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RESUMO

A Amazobnia brasileira apresenta uma grande vocacao florestal. No entanto, a
complexidade das florestas, no que diz respeito a variedade de espécies e potencial
ecolégico e silvicultural, apresenta-se como um desafio tanto para a conservagao
como para 0 uso sustentavel. A demanda por madeira da Amaz6nia surgiu apos o
esgotamento das florestas das regides sul e sudeste. Dentre as muitas espécies
com potencial madeireiro existente na Amazonia, o jatoba (Hymenaea courbaril) é
uma espécie intensamente explorada, devido a qualidade da sua madeira. Este
trabalho teve como objetivo estudar a estrutura e diversidade genética do jatoba
com o intuito de avaliar o efeito do manejo florestal sobre as populacbes e definir
parametros para a conservacdo da espécie dentro dos talhfes de exploracdo. O
estudo foi realizado no periodo de 2008 a 2009 na regido Sul-Ocidental da floresta
amazobnica brasileira, em trés areas de florestas preparadas para a exploragéo
madeireira segundo plano de manejo sustentavel localizadas nos estado do Acre e
Amazonas. A andlise da estrutura genética foi analisada com uso de oito
marcadores moleculares microssatélites (SSR) para as trés popula¢cdes com um total
de 160 individuos com DAP >30 cm. Além disso calculou-se a area basal e a
densidade de individuos por hectare para cada talhdo antes e depois da exploracéo
madeireira para cada populacdo. Todas as populacdes possuem mais individuos
com DAP < 5 cm, dando a espécie a distribuicdo do tipo J invertido. A distribuicédo
dos individuos dentro das populacdes se deu de forma uniforme. Houve alta
divergéncia genética entre as populacbes e um fluxo génico aparente de um
individuo a cada cinco geracdes. Foi detectada estruturacdo genética espacial
significativa num raio de 1050 m para a populacéo de Porto Acre - AC. Para as trés
populacbes a diversidade génica alcancou valores superiores a 65%, o indice de
fixacdo foi elevado para duas populacées. A Area Minima Viavel (AMV) para
conservacao da espécie foi compativel com a realidade do local de estudo, com uma
ressalva para Capixaba onde ha necessidade de uma area muito maior em relagéao
aos demais. As maiores areas basais foram encontradas em Porto Acre e Capixaba.
Apdés o manejo houve uma reducdo significativa da area basal para todas as
populacées, porém a que mais sofreu com a perda da area basal foi a populacéo de

Porto Acre. Com relacdo a diversidade genética, houve uma reducdo no numero



total de alelos para todas as populagbes, mas, o corte seletivo causou perda de
alelos, principalmente nos de baixa frequéncia. A espécie mostrou-se resiliente para
o0 manejo de baixo impacto aplicado nas populacdes estudadas, por manter os
mesmos niveis de diversidade génica e do indice de fixacdo. Conhecer a dinamica e
estrutura populacional de espécies arbéreas florestais com potencial madeireiro
como o jatoba é importante para dar subsidios para futura exploragcdo madeireira,
pois como foi visto a sua distribuicdo € de forma irregular e com poucos individuos
nas menores classes e a reducdo do tamanho populacional pode levar a erosao
genética, especialmente com a perda de alelos raros, havendo a necessidade de
maiores é&reas para a manutencdo da diversidade genética em longo prazo,

principalmente em florestas que sofreram e sofrerdo o manejo.

Palavras — chaves: Diversidade Genética, Hymenaea courbaril, Manejo Florestal,
Estrutura Genética Espacial, SSR



ABSTRACT

The Brazilian Amazon forest has a great vocation. However, the complexity of
forests, with regard to the variety of species and ecological and silvicultural potential,
is presented as a challenge both for conservation and for sustainable use. The
demand for wood from the Amazon arose after the depletion of the forests of south
and southeast. Among the many species with timber potential existing in the
Amazon, jatoba (Hymenaea courbaril) is a species heavily exploited because of the
quality of their timber. This work aimed to study the structure and genetic diversity of
jatoba in order to evaluate the effect of forest management on the populations and
set parameters for the conservation of the species within the plots of exploitation.
The study was conducted between 2008-2009 in the South-Western Brazilian
Amazon forest, in three forest areas prepared for logging the background of
sustainable management located in the state of Acre and Amazonas. The analysis of
genetic structure was analyzed using eight microsatellite markers (SSR) for the three
populations with a total of 160 individuals with DBH> 30 cm. Furthermore we
calculated the basal area and density of individuals per hectare for each plot before
and after logging for each population. All populations have more individuals with DBH
<5 cm, giving the species distribution of the inverted J type. The distribution of
individuals within populations occurred evenly. There was high genetic divergence
among populations and an apparent gene flow from one individual to five
generations. We detected significant genetic structure within a radius of 1050 m for
the population of Acre Porto - AC. For the three populations to gene diversity
reached values above 65%, the fixation index was high for both populations. The
minimum viable area (MVA) for conservation of the species was consistent with the
reality of the place of study, with a proviso for Capixaba where there is need for a
much larger area than the other. The largest areas were found in basal Capixaba
and Porto Acre. After handling a significant reduction of basal area for all
populations, but which suffered most from the loss of basal area was the population
of Porto Acre. With respect to genetic diversity, a reduction in the total number of
alleles for all populations, but selective logging has caused loss of alleles, especially
in low frequency. The species has proved resilient to the management of low-impact
applied to the populations studied, to maintain the same levels of genetic diversity

and fixation index. Knowing the population dynamics and structure of forest tree



species with potential as jatoba wood is important to make allowances for future
logging, because it was seen as their distribution is irregular, with few individuals in
smaller classes and a reduction in population size can lead to genetic erosion,
especially with the loss of rare alleles, necessitating the need for larger areas to
maintain genetic diversity in the long run, especially in forests that have suffered and

will suffer the management

Keywords: Genetic Diversity, Hymenaea courbaril, Forest Management, Spatial
Genetic Structure, SS
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1 INTRODUCAO

A Amazobnia é a maior floresta tropical do mundo, possuindo uma exuberante
riqueza de fauna e flora. Essa imensuravel riqueza tem sido alvo de discussoées
mundiais em torno do uso e conservacao da Amazénia, além de modelos e métodos
para avaliar a sustentabilidade desejada.

O uso sustentavel dos recursos naturais é colocado como uma das
alternativas para manter a estrutura da floresta conservada. No entanto, para que o
uso seja possivel € necessario nesse sentido, pesquisas que visem observar o efeito
do impacto do manejo florestal na distribuicdo, estrutura populacional, diversidade
genética e ecologia (polinizacdo e dispersdo) de espécies florestas com potencial
madeireiro.

O uso da floresta por meio de técnicas de manejo € importante por existir uma
selecdo na exploracdo de certas areas, porém, se feito inadequado pode gerar
perdas irreparaveis na biodiversidade. A manutencdo da variabilidade genética e os
processos biologicos correlacionados devem ser mantidos pelo manejo florestal
sustentado.

O conhecimento da estrutura genética, isto €, da forma como a variabilidade
genética se distribui entre e dentro das populacbes de uma espécie, permite
determinar a variabilidade evolutiva das populaces ao longo das geracdes e
estimar a &area minima vidvel para a conservacdo. Essas informacfes séao
importantes principalmente para populacdes de espécies que sao intensamente
exploradas como o jatoba.

Apesar de existerem muitos trabalhos sobre biologia e genética de espécies
arbéreas tropicais, ainda h& uma caréncia para respostas seguras sobre
sustentabilidade ecoldgica e genética.

De modo geral, o0 manejo florestal na Amazénia Brasileira tem ocorrido de
forma arbitraria por ndo levar em conta particularidades de cada espécie explorada,
considerando que todas sofrem o mesmo impacto no corte seletivo, ndo havendo o
cuidado em respeitar a ecologia de crescimento, reproducéo e a genetica.

Este trabalho teve como objetivo estudar e comparar a estrutura e diversidade

genética para o jatoba com o intuito de avaliar o efeito do manejo florestal sobre as
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populacées e definir parametros para a conservagcdo da espécie dentro dos talhdes

de exploragéo.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 AMAZONIA — CARACTERIZACAO E EXPLORACAO DA FLORESTA

Amazonia, maior floresta do mundo, estende-se do oceano Atlantico as
encostas orientais da Cordilheira dos Andes, até aproximadamente 600m de altitude
(AB'SABER, 1977), contendo parte de nove paises da América do Sul, sendo 60%
dessa cobertura pertencente ao Brasil, abrangendo os Estados do Par4, Amazonas,
Maranhdo, Goias, Mato Grosso, Acre, Amapa, Rondbnia e Roraima, totalizando
4.871.000 km? (INPE, 2001; RAMALHO, 2001; INPA, 2010).

A Amazonia possui uma heterogeneidade de habitats, solo e micro climas que
a caracterizam como um imenso ambiente formado por mosaicos de micro
ambientes distintos e independentes. E estes diversos ambientes provavelmente sao
0Ss responsaveis por esta floresta conter tanta diversidade (RIBEIRO et al, 1999). Ela
constitui cerca de 40 % do territério brasileiro, sendo uma das maiores reservas da
biodiversidade mundial. “Sua area coberta com floresta densa de terra-firme é
estimada em torno de 3.303.000 Km? (BRAGA, 1979). Apesar da sua grande
dimensdo e riqueza em biodiversidade, estudos sobre flora, fauna e processos
ecolégicos ainda sao poucos.

Levantamentos da flora feitos na Amazoénia estimam que existam entre 4.000
e 5.000 espécies arboreas (RODRIGUES, 1989) apud (FERRAZ et al, 2004), grande
parte delas exploradas comercialmente, por meio da exploracdo madeireira, por
terem um alto valor econémico. Essa exploracéo ao longo das décadas tem sido de
forma brutal, insustentavel causando grandes perdas para o meio ambiente em
virtude da exaustao das florestas do sul e sudeste do Brasil. Na regido amazbnica, a
extragcdo madeireira teve origem na atividade extrativista constituindo uma forma de
retirada de produtos da floresta primaria para o uso pessoal ou comercial. Nesse tipo

de uso da floresta ndo haveria necessidade de informacgdes basicas sobre ecologia e
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o cultivo de espécies madeireiras, porém, com a intensificacdo do corte de &rvores
em grande escala comercial, essas informacfes sdo necessarias (FERRAZ et al.,
2004; VERISSIMO et al.,1996).

Por essa razao, estudos que visem o conhecimento das espécies, do seu
comportamento com o meio ambiente e da manutencéo da diversidade genética séo
fundamentais para o bom uso da sustentabilidade produtiva de espécies florestais

da Amazobnia.

2.2 CONSERVACAO - ESPECIES ARBOREAS TROPICAIS

A maior diversidade de espécies é encontrada nas florestas tropicais. Embora
essas ocupem apenas 7% da extensdo da terra, estima-se que contenham mais de
50% do total de espécies (PRIMACK; RODRIGUES, 2001).

A degradacao dos diversos ecossistemas vem preocupando cada vez mais a
sociedade. Discussbes e estudos voltados para essa éarea tém mobilizado
instituicbes governamentais e comunidades cientificas (TELLES, 2000). Vem se
discutindo a perda da diversidade nas regides tropicais, causada pela fragmentacao
e destruicdo de seus habitats naturais, porém pouco se sabe sobre a perda da
diversidade genética das populacdes viventes (RAJORA et al., 2000). Para diminuir
a acao desse impacto sobre os ecossistemas, medidas vém sendo tomadas por
instituicbes governamentais e ndo-governamentais para quantificar e definir
estratégias de conservacdo para ecossistemas que se encontram em intensa
atividade exploratoria.

A conservacdo de recursos genéticos in situ tem sido considerada a forma
mais efetiva, por abranger todas as comunidades de espécies, ndo apenas as de
valor comercial, assim como seus polinizadores, dispersores de sementes e
predadores. Nao basta manté-las intocadas em areas de conservacao, € importante
também que para a conservagdo in situ se conhegcam geneticamente as espécies
(KAGEYAMA, 2002).

A criacdo de parques e areas protegidas sdo essenciais para a conservacao
da biodiversidade, mas inadequados para assegurar a existéncia continuada da

maioria dos ecossistemas, paisagens naturais, comunidades, espécies e genotipos
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em florestas tropicais, caso ndo haja um estudo aprofundado sobre as espécies
preservadas ( PUTZ et al., 2000).

O conhecimento das caracteristicas demogréficas, da dinamica populacional
e da genética de populacbes é fundamental para a conservacdo pelo manejo
sustentavel (MATOS et al., 1999; REIS et al., 1997; CIAMPI et al., 2000). Contudo o
componente genético, que € o fator responsavel pelas diferencas em produtividade,
adaptacao e reproducao entre individuos da mesma espécie ndo tem sido levado em
consideracdo nos programas de manejo de florestas tropicais (SEBBENN, et al.,
2000).

Estudos genéticos de espécies tropicais arbéreas manejadas que visem
avaliar o impacto da exploracdo madeireira sobre a diversidade genética séo
importantes para definir métodos de manejo adequados para cada espécie,
permitindo a conservagado de maior diversidade genética.

Em comparagcdo a outros organismos, as espécies arboreas tém uma
variacdo genética relativamente alta porque estas necessitam de uma garantia para
adaptacdo as diversidades ambientais (HAMRICK; GODT, 1990.; NYBOM, 2004;
DEGEN et al., 2006).

Por seu grande porte e vida longa, as espécies arbdreas tropicais sao
normalmente espécies chaves dos ecossistemas florestais e sua diversidade
genética tem sido vista como fundamental para a sustentabilidade e estabilidade de
tais ecossistemas (GREGORIUS, 1991.; RAJORA; PLUHAR, 2003). O fator genético
€ 0 componente mais sensivel ao desmatamento e é a chave da sustentabilidade
dos recursos florestais. Conhecer a distribuicdo da variacdo genética dentro e entre
as populacdes pode prover descobertas relativas a historia de uma populacéo e os

niveis atuais de distribuicdo da variacao genética (RAJORA et al., 2000).

2.3 ESTRUTURA GENETICA DE POPULACOES DE PLANTAS

A distribuicdo heterogénea (ndo aleatéria) dos alelos e gendtipos no espago e
no tempo, resultantes de agdes evolutivas tais como mutagao, selecdo e deriva
genética que atuam dentro do contexto de cada espécie e da populagéo é tida como
a estrutura genética (HAMRICK, 1982).
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A diversidade genética de um loco marcador corresponde a probabilidade de
ocorrer polimorfismo entre individuos amostradas ao acaso (RAFALSKY et al.,
1996). Estimar a diversidade depende de uma variedade de indices que
representam o conteddo informativo de um loco, que pode ser utilizada para
diferentes aplicacdes como na identificacdo individual e na andlise de parentesco, na
estimativa do fluxo génico, na definicho do sistema de cruzamento e na
determinacao da estrutura genética espacial.

A estimativa da frequéncia de um alelo particular em uma populacao,
chamada frequéncia alélica, é considerada fundamental nos estudos evolutivos, pois
a mudanca genética de uma populagcédo pode vir a ser avaliada pelas mudangas nas
suas frequéncias génicas (NEI, 1979). O numero de alelos por loco varia de acordo
com o tamanho da amostragem.

A diversidade genética é um fator responsavel pela adaptacdo e
sobrevivéncia de individuos diante das mudancas ambientais e ataque de pragas e
doencas ( PRIMACK; RODRIGUES, 2001; RAJORA; PLUHAR, 2003). A perda
dessa diversidade é o tépico central da conservacdo genética. Areas fragmentadas
onde existem pequenas popula¢gfes estdo mais propensas a endogamia que atua
revelando determinados alelos deletérios recessivos, ocorrendo com mais
intensidade em espécies alébgamas, levando estas a diminui¢do do valor adaptativo
da populacdo em curto prazo, causando a reducdo da heterozigosidade, perda da
diversidade alélica.

Os pesquisadores acreditam que com o declinio na variacdo genética possa
haver inibicdes no futuro da adaptacdo do organismo as mudancas ambientais e
consequentemente limitar seu potencial evolucionario, podendo levar essas

populacdes a um possivel risco de extingdo (ZUCCHI, 2002).

2.3.1 Estrutura genética espacial

A estrutura genética espacial ou autocorrelacdo espacial, refere-se a
distribuicdo espacial dos genotipos dos individuos dentro da populacdo, sendo
caracterizada para cada espécie. Ela é determinada pelos padrées de dispersao de

polen e sementes, densidade de individuos adultos, selecdo microambiental,
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regeneracdo e pelo sistema de reproducdo (HAMRICK; LOVELESS, 1986;
LOISELLE et al., 1995).

A existéncia da estrutura genética espacial, que € a presenca de individuos
correlacionados geneticamente dentro de uma populacdo, acontece principalmente
pelas limitacdes fisicas da populacdo e pela ndo ocorréncia de cruzamentos
randémicos entre os individuos, o que gera uma perda na diversidade genética. O
estudo em populacdes é utilizado para estimar o grau de isolamento e abordagens
intrapopulacionais, auxiliando na deteccdo de individuos aparentados (FUTUYMA,
1992; DOLIGEZ; JOLY, 1997;GONZALES; HAMRICK, 2005).

A estimativa da estrutura populacional genética espacial de espécies arboreas
vem se tornando importante nos ultimos anos, em que grande numero de
experimentos realizados por pesquisadores na area de estrutura genética de

populacdes de plantas tem sido publicado.

2.4 A ESPECIE JATOBA

O género Hymenaea da familia Fabaceae compreende 14 espécies, 13 das
quais encontram-se distribuidas pela América Central, América do Sul, Oeste das
indias e uma espécie no leste da Africa ( LEE; LANGENHEIM, 1975).

As espécies mais freqluientemente encontradas no Brasil sdo Hymenaea
stigonocarpa, de ocorréncia mais restrita, predominando na Caatinga e Cerrado
(CASTELLEN, 2005) e Hymenaea courbaril L., que é conhecida na Amazbnia por
Jatoba (ou Jatoba verdadeiro). Este € uma arvore de grande porte que ocorre
principalmente em floresta primaria de terra firme e varzea alta, com freqtiéncia em
solos argilosos e pobres.

Dentre as espécies do género Hymenaea que ocorrem na Amazonia, H.
courbaril se destaca por atingir a maior altura (podendo chegar até 65 metros de
altura em florestas tropicais) e diametro (FIGURA 1). Esta espécie ocorre do México
ao sul do Brasil (DENDROGENE, 2004). No Brasil ela possui uma distribuicdo
ampla, ocorrendo da Amazénia brasileira até a floresta estacional semidecidual no
sudeste do pais sob diferentes variedades (CASTELLENN, 2005).
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Fotos: A - André Eduardo Biscaia de Lacerda; B - Susana Melo
FIGURA 1 — Individuos adultos de Hymenaea courbaril
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E uma espécie tipica de estagios sucessionais avancados. Florescem
anualmente. Diploide (n=12). As flores sdo hermafroditas, polinizadas por morcegos
do género Glossophaga. A espécie € aldbgama (SAMPAIO; VENTURE, 1990;
SANTOS, 2002) com indicios de auto-incompatibilidade relatados por Bawa (1974),
Jansen (1983) e Lacerda (2008), a aparente auto-incompatibilidade deve-se
provavelmente ao processo de rejei¢cdo pds-zigotica (GIBBS et al., 1999)

Os frutos sdo um legume achatado e elipiséide, indeiscente, de cor verde
guando imaturo, marrom-escuro quando maduro e preto quando velho. Medem em
torno de 5 a 15 cm de comprimento, possuindo de 1 a 8 sementes, o exocarpo é
muito duro. Os frutos e sementes de H. courbaril constituem um importante recurso
alimentar para mastofauna (SANTOS, 2002). Assim, quando ficam maduros caem
inteiros no chao. Os frutos maduros sdo muito apreciados principalmente por antas
(Tapirus terrestres), veados (Manzana spp.), macacos pregos (Cebus apella) e
gueixadas (Tayassu pecori), e por algumas espécies de aves. Cutias (Dazupracta
azarae) e pacas (Agouti paca) atuam na dispersdo de sementes de forma
secundaria, carregando sementes por uma distancia de até 225 metros (JANSEN,
1975; HALLWATCHS, 1986; ASQUITH, 1999).

O produto mais comercializado do jatoba é a madeira, muito pesada; cerne
castanho-vermelho a castanho-avermelhado apresentando as vezes manchas
escuras; alburno branco-acinzentado; gra direita a obliqua; textura média; cheiro e
gosto indistintos, sendo utilizada na fabricacdo de moveis e construcdo externa
(RIZZINI, 1971; INPA, 2008). Seu diametro varia de 35 cm a 129 cm DAP.

Os indigenas usam a madeira para a confeccdo de canoas. A casca €
utilizada na medicina popular para tratar gripe, cistite, bronquite, infeccées de bexiga
e como vermifugo. A resina que sai da casca quando cortada transforma-se em
fragmentos vitreos amarelados chamados jutaicica, sendo usado como verniz
vegetal, combustivel, incenso, para o polimento e como impermeabilizador. A polpa
do fruto € utilizada para fazer farinha (DENDROGENE, 2004).

Segundo Alvino et al. (2005), espécies florestais de valor econémico como o
jatoba (H. courbaril) possuem poucos individuos na floresta, e nesses o excesso da
exploracdo madeireira pode levar a espécie ao desaparecimento pela retirada de
individuos que completariam o ciclo reprodutivo.

A espécie H. courbaril se enquadra em duas categorias de recursos genéticos

florestais importantes para a conservacao in situ. O de espécie arbérea de interesse
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ecocndmico e espécie de importancia para a sustentabilidade do ecossistema (FAO,
1995).

2.5 CONSEQUENCIAS DO MANEJO FLORESTAL NA AMAZONIA BRASILEIRA

O manejo florestal € originario do continente europeu, no século XIX, e refere-
se as praticas silviculturais aplicadas nos povoamentos florestais, incluindo os seus
aspectos financeiros e organizacionais, que visa a producdo de madeira. Na
segunda metade do século XIX, foi levado pelos europeus para a Asia numa
tentativa de adapta-lo as florestas tropicais. No inicio do século passado, foi
introduzido na Africa, somente chegando & América na década de 1940, no entanto,
apenas no inicio dos anos 1990 € que comecaram a ser implementados planos de

manejo florestal na Amazoénia.

A exploracao seletiva € comum em muitas florestas tropicais, principalmente
na Amazonia brasileira, com mais de 285 milhdes de ha (ASNER et al., 2005). O
desenvolvimento das técnicas de exploracdo e conducado da floresta, sensoriamento
remoto, tecnologia de produtos florestais e capacidade de armazenamento e
processamento de informacdes possibilitaram a consolidacdo do manejo florestal em

florestas tropicais.

O Brasil possui grande vocacéo para exploracéo florestal com 5,449 milhdes
de ha de florestas plantadas (ABRAF, 2005) e 385 milhGées de ha nativas
(SCOLFORO et al., 2009). Suas florestas nativas apresentam grande complexidade,
uma vez que sdo compostas por espécies com 0s mais distintos potenciais
silviculturais (AZEVEDO, 2007a).

A demanda por madeira da Amazbnia surgiu apO0s o0 esgotamento das
florestas das regibes sul e sudeste. Essa regido tem sofrido com exploracédo
madeireira e também com a conversdo de suas florestas em areas agropastoris
(ASNER et al., 2005; LIMA, 2008). O corte de madeira, a atividade agricola e a
pecuaria sao freqientemente relacionadas a demanda de paises industrialisados por
produtos agricolas baratos, tais como madeira e carne (PRIMACK; RODRIGUES,
2001).
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Em 2006, a lei n°11284 art.3 (IBAMA, 2006) regulamentou a exploragao
madeireira e o manejo florestal sustentavel, como a administracédo da floresta para a
obtencdo de beneficios econdmicos, sociais e ambientais, respeitando-se 0s
mecanismos de sustentacdo do ecossistema, objeto do manejo. Considerou,
cumulativa ou alternativamente, a utilizacdo de mdultiplas espécies madeireiras, de
multiplos produtos e subprodutos ndo madeireiros, bem como a utilizacdo de outros

bens e servi¢cos de natureza florestal.

O que de fato acontece é que o manejo é feito de forma arbitraria, tratando
espécies diferentes como iguais (AZEVEDO, 2007b), os manejadores geralmente
agrupam sob o nome comercial varias espécies parecidas, no entanto, cada uma
tem sua dinamica de populacdo (DAP maximo, crescimento, mortalidade, etc.) que
tem papel crucial na reconstituicdo futura dos estoques exploraveis. No trabalho
realizado por Sebbenn et al. (2007), foram usadas quatro espécies arboreas de
grande potencial e uso madeireiro (Bagassa guianensis, Hymenaea courbaril,
Manilkara huberi e Symphonia globulifera), sendo verificado que cada uma delas
responde de forma diferente para as atuais praticas do manejo sustentavel. As
maiores arvores, como as citadas acima, sdo as mais vulneraveis a fragmentacéo. O
entendimento da biologia de espécies e praticas de manejo sdo importantes e
interagem na tomada de decisdes apropriadas sobre o manejo florestal tropical,
contribuindo para a melhor sustentabilidade florestal a longo prazo (SEBBENN et al.,
2007).

O impacto da abertura de clareiras causada pela queda de arvores do dossel
€ considerado um mecanismo de manutencao da diversidade vegetal, nas florestas
tropicais. Entretanto, clareiras provenientes da acdo antropica (manejo florestal)
ocasionam uma ruptura na floresta, alterando a estrutura da vegetacao, o habitat, o
microclima, principalmente nas bordas, um desequilibrio na taxa de recrutamento e
mortalidade das espécies de plantas. Nestas areas, populacdes vegetais sao
perdidas e popula¢gBes adjacentes a estas areas, que ndo sofreram exploracéo,
acabam ficando isoladas em pequenos fragmentos (SEBBENN et al., 2007)

Entretanto, a cobertura de florestas remanescentes, ap0s praticas de
exploragdo madeireira, a remogao seletiva de arvores com alto valor econémico e
seus genes pode alterar a estrutura genética da populagéo residual, também como

afetar a densidade da populacéo, a distribuicdo diamétrica, a produtividade da area
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e estabilidade do ecossistema (HAWLEY et al., 2005). Em termos gerais, 0 corte
seletivo pode ter dois efeitos principais sobre populagbes de espécies arboreas
florestais: reducdo no numero total de individuos reprodutivos e isolamento espacial
de individuos remanescentes. Estes efeitos podem resultar em perda de alelos,
reducéo na heterozigosidade (YOUNG; BOYLE, 2000), endogamia e redugdes no
tamanho efetivo da populagéo remanescentes (ALDRICH et al., 1998).

A diversidade genética fornece o potencial evolutivo para o bem estar da
floresta, mediante a mudancas bidticas e ambientais (MOSSELER et al., 2003).
Desse modo, informagbes sobre o impacto do manejo florestal na estrutura e
dindmica da variacdo genética sdo importantes para efeito de conservacdo de
recursos genéticos (DEGEN et al., 2006)
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3 CAPITULO |

ESTRUTURA POPULACIONAL E GENETICA DE JATOBA EM POPULACOES
NATURAIS NA AMAZONIA SUL-OCIDENTAL
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RESUMO

A Amazbnia € a maior floresta tropical do mundo, possuindo uma exuberante
riqueza de fauna e flora. Essa biodiversidade tem sido alvo de discussdes mundiais
em torno do uso e conservacgao, além da busca por modelos e métodos que avaliem
a desejada sustentabilidade, especialmente quando se trata de producdo madeireira.
Dentre as muitas espécies com potencial madeireiro existente na Amazonia, o jatoba
(Hymenaea courbaril) € uma das que sdo intensamente exploradas. Este trabalho
teve como objetivo estudar a estrutura populacional e genética do jatoba
considerando aspectos para a conservacdo e manejo sustentavel. O estudo foi
realizado no periodo de 2008 a 2009, na regido Sul-Ocidental da floresta amazénica
brasileira, em trés areas de florestas preparadas para a exploracdo madeireira
segundo plano de manejo sustentavel. A estrutura populacional foi avaliada para
cada area de estudo analisando-se a distribuicdo dos individuos em classes de
tamanho, didametro e distribuicdo espacial. A andlise da estrutura genética foi feita
por marcadores moleculares microssatélites (SSR) em uma amostra de 160
individuos com DAP >30 cm. Os resultados mostraram, para as trés populacbes

uma distribuicdo de J invertido, com distribuicdo espacial uniforme. Houve alta
divergéncia genética (GST‘ = 0,366) entre as populagdes e um fluxo génico aparente
de um individuo a cada cinco geracdes. Devido a divergéncia genética foi possivel
classificar as populacdes em unidades independentes para o manejo. Foi detectada

estruturacdo genética espacial significativa num raio de 1050 m para a populacéo de
Porto Acre - AC.

Palavras-chave: Hymenaea courbaril, Estrutura Genética, SSR, Estrutura
Populacional



29

ABSTRACT

The Amazon is the largest rainforest in the world, with a lush richness of fauna and
flora. This biodiversity has been the focus of global discussions around the use and
conservation, beyond the search for models and methods to assess the desired
sustainability, especially when it comes to timber production. Among the many
species with timber potential existing in the Amazon, jatoba (Hymenaea courbaril) is
one of those that are heavily exploited. This work aimed to study the population
structure and genetic aspects of jatoba considering for conservation and sustainable
management. Study was conducted from 2008 to 2009 in south-western Brazilian
Amazon forest, in three forest areas prepared for logging the background of
sustainable management. Population structure was assessed for each study area by
analyzing the distribution of individuals in size classes, diameter and spatial
distribution. The analysis of genetic structure was performed by microsatellite
molecular markers (SSR) in a sample of 160 individuals with DBH> 30 cm. The
results showed, for the three populations an inverse J distribution, with uniform
spatial distribution. There was high genetic diversity (= 0.366) among populations
and an apparent gene flow from one individual to five generations. Because of
genetic divergence was possible to classify the populations in independent units for
management. We detected significant genetic structure within a radius of 1050 m for
the population of Acre Porto - AC.

Keywords: Hymenaea courbaril, Genetic Structure, SSR, Population Structure
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1 INTRODUCAO

A Amazbnia é a maior floresta tropical do mundo e que também abriga a
maior biodiversidade. Esse Bioma tem sido alvo de discussdes mundiais em torno
de seu uso e conservacao, além da busca por modelos e métodos que avaliem a tao
desejada sustentabilidade nos casos de exploracédo, especialmente de produtos
madeireiros.

Diversos trabalhos avaliam aspectos da biologia reprodutiva, fenologia,
estrutura e dindmica de populacdes de espécies arboreas tropicais (MAUES, 2006;
AZEVEDO et al., 2007a; LIMA, 2008), porém, pouco se sabe sobre a estrutura e
diversidade genética em populacdes dessas espécies. Ainda hd uma caréncia por
respostas seguras sobre a sustentabilidade ecolégica do manejo florestal,
principalmente para as espécies Amazonicas.

Devido ao grande porte e longo ciclo de vida, geralmente as espécies
arbéreas desempenham um papel chave para ecossistemas florestais (CLARK;
CLARK, 1996). A diversidade genética é vista como fundamental para a
sustentabilidade e estabilidade de tais ecossistemas (RAJORA; PLUHAR, 2003),
sendo um dos fatores responséaveis pela adaptacao e sobrevivéncia dos individuos
(PRIMACK; RODRIGUES, 2001; RAJORA; PLUHAR, 2003) e por isso um topico
central para a conservacao.

No entanto, pouco se sabe sobre a  estrutura  genética
de espécies arboreas, mesmo aquelas de interesse comercial com potencial madeireiro
(LEDIG, 1992). Conhecer a diversidade genética e a estrutura populacional de
espécies arboreas de interesse comercial € um desafio importante a ser alcancado
para que haja a manutencdo das florestas sem causar danos graves com 0 USO
comercial, pois cada espécie responde de forma diferente a exploracdo madeireira
(PUTZ, et al., 2001).

Simulac¢Bes feitas com dados ecoldgicos e genéticos na Floresta do Tapajos
(PA) demonstraram que o ciclo de corte para o manejo florestal adotado no Brasil
(ciclo de 30 anos e DAP> 45cm), apOs seis ciclos para as espécies tatajuba
(Bagassa guianensis), jatoba (Hymenaea courbaril) e a macaranduba (Manilkara
huberi), tiveram uma perda significativa da area basal, ndo sendo recuperada entre
os ciclos, além da perda de alelos e aumento da distancia genética entre 0s
individuos de cada populacdo (SEBBENN et al., 2007).
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Para o género Hymenaea, alguns trabalhos sobre estrutura genética
revelaram alta divergéncia genética entre populacdes fragmentadas florestais e uma
forte estruturacdo genética espacial (TOLEDO, 2005; CASTELLEN, 2005;
MORENO, 2009).

Este trabalho teve como objetivo estudar a estrutura populacional e genética
de jatoba em populacdes naturais na Amazoénia Sul-Ocidental antes da exploracao

madeireira.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 AREAS DE ESTUDO E AMOSTRAGEM

O estudo foi realizado no periodo de 2008 a 2009 na regido Sul-Ocidental da
floresta Amazobnica Brasileira, em trés propriedades particulares (fazendas)
localizadas no municipio de Labrea (AM) e nos municipios de Capixaba e Porto Acre
(AC) (FIGURA 3). Nos municipios de Labrea e Capixaba as coletas foram
realizadas nos meses de janeiro e margco de 2008 e em Porto Acre, em marco de
2009. A coleta de dados foi feita em talhbes de exploracdo florestal antes da
extracdo madeireira. O manejo florestal aplicado nestas areas segue as diretrizes
da lei n°11284/06 art.3 (IBAMA, 2006).

A regido em que as fazendas de Labrea (UTM 8959104/19L 082044) e
Capixaba (UTM 8835940/19L 0610821) estdo inseridas apresentam vegetacao
primaria equatorial umida, com varias espécies de dossel e presenca de palmeiras e
bambu. Estas areas fazem divisa com pastagem enquanto que a fazenda de Labrea,
é ladeada por uma terra indigena.

A fazenda de Porto Acre (UTM 8945290 /19L 648840) apresenta vegetacao
primaria equatorial umida, floresta aberta com palmeiras e regido de baixio (area
alagada), com presenca de igap0s e pastagem. Todas as areas estudadas estdo
localizadas em areas de floresta continua.

A Tabela 1 apresenta a area total das fazendas e os respectivos talhdes

onde foram feitas as coletas.
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TABELA 1 — Area total das fazendas e os respectivos talhées de exploracéo e
local de coleta de material para estudo

Areade o Area total da fazenda Talh&o de exploracéo (coleta)
Municipio
estudo (ha) (ha)
Labrea Labrea/AM 8000 428
Capixaba Capixaba/AC 2200 1000
Porto Acre Porto Acre/AC 1500 328

Os talhdes foram definidos pela equipe do manejo florestal tendo como base
a area de cada fazenda. Em cada um dos talhdes selecionados, o inventario para
exploracao florestal ja havia sido feito e utilizou-se os dados referentes a espécie H.
courbaril (Diametro a Altura do Peito-DAP, Altura e coordenadas geograficas). Como
o inventario de exploracéo florestal considerou apenas as arvores com DAP > 45
cm, realizou-se um inventario complementar em toda a area de cada talhdo, onde
foram coletados a posicdo, DAP e altura para as arvores de jatobd com DAP entre 5
cm e 45 cm. Os individuos que ndo eram jatob4 mais que estavam na lista do
manejo como sendo da espécie foram eliminados.

Além desse inventario, foi feito ainda o mapeamento e caracterizacdo da
regeneracao de jatoba tomando como unidade amostral as arvores com evidéncias
de florescimento, onde forma instaladas parcelas circulares. A partir de cada arvore,
considerando um raio de 20 metros, todos os regenerantes (DAS <5 cm e DAP < 10
cm) foram inventariados tomando-se medidas de altura, diametro a altura do solo
(DAS) e coordenadas geogréficas (FIGURA 2).
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FIGURA 2 — Esquema de parcela para inventario de regenerantes de jatobd, onde o

centro da parcela € uma arvore adulta de jatoba.

Para avaliacdo da estrutura genética, coletou-se uma amostra de tecido do
cambio de todos os 160 individuos de jatobd com DAP > 30 cm.
As amostras de cambio caulinar foram obtidas pela retirada de uma pequena

quantidade desse tecido com o auxilio de um formé&o (ferramenta utilizada para

entalhar madeira) e uma pingca de aco inox.

amostras foram imersas em microtubos contendo 1,0 ml de tampédo de transporte
(30% de tampao de extracdo CTAB a 2%: 70% Etanol) e levadas para o Laboratério

de Morfogénese e Biologia Molecular (LABMOL) da Embrapa Acre onde foram

armazenadas a - 20°C para posterior extracdo de DNA.

Imediatamente apds a coleta, as
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FIGURA 3 — Mapa geral mostrando os municipios (Labrea — AM, Capixaba — AC e
Porto Acre — AC) e a posicao relativa das populacdes estudadas

2.2 ANALISES GENETICAS LABORATORIAIS

A extracdo do DNA gendmico foi realizada no Laboratorio de Morfogénese e
Biologia Molecular da Embrapa-Acre, em Rio Branco, AC, utilizando o protocolo
CTAB 2% (DOYLE; DOYLE, 1987) adaptado por Ferreira e Grattapaglia (1998)
sendo que o tecido caulinar foi macerado, usando um macerador automatico de
tecidos (Tissue Lyser ® Qiagen) por 1min 30s e frequéncia de 30 Hertz.

Depois de extraido, o DNA genbmico foi quantificado em eletroforese
submarina em gel de agarose (1%) por 20 min sob 77 Volts (V) e 45 miliAmpere
(mA) (FIGURA 4), por meio da analise comparativa de cada amostra com o DNA
padrédo fago A de peso molecular conhecido (10 a 200 ng). Apds a quantificacéo, o
DNA foi diluido em agua MiliQ para 2,5 ng/uL, para posterior analise dos marcadores
microssatélites, em eletroforese vertical em gel de poliacrilamida e coloracdo das

bandas com nitrato de prata
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FIGURA 4 — Quantificacdo de DNA extraido de cambio caulinar de Hymenaea
courbaril, em gel de agarose a 1% corado com brometo de etideo. As
duas bandas da esquerda equivalem aos marcadores de peso
molecular A de 50 e 100 ng/uL.

Para as andlises genéticas foram utilizados oito pares de iniciadores SSR,
sendo seis desenvolvidos para Hymenaea courbaril por Ciampi et al. (2008), e
outros dois ainda ndo publicados desenvolvidos pela Embrapa - CENARGEN
(TABELA 2).

TABELA 2 -Locos Microssatélites (SSR) com repeticdo em série, as sequéncias
dos iniciadores e as amplitudes alélicas

Locos Repeticdo em série T, °C* | Sequénica de Primer (5'-3")
F: TGTTCCAATTTATGTCCATGGTT
Hcl2 (TC)as
58 R: TGGATGGTTGTGAAGAAAAGG
F: CATTCTGCCATCGGTAGGTT
Hcl4 (TC)17
56 R: TCACCCAAACAGGAGTGAA
F: TGCAATTCGACTTCTTGGTT
Hc25 (TC)ZG
54 R: GGTCAAAGAAAATGCTGGCT
F: GAACAAATCAACTTTCTTTGAAGC
Hc 33 (AG)le
56 R: TTGACGCTTATTTTGCACCA
F: CCTCTCTCCCAAATTCACGA
Hc40 (AG)ZG
56 R: TGCAATAGAATTTCCGAGGC
F: TGGCTAAAAGTTGGGAGGGT
Hc 42 (CA)5T(AG)19
56 |R: TTCCCCCTTTTCATGTTGTC
He 35* F: CTTGCACCTTTCACCCATTT
) 56 R:CTCTTTGCTTCCCTCTCCCT
He 49" F: CCACCTCTCTCCACCCAATA
) 54 |R: TCCGGGAACTGCTTAATTTG

1- ndo publicado; * Temperaturas de anelamento encontradas para este estudo

As reacgOes de amplificacdo dos fragmentos de DNA foram feitas por reacéo

em cadeia da polimerase (PCR) utilizando volume final de 13 pl em termociclador MJ



36

Research 96+. O protocolo de amplificacéo foi de: 94°C por 5 minutos, 30 ciclos de
94°C por 1 minuto, temperatura de hibridacdo especifica de cada par de iniciadores
por 1 minuto, 72°C por 1 minuto, terminando com 72°C por 5 minutos.

Apoés a reacdo de PCR, os fragmentos amplificados foram separados em gel
desnaturante de poliacrilamida a 5%, em cuba vertical contendo tampé&o TBE 1X sob
1600 volts e 40 mili-Amperes, por uma hora. Apés a eletroforese, os fragmentos
observados na forma de bandas, foram corados com nitrato de prata, segundo o
protocolo desenvolvido por Creste et al. (2001). A interpretacdo dos fragmentos
amplificados foi realizada visualmente por meio de comparagdo com marcador de
peso molecular padrédo (10-pb “Ladder” Invitrogen ®). Os fragmentos que

apresentaram diferentes pesos moleculares foram considerados alelos diferentes.

2.3 ANALISES ESTATISTICAS

2.3.1 Estrutura Populacional

A estrutura populacional foi avaliada para cada area de estudo analisando-se
a distribuicdo dos individuos em classes de tamanho , diametro médio das arvores,
altura média dos regenerantes, numero de regenerantes por arvore reprodutiva e a
distribuicdo espacial das arvores (indice de dispersao).

As populagbes foram comparadas pelo didmetro médio de adultos e altura
meédia de regenerantes, usando a analise de variancia feita com o software SPSS
versaol.6 (2008).

A distribuicdo dos individuos de jatoba em classes de tamanho foi visualizada
em grafico de densidade considerando a amplitude de classes de tamanho de 10 cm
para o didmetro e 20 cm para altura. Os gréficos foram avaliados visualmente
qguanto a forma de distribuicdo de J invertido.

As varidvies de diametro e altura foram avaliadas quanto a distribuicéo
Normal pelo teste de homogeneidade de variancias e também pelo teste K-S
(Kolmogorov-Smirnov), sendo que os dados de altura foram normais mas os dados
de DAP nao apresentaram distribuicdo normal. Os dados de DAP foram
transformados em DAP? e dessa forma obteve-se normalidade. Portanto as analises
de ANOVA foram feitas com altura e DAP?.
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Para avaliagdo da regeneracdo em cada local, foi calculado o numero de
regenerantes por arvore matriz.

A distribuicdo espacial dos individuos dentro e entre as populacdes
estudadas, foi avaliada pelo o indice de dispersdo (R) de Clark e Evans (1954)
usando o método do vizinho mais proximo. O indice de disperséo foi calculado pela

formula:

O indice foi calculado para cada area considerando todos os individuos com
DAP > 5 cm. Com base na localizacdo (coordenadas geograficas) das arvores foi
determinada a distancia entre cada arvore e o seu vizinho mais préximo e depois a
distancia média entre as arvores.

O indice de disperséo R € interpretado da seguinte forma: se R =1 o padréo é
aleatorio; se R =0, o padréo é agrupado; e se R ~ 2,15, o padrdo € uniforme.

R, = distancia média observada do vizinho mais proximo

ri = distancia do vizinho mais proximo, para o i-ézimo individuo
n = numero de individuos da populacao

R.= distancia esperada do vizinho mais proximo

d = densidade de individuos na populacao

Para determinar estatisticamente se o padrdo observado foi diferente de um
padrdo aleatorio foi aplicado o teste z.

Z — RO—Re
S

0,26136
Vnd

n = nimero de individuos da populagéo

S é o desvio padrao; S =

d = densidade de individuos
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2.3.2. Estrutura genética

A

A estrutura genética entre populacdes foi estimada por Gg;', proposto por

Hedrick (2005):

A~

, _Gsr(1+Hy)
T (- Hy)

Em que GST é a divergéncia genética entre populacdes e I—A|S é a diversidade média
intrapopulacional, de acordo com Nei (1987). Para obtencdo dessas estimativas,
utilizou-se o programa FSTAT (GOUDET, 1995). Valores préximos a zero indicam
baixa divergéncia genética entre as populacdes e valores proxioas a um indicam alta
divergéncia genética entre as populacgdes.

Estimou-se ainda a divergéncia genética (Ry;) segundo Slatkin (1995), mais

adequada para estimativa da divergéncia genética entre populacbes quando se
utilizam marcadores SSR. O intervalo de confianca a 95% para IQST foi obtido por

1.000 reamostragens “bootstrap” sobre locos. Testes de permutacdo foram

A

realizados para determinar se os valores observados de Ry diferiram

significativamente de zero. As andlises foram realizadas com o programa RstCalc
(GOODMAN, 1997).

A divergéncia genética entre as trés populac¢des foi calculada com o objetivo
de verificar se cada populacdo pode ser considerada uma Unidade Independente
para o Manejo (UIM), segundo Palsboll et al. (2007).

O fluxo génico aparente (Nm) foi estimado de forma indireta, segundo o

modelo de ilhas proposto por Crow e Aoki (1984), o qual corrige a andlise para

wm=(2) (7)1

pequeno numero de populacdes:

Em que:
Fs; é a divergéncia genética entre populacdes.
a a corre¢do para nimero de populacdes, sendo « = [n/(n — 1)]%;

n € o numero de populacoes.
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Utilizou-se o estimador Gg'e o IQST no lugar de Fyy, para conhecer a

magnitude do fluxo génico realizado e a variacdo dada por essas estatisticas.

2.3.3 Estrutura Genética Espacial

A caracterizacdo da distribuicdo espacial dos gendtipos dentro das
populacbes foi realizada a partir das estimativas médias dos coeficientes de
coancestria (éxy) (LOISELLE et al., 1995) entre pares de individuos agrupados em

classes de distancias espaciais com intervalos constantes. O numero de classes e
os intervalos foram definidos de acordo com o numero minimo de 30 pares de
individuos comparados em cada classe. O referido coeficiente de coancestria ndo é
viesado pela presenca de alelos raros na populagéao.

Para cada classe de distancia, obteve-se o intervalo de confiangca a 95% de

probabilidade do 8,,, por meio de 10.000 permutacdes sobre a localizacdo de cada

Xy
gendtipo. Para a andlise da estrutura genética espacial (EGE) dentro das
populacdes foi utilizado o programa SPAGeDi 1.3.a desenvolvido por Hardy e

Vekemans (2002).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ESTRUTURA POPULACIONAL

Labrea apresentou melhor estrutura populacional quando comparada com as
outras areas (FIGURA 5). Os individuos estiveram distribuidos em véarias classes de
tamanho, principalmente os regenerantes (FIGURA 6). A densidade de jovens e
adultos (DAP = 10cm) e o tamanho médio de jovens/adultos e regenerantes foi
variavel, sendo a populacdo de Porto Acre a que apresentou maior densidade de
adultos e a de Labrea a que apresentou maiores médias para altura e diametro
(TABELA 3).
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TABELA 3 — Densidade e Tamanho médio de individuos adultos e regenerantes

Local Densidade (ind.ha") Tamanho Médio Altura N° de
Reg Jov.Adulto Média reg/matriz
Reg Jov/Adulto (altura/cm)* (DAP)**
Labrea 1.892 0,12 67,6 a 86,22 a 67,6 cm 3,29
Capixaba  2.527 0,04 40,0 b 87,72 a 40 cm 2,46
Porto Acre 674,26 0,25 351b 79,36 b 35,1 cm 0,88

* p = 0,0001 utilizando o teste de médias (Bonferroni) ; ** p = 0,041; Letras iguais nao diferente estatisticamente

Jov=joven ; Reg=regenerante

A regeneracdo também foi variavel, sendo que a 4rea com menor densidade
de jovens e adultos apresentou maior densidade de regenerantes (Capixaba) e a
area com maior densidade de adultos apresentou menor densidade de regenerantes
(Porto Acre).

Nas populacbes de Capixaba e Porto Acre os individuos apresentaram uma
distribuicdo mais irregular em comparacdo a Labrea, especialmente porque nas
classes de DAP de 30 e 40 cm néo foram registradas nenhum individuo (FIGURA
5). Em relacdo a regeneracdo Labrea também apresentou melhor estrutura, sendo
que Capixaba foi intermediéria e Porto Acre apresentou expressiva dificuldade no
estabelecimento de novas plantas (FIGURA 6). Este resultado sugere que as
populacdes ndo tem apresentado, pelo menos recentemente, problemas na
germinacao de sementes, ou seja, tem ocorrido frutificacdo e dispersao de sementes

suficientes para a regeneracao.

A populacédo de Porto Acre pode ter passado por uma fase de problemas com
a regeneracdo e estar se recuperando nos ultimos eventos reprodutivos ou ter
dificuldades de reproducdo e/ou estabelecimento sendo dependente de eventos
especificos para a regeneracdo. Durante as coletas de campo, em 2009, observou-
se que a maioria das arvores estavam localizadas em areas alagadas e nao
apresentavam sinais de frutificagdo. Somente estudos de dinamica da regeneracao

podem esclarecer o que acontece com essa populacao.
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populacdes estudadas
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As populagbes de Capixaba e Porto Acre, embora apresentaram uma
estrutura tipo J invertido, os dados de jovens indicam que h& lacunas na reposi¢cado
das plantas, podendo isso ser um indicativo de problemas na manutencdo da
populacao apos ciclos de exploracdo madeireira.

A distribuicBo de uma espécie em classes de tamanho identifica
imediatamente os estagios da histéria de vida pouco representados na populagédo
(HALL; BAWA, 1993). Os resultados deste estudo mostram, para as populacdes
avaliadas, uma maior concentracdo de plantas nas classes iniciais (20 e 40 cm de
altura), dando a idéia de distribuicdo em J invertido, no entanto, para as classes de
DAP observou-se gargalos importantes nas menores classes de tamanho. A
estrutura ideal para o0 manejo sustentavel € aquela que apresenta um maior namero
de individuos nas menores classes de tamanho e uma reducdo constante do
namero de individuos de uma classe para outra (PETERS, 1996). Esta situacdo nao
foi observada para nenhuma das populagbes estudadas, no entanto isso nao
significa que as mesmas ndo possam ser manejadas. Esses resultados mostram que
€ preciso fazer o monitoramento da estrutura populacional nessas areas de manejo
para verificar a taxa de crescimento e recrutamento das plantas de uma classe de
DAP para a outra.

Considerando que espécies arboreas tropicais ocorrem em baixa densidade e
apresentam uma estrutura populacional em forma de piramide demografica, com
grande namero de juvenis (plantulas) e um pequeno numero de adultos (HUBBELL,
1979; REIS et al., 2000), pode-se supor que o jatoba, nas areas estudadas, ndo esta
ameacado embora as populacbes de Capixaba e Porto Acre devam ser
consideradas em estado de alerta, pela falta de estoque de individuos nas menores
classes de tamanho, o que confere estabilidade a espécie (PETERS, 1996).

Para as trés popula¢des analisadas, o indice de dispersédo de Clark e Evans
entre os individuos néo foi significativo (Teste Z p > 0,05) para agrupamentos
aleatérios, indicando uma distribuicdo uniforme (TABELA 4).

TABELA 4 - indice de disperséo e distribuicio para as populacdes estudadas

Populacéo N R, (M) R Teste Z p > 0,05
Labrea 34 1176,4 5,08 ns
Capixaba 44 1151,3 4,82 ns
Porto Acre 82 154,14 1,54 ns

N = ndmero de individuos; R, = distancia média do vizinho mais préximo; m= metros; R = indice de dispersédo; ns
= ndo significativo a 95%



44

A diferenca na distribuicéo entre as populacdes foi a distancia do vizinho mais
proximo que, para Labrea e Capixaba, a média foi bem maior que para Porto Acre.
Essa diferenca esta relacionada com o tamanho da area em que as populacdes
estdo distribuidas e com a densidade das mesmas, em que a populacdo de Porto
Acre foi a que apresentou maior densidade.

Segundo Durigan et al. (2003), os padrbes de distribuicio em grandes
escalas, podem estar relacionados a fatores como fertilidade dos solos e condicdes
climaticas.

Espécies arboreas tropicais ocorrem em baixa densidade e possuem na
grande maioria, uma distribuicdo uniforme (HUBBELL,1979). Inicialmente as plantas
se distribuem de forma agregada, mas a predacao (herbivoria e doencas) no inicio
da vida das plantas, faz com que ao longo do tempo se distribuam de forma mais
uniforme (CONDIT et al., 2000).

Florestas abertas fornecem condi¢cdes mais favoraveis a regeneracao, tais
como niveis mais elevados de luz, resultando num padrdo de distribuicdo mais
dispersivo para as plantulas e seu estabelecimento ao longo do tempo (WADT et al.,
2005).

Conhecer a dinamica e estrutura populacional de espécies arboreas florestais
com potencial madeireiro como o jatob& € importante para dar subsidios para futura
exploracdo madeireira, pois como foi visto a sua distribuicdo é de forma irregular e
com poucos individuos nas menores classes. Além da necessidade de saber como a

exploracdo madeireira influenciara na regeneracgéo futura.

3.2 ESTRUTURA GENETICA

A divergéncia genética (GST‘) entre as trés populacdes foi de 0,344. Como

consequéncia dessa elevada divergéncia entre as populacbes, o fluxo génico
aparente (Nm) foi de 0,211, o que equivale ao fluxo de um individuo a cada cinco
geracdes. Valores menores que um, revelam um baixo fluxo génico, ja para valores
maiores que um, espera-se baixa diferenciacdo entre as populagdes por deriva ou
selecdo (WRIGHT, 1931). Essa medida refere-se ao fluxo génico passado,
considerando que a espécie estudada € uma espécie arborea de ciclo de vida longo,

mesmo geograficamente distantes, as populacbes apresentaram alelos e
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frequéncias relativamente parecidas como resultados de trocas génicas no decorrer
das geracdes, quando estas eram interligadas por florestas praticamente continuas
(KAGEYAMA et al., 2003).

Como a presenca de alelos nulos nos locos pode causar uma superestimacao
nas estimativas de divergéncia genética (CHAPUIS; ESTOUP, 2007), recalculou-se
0 GST‘com apenas seis locos, ou seja, retirando-se os locos Hc 40 e Hc 42, que
apresentaram alelos nulos para as trés populacdes. Mesmo com a retirada desses
locos da analise, constatou-se valores parecidos para GST'(O,BGG) e,
conseqiientemente para o Nm (0,192).

O valor para Rgr (0,156; 1Cgs0 0,139 — 0,198; p = 0) foi inferior ao GST', mas
foi elevado e significativo. O Nm estimado com o valor de Ry foi de 0,60 migrantes
por geragao. Assim como observado para OGST', com a retirada dos locos Hc 40 e
Hc 42 em virtude dos alelos nulos, o novo valor de Ry foi ligeiramente inferior
(0,146; ICys0, 0,127 — 0,193; p = 0) ja o valor encontrado para o Nm(0,650) foi
ligeriramente superior. Valores parecidos foram encontrados para populacdes de

Hymenaea stigonocarpa (GST': 0,446 e Ry = 0,327) localizadas no estado de S&o Paulo

e distantes cerca de 266 km (MORENO, 2009).
Com os altos valores de divergéncia genética (GST': 0,366 e Ryy= 0,156), que

podem estar relacionados ao fluxo genético restrito e mutacbes genéticas nas
poulactes, foi possivel classifica-las como Unidades Independentes para o Manejo
(UIM). Populacdes diferenciadas de uma mesma espécie ndo deveriam ser
misturadas e requerem manejo genético separados (FRANKHAM; BADALOU,;
BRISCOE, 2008). As UIM permitem englobar as popula¢cdes como reservatorios
génicos distintos, importantes para conservacao (FRAZER; BERNATCHEZ, 2001).
Dessa forma, assume-se formas independentes para 0 manejo e conservacédo de
cada populacdo, sem interferir em aspectos evolutivos de carater regional, como a
adaptabilidade local (PALSBOLL; BERUBE; ALLENDORF, 2007).
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3.3 ESTRUTURA GENETICA ESPACIAL

A populacdo de Labrea ndo apresentou estruturacdo genética espacial
significativa para a trés classes analisadas, mesmo com um indice de fixacdo
significativo. A estruturagdo genética ndo significativa pode estar relacionada com a
distribuicdo dos individuos dentro dessa populacdo, pois arvores mais distantes
geograficamente estdo menos relacionadas geneticamente, num claro padrdao de
isolamento por distancia (AZEVEDO, 2007b).

Ocorreu 0 mesmo para a populacdo de Capixaba. O grafico de correlacéo
genética espacial obtido por meio do coeficiente de coancestria de Loiselle et al.
(1995) entre pares de individuos, mostrou estruturacdo genética espacial nao
significativa para a espécie Hymenaea courbaril (FIGURA 7). Embora para a terceira
classe de distancia o valor do éxy tenha sido positivo (0,0007), a estimativa nao foi
significativa. Mesmo havendo endogamia significativa nas populacdes de Labrea e
Capixaba, as arvores que sao relacionadas (aparentadas) ndo sdo as mais proximas
entre si. Significa dizer que para essas popula¢des ndo ha uma tendéncia para que
as arvores proximas sejam parentes. Ja na populacdo de Porto Acre, o grafico de
genética espacial obtido por meio do coeficiente de coancestria de Loiselle et al.
(1995) entre pares de individuos, mostrou uma forte estruturacdo genética espacial
para a espécie Hymenaea courbaril dentro da populacdo (FIGURA 7). Arvores
localizadas a uma distancia de até 1050 metros apresentam valores elevados e
significativos (p < 0,05) de @xy. Nessa populacdo o coeficiente de coancestria na
primeira classe de distancia (até 140m) foi elevado (9xy: 0,227), sugerindo que
arvores espacialmente préximas sdo parentes no grau de irmados completos. A forte
estruturacdo parece ser caracteristica da espécie, provavelmente devido a um
processo dispersivo primario restrito (barocoria) (CASTELLEN, 2005) levando a crer
gue arvores mais distantes sdo geneticamente ndo relacionadas tendendo a um

padrao de isolamento por distancia.

A estruturacdo genética espacial tem ocorrido em diversas espécies arboreas,
tais como Manilkara huberi (AZEVEDO, 2007ab), Carapa guianensis (RAPOSO,
2007) e Solanum lycocarpum (MARTINS et al., 2006), Eucalyptus globulus (JONES,
et al., 2007) e Milicia excelsa (BIZOUX, 2009). Em cinco popula¢gdes de Hymenaea
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courbaril distribuidas em S&o Paulo — SP e no Panama, foi verificado uma forte
estruturacdo genética espacial de até 3000 m (CASTELLEN, 2005).

Em uma populacéo de Hymenaea courbaril na Floresta Nacional do Tapajos
— PA, foi encontrada estrutura genética espacial para varias classes ontogenéticas
(plantulas, juvenis e adultos) (LACERDA et al., 2008).

A estruturac@o genética esta associada principalmente as caracteristicas do
sistema de reproducédo das espécies (LOVELESS; HAMRICK, 1984). A organizacéo
espacial de populacdes locais e seus padrbes concomitantes de fluxo génico séo
fatores importantes para que uma espécie torne-se geneticamente diferente ao
longo da sua distribuicdo geogréfica (YEH, 1989).

No caso de populacbes que serdo manejadas como as estudadas, a
estruturacdo pode ser um fator chave para definir formas de preservar individuos
que estao sob estruturacdo genética e 0s que nao estdo, o que pode ser realizado
com a finalidade de preservar grande parte da variacdo genética existente
(AZEVEDO, 2007b).
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4 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que:

v

ASIRNERNERN

A estrutura populacional dos individuos para as trés popula¢gdes estudadas foi
do tipo J invertido;

A densidade de individuos para todas as classes diamétricas € muito baixa;

A distribuicdo dos individuos nas populagdes foi do tipo uniforme;

Houve uma elevada divergéncia genética entre as trés populacoes;

A espécie apresentou estrutura genética espacial dos gendétipos de até 1050 m

para a populacao de Porto Acre;
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RESUMO

A Amazonia brasileira apresenta uma grande vocacéao florestal, no entanto a
complexidade das florestas no que diz respeito a variedade de espécies e potencial
ecologico e silvicultural apresenta-se como um desafio tanto para a conservacao
como para 0 uso sustentavel. A demanda por madeira da Amazoénia surgiu apds o
esgotamento das florestas das regides sul e sudeste, dentre as muitas espécies com
potencial madeireiro existente na Amazobnia, o jatoba (Hymenaea courbaril) € uma
espécie intensamente explorada, devido a qualidade da sua madeira. O presente
trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar o impacto do manejo florestal
sustentavel, seguindo as diretrizes brasileiras, sobre a densidade, area basal e
diversidade genética de jatoba. O estudo foi realizado no periodo de 2008 a 2009 na
regido Sul-Ocidental da floresta Amazobnica Brasileira, em trés propriedades
particulares (fazendas) , localizadas no municipio de Labrea — AM, Capixaba — AC e
Porto Acre - AC. A coleta de dados foi feita em talhdes de exploracéo florestal. Foi
calculada a area basal e a densidade de individuos por hectare para cada talhdo
antes e depois da exploracdo pelo manejo. A diversidade genética foi analisada pela
frequéncia de alelos , o indice de fixacdo e a heterozigosidade esperada. O nimero
de individuos antes da exploracdo madeireira foi variavel para as trés populacdes,
todas apresentaram uma baixa densidade de individuos. As maiores areas basais
foram encontradas em Porto Acre e Capixaba. Ap6és 0 manejo houve uma reducéo
significativa da area basal para todas as populacdes, porém a que mais sofreu com
a perda da area basal foi a populacdo de Porto Acre. Com relacdo a diversidade
genética, houve uma reducdo no namero total de alelos para todas as populacgées, a
heterozigosidade continuou com os mesmo valores para as populacdes apds o
manejo. Esses resultados levam a crer que a reducdo do tamanho populacional
pode levar a erosdo genética, especialmente com a perda de alelos raros. Algumas
espécies florestais comercialmente exploradas (como jatoba) podem ter sua
sustentabilidade e potencial evolutivo ameacgados pelo manejo por ainda existerem

falhas nesse método de exploragéao.

Palavras-chave: Hymenaea courbaril, Manejo Florestal Sustentavel, Diversidade

Genética, Densidade, Area Basal
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ABSTRACT

The Brazilian Amazon forest has a great potential, however the complexity of forests
regarding the variety of species and ecological and silvicultural presents itself as a
challenge both for conservation and for sustainable use. The demand for wood from
the Amazon arose after the depletion of forests in South and Southeast regions,
among the many species with timber potential existing in the Amazon, jatoba
(Hymenaea courbaril) is a species heavily exploited because of the quality of its
timber. The present work was to evaluate the impact of sustainable forest
management, following the Brazilian guidelines on density, basal area and genetic
diversity of jatoba The study was conducted from 2008 to 2009 in south-western
Brazilian Amazon forest, in three particular properties (farms) located in the
municipality of Labrea, in Amazonas state and the municipalities of Capixaba and
Porto Acre in Acre. data collection was done in plots of forestry. It was calculated the
basal area and density of individuals per hectare for each plot before and after the
exploration by management. Genetic diversity was analyzed by allele frequency, the
fixation index and expected heterozygosity . The number of individuals before logging
was different for the three populations, all with a low density of individuals. The
largest areas were found in basal Capixaba and Porto Acre. After handling a
significant reduction of basal area for all populations were observed, but which
suffered most from the loss of basal area was the population of Porto Acre. With
respect to genetic diversity, a reduction in the total number of alleles for all
populations, heterozygosity continued with the same values for the populations after
management. These results suggest that the reduction in population size can lead to
genetic erosion, especially with the loss of rare alleles. Some species commercially
exploited forests (such as jatoba) can be sustainability and evolutionary potential
threat from management failures still occur by this method of exploitation.

Keywords: Hymenaea courbaril, Sustainable Forest Management, Genetic
Diversity, Density, Basal Area
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1 INTRODUCAO

A Amazonia brasileira apresenta uma grande vocacéao florestal, no entanto a
complexidade das florestas no que diz respeito a variedade de espécies e potencial
ecolégico e silvicultural apresenta-se como um desafio, tanto para a conservacao
COmMo para 0 uso sustentavel.

A demanda por madeira oriunda da Amazoénia tem se intensificado cada vez
mais, especialmente pelo esgotamento das florestas das regifes sul e sudeste
(AZEVEDO, 2007).

Apesar da exploragdo madeireira ser uma pratica comum em florestas
tropicais, as relacfes ecoldgicas e genéticas entre espécies e entre populacdes de
uma mesma espécie, respectivamente, ainda permanecem pouco conhecidas. Esta
falta de conhecimento reflete na ineficiéncia de se quantificar os impactos do manejo
florestal na estrutura populacional e diversidade genética, além dos aspectos

ecologicos e dendrométricos da floresta como um todo (LACERDA, et al., 2008a).

De uma maneira geral, as estratégias de manejo sédo definidas de forma
arbitraria, considerando espécies diferentes como se fossem iguais (AZEVEDO,
2007). O que geralmente ocorre € o agrupamento de espécies em funcdo de suas
caracteristicas comerciais, no entanto, a dindmica e ecologia dessas espécies
podem ser diferentes, o que implica em crescimento, mortalidade e reproducéo
diferenciados. Essas diferencas tém papel crucial na reconstituicdo futura dos

estoques exploraveis.

Um estudo de simulacdo de cenarios de manejo florestal feito com quatro
espécies arboreas que apresentam diferentes caracteristicas ecoldgicas (Bagassa
guianensis, Hymenaea courbaril, Manilkara huberi e Symphonia globulifera)
demonstrou que cada uma delas responde de forma diferente para as atuais praticas
do manejo sustentavel. Para uma intensidade de corte em que 90% das arvores com
DAP maior que 45 cm (55 cm para Hymenaea) sao extraidas, o ciclo de corte para
gue haja reposicdo da area basal extraida foi de 121, 143, 146 e 40 anos para
Bagassa guianensis, Hymenaea courbaril, Manilkara huberi e Symphonia globulifera,
respectivamente (SEBBENN et al., 2007). Os autores concluem que nenhuma

pratica de manejo pode ser usada para a floresta como um todo, mas ao contrario,
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as estratégias devem ser espécie-especifico, considerando ndo apenas condi¢des

de crescimento, mas também varidveis ecoldgicas e reprodutivas.

Seguindo esse raciocinio, o presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo
de avaliar o impacto do manejo florestal sustentavel, seguindo as diretrizes
brasileiras, sobre a densidade, area basal e diversidade genética de Hymenaea

courbaril .

2 MATERIAL E METODOS

2.1 AREA DE ESTUDO E AMOSTRAGEM

O estudo foi realizado no periodo de 2008 a 2009 na regido Sul-Ocidental da
floresta Amazonica Brasileira, em trés propriedades particulares (fazendas)
localizadas no municipio de Labrea, no Estado do Amazonas (AM) e nos municipios
de Capixaba e Porto Acre, no Estado do Acre (AC) (TABELA 5 e FIGURA 8). Nos
municipios de Labrea — AM e Capixaba — AC, as coletas foram realizadas nos
meses janeiro e marco antes da exploracdo madeireira, depois da exploracdo as
coletas foram feitas nos meses de agosto e setembro de 2008, em Porto Acre foram
feitas em marco e agosto, sendo o primeiro més antes da exploracdo e o segundo
més depois. A coleta de dados foi feita em talhdes de exploracdo florestal. O
manejo florestal aplicado nestas areas segue as diretrizes da lei n°11284/06 art.3
(IBAMA, 2006).

TABELA 5 — Area total das fazendas e os respectivos talhdes de coleta

Areatotal da fazenda | Talhdo de coleta

Municipio Posicdo Geografica (ha) (ha)
Labrea/AM UTM 8959104 19L 082044 8000 428
Capixaba UTM 8835940 19L 0610821 2200 1000
Porto Acre/AC  19L 8944993 19L 6448950 1500 328

Além das arvores de jatoba mapeadas para a exploragédo (DAP > 45 cm, cujos
dados de mapeamento foram disponibilizados pelos proprietarios das fazendas),

foram mapeadas e tomados dados de diametro a altura do peito (DAP) e altura para
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todos os jatobas com DAP >= 5 cm. Os individuos que ndo eram jatoba mais que
estavam na lista do manejo como sendo da espécie foram eliminados. Para as
analises genéticas foi coletado amostra de cambio de todas as 160 arvores de
jatoba encontradas e devidamente mapeadas. No caso em que a arvore ja havia
sido explorada também foi coletado o cambio do tronco remanescente, pois a
exploragéo havia sido recente.

As amostras de cambio caulinar foram obtidas pela retirada de uma pequena
guantidade desse tecido com o auxilio de um formao (ferramenta utilizada para
entalhar madeira) e uma pinca de aco inox. Imediatamente apds a coleta, o cambio
foi imerso em microtubos contendo 1,0 ml de tampé&o de transporte (30% de tampé&o
de extracdo CTAB a 2%: 70% Etanol) e levadas para o Laboratério de Morfologia e
Biologia Molecular (LABMOL) da Embrapa Acre onde foram armazenadas a - 20°C

para posterior extracdo de DNA.
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FIGURA 8 — Mapa geral mostrando 0s municipios (Labrea — AM, Capixaba — AC e
Porto Acre — AC) e a posicao relativa das populagdes estudadas
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2.2. CRITERIOS DE MANEJO

O manejo florestal feito em Labrea e Capixaba foi de baixo impacto, com
intervalo de corte de 30 anos (cada ciclo) e a intensidade de corte de 13 m®ha™.
Para Porto Acre, o sistema de manejo usado foi o modelo digital de exploracéo
florestal, com intervalo de corte de 30 anos, intensidade de corte de 14,5 m*ha™

utilizando técnicas de manejo de preciséo.

2.3 ANALISES GENETICAS LABORATORIAIS

A extracdo do DNA gendmico foi realizada no LABMOL, utilizando o protocolo
CTAB 2% (DOYLE; DOYLE, 1987) adaptado por Ferreira e Grattapaglia (1998)
sendo que o tecido caulinar foi macerado, usando um macerador automéatico de
tecidos (Tissue Lyser ® Qiagen) por 1mim 30s e frequéncia de 30 Hertz.

Depois de extraido, o DNA genémico foi quantificado, em eletroforese
submarina com gel de agarose (1%) , por meio da analise comparativa de cada
amostra com o DNA padrao fago A de peso molecular conhecido (10 a 200 ng). Apés
a quantificacdo (FIGURA 15), o DNA foi diluido em agua MiliQ para 2,5 ng/uL, para

posterior analise dos marcadores microssatélites, em eletroforese vertical em gel de

poliacrilamida (5%) e coloracao das bandas com nitrato de prata.

FIGURA 9 — Quantificagdo de DNA extraido de cambio caulinar de Hymenaea
courbaril, em gel de agarose a 1% corado com brometo de etideo. As
duas bandas da esquerda equivalem aos marcadores de peso
molecular A de 50 e 100 ng/uL.

Para as analises genéticas foram utilizados oito pares de iniciadores SSR,

sendo seis desenvolvidos para Hymenaea courbaril por Ciampi et al. (2008), e
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outros dois ainda ndo publicados desenvolvidos pela Embrapa - CENARGEN
(TABELA 6).

TABELA 6 - Locos Microssatélites (SSR) com repeticdo em série, as sequéncias
dos iniciadores e as amplitudes alélicas

Locos Repeticdo em série T, °C | Sequénicade Primer (5'- 3"
F: TGTTCCAATTTATGTCCATGGTT
Hcl2 (TC)21
58 R: TGGATGGTTGTGAAGAAAAGG
F: CATTCTGCCATCGGTAGGTT
Hcl4 (TC)17
56 R: TCACCCAAACAGGAGTGAA
F: TGCAATTCGACTTCTTGGTT
Hc25 (TC)26
54 R: GGTCAAAGAAAATGCTGGCT
F: GAACAAATCAACTTTCTTTGAAGC
Hc 33 (AG)16
56 R: TTGACGCTTATTTTGCACCA
F: CCTCTCTCCCAAATTCACGA
Hc 40 (AG)25
56 R: TGCAATAGAATTTCCGAGGC
F: TGGCTAAAAGTTGGGAGGGT
Hc 42 (CA)5T(AG)19
56 R: TTCCCCCTTTTCATGTTGTC
He 35 F: CTTGCACCTTTCACCCATTT
) 56 R:CTCTTTGCTTCCCTCTCCCT
He 49" F: CCACCTCTCTCCACCCAATA
) 54 R: TCCGGGAACTGCTTAATTTG

1- ndo publicado; * Temperaturas de anelamento encontradas para este estudo

As reacdes de amplificagéo dos fragmentos de DNA foram feitas por reagéo
em cadeia da polimerase (PCR) utilizando volume final de 13 pl em termociclador MJ
Research 96+. O protocolo de amplificacdo foi de: 94°C por 5 minutos, 30 ciclos de
94°C por 1 minuto, temperatura de hibridacdo especifica de cada par de iniciadores
por 1 minuto, 72°C por 1 minuto, terminando com 72°C por 5 minutos.

ApoOs a reacdo de PCR, os fragmentos amplificados foram separados em gel
desnaturante de poliacrilamida a 5%, em cuba vertical contendo tamp&o TBE 1X sob
1600 volts e 40 mili-Amperes, por uma hora. Apés a eletroforese, os fragmentos
observados na forma de bandas, foram corados com nitrato de prata, segundo o
protocolo desenvolvido por Creste et al. (2001). A interpretacdo dos fragmentos
amplificados foi realizada visualmente por meio de comparagdo com marcador de
peso molecular padrédo (10-pb “Ladder” Invitrogen ®). Os fragmentos que

apresentaram diferentes pesos moleculares foram considerados alelos diferentes.
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2.4 AREA BASAL E DENSIDADE DE INDIVIDUOS

Para cada talhdo de exploracéo foi calculado a area basal (m%ha™) das

arvores de jatoba antes e depois da exploragéo utilizando a seguinte férmula:
AB = 0,005454 x (DAP)?

A densidade de &rvores e a distribuicdo dos jatobas em classes de tamanho
(DAP) também foram avaliadas em cada talhdo, considerando antes e depois da
exploracao.

Esses dados foram obtidos para verificar se houve diferenca na estrutura
populacional depois da exploracdo, comparando-se 0s trés locais de manejo com

seus respectivos sistemas de exploragéo.

2.5 DIVERSIDADE GENETICA

Foram calculados o numero total de alelos e as frequéncias alélicas para os
oito locos microssatélites (SSR) nas trés populagbes, considerando as situacdes
antes e depois da exploracao. As frequiéncias alélicas foram estimadas por:

Pi=nj/n,,
em que P; = freqiiéncia do alelo i na populagéo j; n j = numero de ocorréncia do alelo
i na populagéo j; n.; = ndmero total de alelos amostrados na populagéo j., com o uso
do programa FSTAT (GOUDET, 1995). Com uso dessas informacdes, obteve-se a
guantidade de alelos com frequiéncia inferior a 0,05 e a 0,10 nas trés populacdes
antes e depois da exploracdo para avaliar o impacto da redu¢do no numero de
arvores sobre a diversidade alélica.

A diversidade genética das populacdes foi analisada pela heterozigosidade
esperada pelo equilibrio de Hardy-Weinberg (He) nimero médio de alelos por loco
(A) e indice de fixacdo de Wright (f) que é o valor individualizado por populacéo, e
mede o desvio da propor¢cdo de heterozigotos esperado segundo o Equilibrio de
Hardy Weinberg (EHW) dentro da populagédo, ou pode-se dizer que € o indice de
fixacdo de alelos dentro da populacéo. O valor desse indice varia entre -1 e 1, sendo

zero o valor encontrado para uma populacdo em EHW. Essas estimativas foram
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obtidas a partir do programa GDA (LEWIS; ZAYKIN, 2002). Esses estimadores
foram calculados considerando as arvores presentes antes e depois da exploracao.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 AREA BASAL E DENSIDADE DE INDIVIDUOS

A densidade de individuos foi variavel entre as populacées. O mapeamento
de novas arvores de jatoba, além do realizado para o manejo florestal, possibilitou a
inclusao de dois novos individuos (DAP > 45 cm) na fazenda de Capixaba e Labrea,
e a verificacdo de que, em Porto Acre, foram mapeados 13 individuos como jatob4,
mas que eram de outra espécie.

Nos inventarios para planos de manejo, ainda € comum O erro na
identificacdo das espécies, mascarando o verdadeiro potencial da floresta e também
aumentando o risco de impacto negativo nas populagdes. Na Amazobnia ocorrem
duas espécies do género Hymenaea bastante semelhantes que, na maioria das
vezes causa confusdo para os manejadores. Trata-se do jutai ou jutai mirim e do
jatoba. A imprecisdo na identificacdo das espécies pode trazer danos genéticos,
reprodutivos e na densidade populacional. Alguns individuos, por exemplo, podem
ser tratados como porta sementes de uma espécie podendo ser de outra espécie.

Em florestas da Regido do Vale do Rio Acre, as densidades de jatoba sao
muito variaveis. Na RESEX Chico Mendes, ha relatos de 0,05 ind.ha™ (CTA, 1999);
no PAE Santa Quitéria, de 0,25 ind.ha™ (FUNTAC, 1996) e na Floresta Estadual do
Antimary, 0,68 ind.ha™ (FUNTAC,1990).

TABELA 7 - Estimativas do numero de individuos, densidade, diametro médio e
porcentagem de individuos explorados para Hymeanaea courbaril
nas trés populacdes estudadas

, . A individuos

Populagdes Ne arvores arvores Densu_jlf):lde Dlarpe_tro explorados
DAP>45cm (%) (ha (médio) (%)*
Labrea 34 64,7 0,079 78,95 (24,0) 23,5
Capixaba 44 95,4 0,044 87,57 (25,2) 36,3
Porto Acre 82 100 0,25 79,36 (15,9) 48,7

Valores entre () equivalem ao desvio padrao; * porcentagem calculada a partir do nimero total de arvores
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As densidades encontradas neste estudo também mostram-se baixas para o
jatoba (TABELA 7 ; FIGURA 10). ApoOs o corte seletivo, os valores da densidade
cairam para todas as populacdes, porém, para a Porto Acre foi elevada em virtude
do nimero de individuos explorados.

Esses estudos revelam que mesmo em diferentes populacdes, a espécie é de
baixa densidade, dai a necessidade de se fazer uma exploragdo sustentavel e com
precisao taxondmica, para que ndo haja excesso da exploracdo madeireira que pode
levar a espécie ao desaparecimento pela retirada de individuos que completariam o
ciclo reprodutivo (ALVINO et al., 2005). Mudancas na densidade de individuos
adultos nas areas manejadas, podem alterar o movimento de pélen e outras funcdes
reprodutivas entre os individuos residuais (LOVELESS; HAMRICK, 1984,
ROSSETTO et al., 2004)

Como esperado, as maiores areas basais foram observadas nas popula¢cbes
com maior niumero de individuos. Ao considerar a area basal por arvore, entretanto,
esse valor foi superior em Capixaba (43,37 m?), seguido de Porto Acre (32,12 m?).
Em Labrea, a area basal por individuo foi de 25,84 m?. A populacéo de L&brea,
mesmo tendo apenas dez individuos a menos que Capixaba, apresentou uma area
basal bem menor que a dessa. Explicando porque em L&brea existem menos
arvores de grande porte que em Capixaba.

O numero de remanescentes ap0s o primeiro ciclo de corte da exploracao
madeireira foi de 76,5% para a populacdo de Labrea, 63,7% para Capixaba e de
51,3% em Porto Acre. Esses valores foram diferentes em virtude do numero de
individuos com DAP > 45 cm e pela densidade por hectare de cada populacdo. A
populacdo de Porto Acre foi a mais explorada por possuir maior namero de
individuos com diametro para corte e maior densidade (TABELA 8). Houve uma
reducdo de 32,4% na area basal na populacdo de Labrea, 42,5% na area basal da
populacao de Capixaba e 52,2% na populacao de Porto Acre (FIGURA 11).

As dimensdes alcancadas (altura e DAP), combinadas com as boas
caracteristicas fisicas da madeira, fazem do jatob4 uma das mais valiosas e mais
intensamente exploradas espécies madeireiras da Amazoénia brasileira (LACERDA
et al., 2008Db).
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O manejo florestal esta baseado no volume de madeira explorado, néo
necessariamente pretende-se explorar individuos da mesma espécie em ciclos
consecutivos, porém quando isso acontece ha uma perda brusca de grande volume

da area basal e no numero de individuos.

Estudos com modelos de simulagédo de exploragéao florestal realizados por
Sebbenn et al. (2007), na Floresta Nacional do Tapajés —PA , revelaram que a
exploracdo de individuos de jatoba com DAP superior a 45 cm, apos seis ciclos de
corte com intervalos de 30 anos, resultou numa perda significativa da area basal,
chegando a 70% em relag&o ao volume da populacao inicial.

Simulag@es feitas com macaranduba (Manilkara huberi) na Floresta Nacional
do Tapajés — PA, que consideraram os parametros nacionais (ciclo de corte de 30
anos e limite de corte de DAP >45 cm), mostraram que apos 305 anos ha uma perda
de 34,7% das arvores e 80,6% da area basal (AZEVEDO, 2007). Em simulacdes
feitas com Ipé roxo (Tabebuia impetiginosa) também no estado do Para, foi visto que
apos o primeiro corte, todas as arvores sobreviventes na época do segundo corte,
deveriam ser poupadas, como potenciais fontes de sementes por ndo terem
atingindo o DAP minimo de corte (SCHULZE et al., 2005).

Esses estudos mostram que € improvavel que alguma espécie proporcione
uma colheita de 90% de arvores adultas com ciclos de corte a cada 30 anos.
Dependendo da espécie, a partir do segundo ciclo de corte, o custo da exploracao
padrdo ndo é mais vantajoso, uma vez que pouco ou nada podera ser retirado da
floresta. E desvantajoso no sentido de que havera pouca madeira disponivel para o
grande investimento do setor madeireiro (AZEVEDO, 2007).

Um sistema silvicultural que mantém a estrutura da floresta, mas reduz o
namero de espécies madeireiras nobres, é preferivel a exploracédo predatéria, mas
nao constitui manejo florestal sustentavel (SCHULZE et al., 2005).

Esses estudos revelaram a necessidade de rodizios exploratérios que visem a
busca por novas espécies que também possuam caracteristicas madeireiras
semelhantes a dessas espécies intensamente exploradas. Novas espécies ja estao

sendo manejadas e aceitas no setor madeireiro.
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3.2 DIVERSIDADE GENETICA

Houve uma diminuicdo no numero total de alelos para todas as populacdes
apo0s o manejo, sendo mais acentuado na populacdo de Porto Acre, que foi a
populacdo mais intensamente explorada (TABELA 9). A maior porcentagem de
alelos perdidos foi na frequéncia 0,05 (FIGURA 12). Por apresentarem uma baixa
freqiéncia sdo mais facilmente perdidos numa populacdo que sofreu reducdo no

numero de individuos.
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FIGURA 12 - Alteracdo na porcentagem de alelos raros para as populacbes de
Labrea, Capixaba e Porto Acre antes e apés a exploracdo madeireira
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TABELA 8 — Nuoumero de individuos e alelos antes e depois exploracéo
madeireira para trés populacdes de Hymenaea courbaril

Populacéo Labrea Capixaba Porto Acre

Exploracéao Antes Depois Antes Depois Antes Depois
N° de individuos 34 26 44 29 82 41
N° total de alelos 73 65 73 69 74 62

N° médio de alelos
(erro padrio) 9,13 (1,47) 8,50 (1,36) 9,10 (1,60) 8,75(1,46) 9,25(2,39) 8,00 (2,06)

Valores entre parénteses equivalem a porcentagem do n° de alelos

A heterozigosidade continuou com os mesmos valores apdés 0 manejo
florestal para todas as populacfes estudadas, sugerindo que a retirada de individuos
dessas areas nédo afeta diversidade génica (TABELA 8). Isso pode ter ocorrido em
virtude da perda de alelos raros, que possuem baixa frequéncia e nao tem
contribuicdo significativa na estimativa da diversidade génica.

O indice de fixacdo manteve-se elevado e significativo para as populacdes de
Labrea e Capixaba ap6s o manejo, indicando um excesso de homozigotos nas
populacdes. Na populacéo de Porto Acre, o f manteve-se néo significativo (TABELA
9).

TABELA 9 - Diversidade genética e coeficiente de endogamia para trés
populacbes de Hymenaea courbarii antes e depois da
exploracdo madeireira

Populacéo Labrea Capixaba Porto Acre
Exploracédo Antes Depois Antes Depois Antes Depois
f,(EP) 0,713 0,709 0,728 0,743 0,651 0,645
e (0,130) (0,104) (0,080) (0,074) (0,080) (0,085)
f 0,143* 0,130** 0,171* 0,158** 0,003™ 0,003™

H, = Heterozigosidade esperada ou diversidade génica (EP= erro padrédo); f = indice de fixaco; * Significativo
a p<0,05; ** Significativo a p<0,02

Dependendo da intensidade da exploracdo madeireira e da densidade de
individuos explorados, o numero de individuos reprodutivos pode ser reduzido,
aumentado o risco de erosao genética, especialmente pela perda de alelos raros
(WHITE et al., 2002; DEGEN, et al., 2006).
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A exploracdo florestal reduz o nimero médio de individuos na populagéo
residual, tornando-se reprodutivamente isolada, aumentado a endogamia e
diminuindo a producao de sementes (DEGEN et al., 2006).

Diversos trabalhos detectaram o efeito negativo da exploracdo madeireira na
diversidade genética das espécies. Em estudos com Tabebuia cassinoides foi
observado perda de alelos e reducdo das heterozigosidades esperadas e
observadas, e consequente aumento do indice de fixagdo com a exploracao
madeireira em populacdes naturais (SEBBENN et al., 2000). Na Floresta Nacional
do Tapajés/PA, para uma populacdo de Hymenaea courbaril, foi verificado que
existem diferencas genéticas entre as diferentes fases ontogenéticas da populacao.
Além disso, os resultados mostram que a exploracdo de impacto reduzido afeta os
niveis de diversidade genética e estrutura genética espacial da populacdo
(LACERDA, et al., 2008).

Simulacbes feitas com as espécies Docorynia guianensis, Sextoxia rubra,
Symphonia globulifera, Vouacapoua americana na Guiana Francesa ap0s o periodo
final de ciclos de exploracdo (ciclos de 65 anos) demonstraram diminuicdo no
namero de gendtipos e perda de alelos para trés das quatro espécies. Porém, a
diversidade génica (H, ), o indice de fixacdo ( f ) e o nimero médio de alelos n&o
apresentou diferenca significativa apés os ciclos de corte (DEGEN et al., 2006). Os
mesmo resultados foram obtidos pelo presente trabalho, como excecdo do nimero
médio de alelos, que néao foi calculado.
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4 CONCLUSOES

Concluiu-se para o presente trabalho que:

v

As maiores areas basais foram encontradas nas fazendas de Capixaba e
Porto Acre;

Houve uma diminuicdo na densidade de individuos e na éarea basal da
espécie apos o corte seletivo, principalmente para a populagéo de Porto Acre;
O corte seletivo causou perda de alelos, principalmente nos de baixa
frequéncia;

A espécie mostrou-se resiliente para 0 manejo de baixo impacto aplicado nas
populacées estudadas, por manter os mesmos niveis de diversidade génica e

do indice de fixacdo ap0Os a exploracdo madeireira.
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5 CAPITULO 1l

PARAMETROS GENETICOS PARA A CONSERVACAO DO JATOBA NA
AMAZONIA SUL-OCIDENTAL
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RESUMO

DiscussOes governamentais e ndo governamentais tém sido realizadas para avaliar
a perda da diversidade em regibes tropicais, causada principalmente pela
fragmentacao e destruicdo de ecossistemas. O jatoba (Hymenaea courbaril) é uma
espécie de baixa densidade intensamente explorada para producdo de madeira e
por isso com forte presséo sobre sua diversidade. Este trabalho teve como objetivo
definir e avaliar parametros genéticos para a conservacao de populacdes de jatoba
na regido Sul-ocidental da Amazobnia. O estudo foi realizado em trés areas de
florestas preparadas para a exploragdo madeireira segundo plano de manejo
sustentavel. Calculou-se, por meio de marcadores microssatélites, a diversidade
genética intra-populacional e estimadores para a conservacdo da espécie em
estudo, além da deteccdo de gargalo genético. Para as trés populacbes a
diversidade génica foi superior a 65%, o indice de fixagdo foi elevado para duas
populacdes (Labrea e Capixaba) e, mesmo assim, ndo houve gargalo genético para
nenhuma populacdo. A area do talhdo de exploracdo, para todas as fazendas, foi
insuficiente para a manutencdo da populacdo, possivelmente devido a baixa
densidade de individuos nas areas estudadas. Verificou-se que para a manutencao
da diversidade genética do jatoba em longo prazo sdo necesséarias extensas areas

de floresta, principalmente quando se pratica manejo florestal.

Palavras-chave: conservagdo genética, diversidade genética, estratégias para

conservacgao, Hymenaea courbaril
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ABSTRACT

Governamental and non-governamental discussions has been conducted to evaluate
the loss of diversity in tropical regions, mainly caused by the fragmentation and
destruction of ecosystems. The jatoba (Hymenaea courbaril) is a species of low
density heavily exploited for timber production and therefore with a strong pressure
on its diversity. This study aimed to define and evaluate the genetic parameters for
the conservation of populations of jatoba in south-western Amazon. The study was
conducted in three forest areas prepared for logging the background of sustainable
management. It was calculated by means of microsatellite markers, genetic diversity
and intra-population estimators for the conservation of this species, besides the
detection of genetic bottleneck. For the three populations to gene diversity was
higher than 65%, the fixation index was high for both populations ( Labrea and
Capixaba) and yet there was no genetic bottleneck for any population. The area of
the field of exploration for all farms, was insufficient to maintain the population,
possibly due to the low density of individuals in the areas studied. It was found that
the maintenance of genetic diversity of jatoba in the long run it is necessary to

forested areas, especially when practicing forest management.

Keywords: Genetic Conservation, Genetic Diversity, Strategies For Conservation,

Hymenaea courbaril
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1 INTRODUCAO

A biodiversidade é representada pela variedade de ecossistemas, espécies,
populacdes dentro de espécies, bem como a diversidade genética existente dentro e
entre populacdes (FRANKHAM et al., 2008).

A maior diversidade de espécies é encontrada nas florestas tropicais. Embora
essas ocupem apenas 7% da extensdo da terra, estima-se que contenham mais de
50% do total de espécies (PRIMACK; RODRIGUES, 2001). As florestas sdo grandes
reservatorios de biodiversidade, possuindo uma grande variedade de vida (WORLD
COMISSION ON FOREST AND SUSTAINABLE DEVELOPMENT, 1999). Por isso,
conservar ecossistemas florestais € uma importante tarefa (HUNTER, 1999; PUTZ et
al., 2000).

A diversidade bioldgica esta sendo rapidamente reduzida e a degradacao dos
diversos ecossistemas vem preocupando cada vez mais a sociedade. Discussofes e
estudos voltados para essa area tém mobilizado instituicbes governamentais e
comunidades cientificas (TELLES, 2000; FRANKHAM et al., 2008). Varias sao as
discussbes sobre a perda da diversidade nas regides tropicais, causada pela
fragmentacao e destruicdo de seus habitats naturais, porém pouco se sabe sobre a
perda da diversidade genética das populacdes viventes (RAJORA et al., 2000).

A conservacdo de recursos genéticos in situ tem sido considerada a forma
mais efetiva, por abranger todas as comunidades de espécies, ndo apenas as de
valor comercial, assim como seus polinizadores, dispersores de sementes e

predadores.

Muitos programas conservacionistas tém sugerido a criagdo de areas
protegidas, porém ndo basta manté-las intocadas em éareas de conservacdo, é
importante também que se conhecam geneticamente as espécies (KAGEYAMA,
2002). Outro fator importante para a conservacdo de espécies arbdéreas é a
manutencdo e conectividade de reservas ou fragmentos florestais em que as
espécies ocorrem, para gue assim se assegure a sobrevivéncia dessas, pois
sozinhas sao insuficientes para manter a biodiversidade florestal (DAILY et al., 2001,
LINDENMAYER; FRANKLIN, 2002; LINDENMAYER, et al., 2006).
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Diversos trabalhos tém sido realizados com o intuito de conhecer a
diversidade genética e definir parametros para conservacdo de espécies arbéreas
florestais (SEBBENN, et al., 2003a; AZEVEDO, 2007; SANTANA et al., 2008;
MARTINS et al., 2008). Para espécie Hymenaea courbaril foi verificado em algumas
populacbes estudadas, que as acdes antropicas (fragmentacdo de habitat e
exploracdo madeireira) tém causado diminuicdo do niamero de gendtipos, géargalo
genético e perda da diversidade genética (CASTELLENN, 2005; TOLEDO, 2005,
LACERDA et al., 2008).

Este trabalho teve como objetivo definir parametros genéticos para a
conservagao de Hymenaea courbaril em populagbes localizadas na Amazonia Sul-

Ocidental.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 AREAS DE ESTUDO E AMOSTRAGEM

O estudo foi realizado no periodo de 2008 a 2009 na regido Sul-Ocidental da
Amazoénia brasileira, em trés propriedades particulares localizadas nos municipios
de Labrea (AM), Capixaba (AC) e Porto Acre (AC) (FIGURA 13).

Nos municipios de Labrea (AM) e Capixaba (AC), as coletas foram
realizadas nos meses de janeiro e marco de 2008 e em Porto Acre (AC) no més de
marco de 2009. Os dados foram coletados em talhBes de exploracéo florestal antes
da extracdo madeireira e o sistema de manejo florestal adotado nestas areas
segue as diretrizes da lei n°11284 art.3/2006 (IBAMA, 2006).

A regido em que as fazendas de Labrea (coord. UTM 19L 8961878/819218) e
Capixaba (coord. UTM 19L 0610821/8835940) estdo inseridas apresentam
vegetacao primaria equatorial umida, com varias espécies de dossel e presenca de
palmeiras e bambu. As fazendas estéo inseridas em areas continuas de florestas
com a presenca de pastagem e fazem divisa com outras propriedades semelhantes,
sendo que a fazenda de Labrea apresenta em um dos seus lados uma terra

indigena.
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A fazenda de Porto Acre (coord. UTM 19L 8942848/651134) também
apresenta vegetacao primaria equatorial imida do tipo floresta aberta com palmeiras
e regides de baixio (area alagada), com presenca de igapds. Também esta iserida
num mosaico de floresta continua com aras de pastagem.

A Tabela 10 apresenta a area total das fazendas e os respectivos talhdes
onde foram feitas as coletas.

TABELA 10 — Area total das fazendas e os respectivos talhdes de coleta

Area ddcf Municipio Area tmz:z)a fazenda Talhdo de coleta (ha)
Labrea Labrea/AM 8000 428
Capixaba Capixaba/AC 2200 1000
Porto Acre Porto Acre/AC 1500 328

Os talhdes foram definidos pela equipe do manejo florestal de cada fazenda e
os dados do inventario para exploracao florestal foram utilizados para localizagcéo
das arvores de jatoba (Hymenaea courbaril) para a coleta de cambio. Durante a
coleta do cambio identificou-se arvores inventariadas como jatoba mas que na
realidade eram de outra espécie. Nesse caso, as arvores foram eliminadas do
estudo.

Foram amostrada 160 arvores com diametro (DAP) maior que 30 cm, dos
quais foi coletado uma amostra de cambio caulinar com o auxilio de um forméo e
uma pinga de aco inox. Imediatamente apds a coleta dos cambios, estes foram
imersos em microtubos contendo 1,0 ml de tampé&o de transporte (30% de tampéo
de extracdo CTAB a 2% e 70% de Etanol absoluto) e levados para o Laboratoério de
Morfogénese e Biologia Molecular (LABMOL) da Embrapa Acre (Rio Branco-AC)
onde foram armazenadas a - 20°C para posterior extragcdo de DNA. Tanto a coleta

como o transporte foram feitos em recipiente térmico com gelo.
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FIGURA 13 — Mapa geral mostrando os municipios (Labrea — AM, Capixaba — AC e
Porto Acre — AC) e a posic¢ao relativa das populacdes estudadas

2.2 ANALISES GENETICAS LABORATORIAIS

A extracdo do DNA genémico foi realizada no Laboratorio de Morfogénese e
Biologia Molecular da Embrapa-Acre, em Rio Branco, AC. Para a extracdo do DNA
utilizou-se o protocolo CTAB 2% (DOYLE; DOYLE, 1987) adaptado por Ferreira e
Grattapaglia (1998) sendo que o tecido caulinar foi macerado por um macerador
automatico de tecidos (Tissue Lyser ® Qiagen) por 1mim 30s e frequéncia de 30
Hertz.

Depois de extraido, o DNA genbmico foi quantificado em eletroforese
submarina em gel de agarose (1%) por 20 min (sob 77 V e 45 mA) (FIGURA 13),
por meio da andlise comparativa de cada amostra com o DNA padrdo fago A de
peso molecular conhecido (10 a 200 ng). Ap6s a quantificacdo, o DNA foi diluido em

agua MiliQ para 2,5 ng/uL, para posterior andlise dos marcadores microssatélites,
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em eletroforese vertical em gel de poliacrilamida e coloragdo das bandas com nitrato

de prata.

‘-“----b'ii---

FIGURA 14 — Quantificacdo de DNA extraido de cambio caulinar de Hymenaea
courbaril, em gel de agarose a 1% corado com brometo de etideo. As
duas bandas da esquerda equivalem aos marcadores de peso
molecular A de 50 e 100 ng/uL.

Para as andlises genéticas foram utilizados oito pares de iniciadores SSR,
sendo seis desenvolvidos para Hymenaea courbaril (Ciampi et al., 2008), e outros
dois ainda néao publicados desenvolvidos pela Embrapa - CENARGEN (TABELA 11).

TABELA 11 - Locos Microssatélites (SSR) com repeticdo em série, as
sequéncias dos iniciadores e as amplitudes alélicas

Locos Repeticdo em série T. °C | Sequénica de Primer (5'-3")
F: TGTTCCAATTTATGTCCATGGTT
Hc12 (TC)21
58 R: TGGATGGTTGTGAAGAAAAGG
F: CATTCTGCCATCGGTAGGTT
Hcl4 (TC)17
56 R: TCACCCAAACAGGAGTGAA
F: TGCAATTCGACTTCTTGGTT
Hc25 (TC)ZG
54 R: GGTCAAAGAAAATGCTGGCT
F: GAACAAATCAACTTTCTTTGAAGC
Hc 33 (AG)16
56 R: TTGACGCTTATTTTGCACCA
F: CCTCTCTCCCAAATTCACGA
Hc40 (AG)ZG
56 |R: TGCAATAGAATTTCCGAGGC
F: TGGCTAAAAGTTGGGAGGGT
Hc 42 (CA)5T(AG)19
56 |R: TTCCCCCTTTTCATGTTGTC
He 35 F: CTTGCACCTTTCACCCATTT
) 56 R:CTCTTTGCTTCCCTCTCCCT
He 49" F: CCACCTCTCTCCACCCAATA
) 54 |R: TCCGGGAACTGCTTAATTTG

1- ndo publicado; * Temperaturas de anelamento definidas por este estudo
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As reacdes de amplificagéo dos fragmentos de DNA foram feitas por reagao
em cadeia da polimerase (PCR) utilizando volume final de 13 pl em termociclador MJ
Research 96+. O protocolo de amplificacdo foi de: 94°C por 5 minutos, 30 ciclos de
94°C por 1 minuto, temperatura de hibridacdo especifica de cada par de iniciadores
por 1 minuto, 72°C por 1 minuto, terminando com 72°C por 5 minutos.

Apés a reacdo de PCR, os fragmentos amplificados foram separados em gel
desnaturante de poliacrilamida a 5%, em cuba vertical contendo tampé&o TBE 1X sob
1600 volts e 40 mili-Amperes, por uma hora. Apos a eletroforese, os fragmentos
observados na forma de bandas, foram corados com nitrato de prata, segundo o
protocolo desenvolvido por Creste et al. (2001). A interpretacdo dos fragmentos
amplificados foi realizada visualmente por meio de comparacdo com marcador de
peso molecular padrédo (10-pb “Ladder” Invitrogen ®). Os fragmentos que

apresentaram diferentes pesos moleculares foram considerados alelos diferentes.

2.3 DIVERSIDADE GENETICA INTRAPOPULACIONAL

A diversidade genética das populacdes foi analisada pela heterozigosidade
observada (H,), heterozigosidade esperada pelo equilibrio de Hardy-Weinberg (He),
nimero médio de alelos por loco (4) e indice de fixacdo de Wright, que é o valor
individualizado por populagdo, e mede o desvio da proporcdo de heterozigotos
esperado segundo o Equilibrio de Hardy Weinberg (EHW) dentro da populacao, ou
pode-se dizer que é o indice de fixacdo de alelos dentro da populacdo. O valor
desse indice varia entre -1 e 1, sendo zero o valor encontrado para uma populacéo
em EHW. Estimativas essas obtidas a partir do programa GDA (LEWIS; ZAYKIN,
2001). A Riqueza Alélica (Rg), proposta por El Mousadik e Petit (1996), que mede o
namero médio de alelos independente do tamanho amostral, foi calculada com o
uso do programa FSTAT (GOUDET, 1995). O numero efetivo de alelos (4,) foi

calculado a partir de:

~

Ao = 1/(1—ﬁe)

Os intervalos de confianca ao nivel de 95% de probabilidade para f foram
obtidos com o procedimento de 10.000 reamostragens do tipo “brootstrap” sobre os
locos utilizando o programa GDA (LEWIS; ZAYKIN, 2001). A significancia estatistica
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dos valores de f foi testada pelo Teste G com 1.000 permutacdes, utilizando uma
corregcédo de Bonferroni (95%, a = 0,05) com o uso do FSTAT (GOUDET, 1995). Foi
avaliado se h& excesso de homozigotos em cada loco por meio da comparagado
entre freqiiéncias observadas de homozigotos para os diferentes alelos de cada loco
nas trés populacdes e as frequéncias esperadas, obtidas por um procedimento de
aleatorizacao. Finalmente, o teste de probabilidade combinada de Fisher foi utilizado
para testar se ha excesso de homozigotos em um numero significativo de locos.

Quando ha excesso de homozigotos e esses estdo distribuidos
homogeneamente em todas as classes de homozigotos (para todos os alelos), a
presenca de alelos nulos é confirmada. Para esses casos, a frequiéncia de alelos
nulos (r) foi calculada usando o estimador n° 2 de Brookfield (1996). As analises
foram realizadas com o programa Micro Checker verséo 2.2.3 (OOSTERHOUT et
al., 2004).

2.4 ESTIMADORES PARA ESTRATEGIAS DE CONSERVACAO

O tamanho efetivo populacional (N,) foi obtido com base no valor de f e na
existéncia de coancestria entre individuos (éxy) dentro das populacdes, segundo
Sebbenn e Soane (2005):

. 0,5 n?
)05+ N5 by)

Em que, Y2_; Zﬁﬂéxy corresponde a soma de todas as estimativas de
coancestrias entre os pares de individuos de uma populacdo, n o tamanho amostral
e f a estimativa do indice de fixac&o da populago.

O tamanho efetivo populacional (N¢), o tamanho efetivo de referéncia (Ne (en),
a densidade populacional (d) e o numero amostral (n) foram considerados para
célculo da Area Minima Viavel (AMV) para conservacio genética in situ das trés
populacdes naturais. Utilizou-se a expressao apresentada por Sebbenn, 2003b.

nN
AMY = —=2eh)
dN

e

Considerou-se o valor de 1.000 para tamanho efetivo de referéncia (Nees),

apresentado na equacao. De acordo com Lynch (1996), a variancia genética media
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(decorrente da deriva genética) torna-se independente do tamanho populacional
quando o tamanho efetivo excede 1000 individuos, sendo esse limite o mais

adequado para a conservacdo em longo prazo.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 DIVERSIDADE GENETICA INTRAPOPULACIONAL

FIGURA 15 — Perfil dos genétipos de microssatélites do Loco Hc 35 nas populacdes
de Labrea e Capixaba para H. Courbaril em gel de poliacrilamida
corado com nitrato de prata

O numero total de alelos identificados nos 160 individuos de H. courbaril das
trés populacdes amostradas foi de 107. Todos os locos foram polimorficos (FIGURA
15), com heterozigosidade variando de 0,144 a 0,993 entre os locos. O Numero de

alelos por loco variou de 6 a 24 com média de 13,4 alelos por loco (TABELA 13).

TABELA 12 - Caracterizacdo dos Locos SSR para as trés populacbes de
Hymenaea courbaril avaliadas na Amazonia Sul - Ocidental

= = -

Locos N A H, H, f
Hc 33 159 6 0,987 0,651 -0,517
Hc 49 154 13 0,993 0,793 -0,253
Hc 12 137 20 0,890 0,860 -0,035
Hc 14 158 6 0,506 0,731 0,308
Hc 35 160 12 0,350 0,765 0,543
Hc 25 138 6 0,144 0,196 0,263
Hc 42 142 24 0,598 0,922 0,351
Hc 40 122 20 0,540 0,919 0,412

N= Numero de individuos amostrados; A = ntimero de alelos por loco; Ho = Heterozigosidade Observada; ﬁe:

PN

Heterozigosidade Esperada ; f = indice de fixag&o;
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A diversidade génica expressa pela heterozigosidade esperada (H,) foi alta
para a maioria dos locos (TABELA 13), sendo a média para a espécie, nos locais
desse estudo, de 0,730 que pode ser considerada uma alta diversidade.

O indice de fixacdo (f) foi bastante variavel entre locos e observou-se uma
tendéncia de excesso de homozigose nos locos, sendo significativo apenas para 0s

locos Hc 40 e Hc 42 (p<0,01). A frequéncia de alelos nulos foi elevada (entre 24,5%

e 58,7%) em todas as populacdes, estando de acordo com os valores altos de f
para os locos, visto que e locos SSR, além da ocorréncia de endogamia, 0 excesso
de homozigotos pode ser resultante da ocorréncia de alelos nulos (alelos ndo vistos
na genotipagem em virtude de mutacfes nas sequUéncias iniciadoras) pela
amplificacdo preferencial de alelos pequenos e por erros de genotipagem devido a
presenca de “sttuter” (bandas sombras ou resultantes do deslize da DNA

polimerase).

TABELA 13 — Estimativas médias (+ erro padrdo) de diversidade genética das
populacbes Labrea, Capixaba e Porto Acre de Hymenaea
courbaril

Populacgdes N A A, R H, H, F (ICos%)

, 643+ 872 0624+ 0710% 0,132 (0377
Labrea  316+12 912+147 154 4147 0130 009 e - 0,141)*

. 560+ 846t 0581+ 0728+ 0,203 (0,466
Capixaba  406:20 910160 0t G oo oow e o
510+ 7,49t 0654+ 0651+ 0,004 (0,357

Porto Acre 74,0+3,1 9,25+2,36 167 1.92 0.130 0,08 o 0'331)%

N= Numero médio de individuos amostrados;A= nimero médio de alelos por loco; 4,= nimero efetivo de alelos;
Rs = riqueza alélica; H = heterozigosidade observada; H = heterozigozidade esperada; f indice de fixagao.

(ICgs%) intervalo de conflanga a 95% de probabilidade usando 10.000 reamostragens “bootstrap” sobre locos; * p
=0,05; ™ = n&o significativo.

Analisando as populacdes separadamente, observa-se que o nimero médio
de alelos por loco (A) foi semelhante entre as trés populacdes e relativamente
elevado. Estudos com outras espécies arbdreas tropicais apresentam valores de
namero efetivo de alelos por loco de 6,79, 4,86 e 3,80 para as espécies de Shorea
curtisii, Shorea leprosula e Shorea macroptera, respectivamente (SIONG et al.,
2006); de 2,49, 3,59, 6,43 e 9,61 para Bagassa guianensis, Hymeneae coubaril,
Manilkara huberi e Sinfonia globulifera, respectivamente (SEBBENN et al., 2007).
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Os valores de Riqueza Alélica (R), que é uma medida independente do
tamanho amostral, mostram que a populacdo de Porto Acre estd com uma riqueza
alélica relativamente menor em relacdo as outras popula¢gbes, o que indica uma
menor quantidade de alelos nessa populacédo conforme pode-se observar no valor
de A, (TABELA 13).

A heterozigosidade esperada (H,) foi maior para as populacées de Labrea e

Capixaba, confirmando a menor diversidade genética da populacao de Porto Acre.

TABELA 14 — Estimativas da H, (heterozigosidade esperada) e f (indice de
fixacdo) estudos realizados com diferentes populacdes de
Hymenaea courbaril

Autor Espécie f H.
Castellen (2005) Hymenaea courbaril 0,123 0,510
Toledo (2005) Hymenaea courbaril 0,145 0,740
Lacerda et al (2008) Hymenaea courbaril 0,149 0,700

Apesar da ampla variacdo entre os locos, o indice de fixacéo (f) foi elevado e
significativo para Labrea e Capixaba (TABELA 13). Valores similares de f para
essas populacbes foram encontrados em outros trabalhos com a mesma espécie,
porém realizados em outras regides do pais (CASTELLEN, 2005; TOLEDO, 2005 e
LACERDA et al., 2008), indicando que, provavelmente, a endogamia seja comum na
espécie (TABELA 14). Por outro lado, a populacdo de Porto Acre ndo apresentou
essa caracteristica embora tenha sido a populacdo com menor diversidade genética.
A populacéo de Porto Acre apresentou uma densidade de individuos muito superior
as demais (0,25 ind.ha™, enquanto que Labrea e Capixaba tiveram 0,079 e 0,044,
respectivamente) com uma alta concentracdo de individuos grandes e talvez a
dindmica populacional seja um fator que determinou essa diferenca nas

caracteristicas genéticas.
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3.2 ESTIMATIVAS PARA ESTRATEGIAS DE CONSERVACAO

Devido ao valor elevado de f nas populacdes de Labrea e Capixaba
observou-se um nimero efetivo (N,) de individuos dessas populagcdes menor do que
o0 amostrado (35,29% e 13,64%, respectivamente) o que ndo aconteceu com a
populacao de Porto Acre.

Com base nos resultados obtidos de N, e considerando que todas as
fazendas estdo inseridas numa paisagem de florestas continuas estimou-se a Area
Minima Viavel (AMV) para conservacdo in situ de cada populacdo, utilizando-se
1.000 como valor de referéncia do tamanho efetivo populacional (LYNCH, 1996). A
AMV1000 para a populacdo de Porto Acre foi muito inferior que para as demais
(TABELA 15).

As diferencas observadas nas AMVs das trés populacbes se devem
especialmente & endogamia e densidade de arvores, onde Porto Acre foi totalmente
diferente das demais populacdes. Embora a area necesséaria para conservacao
considerando 1.000 como limite de referéncia tenha sido maior do que a area das
trés fazendas estudadas, os valores estimados estdo perfeitamente dentro da
realidade local. A estimativa de AMV considerando 500 como o limite de referéncia
(valor também considerado confiavel por alguns autores) indica um tamanho de area
minima que esta compativel com o limite das propriedades estudadas (TABELAS 15
e 10) exceto para Capixaba.

TABELA 15 - Estimativas de para@metros de conservacado genética das populacdes
de Hymenaea courbaril avaliadas na Amazodnia Sul — Ocidental

Populagbes N N. d AE AMV 400 (ha) AMVsqo (ha)
Labrea 34 22 0,079 428 19.562 9.781
Capixaba 44 38 0,044 1000 25.963 12.976
Porto Acre 82 92 0,25 328 3.565 1.782

N = Tamanho amostral; N.= Tamanho Efetivo Populacional de acordo com Sebbenn e Seoane (2005); d =
densidade populacional; AE = Area de cada populacdo (talhdo) em ha; AMVig (ha) = &rea necesséria para
reter Ne (e = 1000 individuos; AMVsg (ha) = area necessaria para reter Ne ey = 500 individuos de acordo com
Sebbenn (2003b).
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4 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que:

v' Este estudo mostrou que nos locais de estudo a espécie Hymenaea coubaril
apresenta elevada diversidade genética, porém com excesso de homozigotos
nas populacdes de Labrea e Capixaba;

v' As populacbes de Labrea e Capixaba apresentaram endogamia, no entanto
Porto Acre ndo apresentou essa caracteristica talvez pela elevada densidade
de individuos, o que ndo é comum para esta espécie;

v A Area Minima Viavel (AMV) para conservacdo da espécie foi compativel com
a realidade do local de estudo, com uma ressalva para Capixaba onde ha

necessidade de uma &rea muito maior em relacéo aos.
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6 CONCLUSOES GERAIS

Baseado nas informacdes geradas neste estudo é possivel concluir que:

A estrutura populacional dos individuos para as trés populacdes estudadas é
do tipo J invertido, a espécie demonstrou baixa densidade de individuos para todas
as classes diamétricas e distribuicdo uniforme. H4 uma elevada divergéncia genética
entre as trés populacdes, para a populacédo de Porto Acre a espécie apresentou uma
forte estruturacdo genética espacial de até 1050 m.

Este estudo mostrou que nos locais de estudo a espécie Hymenaea coubaril
apresenta elevada diversidade genética, porém com excesso de homozigotos nas
populacbes de Labrea e Capixaba. O numero de alelos efetivos em todas as
populacdes foi semelhante a outros estudos dessa mesma espécie.

As populacbes de Labrea e Capixaba apresentaram endogamia como
também verificado em outros estudos, no entanto Porto Acre ndo apresentou essa
caracteristica talvez pela elevada densidade de individuos, o que ndo é comum para
esta espécie.

A Area Minima Viavel (AMV) para conservacéo da espécie foi compativel com
a realidade do local de estudo, com uma ressalva para Capixaba onde ha
necessidade de uma &rea muito maior em relacéo aos demais.

Com a exploracdo madeireira houve uma perda brusca da densidade e area
basal apds o corte seletivo, principalmente para a populacdo de Porto Acre. Para
todas as popula¢cées houve uma diminuicdo no numero de alelos, principalmente nos
de baixa freqiéncia.

O jatoba mostrou-se resiliente ap6s a exploracdo florestal pois a sua
diversidade genética e indice de fixacdo ndo demonstraram diminuicdo nos seus
valores. Porém, algumas espécies florestas comercialmente exploradas (como o
jatoba) podem ter sua sustentabilidade e potencial evolutivo ameacados pela manejo

por ainda existerem falhas nesse método de exploracao.
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