultos (Al e A2) de P. reticulata em Guacui-ES

Grupos Al A2
C1 25m 30m
Cc2 60m 450 m
C3 100 m 550 m

Portanto, foram coletados para o estudo 67 arvores adultas (coletados na APP
e na area particular), 42 individuos compondo uma mistura de progénies e 40 jovens
regenerantes (em trés areas ao redor do fragmento), totalizando 149 amostras para

as analises moleculares.

4.3 Extragcao do DNA

As amostras foliares dos individuos de cada unidade amostral foram coletas,
acondicionadas em sacos de papel devidamente identificados contendo silica gel e
encaminhados ao Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular (BqMol) do Centro
de Ciéncias Agrarias e Engenharias da Universidade Federal do Espirito Santo,
CCAE/UFES, Alegre-ES, onde as andlises foram realizadas.

No laboratério, as amostras foram transferidas para sacos de aluminio e
armazenadas em freezer -30 °C para serem submetidas a liofilizagdo, método que
possibilita a preservacdo das amostras, por meio da desidratagdo do produto
congelado, impedindo a oxidagdo. Para o processo de liofilizagao (Liofilizador L108
da Liobras) cada amostra foi deixada por no minimo 24 horas a -30 °C e apds serem

liofilizadas, foram novamente armazenadas em sacos de aluminio e em caixas
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vedadas contendo silica gel.

O protocolo para a extragcdo de DNA das amostras foi baseado no método
originalmente descrito por Doyle e Doyle (1990) com algumas modificagdes propostas
pelo Instituto Agrondmico de Campinas (IAC), adequado para espécies que possuem
altas concentragdes de polissacarideos.

Cada amostra liofilizada foi macerada individualmente em almofariz com
pistilo de porcelana e cerca de 300 mg foi armazenado em eppendorf de 2 mL. O
tampéo de extragao utilizado no protocolo teve a seguinte composigao: 2% CTAB, 100
mM de Tris-HCI pH 8,0, 1,4 M de NaCl, 20 mM de EDTA pH 8,0, 1% de PVP e 0,2%
B-mercaptoetanol.

Os procedimentos da técnica de extragcao de DNA adotada estdo descritos a
sequir:

1. Adicionar 700 uL de tampao de extracao no eppendorf contendo o tecido
vegetal macerado e homogeneizar;

2. Deixar por 30 min a 65 °C em banho-maria e homogeneizar a cada 10
minutos a fim de permitir que o tampao esteja em contato com todo o material
macerado;

3. Apos a retirada do banho-maria adicionar 650 pL de Cloroférmio-Alcool
Isoamilico (CIA) na proporgéo 24:1 e homogeneizar até formar uma emulséo;

4. Centrifugar a 12.000 rpm por 10 min (todos os passos de centrifugacao
foram realizados em centrifuga Pico 21 da Thermo Scientific, raio de 7,5 cm),

5. Transferir a fase aquosa formada na centrifugagao para um novo eppendorf
de 2,0 mL;

6. Adicionar 200 pL de tampéo de extracao juntamente com 650 uL de CIA e
homogeneizar;

7. Centrifugar a 12000 rpm por 10 min;

8. Transferir a fase aquosa para um novo eppendorf de 1,5 mL e adicionar 650
uL de CIA;

9. Centrifugar a 12000 rpm por 10 min;

10. Transferir a fase aquosa para outro eppendorf de 1,5 mL e adicionar 1
volume de isopropanol gelado + 230 uL de acetato de aménio para precipitagdo do
DNA e homogeneizar;

11. Centrifugar a 12000 rpm por 10 min;

12. Lavar a superficie do precipitado com 250 uL de etanol 70% por 3 vezes;
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13. Retirar o etanol e deixar secar em temperatura ambiente;

14. Resuspender o DNA em 50 uL de TE com RNAse (40 pg/mL) e deixar em
banho maria a 37 °C por 30 min.

Ao finalizar as extragcdes, as amostras foram quantificadas por
espectrofotometria no aparelho NanoDrop (Thermo Scientifc 2000C) para identificar a
pureza e as concentracdes do DNA obtido. O parametro de pureza adotado foi a
relacdo de absorbancia a 260 e 280 nm (Azso /A 280), ideal no intervalo de 1,8 a 2,0
(BARBOSA, 1998).

Ap06s a quantificagcédo, as amostras de DNA foram diluidas para a concentragéo
final de 10 ng YL e armazenadas em freezer -20 °C para serem utilizadas nas

analises moleculares. O DNA estoque concentrado foi armazenado em freezer -30 °C.
4.4 Analises com marcadores Inter-Simple Sequence Repeat —ISSR.

Para a realizacdo dos testes de amplificacdo foram utilizadas incialmente 28
primers ISSR (Tabela 4), a fim de que fossem selecionados os iniciadores mais
polimérficos, com melhor perfil de amplificagdo, bandas nitidas e distintas. Estes
primers foram desenvolvidos pela University of Britsh Columbia (UBC), Vancouver,
Canada, sendo os testes iniciais realizados em amostras de DNA de cinco individuos.
Tabela 4 - Primers ISSR desenvolvidos pela University of British Columbia (UBC), testados em

amostras de DNA de cinco individuos da espécie Plathymenia reticulata e suas respectivas sequéncias
(5-3)

(Continua)
Primers Sequéncias (5’-3°) *
UBC 802 ATA TAT ATA TAT ATA TG
UBC 807 AGA GAG AGA GAG AGA GT
UBC 808 AGA GAG AGA GAG AGA GC
UBC 809 AGA GAG AGA GAG AGA GG
UBC 810 GAG AGA GAG AGA GAG AT
UBC 811 GAG AGA GAG AGA GAG AC
UBC 812 GAG AGA GAG AGA GAG AA
UBC 813 CTCTCTCTCTCTCTCTT
UBC 814 CTC TCTCTC TCT CTC TA
UBC 815 CTC TCTCTC TCT CTC TG
UBC 816 CAC ACA CAC ACACACAT
UBC 818 CAC ACA CAC ACACACAG
UBC 822 TCT CTC TCT CTC TCT CA
UBC 824 TCT CTC TCT CTC TCT CG
UBC 825 ACA CACACACACACACT

UBC 827 ACA CAC ACACACACACG
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Tabela 4 - Primers ISSR desenvolvidos pela University of British Columbia (UBC), testados em
amostras de DNA de cinco individuos da espécie Plathymenia reticulata e suas respectivas

sequéncias (5’-3’
(Concluséo)

Primers Sequéncias (5°-3’) *

UBC 829 TGT GTG TGT GTG TGT GC
UBC 833 ATA TAT ATA TAT ATA TYG
UBC 834 AGA GAG AGA GAG AGA GYT
UBC 836 AGA GAG AGA GAG AGA GYA
UBC 840 GAG AGA GAG AGA GAG AYT
UBC 842 GAG AGA GAG AGA GAG AYG
UBC 849 GTG TGT GTG TGT GTG TYATCCA
UBC 852 TCT CTC TCT CTC TCT CRA
UBC 855 ACA CAC ACA CACACACYT
UBC 856 ACA CAC ACA CAC ACA CYA
UBC 868 GAA GAA GAA GAA GAA GAA
UBC 891 HVHTGT GTG TGT GTG TG

* A= Adenina; T= Timina; C= Citosina; G= Guanina; H=(A, Tou C); R=(AouG);V=(A,CouG) e
Y=(CouT).

Os ensaios de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) foram realizados em
um volume final de 20 pyL por amostra, sendo o mix constituido por: tampé&o 1X (10
mM Tris-HCI (pH 8.5) e 50 mM de KCI), MgClz (2,5 mM), dNTP (1 mM), primer (0,2
mM), 1 unidade de Tagq DNA polimerase e 50 ng de DNA gendmico.

As amplificacbes foram realizadas em termociclador Applied Biosystem,
modelo Veriti, nas seguintes condicdes: uma etapa inicial de desnaturacdo a 94 °C
por 5 min, seguidas de 35 ciclos constituidos por 3 etapas: 45 segundos a 94 °C, 45
segundos a 52 °C e 90 segundos a 72 °C, e extensao final de 72 °C por 7 minutos.

Os produtos de amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 2% para a separagdo dos fragmentos. Todas as corridas eletroforéticas
foram realizadas em TBE 1X (Tris - 0,089 M, Acido borico — 0,089 M e EDTA- 0,002
M), a uma voltagem de 96 Volts, com duracdo de aproximadamente 5 horas. Em
seguida, os géis foram corados por imersao em solucdo de brometo de etidio (0,50
pMg/mL) durante 40 minutos.

Posteriormente, os géis foram lavados em agua corrente para retirada do
excesso de brometo e foram fotografados sob luz UV em fotodocumentador
(ChemiDoc MP Imaging System — Bio Rad). O tamanho molecular dos fragmentos
amplificados foi estimado com marcador de peso molecular (Ladder) de 100 pares de
base (pb).
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4.5 Analise estatistica dos dados

Os géis fotodocumentados foram submetidos a uma leitura cuidadosa a fim de
se identificar os fragmentos com melhor perfil de amplificagéo. A analise consistiu em
interpretar para cada primer o padrdao de bandas exibidas. Cada banda ISSR foi
considerada como um loco independente. Dessa forma, as bandas que ocupavam a
mesma posigao para os individuos indicavam amplificagdo do mesmo fragmento de
DNA, ou seja, uma banda monomérfica para aquele loco génico. Bandas em posi¢cdes
distintas eram de locos diferentes e portanto polimoérficas.

A partir dessa analise foi gerada uma matriz binaria envolvendo os 149
individuos amostrados, onde foi atribuido valor igual a 1 para a presenca de banda e
0 para auséncia. Analises descritivas dos dados incluindo numero total de bandas
(NTB), numero de bandas polimdrficas (NBP), porcentagem de bandas polimorficas
(PBP) por primer e a variagdo de tamanho dos fragmentos gerados, em pares de
bases (TPB), também foram realizadas.

O conteudo de informagao polimdrfica (PIC) foi calculado para discriminar o
poder do marcador em detectar polimorfismos entre os individuos, conforme proposto
por Roldan-Ruiz et al. (2000), tendo como indicadores a auséncia e a presencga de

bandas:

(1)
PICi= 2fi (1 - fi)

Onde:

PICi = O conteudo de informagao polimérfica do marcador i;
fi = Afrequéncia dos fragmentos presentes na amostra;

1 - fi = Afrequéncia dos fragmentos ausentes.

A matriz binaria de presenga/auséncia de bandas foi submetida a andlises
estatisticas para estimativas dentro e entre os grupos (unidades amostais).

O numero otimo de fragmentos polimorficos indicados para estudos de
diversidade genética com a espécie P. reticulata, foi estimado por meio da analise de
bootstrap com o auxilio do software GENES (CRUZ, 2013). Para cada par de
individuos a similaridade genética foi estimada a partir de simulagdes com
reamostragens de diferentes tamanhos (10, 11, 12...100 bandas) com 2.000

permutacdes, obtendo-se as estimativas de correlagao (r) entre os valores da matriz
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de similaridade original e a matriz simulada com diferentes numeros de fragmentos.
O valor de estresse (E) que indica o ajuste entre essas matrizes também foi calculado.
O numero de fragmentos foi considerado satisfatério quando o valor do estresse foi

inferior a 0,05 e a correlagdo mais proxima de 1 (KRUSKAL, 1964).

4.5.1 Analises dentro dos grupos

A comparagao genética entre os pares de individuos de arvores adultas, foi
estimada por meio dos indices de dissimilaridade, a fim de verificar a variagdo genética
entre os individuos. A comparagéo foi realizada considerando todas as arvores adultas
coletadas e para cada subunidade (A1 e A2) individualmente. Para tal analise, foram
estimados inicialmente os coeficientes de similaridade (S) entre os pares de individuos
com base no coeficiente de Jaccard (JACCARD, 1901), que representa a razédo entre
o numero de coincidéncias e o numero total de bandas, excluindo a coincidéncia

negativa (MEYER et al., 2004), pela expresséao:
(2)

a

Sj=————
) a+b+c

Onde:

a = Numero de coincidéncias do tipo 1 — 1 para cada par de individuos;
b = Numero de discordancias do tipo 1 — 0 para cada par de individuos;

¢ = Numero de discordancias do tipo 0 — 1 para cada par de individuos;

A partir das medidas de similaridade obteve-se os indices de dissimilaridade

entre os pares de individuos pela expressao:

3)
Onde:

D= Dissimilaridade
S= Similaridade

Com base na matriz de dissimilaridade obtida, foi determinado o numero de
agrupamentos genéticos entre os individuos pelo método da ligagdo média nao

ponderada entre grupos (UPGMA), sendo o resultado representado na forma de
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dendrograma.

O ponto de corte (Pc) para determinagdo do numero de grupos formados no
dendrograma, foi estabelecido pelo critério estatistico proposto por Mojema (1977),
pela equacgéo:

(4)
Pc=m + kdp

Onde:

m = a média dos valores de distancia dos niveis de fusdo correspondentes
aos estadios;
k=1,25 (MILLIGAN; COOPER, 1985);

dp = desvio padrao.

O coeficiente de correlagéo cofenética (CCC) foi estimado a fim de verificar a
confiabilidade dos dados e a consisténcia dos agrupamentos, ou seja, o ajuste entre
as medidas de dissimilaridades originais e as geradas graficamente (SOKAL; ROHLF,
1962). Todas as analises descritas acima foram realizadas com o auxilio do programa
GENES (CRUZ, 2013).

A diversidade genética molecular foi estimada por meio do programa
POPGENE 1.32 (YEH; BOYLE,1997), pressupondo para os calculos que os locos
estavam em Equilibrio de Hardy-Weinberg. Foram estimados os seguintes parametros
de diversidade: porcentagem de locos polimorficos (PLP), numero de alelos
observados (Na), numero de alelos efetivos (Ne), indice de diversidade genética de
Nei (H’) (NEI, 1973) e indice de Shannon (I) (SHANNON; WEAVER, 1949). Os
parametros foram calculados para cada uma das unidades amostrais e suas

subunidades e em nivel populacional considerando todos os individuos amostrados.

4.5.2 Analises entre os grupos

Para as estimativas entre os grupos, calculou-se a analise de variancia
molecular (AMOVA) de acordo com Excoffier, Smouse e Quattro (1992), para revelar
a distribuicao de diversidade genética dentro e entre as unidades amostrais. Com o
auxilio do programa Arlequin, versdo 3.11, foi calculado uma AMOVA geral
considerando todas as unidades amostrais e uma AMOVA entre cada uma das
unidades amostrais comparadas entre si.

O fluxo génico entre as arvores adultas foi estimado indiretamente a partir das
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estimativas de divergéncia genética entre grupos (Gst), em fungéo de Nm, pelaformula
Nm = 0,5 (1-GsT) /Gst (McDERMOTT; McDONALD, 1993). A distancia genética entre
todas as unidades amostrais também foi realizada usando o modelo proposto por Nei
(1978). Essas analises foram realizadas com o programa POPGENE 1.32 (YEH;
BOYLE, 1997).

A partir da matriz de dissimilaridade genética entre os individuos obtida no
programa GENES (CRUZ, 2013), foi realizada a andlise de coordenadas principais
(PCoA) para identificar a posigao relativa entre os individuos em um espago
multidimensional, por meio do software estatistico R (TEAM, 2015).

Por fim, para inferir o numero de grupos genéticos (K), nos quais os gendétipos
encontram-se estruturados, foi conduzida a abordagem bayesiana entre as
subunidades de arvores adultas e em nivel de espécie (incluindo todos os individuos
amostrados na area em estudo), utilizando o software STRUCTURE 2.3
(PRITCHARD; STEPHENS; DONNELY, 2000). Para cada valor de K, foram realizadas
20 corridas com 1.000.000 de interagbes de Monte Carlo, via Cadeias de Markov
(MCMC), com um descarte inicial (burn-in) de 250.000 interacdes.

Inicialmente, a analise foi aplicada para os gendétipos das arvores adultas. Para
verificar o numero de grupos mais provavel, foram testados os valores de K variando
de K=1 aK = 4. Ao assumir valores de K nos intervalos de 1 a 4, pressupde-se que
o Kreal € 1 (EVANNO; REGNAUT; GOUDET, 2005). Neste caso, a definicdo do valor
de K mais provavel para os agregados genéticos, foi estimada com base na média e
no desvio padrdo de cada valor de probabilidade de K, logaritmo neperiano da
probabilidade [LnP(K)].

Posteriormente, a analise foi realizada em nivel de espécie. Nesse caso, o
nuamero ideal de grupos genéticos (K) foi estimado com simulagdes entre K=1 a K=9,
partindo do principio que era possivel obter qualquer numero de K nesse intervalo,
entre os seis grupos (A1, A2, B, C1, C2, C3) de vinhatico. A definicdo do valor de K
mais provavel nesta anadlise, foi estimada pelo método AK proposto por Evanno,
Regnaut e Goudet (2005), usando o software STRUCTURE HARVESTER (EARL;
VONHOLDT, 2012).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Selecao dos primers ISSR

O método de extragdo de DNA adotado neste estudo mostrou-se €ficiente, pois,
permitiu a obtencao de DNA de boa qualidade, com valores de pureza (razao 260/280)
variando entre 1,8 e 2,0 assim como sugerido por Barbosa (1998). Portanto, o material
obtido permitiu a amplificacdo do DNA nos ensaios de PCR contribuindo para a
deteccao de polimorfismos entre os individuos de P. reticulata.

Embora a maioria dos iniciadores tenham mostrado perfil de amplificacdo
satisfatorios, entre os 28 primers testados, 10 foram selecionados (Tabela 5), por
apresentarem numero consideravel de locos e boa definicdo dos fragmentos
amplificados. Para os 149 individuos de P. reticulata avaliados, os 10 primers ISSR
selecionados possibilitaram a obtengcdo de 156 fragmentos amplificados. O numero
de bandas por iniciador, conforme descrito na Tabela 5, variou entre 9 (UBC 810) a 22
(UBC 812), mas em média, foram obtidas 15,6 bandas/primer, que variaram de 250 a
2080 pb. Dos 156 fragmentos, 101 foram polimérficos, resultando em um percentual
de 64,74% de polimorfismo. O iniciador UBC 818 foi o que revelou o maior numero de
bandas polimorficas (88,23%), enquanto o UBC 855 foi o menos informativo
apresentando apenas 28,57% de polimorfismo (Tabela 5).

O conteudo de informagao polimérfica (PIC) para cada marcador variou entre
0,18 (UBC 840) a 0,44 (UBC 818) com média de 0,38 (Tabela 5).
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Tabela 5 - Primers ISSR selecionados para P. reticulata e descricdo do nimero total de bandas
amplificadas (NTB) por primer ISSR (incluindo todas as unidades amostrais), nimero de bandas
polimorficas (NBP), porcentagem de bandas polimorficas (PBP), variagdo de tamanho dos fragmentos
gerados em pares de bases (TPB) estabelecido com base em marcador de 100pb e contelido de
informacé&o polimérfica (PIC)

Primer NTB NBP PBP (%)  TPB (max-min.) PIC
UBC 807 21 16 76,19 2080 - 250 0,41
UBC 810 9 6 66,66 1000 - 400 0,39
UBC 812 22 13 59,09 2000 - 300 0,37
UBC 818 17 15 88,23 1000 - 400 0,44
UBC 827 19 9 47,36 1900 - 450 0,42
UBC 834 17 14 82,35 1400 - 250 0,37
UBC 840 14 11 78,57 1000 - 250 0,18
UBC 842 13 9 69,23 900 - 350 0,43
UBC 855 14 4 28,57 1500 - 500 0,39
UBC 868 10 4 40 1000 - 500 0,42

TOTAL 156 101 64,74 - -

Atitulo de ilustragado do padrao de fragmentos obtidos, a Figura 7 exemplifica o

perfil de amplificagcdo com o primer UBC 807 em 27 individuos.
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Figura 7 - Fragmentos resultantes da amplificacdo do DNA gendmico de 27 individuos de P. reticulata em gel de agarose 2% com a utilizagao do primer UBC 807.
M - Marcador de peso molecular (Ladder 100 pb).
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Os polimorfismos detectados em estudos genéticos vegetais permitem inferir
como a diversidade genética esta distribuida dentro e entre os grupos e s&o de
particular importancia para a definicdo de estratégias de manutengao da variabilidade
das espécies (YEEH et al., 1996; CRUZ et al., 2011).

Em analises genéticas utilizando marcadores dominantes, como os ISSR, o
numero de fragmentos amplificados e fragmentos polimérficos utilizados para avaliar
a diversidade genética vegetal, é bastante variavel (GOIS et al., 2014). Os dados
obtidos neste estudo, corroboram com os resultados encontrados por outros autores
em estudos com metodologias similares. No trabalho de Ramalho et al. (2016) a
diversidade genética entre gendtipos de Bertholletia excelsa foi estimada utilizando
oito primers ISSR, obtendo-se 52 fragmentos, sendo 46 polimdrficos. A diversidade e
a estrutura populacional de Capparis spinosa, foram avaliadas por 10 iniciadores
ISSR, onde obteve-se 313 fragmentos, sendo 52% polimérficos (LIU et al., 2015). E
em estudos com Theobroma grandiflorum foram selecionados 15 primers ISSR,
gerando 102 fragmentos amplificados, dos quais 53 eram polimorficos (52% de
polimorfismo) (SILVA et al., 2016).

Para os autores acima, o numero de iniciadores e a porcentagem de
polimorfismo encontrado para as espécies foram considerados suficientes para avaliar
e quantificar a diversidade genética. Da mesma forma, os marcadores moleculares
ISSR utilizados nesse estudo mostraram eficiéncia em detectar polimorfismo em
vinhatico, revelando com a utilizagdo de 10 primers variabilidade genética satisfatoria
para a espécie (64,74% de polimorfismo).

Os valores de PIC por sua vez, foram descritos primeiramente por Botstein et
al. (1980) e revelam a qualidade do marcador em estudos genéticos, expressando a
capacidade do marcador em detectar variabilidade entre os individuos. De acordo com
o autor, marcadores que apresentam valores de PIC superiores a 0,5 sao classificados
como altamente informativos, valores entre 0,25 e 0,5 sdo mediamente informativos e
aqueles com valores inferiores a 0,25 sao considerados pouco informativos.

Entretanto, marcadores dominantes tendem a apresentar menores valores de
PIC devido ao seu carater bialélico (ROLDAN-RUIZ et al.,, 2000). De acordo com
Tatikonda et al. (2009) o valor maximo esperado para marcadores dominantes ¢ 0,5.
Assim, os primers mais informativos serdo aqueles que apresentarem valores de PIC

variando entre 0,45 e 0,5, pois quanto mais proximo de 0,5 maior sera a eficiéncia do
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marcador em determinar a variabilidade genética.

Dessa forma, os marcadores utilizados neste estudo podem ser classificados
como satisfatorios em conteudo informativo, pois apresentaram média de 0,38. Dentre
os dez primers utilizados, nove apresentaram valores de PIC variando entre 0,37 a
0,44. Os iniciadores UBC 807, 818, 827, 842, 868, foram os mais informativos com
PIC acima de 0,4, e apenas um dos iniciadores (UBC 840) foi considerado pouco
informativo apresentando valor de 0,18.

O numero otimo de locos, para a caracterizagdo confiavel da diversidade
genética para a espécie em estudo, foi a partir de 88 fragmentos polimérficos, quando

a correlagao (r) atingiu 0,98 e o estresse (E) assumiu valor de 0,04 (Figura 8).
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Figura 8 - Coeficiente de correlacdo (r) obtido pela andlise de bootstrap e numero de fragmentos
amplificados para os 149 individuos de P. reticulata empregando 10 primers ISSR.

A determinacéo do numero 6timo de locos tem sido citada em outros trabalhos
com espécies vegetais (SANTANA et al., 2011; GONCALVES et al., 2014; VIEIRA et
al., 2015). De acordo com esses autores, as analises contribuiram para otimizagao de
recursos e tempo, indicando o numero minimo de locos que devem ser utilizados em
analises de diversidade genética.

A partir da Figura 8 foi possivel constatar que o valor de correlagéo se

aproximou do valor maximo (1,0) a partir do numero 6timos de fragmentos (n = 88),
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revelando a consisténcia dos dados. Valores de E < 0,05 e de correlagdo mais proximo
de 1 s&o apontados por Kruskal (1964) como indicativo de o6tima precisdo das
estimativas. Neste estudo foram encontrados 101 locos polimérficos para P. reticulata,
um numero acima do estabelecido como 6timo (n=88), indicando assim, que o numero
de primers utilizados e o de fragmentos obtidos mostraram-se eficientes e precisos

para as analises de diversidade genética da espécie.
5.2 Diversidade dentro dos grupos

O grau de divergéncia e semelhancga genética entre os pares de individuos de
uma espécie podem ser verificados por meio dos valores de dissimilaridade, o que
revela dados importantes da estrutura genética da populagdo (CRUZ, 2011). Assim,
os indices de dissimilaridade obtidos por meio da complementaridade do coeficiente
de Jaccard, foram utilizados para a comparagao genética entre as arvores adultas de
P. reticulata e suas subunidades.

Entre os individuos da subunidade A1, os valores de dissimilaridade variaram
de 0,18 a 0,52 com média de 0,36. A menor distancia genética foi entre os individuos
15 e 16 e a maior distancia entre as arvores 1 e 10. A representacédo grafica dos
agrupamentos obtida pelo método UPGMA revelou a presenga de quatro grupos
(Figura 9). Utilizando o método de Mojema (1977) com k = 1,25, foi estabelecido o
ponto de corte de 94,55%. A consisténcia do agrupamento verificada pelo coeficiente
de correlagao cofenética foi de 87,18% (CCC= 0,8718).

Para as comparagdes entre os individuos da subunidade A2 os valores de
dissimilaridade variaram de 0,15 a 0,64 com meédia de 0,41. A menor distancia
genética foi entre o par 35 x 36 e a maior distancia entre 25 x 55. O agrupamento pelo
método UPGMA revelou seis grupos (Figura 10). O ponto de corte estabelecido foi de
85,41% e o coeficiente de correlagéo cofenética foi de 81,93% (CCC= 0,8193).

Quando todas as arvores adultas foram avaliadas conjuntamente os valores de
dissimilaridade variaram de 0,15 a 0,64, com média de 0,40, sendo as menores e
maiores distancias genéticas novamente evidenciadas entre os individuos 35 e 36 e
25 e 55, respectivamente. No dendrograma foram observados nove grupos (Figura
11). O ponto de corte estabelecido foi de 85,23% e o coeficiente de correlagéo
cofenética foi de 80,88% (CCC= 0,8088).
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Figura 9 - Dendrograma representativo da dissimilaridade genética na subunidade amostral A1, representada por 19 individuos adultos de P. reticulata, agrupados

pelo método UPGMA, formando quatro grupos. Ponto de Corte (Pc): 94,55%.
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Figura 10 - Dendrograma representativo da dissimilaridade genética na subunidade amostral A2, representada por 48 individuos adultos de P. reticulata, agrupados
pelo método UPGMA, formando seis grupos. Ponto de Corte (Pc): 85,41%.
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Figura 11 - Dendrograma representativo da dissimilaridade genética entre os 67 individuos adultos de P. reticulata, agrupados pelo método UPGMA, formando nove
grupos. Ponto de Corte (Pc): 85,23%.
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E possivel observar que a matriz de dissimilaridade revelou dados ajustados
ao dendrograma em todas as analises. Tal ajuste pode ser confirmado pelo alto valor
do coeficiente de correlagdo cofenética, que segundo Rohlf e Fisher (1968) deve
apresentar valores acima de 0,8. Assim, os resultados mostram-se satisfatorios e
revelam a conformidade entre as representagdes graficas das distancias e a suas
matrizes originais.

Ao analisar as representagdes graficas das distancias genéticas entre os
individuos, observa-se que o par de gendtipos 25 x 55 da subunidade A2
apresentaram a maior distancia genética e o par 35 x 36 a menor distancia, tanto na
analise individual do grupo quanto no agrupamento total das arvores. Além disso, ao
analisar o dendrograma total das arvores (Figura 11) € possivel identificar que a
maioria dos individuos da subunidade A1 se agruparam em um unico grupo (G1) com
excegao das arvores 13 e 10, que também se agruparam isoladamente quando a
subunidade A1 foi avaliada de forma independente.

A formagéo de grupos isolados formados por um unico genatipo indica que tais
individuos s&o os mais divergentes em relagcdo aos demais (VIEIRA et al., 2008; LIMA
et al., 2015). Isso foi claramente observado para as arvores 10 e 48 que formaram
grupos isolados em todas as analises.

As estimativas de dissimilaridade entre os pares de individuos permitem avaliar
a heterogeneidade das amostras (LINDEN, 2009; CRUZ, 2011). Verifica-se que houve
grande distribuicdo dos gendtipos em grupos diferentes. Assim, os dados revelam
ampla variabilidade entre os individuos avaliados, sem nenhuma evidéncia de
individuos idénticos em termos genéticos, indicando que todos podem ser usados
para coleta de sementes.

Dessa forma, nos casos em que se deseja obter lotes de sementes com a
maxima variabilidade genética para fins de recuperagcdo ou restauragao florestal, &
importante priorizar a escolha daqueles individuos mais distintos geneticamente
(SANTANA et al., 2008). Assim, as informagdes na matriz de dissimilaridade podem
ser indicadoras para a escolha dos individuos mais diversificados para esse fim.

Os parametros de diversidade genética calculados para P. reticulata estao
descritos na Tabela 6. Tais andlises foram calculadas para as arvores adultas (unidade
A) e suas subunidades, para a mistura de progénies (unidade amostral B), para os

regenerantes na sua totalidade (unidade C) e para cada subunidade e a nivel de
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espeécie, considerando todos os individuos amostrados.

Tabela 6 - Parametros de diversidade genética para cada unidade amostral e subunidades de
P. reticulata calculadas com o auxilio do software POPGENE, assumindo Equilibrio de Hardy-Weinberg

Unidades amostrais n PLP (%) Na Ne H’ I

Unidade A 67 100 2,00+0,00 1,76+0,24  0,419+0,096 0,605+0,108
Subunidade A1 19 91,09 1,91+ 0,28 1,68+0,31 0,380+0,152 0,548+0,206
Subunidade A2 48 98,02 1,98+0,14 1,75+0,25  0,416+0,107 0,600+0,133
Unidade B 42 93,07 1,93+0,25 1,60+0,30 0,348+0,146 0,515+0,192
Unidade C 40 100 2,00+0,00 1,67+0,28 0,383+0,120 0,563+0,142
Subunidade C1 23 93,07 1,93+0,25 1,68+0,30 0,379+0,144 0,55010,192
Subunidade C2 9 78,22 1,78+0,41 1,55+0,38 0,310+0,195 0,452+0,269
Subunidade C3 8 75,25 1,750,43 1,51+0,39  0,287+0,199 0,421+0,276
Espécie 149 100 2,00+0,00 1,72+0,23  0,407+0,089 0,594+0,099

Tamanho da amostra (n), Porcentagem de locos polimorficos (PLP), Numero de alelos observados
(Na), Numero de alelos efetivos (Ne), Indice de Nei (H’), Indice de Shannon (1). Valores de média +
desvio padrao.

Entre as unidades amostrais o numero de alelos observados (Na) variou de
1,75 a 2,00 e numero de alelos efetivos (Ne) de 1,52 a 1,76. Para a espécie, obteve-
se um valor de 2,00 para alelos observados e 1,72 para alelos efetivos. Tais valores
estdo de acordo com os mencionados na literatura para marcadores dominantes
avaliados em diferentes espécies (CHAGAS et al., 2015; COSTA et al., 2015; VIEIRA
et al., 2015; YANG et al., 2016).

A porcentagem média de locos polimérficos para a espécie foi de 100%
indicando altos niveis de diversidade. As subunidades C2 e C3 foram as que
apresentaram o menor valor de porcentagem de locos polimérficos (C2 = 78,22% e
C3=75,25%). Nota-se também, que tais subunidades de regenerantes apresentaram
0s menores valores para todos os pardmetros de diversidade analisados. Tal fato pode
estar associado ao tamanho da amostra, visto que, esses parametros sao sensiveis
ao efeito da amostragem (LEBERG, 2002; HMELJEVSKI et al., 2011) e as
subunidades C2 e C3 possuem os menores numeros de individuos amostrados.

Os valores de diversidade de Nei (H’) das unidades amostrais variaram de
0,287 a 0,419 e os valores do indice de Shannon (I) de 0,421 a 0,605. Em nivel
populacional, obteve-se um valor de 0,407 para o indice de Nei e 0,594 para o indice
de Shannon, valores considerados satisfatorios para espécie. Estudos com P

reticulata utilizando marcadores dominantes RAPD revelaram valores de Shannon
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com média de 0,332 (LACERDA et al., 2001). De acordo com a literatura o indice de
Shannon pode variar entre 0 e 1, sendo 1 o maximo de diversidade genética de uma
populagao (LEWONTIN, 1972). Assim, o valor encontrado neste estudo (0,594) sugere
que P. reticulata apresenta altos niveis de variagdo genética quando comparada a
outros estudos com marcadores dominantes.

Abordagens da diversidade genética em Lecythis pisonis Cambess, por
exemplo, revelaram valores de 0,311 para o indice de Nei e 0,473 para o indice de
Shannon, considerados pelos autores como alta diversidade genética (BORGES et
al., 2016). Alta diversidade também foi encontrada em analises com Ziziphus joazeiro
Mart, com valores médios de 0,360 para o indice de Nei e 0,534 para o indice de
Shannon (GOIS et al., 2014). A espécie Prosopis cineraria (L.) Druce (Fabaceae)
também revelou valores similares para o indice de Nei (0,301) e indice de Shannon
(0,438) (SHARMA et al., 2011).

Os altos niveis de diversidade encontrado para P. reticulata podem estar
relacionados aos aspectos ecologicos da espécie. Segundo Loveless e Hamrick
(1984), espécies com dispersédo anemocorica e fecundagdo cruzada, tais como o
vinhatico (LACERDA et al., 2002), tendem a apresentar altos niveis de diversidade
genética intrapopulacional.

A diversidade genética encontrada nos individuos presentes na area protegida
da Floresta da Rosal foide H’ = 0,380 e | = 0,548 e nos individuos amostrados na area
particular foi de H’ = 0,416 e | = 0,600. Esta ultima tem uma maior extensao que o da
area preservada e possui um numero expressivo de individuos adultos saudaveis de
P. reticulata, que estdo em areas acessiveis e com facilidade para possiveis coletas
de sementes. Nessa perspectiva, os altos valores de diversidade encontrados
enfatizam a importancia de conservacao e de uso sustentavel da espécie, para que
tal diversidade n&o seja perdida por possiveis agdes antropicas.

Além disso, os resultados obtidos indicam que mesmo com o extrativismo de
madeira ocorrido recentemente na area de estudo, a diversidade genética na
populacao de P. reticulata se mantém elevada. Espécies arbdéreas com ciclos de vida
mais longos, que possuem banco de sementes e plantulas com alta sobrevivéncia,
podem nao ser afetadas pelos processos antropicos durante um longo periodo de
tempo (CABIN, 1996; ENGLAND et al., 2002). Dessa forma, € possivel concluir que o

corte seletivo ocorrido na area ndo ocasionou erosdo genética significativa pois o
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banco de sementes presentes no solo possivelmente esta permitindo a regeneracao
de novos individuos adultos, assegurando a manutencéao da variabilidade genética da
espécie. Autores salientam que a capacidade de recolonizacdo de uma éarea
perturbada é assegurada pelo banco de sementes que permanecem no solo e que
sao provenientes das arvores matrizes que constituem a floresta (KAGEYAMA, 1992;
PEREIRA; ALVARENGA; BOTELHO, 2010).

Para a mistura de progénies (unidade B), também foi identificado valores
consideraveis de diversidade (H' = 0,348; 1= 0,515), o que permite certificar a variacéo
genética que podera ser encontrada nos futuros lotes de mudas produzidas a partir
das sementes coletadas nas arvores presentes no fragmento estudado. Os dados
também revelam o potencial dos individuos adultos para serem utilizados como
matrizes para coleta de sementes.

Para os regenerantes naturais, valores satisfatorios de diversidade também
foram revelados (H’ = 0,383; | = 0,563). Dados disponiveis na literatura ressaltam a
importante relagcéo entre a proximidade da matriz florestal com areas em processo de
regeneracao (MARTINS et al., 2014). Dessa forma, os resultados obtidos indicam que
a proximidade geografica entre o fragmento florestal e as trés areas de regeneragao
(média de 200 m de distancia), colaboraram para que os individuos regenerantes
mantivessem uma diversidade genética equivalente ao encontrado entre os adultos.

Além do mais, a espécie tem suas sementes dispersadas pelo vento
(WARWICK; LEWIS, 2003) o que aumenta a chance dos propagulos serem
disseminados ao redor de todo o fragmento, contribuindo para o resultado obtido.
Portanto, os dados indicam que os regenerantes, assim como a mistura de progénies

de P. reticulata possuem variabilidade genética similar as arvores adultas amostradas.

5.3 Diversidade entre os grupos

Por meio da Analise de Variancia Molecular (AMOVA), foi realizada a particao
da variancia genética em dois niveis: entre e dentro das unidades amostrais, para

verificar a estruturagao e a distribuicdo da variabilidade genética (Tabela 7).
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Tabela 7 - Analise de variancia molecular (AMOVA) da populacdo geral (espécie) e entre as unidades
amostrais de P. reticulata

Fontes de Variagao (%) Estatistica F
Grupos Entre grupos Dentro de grupos PDsr
Adultos (Al x A2) 3,4661 96,5338 0,0346
Regenerantes (C1 x C2 x C3) 9,9698 90,0301 0,0997
Adultos x Regenerantes 6,8345 93,1654 0,0683
Adultos x Mistura de progénies 7,6907 92,3092 0,0769
Regenerantes x Mistura de progénies 9,5317 90,4682 0,0953
Espécie 8,0361 91,9638 0,0803

Em todas as analises realizadas, os resultados revelam que a maior parte da
variagdo estd dentro dos grupos. Os valores de ®st produzem estimativas de
componentes de variancia analogas a estatistica F descrita originalmente por Wright
(1921), permitindo quantificar a diferenciacdo genética entre grupos de individuos.
Wright (1978) sugeriu que valores de Fst com amplitude de 0 a 0,05 representam
pequena diferenciacao genética, de 0,05 a 0,15 moderada diferenciagao, de 0,15 a
0,25 grande diferenciagcdo e valores acima de 0,25 indicam uma diferenciagcao
geneética muito grande.

Com a AMOVA realizada para a populagao total (espécie), incluindo todas as
unidades amostrais, foi identificado que 91,96% da variagao genética esta dentro dos
grupos e apenas 8,03% da variagao foi observado entre eles (Tabela 7). A maior
variagcdo dentro das unidades amostrais pode estar relacionada ao fato que os
regenerantes e a mistura de progénies sdo provenientes, em sua maior parte, do
cruzamento entre os adultos amostrados e revelam que a variagado genética histérica
existente nos adultos se mantém nas geragdes (MARTINS, 2008). Esses resultados
também indicam que, entre os regenerantes e a mistura de progénies existe a
representatividade genética das arvores adultas, assim como evidenciado pelos
parametros de diversidade.

A analise de varidncia molecular também foi realizada considerando a
comparagao entre as unidades amostrais de cada categoria. A pequena diferenciagcao
genética identificada entre os grupos de arvores adultas (A1 x A2, ®st = 0,034), com
a maior proporgao de variagao observada dentro dos grupos (96,53%) esta de acordo
com o descrito por Hamrick e Godt (1996). Os autores sugerem que em espécies
arboreas, preferencialmente alégamas, como P. reticulata, espera-se elevada

diversidade dentro das populagbes e menor diferenciacdo entre elas. Da mesma
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forma, resultados similares foram descritos em diferentes estudos para espécies
arboreas com fecundagao cruzada (BETTENCOURT et al.,, 2015; BORGES, et al.,
2016; RAMALHO et al., 2016).

A baixa diferenciagao genética entre os grupos A1 x A2 indica que praticamente
nao existe uma subdivisdo reprodutiva entre as localidades amostradas, ou seja, toda
a area representa um unico deme, isto &, constituem um unico grupo de individuos,
em proximidade suficiente para reproduzirem entre si (TEMPLETON, 2011). Assim, o
baixo valor de ®st evidencia que as arvores nao estdo isoladas geneticamente em
virtude da ocorréncia de fluxo génico entre elas. O fluxo génico ao introduzir novas
variagbes genéticas entre grupos de individuos, permite reduzir as diferencas nas
frequéncias alélicas entre eles (HAMRICK, 2012). O valor do nimero médio de
migrantes por geracdo (Nm) deve ser maior que 1 (Nm >1) para que o fluxo génico
sobreponha os efeitos da deriva genética, evitando que ocorra diferenciacéo entre os
grupos (WRIGHT, 1951). Para as arvores adultas de P. reticulata o fluxo génico
histérico, calculado indiretamente com base no estimador de divergéncia genética
entre grupos (Gst = 0,0379), apresentou Nm igual a 12,70. O baixo valor de Gste 0
alto valor de Nm novamente confirmam a baixa divergéncia genética entre os
individuos adultos nos dois locais de coleta, indicando a presenca de fluxo génico
continuo entre eles e permite afirmar que a fragmentacao florestal observada na area
de estudo nao foi efetiva para ocasionar a diferenciacdo entre as arvores.

Para a AMOVA realizada entre adultos x mistura de progénies e adultos x
regenerantes, os valores de ®stforam de 0,076 e 0,068, respectivamente. Tais valores
indicam moderada diferenciacao genética. A moderada diferenciacao observada entre
adultos e a mistura de progénies pode estar associado ao fato de terem sido coletadas
sementes de apenas 20 individuos e a analise ter sido realizada considerando todos
os individuos adultos amostrados (67). Além do mais, graos de podlen de arvores que
nao foram amostradas, principalmente adultos localizados na area particular onde
nem todas as arvores foram demarcadas, podem estar contribuindo para o patriménio
genético desses individuos.

Similarmente, o valor de ®st para adultos x regenerantes (0,068) indicou uma
diferenciagcdo moderada, fato que também pode estar associado a contribuicao por
individuos ndo amostrados e também da possibilidade dos individuos adultos estarem

contribuindo com o patriménio genético de forma diferenciada, visto que foram
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amostradas trés areas de regeneracgéo. O tipo de dispersao da espécie (anemocorica)
possibilita que os propagulos alcancem o redor de todo o fragmento, entretanto,
arvores mais proximas de cada area podem estar contribuindo como fonte de
sementes, de forma mais expressiva (GUARIGUATA; OSTERTAG, 2001). Essa
percepcao pode ser confirmada pelo valor de ®st encontrado para a analise entre as
trés areas de regeneragcdo C1 x C2 x C3 (Pst = 0,099). Neste caso, a moderada
diferenciagcao genética, o valor mais alto encontrado no presente estudo, sugere que
poucos individuos, que n&o representam o patriménio genético total, estdo
contribuindo de forma diferenciada na constituicdo genética de cada uma das areas
de regeneragdo. Esse resultado pode ser explicado pelo evento conhecido como
efeito fundador. Segundo Mayr (1963), o efeito fundador refere-se a contribuicdo de
poucos individuos na colonizagcdo de uma nova area, em que tais individuos, possuem
uma amostra limitada da variagéo genética presente na populagéo original.

Nessa perspectiva, era de se esperar que entre regenerantes e mistura de
progénies (Grupo C x B) também fosse evidenciado uma moderada diferenciagéo
genética (®st = 0,095), visto que, as areas de regeneragao e a mistura de progénies
podem ter sido originadas com contribuigées genéticas de individuos diferenciados.
Além do mais, as sementes provavelmente ndo sao representativas do todo que
podem ter originado os regenerantes, ja que foram coletadas de apenas 20 individuos.

Os resultados de diferenciacdo genética obtidos na AMOVA corroboram com
os encontrados para a distancia genética de Nei (1978) descrito na Tabela 8. E
possivel observar, que entre os adultos (A1 e A2) também foi encontrado baixo valor
de diferenciagao (0,04), assim como observado na AMOVA, o que reforga mais uma

vez que as duas areas representam um unico conjunto populacional.

Tabela 8 - Distancia genética de Nei calculada entre os individuos de P. reticulata

Grupos Al A2 B C1l Cc2 C3
Al 0
A2 0,0408 0
B 0,0694 0,0528 0
C1 0,0644 0,0374 0,054 0
c2 0,0909 0,0746 0,071 0,0791 0
C3 0,0965 0,0746 0,0844 0,0763 0,0885 0

Além disso, os dados de distancia genética permitem identificar que entre as

areas de regeneragao, os individuos da area C1 sao mais proximos geneticamente as
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arvores amostradas na area particular (A2), pois exibiram o menor valor de distancia
genética (0,03) quando comparados a area preservada. Essa menor diferenciacao
poderia ser explicada pela distancia geografica entre as areas A2 e C1, pois dentre as
trés areas de regeneragado a C1 é a mais proxima geograficamente da A2 (Figura 4,
Tabela 3). Portanto, algumas arvores ali presentes, provavelmente, estdo contribuindo
de forma mais expressiva para aformacao desse local de regeneragao, o que confirma
a ocorréncia do efeito fundador e a diferenciacdo encontrada entre as areas de
regeneragao pela AMOVA.

Anadlises de diversidade genética realizadas por Lima et al. (2015) com Senna
reticulata e Rivas et al. (2013) com Theobroma subincanum por meio de marcadores
dominantes, revelaram uma menor diferenciagdo genética entre individuos mais
proximos geograficamente. Porém, os autores sugeriram que a distancia geografica
ndo é um fator determinante para a diferenciagdo genética, o que também foi
observado nesse estudo, pois as areas C2 e C3 nao apresentaram altos valores de
diferenciacdo em relagédo a area A2, embora estejam mais distantes dela.

Tais resultados também foram comprovados pela analise de coordenadas
principais (PCoA) (Figura 12) que permitiu dimensionar os dados e obter uma
estimativa de como os individuos estdo estruturados espacialmente quanto a sua
distribuicao genética (LEGENDRE; GALLAGHER, 2001). A analise permitiu confirmar
gque na espécie existe baixa diferenciagcdo entre os grupos amostrais, pois o0s
individuos nao formaram grupos isolados e se distribuiram como uma mistura de

genotipos.
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Corroborando com os dados obtidos nas analises anteriores, a PCoA indicou
novamente que os adultos se agrupam préximos uns aos outros, devido a baixa
diferenciagao revelada. Os regenerantes se distribuiram de forma geral, como uma
mistura entre os adultos, confirmando que entre eles existe a representatividade
genética das arvores adultas. E observa-se que alguns individuos da mistura de
progénies ficaram mais isolados, evidenciando que graos de pdlen de arvores que nao
foram amostradas podem estar contribuindo para o patrimbnio genético desses
individuos.

Adicionalmente, é possivel associar os dados obtidos na PCoA com os
encontrados no agrupamento genético entre as duas localidades de adultos, obtidos
pelo método UPGMA nas analises dentro dos grupos. Como foi observado, os pares
de individuos 25 x 55 foram os mais divergentes quando as duas localidades de
adultos foram analisadas. Os dados se confirmam com a PCoA onde os mesmos
gendtipos se agruparam isolados espacialmente, confirmando a divergéncia genética
entre eles.

A estruturagdo genética da populagao também foi avaliada com a abordagem

bayesiana aplicada inicialmente apenas para os genotipos das arvores adultas

(Figura13).
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De acordo com a Figura 13 o maior valor de LnP(k) e o menor desvio padréo
foi para K=1, portanto, para as arvores adultas o melhor K encontrado foi representado
por um unico grupo. Comparando os dados da analise bayesiana com os obtidos pelos
resultados anteriores com a AMOVA e PCoA, observa-se uma total correspondéncia
entre os dados, confirmando a baixa diferenciacdo entre esses individuos, e que
embora tenha-se duas areas de coleta, as arvores ndo estdo subdivididas e
representam um Unico grupo populacional com potencial para coletas de sementes.

A abordagem bayesiana também foi realizada para todos os gendétipos
amostrados, para verificar como a populacdo de P. reticulata estd estruturada
independente das faixas etarias analisadas. A definicdo do valor de K mais provavel
nesta analise, foi estimado pelo método AK proposto por Evanno, Regnaut e Goudet

(2005), sendo o numero mais provavel de K definido como dois (K = 2) (Figural4).
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Figura 14 - Abordagem Bayesiana (software STRUCTURE) de 149 individuos de P. reticulata ocorrentes em
Guacgui-ES. A- Grafico dos valores de AK para cada valor de K. Melhor K (2), seguindo o critério proposto
por Evanno, Regnaut e Goudet (2005). B - Grafico de barras identificando o nimero de agrupamentos em
relacdo as unidades amostrais. As letras Al, A2, C1, C2, C3 e B referem-se as unidades e subunidades
amostrais avaliadas.
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E possivel observar pela anélise na Figura 14b, que a heterogeneidade que
nao foi observada entre as arvores adultas (K=1), foi identificada quando toda a
populacdo foi analisada. As diferentes cores atribuidas aos grupos revelam a
proporcdo de ancestria dos genotipos e indicam que as caracteristicas genéticas
estdo sendo compartilhadas entre os individuos de cada unidade amostral
(PRITCHARD; WEN, 2002). Os dados permitem confirmar a ocorréncia do efeito
fundador e a moderada diferenciacdo encontrada entre as areas de regeneracao,
assim como evidenciado nas andlises anteriores pela AMOVA. E notorio que em
termos de genoma a area C1 tem mais contribuicdo do grupo representado pela cor
verde e as areas C2 e C3 pelo grupo de cor vermelha.

Considerando todas os resultados obtidos neste estudo, é possivel afirmar a
alta diversidade genética presente na populacdo de P. reticulata, ocorrente no
remanescente de Floresta Estacional Semidecidual Montana avaliado. Os dados
obtidos séo inéditos para essa populagcdo e permitiram identificar o niamero de
individuos remanescentes na area preservada da Floresta da Rosal, bem como
permitiu estimar que na area particular também existe consideravel diversidade
genética entre os individuos.

As analises possibilitaram caracterizar a diversidade e a estrutura genética
entre os adultos, evidenciando um Unico grupo populacional com potencial para serem
utilizadas como matrizes para coleta de sementes, pois conservam uma satisfatoria
diversidade genética fundamentada nos valores de diversidade de Nei, indice de
Shannon e pela formagéao de grupos distintos pelo método UPGMA.

Além disso, foi confirmado que entre as areas de regeneragcdo natural e a
mistura de progénies existe diversidade genética equivalente ao que encontramos nos
adultos, o que indica que a variabilidade genética esta sendo mantida na espécie.
Nessa perspectiva, é possivel certificar a variacdo genética que podera ser
encontrada em futuros lotes de mudas, obtidos da coleta de sementes em arvores

presentes na area.
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6 CONCLUSAO

e A populacdo da espécie P. reticulata avaliada no presente estudo, apresenta

alta diversidade genética;

e Os marcadores moleculares ISSR séo eficientes para o estudo da diversidade

genética em P. reticulata;

e O corte seletivo ocorrido na area ndo afetou a diversidade genética dos

individuos;

e Entre os regenerantes e a mistura de progénies existe a representatividade

genética das arvores adultas;

e Existe diversidade genética entre e dentro das unidades amostrais estudadas,

sendo que a maior parte da variacdo genética € encontrada dentro dos grupos;

e Os individuos adultos demarcados conservam uma satisfatoria diversidade
genética e, portanto, revelaram potencial para serem utilizados como matrizes

para coleta de sementes.
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APENDICE 1 - Descrigdo das 67 arvores matrizes selecionadas para as analises moleculares. Nimero
da Matriz; H: Altura; DAP: Didmetro a altura do peito; Estado Reprodutivo; Posicdo da Paisagem;
Condicdo de Luminosidade; Coordenadas; Altitude. Individuos coletados na APP referem-se as
sequéncias de A1 a A19 e os coletados na area particular sdao representados pelas sequéncias de A20 a
A67

(Continua)

N° H DAP Est. P. C. Coord. Alt.

Matriz (m) (cm) Reprodutivo Paisagem Luminosidade (m)

A1 30 119 Fruto Maduro Terco Borda da Floresta S 2047'34.7" 528
Superior W 041 03'21.2"

A2 18 29 Fruto Maduro Terco Borda da Floresta S 20 53'25.8"/ 591
Superior W 041 42'21.6"

A3 8 17 Fruto Maduro Terco Borda da Floresta S 20 5324.7"/ 608
Superior W 041 42'22.6"

A4 7 17 Fruto Maduro Terco Borda da Floresta S 20 53'25.9"/ 619
Superior W 041 42'29.0"

A5 35 105 Fruto Maduro Terco Borda da Floresta S 20 53'26.5"/ 624
Superior W 041 42'35.5"

A6 35 102 Fruto Maduro Terco Borda da Floresta S 20 53'27.8"/ 591
Superior W 041 42'49.7"

A7 12 15 Fruto Maduro Terco Borda da Floresta S 20 53'28.0"/ 589
Inferior W 041 42' 50.0"

A8 15 30 Fruto Terco Borda da Floresta S 20 53'28.6"/ 490
Dispersado Inferior W 041 42'50.5"

A9 13 21 Fruto Maduro Terco Borda da Floresta S 20 53' 28.3"/ 580
Inferior W 041 42'50.3"

A10 35 63 Fruto Maduro Terco Borda da Floresta S 20 53'25.2"/ 623
Superior W 041 42'54.0"

A11 18 31 Fruto Maduro Terco Borda da Floresta S 20 53'25.2"/ 561
Superior W 041 42'54.2"

A12 15 31 Fruto Maduro Terco Borda da Floresta S 20 53'25.2"/ 635
Superior W 041 42'21.8"

A13 15 26 Fruto Maduro Terco Borda da Floresta S 20 53'25.2"/ 634
Superior W 041 42'20.8"

A14 13 21 Fruto Maduro Terco Borda da Floresta S 20 53'24.9"/ 637
Superior W 041 42'21.6"

A15 22 28 Fruto Maduro Terco Borda da Floresta S 20 53'25.6"/ 637
Superior W 041 42'21.5"

A16 35 98 Fruto Maduro Terco Borda da Floresta S 20 53' 25.8"/ 644
Superior W 041 42'21.2"

A17 15 24 Fruto Terco Interior da S 20 53'43.7" 592
Dispersado Médio Floresta W 041 42'22.6"

A18 10 18 Fruto Terco Borda da Floresta S 20 53’43.8"/ 594
Dispersado Médio W 041 42'25.5"

A19 25 57 Fruto Terco Interior da S 20 53'37.2" 597
Dispersado Médio Floresta W 041 42'40.1"

A20 16 41 Fruto Maduro Terco Borda da Floresta S 20 53' 25.3"/ 630
Médio W 041 42'37.2"

A21 20 27 Fruto Maduro Terco Borda da Floresta S 20 53'25.3"/ 620
Médio W 041 42' 36.6"

A22 15 38 Fruto Maduro Terco Interior da S 20 53'23.5"/ 646
Médio Floresta W 041 42'37.7"

A23 15 16 Fruto Maduro Terco Interior da S 20 53'22.9"/ 639
Médio Floresta W 041 42' 37.6"

A24 12 19 Fruto Maduro Terco Interior da S 20 53'22.6"/ 634
Médio Floresta W 041 42'37.2"

A25 12 24 Fruto Maduro Terco Interior da S 20 53'22.2"/ 634
Médio Floresta W 041 42'37.1"
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APENDICE 1 - Descrigdo das 67 arvores matrizes selecionadas para as analises moleculares. Nimero
da Matriz; H: Altura; DAP: Diametro a altura do peito; Estado Reprodutivo; Posi¢cdo da Paisagem;

Condigcdao de Luminosidade; Coordenadas; Altitude.

Individuos coletados na APP referem-se as

sequéncias de A1 a A19 e os coletados na area particular sdo representados pelas sequéncias de A20

a A67
(Continuagéo)
N° H DAP Est. P. C. Coord. Alt.
Matriz (m) (cm) Reprodutivo Paisagem Luminosidade (m)
A26 20 28 Fruto Maduro Terco Interior da S 20 53'20.8"/ 647
Médio Floresta W 041 42'36.2"
A27 20 38 Fruto Maduro Terco Interior da S2053'20.9" W 646
Inferior Floresta 041 42' 35.3"
A28 20 36 Fruto Maduro Terco Interior da S 20 53'20.8"/ 643
Inferior Floresta W 041 42' 35.3"
A29 17 27 Fruto Terco Interior da S 20 53'20.7"/ 623
dispersado Médio Floresta W 041 42' 35.3"
A30 20 47 Fruto Terco Interior da S 20 53'23.9"/ 602
dispersado Médio Floresta W 041 42'38.8"
A31 20 27 Fruto Terco Interior da S 20 53'23.5"/ 650
dispersado Médio Floresta W 041 42' 38.6"
A32 20 27 Fruto Terco Interior da S 20 53'23.4"/ 650
dispersado Médio Floresta W 041 42' 38.6"
A33 20 35 Fruto Maduro Terco Interior da S 20 53'23.5"/ 647
Médio Floresta W 041 42'38.3"
A34 15 15 Fruto Terco Interior da S 20 53' 23.6"/ 647
dispersado Médio Floresta W 041 42'38.3
A35 12 17 Fruto Terco Interior da S 20 53'23.4"/ 645
dispersado Médio Floresta W 041 42'38.1"
A36 20 35 Fruto Terco Interior da S 20 53'23.7"/ 642
dispersado Médio Floresta W 041 42' 37.9"
A37 18 35 Fruto Tergo Interior da S 20 53'23.5"/ 644
dispersado Médio Floresta W 041 42' 38.0"
A38 15 39 Fruto Tergo Interior da S 20 53'23.0"/ 645
dispersado Médio Floresta W 041 42'37.9"
A39 18 37 Fruto Terco Interior da S 20 53'22.8"/ 644
dispersado Médio Floresta W 041 42'37.8"
A40 15 20 Fruto Terco Interior da S 2053'22.4" 643
dispersado Médio Floresta W 041 42' 37.9"
Ad1 15 32 Fruto Tergo Interior da S 20 53'22.3" 640
dispersado Médio Floresta W 041 42'37.6"
A42 10 30 Fruto Maduro Terco Interior da S 20 53'21.6"/ 646
Médio Floresta W 041 42'37.7"
A43 10 17 Fruto Terco Interior da S 20 53'21.6"/ 645
dispersado Médio Floresta W 041 42'37.5"
Ad4 10 20 Fruto Terco Interior da S 20 53'21.4" 649
dispersado Médio Floresta W 041 42'37.7"
A45 15 36 Fruto Terco Interior da S 2053'21.7" 652
dispersado Médio Floresta W 041 42' 37.9"
A46 12 21 Fruto Terco Interior da S 20 53'21.5"/ 653
dispersado Médio Floresta W 041 42'38.0"
A47 20 61 Fruto Maduro Terco Interior da S 20 53'21.8" 654
Médio Floresta W 041 42'38.2"
A48 25 31 Fruto Maduro Terco Borda da Floresta S 20 53'22.2"/ 655
Médio W 041 42'38.5
A49 25 38 Fruto Maduro Terco Borda da Floresta S 20 53'22.7" 658
Médio W 041 42' 38.8"
A50 15 44 Fruto Maduro Terco Interior da S 2053'19.9" 651
Médio Floresta W 041 42'37.0"
A51 15 27 Fruto Tergo Interior da S 2053'19.9" 650
dispersado Médio Floresta W 041 42'36.7"
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APENDICE 1 - Descrigdo das 67 arvores matrizes selecionadas para as analises moleculares. Nimero
da Matriz; H: Altura; DAP: Diametro a altura do peito; Estado Reprodutivo; Posicao da Paisagem,;
Condicdo de Luminosidade; Coordenadas; Altitude. Individuos coletados na APP referem-se as
sequéncias de A1 a A19 e os coletados na area particular sdo representados pelas sequéncias de A20

a A67 (Concluséo)

N° H DAP Est. P. C. Coord. Alt.

Matriz (m) (cm) Reprodutivo Paisagem Luminosidade (m)

A52 35 57 Fruto Maduro Terco Interior da S 2053'11.8"/ 658
Médio Floresta W 041 42'36.3"

A53 25 38 Fruto Maduro Terco Interior da S 2053'10.8" 657
Médio Floresta W 041 42'35.8"

A54 20 27 Fruto Terco Interior da S 2053'10.8"/ 657
dispersado Médio Floresta W 041 42' 35.8"

A55 20 47 Fruto Maduro Terco Interior da S 2053 11.1" 652
Médio Floresta W 041 42'35.3"

A56 25 32 Fruto Maduro Terco Interior da S 20 53'10.6"/ 653
Médio Floresta W 041 42'35.3"

A57 18 19 Fruto Tergo Interior da S 2053'10.5" 656
dispersado Médio Floresta W 041 42'35.4"

A58 25 40 Fruto Maduro Tergo Interior da S 2053'10.0" 652
Médio Floresta W 041 42'35.2"

A59 40 65 Fruto Maduro Terco Interior da S 20 53'09.4"/ 644
Médio Floresta W 041 42' 34.5"

A60 25 28 Fruto Maduro Terco Interior da S 20 53'09.5"/ 658
Médio Floresta W 041 42' 35.5"

A61 27 47 Fruto Maduro Terco Interior da S 20 53'09.3"/ 659
Médio Floresta W 041 42' 35.5"

A62 25 43 Fruto Maduro Terco Interior da S 20 53'09.3"/ 658
Médio Floresta W 041 42'35.4"

A63 25 44 Fruto Maduro Terco Interior da S 2053’ 09.6"/ 658
Médio Floresta W 041 42' 35.3"

A64 30 57 Fruto Maduro Terco Interior da S 20 53'09.0"/ 661
Médio Floresta W 041 42'35.2

A65 30 37 Fruto Maduro Terco Interior da S 20 53'09.2"/ 663
Médio Floresta W 041 42'35.6"

A66 30 48 Fruto Maduro Terco Interior da S 20 53'09.5"/ 661
Médio Floresta W 041 42'35.7"

A67 30 60 Fruto Terco Interior da S 20 53'08.5"/ 659
dispersado Médio Floresta W 041 42'35.0"

Média 19.97 37.70
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FICHA DE CADASTRO DE MATRIZES

Data: __ / /

Responsavel pelo cadastramento no campo:

Propriedade: Municipio: Estado:
Endereco:

Acesso:

NOME DA ESPECIE: NOME VULGAR:

N° DA MATRIZ: COORDENADAS DA MATRIZ: Lat: Long: Alt:

DATUM: FOTO N°:

Descricdo do ponto onde foram tiradas as coordenadas

ALTURA da 4rvore: m DIAMETRO (DAP): cm
ESTADO REPRODUTIVO: |:| vegetativo |:| flor |:I fruto verde|:| fruto maduro EI fruto dispersado

POSICAO DA PAISAGEM:

I:I Planicie |:| Terco médio

I:I Terco inferior

|:| Fundo de vale |:| Tergo superior

AMBIENTE:

I:I Ciliar EI Nao ciliar
UMIDADE DO SOLO:

|:| Encharcado |:| Bem drenado
CONDICAO DE LUMINOSIDADE:

|:| Interior da floresta |:| Borda da clareira

I:I Clareira |:| Borda de floresta




