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RESUMO

Swietenia macrophylla King é uma espécie monoica, aldgama, e ameacada de extin¢ao
com alto valor econdmico para a industria madeireira. O objetivo desse estudo foi
conhecer a diversidade e estrutura genética de Swietenia macrophylla King em floresta
manejada na Amazonia Sul-Ocidental. Foram coletados material vegetal de 83
individuos adultos e 187 juvenis. Foram testatos 12 marcadores microssatélites para a
caracterizacdo da diversidade e estruturacdo genética espacial. Foi realizada a analise
de parentesco pela determinacdo dos padrdes de fluxo de podlen e distancia de
dispersdo. Foi estimada a taxa efetiva de autofecundacgéo, a taxa de cruzamento de
individuos aparentados e ndo aparentados. Foi avaliado o sistema reprodutivo da
espécie com base no método numérico Expectativa-Maximizagdo (EM). Um total de
83 alelos foram encontrados nos adultos e 76 nos juvenis. A riqueza alélica (Rs) foi
maior nos adultos (9,0) que nos juvenis (7,8). As médias de heterozigosidade
observada (Ho) e esperada (He) para os individuos adultos foram de 0,975, 0,823,
respectivamente. Para os juvenis os valores foram menores (Ho = 0,751 e He = 0,823),
0 que indica a perda da diversidade por deriva genética. O indice médio de fixacdo (F)
foi significativo e negativo para os adultos (-0,185), indicando excesso de
heterozigotos. Para os individuos juvenis, o valor de (F) também foi significativo e
positivo (0,080) sugerindo a ocorréncia de endogamia. A diferenciacdo genética (Gst)
entre adultos e juvenis foi alta (0,260), o que também reforca a divergéncia entre as
geragdes. A analise de estruturacdo genética espacial para os individuos adultos foi
significativa até 750 m, ou seja, a distribuicdo dos adultos ndo ¢ aleatoria e reflete a
dispersdo das sementes proximas a planta-made. A analise do sistema reprodutivo
indicou alogamia com alta taxa de fecundacéo cruzada (tm = 0,995), e a ocorréncia de
cruzamentos entre individuos aparentados (tm-ts = 0,058). Também foi observada a
ocorréncia de fluxo génico entre 42 a 4.749 metros. O estudo indica perda da
diversidade, endogamia, alta diferenciacdo genética entre as geracOes e estruturagdo
espacial dos adultos. Assim, estratégias de conservacdo sdo de extrema importancia
para evitar a extingdo da especie.

Palavras-chave: Conservacdo ex situ; Microssatélites; Sistema de reproducdo;
Espécie neotropical.



ABSTRACT

Swietenia macrophylla King is a monoecious, allogenic, and endangered species with
high economic value for the timber industry. The objective of this study was to study
the diversity and genetic structure of Swietenia macrophylla King in a managed forest
in the South Western Amazon. Plant material was collected from 83 adult individuals
and 187 juveniles. Twelve microsatellite markers were used for the characterization of
spatial genetic diversity and structuration. It was estimated the effective rate of self-
fertilization, the rate of crossing of related and unrelated individuals and cross
fertilization. The reproductive system of the species was evaluated based on the
numerical Expectation-Maximization (EM) method. A total of 83 alleles were found
in adults and 76 in juveniles. Allelic richness (Rs) was higher in adults (9.0) than in
juveniles (7.8). The observed (Ho) and expected (He) heterozygosity averages for the
adult subjects were 0.975, 0.823, respectively. For juveniles, the values were lower
(Ho =0.751 and He = 0.823), which indicates the loss of diversity due to genetic drift.
The mean index of fixation (F) was significant and less than zero for adults (-0.185),
indicating excess heterozygotes. For juveniles, the value of (F) was also significant,
but it was higher than zero (0.080) suggesting the occurrence of inbreeding and
crossbreeding among related individuals. The standard genetic differentiation (Gst)
between adults and juveniles was significant and high (0.260), which also reinforces
the divergence between generations. The analysis of spatial genetic structure for adult
individuals was significant up to 750 m, that is, the distribution of adults is not random
and reflects the dispersion of seeds close to the mother plant. The analysis of the
reproductive system indicated alogamy with high cross - fertilization rate (tm = 0.995),
and the occurrence of crosses between parenting individuals (tm - ts = 0.058). It was
also observed the occurrence of gene flow between 42 and 4.749 meters. The study
indicates loss of diversity, inbreeding, high genetic differentiation between generations
and spatial structuring of adults. Thus, conservation strategies are extremely important
to avoid extinction of the species.

Keywords: ex situ conservation; microsatellite; mixed mating system; neotropical
specie.
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1 INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas, observa-se um avango da fronteira agricola em éreas de
florestas naturais, que juntamente com praticas de manejo dos recursos florestais
contribuem para intensificacdo das mudancas climaticas globais, ocasionando
modificacdes na dindmica da composicdo de espécies em florestas tropicais
(DAVIDSON et al., 2012).

Adicionalmente, uma forma de minimizar as perdas causadas com a exploracao
dos recursos florestais é através da gestdo multipla, que visa harmonizar as dimensdes
econdmicas, sociais, institucionais e biofisicas relacionando-as com técnicas de
colheita, utilizacdo e comercializacdo de uma variedade de bens e servicos oferecidos
pelos produtos oriundos da floresta (HERRERO-JAUREGUI et al., 2013).

Além da interferéncia antrdpica, as florestas sofrem perturbacdes naturais
como eventos de seca, focos de incéndios, que dependendo da sua intensidade, alteram
a estrutura e dindmica dos ecossistemas florestais (TRUMBORE et al., 2015). O corte
seletivo de arvores com caracteristicas desejaveis € a estratégia mais comum na
maioria das florestas tropicais submetidas a colheita legal (JENNINGS et al., 2001).
Esse tipo de atividade pode ser uma estratégia sustentavel do manejo florestal quando
conduzido de acordo com as técnicas de exploragdo de impacto reduzido e observando
a intensidade de corte fundamentada nas taxas de crescimento da floresta (SNOOK,
2003).

No entanto, este modelo de exploracdo pode contribuir para ocasionar impactos
negativos diretamente no tamanho das populacdes das espécies manejadas
(TAMBARUSSI et al., 2015), reduzindo o0 nimero e aumentando a distancia entre os
individuos reprodutivos. Como consequéncia, promove 0 isolamento espacial das
populages e contribui para o aumento da endogamia (GHAZOUL, 2005; ANDRE et
al., 2008; SEBBENN et al., 2008; BEM et al., 2015; LEWIS, 2015). Em populac6es

naturais de espécies arboreas polinizadas por insetos, a endogamia pode resultar da
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visitacdo de polinizadores na mesma arvore (autofecundagdo) ou em arvores vizinhas
que mostram estrutura genética espacial intrapopulacional (EGE), em geral, resultante
da dispersdo de sementes limitadas (BITTENCOURT; SEBBENN, 2007).

Dependendo do sistema de troca de informacdes genéticas das espécies, o fluxo
génico entre as populacOes pode ser bastante restrito, favorecendo a diferenciagao por
processos de selecdo natural ou deriva genética (SUJII et al., 2015). O conhecimento
da estrutura genética espacial, sistema reprodutivo, fluxo génico e niveis de
diversidade genética ¢ importante para compreender os efeitos do corte seletivo e sua
influéncia sobre a dindmica populacional, o que pode contribuir para implementacao
de diretrizes em atividades de manejo florestal e programas de melhoramento genético
de espécies arboreas com algum valor agregado (PIOTTI et al. 2013; LEITE et al.,
2014).

Swietenia macrophylla King (mogno) é uma espécie de arvore Neotropical que
apresenta madeira economicamente valiosa (GROGAN; GALVAO, 2006), devido as
suas caracteristicas estéticas, fisicas e mecanicas (NETO et al., 2004). E uma espécie
que historicamente sofreu uma sobre-exploracédo acelerada, reduzindo drasticamente o
seu habitat natural por apresentar um recurso natural de alta qualidade (TRUJILLO-
SIERRA et al., 2013).

Em decorréncia da intensa exploracdo para fins madeireiro, a espécie foi
incluida em 2002 na CITES (Convencéo sobre o Comeércio Internacional das Espécies
de Fauna e Flora Selvagens Ameacadas de Extingdo, anexo Il) exigindo que 0s paises
exportadores verificassem os critérios de legalidade da exploracdo e os devidos
cuidados para que a intensidade ndo fosse prejudicial para a sobrevivéncia e
restabelecimento da espécie em seu ecossistema.

Devido a pressdo de exploracdo, a avaliagdo do nivel de conservagéo tém sido
um assunto de relevante interesse e crescente preocupacao. Aspectos relacionados ao
manejo inadequado de S. macrophylla pode acarretar consequéncias na sua
diversidade genética e na estrutura de suas populagdes (LEMES et al., 2011). Por outro
lado, estudos sobre os efeitos do manejo florestal relacionados aos parametros
geneéticos ainda sdo escassos para populagdes naturais de S. macrophylla (LEMES et
al., 2003; ANDRE et al., 2008), especialmente para a América do Sul que abriga a
maior parte das populagdes dessa espécie (LEMES et al., 2003).

Assim, visando avaliar e mitigar os efeitos genéticos do manejo seletivo,

estudos sobre os parametros genéticos em populacdes de arvores tropicais séo

15


https://pt.wikipedia.org/wiki/Swietenia_macrophylla
https://pt.wikipedia.org/wiki/Swietenia_macrophylla

fundamentais. Além disso, avaliar o corte seletivo através dos pardmetros genéticos
pode ajudar na definicdo de estratégias de manejo adequadas para cada espécie, 0 que
permitira uma melhor combinacdo de praticas de uso e conservacdo de especies
tropicais (LEMES et al., 2003; SEBBENN, 2006). O estudo de fatores que moldam o
padrédo de fluxo génico e que, consequentemente, explicam a diferenciacéo e a
diversidade genética intrapopulacional é essencial para a definicdo de tratamentos
silviculturais que auxiliem na sustentabilidade da exploracdo comercial (SEBBENN,
2006; NAVARRO et al., 2010).

O sistema reprodutivo e o fluxo génico sdo os principais fatores que
influenciam a dindmica e a evolucdo das espécies (DUMINIL et al., 2016). O
conhecimento desses fatores € importante para a conservacdo e melhoramento
genético, uma vez que os padrdes de dispersao de polen determinam o parentesco e
endogamia das proximas geracfes (SEBBENN, 2006). Tais fatores geralmente ndo
sdo caracterizados em espécies de arvores tropicais, mas constituem informacGes

béasicas que devem ser consideradas para implementar praticas de manejo sustentavel.

2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a diversidade e estrutura genética de Swietenia macrophylla King em
floresta manejada na Amazonia Sul-Ocidental visando compreender 0s mecanismos

associados ao fluxo génico da espécie.

2.2 Especificos

v Investigar a diversidade genética entre as geracdes (adultos e juvenis) de
Swietenia macrophylla para verificar a proporcao de individuos heterozigotos;

v Avaliar a estruturacdo genética espacial de arvores adultas para determinar a
distdncia que ocorrem cruzamento aparentado;

v" Verificar o fluxo génico entre matrizes através de parentesco de suas progénies
para averiguar o comportamento do polinizador da espécie;

v' Identificar a paternidade dos individuos juvenis de uma populacéo;
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v Determinar a taxa de fecundacéo cruzada para conhecer o sistema reprodutivo

da espécie.

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Caracterizagdo e Manejo de Swietenia macrophylla King

Estimativas revelam que os ecossistemas tropicais comportam cerca de 70% de
um total de 60.000-80.000 espécies de arvores existentes em todo planeta, tornando-
se vitais para a manutencdo da biodiversidade (MANOEL et al., 2017), e que muitas
dessas espécies estdo ameacadas por um elevado indice de desmatamento (DUMINIL
et al., 2006; SLIK et al., 2015). As florestas que comportam algum tipo de alteracéo
antrdpica, atualmente, formam componentes dominantes em ecossistemas tropicais,
cobrindo uma area maior do que as florestas primarias (FAO, 2017).

Na Amazonia brasileira a cobertura florestal compreende aproximadamente
321 milhdes de hectares, sendo que desta area, cerca de 19% ja foram alterados por
alguma atividade de exploracgdo, seja madeireira, pecuaria, agricultura, mineracdo ou
urbanizacdo (COSTA et al., 2014). Neste sentido, uma potencial ameaca para a
degradacdo de florestas tropicais € a extracdo seletiva para a obtencdo de madeira,
lenha e carvdo vegetal (RIST et al., 2012). Esta pratica consiste no manejo seletivo de
arvores com as melhores caracteristicas econdémicas e ndo envolve medidas
mitigadoras com relacdo aos efeitos dos impactos negativos aos parametros genéticos
das espécies vegetais (ORTI1Z-COLIN et al., 2017).

Em comparagdo com outros tipos de uso e ocupacéo do solo, como a conversao
da floresta para producdo agropecudria, a extracdo seletiva tem um impacto
consideravelmente menor na diversidade de espécies nas florestas tropicais
(CARRENO-ROCABADO et al., 2012). No entanto, os impactos da exploragio
seletiva tradicional na regeneracdo de diferentes florestas tropicais sdo mal
compreendidos tendo em vista a particularidade das relagdes ecoldgicas frente as
diferentes formas de utilizagdo dos recursos em cada ecossistema (SILVA et al., 2016).
Uma forma de amenizar situacdes dessa natureza é por meio do conhecimento das
espécies com algum interesse associado que compdem determinados ecossistemas
florestais (SILVA et al., 2014).
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Swietenia macrophylla King é uma das trés espécies do género Swietenia,
pertencente a familia Meliaceae, que possui 50 géneros e 1.400 espécies e ocorre
naturalmente em todas as regides tropicais das Americas (MOGHADAMTOUSI et al.,
2013). Em particular, inclui populac@es distribuidas no sudeste do México ao longo da
costa atlantica da América Central e do norte da América do Sul, ocupando um grande
arco geografico ao sul da Amazonia, entre o Brasil, Colémbia, Peru e Bolivia; e
Malasia no sudeste asiatico (MOGHADAMTOUSI et al., 2013; RODRIGUEZ;
CORDOBA, 2013).

Também chamada de "fruta do ceu" devido a tendéncia ascendente de seus
frutos para o céu, apresenta crescimento lento a moderado. E uma espécie monoica,
polinizada por pequenos insetos (abelhas e mariposas) (STYLES, 1972; GILLIES et
al., 1999; LOWE et al., 2003). As sementes dispersadas pelo vento com distancia
média de dispersdo de 30 m (GROGAN; GALVAO, 2006; GOMES et al., 2015), e
possui um sistema de reproducdo predominantemente cruzado (LEMES et al., 2007).
Decidua durante a estacdo seca quando os frutos amadurecem, apresentando baixa
densidade populacional, com aproximadamente, uma arvore reprodutiva por hectare
(PENNINGTON 1981; ALCALA et al., 2014a).

Este padrdo de distribuicdo esta provavelmente relacionado ao seu modo de
regeneracdo que exige areas expostas a luz (GULLISON et al., 1996; SNOOK et al.,
2005). S. macrophylla regenera-se em éareas abertas principalmente apds grandes
disturbios, como mudancas nos cursos de rio, furacdes, fogo e em areas de exploracdo
florestal (estradas, trilhas e clareiras) (SNOOK, 1996; GULLISON et al., 1996).

S. macrophylla foi explorada em todas as regides de ocorréncia natural desde
o inicio do século XX (LAMB, 1966; RODAN et al., 1992). Nas tltimas décadas, com
0 esgotamento das populacdes naturais na América Central, a maior parte da extracao
voltou-se para as populagdes da América do Sul, especialmente na Amazonia
brasileira, o que tornou o Brasil o principal exportador do mundo na década de 70. De
1971 a 1992, o Brasil exportou mais de trés milhdes de metros cubicos de S.
macrophylla, 40% dos quais foram exportados para os Estados Unidos e 35% para o
Reino Unido (FUNATURA, 1993).

O tronco é espesso, com sulcos profundos e casca quase preta, 0 que
proporciona uma excelente resisténcia ao fogo (LAMB, 1966; CHUDNOFF, 1979). E
uma espécie extremamente apreciada na fabricagcdo de moveis, decoracdo e no uso
paisagistico (LORENZI, 1992; GOMES et., 2015).
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O cultivo de S. macrophylla esta estabelecido em mais de 40 paises,
principalmente nas areas Gmidas e subimidas dos tropicos no sul e sudeste da Asia,
nas ilhas do Pacifico, no Caribe e na Africa tropical (CABI, 2005). Em 1980 havia
cerca de 55.000 hectares de plantios de S. macrophylla no mundo (PANDEY, 1983).
Ja em 1995, as plantacdes da espécie cobriram aproximadamente 151 mil hectares
(PANDEY, 1997). Na Indonésia ha mais de 55 mil hectares plantados (COSSALTER;
NAIR, 2000) e nas llhas Fiji aproximadamente 26 mil hectares (KAMATH et al.,
1996), suficiente para serem considerados 0s paises com maior area plantada. No
Brasil, ndo ha dados sobre o nimero exato de plantios com alguns relatos de cultivo
no Norte do pais, principalmente no Pard e no Centro-Oeste e Sudeste, sobretudo
Goiéas, Minas Gerais e Sdo Paulo (CARVALHO, 2007).

Sua madeira é extremamente valorizada e com alta demanda para exportagéo.
O seu preco no mercado é de R$ 5 mil por m3, e a madeira extraida ilegalmente é
vendida por R$ 125 por m3, o que levou a uma sobre-exploracao da espécie que chegou
nos Gltimos 10 anos a 4 milhdes de m3 (CARVALHO, 2007). Na década de 90, o Brasil
contribuiu com cerca de 60% do volume comercializado, seguido da Bolivia com
27,6% (FUNATURA, 1993).

S. macrophylla apresenta uma madeira economicamente valiosa por apresentar
caracteristicas apreciaveis a industria nacional e internacional, como aspectos fisicos
e mecanicos de alta qualidade (LEMES et al., 2002; GROGAN; GALVAO, 2006;
GOMES et al., 2015). Em contra partida, grandes areas de florestas naturais com
populacdes de S. macrophylla foram convertidas para outros usos, e sdo poucas as
florestas remanescentes (LEMES et al., 2011). O esgotamento das populacGes de S.
macrophylla levou a preocupacdo sobre seu comércio e o futuro da espécie
(MOGHADAMTOUSI et al., 2013).

Devido ao intenso comércio, restricbes a regeneracdo natural e ao plantio
sustentavel algumas acdes de conservacao estdo sendo implementadas. A espécie foi
classificada como uma espécie vulneravel (Convencgéo sobre o Comércio Internacional
das Espécies de Fauna e Flora Selvagens Ameacadas de Extin¢do — CITES, anexo II,
2002). Também foi inclusa na Lista vermelha de espécies ameacadas de extingédo pela
Unido Internacional para Conservagdo da Natureza e dos Recursos Naturais — IUCN
(World Conservation Monitoring Centre, 1998).

Além das a¢des internacionais, em 1992, S. macrophylla, por meio da Portaria
n°06-N e 37-N, foi reconhecida como espécie ameacada de extingdo (BRASIL, 1992).
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Em 1998, através do Decreto n° 2.687, a exploracdo da espécie foi suspensa na regiao
Amazonica, pelo periodo de dois anos (BRASIL, 1998). Em 2003, a exploracéo foi
novamente suspensa no territorio nacional pelo periodo de 150 dias, por meio do
Decreto 4.593 até que fossem estabelecidos pelos 6rgdos competentes critérios para
manejo sustentivel da espécie (BRASIL, 2003). O assunto foi novamente retomado
por meio do Decreto n° 4.722 de 2003 que institui que a exploragdo da espécie somente
seria permitida mediante praticas de manejo florestal sustentavel (BRASIL, 2003).

O Ministério do Meio Ambiente — MMA, por meio da Instrucdo Normativa N°
06, incluiu S. macrophylla na Lista Oficial das Espécies da Flora Brasileira Ameacadas
de Extingdo (BRASIL, 2008), a partir da avaliagdo conduzida pelo Centro Nacional de
Conservacao da Flora (CNCFLORA). A Instrucdo Normativa N° 17 e a Portaria N°
443 estabeleceram que espécies consideradas vulneraveis como S. macrophylla
estavam suspensas de coleta, corte, transporte, armazenamento, manejo,
beneficiamento e comercializagédo (IBAMA, 2001; BRASIL, 2014).

Porém, a Instrucdo Normativa N° 1 permitiu a aprovacédo de Planos de Manejo
Florestal Sustentavel (PMFS) e seus Planos Operacionais Anuais (POA) quando
envolver a exploracéo de espéecies constantes na Lista Nacional de Espécies da Flora
Ameagcadas de Extincdo classificadas na categoria vulnerdvel, no bioma amazénico
(BRASIL, 2015). Nesta IN, os seguintes critérios foram estabelecidos: manutencédo de
pelo menos 15% do numero de arvores por espécie na area de exploracdo da Unidade
de Producdo Anual (UPA), respeitando o limite minimo de manutencdo de quatro
arvores por espécie por 100 hectares e, manutencdo de todas as arvores das espécies
cuja abundéancia de individuos com DAP superior ao diametro minimo de corte (DMC)

fosse igual ou inferior a quatro arvores por 100 ha (BRASIL, 2015).

3.2 Diversidade genética e conservacao de espécies arbdreas

Conservar a diversidade genética das espécies arbdreas é de fundamental
importancia, pois este parametro genético € o componente principal para garantir a
sobrevivéncia e a evolucédo a longo prazo, permitindo gerar estratégias de conservagéo
e manejo adequadas para cada espécie (FRANKHAM et al., 2002; ARAUJO et al.,
2017). Estudos sobre os pardmetros geneticos em especies ameacadas de extingao

utilizando marcadores moleculares aumentaram nas Ultimas décadas devido a sua
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importancia central no planejamento dos esforgos da conservacao in situ e ex situ
(ANDRE et al., 2008).

As préticas florestais que mantém a diversidade genética a longo prazo séo
necessarias como componente integral do manejo florestal sustentavel (FAO, 2017).
O monitoramento da diversidade genética é relevante para orientar as melhores
praticas no manejo florestal, ajudando a manter as populagdes geneticamente viaveis
de espécies valor agregado (NOVELLO et al., 2018).

O aumento nas taxas de desmatamento e a consequente fragmentacdo de
florestas naturais podem levar a perdas da variacdo genética, causando a extingdo das
populacbes adaptadas localmente, bem como a redugdo do tamanho efetivo da
populacdo e interrupcdo dos movimentos do fluxo génico, deixando os individuos
espacialmente distantes (SCHABERG et al., 2008). A pratica seletiva também ameaca
a diversidade genética causando a selecdo disgénica devido a exploragao continua de
individuos com caracteristicas desejaveis e aumento do nivel de endogamia devido a
reducdo na densidade populacional (ANDRE et al., 2008).

Nesse sentido, os aspectos relacionados a diversidade genética podem auxiliar
na definicdo de técnicas que possam minimizar 0s impactos negativos do
desmatamento e corte seletivo de espécies arboreas (ANDRE et al., 2008). Diversidade
genética € a variedade de gendtipos e alelos presentes em uma populacdo que se reflete
em diferentes caracteres morfoldgicos, fisioldgicos, bioquimicos e comportamentais
(FRANKHAM et al., 2008), ocorrendo em diferentes niveis: dentro da populacéo e
entre as populacdes. Os ecossistemas tém uma "habilidade interna™ para adaptar-se a
mudancas bioticas e abioticas devido a variacao genética em genes adaptativos dentro
do genoma de cada organismo vivo (PAFFETTI et al., 2012).

A densidade populacional é uma varidvel importante no contexto da
sustentabilidade dos recursos arboreos sob préaticas seletivas de exploracdo
madeireira. O manejo implica, entre outros efeitos, na reducdo da densidade
populacional com potenciais consequéncias prejudiciais para a reproducéo,
regeneracdo e diversidade genética (DEGEN et al., 2004, 2006; SEBBENN et al.,
2008; WERNSDORFER et al., 2011; LACERDA et al., 2013).

A reproducdo das plantas e, em particular, a extensdo do fluxo génico
depende do sistema reprodutivo e dos padrdes de dispersdo de pdlen e semente
(LEVIN et al.,, 2003; DUMINIL et al.,, 2009). Uma reducdo da densidade

populacional pode limitar a quantidade de pdlen disponivel para o cruzamento
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externo, o que poderia reduzir a producdo de sementes em espécies de cruzamento
obrigatdrio (NAITO et al., 2008).

Além disso, em varias espécies vegetais, a reducdo da densidade
populacional mostrou-se contrabalancada por uma mudanca no comportamento do
polinizador que permite uma maior distancia de dispersdo (HARDY et al., 2006;
CARNEIRO et al., 2011). O efeito da reducdo da densidade populacional sobre a
biologia reprodutiva e a diversidade genética das espécies arbdreas tem sido
particularmente abordado através do estudo do impacto do manejo florestal
(ANDRE et al., 2008; CARNEIRO et al., 2011; SILVA et al., 2014).

O corte seletivo de espécies arboreas pode afetar, de forma indireta, outras
espécies ndo manejadas que sdo protegidas por lei, favorecendo a biologia
reprodutiva através das mudancas no padrdo de distribuicdo espacial e estrutura
populacional da populacdo, por exemplo, aberturas do dossel pode afetar o
movimento do vento e o tamanho ou comportamento dos polinizadores ou favorecer

a regeneracdo de espécies que exigem luz (DUMINIL et al., 2016).

3.3 Estrutura genética espacial de populagdes arboreas

O manejo florestal executado sem a observancia de critérios técnicos tem o
potencial de alterar a estrutura genética das populacbes e os niveis de diversidade
genética, em que dependem a produtividade, a estabilidade do ecossistema, a
sobrevivéncia a longo prazo e a adaptacdo das espécies (HAWLEY et al., 2005). Como
resultado ocorrem mudancas na frequéncia alélica dos individuos remanescentes ou
interrupcbes do sistema de cruzamento em populagbes com baixa densidade
(RAJORA et al., 2000; HAWLEY et al., 2005), e perda de alelos (RAJORA et al.,
2000; KETTLE et al., 2007; ORTEGO et al., 2010), ainda que muitos estudos nédo
conseguiram detectar efeitos significativos (CARNEIRO et al., 2011; ARRUDA et al.,
2015). Mudangas no padrédo de distribuicdo espacial e estrutura populacional podem
alterar a organizacao espacial da variacdo genética, mesmo quando os niveis globais
de variacdo sdo mantidos (PIOTTI et al., 2013; SJIOLUND e JUMP, 2015).

A estrutura genética espacial (EGE) é definida como a distribuig&o espacial dos
genotipos no espaco e no tempo dentro da populagdo, resultantes de processos
ecologicos e fatores evolutivos, como selecdo natural, fluxo génico, tamanho da

populacgéo, alteracbes demograficas, heterogeneidade ambiental, sistema reprodutivo
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e distribuicio geografica (HAMRICK, 1983; SJIOLUND; JUMP, 2015; PADUA et al.,
2016) O conhecimento desses fatores dependem diretamente de estudos ecoldgicos e
genéticos SIOLUND; JUMP, 2015; SPOLADORE et al., 2017).

Uma importante variavel dentro da genética espacial é o fluxo génico, que
compreende a dispersdo de polen e sementes dentro e entre populagdes (GODOY et
al., 2001; SMOUSE et al., 2004; ARAUJO et al., 2017). Os gametas masculinos s&o
dispersos com poélen e os embrides que trazem contribuicdes genéticas de ambos 0s
pais sdo dispersos por sementes (HAMRICK et al., 1993). Tal mecanismo funciona
como forca evolutiva que homogeneiza a diversidade genética e influencia
significativamente a estrutura genética e o tamanho efetivo da populacdo (DOW et al.,
1998; ARAUJO et al., 2017). O estudo desse mecanismo de migracdo em escalas
locais e como as mudancas nos ecossistemas alteram o fluxo génico sdo questdes
importantes para a conservacao das espécies (MARTINS et al., 2016). Uma
interrupgao do fluxo génico das matrizes pode, portanto, ter um efeito negativo sobre
0 vigor e a sobrevivéncia das progénies (DUMINIL et al., 2016).

Niveis elevados de fluxo génico permitem a manutencdo da coesdo genética
entre as populacdes, enquanto baixos niveis resultam na diferenciacdo genética atraves
da selecdo natural (BITTENCOURT; SEBBENN, 2007). Estudos fundamentados em
marcadores genéticos mostraram que o polen pode ser disperso em longas distancias
em espécies de arvores polinizadas por animais (MANOEL et al., 2012; DEGEN et
al., 2014), evitando possiveis efeitos da deriva genética, como perda de alelos, reducao
da heterozigosidade, aumento da endogamia e diminuicdo efetiva no tamanho da
populacdo (BURCZYK et al., 2004).

O sistema reprodutivo e os padrdes de fluxo génico determinam a dinamica da
recombinacdo genética de arvores reprodutivas dentro da populacdo para uma
populacdo descendente, afetando a diversidade e estrutura genética espacial de uma
espeécie, devido aos cruzamentos entre aparentados (MORAES et al., 2012; MANOEL
etal., 2012; MEDINA-MACEDO et al., 2016). O estudo desses fatores ecoldgicos sao
importantes em espécies arbdreas, pois pode contribuir para definigdo de estratégias
de manejo, o que, permitira uma melhor combinagéo de praticas de uso e conservagao
(MANOEL et al., 2012). Ademais, o fluxo génico é um dos principais fatores que
contribui na manutencdo dos altos niveis de diversidade genética encontrados nas
populacOes de espécies arbdreas e na determinacdo da estrutura genética populacional
(LACERDA et al., 2008).
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Além disso, em populacBes de espécies arboreas, 0 mecanismo de dispersao
(pblen e sementes) influenciam fortemente a extensdo e a magnitude da estrutura
genética espacial de uma espécie (VEKEMANS; HARDY, 2004; FORTI et al., 2014;
BESSEGA et al., 2016, 2017; GONZALEZ-DIAZ et al., 2017). Quando ambos s&o
restritos, isso resultara em endogamia e aumento de EGE (CHYBICKI et al., 2011;
FORTI et al.,, 2014). A endogamia leva a reducbes na heterozigosidade e vigor
reprodutivo, com a principal consequéncia de que os homozigotos de alelos recessivos
deletérios sejam mais frequentes, em comparacdo com populacdes com padrdes de
cruzamento aleatério (FORTI et al., 2014).

Todavia, quando o movimento do fluxo génico por pélen ocorre a longas
distdncias (como na dispersdo por anemocoria), a estrutura genética espacial é
determinada pela dispersdo de sementes restrita, 0 que pode resultar no agrupamento
de irmdos perto da &rvore-mae (BITTENCOURT; SEBBENN, 2007). Por exemplo, as
plantas no qual os agentes dispersores sdo 0s animais (zoocoria), geralmente
apresentam maiores EGE do que aquelas com dispersdo pelo vento (anemocoria)
(VEKEMANS; HARDY, 2004). Outro fator determinante € a densidade individual
que, geralmente, estd inversamente correlacionada com EGE (VEKEMANS;
HARDY, 2004; GONZALEZ-DIAZ et al., 2017).

Nas populacdes de espécies arboreas, os gendtipos ndo estdo distribuidos
aleatoriamente (GONZALEZ-DIAZ et al., 2017). Normalmente, os individuos s&o
geneticamente mais distintos & medida que a distancia entre eles aumenta
(VEKEMANS; HARDY, 2004; JUMP; PENUELAS, 2007; PAFFETTI et al., 2012).
Em populacdes espacialmente estruturadas, a probabilidade de cruzamento entre
individuos dentro da populacdo é determinada em parte pela distancia entre eles
(JUMP; PENUELAS, 2007).

Os fatores ecoldgicos da EGE (recrutamento, densidade, distancia de
dispersdo) sdo comumente modificados por praticas de manejo florestal
(GONZALEZ-DIiAZ, 2017). As mudancas consequentes na EGE podem alterar
padrbes de cruzamento locais e a distribuicdo da diversidade genética nas geracoes
subsequentes. Diferentes praticas de manejo florestal afetardo a selecéo de individuos
e 0 estabelecimento de plantulas podendo refletir nos aspectos genéticos (PAFFETTI
etal., 2012; PIOTTI et al., 2013; SJOLUND; JUMP, 2015).

Portanto, o conhecimento do sistema de cruzamento, dos padrbes de fluxo

génico atraves de polen e sementes, endogamia, tamanho efetivo populacional e da
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estrutura genética espacial sdo fatores indispensaveis para tragar estratégias de
conservagdo para cada espécie (ARRUDA et al., 2015; ALVARES-CARVALHO et
al., 2016; MELO; FRANCESCHINELLI, 2016; BESSEGA et al.,, 2016, 2017,
GIUSTINA et al., 2018).

Os marcadores genéticos tém sido empregados de forma eficiente para
investigar os pardmetros supracitados em populagdes naturais de espécies arbdreas
(LEMES et al., 2002, 2003; 2011; LACERDA et al., 2008; SEBBENN et al., 2011;
BESSEGA et al., 2012, 2016, 2017; MARCHELLI et al., 2012; MELO et al., 2015;
DUMINIL et al., 2016; ROSER et al., 2017). Eles permitem também a deteccdo de
uma maior relagdo genética entre vizinhos proximos do que entre individuos distantes
que fornecem informac6es de EGE (VEKEMAN; HARDY, 2004; BITTENCOURT;
SEBBENN, 2008; BESSEGA et al., 2016; DUMINIL et al., 2016; ROSER et al.,
2017). Portanto, a conservacdo genética das espécies tornou-se uma prioridade que
deve ser apoiada por estudos de diversidade e estrutura genética, bem como padrdes
de fluxo génico e sistema reprodutivo (MEDINA-MACEDO et al., 2015).

3.4 Sistema de Reproducao

A compreensdo dos sistemas de cruzamento das espécies diz respeito a sua
composicdo e a estrutura genética de suas populacdes (LUNA et al., 2005). O
sistema reprodutivo € o modo como as espécies recombinam sua variabilidade
genética em cada geracdo (SEBBENN et al., 2011; GIUSTINA et al., 2017). O
conhecimento de tal sistema é relevante para 0 manejo da conservacdo genética
das populacbes, para o melhoramento genético e planos de reflorestamento
ambiental (SEBBENN, 2006). No geral, as espécies podem ser classificadas por
sistema de cruzamento: i) autogamico, quando o cruzamento é < 0,2; ii) outcross,
quando é > 0,8 e iii) sistemas combinados de cruzamento, quando o cruzamento é
entre 0,2 e 0,8 (GOODWILLE et al., 2005).

Os tipos de reproducdo podem ser por cruzamentos aleatorios, cruzamentos
biparentais, por autofecundacéo, por apomixia e suas combinagdes (GUSSON et al.,
2005). Os cruzamentos biparentais podem ser chamados de cruzamentos
correlacionados, onde sementes da mesma matriz podem ser geradas pelos mesmos
pais (RITLAND, 1989; HARDY et al., 2004). Esse tipo de cruzamento € expresso pela

proporcéo de irmdos-completos e é calculado através da correlacdo de paternidade
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(RITLAND, 1989). Geralmente esse tipo de cruzamento ocorre onde existem
cruzamentos entre vizinhos préximos ou onde o nimero de doadores de pdlen é baixo
(SURLES et al., 1990).

O sistema de reproducao pode ser afetado por diversos fatores, como genéticos
e ambientais. Os genéticos, como sistema sexual, autoincompatibilidade, heterose,
depressdo endogamicas; bem como os ambientais que afetam o comportamento dos
vetores de dispersdo, como densidade, isolamento espacial dos individuos, condi¢Ges
edafoclimaticas. Atividades antrdpicas, como o manejo seletivo, executado sem a
observancia de critérios técnicos, também pode afetar o sistema de cruzamento das
espécies reduzindo a densidade populacional e aumentando a disténcia entre as
cospecificas (ARRUDA et al., 2015; WADT et al., 2015).

Geralmente, as populagfes naturais de espécies arbdreas apresentam baixa
densidade populacional e exibem um sistema misto de reproducdo (mistura de
autofecundacdo e cruzamento) com predominio de cruzamentos (DEGEN;
SEBBENN, 2014). Taxas de cruzamento, cruzamento entre individuos
aparentados podem variar entre populacdes, bem como entre eventos reprodutivos
(FERES et al., 2012), gerando uma prole com misturas de irmdos completos,
meios-irméos e irmdo de autofecundacdo (SEBBENN, 2003; DEGEN; SEBBENN,
2014).

A andlise de parentesco € um método direto para inferir o fluxo génico
contemporaneo mediado por pdlen e sementes, permitindo estimar a imigracdo de
polen e sementes, a distancia de dispersdo, area vizinha de polinizacdo e a taxa de
cruzamento em uma populacdo, entre outros parametros (BURCZYK et al., 2004;
LEONARDUZZI et al., 2012; ELLSTRAND et al., 2014).

O sistema de reproducgdo em arvores tem sido em geral, estudado com base no
modelo de sistema reprodutivo misto (RITLAND; JAIN, 1981) e no modelo de
cruzamentos correlacionados (RITLAND, 1989). Em S. macrophylla alguns estudos
foram realizados avaliando o sistema reprodutivo da espécie (tm = 0,958, tm = 0,938,
LEMES et al., 2000, 2007), o que indica que a espécie € predominantemente cruzada,

porém uma taxa consideravel contribui para a autofecundacao.
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3.5 Marcadores Microssatélites — SSR

Os marcadores moleculares mostraram-se promissores para avaliar a
diversidade, estrutura genética, e padrdes de fluxo génico das espécies arboreas devido
seu elevado poder discriminatorio (GILLIES et al., 1999; NOVICK et al., 2003;
CESPEDES et al., 2003; ALCALA et al., 2014a; ZONG et al., 2015).

Entre as tecnologias de marcadores moleculares desenvolvidas para estudos
com fragmentos de DNA, destacam-se 0s SSRs (Simple Sequence Repeat) ou
microssatélites. Os SSRs estdo amplamente presentes em genomas eucarioticos
(SHARMA et al., 2007; ZONG et al., 2015) e, possuem elevado contetdo informativo
(IKHSAN et al., 2016). S&o abundantes, codominante e sua expresséo independe do
meio ambiente, e ndo estdo relacionados com caracteristicas especificas de tecido
(ZONG et al., 2015). Possuem multialelismo, alta reprodutibilidade, elevada resolucéo
e transferibilidade entre espécies relacionadas (MIAN et al., 2005; KALIA etal., 2011;
ZONG et al., 2015; IKHSAN et al., 2016; PALIWAL et al., 2016; FORTES et al.,
2016).

O polimorfismo dos microssatélites é revelado pela técnica de PCR
(Polymerase Chain Reaction). No entanto, a desvantagem do uso desses marcadores é
0 tempo necessario para o desenvolvimento de primers especificos para as espécies de
interesse (BOREM; CAIXETA et al., 2016; GUPTA et al., 2016). Todavia,
representam baixo custo em estudos de diversidade genética e sistema reprodutivo das
espécies quando os primers ja estdo disponiveis, como em S. macrophylla (LEMES,
2000). Lemes et al. (2002, 2011) desenvolveram 12 microssatélites para a espécie,

o0 que facilita estudos futuros abordando os tais parametros.

3.5.1 Estudos moleculares em Swietenia macrophylla King (Meliaceae)

Conhecimentos ecoldgicos adicionados a estudos de genética populacional
com base em marcadores moleculares sdo cada vez mais relatados para espécies
neotropicais e sdo ferramentas essenciais nas estratégias de conservacgao in situ e ex
situ dos recursos florestais (LEMES et al., 2002, 2003, 2007, 2011; CARNEIRO et al.,
2011; RAPOSO et al., 2007; SEBBENN et al., 2008, 2011; 2012; ANDRE et al., 2008;
ALCALA et al., 2014a, 2015; SILVA et al., 2014; SCHROEDER et al., 2014;
ARRUDA, 2015; SUJII et al., 2015).
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A diversidade genética inter e intraespecifica em populagdes de S. macrophylla
vem sendo bastante estudada. GILLIES et al. (1999) avaliaram popula¢Ges de mogno
(S. macrophylla) e mostraram que as estimativas de diversidade genética foram
mantidas dentro das populacBes e que a auto correlacdo entre a distancia genética e
geogréfica indicou que as semelhangas entre populagdes aumentaram com o aumento
da distancia geografica.

Um estudo realizado numa populacdo natural da espécie Swietenia humilis
Zucc. (Meliaceae) usando marcadores microssatélites com o objetivo de verificar os
niveis de diversidade genética, utilizando 10 loco microssatélites observaram niveis
elevados de polimorfismo (WHITE et al., 1997).

Populacdes naturais de S. macrophylla localizadas na Amazonia brasileira e
Ameérica Central tem apresentado niveis elevados de diversidade genética (LEMES et
al., 2003; 2007, 2011; DEGEN et al., 2013). Microssatélites de cloroplastos (cpDNA)
também foram eficientes para compreender os niveis de diversidade e padrfes da
estruturacdo genética da espécie (LEMES et al., 2010), indicam que as populacdes da
Amazonia sdo fortemente diferenciadas, porém observaram uma diversidade genética
relativamente baixa (He = 0,176), o inverso foi encontrado para as populacdes da
América Central. Esses resultados sugere que os cpSSRs podem ser usados para

certificacdo local de madeira.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Area de Estudo

As amostras de cambio vascular e tecido foliar de Swietenia macrophylla foram
coletadas na Floresta Estadual do Antimary — FEA, localizada no sudoeste da
Amazonia brasileira, possui uma area de 76.832 ha e abrange os municipios de Bujari

e Sena Madureira, no estado do Acre, Brasil (Figura 1).
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Figura 1. Floresta Estadual do Antimary no Estado do Acre, Brasil.

A cobertura vegetal da regido é representada por trés tipologias florestais:
floresta densa, floresta aberta com palmeiras e floresta aberta com bambu, conhecida
como “tabocal”. O clima predominante na regido, segundo a classificagéo de Koppen,
é do tipo Awi, com temperatura média anual de 25 °C e com uma precipitacdo anual
cerca de 2000 mm (ALVARES et al., 2014). Ocorrem ainda duas estac@es distintas,
uma seca (junho a setembro) e uma chuvova (outubro a maio), durante a qual a
precipitacdo mensal € >100 mm. A éarea tem topografia suavemente inclinada, com um
alcance altitudinal de aproximadamente 300 m. Os solos predominantes sdo Argissolo,
plentossolo e cambissolo (FUNTAC, 1989).

A FEA ¢ administrada pelo governo estadual do Acre atraves de Plano de
Manejo Florestal para producdo de madeira sustentdvel. Nas areas designadas de
manejo florestal, a extracdo de madeira tem sido continua desde 1999. Em 2004, foi
adotado um sistema de concesséo florestal para regular a execucdo das operacgdes
florestais por empresas madeireiras e beneficiar os habitantes da FEA (d'OLIVEIRA
etal., 2013).

A Unidade de Producdo Anual 03 (UPA 3) de 2011, localizada dentro dos
limites da Floresta Estadual do Antimary — Sena Madureira, Acre, Brasil, sob detenc¢éo
da Secretaria Estadual do Meio Ambiente — SEMA, explorada em 2013, tem 3.970 ha
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de &rea total, area de efetiva exploracéo de 2.596 ha. Durante o inventario florestal pré-
exploratorio, todos os individuos com DAP (diametro a altura do peito) >40 cm foram
medidos e identificados. Foram mensuradas 17.198 arvores, totalizando potencial
produtivo de 104.932,890 m3 de madeira identificadas. Trés espécies foram
consideradas proibidas de corte: castanheira (Bertholletia excelsa), mogno (Swietenia
macrophylla King) e seringueira (Hevea brasiliensis L). Os dados de DAP (<1,30 m
do solo), HT (altura total) e coordenadas geograficas (Figura 2) mapeadas por meio do
Global Positioning System (GPS Garmin 76sc) da espécie S. macrophylla King foram

disponibilizados para o presente estudo.
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Figura 2. Distribuigdo espacial dos individuos adultos amostrados de Swietenia
macrophylla King na Florestal Estadual do Antimary, Acre, Amaz6nia Sul —
Ocidental.

4.2 Material vegetal

De forma aleatéria, o cambio vascular dos individuos adultos (N = 83) (DAP>
40 cm) foram coletados em setembro de 2016. (Figura 3). Em um raio de 20 metros,
foram coletadas amostras de tecido foliar (duas a trés folhas) (Figura 3) de todos 0s

individuos juvenis (N = 187) da area. O nUimero de regenerantes variou com a
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disponibilidade da regeneragdo natural local, umas vez que nem todas as matrizes
apresentavam regeneracao em torno da arvore-mae para extracdo de DNA gendmico
e analise genética. Sob esta condicdo, do total de 83 individuos adultos, 17 arvores-

matrizes foram selecionadas para a obtencdo de juvenis e formacao das familias.

Figura 3. Coleta de material vegetal: cambio vascular (A) e tecido foliar (B) de
Swietenia macrophylla King na Floresta Estadual do Antimary, Acre, Amazonia Sul
— Ocidental.

As amostras de tecido foliar e cambio vascular foram, imediatamente,
acondicionadas em microtubos contendo tampao de transporte (300 uL de CTAB 2%;
700 pL de etanol absoluto). Apos a coleta, as amostras foram mantidas em gelo até o

armazenamento em freezer a -20°C.

4.3 Extragdo de DNA gendmico

A obtencdo dos dados moleculares foi realizada no Laboratorio de
Morfogénese e Biologia Molecular, localizado na Embrapa Acre, Rio Branco — Acre.
A extracdo foi realizada seguindo o protocolo CTAB 2% de extracdo de material
vegetal (DOYLE; DOYLE, 1990), com as seguintes etapas: 1. O material vegetal foi
cortado em pedacos pequenos e colocados em microtubos de 2 mL contendo 700 pL
de CTAB 2% (brometo de cetiltrimetilamonio) e 2 pL de b-mercaptoetanol, e
macerados em equipamento de disruptor de células e tecidos (Tissue Lyser® - Qiagen)
por dois minutos na frequéncia de 30 Hertz; 2. Em seguida, os microtubos foram
incubados em banho-maria a 65°C por 60 minutos, agitando a cada 10 minutos; 3.
Foram adicionados 600 pL de CIA (cloroférmio-alcool isoamilico) em cada tubo,

agitados até homogeneizacéo e centrifugados a 13.000 rpm durante 15 minutos; 4. A
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solugéo aquosa (superior) foi transferida para um novo microtubo de 1,5 mL; 5. Foram
adicionados 400 pL de Isopropanol gelado, e centrifugados a 13.000 rpm por 15
minutos; 6. O Isopropanol (sobrenadante) foi descartado e adicionado 300 pL de etanol
70% frio e centrifugados por 5 minutos para possibilitar a retirada do pellet de DNA
do fundo do microtubo; 7. O DNA foi lavado com 300 pL de etanol absoluto e
centrifugado por cinco minutos a 13.000 rpm; 8. O precipitado foi ressuspendido em
30 pL de solucdo em uso de TE (10 mM de Tris-HCI, 1 mM de EDTA, pH 8,0) e
agitado gentilmente até sua dissolucdo; 9. A solucdo contendo DNA genémico de S.
macrophylla foi incubada a 37 °C em estufa durante 1 hora, e armazenada em freezer
-20°C.

O DNA gendmico foi quantificado por meio de analise comparativa de cada
amostra com amostras de DNA de concentracdo conhecida (DNA X) submetidos a
eletroforese horizontal durante 60 minutos em gel de agarose a 1% em TBE 0,5X (Tris
base; &cido borico; 0,5 mM EDTA, pH 8,0), corado com GelRed e visualizados em
transluminador. Posteriormente, foram diluidos em &gua MiliQ a concentracdo de 5,0
ng/ L.

4.4 Analise de Microssatélites

As anélises genéticas com base na amplificacdo por PCR (Polymerase Chain
Reaction) foram realizadas com 12 marcadores microssatélites (sm05, sm07, sm08,
sm12, sm18, sm20, sm28, sm36, sm39, sm43, sm48 e sm49) desenvolvidos por Lemes

et al. (2011) para a espécie S. macrophylla (Tabela 1).

Tabela 1 - Locos de microssatélites de Swietenia macrophylla King com a respectiva
temperatura de anelamento (Tz) e sequéncia de nucleotideos.

Locos Sequéncia de nucleotideos Ta (°C) Tamanho alélico (bp)
sm05 F: GCATGAGCTTGAGAGAATC 55 240 — 262
R: CAGAGGACTGAAGTAGCTGA
smQ7 F: GATAGCGGAGCCGGTGATT 55 240 — 250
R: GGATGGAAGGCTCAAGATTCG
sm08 F: TTCCTCTTCCTTGACCGCTC 55 238 — 262

R: CGTACGGTTATGATCAGCGAC
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Locos Sequéncia de nucleotideos Ta (°C) Tamanho alélico (bp)

sm12 F: AGAGTGTTCGAGAGCCTCAA 56 196 — 224
R: AGAGCCGAATTCACCGAT

sm18 F: CTGTCATGCATATCGTTGGA 56 196 — 232
R: GGGCAGATAAAGAGGAACAAG

sm20 F: CAACTCGTGAGGAATTTACC 56 158 — 200
R: TGGGATTTGTGTTCACCTT

sm28 F: GCTCGGTGGTGTTACAGTT 56 126 — 166
R: CAGTATGACAGTATCAAGGGGA

sm36 F: CGTGGTTGCTACCTATATGC 56 200 — 238
R: TATACCGACCGCGTTAAGT

sm39 F: CAGTCATGGAGCGTAGCTAA 56 154 — 202
R: TGCAGTTTCAGAACCTGAATC

sm43 F: TAGGAACCAACCACCAAC 56 210 -238
R: GTTCTCCTGCTCTCTTTGA

sm48 F: TCAGGAATGGAAGGTACAGG 56 264 — 310
R: CAGTCATGGAGCGTAGCTAA

sm49 F: GAACTGGCAATGTGCTGACT 64 136 — 174

R: TCGGCAATAGCAAGACATTC

Nota: F_: forward; R_: reverse.

A amplificacdo por PCR foi realizada considerando o volume final de 13 pL
para cada reacdo, contendo: 0,5 U de Taq polymerase, 0,25 uM de dNTP, tampdo para
PCR 1X (10 mM de Tris-HCI, 1,5 mM de MgCI2, 50 mM de KCI, pH 8,3), BSA
(Albumina de Soro Bovino - 2,5 mg/mL), 0,9 uM de cada primer, 5 ng de DNA
gendmico e agua ultrapura.

As amplificacbes foram realizadas em termociclador (Analitik Jena). Para
verificar a temperatura de anelamento especifica de cada loco, foi realizada a
amplificacdo com 12 gradientes de temperatura (45,0 °C, 45,8 °C, 46,8 °C, 48,2 °C,
50,2 °C, 52,1, 53,6, 55,4 °C, 57,3 °C, 58,5 °C, 59,4 °C e 60 °C). Ap0s identificar a
temperatura de anelamento especifica para cada primer, as rea¢des foram submetidas
as seguintes etapas de amplificacdo: desnaturagéo inicial a 94 °C durante um minuto
seguida de 30 ciclos a 94 °C durante um minuto, temperatura especifica de anelamento

de cada loco durante um minuto e uma extensao final a 72 °C durante cinco minutos.
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Os produtos de amplificacdo foram submetidos a eletroforese horizontal e
visualizados em gel de agarose a 3%, em tampdo TBE 0,5X (Tris-borato, EDTA, pH
8,3) com padrdo molecular 1 kb “Ladder” (Gibco, MD). Os fragmentos amplificados
foram separados em gel desnaturante de poliacrilamida a 5%, em cuba vertical,
contendo tampédo TBE 1X sob 1600 V e 40 mA. A corrida eletroforética ocorreu por
duas horas e trinta minutos. Para coloracdo dos géis, utilizou-se o nitrato de prata
(CRESTE et al., 2001). A determinacéo do tamanho dos alelos foi realizada por meio
de comparacdo com marcador de peso molecular padrdo (10 pb “Ladder” -

Invitrogen®).

4.5 Analises Estatisticas

4.5.1 Diversidade genética e Indice de fixag&o

A diversidade genética para ambas as geracdes (adultos e juvenis) foi estimada
por meio dos seguintes pardmetros: numero total de alelos (k), riqueza alélica (R,),
heterozigosidade esperada (He) e observada (Ho) sob os pressupostos do equilibrio de
Hardy-Weinberg (HWE), utilizando-se o software FSTAT (GOUDETE, 2002). Para

calcular a heterozigosidade esperada (He) e observada (Ho), segundo Nei (1987),

foram utilizadas as seguintes férmulas:

n
HE=1—Zﬁ-2 Hy = —
-

l

Onde:
fi € a estimativa da frequéncia do i-ésimo alelo;

nij € o0 numero de individuos heterozigotos e N é o0 nimero total de individuos.

Foi estimado o indice de fixacdo médio (F), e sua significancia estatistica foi
calculada pela permutacdo de alelos entre os individuos (600 randomizacdes). No
entanto, como a estimativa para 0s juvenis pode ser tendenciosa devido a

superestimacdo das frequéncias génicas de alelos maternos (cada juvenil dentro de
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uma familia recebe pelo menos um alelo materno), esse indice foi estimado como
descrito em Manoel et al. (2015). Para testar se os indices estimados eram

significativamente diferentes entre as geracdes (adultos e juvenis), foi utilizado o
método de reamostragem Jackkniffe. A diferenciacdo genética padréo (G;t) entre

adultos e juvenis foi estimada com base em Hedrick (2005). A consisténcia desses
parametros foi fundamentada no método de reamostragens bootstrap, utilizando 1000
reamostragens sobre os locos com o intervalo de confianga de 95%.

Foi estimado o indice de fixacao total (F) das geragdes como um indicador dos
niveis de endogamia que pode variar de -1 a 1, sendo os valores negativos indicativos
de excesso de heterozigosidade e valores positivos deficiéncia de heterozigosidade
(HARDY et al., 2004; WEIR, 1984), conforme a férmula:

Em que n é o tamanho da amostra.

O indice de fixacdo dos individuos juvenis foram obtidos utilizando-se como
referéncia a frequéncia alélica das arvores adultas, atraves do programa SPAGeDi 1.3
(HARDY; VEKEMANS, 2002). As consisténcias das estimativas foram realizadas por
meio de 10.000 reamostragens bootstrap.

O programa Corefinder 1.0 (POLICRITI; SGARRO, 2011) foi utilizado para
calcular o namero minimo de individuos que representa toda a diversidade genética da

populagéo (colecdo nuclear) de S. macrophylla.

4.5.2 Estrutura genética espacial intrapopulacional

A estrutura genética espacial intrapopulacional (EGE) foi analisada para os 83
individuos adultos. A caracterizacao da distribuicdo espacial dos genoétipos dentro da
amostragem foi realizada usando o coeficiente médio de coancestria (6xy) entre cada
par de gendtipos dentro de classes de distancia determinadas, descrita por Loiselle et
al. (1995):
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Em que pi e pj sdo as frequéncias do alelo k no individuo x e y; px é a frequéncia

média dos alelos na populacédo parental; e n é o tamanho da amostra.

Nesta andlise foi utilizado o estimador de coancestria de J. Nason, que nao
pressupde equilibrio de Hardy-Weinberg (LOISELLE et al., 1995). Foram definidas
classes de distancia geogréfica de forma a uniformizar o ndmero de pares de
observagdes por classe. O correlograma entre o coeficiente de coancestria (8) e as
classes de distancia foi construido para visualizar a estrutura genética espacial para
todos os individuos adultos. Para verificar se houve EGE significativa, o intervalo de
confianca a 95% foi calculado para cada classe de distancia com base em 10.000
permutacdes, para a hipotese nula de auséncia de parentesco. Os coeficientes de
coancestria e IC a 95% foram calculados usando o programa SPAGeDi, versédo 1.3
(HARDY; VEKEMANS, 2002).

4.5.3 Analise de paternidade e padrdes de dispersdo de polen

O fluxo de pdlen e a distancia de dispersdo foram calculados usando o
programa CERVUS 3.0 (KALINOWSKI et al., 2007). A partir dos gendtipos de todos
os individuos adultos e dos juvenis, associado ao conhecimento da posi¢do geogréafica
de cada individuo da populacédo, foram estimadas as distancias de dispersao de pélen.

Os valores do fluxo génico critico foram estimados conforme descrito por Dow
e Ashley (1996). As analises de paternidade foram baseadas no método de exclusdo
Unica entre juvenis e individuos adultos (méaes-pai). Os juvenis que ndo receberam
nenhum dos pais na populagdo foram determinados como originarios da imigracéo de
polen. Os individuos juvenis que receberam o mesmo individuo pai, tanto para a
designacdo materna quanto paterna, foram identificados como resultantes de
autofecundacéo.

Foram estimados a taxa efetiva de autofecundacéo (s) e a taxa de cruzamento
de individuos ndo aparentados (tu) e de aparentados (tr) com base na genotipagem dos

juvenis do teste de procedéncia. A taxa de fecundacao cruzada (t = 1 — s) foi estimada.
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Os individuos oriundos de cruzamento foram classificados como originarios do
cruzamento entre pais ndo aparentados (tu) ou aparentados (tr). Juvenis de tr foram
determinados usando a estimativa do coeficiente de coancestria (6xy) entre pais
designados usando o programa SPAGEDI 1.3.

Segundo Ismail et al. (2014), se 6xy > 0,1 entre os pais candidatos, foi assumido
que os juvenis foram endogdmicos devido ao cruzamento entre individuos
aparentados. O valor de t, foi calculado como t, = ny/n1, e para 0s pais aparentados tr
= n¢/ny, onde ny € nr € 0 nimero de individuos originarios de pais ndo aparentados e
aparentados, respectivamente. Para confirmar os resultados da anélise de parentesco,
estimou-se a média de Hxy entre 0s juvenis e seus pais candidatos. Foi estimada a média,
0 desvio padrdo e 0 minimo e maximo de 6y dentro das familias. As posic¢Ges espaciais
dos individuos adultos foram utilizadas para estimar a média, o desvio padrdo (DP), a
mediana, as distancias minima e maxima de disperséao de pélen, com base na distancia
euclidiana entre dois pontos.

Para investigar se 0 sucesso reprodutivo foi em funcdo da distancia entre as
arvores, foi comparada a distribuicdo das frequéncias da dispersdo de polen com a
distribuicéo das frequéncias da distancia entre todos os individuos adultos usando o
teste de Kolmogorov-Smirnov. Também foi estimada a &rea de polinizagdo efetiva
(Aep), conforme descrito em Levin (1998), e o raio efetivo de disperséo de polen (rep)

foi baseado em Austerliz e Smouse (2001).

4.5.4 Anélise do Sistema de Cruzamento pelo MLTR

Foi avaliado o sistema de cruzamento nos niveis populacional e individual com
base no método numérico Expectativa-Maximizagdo (EM) usando o software MLTR
3.1 (RITLAND, 2002). Os indices estimados foram o indice de fixacdo materna (Fm);
taxas de cruzamento multiloco (tm) e uniloco (ts); cruzamento entre individuos
aparentados (tm — ts); correlagdo de autofecundacéo (rs) e correlacdo de paternidade
(rp). Os desvios padrdo destes indices foram estimados por 1.000 bootstrap
reamostragens, utilizando individuos dentro de familias como candidatos a unidades
de reamostragem. Esses parametros foram utilizados para estimar o nimero efetivo de
doadores de polen (Nep), segundo Ritland (1989).

O coeficiente de coancestria de grupo (® ) e tamanho da variancia (Ne) dentro

das familias foi estimado com base em Sebbenn (2006), e o numero de arvores
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matrizes para coleta de sementes (m) foi calculado assumindo que o objetivo é reter na
amostra total o tamanho efetivo de referéncia de 150. O intervalo de confianga a 95%
dos indices foi estimado como descrito em Wadt et al. (2015). Para determinar as
associagdes entre o tamanho da amostra (n), tm, Ho, F, [S + (tm — ts)], Nep, Ne dentro das

familias, foi usado o coeficiente de correlacdo de postos de Spearman ( p ).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Extracédo e quantificacdo do DNA gendmico

A extracdo do DNA gendmico total para ambas as gerac6es (adultos e juvenis)
de Swietenia macrophylla, utilizando o protocolo CTAB modificado, permitiu a
obtencdo de um DNA de boa qualidade, cujas concentracGes variaram de 30 a 100
ng/puL. A boa qualidade do DNA extraido pode ser atestada pela auséncia de sinais de

degradacéo visualizados em gel de agarose 1%, conforme figura 4.

Figura 4. Quantificacdo de DNA gendmico total extraido de folhas jovens de
Swietenia macrophylla em gel de agarose 1%, corado com GelRed. Nos trés primeiros
pocos observa-se DNA do fago A nas concentragdoes de 50, 100 e¢ 200 ng/pL,
respectivamente. Os seis pocos seguinte referem-se as amostras de DNA de 6 plantulas
de Swietenia macrophylla King.

5.2 Caracterizagdo dos marcadores microssatélites

Todos os nove locos SSR cujas condicbes da PCR foram otimizadas
apresentaram polimorfismos quando analisados sob gel de poliacrilamida a 5%. Os
locos apresentaram alta resolucéo na leitura dos alelos, facilitando a identificacdo
precisa dos mesmo. Na figura 5 é apresentado gel de poliacrilamida, os quais ilustram
a variabilidade alélica observada no loco SSR (sm05) nos individuos adultos
amostrados de S. macrophylla. Observa-se também a diferenca entre individuos

homozigotos e heterozigotos para o loco analisado.
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Figura 5. Perfil do loco sm05 e os alelos encontrados em 37 individuos adultos de
Swietenia macrophylla King.

5.3 Diversidade genética e indice de fixac&o

Dos 12 locos testados, nove (75%) foram polimdrficos. Um total de 83 alelos
foram encontrados nos individuos adultos e 76 nos juvenis (Tabela 2). A
heterozigosidade média observada (H,) e os valores de riqueza alélica (Rs) foram
significativamente maiores para os individuos adultos em relacdo aos juvenis (Tabela
2). Isso indica que provavelmente estd ocorrendo perda de diversidade nas geragdes
mais jovens devido ao processo de deriva genética.

O H, foi significativamente maior que Hy entre os individuos adultos, o que
indica excesso de heterozigotos, alta diversidade genética (Tabela 2) e reflete o padréo
esperado de alégama restrita. Altos valores de H, e baixos valores de F estio
relacionado com o sistema de reproducdo da espécie, mostrando que a mesma tem
preferéncia por alogamia (LEMES, 2000, 2003), o que é comum em espécies lenhosas.

O indice de fixacdo médio (F) foi positivo e significativo para os juvenis
(Tabela 2), o que sugere excesso de individuos homozigotos nesta fase. Este fato pode
estar relacionado a ocorréncia de endogamia, ja detectada anteriormente (LEMES,
2007, 2003; MOURA et al., 2009; SEBBENN et al., 2011). Todavia, esse indice para
os individuos adultos foi negativo e significativo, o que indica selecdo para
heterozigotos, ou seja, auséncia de endogamia, entre as fases juvenis e adultos. VValores
elevados de F foram observados em outras populacbes da espécie na Amazonia
brasileira (F = 0,068 e 0,085; LEMES et al., 2003, 2007).
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Tabela 2 - Média das estimativas de diversidade genética e indice de fixacdo para
ambas as geracOes (adultos e juvenis) de Swietenia macrophylla King na Florestal
Estadual do Antimary, Acre, Amazonia Sul - Ocidental.

Geragdlo n  k  Rs H, Hg F G'sc N, Nen
Adultos 83 83 90a 09752 0,823a -0,185*a 0,260 31 0,37
Juvenis 187 76 7,8b 0,751b 0,816b  0,080*b - - -

Total 270 84 - - - - - - -

n é o tamanho da amostra; k é o nimero total de alelos; Rs é riqueza alélica, Ho € a
heterozigosidade observada; He é a heterozigosidade esperada, F € o indice de fixacdo, G’st é
a divergéncia genética e N. tamanho efetivo populacional. Letras diferentes significam
diferencas significativas ao nivel de 5% de probabilidade de reamostragem de Jackknife; *p<
0,05.

Os altos niveis de diversidade genética observados corroboram com outros
estudos com microssatélites e outros marcadores para a espécie (WHITE et al., 1999;
LEMES et al., 2011; DEGEN et al., 2013). Também foi superior aos encontrados em
populacdes cospecificas da Ameérica Central (GILLIES et al., 1999; NOVICK et al.,
2003; CESPEDES et al., 2003; LOWE et al., 2003; ALCALA et al., 2015) e na
América do Norte (TRUJILLO-SIERRA et al., 2013) utilizando microssatélites e
outros marcadores. Os altos valores de diversidade genética observados (Tabela 2)
também corroboram com estudos em outras espécies da familia Meliaceae
(CLOUTIER et al., 2007; RAPOSO et al., 2007; CAMPOS et al., 2013; MELO et al.,
2014, 2015).

A diferenciacdo genética padréo (G';) entre adultos e juvenis foi 0,260 (IC a
95%: 0,241-0,278) (Tabela 2). E considerada uma alta diferenciagéo, o que ressalta a
divergéncia entre as geracdes. A perda dos alelos tem sido significativa na fase juvenil,
0 que ressalta a importancia e necessidade da conservagdo da espécie. O tamanho
efetivo indica que dos 83 individuos adultos amostrados corresponde a 31 &rvores nao
endogamicas e nao parentes entre si, ou seja, 0 Ne & menor que o tamanho censo da
populacdo devido a existéncia de individuos aparentados na populagéo.

A andlise da Colegdo Nuclear, considerando 100% da conservacdo da
diversidade, foi de 42 para as matrizes dentre as 83 analisadas (Figura 6). Assim, é
possivel identificar quais arvores séo indicadas para conservagdo da espécie para a
manutencdo da diversidade detectada. Populagdes com baixa densidade populacional,
com dificuldade no estabelecimento da regeneracdo e auséncia de individuos em

classes intermediarias de tamanho, como por exemplo S. macrophylla, precisam ser
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manejadas com base em dados ecoldgicos e genéticos da populagéo alvo, considerando

as particularidades e desafios locais (SILVA et al., 2016).
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Figura 6. Numero de individuos representando a colecdo nuclear de Swietenia
macrophylla King na Florestal Estadual do Antimary, Acre, Amazonia Sul - Ocidental.

5.4 Estrutura genética espacial intrapopulacional

Estrutura genética espacial (EGE) significativa foi detectada para os individuos
adultos de S. macrophylla de até 750 metros (Figura 7). A baixa densidade
populacional da espécie (1 ind./ha), pode ter sido o principal fator modulador das
grandes distancias em funcdo da coancestria. Em estudo anterior, ndo foi detectada
estrutura genética espacial para os adultos, porém quando avaliado os individuos
juvenis foi detectado estruturacdo significativa e positiva nos primeiros 1000 m

(ALCALA et al., 2015).
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Figura 7. Estrutura genética espacial de individuos adultos de Swietenia macrophylla

King. A linha continua refere-se a estimativa do coeficiente médio de coancestria e as

linhas verticais referem-se a estimativa do intervalo de confianga (p < 0,05) da hip6tese
de auséncia de estrutura genética espacial (10.000 permutagdes) (Ho: 6,, = 0).

Populacdes com baixa densidade também apresentam EGE em maiores
distancias e muitas vezes ndo é detectada uma estrutura genética significativa (SILVA
et al., 2014; ALCALA et al., 2015). Em contraste, espécies arbéreas com maior
densidade costumam apresentar valores de EGE entre 50 a 120 m (SEBBENN et al.,
2011; CHAVES, et al., 2016; MANOEL et al., 2017). O modelo observado de
estruturacdo genética de S. macrophylla pode ser explicado pelos eficientes vetores de
dispersdo de polen e sementes, além de corroborar com as estimativas das taxas de
cruzamento. Em contrapartida, cruzamento entre individuos aparentados é indicativo
de estrutura genética espacial e vice-versa, dispersdo de sementes e polen limitada
resultam em EGE em menores distancias (CHAVES et al., 2016).

A distdncia média do cruzamento entre individuos aparentados foi de 862 m, o
que é coerente com o resultado de EGE de 750 m. A deteccdo de estrutura genética em
S. macrophylla é coerente com a associacdo do longo alcance da dispersdo do polen
associado a dispersédo localizada de suas sementes. Apesar de existir um sistema de
dispersdo anemocorico, suas sementes sdo relativamente pesadas, e atingem, em
média, 32 a 36 m da arvore-mae (GULLISON et al., 1996; LOVELESS; GULISSON,
2003; ALCALA et al., 2014b). Assim, os padroes de dispersdo sdo fortemente
influenciados pela direcdo do vento e pela porosidade da floresta (GROGAN et al.,
2002).

Em habitats em que houve interferéncia antrdpica, por exemplo em Unidades
de Producdo Anual — UPAs ou em ambientes fragmentados, podem ocorrer mudancas
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no comportamento do polinizador e/ou dispersor que permitiram o fluxo génico a
longa distancia para determinadas espécies vegetais (WHITE et al., 2002). Abertura
de clareiras, como ocorre em areas de manejo florestal, favorecem a ocorréncia da
dispersdo anemocorica a longas distancias, beneficiando o fluxo de polen e sementes
(GROGAN et al., 2002).

Estudos revelam que altas taxas de fluxo génico entre as arvores reflete em
niveis elevados de diversidade genética (HAMRICK et al., 1993) e que mudancas
antropicas, dependendo das caracteristicas de espécies Unicas, ndo alteram o0s
processos de fluxo génico de forma negativa, sugerindo uma forte resiliéncia nos
mecanismos de dispersdo (CESPEDES et al., 2003). Além disso, as areas abertas
proporcionam condi¢cBes mais favordveis ao crescimento e sobrevivéncia da
regeneracdo de S. macrophylla (GULLISON et al., 1996; SNOOK et al., 2005), pois a
alta diversidade é pré-requisito para a adaptacdo e sobrevivéncia das espécies
(HAMRICK et al., 1993).

A dispersdo de sementes limitada aumenta a possibilidade de parentesco entre
individuos mais proximos, e pode resultar em cruzamento entre parentes nas proximas
geracgdes se individuos relacionados florescem em sincronia e agentes polinizadores
voam entre arvores cospecificas (WADT et al., 2015).

Em Carapa guianensis (Meliaceae) foi detectada EGE significativa para 0s
individuos adultos, o que sugere que a dispersdo para essa espécie também foi alta
(CLOUTIER et al., 2007). Além disso, o padrdo de EGE para os individuos adultos e
juvenis também foi semelhante, sugerindo que o fluxo génico permaneceu estavel ao

longo das geracdes.

5.5 Estimativas dos padrdes de dispersao de pélen

Foram detectados 75 (40,10%) juvenis dentre os 187 analisados com os pais
candidatos dentro da area de estudo (Tabela 3). Os demais juvenis podem ter sido
originados de pais de fora da area, uma vez que foi possivel detectar o alcance do fluxo
de polen até 4749 metros (Tabela 3 e Figura 8). A alta taxa de imigracdo observada
também confirma que em areas abertas a movimentacgao do fluxo génico é maior para
essa espécie, favorecendo a dispersdo de polen e sementes em maiores distancias
(GILLIES et al., 1999; LOWE et al., 2003). Outra explicacdo seria que dentro da area

foi observada a existéncia de arvores mortas, que poderiam ter sido os genitores destes
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juvenis. A area efetiva de polinizacdo (Aep) foi alta, resultando em um raio efetivo de
polinizacdo (rep) de 1578 m, indicando ndo haver isolamento reprodutivo para a
populacdo em estudo.

Pelo programa Cervus, a analise de fecundacéo cruzada ocorreu em 97,3% dos
juvenis analisados, com apenas quatro oriundos de autofecundacéo (2%). Dentre os
juvenis oriundos de fecundacgéo cruzada, 15 foram de cruzamentos entre aparentados
e 168 entre ndo aparentados (Tabela 3), o que indica que a autofecundacdo e

cruzamento entre individuos aparentados explica a endogamia detectada em juvenis.

Tabela 3 - Resultados da analise de paternidade dos juvenis de Swietenia macrophylla

King.

Parametros de parentesco Estimativas
Tamanho da amostra: n 187
Genotipos atribuidos a pais (%) 75 (0,401)
Gendtipos ndo atribuidos (%) 112 (0,599)
Coancestria: descendéncia - mae: 61 + DP 0,178 + 0,086
Coancestria: descendéncia - pai: 6, + DP 0,152 + 0,085
Distancia de disperséo -
Distancia média de dispersdo: D+ o (m) 1708 £ 1116
Distancia mediana de dispersdo (m) 1744
Distancia minima/méaxima de dispersdo (m) 4214749
Area efetiva de polinizacdo: Aep (ha) 783
Raio efetivo de polinizagdo: rep (M) 1578
Sistema de cruzamento -
Autofecundacéo: s 4 (0,021)
Cruzamento: t=t, + tr 183 (0,973)
Cruzamento nédo aparentado: t 168 (0,898)
Cruzamento aparentado: t; 15 (0,080)
Coancestria entre individuos aparentados: 6r + DP 0,246 + 0,057
Distancia médiade t;: D, £ o (m) 862 + 694
indice de fixacdo para autofecundagio: Fs + DP 0,485 + 0,285
indice de fixacao para tr: Fr + DP 0,065 = 0,147

DP € o desvio padréo.
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Os padrdes de dispersdo de pdlen em espécies arbdreas tropicais sdo
influenciados por vetores de disperséo, densidade populacional, sincronia floral,
mecanismos que reduzem a taxa de autofecundacdo, assim como fatores
edafoclimaticas e interferéncia antropica (DICK et al., 2008; DEGEN; SEBBENN,
2014). Em populagdes de baixa densidade os polinizadores precisam percorrer
distancias maiores para alcancar as espécies coespecifica, aumentando a distancia de
dispersdo de polen (CHAVES et al., 2016), possivelmente foi o que ocorreu com a
populacéo de S. macrophylla.

O alcance da dispersédo de polen foi de 42 m a 4.749 m (Tabela 3 e Figura 8).
Neste caso, a distancia geografica entre os individuos ndo foi um fator limitante, o que
sugere eficiéncia dos agentes polinizadores da espécie. O teste de Kolmogorov-
Smirnov que compara a curva de distribuicdo das frequéncias de dispersdo de pélen
com a curva das frequéncias dos individuos adultos explica o padrdo de cruzamento

encontrado para S. macrophylla.
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Figura 8. Distancia efetiva de dispersdo do pdélen para 0s juvenis e a distancia
geogréfica entre os individuos adultos de Swietenia macrophylla King.

O comportamento dos polinizadores determina parcialmente a distancia sobre
a qual o poélen pode ser disperso (DICK et al., 2008). As abelhas sdo capazes de
dispersdo de polen a longas distancias e podem transferir pélen entre arvores em
distancias de até varios quilémetros em busca de néctar e polen (GHAZOUL, 2005;
GONELA et al., 2013). Um estudo realizado sobre Swietenia humilis (Meliaceae)
mostraram movimentos de pdlen a distancias maiores a 4,5 quilémetros (WHITE et

al., 2002), corroborando com este estudo.
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A maior frequéncia de dispersdo de polen foi em 2000 m (Figura 8). Tal fato
acompanhou o padrdo das distancia geogréficas dos individuos adultos, sugerindo que
a aparente elevada distancia espacial ndo é uma barreira para a movimentacdo do
polinizador entre as arvores cospecificas. O movimento de polen a longas distancias
também foi verificado por Rosas et al. (2011) quando identificaram a dispersdo de
polen maxima de 2.014 m para Swietenia humilis e também observaram que a distancia
média de dispersdo foi maior em ambiente fragmentado. A distancia espacial entre 0s
individuos adultos explica o padrdo observado de dispersdo de pdlen, mostrando que
a polinizacdo a longas distancias por pequenos insetos generalistas é eficaz para S.
macrophylla. Possivelmente, a retirada de arvores interferiu nos padrdes de
distribuicdo espacial e estrutura populacional, podendo ter afetado o comportamento
dos polinizadores de S. macrophylla, favorecendo a disponibilidade de polen e
movimentacao atraves de mudancas na paisagem dentro da area em estudo e em areas
vizinhas (UPAS).

Estudos que verificaram o efeito das préaticas seletivas de exploracao florestal
sobre os parametros genéticos usando marcadores microssatélites na Amazonia
brasileira (ANDRE et al., 2008; LACERDA et al., 2008; CARNEIRO et al., 2011),
afirmam que as taxas de imigracdo de polen foram reduzidas ap6s 0 manejo e que a
longo prazo, essa reducdo poderia levar a perda de diversidade genética e aumento de
cruzamento correlacionado. Porém os autores destacam que o padrao de dispersdo nao
mudou substancialmente. No presente estudo, S. macrophylla foi uma das espécies
proibidas de corte. Portanto o manejo nédo interferiu na densidade populacional da
espécie, porém a retirada de outras espéecies pode ter favorecido a movimentacdo do
fluxo génico dentro da populacéo, devido a aberturas de clareiras, o que faz diminuir
a densidade da floresta. Todavia, é necessario estudos que avaliam o efeito do manejo

florestal sobre os pardmetros genéticos diretamente sobre a espécie S. macrophylla.

5.6 Sistema de Cruzamento

O indice médio de fixacdo populacional das arvores reprodutoras foi baixo,
mas significativamente menor que zero (Tabela 4), o que indica excesso de individuos
heterozigotos. O indice medio de fixacdo populacional dos juvenis (Fo) foi
significativamente maior que zero entre familias (Tabela 5). Todos os valores de

Fo foram significativamente maiores que Fr (Tabela 4), sugerindo a sele¢éo contra
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individuos endogamicos entre os estagios iniciais (sementes e juvenis) e adultos,
favorecendo individuos heterozigotos (ANDRE et al., 2008; GONELA et al., 2013;
CHAVES et al., 2016). Individuos juvenis endogamicos originados de
autofecundacdo e cruzamento entre individuos aparentados provavelmente
morrerdo antes de atingir o estagio adulto devido & depressdo por endogamia
(GIUSTINA et al., 2018). A endogamia entre os juvenis no estadio adulto é
aparentemente um padrdo comum em arvores tropicais, como tem sido relatado
em muitos estudos (HUFFORD; HAMRICK, 2003; WADT et al.,, 2015;
TAMBARUSSI et al., 2016; GIUSTINA et al., 2018).

Tabela 4 - Estimativas da diversidade genética e indices do Sistema de Cruzamento
para cada familia de Swietenia macrophylla King.
Arvore  Fn n Ho Fo tm tm —ts Ip Nep C Ne

1 -0,060 27 0,647 0,107 1,000 0,039 0,046 21,7 0,131 0,07
2 -0,087 17 0,595 0,117* 0,999 0,155 0,175 5,7 0,147 0,09
3 -0,221 12 0,620 0,145* 0,996 0,120 0,286 35 0,161 0,10
4 -0,146 12 0,714 -0,012 0,996 0,047 0,132 7,6 0,142 0,09
5 0,060 8 0,652 0,050* 0,989 0,068 0,171 58 0,158 0,10
6 -0,248 13 0,565 0,104* 0,997 0,078 0,186 54 0,149 0,09
7 -0,190 9 0,679 0,107* 0,992 0,064 0,061 16,4 0,135 0,09
8 -0,184 7 0,718 0,147 0,864 -0,010 0,123 8,1 0,173 0,11
9 0,121 4 0,708 0,172* 0,966 0,067 0,079 12,7 0,160 0,13
10 -0,173 9 0,682 0,097 0,992 0,097 0,088 11,4 0,138 0,09
11 -0,164 13 0,673 0,064* 0,997 0,042 0,026 385 0,129 0,08
12 -0,182 12 0,577 0,137* 0,996 0,077 0,153 6,5 0,145 0,09
13 -0,060 10 0,581 0,105* 0,994 0,041 0,145 6,9 0,144 0,09
14  -0,027 5 0,532 0,150* 0,974 0,102 0,249 4,0 0,161 0,12
15 -0,221 12 0,614 0,273* 0,996 0,082 0,093 10,8 0,138 0,09

16 0,205 4 0,370 0,456* 0,966 0,094 0,157 6,4 0,183 0,16
17 0,036 13 0,488 0,304* 0,997 0,118 0,147 6,8 0,149 0,09

Fm e Fo sdo os indices de fixacdo para arvores reprodutoras e plantulas dentro das familias,
respectivamente; n é o tamanho da amostra; H, é a heterozigosidade observada; t, é a taxa de
cruzamento multilocos; tn - ts € a taxa de cruzamento entre individuos aparentados; r, é a
correlacdo de paternidade; Ne, € 0 nimero efetivo de doadores de pdlen; ®e Ne sdo a
coancestria e tamanho efetivo dentro das familias, respectivamente; * p < 0,05.
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A estimativa da taxa de cruzamento multiloco foi alta (tn = 0,995), revelando
que a espécie se reproduz por fecundagdo cruzada, com padrdo de alégama restrita.
Em nivel individual essa taxa variou de 0,864 a 1,00, com valores muito proximos a
100% (Tabela 4), sendo significativamente maior que zero. Observou-se que 0s
valores de ty foram distribuidos uniformemente, o que indica que a exposicéo do pdlen
e a receptividade do estigma foi constante entre os individuos. Por ser uma espécie
monoica, a autopolinizacdo é possivel, porém pode ocorrer a dicogamia ou
autoincompatibilidade (LEMES et al, 2007). A separacdo temporal entre a antese de
flores masculinas e femininas ja foi citada em Meliaceae (STYLES, 1972).

A alta taxa de cruzamento indica que a espécie é aldgama, corroborando com
estudos anteriores (LEMES et al., 2000, 2007; LOVELESS; GULISSON, 2003).
Espécies arboreas tropicais, em geral, apresentam altas taxas de cruzamento, com
valores superiores a 0,8 (BARREIRA et al., 2006; MANOEL et al., 2012; WADT et
al., 2015).

A taxa de cruzamento entre individuos aparentados (tm — ts) foi baixa, mas
significamente maior que zero (Tabela 5). Tal fato indica endogamia biparental, que é
explicada pela presenca de alguns individuos aparentados dentro da populacéo
(LEMES et al., 2007; CARNEIRO et al., 2011; CAMPOS et al., 2013; GIUSTINA et
al., 2018), contribuindo para os niveis de variacdo genética. A ocorréncia de
endogamia biparental corrobora com a estruturacdo genética espacial entre 0s
individuos adultos (LEMES et al., 2007).

Outra variavel importante que deve ser considerada é a correlacdo de
autofecundacéo, que no caso de S. macrophylla foi verificado valor significativamente
maior que zero (Tabela 5). Isso sugere a existéncia da variacao na taxa de cruzamento

entre arvores individuais.

Tabela 5 - Média e intervalo de confianca a 95% para os indices do Sistema de
Cruzamento de Swietenia macrophylla.

Parametros Média (IC a 95%)
indice de fixac&o entre avores: Fn, -0,084 (-0,154 — -0,014)
Taxa de cruzamento multilocos: tm 0,995 (0,979 —1,00)
Cruzamento entre individuos parentes: tm — ts 0,058 (0,032 — 0,062)
Correlacédo de autofecundacéo: rs 0,111 (0,105 - 0,115)
Correlacéo de paternidade: rp 0,148 (0,072 — 0,202)
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Pardmetros Média (IC a 95%)

Numero de doadores de pdlen: Nep 6,8 (5,0 —13,9)
Coeficiente de coancestria nas familias: ® 0,145 (0,134 — 0,155)
Tamanho efetivo dentro das familias: Ne 2,77 (1,58 —2,99)
Arvores matrizes para coleta de sementes: m 54 (50 — 58)

A correlacdo de paternidade (rp) entre as familias foi baixa (Tabelas 4 e 5),
sugerindo que 14,8% dos individuos juvenis sdo oriundos do mesmo grupo de
doadores de polen. Por outro lado, o nimero de doadores de pélen (Nep) foi no geral
de 6,8 para a espécie, ou seja, aproximadamente sete avores aturam como doadoras de
polen (Tabelas 4 e 5). 1sso sugere que 0 manejo de espécies secundarias, que é 0 caso
deste estudo, pode melhorar a dispersdo de pdlen, provalvemente devido a reducéo na
densidade populacional que possibilita a abertura de clareiras, trilhas de arraste,
estradas secundérias, etc. e permite uma maior movimentacdo dos polinizadores,
contribuindo assim para um aumento no ndmero de doadores de pélen (CARNEIRO
et al., 2011). A maxima de Nep estimada foi de 13,9, e uma possivel explicacdo é por
meio da producédo de sementes, que no caso de S. macrophylla em um Gnico fruto sdo
produzidas em média 72 sementes (LEAO et al., 2011). Esses resultados corroboram
com outros estudos realizados em florestas naturais (WADT et al., 2015; GIUSTINA
etal., 2018).

Devido a autofecundacéo e aos cruzamentos correlacionados, o coeficiente de
coancestria médio (® ) em nivel populacional foi maior (® = 0,145; variacdo: 0,134 a
0,155) (Tabela 6), o que indica que existem diferentes graus de parentesco, como
meios-irmédos para essa populagdo. Consequentemente, o tamanho efetivo (Ne) foi
menor (média: 2,77; variagdo: 1,58 a 2,99) que € o esperado em populagbes panmiticas
(©=0,125; Ne = 4). A principal causa pode ser a baixa densidade populacional. Assim,
0 tamanho da vizinhanca reprodutiva é reduzido e as arvores vizinhas podem ter
vantagem a curtas distancias até 50 metros.

O numero de arvores para a coleta de sementes (m) para um tamanho referéncia
amostragem de 150 foi de 54 matrizes (Tabela 5). Esse resultado corrobora com outros
estudos com espécies arboreas (LACERDA et al., 2008; CARNERIO et al., 2011;
MORAES; SEBBENN, 2011; MANOEL et al., 2012). Mesmo S. macrophylla sendo
uma especie proibida de corte, encontra-se dentro dos padrdes de espécies exploradas,

como Hymenaea courbaril L. Porém, é necessario realizar mais estudos para avaliar
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os efeitos do manejo florestal nos padrbes de cruzamento de espécies arboreas tropicais
economicamente importantes e que esta na lista vermelha de espécies ameacadas de
extincdo. Tais resultados sdo essenciais para determinar estratégias de coleta de
sementes para fins de conservacdo genética ex situ, melhoramento e reflorestamento
ambiental fornecem o tamanho minimo efetivo da populagdo (SEBBENN et al., 2011,
MANOEL et al., 2012).

O tamanho da amostra (n) foi correlacionado com todas as variaveis do sistema
de cruzamento, sendo significativamente associado com a taxa de fecundacdo cruzada
(tm), tamanho efetivo dentro das familias (Ne), numero total de alelos (k) (Tabela 6).
Todos apresentaram alta correlacdo, variando de 70 a 90%. Isso significa que esses
indices sdo altamente dependentes entre os individuos desta populacdo. Além disso,
verificou-se que a taxa de cruzamento (tm) para S. macrophylla foi significativamente
correlacionada com o tamanho efetivo de dentro das familias (Ne) e nimero total de
alelos (k). Observou-se também que a taxa de autofecundacdo e cruzamento entre
individuos aparentados [(s + (tm — ts)] apresentou correlagdo apenas com o indice de
fixacdo (Fo). 0 tamanho efetivo dentro das familias (Ne) foi altamente correlacionado
com o numero total de alelos (k) e o nimero efetivo de doadores de pdlen (Nep) para
populacdo de S. macrophylla apresentou correlagdo média com a heterozigosidade
observada (Ho) (Tabela 6).

Tabela 6 - Correlacdo de Spearman (o) entre o tamanho da amostra (n), taxa de

cruzamento (tm), numero efetivo de doadores de polen (Nep), taxa de autofecundacéo e
cruzamento entre parentes [(s + (tm — ts)], tamanho efetivo da variancia dentro das
familias (Ne), nimero total de alelos (k), heterozigosidade observada (Ho) e indice de
fixacdo (Fo,) para individuos de S. macrophylla. * p <0,05; ** p <0,01.

tm Nep Fo Ne k Ho
n 0,907** -0,062  -0284  0856* 0,693**  -0,160
tm 0,035  -0,265  0,794*  0,616*  -0,182
S+ (tn— ) 0,566  -0410  -0,299  -0,262
Nep 0,175 0378 0238  0,583*
Ne 0,790** 0,137
k 0,441

Conhecer o sistema reprodutivo das espécie pode contribuir para a defini¢do

de diretrizes visando orientar estratégias de manejo sustentavel, combinando
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conservagdo e desenvolvimento econémico. Além disso, o0 conhecimento da
diversidade genética é eficaz para a determinacgdo de cole¢des ex situ e melhoramento
genético, muitos dos individuos juvenis em areas manejadas podem ser viaveis, 0 que
seria de fundamental importancia para a conservagdo genética in situ e programas de
recuperacdo da espécie.

Para fins de conservagao ex situ, sugere-se coletar sementes de pelo menos 50
individuos adultos de S. macrophylla e que a distdncia minima entre estes seja superior
as distancias de EGE para evitar a coleta de sementes em individuos endogamicos.
Também é possivel realizar estudos futuros e tracar estratégias de conservacao in situ
para os individuos adultos de S. macrophylla, uma vez que essa pesquisa possibilita a
identificacdo dos individuos que representam toda a diversidade genética da populacao

local.

6 CONCLUSOES

v Swietenia macrophylla apresenta alta diversidade em ambas as geracdes
(adultos e juvenis), com excesso de homozigotos para os juvenis;

v Aproximadamente 40 individuos representam toda a diversidade genética da
area em estudo;

v" Os individuos adultos de S. macrophylla apresentam estruturacdo genética
espacial intrapopulacional de até 750 m.

v A distancia média de dispersdo de pdélen foi de 4.749 m entre individuos
adultos;

v A correlacdo de paternidade sugeriu a ocorréncia de cruzamentos preferenciais
com formacéo de meios-irmé&os.

v' Todos os individuos adultos apresentam altas taxas de cruzamento,

observando-se alogamia na espécie.
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