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RESUMO

O conhecimento da diversidade genética e da sua distribuigdo no espago é uma
importante ferramenta no estabelecimento, manejo e conservacdo genética de ecossistemas,
pois possui forte correlagdo com a capacidade de adaptacdo da espécie e de manutencéo das
areas em longo prazo, mecanismos essenciais para uma restauragéo ecolégica eficaz. O objetivo
desse estudo foi avaliar a diversidade e a estrutura genética espacial de individuos adultos e
regenerantes de C. langsdorffii em nove areas, sendo quatro florestas nativas (ecossistemas de
referéncia) e cinco &reas em restauracdo. As areas estdo localizadas nas proximidades do
reservatorio da Usina Hidrelétrica de Camargos, nos municipios de Nazareno e ltutinga, em
Minas Gerais. A diversidade genética e a estrutura genética espacial foram avaliadas por meio
da genotipagem de 384 individuos, com o uso de oito locos microssatélites especificos para C.
langsdorffii. Foram encontrados 195 alelos e todos os locos utilizados foram altamente
polimorficos. A diversidade genética (He) foi elevada tanto em individuos regenerantes como
nos adultos das areas nativas e em restauragdo. O nimero médio de alelos por loco (A) foi mais
elevado nos individuos regenerantes, nos dois tipos de areas, do que nos adultos. Ndo foi
detectada endogamia significativa nas areas (f =0,183) e a divergéncia genética foi baixa entre
as areas de estudo (Rst=0,0374). A Andlise de Variancia Molecular indicou que a maioria da
diversidade genética (96%) ocorre dentro das areas. Ndo houve correlacdo significativa entre
distdncia genética e geografica (r=0,324) e ndo foram identificados gargalos genéticos em
nenhuma das &reas amostradas. A analise Bayesiana indicou que a diversidade genética esta
distribuida em dois grupos genéticos (K = 2). Observou-se estruturacdo genética espacial nos
individuos regenerantes dos ecossistemas de referéncia e das areas em restauragdo. A alta
diversidade genética indicou que ocorre fluxo génico entre essas areas. Nossos resultados
mostraram que plantios para restauracdo florestal podem restabelecer populagdes
geneticamente conservadas. Estudos em outras geracdes podem inferir se essas areas
conseguirdo manter ou elevar a diversidade genética no futuro.

Palavras-chave: Restauracdo de Ecossistemas. Marcadores Microssatélites. Copaiba.
Conservacdo genética. Conservacdo da biodiversidade.



ABSTRACT

The knowledge of genetic diversity and its distribution in space is an important tool
in the establishment, management and genetic conservation of ecosystems, as it has a strong
correlation with the species' ability to adapt and with the maintenance of the areas in the long
term, which are essential mechanisms for restoration effective ecological. The aim of this study
was to evaluate diversity and spatial genetic structure of adult and regenerating individuals of
C. langsdorffii in nine areas, four of which were native forests (reference ecosystems) and five
areas under restoration. The areas are located near Camargos Hydroelectric Power Plant
reservoir, in Nazareno and Itutinga municipalities, in Minas Gerais. Genetic diversity and
spatial genetic structure were evaluated by genotyping 384 individuals, using eight
microsatellite loci specific for C. langsdorffii. In total, 195 alleles were found and all loci used
were highly polymorphic. Genetic diversity (He) was high both in regenerating individuals and
in adults from native and under restoration areas. The average number of alleles per locus (A)
was higher in regenerating individuals, in both types of areas, than in adults. The Analysis of
Molecular Variance indicates that the majority of genetic diversity (96%) occurs within
sampled areas. There was no correlation between genetic and geographic distance (r = 0.324)
and no genetic bottlenecks were identified in any of the sampled areas. A Bayesian analysis
indicated that genetic diversity is distributed into two genetic groups (K = 2). Spatial genetic
structuring was observed in juvenile individuals of reference ecosystems and areas under
recovery. High genetic diversity indicated that gene flow is occurring between these areas. Our
results showed that forest restoration can reestablish genetically conserved populations. Studies
in other generations can infer whether these areas will manage to maintain or increase genetic
diversity in the future.

Keywords: Ecosystem Restoration. Microsatellite Markers. Copaiba. Genetic Conservation.
Biodiversity Conservation.
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1 INTRODUCAO

A pressao antropica exercida sobre os recursos naturais resulta na intensa substituicdo
dos ecossistemas naturais por formas alternativas de ocupacio do solo (BARAO et al., 2021).
A agricultura, a pecuaria, a urbanizacao e a industrializacdo se expandiram significativamente
e se tornaram, em grande parte das regides, as formas predominantes de ocupacao da paisagem.
Essa transformacdo no ambiente trouxe consequéncias na estrutura e no funcionamento dos
ecossistemas que, coloca em risco a conservacao dos recursos naturais e o fornecimento de
servicos ecossistémicos (BARAO et al., 2021).

A restauracdo de ecossistemas surgiu e tem crescido globalmente como umas das
alternativas para a protecdo da biodiversidade e recursos hidricos; melhoria da saude e bem-
estar humanos; provisdo de bens, servigos e prosperidade econémica; e apoio a mitigacdo das
mudancas climaticas, resiliéncia e adaptacdo (GANN et al., 2019). A nivel global, a Assembleia
Geral da Organizacdo das Nacbes Unidades (ONU), declarou 2021-2030 como a década da
restauracdo ecoldgica. O Brasil tem como meta recompor e reflorestar 12 milhdes de hectares
de florestas e restaurar 15 milhdes de hectares de pastagens degradadas com ampliacdo de 5
milhdes de hectares de sistemas de integracdo de lavoura, pecuaria e floresta (UN NEWS, s./d.).

As consequéncias negativas da perda e fragmentacdo de habitats na conservacgao
genética, como a diminuicdo do tamanho efetivo e a deriva genética, podem ser mitigadas por
meio da protecdo dos remanescentes florestais, pela conectividade entre fragmentos e pela
manutencdo da diversidade genética em éareas remanescentes (FRANKHAM, 2015). A
restauracdo da biodiversidade é um dos apelos mundiais da ONU (ATWOLI et al., 2021) e, por
meio da restauracao de areas degradadas, também € possivel conservar espécies de flora e fauna,
reconectar fragmentos e manter os ecossistemas sadios (DOBSON et al., 1997; POSSINGHAM
etal., 2015).

A popularizagdo dos estudos em genética de populagdes resultou na maior consideracdo
dos aspectos genéticos nas iniciativas de restauragdo ecologica (RODRIGUES et al., 2009).
Entretanto, os aspectos relacionados a diversidade e estrutura genética espacial ainda ndo foram
completamente estabelecidos. O conhecimento a respeito das caracteristicas genéticas das
matrizes utilizadas para coleta de sementes, bem como das comunidades em processo de
restauracdo ainda é incipiente (ZUCCHI et al., 2018).

Para alcancar o sucesso da restauragdo ecoldgica, é imprescindivel considerar as

caracteristicas do ecossistema que se deseja restaurar, como a estrutura, a composi¢do e 0
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funcionamento, bem como as interacOes existentes entre e dentre 0s grupos taxondmicos que
permitem a manutencdo dos organismos e habitats em longo prazo (SUJII et al., 2019). Né&o
menos importante, deve-se atentar para a composicdo genética do material reprodutivo
utilizado, uma vez que as populacdes sdo dependentes da variacdo genética adaptativa, de forma
a combinar sobrevivéncia e bom crescimento com a resisténcia aos fatores atuantes
negativamente oriundos da degradacéo (THOMAS et al., 2014).

A Copaifera langsdorffii € uma espécie amplamente utilizada na restauracdoo de areas
degradadas, porém a caracterizacdo da diversidade e estrutura genética espacial ndo foram
esclarecidas nesse ambito. Os estudos genéticos ja realizados com a espécie foram em
fragmentos de areas nativas ou populacdes naturais. Nesse contexto, torna-se imprescindivel
gerar informacg6es sobre a variabilidade genética da espécie em areas em restauracdo. Dessa
forma, o presente trabalho visou conhecer a diversidade genética e estrutura espacial de C.
langsdorffii para a manutencéo de um programa efetivo de conservagdo. No intuito de investigar
0s aspectos que interferem na diversidade e estrutura genética espacial da espécie, foi realizada
a avaliacdo de areas de Floresta Estacional Semidecidual nativas e em restauracdo, nos
municipios de Itutinga e Nazareno, MG, utilizando oito locos microssatélites especificos para
a espécie.

No cenério brasileiro, os estudos que relacionam a diversidade e a estrutura genética
espacial com projetos de restauracdo ecoldgica estdo, em sua maioria, concentrados no estado
de Séo Paulo. Portanto, o presente estudo se mostra relevante uma vez que sera pioneiro a ser
realizado com a espécie C. langsdorffii, em Minas Gerais, em areas que foram restauradas ha
mais de 20 anos. O conhecimento da diversidade genética e da sua distribuicdo no espaco é uma
importante ferramenta no estabelecimento, manejo e conservagdo genética de ecossistemas,
pois possui forte correlacdo com a capacidade de adaptacdo da espécie e de manutencdo das

areas em longo prazo, mecanismos essenciais para uma restauracao ecolégica eficaz.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Copaifera langsdorffii

Copaifera langsdorffii € uma espécie arbdrea pertencente a familia Fabaceae e a
subfamilia Caesalpinioideae (REFLORA, 2020; FREITAS; OLIVEIRA, 2002), sendo
popularmente conhecida como copaiba, copaibeira, pau-de-0leo, copaulva, 6leo-copaiba, entre
outros (CASCON, 2004) (FIGURA 1). E uma arvore amplamente distribuida no Brasil,
ocorrendo nos dominios Amazonia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica (REFLORA, 2020).
Esta espécie também ocorre no nordeste da Argentina, sul da Bolivia e norte do Paraguai
(GONELA et al., 2013).

No entanto, a maior parte dos habitats naturais da espécie no Brasil foi destruida (Mata
Atlantica) e atualmente a espécie é encontrada apenas em fragmentos florestais pequenos e
isolados (SEBBENN et al., 2011), e em campos e pastagens (KUBOTA, 2014). A espécie €
classificada como secundéria tardia a climax, caracterizando-se como helidfila tolerante a
sombra, podendo ser encontrada em varios estagios de sucessdo, desde areas totalmente
degradadas até aquelas com dossel em fechamento (SALGADO et al., 2001).

A C. langsdorffii € uma éarvore tropical hermafrodita que pode atingir 25-40 m de altura
e 100 cm de didmetro a altura do peito (DAP) (CARVALHO, 2003b). Esta espécie possui flores
branco-esverdeadas, que duram apenas um dia, e que sdo reunidas em inflorescéncias
paniculadas sem pétalas (FREITAS; OLIVEIRA, 2002) (FIGURA 2). Os frutos sdo ovoides,
rodeados por um arilo colorido e carregam uma Unica semente (SEBBEN et al., 2011). As
arvores podem comecar a florescer a partir dos cinco anos de idade e a reproducédo da espécie
¢ considerada mista, predominantemente alégama, com até 8% de autofecundacao
(OLIVEIRA; CARVALHO; ROSADO, 2002).

As flores nectariferas de C. langsdorffii sdo intensamente visitadas por diversos insetos,
principalmente das familias Apinae e Vespidae, sendo Trigona spp e Apis mellifera os mais
frequentes (GONELA et al., 2013). Vespas sociais, dipteros, lepiddpteros e coledpteros
constituem os polinizadores secundarios (FREITAS; OLIVEIRA, 2002). Apos a frutificacdo, a
dispersdo de sementes € feita por gravidade e por animais, principalmente aves, como o
tucanugu (Ramphastos toco), a gralha-do-campo (Cyanocorax cristatellus) e o sabia-laranjeira
(Turdus rufiventris) (CARVALHO et al., 2010). O macaco muriqui (Brachyteles arachnoides)
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e 0 macaco-prego (Cebus apella nigritus) também atuam como possiveis dispersores
(MENDONCA FILHO, 1996).

Um estudo fenologico da C. langsdorffii, realizado em uma Floresta Estacional
Semidecidual no sudeste do Brasil, constatou que o ritmo de suas fenofases ocorre em
sequéncia: a queda das folhas ocorre no final da estacdo seca (julho-agosto), o brotamento no
final da estagdo seca e inicio da estacdo chuvosa (setembro-outubro), a floragdo ocorre no meio
da estacdo chuvosa (dezembro-fevereiro), a frutificacdo ocorre durante a estacao seca (abril-
setembro) e a disperséo, ao final desta estacdo (agosto-setembro) (PEDRONI et al., 2002). Este
padrdo foi similar ao relatado por Oliveira-Filho et al. (1994) em uma Floresta Estacional
Semidecidua Montana em Lavras (MG).

Além de ser utilizada na arborizacdo urbana e restauracdo de areas degradadas de
preservacao permanente (CARVALHO, 2003a), a espécie possui relevante valor econémico no
Brasil em funcdo da producdo de madeira e 6leo. A madeira € utilizada na construcdo civil,
como vigas, caibros, ripas, batente de portas e janelas, e confeccdo de moveis (LORENZI,
2002). O dleo ¢é extraido de seu tronco e pode ser utilizado na area medicinal e apicola, na
industria de cosméticos, plasticos e aditivos para resina, tintas e vernizes (CARVALHO,
2003a).

Figura 1 — Individuo adulto de Copaifera langsdorffii.
. io _— =

"~ Fonte: COPAIBA (c2021).
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2.2 Restauracao ecoldgica e aspectos genéticos

A alteracdo dos ambientes naturais causada por a¢des antrépicas resultou na degradacéo
e na fragmentacdo de areas nativas. A pressdo exercida sobre essas areas contribuiu
desfavoravelmente para a manutencdo dos ecossistemas florestais, principalmente no que se
refere a reducdo da biodiversidade e ao tamanho das populagdes (DUARTE; NOGUEIRA;
VIEIRA, 2018). Na tentativa de reverter essa situacdo, a restauracdo desses ambientes é uma
prioridade ambiental global e muitas iniciativas internacionais ttm o objetivo de restaurar
milhGes de hectares em todo o0 mundo (HOLL, 2017).

A Society for Ecological Restoration — SER (2004) define a restauragdo ecoldgica como
0 processo de auxilio a recuperacdo de um ecossistema que foi degradado, danificado ou
destruido. Esse auxilio é necessario quando o ecossistema € incapaz de suportar distirbios por
si s6 ou gquando isso ocorre em tempo demasiado (RODRIGUES et al., 2009). O processo de
restauracdo ecoldgica acontece por meio de a¢fes que direta ou indiretamente possibilitam o
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restabelecimento da riqueza de espécies de comunidades funcionais e estimulem a resiliéncia
do ecossistema numa perspectiva de paisagem (RODRIGUES et al., 2009).

A conversdao em larga escala de areas degradadas para ecossistemas com florestas
nativas € vista como necessaria para atenuar futuras extin¢cdes em regides com altos niveis de
perda de habitat e fragmentagdo (BANKS-LEITE et al., 2014; NEWMARK et al., 2017).
Através da restauracdo € possivel aumentar a conectividade das paisagens modificadas,
facilitando o fluxo génico de plantas e animais, reconstituir as funcbes ecoldgicas do
ecossistema, apoiar a conservagdo, e restabelecer populacbes que apresentem diversidade
genética suficiente para persistir durante o tempo (BRANCALION et al., 2018; CHAZDON et
al., 2014).

E imprescindivel respeitar as caracteristicas do ecossistema que se deseja restaurar,
como a estrutura, composicdo e o funcionamento, bem como as interacGes existentes entre e
dentre os grupos taxonémicos (RODRIGUES et al., 2009; SIQUEIRA et al., 2013; DARONCO
et al., 2013). Nao menos importante, deve-se atentar para a composi¢cdo genética do material
reprodutivo utilizado, uma vez que as populacBes sdo dependentes da variacdo genética
adaptativa, de forma a combinar o potencial de sobrevivéncia, bom crescimento e resisténcia a
estresses bidticos e abioticos (THOMAS et al., 2014).

Apesar da infinidade de beneficios que a restauracdo florestal pode fornecer, a
probabilidade de persisténcia da populacdo apds o plantio é incerta e pode ser afetada por
diversos fatores, tais como limitacdes de recrutamento (BERTACCHI et al., 2016), competicdo
entre espécies (D’ANTONIO; MEYERSON, 2002), limitacdo da polinizagdo e da dispersdo
(DIXON, 2009), alterac6es climaticas (HARRIS et al., 2006), e processos genéticos, tais como
depresséao por endogamia (THOMAS et al., 2014). Portanto, melhorar o entendimento sobre as
condic¢des que mantém a persisténcia dos individuos nos ecossistemas é fundamental para que
0s projetos de restauracdo sejam bem-sucedidos e conservem efetivamente a biodiversidade
(SUJII et al., 2019).

A genética de populagdes surge com o intuito de quantificar a diversidade genética e
entender sua distribuicdo no espaco mediante o estudo do material genético dos seres vivos,
bem como de fatores que interferem neste. Trata-se de uma area relevante, uma vez que busca
entender as caracteristicas genéticas das espécies e como elas estdo relacionadas as habilidades
das populacdes em responder as mudancas no ambiente e adaptar as condigdes existentes
(SIQUEIRA et al., 2013).



19

A genética pode ser aplicada em diversos &mbitos da restauracdo ecoldgica, como por
exemplo: mensurar divergéncia genética (ZUCCHI et al., 2018); realizar teste de agrupamento
genético (ABOUKHALID et al., 2017); detectar a existéncia de gargalo genético (RAMEY et
al., 2000) e estimar o numero de migrantes entre areas (ROBERTSON; GEMMELL, 2004).
Uma vez que os projetos de restauragdo envolvem frequentemente a translocacéo de uma gama
de diferentes organismos, as ferramentas genéticas podem fornecer informag@es cruciais para
0 planejamento e execucdo destas acOes, bem como para a tomada de decisdo e o
monitoramento das areas restauradas (MIJANGOS et al., 2015).

Embora haja avangos nos estudos sobre restauracdo ecoldgica, 0 conhecimento a
respeito da diversidade genética de populacdes restauradas e quao bem ela reflete os padroes
naturais de variacdo ainda é incipiente (SIQUEIRA et al., 2013). Contudo, uma nova demanda
nos projetos de restauracdo tem levado a uma busca, tanto em relacdo a restauracao floristica,

bem como a diversidade genética das comunidades (SUJII et al., 2019).

2.3 Diversidade genética

A diversidade genética é a matéria prima para evolucdo, uma vez que permite a
adaptacdo das espécies as condicGes adversas (LESICA; ALLENDORF, 1999; WANG et al.,
2006), sendo que a sua manutencdo é essencial para a conservagdo da biodiversidade (ZUCCHI
et al., 2018). As variacOes genéticas tém origem pelo processo de mutacédo e sdao moldadas pelo
fluxo génico, pela recombinacdo, deriva genética e selecdo natural (MCKAY et al., 2005).
Essas variacdes podem ser medidas por métodos quantitativos, tais como a expresséo de tracos
fenotipicos, ou diretamente por métodos moleculares que quantificam a diversidade em nivel
de genoma (marcadores SNP) (MIJANGOS et al., 2015).

A diversidade genética possui papel fundamental na aptiddo dos individuos, na
persisténcia das populacdes e nos processos ecossistémicos, que séo elementos primordiais na
restauracdo ecoldégica (WILLIAMS, 2001; REYNOLDS; MCGLATHERY; WAYCOTT,
2012). A influéncia da diversidade genética ndo ocorre apenas nos niveis individual e
populacional, mas também nos niveis de comunidade e ecossistema (HUGHES et al., 2008;
BENAYAS et al., 2009). Além disso, ha evidéncias da existéncia de uma relagéo direta entre a
dindmica de populacdo e a diversidade genética, que exigem que ambas sejam levadas em
consideracdo simultaneamente (MIJANGOS et al., 2015).
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A persisténcia em médio e longo prazo de populagdes restauradas depende da
capacidade das espécies e populacdes de evoluirem em resposta as mudangas ambientais, que
por sua vez depende dos niveis populacionais intraespecificos de diversidade genética (SUJII
et al., 2019; BOOQY et al., 2000). Limitada ou baixa diversidade genética reflete em baixo
tamanho populacional efetivo, reduzida heterozigosidade, niveis elevados de endogamia com
potencial para depressao endogamica. Este ultimo fendmeno pode aumentar a suscetibilidade
ao ataque de pragas e doencas. Conjuntamente, esses fatores podem reduzir o potencial
adaptativo e evolutivo da populacdo ou da espécie (SUJII et al., 2019; BLAKESLEY et al.,
2004; BRANCALION et al., 2009).

Nos ecossistemas degradados, as reducdes drasticas no tamanho populacional e no fluxo
génico podem eliminar algumas populacGes devido ao aumento na frequéncia de alelos
recessivos deletérios em homozigose, devido a deriva genética e endogamia (AGUILAR et al.,
2008). Estes ecossistemas geralmente sdo dominados por manchas de vegetacéo de crescimento
de diversidade genética devido a fortes efeitos fundadores. Este cenario aumenta a necessidade
de plantios com niveis mais elevados de diversidade genética para garantir um nivel suficiente
de viabilidade autdbnoma para as populacfes restauradas até que o fluxo génico seja
restabelecido ou refor¢ado (ZUCCHI et al., 2018).

Além da auséncia ou limitacdo do fluxo génico, hé outros fatores que também podem
influenciar a diversidade genética de determinadas espécies, tais como o tipo de sistema de
cruzamento, vetores de polinizacdo e dispersdo de sementes, ciclo de vida, especificidade do
habitat, histéria demogréfica e mudancas na paisagem e/ou clima (JOHN et al., 2019). Uma
vez que a diversidade esta diretamente ligada a sobrevivéncia das espécies, a analise do pool
genético da espécie é fundamental para identificar populacdes que possuam niveis altos e
representativos de polimorfismo genético (SUJII et al., 2019). Esse conhecimento pode orientar
estratégias sobre como a populacdo deve ser manejada e como sua gestdo deve ser realizada
(CASACCI; BARBERO; BALLETO, 2014; CIESLAK et al., 2015).

Apesar da importancia da quantificacdo da diversidade genética e do entendimento de
sua distribuicdo espacial, grande parte das pesquisas tem analisado apenas os individuos
adultos, sendo poucas aquelas que abordam caracteristicas dos individuos regenerantes
(RITCHIE; KRAUSS, 2012). A analise das caracteristicas desses individuos é relevante pois

permite entender como as varidveis genético-populacionais se comportam em diferentes
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geracOes (RITCHIE; KRAUSS, 2012), fornecendo informagdes importantes sobre o sucesso da
restauracdo ecolégica do ponto de vista genético.

A introducdo de populacdes que apresentem variabilidade genética é necessaria para
garantir a integridade e a sustentabilidade ecoldgica de um ecossistema (ZUCCHI et al., 2018).
Os esforcos para incluir a variabilidade na restauracdo florestal muitas vezes envolvem a
selecdo de populacdes de origem especificas e uma alta diversidade de &rvores matrizes as quais
as sementes sdo coletadas para a producdo de mudas (SUJII et al., 2019). Portanto, é
fundamental ter conhecimento sobre a diversidade dos individuos, uma vez que a caracterizacdo
da populacdo permite o reconhecimento da perda genética real, possibilitando realizar
inferéncias sobre o estabelecimento e adogéo das melhores formas de conservacgao, gestao e uso
sustentavel de recursos genéticos (DUARTE; NOGUEIRA,; VIEIRA, 2018).

2.4 Estrutura Genética Espacial

A estrutura genética espacial (SGS — do inglés Spatial Genetic Structure) é definida
como a distribuicdo ndo aleatdria dos genotipos no espaco geografico (VEKEMANS; HARDY,
2004). A SGS trata do padrdo da variabilidade genética em sua area de distribuicdo dentro de
cada populacdo. Em organismos sésseis como as plantas, o componente espacial da estruturacéo
genética é particularmente importante, pois estas se encontram completamente dependentes das
condicdes locais do ambiente em que estdo inseridas, estabelecendo uma relacdo intima e
permanente com este (ABREU et al., 2014).

Diversos processos evolutivos e ecoldgicos podem afetar os padrBes de distribuicdo
espacial dos individuos dentro de uma populagdo (LOVELESS; HAMRICK, 1984), tais como
a distribuicdo geografica das espécies (ZUCCHI et al., 2004), o sistema reprodutivo, a
competicdo inter e intraespecifica (PINA-RODRUIGUES et al., 2007), a heterogeneidade do
ambiente (GONCALVES et al., 2010), o fluxo génico (SEBBENN et al., 2011), o estagio de
sucessdao (MANOEL et al., 2012) e o tamanho efetivo (GOIS et al., 2014). Além desses
processos, a estrutura genetica espacial (SGS) dentro das populagdes pode ser o resultado da
dispersdo limitada de pdlen e sementes, da deriva genética local, da endogamia e da selecéo,
que podem favorecer um mesmo ou diferentes gendétipos (EPPERSON, 1992).

Os padrdes de dispersdo e estabelecimento de sementes tendem a ter o0 maior impacto
na distribuicdo espacial da diversidade genética dentro das popula¢ées (NASON; HAMRICK,

1997), podendo influenciar a demografia e a distribuicdo espacial de individuos de geragdes
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subsequentes (DE PADUA et al., 2016). O fluxo génico restrito de sementes (VEKEMANS;
HARDY, 2004) € a causa mais provavel de SGS interpopulacional em escala refinada, o que
pode afetar as estimativas da diversidade genética (DOLIGEZ; JOLY, 1997). Enquanto a SGS
em escalas maiores é relacionada a dispersédo de polen (DICK et al., 2008), visto que o fluxo de
polen é geralmente mais extenso do que o fluxo de sementes (PETIT et al., 2005).

Além das estratégias de dispersdo, os padrdes e a intensidade da SGS sao dependentes
da interacdo dessas estratégias com os elementos da paisagem onde a populacdo esta inserida
(REIS et al., 2015). As sementes de espécies que ndo alcancam longas distancias, sejam em
funcdo do agente dispersor ou da presenca de barreiras fisicas, permanecem proximos a planta
mde e apresentardo uma tendéncia a agregacdo espacial de gendtipos aparentados
(VEKEMANS; HARDY, 2004). Portanto, populaces mais distantes tendem a realizar menos
trocas de material genético do que populagbes mais préximas, o que pode gerar uma estrutura
genética espacial resultante da deriva genética local (REIS et al., 2015).

Espécies com dispersao zoocorica podem apresentar diferentes estruturas espaciais entre
populacdes (ALDRICH et al., 1998; SCHNABEL et al., 1998). A escala e a intensidade da
SGS podem também diferir significativamente entre estagios de vida, com individuos juvenis
exibindo geralmente maior estruturagdo dentro das populagcdes que os adultos (HAMRICK;
NASON, 1996; NG et al., 2004). Dessa forma, a comparacdo da diversidade genética de
individuos juvenis, que estdo regenerando nas areas, com a diversidade observada em
individuos adultos podera mostrar os efeitos genéticos da fragmentacdo em curto e em médio
prazo, oriundos da alteracdo nos padrbes de fluxo génico e dos efeitos de deriva genética,
endogamia e selecdo (MARTINS et al., 2008).

A sobrevivéncia e manutencdo de fragmentos florestais nativos e restaurados
dependerdo da definicdo de estratégias adequadas de implantacdo e manejo dessas areas. Para
assegurar que estas estratégias sejam efetivas, é preciso compreender e quantificar os principais
efeitos populacionais e genéticos da fragmentacdo. (MARTINS et al., 2008). O conhecimento
da SGS permite identificar se os padrdes genéticos observados nas areas fragmentadas séo
resultantes da reducgdo da populagdo original, ou sdo indicativos de niveis naturais esperados
para a espécie (WILLIAMS et al., 2003). Além disso, a compreensdo da SGS permite auxiliar
a amostragem (coleta de sementes) em areas naturais para a conservacdo ou restauragdo
genética, pois a SGS afeta a distdncia minima necessaria entre os individuos amostrados para
garantir a variabilidade genética em populacfes (GONCALVES et al., 2016; CLOUTIER et
al., 2007; MELO JUNIOR et al., 2015).
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As préticas de conservacao in situ e ex situ dependem do conhecimento de padrdes
ecoldgicos e genéticos, e a compreensdo dos padrdes de estrutura genética espacial € importante
para melhorar as estratégias de conservacdo e auxiliar no entendimento das forcas que
direcionam a dinamica genética local (DE PADUA et al., 2016). Nesse contexto, 0 uso de
marcadores moleculares trouxe importantes avancgos nos estudos de genética populacional de
espécies arboreas, especialmente na descricdo da organizacdo da variabilidade genética em
populacgdes de plantas (HAMRICK; LOVELESS, 1986).

2.5 Marcadores Microssatélites (SSR)

Dentre varias abordagens empregadas na area da conservacgdo, o desenvolvimento das
técnicas de biologia molecular gerou novas dimensdes nos estudos populacionais, pois
permitiram a analise dos seres vivos em relacdo a sua composicdo genética detalhada. O
desenvolvimento da técnica Polymerase Chain Reaction (PCR), publicado em 1985 (SAIKI et
al., 1985), possibilitou o aprofundamento dos estudos genéticos por meio da utilizacdo de
marcadores de DNA (ROCHA et al., 2021).

Marcadores moleculares genéticos sdo fragmento de DNA com variacBes de
comprimento, nimero de copias ou nucleotidicas, capazes de identificar variagdes genéticas
entre e dentro de populagbes (HUFFORD; MAZER, 2003). Estes podem ser usados na
determinacéo do sistema reprodutivo de uma espécie, no estudo dos padrdes de migracgéo, e no
entendimento das consequéncias da fragmentacao florestal no fluxo génico e na deriva genética
(SIQUEIRA et al., 2013). As ferramentas moleculares sdo importantes, uma vez que permitem
0 conhecimento de padrfes genéticos que ndo sdo possiveis de avaliar com ferramentas
ecologicas tradicionais (AAVIK; HELM, 2017).

Dentre os varios marcadores moleculares desenvolvidos, um dos mais utilizados sao 0s
microssatélites. Os microssatélites ou simple sequence repeat (SSR), sdo fragmentos de DNA
que variam de 1 a 6 (ou mais) nucleotideos repetidos (ELLEGREN, 2004; TOTH et al., 2000).
Cada segmento amplificado de tamanho diferente representa um alelo distinto do mesmo loco,
e 0 comprimento das repeti¢cfes de nucleotideos destes microssatélites € uma caracteristica
herdada e altamente variavel dentro de uma espécie (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

As sequéncias do DNA que flanqueiam os microssatélites geralmente sdo conservadas
entre os individuos da mesma espécie e permitem a selecéo de iniciadores especificos (primers)
gue amplificam as sequéncias do DNA via PCR (ZANE; BARGELLONI; PATARNELLO,
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2002). Na maioria das vezes, os microssatélites sdo encontrados em regides ndo-codificadoras
do genoma, ou seja, regides que nédo sdo influenciadas pela selecdo natural, sendo classificadas
como seletivamente neutras (LI et al., 2002), que os tornam ideais para analises de genética de
populagdes (ELLEGREN, 2004; ZANE; BARGELLONI; PATARNELLO, 2002).

Os marcadores moleculares SSR possuem uma serie de caracteristicas que Ihes confere
grande aplicabilidade na anélise genética: apresentam grande ocorréncia e distribuicéo ao acaso
no genoma dos eucariotos; sdo codominantes e permitem a deteccdo de alto grau de
polimorfismo, devido as elevadas taxas de mutacao que apresentam ; sdo facilmente detectaveis
via PCR; possuem transferibilidade dos locos entre espécies do mesmo género e, em alguns
casos, entre familias; 0 acesso rapido (alguns meses) a variagao genética de um grande nimero
de individuos e a utilizacdo de pequenas amostras de tecido. (FERREIRA; GRATTAPAGLIA,
1998; CIAMPI et al., 2000; ZUCCHI et al., 2004; CARVALHO et al., 2010; PINA-
RODRUIGUES et al., 2007; GONELA et al., 2013).

O uso de marcadores moleculares permitiu avancos no entendimento dos padrdes
genéticos e das relac@es entre os individuos de uma espécie, sendo amplamente empregado em
estudos sobre diversidade e estrutura genética espacial, fornecendo informacdes relevantes a
respeito da distribuicdo da variabilidade nas populagdes (GOIS et al., 2014). Os oito locos
microssatélites desenvolvidos e especificos para a Copaifera langsdorffii (CIAMPI et al.,
2000), tém se apresentado como uma excelente ferramenta para a obtencdo de dados genéticos
populacionais, sendo essenciais na condugdo de programa de coletas e conservacao ex situ e in

situ desta espécie.

2.6 Cenario brasileiro atual de estudos genéticos na restauracéo ecolédgica

Diversos projetos locais e internacionais vém sendo criados para minimizar os impactos
antrépicos no meio ambiente, principalmente por meio da restauracdo florestal. No Brasil, ha o
“Pacto pela Restauracdo da Mata Atlantica”, cujo a meta € recuperar 15 milhdes de hectares de
floresta até 2050. A restauracgdo de &reas degradadas é uma importante ferramenta para reverter
e melhorar a perda da cobertura vegetal, da biodiversidade e dos servigcos ecossistémicos
(MIJANGOS et al., 2015)

Além da cobertura vegetal a ser restabelecida no reflorestamento, & necessario
reestabelecer a comunidade funcional dessas areas, com populagdes capazes de sobreviver e se

adaptar a mudancas ambientais. Para isso, é relevante a obtengéo de informagdes taxondémicas,
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ecoldgicas e genéticas sobre espécies nativas. Entretanto, a composic¢do floristica e as
caracteristicas ecologicas e genéticas de espécies de areas nativas ainda sdo pouco elucidadas,
principalmente em florestas tropicais. Além disso, informacdes sobre diversidade genética
ainda sdo pouco utilizadas no planejamento de projetos de restauracdo (SUJII et al., 2019).

A dispersdo de sementes em escala de paisagem é o principal processo vinculado a
recuperacdo da vegetacdo e a manutencdo de espécies e da diversidade genética apds a
restauracdo. Em paisagens fragmentadas, a dispersdo dos materiais genéticos é frequentemente
interrompida, gerando falhas na recuperacéo, no estabelecimento e na manutencéo populagdes
geneticamente diversas (AAVIK; HELM, 2017). Dentre as principais recomendagfes no
processo de restauracdo, tém-se: a disponibilidade do conjunto de espécies e populagdes
geneticamente diversas; a conectividade estrutural entre os habitats e a disponibilidade de
dispersores de pdlen e sementes. E importante restaurar populacbes com alto potencial
evolutivo e criar paisagens que promovam a movimentacdo de genotipos potencialmente
benéficos, que ajudam a lidar com as pressdes ambientais (AAVIK; HELM, 2017).

Nunes et al. (2021) relizaram um levantamento sobre a conservacao genética de espécies
florestais nativas, sugerindo o nimero de progénies e de individuos a conservar para garantir a
perpetuacdo da espécie no ambiente. Segundo os autores, por meio da amostragem correta do
namero de populacBes e matrizes amostradas por espécie, e 0 niUmero de mudas a serem
produzidas é possivel garantir a conservacdo genética das espécies arbdreas nativas ao longo
do tempo. Essa abordagem prética e estatistica sobre conservacao genética, evidencia o nimero
de genoOtipos que devem ser trabalhados para garantir a conservacdo do DNA das espécies ao
longo do tempo, podendo subsidiar novas politicas publicas e legislacGes federais e estaduais
sobre o tema.

No cenario brasileiro, ainda ndo ha relatos de estudos que avaliam 0s aspectos genéticos
na restauracdo ecoldgica utilizando Copaifera langdorffii., porém ha estudos em outras espécis,
como: Centrolobium tomentosum (SUJII et al., 2019); Casearia sylvestris (VIANA et al.,
2018); Myroxylon peruiferum (SCHWARCZ et al., 2018); Laguncularia racemosa; Avicennia
schaueriana (GRANADO et al., 2018) e Piptadenia gonoacantha (ZUCCHI et al., 2018).
Zucchi et al. (2018) avaliaram a diversidade genética de espécies arbdreas de diferentes grupos
ecologicos em plantios de restauragéo e fragmentos florestais remanescentes. Contrariamente a
expectativa de que as estratégias de plantio poderiam resultar na homogeneizacdo da
composi¢do genética, descobriu-se que, em todas espécies estudadas, as areas em restauragdo

estabeleceram grupos genéticos heterogéneos com niveis semelhantes de diversidade genética
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e parentesco aos observados em remanescentes florestais naturais. Entretanto, mesmo apesar
dos resultados positivos, reforga-se o uso de altos niveis de diversidade genética na restauracéo,
para apoiar a conservacdo da biodiversidade em paisagens modificadas pelo homem, e se
reforca o papel da restauracdo ecoldgica para recuperar a diversidade genética, que é o
constituinte basico da biodiversidade.

Copaifera langsdorffii € uma espécie bastante utilizada em projetos de restauracdo de
areas degradadas no Brasil, porém a caracterizacdo da diversidade e estrutura genética espacial
ndo foram elucidadas para essa finalidade. Os estudos genéticos iniciais com a espécie foram
feitos utilizando isoenzimas, avaliando a taxa de cruzamento e o sistema reprodutivo
(OLIVEIRA et al., 2002); a variabilidade genética (PINTO et al., 2004) e a estrutura genética
da espécie (CARVALHO; OLIVEIRA, 2004). Outros estudos genéticos foram realizados com
0 uso de microssatélites, avaliando a estrutura genética populacional (MARTINS et al., 2008;
SEBBEN et al., 2011); diversidade genética (GONELA et al., 2013; ANTIQUEIRA et al.,
2014); endogamia e fluxo génico (CARVALHO et al., 2010; MANOEL et al., 2012); e a
herdabilidade em caracteres de crescimento (KUBOTA, 2014). Entretanto, esses trabalhos
foram realizados em populacGes naturais ou fragmentos de florestas nativas, havendo uma

lacuna de informacges genéticas da espécie em areas de restauracao.
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3 OBJETIVOS

a) Objetivo Geral:

Avaliar a resiliéncia genética de duas geracOes -individuos adultos e regenerantes- de
Copaifera langsdorffii, em &reas nativas e em plantios para restauracdo ecologica, por meio da

quantificacéo e distribuicdo da diversidade genética no espaco e tempo.

b) Objetivos Especificos:

e Quantificar e comparar os indices de variabilidade genética de individuos arboreos
e regenerantes de C. langsdorffii em &reas nativas e em restauracao;

e Estimar o indice de fixacdo de individuos arbOreos e regenerantes de
C.langsdorffii em areas nativas e em restauragdo;

e Verificar se ha phcorrelacdo entre distancias geograficas e genética nas areas
estudadas;

e Mensurar a divergéncia genética entre as areas amostradas;

e Analisar a estrutura genética populacional das areas com base no modelo de
agrupamento Bayesiano;

e Estimar o nimero de migrantes existentes nas areas amostradas;

e Caracterizar a estrutura genética espacial de C. langsdorffii dos individuos

arbéreos e regenerantes em areas nativas e em restauracéao.
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4 HIPOTESES

a) Os individuos de Copaifera langsdorffii amostrados nos fragmentos de vegetacdo nativa
possuem maior diversidade genética que os individuos amostrados nas areas de plantio
para restauracao;

b) No plantio para restauracdo ecoldgica foram utilizados individuos aparentados entre si,
0 que reflete em uma maior taxa de endogamia;

c) Os individuos regenerantes de C. langsdorffii apresentam forte estrutura geneética
espacial nas areas de plantio;

d) Os individuos regenerantes de C. langsdorffii encontrados nas areas de plantio

apresentam menor diversidade genética que os individuos arbdreos dessas areas.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Regido e areas de estudo

As areas de estudo estdo localizadas nos municipios de Itutinga e Nazareno e fazem
parte da mesorregido do Campo das Vertentes, no sul de Minas Gerais. Trata-se de cinco areas
de plantio para restauracdo de areas degradadas (AR1, AR2, AR3, AR4 e ARS5) nas
proximidades do reservatorio da Usina Hidrelétrica de Camargos, pertencentes a Companhia
Energética de Minas Gerais (CEMIG), e quatro areas de Floresta Estacional Semidecidual
nativos, considerados ecossistemas de referéncia (ER1, ER2, ER3 e ER4).

Os plantios para restauracdo das areas foram realizados no mesmo ano (1994),
entretanto essas areas apresentam diferentes histdricos de uso e niveis de perturbacdo. As areas
AR1, AR4 e AR5 sofreram intervencfes moderadas, caracterizadas pela remocéo da vegetagédo
e auséncia de intervencdes no solo. As areas AR2 e AR3 sofreram intensas intervengdes, como
a remocao da vegetacdo, movimentacdo de maquinas, remocao da camada fértil e exposicao do
horizonte C, sendo estas as praticas que causaram a degradacao dessas areas (FARIA, 2013). A
localizacdo, o tamanho e as coordenadas geograficas dessas areas sdo mostrados na Figuras 3 e
na Tabela 1.

Esses plantios sdo experimentos que fazem parte de uma série de estudos desenvolvidos
pelo Projeto Mata Ciliar, que se iniciou em 1990, com um convénio entre a Universidade
Federal de Lavras (UFLA) e a Companhia Energética de Minas Gerais (CEMIG), do convénio
CEMIG/UFLA/FAEPE. O objetivo desse projeto foi a geracdo de tecnologia em recomposicao

de matas ciliares as margens dos reservatorios e rios de Minas Gerais.



Figura 3 — Localizacdo geogréfica dos ecossistemas de referéncia e dos plantios para

30

restauracdo ecologica nas proximidades do reservatorio de Camargos, em Itutinga e Nazareno,

MG.

44°37'40"W

21°19'20"S 21°19'0"S
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21°20'0"S

44°37°0'W

Fonte: Da autora (2021).

44°37'40"W 44°3720"W

Tabela 1 — Ecossistemas de referéncia e plantios para restauracdo ecologica nas proximidades
do reservatorio de Camargos, em ltutinga e Nazareno, MG, seus respectivos
tamanhos e coordenadas geogréaficas.

Caodigo

Area (ha)

|

Latitude

Longitude

ER1
ER2
ER3
ER4
AR1
AR2
AR3
AR4
AR5

1,2273
2,4513
3,1085
5,3821
5,0100
4,2907
2,7950
1,1839
0,9450

21° 19'26,482" S
21°19'4,912" S
21° 18'52,953" S
21°19'11,175" S
21°19'20,303" S
21°19'34,439" S
21°19'32,798" S
21°19'32,324" S
21°19'54,553" S

44° 36' 49,764" O
44° 37 30,778" O
44° 36' 39,230" O
44° 36'0,387" O
44° 36' 44,963" O
44° 36' 42,946" O
44° 36' 49,051" O
44° 36' 39,045" O
44° 36' 46,265" O

ER = ecossistema de referéncia; AR = area em restauracao.

Fonte: Da Autora (2021).

Pertencente a regido do Planalto do Alto Rio Grande, a area apresenta relevo ondulado,

com predominancia de Latossolos e Cambissolos (GIAROLA, 1994). O clima da area é tipo
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Cwhb (subtropical de altitude) (ALVARES et al., 2013). A temperatura média anual é de 19,6°
C, variando de 14,8 ° C e 26,5 ° C nos meses mais frios e mais quentes, respectivamente. A
precipitacdo média anual é de 1511 mm, variando de 16,9 mm no més mais seco a 293,9 mm
no més mais Umido. A umidade relativa média anual é de 76,2% e a evaporacéo total anual é
de 901,1mm (INSTITUTO NACIONAL DE METEOROLOGIA, 2019).

A vegetacdo da regido é bastante diversa, uma vez que pertence a zona de transigdo entre
0s biomas Cerrado e Mata Atlantica no sudeste do Brasil. Ha predominancia de Campos, Matas
de Galeria e fragmentos de Floresta Estacional Semidecidual (VELOSO et al., 1991). A
composicdo floristica das Florestas Estacionais Semideciduais é considerada tanto como
transicao entre a flora das florestas Umidas costais e do Cerrado, quanto parte de um continuo
de ligacdo entre os dominios Atlantico e Amazonico (OLIVEIRA-FILHO; FONTES, 2000).

5.2 Coleta de dados

No total foram amostrados 384 individuos de Copaifera langsdorffii (TABELA 2),
respeitando-se um tamanho amostral total de, pelo menos, 170 individuos em cada tipo de area
— nativa e em recuperagdo. Foram amostrados, no minimo, 50 individuos arboreos e 100

regenerantes de C. langsdorffii em cada tipo de area.

Tabela 2 — NUmero de individuos arboreos (IA) e regenerantes (IR) amostrados de C.
langsdorfffii Desf. nas areas em restauracdo (AR) e nos ecossistemas de referéncia (ER).

Area IA IR Area 1A IR
AR1 16 32 ER1 6 12
AR2 22 44 ER2 11 22
AR3 11 22 ER3 27 54
AR4 9 18 ER4 14 28
AR5 12 24 - - -
TOTAL 70 140 - 58 116

IA = nimero de individuos arboreos; IR = nimero de individuos regenerantes.

Fonte: Da Autora (2021).

Os individuos arboreos amostrados foram aqueles cujas copas se encontram no dossel
da vegetacdo e cuja circunferéncia a altura do peito (medida a 1,3 m do solo) apresentou valor
minimo de 15,7 cm (FIGURA 4). Os individuos regenerantes amostrados foram aqueles com
altura total entre 0,3 e 1 m. Para essa amostragem foram utilizados os dois individuos

regenerantes mais proximos de cada individuo arbéreo amostrado (CORDEIRO et al., 2019), e
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as mensuragoes foram feitas com o uso de fitas métricas. Nas areas de plantio para restauracéo,
a diferenciagdo entre os individuos que foram plantados e aqueles que se regeneraram
naturalmente foi feita a partir da identificacdo das linhas de plantio, uma vez que estas se

mantem evidentes mesmo em plantios antigos.

Figura 4 — a) Individuo adulto de Copaifera langsdorffii; b) Medicdo do CAP; d) Individuo
regenerante de C. langsdorfii; d) Medicéo da altura do individuo regenerante.

Fonte: Arquivo pessoal de Delano (215).

Cada individuo arbéreo teve sua coordenada geografica coletada com o uso de um
aparelho GPS de navegacdo (FIGURA 5). Os individuos regenerantes tiveram suas distancias
horizontais e &ngulos azimutais magnéticos, em relagéo aos individuos arbéreos mais proximos,
mensurados com trena e bassola, respectivamente. Os dados de distancia horizontal e &ngulo
azimutal magnético foram mensurados e, a partir deles e de uma coordenada geografica
conhecida (individuo arbdreo), foi possivel estimar a coordenada geografica do individuo
regenerante mediante relagdes trigonomeétricas. Isso foi necessario pois aparelhos GPS de

navegacdo apresentam erros de precisdo significativos, principalmente em vegetacdo com
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cobertura mais fechada (como as Florestas Estacionais Semideciduais), o que poderia levar a
sobreposicao dos individuos amostrados.

Para a analise genética foram amostrados tecidos foliares dos 384 individuos C.
langsdorffii (FIGURA 6). Apo6s a coleta, esse material vegetal foi armazenado em sacos
plasticos com silica em gel (MARTINS et al., 2008), devidamente identificados, e
transportados para o Laboratorio de Conservagdo Genética, localizado no do Departamento de
Ciéncias Florestais (DCF) da Universidade Federal de Lavras (UFLA), onde as analises

laboratoriais foram conduzidas.

Figura 5 — a) Aparelho GPS; b) Medicdo da distancia horizontal entre os individuos adulto e
regenerante; c) Bussola.

Fonte: Arquivo pessoal de Delano (2015).

Figura 6 — a) Coleta de tecidos foliares de um individuo adulto de Copaifera langsdorffii; b)
Tecidos foliares; ¢) Armazenamento dos tecidos foliares em sacos plasticos com silica em gel.
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Fonte: Arquivo pessoal de Delano (2015)
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5.3 Extracao e amplificacdo do DNA

A extracdo do DNA genémico dos individuos amostrados foi realizada com base no
protocolo CTAB (Brometo de Cetiltrimetilamonio), descrito por Ferreira e Grattapaglia (1998),
com algumas adaptacdes. Para isso, foram necessarias aproximadamente 100 mg de tecido
foliar de cada individuo amostrado.

As reacOes de amplificacdo do DNA (Reacdo em cadeia da polimerase — PCR) foram
realizadas utilizando-se oito iniciadores (primers) especificos para C. langsdorffii (CIAMPI et
al., 2000), seguindo-se a metodologia proposta por Ciampi et al. (2000). Os primers foram
adquiridos com marcacgdes de fluorescéncia, o que permitiu que a analise do tamanho dos
fragmentos de DNA fosse feita em sequenciador automatico. Os primers microssatélites e suas
respectivas sequéncias, amplitudes alélicas e temperaturas de anelamento (Ta °C) sdo mostrados
na Tabela 3.

As reagdes de PCR ocorreram em um volume final de 15 pL: 3ul (30 ng de DNA) foi
adicionado a 12,0 ul do mix de reag¢do com [1,2 uL de Tampao IB (Photoneutria) e 1,2 puL de
MgCl2 a 25 mM, 1,2 uL de dNTP a 100 mM, 0,2 pL de Taq polimerase 5 U/uL (Photoneutria)
1 uL do primer R (100mM) 1 puL do primer F (100mM) e 6,2 uL de agua ultra pura Milli-Q®),

As amplificagbes foram realizadas em termociclador (Gene Amp PCR System 9700),
seguindo as etapas: Etapa 1 [1 ciclo] 5 minutos de iniciacdo a 94°C; Etapa 2 [35 ciclos]
desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, temperatura de anelamento otimizada para cada loco por 45
segundos, extensdo a 72 ° C por 1 minuto; Etapa 3 [1 ciclo] extensdo final a 72 ° C por 7 min;
Etapa 4 - 4° C .

As etapas de extracdo e amplificagdo do DNA foram realizadas no Laboratorio de
Conservacao Genética de Espécies Arbdreas, do Departamento de Ciéncias Florestais (DCF)
da Universidade Federal de Lavras (UFLA). Os produtos oriundos da PCR foram submetidos
a eletroforese capilar em um sequenciador automatico ABI 3730 (Life Technologies, Carlsbad,
CA, Estados Unidos da América) com o tamanho de referéncia padrdo GS500 LIZ, no
Laboratorio de Parasitologia Celular e Molecular do Centro de Pesquisa René Rachou —
Fundagéo Oswaldo Cruz, em Belo Horizonte — MG.

O tamanho dos amplicons foi identificado utilizando o software GeneMarker 1.9 V
(AppliedBiosystems) para a realizagdo da genotipagem dos individuos.
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Tabela 3 — Sequéncia de oito pares de iniciadores de locos microssatélites (SSR) desenvolvidos
para Copaifera langsdorffii (CIAMPI et al.,, 2000),
fluorescéncias, amplitudes alélicas e temperaturas de anelamento (Ta °C)

com as respectivas

Loco SSR Fluoroforo Sequéncia dos primers (5°-3”) Amplit(updbe) alélica (;ré)
Lo pon rer AACTCSNISTICAAS iz s
o o ve TSTCATCICTIISNC g
s ow s DSRSCCTISCMOSMTIICT o s
o oo TACATCIOMICTOASS g
L o rer COMIMAMNCOCEON g
. pon N [STAASTATOMTONG g s
cLu (o vic SCITOACATGACACTAATTC oy g
CL 39 (TC)s NED F GCAGCTGTTCTCTTG TGACT 102 - 156 56

R_CAAGAATCC GTG ACT TCATC

F (forward); R (reverse); pb (tamanho dos alelos em pares de base)

5.4 Analises estatisticas

Fonte: Da autora (2021).

5.4.1 Qualidade e diversidade genética dos locos microssatélites

O teste de desequilibrio de ligacao foi realizado entre pares de locos para verificar se 0s

locos usados nas andlises sdo amostrados de forma independente do genoma. O teste foi
realizado pelo software R (RCORE, 2013), utilizando o pacote Adegenet (JOMBART, 2008),
mediante o célculo do indice de correlacdo rd (AGAPOW,; BURT, 2001), aplicando-se 999

permutacoes.

Para detectar possiveis erros na genotipagem devido a presenca de stutter (repeticdes

mais curtas ou mais longas que o verdadeiro alelo — locos adicionais) e dropout (alelos que

aparecem bastante afastados da série principal) foi utilizado o software Micro Checker Versédo
2.2.3 (VAN OOSTERHOUT et al., 2004). A significancia foi obtida por 1.000 permutacdes e
o intervalo de confianca a 95% foi obtido com 10.000 reamostragens. Para detectar a presenca
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e a frequéncia de alelos nulos (um ou mais alelos que ndo amplificam durante a PCR), foi
utilizado o pacote Adegenet do software R (RCORE, 2013).

A diversidade genética dos locos foi estimada para 0s seguintes parametros: niumero
total de alelos (A), nUmero médio de alelos por loco (Na), nimero de alelos efetivos (Ae),
heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade esperada (He) de acordo com o Equilibrio
de Hardy-Weinberg, heterozigosidade méaxima (hmax), propor¢do da diversidade maxima
possivel (He/hmax) e indice de fixacédo (F), utilizando o software GeneAlEx 6.501 (PEAKALL,;
SMOUSE, 2006) e R (RCORE, 2013).

5.4.2 Diversidade genética dos individuos adultos e regenerantes amostrados das areas

A diversidade genética dos individuos adultos e regenerantes amostrados nas areas foi
estimada para os seguintes parametros: numero total de alelos (A), namero médio de alelos por
loco (Na), numero de alelos efetivos (Ae), heterozigosidade esperada (He) de acordo com o
Equilibrio de Hardy-Weinberg, heterozigosidade observada (Ho), nimero de alelos exclusivos
(Aex), e indice de fixacdo (f), utilizando o software GeneAlEx 6.501 (PEAKALL; SMOUSE,
2006) e R (RCORE, 2013).

A aderéncia das frequéncias genotipicas as proporcles esperadas pelo Equilibrio de
Hardy-Weinberg para as areas foi testada por meio do teste de Monte Carlo, com 1000
permutacdes, utilizando o pacote Adegenet (JOMBART, 2008) no Software R (RCORE, 2013).

5.4.3 Estrutura genética

As distancias genéticas de Nei (DN) (NEI, 1978) foram estimadas entre pares de areas
e entre estagios de vida utilizando o software GenAlEx 6.501 (PEAKALL; SMOUSE, 2006).
As matrizes de distancias genéticas (DN) foram utilizadas para a constru¢do dos dendrogramas,
de acordo com 0 metodo UPGMA (Método da Média ndo Ponderada) com o software NTSYS-
pc 2.0 (ROHLF, 2001). A consisténcia entre as matrizes de similaridade genética e 0s grupos
formados foi determinada pelo coeficiente de correlagdo cofenética (CCC), utilizando o
software Genes (CRUZ, 2016).

As estimativas de divergéncia genética entre as areas e entre os estagios de vida foram
quantificadas pelas estimativas 6p € Rst, pelos programas GDA (LEWIS; ZAYKIN, 2002) e
GeneAlEx 6.501 (PEAKALL; SMOUSE, 2006), respectivamente. Adicionalmente foi
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estimado o Gsr, segundo o método de Hedrick (2005) e o FsT de Wright (NEI, 1977) utilizando
o software GeneAlEx 6.501 (PEAKALL; SMOUSE, 2006). O indice de divergéncia genética
(FsT) entre areas e entre estagios de vida foi estimado utilizando o software ARLEQUIN v 3.5
(EXCOFFIER; LISCHER, 2010) para analisar as diferencas nas frequéncias alélicas.

A andlise das coordenadas principais (PCoA) (SMITH, 2002) foi realizada utilizando o
software GeneAlEx 6.501 (PEAKALL; SMOUSE, 2006), com base nos valores de RsrT,
calculados para os dados originais de frequéncias alélicas e genotipicas. No intuito de testar a
hiptese de isolamento por distancia foi aplicado o teste de Mantel (SLATKIN, 1995),
comparando a matriz de distancia genética entre pares das areas e a matriz de distancia
geografica utilizando o software GeneAlEx 6.501 (PEAKALL; SMOUSE, 2006).

O ndmero de migrantes (Nm) entre as areas foi estimado utilizando o programa
GeneClass 2 v.2 (PIRY et al., 2004). As Andlises de Variancia Molecular (AMOVA) foram
conduzidas para calcular a particdo da variabilidade genética entre e dentro das areas utilizando
o software GenAlEx v.6.501 (PEAKALL; SMOUSE, 2012).

Outra analise da estrutura genética populacional foi realizada com base no modelo de
agrupamento bayesiano, utilizando o software STRUCTURE V.2.3.4 (PRITCHARD et al.,
2000). Os individuos foram agrupados, de acordo com seus genotipos, em K grupos genéticos.
O modelo assumido foi o admixture. Foram realizadas 20 corridas independentes para cada
valor de K, com este variando de 1 a 12. Para cada corrida foram usadas 1.000.000 de iteragdes
de MCMC, aplicando-se 250.000 repeticdes burn-in e 750.000 iteracbes. O nimero de grupos
genéticos que melhor representou os dados foi identificado de acordo com o método AK
proposto por Evanno et al. (2005) na plataforma STRUCTURE HARVESTER (EARL et al.,
2012). Os dados de saida foram visualizados na plataforma STRUCTURE SELECTOR (LI,
LIU, 2018).

5.4.4 Estrutura genética espacial

As coordenadas geograficas dos individuos foram correlacionadas com os dados
genéticos para criar uma analise de autocorrelacdo espacial. Estimou-se o coeficiente de
coancestria multiloco (F). para diferentes classes de distancia geradas a partir das coordenadas.
O coeficiente de coancestria estima a probabilidade de identidade dos alelos em dois genes
homdlogos, ou seja, identificar um alelo descendente por meio de comparacao génica.

O coeficiente de coancestria é definido como:
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Fij = (Qij — Qm)y(1 — Qm),
em que Qij é a probabilidade de amostras aleatorias dos individuos i e j serem idénticas por
ancestralidade e Qm € a probabilidade de amostras aleatdrias da populacdo serem idénticas por
descendéncia.

O coeficiente de coancestria (Fij) e as classes de distancia foram estimados pelo software
SPAGeDi, versdo 1.1 (HARDY; VEKEMANS, 2002). O erro padrdo da média foi obtido por
meio da reamostragem jackknife entre locos, sendo utilizado na construcdo do intervalo de
confianca a 95% de probabilidade para o coeficiente médio de coancestria estimado para as
classes de distancia. Em cada classe de distancia foram realizadas 10.000 permutagdes para
testar a ocorréncia de estruturacdo genética espacial.

A extensdo da estrutura genetica espacial foi estimada pela estatistica Sp (VEKEMANS;
HARDY, 2004), que permite a comparacdo da magnitude da estrutura genética espacial entre
as populacdes. A seguinte formula foi aplicada:

Sp=—blog/1 - Fij (1)),
em que blog é a inclinacdo da cuva de regressdo do coeficiente de coancestria (Fij) e Fij (1) é

a média do coneficiénte de coancestria na primeira classe de distancia.

5.4.5 Aderéncia ao Equilibrio de Mutacéo e Deriva

Para testar se 0s conjuntos de individuos amostrados em cada area estdo em Equilibrio
entre Mutacdo e Deriva, que pode indicar gargalo genético, foi utilizado o software Bottleneck
2.1.2 (PIRY; LUIKART; CORNUET, 1999). Foram utilizados trés modelos de mutacéo, para
verificar se as areas amostradas passaram por uma reducdo recente na diversidade genética:
Modelo de Alelos Infinitos (IAM), que supde que cada mutacdo cria um novo alelo; Modelo
Simples de Mutacdo (SMM), em que a cada mutacdo ocorre 0 ganho ou a perda de uma
repeticdo; e o Modelo de Passos de Mutacdo (TPM), que é intermediario aos modelos
anteriores, sendo adequado para a maioria dos conjuntos de dados microssatélites (DI RIENZO
et al., 1994). Para o modelo TPM, a propor¢do de SMM em TPM foi 0,000 e a variancia para
TPM foi de 0,36, que sdo os valores mais sensiveis para microssatélites (PIRY; LUIKART;
CORNUET, 1999). A significancia foi obtida por meio do teste de Wilcoxon, sendo o mais
indicado quando o numero de locos polimdrficos utilizados é menor que 20 (PIRY; LUIKART;
CORNUET, 1999).
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6 RESULTADOS
6.1 Qualidade e diversidade genética dos locos microssatélites

Os resultados do teste de desequilibrio de ligagdo mostraram que ndo houve
desequilibrio significativo entre os marcadores microssatélites utilizados neste estudo (rd <0,5)

(p> 0,05) (FIGURA 7).

Figura 7 — Teste de desequilibrio de ligacéo para os locos CL01, CL02, CL06, CL20, CL27,
CL32, CL34 e CL39 os individuos amostrados de Copaifera langsdorffii.
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Fonte: Da autora (2021).

O teste para deteccdo de erros de genotipagem ndo indicou a presenca de stutter e
dropout. No entanto, este teste mostrou a presenca de alelos nulos em alguns locos (TABELA
4). A frequéncia de alelos nulos no loco CL34 foi significativa em todas as &reas estudadas. O
loco CLO1 apresentou frequéncia significativa de alelos nulos em oito areas. Os locos CL20,

CL27 e CL32 em sete areas; o loco CL39 em trés areas; e os locos CL02 e CL06 em uma area.
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Tabela 4 — Frequéncia de alelos nulos em cada loco (estimador 1, Brookfield) para ecossistemas
de referéncia (ER) e areas em restauracdo (AR) de Copaifera langsdorffii.

| ER1 | ER2 | ER3 | ER4 | ARL | AR2 | AR3 | AR4 | ARS

CLO1 0,2836* 0,2789*
CLo2 -0,0779 -0,0267
CLO6 -0,0579 0,0243
CL20 0,1531* 0,2084*
CL27 0,0254 0,1236*
CL32 -0,0696 0,102*
CL34 0,2276* 0,1737*
CL39 -0,058 0,0397

0,1426* 0,0771* 0,1049* 0,1308*
0,0245 0,0246 0,0397 0,0537*
0,0414* 0,0073 0,031 0,006
0,154* 0,1087* 0,0035 0,0909*
0,1406* 0,2159* 0,1216* 0,1201*
0,106* 0,1619* 0,0796* 0,1263*
0,1285* 0,0915* 0,0756* 0,1056*
0,0196 0,0087 -0,0184 -0,0014

0,0521 0,0973*
0,0032 -0,022
-0,0233 -0,0062
0,0862* -0,0163
0,1334* 0,0682
0,0834* 0,0605
0,2192* 0,2191*
0,1844* 0,198*

0,0991*
0,0194
-0,0096
0,0733*
0,099*
0,2503*
0,2231*
0,2323*

ER= ecossistema de referéncia; AR= areas em restauracao

Fonte: Da autora (2021).

As frequéncias de alelos nulos em todos os locos foram significativas e inferiores a 25%,

para as areas (TABELA 5).

Tabela 5 — Frequéncia de alelos nulos em cada loco (estimador 1, Brookfield) de individuos de
Copaifera langsdorffii nas areas estudadas.

| cLo1 | cLo2 | cLoe | cL20 | cL27 | cL32 | cL34 | CL39

Frequéncia observada 0,172

Frequéncia mediana 0,172
2,5 percentil 0,133
97,5 percentil 0,211

0,025 0,022 0126 0,165 0,153 0,198 0,079
0,024 0,021 0,125 0,164 0,152 0,197 0,078
0,005 0,002 0,09 0,132 0,118 0,158 0,053
0,044 0,040 0,161 0,199 0,191 0,239 0,106

Fonte: Da autora (2021).

A partir da genotipagem dos oito locos microssatélites nos 384 genoétipos de C.

langsdorffii avaliados, sendo 128 individuos adultos e 256 regenerantes, detectou 195 alelos.

Todos os locos foram altamente polimorficos (TABELA 6). O nimero total de alelos por loco
(A) variou de 21 (CL06 e CL20) a 26 alelos (CL01, CL02, CL27 e CL32), com média de 24. O
namero de alelos efetivos (Ae) variou de 8 a 12, com média de 10. A heterozigosidade
observada (Ho) variou de 0,61 (CL34) a 0,87 (CLO06) e a heterozigosidade esperada (He) variou
de 0,88 (CL02) a 0,92 (CL39) com média de 0,91. A diversidade genética (He) foi superior a
88% em todos os locos. Os locos CL06, CL20, CL27, CL34 e CL39 foram os que apresentaram

a diversidade genética mais elevada, sendo que mais de 95% da diversidade total possivel, de

acordo com o nimero de alelos (He /hmax). Os maiores indices de fixacdo (F) para o conjunto
das areas amostradas foram obtidos pelos locos CL34, CL01 e CL27, sendo 0,33; 0,29 e 0,28,
respectivamente. O valor médio do indice de fixacéo (F) foi de 0,204.
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Tabela 6 — Par@metros de diversidade genética estimados para os oito locos microssatélites nas
areas amostradas de Copaifera langsdorffii.

loco | N | A | Ae | He | Ho | F [ hmax | Helhmax (%) | EHW
CLO1 337 26 986 0899 0,635 0293 0,962 0,935 *x
CLO2 357 26 854 0,883 0,840 0,048 0,962 0,918 *x
CLO6 380 21 11,06 0910 0,871 0,042 0,952 0,955 *x
CL20 380 21 11,80 0915 0,711 07224 0,952 0,961 *x
CL27 355 26 1248 0,920 0,659 0,283 0,962 0,957 *x
CL32 353 26 10,18 0,902 0,663 0,265 0,962 0,938 **
CL34 369 24 1121 0911 0,610 0331 0,958 0,950 *x
CL39 384 25 1260 0,921 0,786 0,146 0,960 0,959 -

Média 364,38 24,38 10,96 0,907 0,722 0,204 0,959 0,946 -
Numero de individuos (N); nimero de alelos (A); nimero de alelos efetivos (Ae); heterozigosidade
esperada (He); heterozigosidade observada (Ho); indice de fixacdo (F); diversidade maxima possivel
(hmax); propor¢do da maxima diversidade (He/hmax); e desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg
(EHW).

** = significativo a 5%

Fonte: Da autora (2021).

Segundo os testes de Monte Carlo e Qui-quadrado o numero de heterozigotos observados
foi menor que o esperado pelas proporgdes do Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) em todos
os locos, segundo (TABELA 6). Os dados destes testes indicaram que as nove areas
apresentaram desvios significativos das proporcbes esperadas pelo equilibrio de Hardy-

Weinberg, em pelo menos trés e quatro locos, respectivamente (p < 0,05) (TABELAS 7 e 8).

Tabela 7 — Probabilidades exatas do Teste de Monte Carlo dos desvios das proporgdes de
Hardy-Weinberg em locos microssatélites nas areas estudadas de Copaifera
langsdorffii.

| CLO01 | CL02 | CLO6 | CL20 | CL27 | CL32 | CL34 | CL39

ER1  0.000*** 0.110ns 0.109ns 0.000*** 0.528ns  0.693ns 0.000*** 0.104ns

ER2  0.000*** 0.001** 0.018* 0.000*** 0.000*** 0.002** 0.000*** 0.000***
ER3  0.000*** 0.004** 0.000*** 0.000*** 0.000*** 0.000*** 0.000*** 0.000***
ER4  0.003** 0.153ns 0.475ns  0.004** 0.000*** 0.000*** 0.039*  0.001**

AR1  0.000*** 0.050ns 0.007** 0.009** 0.000*** 0.000*** 0.000*** 0.000***
AR2  0.000*** 0.002** 0.000*** 0.002** 0.000*** 0.000*** 0.000*** 0.000***
AR3  0.154ns 0.023* 0.217ns 0.000*** 0.000*** 0.049*  0.000*** 0.000***
AR4  0.004** 0.363ns 0.465ns 0.752ns 0.208ns  0.061ns 0.000*** 0.000***
AR5  0.004** 0.009** 0.003**  0.020* 0.007** 0.000*** 0.000*** 0.000***

ns=ndo significativo, *p<0,050, ** p<0,010, *** p<0,001

Fonte: Da autora (2021).
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Tabela 8 — Probabilidades exatas do Teste Qui-quadrado dos desvios das proporcdes de Hardy-
Weinberg em locos microssatélites nas areas estudadas de Copaifera langsdorffii.

CLO1 CLO02 CLO6 CL20 CL27 CL32 CL34 CL39
ER1 0.000*** 0.110ns 0.022*  0.002** 0.693ns  0.750ns 0.023*  0.362ns
ER2 0.000*** 0.000*** 0.468ns 0.000*** 0.002** 0.000*** 0.000*** 0.000***
ER3 0.000*** 0.000*** 0.000*** 0.000*** 0.000*** 0.000*** 0.002** 0.000***
ER5 0.000*** 0.123ns 0.557ns  0.000*** 0.000*** 0.000*** 0.014*  0.000***
AR1 0.000*** 0.036*  0.033*  0.007** 0.000*** 0.000*** 0.007** 0.000***
AR?2 0.000*** 0.063ns 0.002** 0.082ns 0.000*** 0.000*** 0.000*** 0.000***
AR3 0.284ns 0.060ns 0.227ns  0.000*** 0.000*** 0.024* 0.000*** 0.000***
AR4 0.001** 0.887ns 0.711ns 0.023* 0.240ns  0.110ns 0.000*** 0.000***
AR5 0.000*** 0.008** 0.000*** 0.084ns 0.004** 0.000*** 0.000*** 0.000***

ns=ndo significativo, *p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001

Fonte: Da autora (2021).

As relagbes dos locos que se ndo se encontram nas proporgoes esperadas pelo EHW

foram calculadas pelos testes de permutacdes de Monte Carlo (MC) e o Qui-quadrado (y2), apds

a correcdo FDR (False Discovery Rate), visando o controle de falsos positivos (TABELA 9).

Os desvios das proporc¢des esperadas pelo EHW foram de 100% no loco CL34, de 88% para

CLO01, CL20 e CL39, 77% para CL27 e CL32 e de 55% para CL02 e CLO06.

Tabela 9 — Proporgdes dos locos que ndo se aderiram ao EHW estimadas pelos testes Qui-
quadrado () e Monte Carlo (MC), ap06s a correcao False Discovery Rate (FDR).

e MC
CLO01 0,889 0,889
CL02 0,444 0,556
CLO6 0,556 0,556
CL20 0,778 0,889
CL27 0,778 0,778
CL32 0,778 0,778
CL34 1,000 1,000
CL39 0,889 0,889

Fonte: Da autora (2021).
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6.2 Diversidade genética dos individuos adultos e regenerantes nas areas

O ndmero médio de alelos por loco (Na) variou de 6,25 (ER1-adultos) a 16,37 (ER3-
regenerantes) nos ecossistemas de referéncia e de 6,75 (AR4-adultos) a 16,62 (AR2-
regenerantes) nas areas em restauragdo (TABELA 10). A riqueza alélica rarefeita (Ar) variou
de 4,82 (ER1-adultos) a 8,81 (ER3-regenerantes) nos ecossistemas de referéncia, e 4,53 (AR4-
adultos) a 8,86 (AR2-regenerantes) nas areas em restauracdo. O nimero de alelos efetivos (Ae)
variou de 5,2 (ER1-adultos) a 9,79 (ER3-regenerantes) nos ecossistemas de referéncia, e 5,52
(AR5 - adultos) a 9,53 (AR2-regenerantes) nas areas em restauracdo. No geral, os individuos
regenerantes nos ER e nas AR apresentaram valores superiores aos adultos dessas areas para 0s
indices de numero médio alelos por loco, o nimero de alelos efetivos e a riqueza alélica
rarefeita.

Os individuos adultos das areas ER2, ER3 e AR2 apresentaram maiores nimeros de
alelos exclusivos, sendo oito, nove e sete alelos, respectivamente (TABELA 10). Nas areas
AR1 e AR2 foram encontrados seis alelos exclusivos nos regenerantes. Os valores de
diversidade genética (He) de individuos adultos e regenerantes foram elevados nos ER e AR,
variando de 0,77 (AR4-adultos) a 0,89 (AR2-regenerantes), com média de 0,85. A diversidade
genética nos individuos adultos da AR4 foi a mais baixa, porém n&o foi significativa. O maior
valor de heterozigosidade observada (Ho) foi de 0,81 nos individuos adultos do ER1 e o menor
valor foi de 0,59 nos individuos adultos da AR5.

Os niveis de endogamia ndo foram significativos entre as areas e estagios de vida
estudados (TABELA 10). O indice de fixagdo (f) apresentou valor negativo apenas para 0s
individuos adultos no ER1. Os individuos adultos das areas AR1 e AR2 apresentaram os valores
mais baixos do indice de fixacdo (f), sendo estes 0,07 e 0,08, respectivamente. Os demais
indices de fixacdo (f) variaram de 0,12 (ER1-regenerantes) a 0,25 (ER2-regenerantes) nos
ecossistemas de referéncia, e de 0,12 (AR4-adultos) a 0,26 (AR5-adultos) nas areas em
restauracdo. No geral, os individuos adultos tenderam a apresentar indice de fixacdo menor que
0s regenerantes, porém os valores ndo foram significativos. Para as areas amostradas (ER e
AR), o indice de fixagdo médio foi de 0,183.
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Tabela 10 — Parametros de diversidade genética para individuos adultos e regenerantes de
Copaifera langsdorfii em ecossistemas de referéncia (ER) e areas em restauracao

(AR).
Area N A Na He Ho Ae  Aex Ar f
Adultos
ER1 6 53 6,625 0,798 0,815 5,203 2 4,823 -0,020
ER2 11 86 10,750 0,877 0,699 8,408 8 5734 0,203
ER3 27 111 13,875 0,888 0,705 9,179 9 5777 0,206
ER4 14 78 9,750 0,833 0,680 6,356 3 5132 0,184
Média - - 10,25 0,85 0,72 7,29 55 5,37 0,14
Regenerantes
ER1 12 76 9,5 0,848 0,740 6,958 2 7,587 0,127
ER2 22 97 12,125 0,853 0,639 7,284 3 7,734 0,251
ER3 54 131 16,375 0,893 0,725 9,796 5 8,817 0,188
ER4 28 111 13,875 0,890 0,747 9,138 2 8,581 0,161
Média - - 12,97 0,87 0,71 8,29 3 8,18 0,18
Adultos
AR1 16 77 9,625 0,818 0,759 5,797 1 4941 0,072
AR2 22 99 12,375 0,833 0,764 6,565 7 5,123 0,083
AR3 11 69 8,625 0,832 0,698 6,329 1 5,068 0,162
AR4 9 54 6,75 0,779 0,681 4,927 0 4533 0,126
AR5 12 67 8,375 0,814 0,598 5,528 1 4,825 0,265
Média - - 9,15 0,82 0,70 5,83 2 4,90 0,14
Regenerantes
AR1 32 124 15,5 0,886 0,788 9,366 6 8,769 0,111
AR2 44 133 16,625 0,894 0,727 9,534 6 8,868 0,187
AR3 22 106 13,25 0,881 0,719 8,831 1 8,593 0,185
AR4 18 107 13,375 0,861 0,747 7,610 2 8,378 0,133
AR5 24 105 13,125 0,879 0,675 8,489 0 8,371 0,231
Média - - 14,38 0,88 0,731 8,77 3 8,60 0,17

NUmero de individuos (N); nimero total de alelos (A); nimero médio de alelos por loco (Na); nimero
de alelos efetivos (Ae); heterozigosidade esperada (He); heterozigosidade observada (Ho); nimero de
alelos exclusivos (Aex); riqueza alélica rarefeita (Ar); e indice de fixagdo (f).

Fonte: Da autora (2021).
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Figura 8 — Intervalo de confianca a 95% de probabilidade das médias dos indices de fixacao
(f) estimado para as os individuos adultos e regenerantes de Copaifera langsdorfii nas areas

estudadas.
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Fonte: Da autora (2021).

6.3 Estrutura genética

As estimativas de divergéncia genética entre as areas estudadas, utilizando os indices
Gst de Hedrick (2005) e 6r apresentaram valores proximos, 0,0131 e 0,0137, respectivamente
(TABELA 11). A estimativa de divergéncia genética utilizando a estatistica Fsr foi de 0,0148
(p<0,05), sendo os menores valores observados entre as areas AR1 e AR2 (0,001); AR2 e AR3
(0,002); os maiores valores entre ER1 e AR4 (0,040) e ER2 e AR4 (0,033). Nao foi observada
divergéncia genética entre as areas AR3 e AR4; AR3 e AR5; e AR4 e AR5S. A estimativa Rsr
foi de 0,0374 (p>0,05).

Tabela 11 — Divergéncia genética entre as areas em restauracao (AR) e 0s em ecossistemas de
referéncia (ER) de Copaifera langsdorffii.

Método \ Divergéncia genética
Op 0,0137
Fstwright) 0,0148+*
GST(Hedrick) 0,0131
Rst 0,0374

*significativo a 1%

Fonte: Da autora (2021).
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O dendrograma, gerado pelo método UPGMA, mostrou um distanciamento genético do
ER1 em relacdo as demais areas e a formacdo de dois grupos (FIGURA 9). Um grupo composto
pelos individuos do ER1 e o outro grupo pela amostragem dos individuos das demais areas.
Observou-se que, no segundo grupo, os individuos dos ER2, ER3 e ER4 estdo mais distantes
geneticamente, enquanto os individuos das AR estdo geneticamente mais proximos.

Um subgrupo contendo os individuos das AR foi observado, evidenciando 91% de
similaridade genética entre AR1 e AR2, 89% entre AR3 e AR5, 86% entre AR4 e (AR3 e AR5).
Os individuos do ER2 sdo mais proximos geneticamente dos individuos do ER1, enquanto,
aqueles do ER3 sdo mais proximos de ER4. Os individuos do ER4 foram mais proximos
geneticamente dos individuos das AR. No geral, os individuos dos ER se mostraram mais
distantes geneticamente tanto em relacdo uns aos outros, como em relacdo as AR. O
ER1apresentou 66% de similaridade genética de seus individuos em relacéo ao grupo composto
pelas demais populages. O ER2 apresentou 68% de similaridade em relagdo ao subgrupo
formado por ER3, ER4 e as AR. O coeficiente de correlacdo cofenética foi de 95%,

demostrando uma alta consisténcia entre a matriz e a formacao dos grupos.

Figura 9 — Dendrograma UPGMA entre pares de ecossistemas de referéncia (ER) e areas em
restauracdo (AR) de Copaifera langsdorffii de acordo com as distancias de NEI (1978).
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Fonte: Da autora (2021).

Considerando os estagios de vida amostrados, houve maior similaridade genética entre

os individuos adultos e regenerantes de cada ER (FIGURA 10). Nas AR, os individuos adultos
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se mostraram similares geneticamente e formaram um subgrupo, enquanto os regenerantes se

mostraram mais distantes geneticamente dos adultos dessas areas.

Figura 10 — Dendrograma UPGMA entre pares de individuos adultos e regenerantes dos
ecossistemas de referéncia (ER) e areas em restauracdo (AR) de Copaifera langsdorffii de
acordo com as distancias de NEI (1978).
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Fonte: Da autora (2021).

O teste de Mantel indicou auséncia de correlacdo entre as matrizes de distancias genética
e geografica (r=0,324, p>0,05). A anélise das coordenadas principais (PCoA) baseada nos
valores de Rst para as areas de estudo esta representada na Figura 11. Os dois primeiros eixos
das coordenadas principais explicaram 97,07% da divergéncia genética entre as populac@es de
Copaifera langsdorffii, sendo 89,09% (eixo 1) e 8,25% (eixo 2).
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Figura 11 — Analise das coordenadas principais (PCoA) dos ecossistemas de referéncia (ER) e
areas em restauracdo (AR) de Copaifera langsdorffii.
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Fonte: Da autora (2021).

A anédlise da estrutura genética populacional, baseada no modelo de agrupamento
bayesiano, revelou a existéncia de dois grupos genéticos distintos (K=2) (FIGURA 12). O valor
6timo de grupos genéticos foi determinado pelo método de Evanno et al. (2005), em que Delta
K (AK) atinge o maior valor quando K=2 (FIGURA 13).

Figura 12 — Numero ideal de grupos genéticos de 384 individuos de Copaifera langsdorffii
baseado no valor de Delta K, calculado de acordo com o método de Evanno et al. (2005).
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Fonte: Da autora (2021).
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Figura 13 — Atribuicéo de 384 individuos de Copaifera langsdorfii das areas estudadas em
dois (K=2) grupos genéticos, utilizando anélise de agrupamento bayesiano. Cada individuo é
representado por uma barra sélida, enquanto areas coloridas correspondem a grupos genéticos

distintos.
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Fonte: Da autora (2021).

O teste da maxima verossimilhanca entre as areas revelou a presenca de 198 migrantes
(TABELA 12). Os maiores nimeros de migrantes (Nm) foram originarios das areas em
restauracdo AR2, AR1 e AR5, sendo estes 30, 29 e 27 individuos, respectivamente. Os
migrantes da AR2 se direcionaram para sete areas, com excecdo do ER2. Os migrantes da AR1
se direcionaram para todas as areas. Embora o numero de migrantes na AR5 seja elevado (27),
estes se movimentaram somente nas AR. Os ecossistemas de referéncia ER3 e ER4 também
apresentaram alto nimero de migrantes, sendo estes 25 e 21 individuos, respectivamente. Os
migrantes do ER3 se direcionaram para todas as outras areas, e 0s migrantes do ER4 para sete

areas.

Tabela 12 — NUmero de migrantes identificados pela analise de maxima verossimilhanca a partir
de oito locos microssatélites de Copaifera langsdorffii (continua).

Area de origem Area de destino Nm
ER1 ER2 2
ER1 ER3 3
ER1 ER4 1
ER1 AR1 1
ER1 AR2 2
ER1 AR4 2
ER1 AR5 1

Total 12
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Tabela 12 — NUmero de migrantes identificados pela anélise de maxima verossimilhanca a
partir de oito locos microssatélites de Copaifera langsdorffii (continua).

ER2 ER1 2
ER2 ER3 3
ER2 ER4 2
ER2 AR2 4
ER2 AR3 1
ER2 AR4 1
ER2 AR5 1
Total 14
ER3 ER1 5
ER3 ER2 2
ER3 ER4 2
ER3 AR1 4
ER3 AR2 6
ER3 AR3 2
ER3 AR4 2
ER3 AR5 2
Total 25
ER4 ER3 5
ER4 AR1 3
ER4 AR2 5
ER4 AR3 2
ER4 AR4 3
ER4 AR5 3
Total 21
AR1 ER1 1
AR1 ER2 1
AR1 ER3 6
AR1 ER4 2
AR1 AR2 10
AR1 AR3 5
AR1 AR4 3
AR1 AR5 1
Total 29
AR2 ER1 3
AR2 ER3 5
AR2 ER4 4
AR2 AR1 7
AR2 AR3 5
AR2 AR4 3
AR2 AR5 3

Total 30
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Tabela 12 — NUmero de migrantes identificados pela anélise de maxima verossimilhanca a
partir de oito locos microssatélites de Copaifera langsdorffii (conclusdo).

AR3 ER3 1
AR3 ER4 1
AR3 AR1 3
AR3 AR2 6
AR3 AR4 6
AR3 AR5 4
Total 21
AR4 ER3 1
AR4 ER4 4
AR4 AR2 1
AR4 AR3 6
AR4 AR5 7
Total 19
AR5 AR1 4
AR5 AR2 7
AR5 AR3 8
AR5 AR4 8
Total 27

Fonte: Da autora (2021).

A Anélise de Variancia Molecular (AMOVA) indicou que a maior proporcao de
variabilidade genética ocorre dentro das areas (96%) (TABELA 13). A AMOVA revelou baixa
divergéncia genética entre as areas amostradas de C. langsdorffii (Rst=0,0374, p<0,05). Da

diversidade genética total, 4% da variacdo ocorreu entre as areas estudadas.

Tabela 13 — Anélise de Variancia Molecular (AMOVA) de individuos de Copaifera langsdorffii
nas areas estudadas.

Fonte de variacdo GL SQ QM Variacdo (%)
Entre &reas 8 71,952 8,994 4%
Dentro de areas 375 1677,013 4472 96%

GL.:graus de liberdade; SQ: soma dos quadrados dos desvios; QM: quadrados médios
Fonte: Da autora (2021).

6.4 Estrutura genética espacial

Os correlogramas gerados para os individuos adultos dos ER e das AR indicaram

auséncia de estruturagdo genética significativa (FIGURAS 14 e 15). Entretanto, os individuos
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regenerantes dos ER e das AR apresentaram estrutura espacial com valores positivos e
significativos do coeficiente de coancestria (p<0,05) (FIGURAS 16 e 17).

Os individuos regenerantes das AR apresentaram coeficiente de coanscestria
significativo (Fij=0,0005) (p<0,05) na primeira classe de distancia (0 a 80,37 metros). Os
individuos regenerantes dos ER apresentaram coeficientes de coanscestria significativos
(Fij=0,0041) e (Fij=0,0010) (p<0,05) nas duas primeiras classes (0 a 77,94 metros) e (77,94 a
145,74 metros), respectivamente.

Os valores da estatistica Sp da estrutura genética espacial dos individuos adultos foram
0,00067 e 0,00299 (p<0,05), e dos individuos regenerantes 0,00189 (p<0,05) e 0,00372
(p<0,05), nas areas em restauracao e ecossistemas de referéncia, respectivamente. A média dos
valores de Sp foi de 0,00231.

Figura 14 — Correlograma do coeficiente de coancestria (Kinship), por classes de distancia,
para os individuos adultos de Copaifera langsdorffii dos ecossistemas de referéncia (ER)
amostrados. Intervalo de confianga a 95% de probabilidade.

-0.005

-0.010+

Coancestria

-0.015

8367 15094 81264 1132.56 125030 13358  1403.76 147665 2527.26 2759.37
Distancia (m)

Fonte: Da autora (2021).
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Figura 15 — Correlograma do coeficiente de coancestria (Kinship), por classes de distancia,
para os individuos adultos das areas em restauracdo (AR) amostradas. Intervalo de confianca
a 95% de probabilidade.

-0.0025 4

-0.0050 4

-0.0075 1

Coancestria

-0.0100 1

-0.0125 1

8458  140.88  187.57 226.63  272.96 33041 4024 48382 59958 11375
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Fonte: Da autora (2021).

Figura 16 — Correlograma do coeficiente de coancestria (Kinship), por classes de distancia,
para os individuos regenerantes dos ecossistemas de referéncia (ER) amostrados. Intervalo de
confianca a 95% de probabilidade.

0.005

0.000

-0.005 -

Coancestria

-0.010+

-0.015+

77.94 14574 78193 112189 12462 133468 140279 1476.18 2527.67 2759.66
Distancia (m)

Fonte: Da autora (2021).
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Figura 17 — Correlograma do coeficiente de coancestria (Kinship), por classes de distancia,
para os individuos regenerantes das areas em restauracdo (AR) amostradas. Intervalo de
confianca a 95% de probabilidade.
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Coancestria

-0.004 -
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Fonte: Da autora (2021).

6.5 Aderéncia ao Equilibrio de Mutacéo e Deriva

Os resultados do teste de Wilcoxon, para os modelos TPM e SMM, indicaram que as
areas estudadas ndo sofreram o efeito de gargalo genético, ou seja, ndo passaram por uma
reducdo recente no tamanho populacional (p>0,05) (TABELA 14). Entretanto, o teste de

Wilcoxon, para o modelo 1AM, indicou que as areas sofreram o efeito de gargalo genético.

Tabela 14 — Teste de Wilcoxon para analise de gargalo genético em nove areas de Copaifera
langsdorffii.

| ER1 | ER2 | ER3 | ER4 | ARl | AR2 | AR3 | AR4 | AR5

IAM 0,00391* 0,00195* 0,00195* 0,00195* 0,00195* 0,00195* 0,00195* 0,03711* 0,00977*
TPM 0,57813 0,76953 0,87500 0,84375 0,90234 0,98633 0,80859 0,99023 0,67969
SMM 0,87500 0,99023 0,97266 0,96289 0,98633 0,99414 0,87500 0,99414 0,67969

Fonte: Da autora (2021).
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7 DISCUSSAO

7.1 Qualidade e diversidade genética dos locos microssatélites

Os locos microssatélites usados para genotipagem de Copaifera langsdorffii
apresentaram baixa correlagdo entre si, indicando a ndo sobreposicéo de informacdes genéticas.
Portanto, os oito locos utilizados puderam ser utilizados em todas as analises genéticas. Os
microssatélites sao marcadores de DNA codominantes, amplamente utilizados em biologia da
conservagdo, ecologia e filogenia por serem altamente polimorficos, terem alta reprodutividade
e simplicidade do uso da PCR (GONELA et al.,, 2013. No entanto, frequentemente sdo
detectados alelos nulos, stutter (repeticdes mais curtas ou mais longas que o verdadeiro alelo)
e dropout (alelos que aparecem bastante afastados da série principal). A presenca de alelos
nulos em marcadores microssatélites podem surgir por falhas na amplificacdo ou quando uma
sequéncia de mutacédo altera uma ou ambas as regides flanqueadoras (CALLEN et al., 1993).
A ocorréncia de alelos nulos, stutter e dropout podem levar a desvios nas propor¢des do
equilibrio de Hardy-Weinberg, devido ao excesso de homozigotos.

As frequéncias de alelos nulos em todos os locos na amostragem de individuos de C.
langsdorffii foram significativas, porém inferiores a 25%. Kelly et al. (2011) sugerem que a
ocorréncia de alelos nulos em baixa frequéncia (< 25%) néo interferem na avaliagcdo da estrutura
genética de populacBes. Na revisdo realizada por Dakin e Avise (2004), os autores citam que
em 90% dos artigos pesquisados houve a ocorréncia de alelos nulos em locos microssatélites e,
em 233 artigos publicados, os alelos nulos ndo influenciaram os estudos de parentesco.
Portanto, mesmo com os alelos nulos, os oito locos microssatélites foram confidveis para
analises da diversidade e estrutura genética.

Os microssatélites utilizados no presente estudo foram polimorficos e revelaram
elevados niveis de heterozigosidade. Estes resultados sdo proximos a valores encontrados em
outros estudos realizados com a espécie (TABELA 15) (CIAMPI et al., 2000; MARTINS et
al., 2008; SEBBEN et al., 2011; GONELA etal., 2013; ANTIQUEIRA et al., 2014). Os indices
de fixacdo para todos os locos foram positivos, indicando desvios de panmixia. Em um estudo
com populagdes de especies arboreas, Aldrich et al. (1998) constataram que o déficit de
genotipos heterozigotos era maior nos locos microssatélites com maior polimorfismo. Esse
padrdo foi encontrado no nosso estudo, visto que locos mais polimérficos, como o CL0O1, CL27

e CL32, apresentaram menor numero de heterozigotos observados e a presenca de alelos nulos.
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7.2 Diversidade genética das areas em individuos adultos e regenerantes

Os indices de diversidade genética encontrados neste estudo foram altos nos ER e nas
AR, sugerindo que os individuos utilizados no plantio de restauracdo foram eficientes, pois
inibiram os efeitos de deriva genética. Observou-se que os individuos regenerantes amostrados
nos ER e nas AR apresentaram nimero médio de alelos por loco, nimero de alelos efetivos e
riqueza alélica rarefeita superiores aos adultos. Este resultado rejeitou nossa hipotese inicial,
em que se esperava encontrar menores niveis de diversidade genética nos individuos
regenerantes nas areas de plantio. Uma explicacdo para este resultado é de que os individuos
regenerantes representam a recombinagdo entre varios gendtipos de uma area muito maior do
gue a constituida pelos atuais adultos.

Os individuos adultos das areas ER2, ER3, e AR2 e o0s individuos regenerantes das areas
AR1 e AR2 foram os que mais apresentaram alelos exclusivos, indicando que fontes de
materiais genéticos vindos de locais ndo amostrados provavelmente contribuiram para a
regeneracdo nas areas estudadas. A presenca de alelos exclusivos nos individuos adultos
normalmente se deve a deriva genética entre 0s eventos de reproducéo e regeneracao, e indica
que nem todos os individuos adultos contribuem para a reproducdo. Em individuos
regenerantes, a presenca desses alelos sugere que o fluxo génico ou que 0s parentais nao se
encontram mais na populacdo (CARVALHO et al., 2010). Individuos que possuem alelos
exclusivos sdo importantes, pois auxiliam na manutencdo dos niveis de heterozigosidade,
mediante o fluxo génico.

A diversidade genética (He) foi elevada e com valores proximos tanto nos individuos
adultos quanto regenerantes nas areas amostradas. Os indices de diversidade genética em
espécies tropicais arbdreas sdo influenciados por caracteristicas como tamanho, longevidade,
fecundidade, sistemas de reproducdo e distribuicdo geografica (HAMRICK; GODT, 1990).
Embora as atividades antropicas possam modificar os padrGes naturais de diversidade genética,
o fluxo génico mediado pelo pdlen e pela dispersdo de sementes reduz os efeitos da perda de
biodiversidade e evita a deriva genética (COUVET, 2002).

Espécies arbdreas que possuem ciclo de vida longo, fluxo génico efetivo (pdlen e
sementes) e sistema misto de reproducédo, tendem a apresentar niveis elevados de diversidade
genética. C. Langsdorffii apresenta todas essas caracteristicas e os altos niveis de diversidade
genetica provavelmente sdo devidos a varios fatores que se combinam, como polinizagéo e

dispersdo zoocorica, altas taxas de cruzamento e a complexidade no sistema de reproducdo, o
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que permite a persisténcia dos individuos, mesmo se as populagdes diminuiam a sua densidade
de forma abrupta (HAMRICK et al., 1992; CASCANTE et al., 2002).

Os indices de fixacéo (f) observados neste trabalho, apesar de positivos, ndo diferiram
de zero (FIGURA 8). Isso indica que as areas amostradas ainda possuem grande potencial
evolutivo, pois apresentam pequenas chances de sofrerem com os efeitos da endogamia e deriva
genética, que afetam negativamente a viabilidade de populagdes pequenas (FRANKHAM,
2005). Portanto, em curto e em medio prazo, hd uma salde genética dessa especie nas areas
estudadas.

Na tabela 15 sdo apresentados os indices de diversidade genética de C. langsdorffii.
Notou-se que os valores encontrados sdo préximos aos trabalhos realizados para a espécie com

0Ss mesmos marcadores microssatélites.

Tabela 15 — Comparagdo de parametros de diversidade genética obtidos de marcadores
microssatélites em outros trabalhos com Copaifera langsdorffii.

- N° de locos N° de A A
Espécie n SSR Alelos A Ho He f Referéncia
C ] Ciampi et al.
langsdorffi 96 8 196 245 0,89 0,88 (2000)
28 10,3 - - 0,278
C ) ) Martins et al.
langsdorffi 25 6 108 10 0,387 (2008)
28 10,8 - - 0,361
C Sebben et al.
langsdorffi 112 8 186 98 0,757 0,893 0,154 (2011)
30 158 0,881 0,743 -
C i Gonela et al.
langsdorffi 22 6 140 15 0,882 0,908 (2013)
28 17,3 0,879 0,706 -
100 113 14,1 0,659 0,861 0,236
100 126 15,7 0,699 0,881 0,198
C Antiqueira et al.
langsdorffi 100 8 106 15,5 0,61 0,852 0,283 (2014)
53 125 13 0,732 0,901 0,189

Fonte: Da autora (2021).

Carvalho et al. (2010) avaliaram a diversidade genética da espécie com 0S mesmos
microssatélites, sendo que os resultados foram semelhantes aos do presente estudo. Os
resultados dos trabalhos citados, e 0 nosso estudo, indicam que C. langsdorffii ndo apresenta

diminuicdo da diversidade genética em plantios de restauracao.
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Nossa hipdtese inicial era que as estratégias de plantio adotadas nos programas de
restauracdo poderiam resultar na homogeneiza¢do da composicdo genetica das areas. Ficou
evidente que as areas em restauracdo (AR) estabeleceram grupos genéticos com niveis elevados
de diversidade genética, semelhantes aos niveis encontrados nos ecossistemas de referéncia
(ER). No entanto, houve algum grau de homogeneizagdo nas AR, mesmo que pequeno, de
acordo com a andlise PCoA. Os indices de fixacdo foram proximos nas AR e ER, rejeitando a
hipdtese inicial, que os individuos das areas em restauracdo apresentariam maiores niveis de
endogamia, uma vez que poderiam ter sido utilizados individuos aparentados nos plantios de
restauracdo. Portanto, pode se inferir quea espécie apresenta alta diversidade ou, mesmo que a
coleta de sementes tenha sido em realizada em locais proximos geograficamente, ainda sim esta
conseguiu manter a alta diversidade genetica nos plantios.

A alta diversidade genética em plantios de restauracdo tem sido relatada em alguns
trabalhos. Zucchi et al. (2018), estudando areas em restauracdo e fragmentos naturais de
Floresta Estacional Semidecidual, observaram que os niveis de diversidade genética e de
endogamia foram proximos nas duas areas. A composicdo genética heterogénea dessas areas
restauradas pode ter sido consequéncia da coleta de sementes em diferentes locais, visto que 0s
plantios mostraram incluir adequadamente uma alta diversidade de grupos genéticos, capazes
de representar uma parte diversa do mosaico encontrado em paisagens mais amplas (ZUCCHI
etal., 2018).

Os resultados obtidos em nosso trabalho indicam que C. langsdorffii possui uma alta
diversidade genética independentemente do estdgio de vida, tanto nos ecossistemas de
referéncia quanto nas areas em restauracdo. No geral, 0s resultados indicam que € possivel
restabelecer a diversidade genética por meio dos plantios de restauracdo, 0 que aumenta as
chances de persisténcia das populac@es reintroduzidas nas areas. Além disso, o fluxo génico
entre as areas parece estar se mantendo, ou mesmo aumentando, a diversidade genética nos
individuos regenerantes.

A restauracdo ecoldgica de areas antropizadas é capaz de restabelecer niveis
semelhantes ou mais elevados de diversidade genética em comparacdo com fragmentos
florestais remanescentes e conservados. A diversidade genética € um aspecto relevante a ser
considerado nos projetos de restauracao ecoldgica, pois altos niveis de variabilidade genetica
permitem novas combinacgdes genotipicas, resultando em um aumento no potencial de evolucao
das espécies devido ao maior capacidade de adaptacdo ao meio ambiente (GONCALVES et al.,
2016).
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7.3 Estrutura genética

Em espécies que apresentam fecundacéo cruzada e que pertencem a estagios de sucessao
avancados, como a Copaifera langsdorffii, espera-se uma maior divergéncia genética dentro
das areas, em funcdo do intenso fluxo génico. Como esperado, os valores das estimativas
obtidas pelos indices Gst de Hedrick (2005), 6p, FsT e RsT indicaram baixa divergéncia genética
entre as areas estudadas.

A baixa divergéncia genética observada entre as areas analisadas indica auséncia de
isolamento e ocorréncia de intenso fluxo génico entre elas. Isso também se deve ao fato das
pequenas distancias geogréaficas existentes entre as areas, sendo a menor distancia encontrada
entre AR2 e AR3 (0,156km) e a maior distancia de entre ER2 e ER5 (2,6km). Valores baixos
de divergéncia genética entre populacbes de para C. langsdorffii foram encontrados em
trabalhos, como o de Ciampi et al. (2000), Carvalho e Oliveira (2004); Martins et al. (2008) e
Gonela et al. (2013). Portanto, este padrdo de distribuicdo genética é esperado para espécies de
arvores com altas taxas de cruzamento e mecanismos eficientes de fluxo génico, como as
espécies arboreas tropicais, que sdo polinizadas por animais e possuem dispersdo zoocorica de
sementes.

O dendrograma baseado nas distancias genéticas entre as areas de estudo mostrou maior
similaridade genética dos individuos de C. langsdorffii amostrados nas areas em restauracédo
(AR). Provavelmente as sementes coletadas para producdo das mudas usadas nos plantios de
restauracdo podem ter sido oriundas de matrizes com a mesma constituicdo genética ou em
funcdo da proximidade geografica existente entre essas areas. Quanto aos ecossistemas de
referéncia, estes tenderam a ficar mais afastados uns dos outros, evidenciando que os individuos
de C. langsdorffii presentes nestas areas sdo menos similares geneticamente.

O desdobramento do dendrograma (UPGMA) para os estagios de vida mostrou um
agrupamento dos individuos adultos das areas em restauracdo (AR), que corrobora a hipétese
de que o plantio de restauracdo possa ter sido implantado com mudas advindas das mesmas
arvores matrizes. Os individuos regenerantes das AR ndo se agruparam e nem se mostraram tdo
préximos geneticamente quanto os adultos dessas areas, evidenciado a existéncia de fluxo
génico para essas areas. Os individuos adultos dos ER ndo se mostraram tdo similares
geneticamente, evidenciando a diversidade genetica presente nos ecossistemas nativos. Os
individuos regenerantes dos ecossistemas de referéncia (ER) se mostraram mais proximos

geneticamente dos adultos de suas respectivas areas, indicando que os regenerantes dos ER
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estdo descendendo, em sua maioria, dos individuos adultos dessas mesmas areas. A analise das
coordenadas principais (PCoA) foram consistentes com os resultados obtidos pelo agrupamento
dos individuos.

N&o foi detectada correlacdo entre as matrizes de distancias genética e geografica,
sugerindo distribuicdo aleatdria dos genotipos de C. langsdorffii, ou seja, ndo houve isolamento
por distancia entre as &reas. 1sso é confirmado pela baixa divergéncia genética e o consideravel
fluxo génico entre as areas amostradas. Como exemplo, ER2 e ER4 séo as areas mais distantes
geograficamente (2,6 km) mas ndo sao distantes geneticamente.

Alto fluxo génico foi observado em todas as &reas de estudo, onde existem migrantes se
movimentando para, pelo menos, outras seis areas, com excecdo de migrantes oriundos das
areas AR4 e AR5. A migracdo de individuos dos ecossistemas de referéncia para as areas em
restauracdo, mostram a importancia de remanescentes florestais préximos a areas que seréo
restauradas, funcionando como fontes de propagulos, contribuindo para recuperar e/ou
aumentar a diversidade genética e, dessa forma, a persisténcia das comunidades ao longo das
geracOes. A migracdo de individuos das areas em restauracao para os ecossistemas de referéncia
possibilita a troca de alelos e a manutencéo da diversidade genética nos dois tipos de areas.

A anélise de agrupamento bayesiano indicou alta relacéo de similaridade entre as areas,
embora estas pertencam a grupos distintos. Os gendtipos de C. langsdorffii foram classificados
em dois grupos genéticos (K = 2), que representaram a estrutura genética das areas estudadas.
A analise mostrou que as areas compartilham os mesmos conjuntos génicos, entretanto, com
uma distincdo na distribuicdo destes, em que nos ecossistemas de referéncia (ER), houve
predominancia do conjunto génico 1 e nas areas em restauracdo (AR) do conjunto génico 2.
Esses resultados confirmam que os ecossistemas de referéncia e as areas em restauracéo
apresentaram intenso fluxo génico de sementes e/ou p6len. No entanto, analises mais detalhadas
de parentesco entre os individuos devem ser performadas para maior entendimento da
persisténcia desses individuos a longo prazo.

A Analise de Variancia Molecular (AMOVA) indicou que a maior propor¢do da
variabilidade genética total de Copaifera langsdorffii ocorre dentro das areas amostradas,
resultando em uma baixa divergéncia genética entre estas. Os baixos indices de divergéncia
encontrados também confirmam a existéncia de alto fluxo génico entre as areas.

A quantificacdo da diversidade genética dentro e entre as populaces de espécies
arboreas € essencial para elaborar estratégias de restauracéo de ecossistemas, com o objetivo de

manutencdo da biodiversidade. Com base nos resultados obtidos para C. langsdorffii,
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estratégias como a coleta de sementes de um maior numero de matrizes dentro de cada area
podem ser mais adequadas do que a coleta apenas em um grande nimero de areas, conforme

recomendado por Yang et al. (2016).

7.4 Estrutura genética espacial

Os individuos adultos de C. langsdorfffii amostrados nos ecossistemas de referéncia
(ER) e nas areas em restauracdo (AR) ndo apresentaram estruturacdo genética, indicando a
distribuicdo aleatoria dos gendtipos dentro das areas. Entretanto, nos individuos regenerantes
detectou-se estrutura espacial significativa.

Os regenerantes das AR apresentaram coeficiente de coanscestria positivo e
significativo na primeira classe de distancia. Na coleta de sementes destas areas deve ser
observada uma distancia de cerca de 80 metros entre as matrizes, para evitar o parentesco das
mudas e maximizar a diversidade genética. Os coeficientes de coanscestria nos individuos
regenerantes dos ER foram positivos e significativos, indicando a presenca de estruturacao
familiar, sendo que os individuos mais proximos geograficamente possuem algum grau de
parentesco em uma distancia inferior a 145,74 m.

Nas areas estudadas, observou-se parentesco de 80 a 146 m, nas AR e ER,
respectivamente. A coleta de sementes em C. langsdorffii, visando a obtencdo de maior
variabilidade genética, deve ser realizada em individuos que estejam distanciados acima destes
valores, pois a coancestria é nula (BOUVET et al., 2004; CLOUTIER et al., 2007; JIN; HE;
LU, 2003; KELLY; HARDY; BOUVET, 2004). Essas distancias entre os individuos na coleta
das sementes sdo essenciais para estratégias efetivas de conservacdo e melhoramento visando
contemplar a maior diversidade genética (DUARTE; NOGUEIRA; VIEIRA, 2018).

O sistema de reproducdo de C. langsdorffii foi estudado por Oliveira et al. (2002) e
mostrou que a espécie se reproduz predominantemente por fecundagdo cruzada e que os
cruzamentos entre individuos aparentados ndo sdo comuns. O transporte de polen é realizado
por abelhas e a dispersdo de sementes é zoocorica. Apenas aves de grande tamanho dispersam
as sementes a longas distancias e as de pequeno porte regurgitam as sementes proximas a
planta-mde (MOTTA-JUNIOR; LOMBARDI, 1990), restringindo o fluxo génico entre as
populaces e entre arvores distantes. Além disso, os frutos que ndo sdo consumidos caem no
solo, ficando sob a copa da planta-mde (MARTINS et al., 2008). Neste caso, as formigas

realizam a dispersdo secundaria das sementes de C. langsdorffii. por centenas de metros, o que
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provavelmente leva a taxas de endogamia proximas entre os individuos regenerantes e adultos
(MARTINS et al., 2008).

A média dos valores de Sp para a espécie estudada foi semelhante a de espécies cuja
dispersdo sementes é feita por animais (VEKEMANS; HARDY, 2004). A estruturacdo familiar
detectada nos individuos regenerantes C. langsdorffii das areas estudadas pode ser devida ao
fato de um grande nimero destes terem se originado de matrizes proximas. A dispersdo
zoocOrica parece ndo ter sido efetiva nestas areas e o que predominou foi que estes regenerantes
tiveram sua origem de sementes que cairam nas proximidades das matrizes.

Nossos resultados elucidam a importancia da analise da estrutura genética espacial em
areas para a coleta de sementes de espécies arbdreas, pois 0s valores podem se diferenciar entre
as areas. Em trabalhos com C. langsdorffii, em diferentes locais, ja foram descritas estrutura
genética em torno de 80 a 90m (ANTIQUEIRA et al., 2014) e de 50 m em individuos adultos
e 20m em regenerantes (SEBBENN et al., 2011). Portanto, a distdncia minima para coleta em

matrizes deve ser conhecida para o local onde sera realizada e ndo deve ser generalizada.

7.5 Aderéncia ao Equilibrio de Mutacéo e Deriva

E importante detectar os efeitos de gargalo genético na biologia da conservagéo, pois
estes podem aumentar o risco de extingdo (MORAES; DERBYSHIRE, 2003). Apesar de ndo
haver um modelo definitivo que explique o processo de mutacao de microssatélites, TPM € um
modelo intermediario entre IAM e SMM, sendo o mais adequado para microssatélites (DI
RIENZO et al., 1994; PIRY et al., 1999).

Dessa forma, € possivel concluir que as nove areas amostradas ndo tiveram uma reducéao
recente no tamanho populacional, pois ndo se desviaram do equilibrio de mutacéo e deriva. Isso
pdde ser confirmado pela alta diversidade genética nos individuos adultos e regenerantes nas
areas amostradas. Nestas areas ndo houve reducdo da riqueza alélica e da heterozigosidade
esperada. Normalmente, a diminuicdo da riqueza alélica ocorre mais rapidamente em poucas
geragdes, caso os locos estiverem em equilibrio de mutacdo-deriva (CORNUET; LUIKART,
1996). Entretanto, sugere-se que sejam realizados estudos visando estimar a persisténcia desses

individuos nas préximas geracgoes.
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7.6 Implicacdes para pesquisa e conservagao

A fim de aumentar a diversidade genética em remanescentes florestais e restaurar areas
degradadas € necessario obter sementes com alta qualidade. Isso inclui a producdo de mudas
com alta diversidade genética, 0 que é essencial para a conservagdo em longo prazo das
populacbes (FRANKHAM, 2005; BASEY et al., 2015). Em espécies arbdreas alogamas, a
diversidade genética é distribuida entre e dentro das populacbes. Dessa forma, é importante
entender como essa diversidade se organiza no espaco. Alem disso, a diversidade genética é
influenciada pelas taxas de cruzamento e pelo fluxo génico de pélen e sementes (VEKEMANS;
HARDY, 2004; HARDY; VEKEMANS, 2006; EPPERSON, 1992). Portanto, informagdes
sobre 0s mecanismos de dispersdo de pdlen e sementes, taxas de cruzamento e estrutura
genética espacial das espécies sdo necessarias para elaborar os planos de amostragem de areas
para a coleta de sementes para fins de conservacdo e restauragdo ecoldgica (SUJII et al.,2019).

Carvalho et al. (2010) pesquisaram o tamanho efetivo populacional e o ndmero de
arvores matrizes para a coleta de sementes de espécies arboreas em areas ciliares, destacando
alguns trabalhos para determinacdo desses parametros, visando a conservacao dos recursos
genéticos, a prevencao da depressao endogdmica e a manutencdo do potencial evolutivo da
espécie. Vencovsky (1987) sugeriu que os lotes de sementes utilizados em viveiros sejam
oriundos de, no minimo, 12 a 13 individuos, para atender as varia¢gdes ambientais do novo local
e evitar que 0s novos cruzamentos na area implantada sejam endogamicos. Nunney e Campbell
(1993) sugerem um tamanho efetivo de 1000 a 1500 para conservacdo a longo prazo. Sebbenn
et al. (2003) sugerem a coleta de sementes de, no minimo, 45 matrizes - distantes pelo menos
100 metros ou a uma distancia equivalente a duas vezes a altura da arvore - para evitar a coleta
de sementes de individuos aparentados. Além disso, segundo estes autores, deve-se considerar
os valores de tamanho efetivo de 50 e 100 (10 geragdes) para conservacgdo a curto prazo e de
1000 (100 geracg0es) para longo prazo (SEBBENN et al., 2003).

A C. langsdorffii, como a maioria das espécies que possuem sementes maiores,
apresentam uma capacidade de dispersdo restrita. Os individuos regenerantes das areas
amostradas no presente estudo apresentaram distribuicdo agregada e significativa de estrutura
genética espacial. Portanto, deve-se evitar amostrar sementes de arvores muito proximas, que
provavelmente possuem parentesco. Entretanto, apesar da estruturacdo desses individuos, 0s
resultados de diversidade genética de C. langsdorffii mostraram que ndo ocorreu declinio na

diversidade genética no plantio de restauracdo das areas estudadas e nas areas nativas.
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Para a elaboracdo de estratégias de conservacdo genética utilizando a C. langsdorffii,
devem ser conhecidos os niveis de diversidade dentro e entre populagdes, a estrutura genética
espacial e fatores ambientais. Com base no nosso estudo, podemos priorizar algumas estratégias
para a persisténcia de C. langsdorffii nessas areas, como a selecao de matrizes para coleta de
sementes e producdo de mudas para reflorestamento, para manter, ou até mesmo elevar a
diversidade genética nestas areas, para que estas sejam capazes de persistir a longo prazo.

Recentemente estas areas nas proximidades do reservatorio da Usina Hidrelétrica de
Camargos foram vendidas e possivelmente sera feito um loteamento das mesmas. Ressaltamos
a importancia da divulgacao destas informacgdes para 0s proprietarios da area com a intencao
de mostrar a relevancia ecoldgica da espécie e da sua conservagdo. Além da importancia do
projeto de restauracdo como referéncia a ser seguido para as areas de restauracdo, pois foi
demonstrado que a restauracao foi capaz de segurar a diversidade genética, que foi adequada e,
no momento, ndo difere das &reas de floresta nativa.

Apesar da infinidade de beneficios que a restauracdo pode fornecer, a probabilidade de
persisténcia populacdo apos o plantio restauracdo florestal é incerta. O uso de modelos
computacionais simulando essas probabilidades € uma solugdo potencial para este problema.
Recentemente, Sujii et al. (2019) desenvolveram um modelo de simulagéo espacial baseado em
individuo para avaliar os efeitos a curto (dezenas de anos) e a médio prazo (centenas de anos)
dos diferentes niveis de diversidade genética inicial e dos diferentes tamanhos da area na eu
viabilidade da populacdo restaurada. Os modelos computacionais que incluam fatores
ecologicos e genéticos se tornam ferramentas extremamente relevantes para auxiliar os gestores

ambientais a realizarem uma restauracdo ecolégica de sucesso.
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8 CONCLUSOES

a)

b)

Os individuos adultos e regenerantes de C. langsdorffii das nove areas amostradas de
apresentam altos niveis de diversidade genética (He), sendo que a maior parte dessa
diversidade se encontra dentro das populagdes;

O indice de fixacdo (f) entre individuos adultos e regenerantes das areas de estudo ndo
diferem de zero;

N&o ha correlacédo entre as distancias genética e geografica;

A divergéncia genética entre as areas é baixa;

As areas amostradas estdo divididas em dois grupos genéticos;

Ha intenso fluxo génico entre as areas;

Os individuos adultos apresentam distribuicdo aleatoria dos genoétipos, enguanto 0s

individuos regenerantes apresentam estruturacao espacial, indicando parentesco.
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