UNIVERSIDADE FEDEI-;\;AL DE MATO GROSSO

FACULDADE DE ENGENHARIA FLORESTAL
Pos-graduacdo em Ciéncias Florestais e Ambientais

DISTRIBUICAO ESPACIAL E DIVERSIDADE GENETICA
EM POPULACAO DE Mezilaurus itauba (Meisn.) Taub.

ex Mez.

Alexandre Ebert

CUIABA-MT
2014



Alexandre Ebert

DISTRIBUICAO ESPACIAL E DIVERSIDADE GENETICA EM
POPULACAO DE Mezilaurus itauba (Meisn.) Taub. ex Mez.

Orientador: Prof. Dr. Reginaldo Brito da Costa

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pés-
graduacédo em Ciéncias Florestais e Ambientais
da Faculdade de Engenharia Florestal -
Universidade Federal de Mato Grosso, como
parte das exigéncias para obtencao do titulo de
Mestre em Ciéncias Florestais e Ambientais.

CUIABA-MT
2014



Dados Internacionais de Catalogacao na Fonte.

E16d Ebert, Alexandre.

Distribuicao espacial e diversidade genética em
populacdo de Mezilaurus itauba (Meisn.) Taub. ex. Mez. /
Alexandre Ebert. - 2014

ix, 76 f. - il. color. ; 30 cm.

Orientador: Reginaldo Brito da Costa.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Mato
Grosso, Faculdade de Engenharia Florestal, Programa de
Pos-Graduacao em Ciéncias Florestais e Ambientais,
Cuiaba, 2014.

Inclui bibliografia.

1. Fun¢do K de Ripley. 2. Manejo florestal. 3.
Biodiversidade. 4. Conservacdo genética. 5. Marcadores

Ficha catalografica elaborada automaticamente de acordo com os dados fomecidos pelo(a)
autor(a).

Permitida a reproducgao parcial ou total, desde que citada a fonte.



b

g

FACULDADE DE ENGENHARIA FLORESTAL
Programa de Pés-graduacao em Ciéncias Florestais e
Ambientais

CERTIFICADO DE APROVAGAO

Titulo: "Distribuicao espacial e diversidade genética em
populag¢ao de Mezilaurus itauba (Meinz.) Taub. Ex. Mez.".

Autor: Alexandre Ebert

Orientador: Reginaldo Brito da Costa

Aprovado em 25 de fevereiro de 2014.

Comissao Examinadora:

Y=
Iy > f )

Prof. Dr. Ronaldo Drescher Dr*. Aisy Boﬁeﬁﬁ -Baldoni Tardin
UFMT EMBRAPA

‘.-'f—-.

= —
N -

N\ P
Prof. Dr. Reginaldo Brifo da Costa
UFMT (Orientador)




Dedicatoéria

AO MEU FILHO CAUE ALEXANDRE
E MINHA QUERIDA FLAVIA FRIPP.



Agradecimentos

Agradeco a todos que de alguma forma colaboraram na execucdo deste
trabalho, em especial:

A Universidade Federal de Mato Grosso que proporcionou a oportunidade
de poder cursar e desenvolver minhas pesquisas de mestrado;

Ao grande mestre, orientador e amigo Prof. Dr. Reginaldo Brito da Costa;

Aos Professores do Programa de Pos Graduacao em Ciéncias Florestais
e Ambientais: Dr. Ronaldo Drescher, Sidney Fernando Caldeira; Roberto
Antonio Ticle de Melo e Souza, Diego Tyszka Martinez, Gilvano Ebling
Brondani, Joadil Gongalves de Abreu, Pedro Hurtado de Mendonza
Borges, Maria Corette Pasa, Gustavo Manzon Nunes, Antonio de Arruda
Tsukamoto Filho, Otavio Peres Filho, Alberto Dorval, pela paciéncia e
virtude da didatica;

Ao Prof. Dr. Luciano Nakazato pela disponibilizacdo da estrutura de
Laboratério de Molecular da FAMEV;

A Msc. Adriana Contini pela parceria e apoio laboratorial;

Ao meu pai Afonso, minha querida mée Anna, meus irmaos Sandro e Keli,
pelo apoio e lagos familiares, estrutura basica para o sucesso;

A Dra. Aidy Botega Baldoni Tardin e Dr. Ronaldo Drescher pelo apoio e
participacdo na banca examinadora;

Aos parceiros e colegas de mestrado André, Zé Guilherme, Leandro,
Evaldo, Edson, Marcos, Jeane, Bruna Ribeiro, Bruna Maria, Diana, Ivani e
Valdiclei pela paciéncia e apoio.

Ao Dr. James Moura pelo apoio nas analises estatisticas;

Ao colega Italo Lenzi pelo apoio e companheirismo;

Enfim a todos que participaram de forma direta ou indireta para a
conclusao de mais uma etapa na minha vida.



Sumario

1 INTRODU(;AO GERA L ..o 10
2 OBUIETIVOS ..o e 14
2.1 OBUIETIVO GERAL . ..eetee et et e e e e e e eeeeaeneen 14
2.2 OBJIETIVOS ESPECIFICOS. . ittt eaeneen 14
3 CARACTERIZAQAO DA AREA EM ESTUDO .....coveoeeeeeeeeeeeeeeeen 15
G I RV =] = 7Y oY P 15
32 CLIMA e s 16
3.8 SO0 it s 17
4 REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ottt 18
4.1 A ESPECIE: MEZILAURUS ITAUBA (MEISN.) TAUB. EX MEZ. .........cuvuueneee 18
4.2 PADROES DE DISTRIBUICAO ESPACIAL DE ESPECIES ARBOREAS............ 19
4.3 SISTEMA REPRODUTIVO DE ESPECIES ARBOREAS .....cvvvviinieeeeinienrensenas 20
4.4 DIVERSIDADE GENETICA EM ESPECIES ARBOREAS ....c.ovviiieiieieeeaenas 24
4.5 CONSERVACAO GENETICA EM ESPECIES ARBOREAS......cccovivieniineenenn, 26
4.6 MARCADORES MOLECULARES. ...t ettt ettt et e eaa e s 27
5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...t 29
CAPTTULO Lu oottt et 37
1 INTRODUGAD ..ottt 39
2 MATERIAL E METODOS .. oottt 42
2.1 COLETA DE DADOS ...eieutete e et e e e eeeeaaneen 42
2.2 ANALISE DOS DADOS . .euineienee e eeen et e et e e e e et e s e e e s e e eare e eneeneenen 43
3 RESULTADOS E DISCUSSAOD ..ottt 45
3.1 PADROES ESPACIAIS PARA AS CLASSES DE TAMANHO .....vvvenieeinienieeenas 46
3.1.1 DISTRIBUICAO PONTUAL ...cevuuieitieeitieeeetieeeeteeesneessnneeeaneesnneesanaees 46
3.1.2 PADRAO DE DISTRIBUICAO PELA FUNCAO K DE RIPLEY .......cccuevennneee, 49

4 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ....ooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeee, 57
CAPTTULO 2. oottt 60



1 INTRODUGAO ...t 62

2 MATERIAL E METODOS .. oottt 64
2.1 COLETA DO MATERIAL BOTANICO .. cuiiiie it 64
2.2 EXTRACAO DE DINA L.oetii et 67
2.3 AMPLIFICACAODO DNA —PCR ... 69
2.4 ELETROFORESE ....ueiet ettt et e e e e e e eeeeaenaen 71
2.5 INTERPRETACAO DOS GEIS....uiiitiitniitiieeiieeteiteesiiestiesteesneesneesseesneens 72
2.6 ANALISE DOS DADOS RAPD ....cniiie et 72

2.6. 1 DIVERSIDADE GENETICA . ..uteete ettt et e e e e e eae e e eeneeeeaenen 73
2.6.2 NIVEIS DE POLIMORFISMO .. ettt e et e e e eae e eaeeeneeaeaaneen 74

3 RESULTADOS E DISCUSSAOD ..ot 74
3.1 EXTRACAO DO DNA GENOMICO ....uiivniiiiiiiiieiiieiieeeee e e e e e e eanes 74
3.2 DIVERSIDADE GENETICA «niteet et e e e e e e aens 76

4 CONCLUSOES ..., 81

5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...t 82



Lista de Equac0des

Lo U= To= Lo R PP 73
EQUAGAOD 2. 73
EQUAGAO 3. ..t 74
EQUAGAIO 4 ... 74

Lista de Figuras

Figura 1 - Mapa de localizac&do da area em estudo. ...........ccccevvvveieeeennn. 15
Figura 2 - Fluxograma do procedimento e etapas da pesquisa. .............. 44
Figura 3 - Mapa de distribuicdo pontual geogréfica de todas as arvores da
espécie Mezilaurus itauba inventariadas na area em estudo.
Observa-se que em todas as faixas foram obtidos dados de
individuos que demonstra a frequéncia de 100%. .............. 45
Figura 4 - Histograma da abundéancia absoluta da distribuicdo diamétrica
nos individuos da populacdo de Mezilaurus itauba
inventariados para o estudo do padrdo de distribuicdo
espacial, o eixo Y refere-se ao numero total de individuos
nas respectivas classes diamétricas eixo X. Classe | DAP
30-40; classe 1l 40,1-50; classe IIl 50,1-60; classe IV 60,1-
70; classe V 70,1-80; classe VI 80,1-90; classe VII 90,1-100;
classe VIII 100,1-110; classe IX > que 110........ccceeeeeereenns 46
Figura 5 - Mapa de distribuicdo espacial para o total de eventos (229
arvores), jovens e adultas utilizando o raio em diferentes
escalas. Verifica-se uma irregularidade na distribuicdo dos
individuos, alguns aglomerados e outros dispersos o que
indica uma competicdo inerespecifica na comunidade....... a7
Figura 6 — Distribuicdo espacial para os individuos adultos inventariados
(156 arvores) para o estudo dos padrbes espaciais daa
populacdo estudada. ..........ccooveeeiiiiiiiiii 48
Figura 7 - Mapa de distribuicdo espacial utilizando o raio em diferentes
escalas, para os eventos classificados como arvores jovens
(73 eventos) de Mezilaurus itauba. ..............cccoevvvviiiiineeenn. 49
Figura 8 - Funcdo K (eixo y) de Ripley para diferentes distancias das

arvores de corte e remanescentes inventariados de



Mezilaurus itauba, (a)L=10m;(b)L=20m;e(c)L =30
m. As linhas pontilhadas correspondem aos limites (inferior e
superior) de confianca, a linha cheia corresponde as
simulacdes realizadas dentro da populagao. ...................... 51
Figura 9 - Funcdo K de Ripley univariada para diferentes distancias (L)
dos individuos jovens inventariados de Mezilaurus itauba, ( a
)L=10m;(b)L=20m;e(c)L=30M. .cccccceeevrreerrrrnnnnns 53
Figura 10 - Funcdo K de Ripley univariada para diferentes distancias (L)
dos individuos adultos inventariados de Mezilaurus itauba, (
a)L=10m;(b)L=20m;e(c)L=30M. .ccccvrrrrrrrrrrnnns 56
Figura 11 - Distribuicdo dos individuos de Mezilaurus itauba (Meisn.)
Taub. ex Mez distribuidos pelo poligono da populacdo
(<25 (0 [ =T - VSRR 64
Figura 12 - Imagens da coleta de material botanico de Mezilaurus itauba
(Meisn.) Taub. ex Mez. (a) coleta de folhas jovens; (b) coleta
direta de lenho cambial em SoI0. ............eevvviiiiiiiiiiiiiiiiiinins 65
Figura 13 - Em "a" e "b" Processo de maceragéo dos tecidos utilizados
para a extracdo do DNA da espécie Mezilaurus itauba. ..... 68
Figura 14 - Em "a" e "b" Microtubos com visualizacdo da solucdo aquosa
com estagios sobrenadantes que concentra o DNA, e
imagem do pellet de DNA formado no fundo do microtubo. 68
Figura 15 - Em "a" e "b" Gel de agarose e brometo de etidio com orificios
inoculados com amostras de DNA e vista da cuba horizontal
utilizada para as corridas em eletroforese. ...........cccceeeeee.. 69
Figura 16 - Painel de controle do PCR, com configuracfes do protocolo de
amplificacdo das amostras de DNA de Mezilaurus itauba
(Meisn.) Taub. eX MezZ. .......ccoovviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee 70
Figura 17 - Posicdo e distribuicdo espacial dos individuos de Mezilaurus
itauba (Meisn.) Taub. ex Mez na populacdo estudada.
Pontos vermelhos arvores adultas e pontos azuis arvores
JOVENS. i 75
Figura 18 - Agrupamento dos fragmentos de DNA revelados em 29
acessos de Mezilaurus itauba (Meisn.) Taub. ex Mez.

através das distancias euclidianas pelo método de

Vi



agrupamento hierarquico completo (Complete Linkage) com
linha de corte destacada (pontilhada) estimada em 55%. .. 79
Figura 19 - Dispersdo das amostras de Mezilaurus itauba utilizando a
distancia de Mahalanobis D2 pela técnica estatistica
multivariada baseado na minimizacado das diferengas entre

as dIStANCIas OrigINAIS. .........uuuuuuuriiiiiiiiiiiiiiiaees 80

Lista de Tabelas

Tabela 1 - Listagem de classes dendromeétricas. .........ccceeeeeeeeeeeeeveevnnnnnnn. 64
Tabela 2 - Relagdo descritiva de localizacdo das arvores amostradas para
a coleta de material botanico para os estudos de analise
genética em populagcdo de Mezilaurus itauba. (*) amostras em
gue néo se conseguiu extrair 0 DNA. .......ccccceiiiiieiiieeeiiiinnnn. 65
Tabela 3 - Iniciadores (primers) utilizados para amplificacdo das amostras
de DNA da espécie Mezilaurus itauba. ............cccccecuvunnnnnnnnns 71
Tabela 4 - Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados nas reacdes PCR
RAPD com a respectiva sequéncia; numero de bandas totais
e polimérficas e o percentual de polimorfismo. ..................... 76
Tabela 5 - Agrupamento dos genotipos pelo método de Tocher de 18
genodtipos de Mezilaurus itauba (Meisn.) Taub. ex Mez.
provenientes da populacdo estudada, discriminados a 55% de
similaridade genética, utilizando as medidas das distancias

CUCHIAIANAS. .. e e, 79

Vii



RESUMO GERAL

Os distarbios causados pela antropizacdo de areas naturais causam
fortes alteracbes na estrutura original da floresta, aumentam o grau de
isolamento entre individuos afetando o sistema reprodutivo das
populacdes. Diversos processos estdo relacionados a distribuicdo
espacial dos individuos de uma populagédo, sendo que estes processos
refletem na diversidade genética da populacdo. Do ponto de vista
genético qualquer alteracdo no ambiente podera influenciar nos padrdes
da estrutura genética, sendo que a extincdo de uma espécie € etapa final
de um longo processo de declinio ecoldgico que passa pela perda da
diversidade genética. No presente estudo avaliaram-se os padrbes
espaciais pontuais ndo homogéneos e a diversidade genética dentro de
uma populagdo natural fragmentada de Mezilaurus itauba, buscou-se
estabelecer os objetivos de modo que se conclui com a afirmacdo da
hipotese de que as alteracbes dos padrbes de distribuicdo espacial de
individuos exercem influéncia direta na estrutura genética da populacéo.
A avaliacdo dos padrdoes de distribuicdo espacial para a espécie foi
testada através da funcdo K proposta por Ripley e buscou-se associar a
diversidade genética através de andlise de agrupamentos estatisticos. Os
resultados indicam que a populacdo estudada apresenta padrdoes de
distribuicdo aleatério com tendéncia a agregado para as arvores adultas,
e de completa aleatoriedade espacial para as arvores jovens. Na analise
genética verificou-se uma distribuicdo da diversidade entre os individuos
jovens e adultos, porém alelos observados entre as arvores adultas nao
foram observados entre as arvores jovens, o que indica que na
exploracdo das espécies adultas alelos importantes poderao ser perdidos.
O trabalho conclui a afirmacéo de que estudos da diversidade genética de
populacdo sdo de suma importancia para a definicdo de estratégias de
conservacdo das espécies exploradas economicamente na Amazonia
meridional brasileira.

Palavras chave: Funcdo K de Ripley; Manejo florestal; Biodiversidade;

Conservacao genética; Marcadores moleculares.
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ABSTRACT

The disturbances caused by human disturbance of natural areas cause
strong changes in the original structure of a forest, increase the degree of
isolation between individuals affecting the reproductive system of
populations. Several processes are related to the spatial distribution of
individuals in a population, and that these processes reflect the genetic
diversity of the population. From a genetic perspective any changes in the
environment may influence the patterns of genetic structure, and the
extinction of a species is the final step in a long process of ecological
decline that passes through the loss of genetic diversity. In the present
study evaluated the inhomogeneous spatial point patterns and genetic
diversity within a natural population of fragmented Mezilaurus itauba, we
sought to establish the objectives so that concludes with the statement of
the hypothesis that changes in the patterns of spatial distribution
individuals exert direct influence on the genetic structure of the population
. The evaluation of the spatial distribution of the species was tested by K
function proposed by Ripley and sought to associate genetic diversity
through analysis of statistical groupings. The results indicate that the
studied population presents patterns of random distribution with a
tendency to aggregate for adult trees, and complete spatial randomness
for the young trees. In genetic analysis showed a distribution of diversity
among young people and adults, but alleles observed among adult trees
were not observed between the young trees, which indicate that the
operation of adult species important alleles may be lost. The paper
concludes the statement that studies the genetic diversity of the population
is of paramount importance for the development of strategies for the
conservation of species exploited economically in the southern Brazilian

Amazon.

Keywords: Ripley K function; Forest Management, Biodiversity,

Conservation Genetics, Molecular Markers.



1 INTRODUCAO GERAL

Varios esforgos cientificos tém sido conduzidos para se reduzir
a perda de biodiversidade e a conservacdo das florestas tropicais. A
demanda por terras agricultaveis, a exploracdo madeireira e a expansao
das é&reas urbanas tém contribuido de forma substancial para o aumento
da degradacdao das florestas tropicais.

Avaliar o estado original da floresta natural, estabelecendo
metodologias de analises da dinamica espacial, das mudancas na
composicdo da estrutura ecolégica e genética das espécies, das
alteracdes espaciais com o ingresso e mortalidade de individuos de uma
populacdo em comunidades, em seus niveis de biodiversidade e
diversidade genética entre e dentro das populacdes, pode subsidiar novas
técnicas de conducdo das praticas de manejo, e com isso estabelecer
normas de exploracdo condizentes a resiliéncia ndo somente do ambiente
sobre intervencdo, mas sobre a capacidade tampado das populacbes de
espécies exploradas.

As préticas do manejo florestal ainda sdo muito recentes em
areas de floresta amazbnica. As informacfes obtidas até entdo sédo
insuficientes para atingir a sustentabilidade esperada no que concerne a
manutencdo da biodiversidade do ecossistema florestal posto a
sucessivos ciclos de corte (KANASHIRO et al., 2002; SILVA et al., 2004,
MMA, 2011). A maioria das analises para o manejo florestal se detém a
parametros dendrométricos e ecoldgicos na dinamica temporal, o que
lanca a hipotese de que podem néo oferecem subsidios suficientes para o
entendimento do comportamento das espécies na reducédo da densidade,
alteracbes na estrutura espacial e no componente genético (MORAES,
1999; SEBBENN et al., 2000; CLARKE & YOUNG, 2000; CUNHA, 2003).

Os disturbios causados pela antropizacdo de areas naturais
modificam fortemente a estrutura das florestas tropicais, causando a

reducdo da densidade entre espécies e consequentemente afetam o
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sistema reprodutivo, aumentando o grau de isolamento espacial entre
individuos de uma mesma espécie, alteram o fluxo de pdlen entre e inter
populacdes e podem causar endogamia (FUCHS, et al 2003; SEBBEN,
2011).

Diversos processos ecolégicos estdo relacionados a
distribuicBo espacial de individuos de uma populagdo em uma
comunidade, as sindromes de polinizacdo e de dispersdo de sementes,
as relacoes intra e interespecifica como competicdo e a heterogeneidade
edafoclimatica, estabelecem a estrutura genética espacial de uma
populacdo (EPPERSON, 1992).

Em um primeiro momento, logo apds intervengdes de
exploracdo madeireira, 0 nUmero de espécies em area manejada sofre
acentuada reducdo, e posteriormente, percorridos alguns anos, ocorre
aumento significativo na diversidade (CLARK, 1990; SILVA, 2004; GREY
& HE, 2009; RICE et al., 2012), com isso espécies menos adaptaveis
tendem a sofrer prejuizos devido as relagcbes de competicdo entre
espécies tidas como oportunistas, podendo afetar diretamente a
manutencao de populacdes de espécies amplamente exploradas.

Do ponto de vista genético a definicho dos processos
evolutivos corresponde a qualquer alteracdo das frequéncias alélicas da
populacdo, objetivando torna-la mais adaptada as alteragBes naturais ou
antropicas (RAMALHO, et al., 2008). Conforme Primack e Rodrigues
(2001) a variabilidade genética € importante na medida em que permite
que as populacdes se adaptem a um ambiente em transformacdo. A
extincdo de uma espécie € a etapa final de um longo processo de declinio
ecolégico, passando pela perda da diversidade genética e
consequentemente nos processos de adaptacdo as novas condicdes
(BOYLE, 1996).

A Mezilaurus itauba, foi escolhida por ser uma das espécies
florestais atualmente mais exploradas em planos de manejo. Trata-se de
uma espécie arbdrea que pertence a familia Lauraceae, sendo que no
Brasil é popularmente conhecida como itauba (APARICIO, 2011,
LORENZI, 1998). Possui alta resisténcia fisica e mecanica, o que a torna

muito utilizada em construgdes nas diferentes categorias industriais, infra-
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estrutura e civil (IBAMA, 1997). Estas caracteristicas determinam seu alto
valor comercial e a colocam como uma das espécies mais exploradas na
regido amazonica, sendo incluida na categoria das espécies classificadas
como vulneravel na listagem da flora ameacada de extincdo pela Uniédo
Internacional para Conservacao da Natureza (IUCN, 2012).

A italba é a quinta esséncia madeireira mais explorada no
estado do Mato grosso. Somente no ano de 2012, 70.453,4773 m3 de
madeiras exploradas em areas de floresta natural, ou seja, cerca de 4,82
% de toda madeira explorada no Mato Grosso (SEMA, 2012). Apesar
desses dados oficiais do governo do estado estimarem uma preciséo,
Zenid (2009) estima que entre 43% e 80% da madeira explorada na
Amazoénia brasileira € extraida de forma clandestina e ilegal, o0 que pode
tornar esses numeros ainda maiores.

Os modelos de exploracdo das florestas naturais adotados na
Amazonia consideram a estrutura inicial da floresta, através da
produtividade e a distribuicdo espacial das arvores da comunidade nao
prevendo esses parametros a populacao de espécies (SEVERIANO et al,
2011), de um modo geral isso propde generaliza¢do continua no processo
exploratério e desconsidera as especificidades de cada espécie
(AZEVEDO, 2007), no entanto, a dinamica especifica é prépria e se
detém a estruturas particulares de cada espécie, que implica em
crescimento, mortalidade e sistemas reprodutivos diferenciados (SILVA,
2010).

Entender as relacfes ecoldgicas e genéticas torna-se essencial
para estratégias de conservacdo, melhoramento e manejo sustentavel,
com adequacdes as especificidades das espécies (KAGEYAMA, 2003).

O sistema reprodutivo das espécies arboreas é um dos fatores
mais decisivos para que a variabilidade genética entre individuos de uma
populacdo seja mantida. Populagcdes que apresentam fecundacao
cruzada tém maiores possibilidades de aumentar a variabilidade genética
sem adicdo de novos genes quando comparados a populacdo de
individuos que realizam a auto-fecudacdo (BORGES et al., 2009).

A disponibilizacdo de tecnologias que permitem estudar

caracteristicas ecoldgicas associadas a composicdo genética das
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florestas tem proporcionado um novo cenario para as técnicas de manejo
florestal, silvicultura e conservacdo em Varios tipos de ecossistemas,
composicao floristica, biodiversidade e complexidade estrutural, contudo
0s conhecimentos acumulados até entdo ainda séo insuficientes para
garantir a produgdo sustentada e manter a biodiversidade do ecossistema
florestal em sucessivos ciclos de corte (CUNHA, 2003).

Atualmente a disponibilizacdo de softwares de SIG, pacotes
estatisticos, técnicas de marcadores moleculares, tem proporcionado
resultados mais aprofundados sobre a estrutura e composicao genéticas
das espécies florestais, e poderdo definir estratégias especificas as
praticas de manejo florestal estabelecendo subsidios a manutencdo e
conservacdo das espécies exploradas, objetivando a sustentabilidade

predita nos planos de manejo florestal.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar a estrutura dos padrdes espaciais pontuais nao
homogéneos e a diversidade genética dentro de uma populacdo natural

fragmentada de Mezilaurus itauba (Meisn.) Taub. ex Mez.

2.2  Objetivos Especificos

v Determinar o padrao de distribuicdo espacial da espécie em
estudo;

v' Avaliar a diversidade genética da populagéo estudada;

v  Determinar a influéncia da distribuicdo espacial na
manutencado da diversidade genética de Mezilaurus itauba (Meisn.)

Taub. ex Mez

14



3 CARACTERIZACAO DA AREA EM ESTUDO

3.1 Vegetacao

A area do presente estudo corresponde a 185,00 hectares
localizada no municipio de Sorriso, regido norte do estado de Mato
Grosso, nas coordenadas geograficas DATUM SAD-69, 12° 18’05,945” S;
55° 48'37,336" W (Figura 1.). Refere-se a uma floresta de uma
propriedade particular denominada Fazenda Santa Maria da Amazonia,
inserida em uma regido tipicamente agricola considerada como a capital
do agronegocio do Brasil (BRASIL, 2012).
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Figura 1 - Mapa de localizagéo da area em estudo.

Inserida na sub-bacia hidrografica do Teles Pires em uma
vegetacao tipicamente de transicdo entre cerrado e floresta amazonica,
apresenta areas de floresta com ampla ocorréncia de espécies
madeiraveis (BRASIL, 2012), muitas dessas degradadas pela exploracéo
predatdria ocorrida nas ultimas décadas. Segundo RADAMBRASIL (1980)
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essas florestas sdo classificadas como Floresta Estacional Semidecidual
com Dossel Emergente, e trata-se de um tipo de vegetacao condicionado
a dupla estacionalidade climatica, o que a compfe principalmente de
arvores sempre verdes e ou de semideciduas.

A forte pressdo gerada pelo modelo desenvolvimentista
adotado na regido resultou em mosaicos de floresta fragmentada, uns
mais isolados, e outros dispostos interligando areas de preservacao
permanente principalmente de matas ciliares. Seguindo esse exemplo a
floresta estudada corresponde a uma area fragmentada de floresta com
ocorréncia de espécies madeiraveis de grande valor comercial, a exemplo
Erisma uncinatum, Dipterix odorata, Apuleia sp., e principalmente a
Mezilaurus itauba sendo essa ultima, a espécie proposta para este
estudo.

A area de estudo a exemplo de outras areas de floresta
fragmentada da regido devera ser explorada economicamente através de
manejo florestal madeireiro. A proposta do proprietario € de explorar as
madeiras comercialmente de modo que atenda as normas impostas pela
legislagdo ambiental vigente. Como a coleta dos dados realizada para os
estudos antecedem a provavel exploracdo madeireira, pretende-se
realizar trabalhos posteriores as intervencdes, ou seja, essa area podera
servir para pesquisas futuras sobre os efeitos do manejo na estrutura

ecoldgica e genética da area em questao.

3.2 Clima

O clima da regido é classificado pelo sistema KOPPEN como
do tipo AM, gquente e iumido com chuvas do tipo mong¢énico. Trata-se de
um tipo climatico em transi¢cao entre o clima equatorial superamido (Af) da
Amazobnia e o tropical tumido (Aw) do Planalto Central.

Conforme a carta de unidade climéaticas do estado de Mato
Grosso, trés classificagbes ocorrem na regido em que a area em estudo

esta localizada (SEPLAN-MT, 2000). O clima equatorial continental imido
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com estacao seca definida na depresséo Sul Amazonica; Sub-Equatorial
Continental Umido do Planalto dos Parecis e; Tropical Continental Umido
com estacdo seca definida na depressdo Sul Amazoénica. As chuvas se
distribuem entre os meses de novembro a abril, com precipitacdo média
anual entre 1.800 a 2.100mm. A temperatura média anual ocorre entre
19,6°C a 31,9°C.

3.3 Solos

O solo da propriedade a exemplo da regido em gue ela esta
inserida é classificado como Latossolo Vermelho-amarelo distrofico; solos
minerais, hidromorficos com horizonte B latossdlico, cores normalmente
vermelhas e vermelho-amareladas com teores de FeO (proveniente do
ataque sulfurico) iguais ou inferiores a 11% e normalmente acima de 7%
quando os solos sdo argilosos e ndo concrecionarios.

Segundo a carta geolégica do estado de Mato Grosso
(SEPLAN, 2011) a regido em que a area de estudo se insere esta
localizada sobre formacdo de superficies paleogénicas peneplanizada
com latossolizacdo do periodo terciério, da era Cenozoica. Trata-se de
paleossolos argilosos e argilo arenosos microagregados de coloracao
vermelho escura. Podendo apresentar na base crosta ferruginosa,
raramente com nodulos concrecionarios de caulinita sotopostos as
crostas ferruginosas.

A predominancia do Latossolo vermelho amarelo distrofico por
toda regidao, com horizonte A moderado, textura argilosa fase floresta

equatorial subcaducifolia com relevo plano (IBGE, 1997).
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 A Espécie: Mezilaurus itauba (Meisn.) Taub. ex Mez.

Das varias espécies florestais potencialmente exploradas em
regime de manejo florestal madeireiro, a Mezilaurus itauba é uma das
mais importantes. Trata-se de uma espécie arbdrea que pertence a
familia Lauraceae, sendo que no Brasil é popularmente conhecida como
itatba (APARICIO, 2011, LORENZI, 1998). Possui alta resisténcia
mecanica e ao ataque de organismos xil6fagos, o que a torna muito
empregada em constru¢cdes hidraulicas, pontes, laminagbes, postes,
mobilia de alta classe, pisos de veiculos, construcbes nauticas e
construcdo civil (IBAMA, 1997). Estas caracteristicas determinam o alto
valor comercial da espécie e a colocam como uma das mais exploradas
da regido amazénica, incluindo na categoria das espécies classificadas
como vulneravel na listagem da flora ameacada da Unido Internacional
para Conservacao da Natureza (IUCN, 2012).

Segundo Baitello (2001) os inventarios botanicos tém revelado
que a familia Lauraceae, em termos floristicos e econémicos, esta entre
as familias economicamente mais importantes, porém a identificacdo de
suas espécies é tarefa dificil, principalmente a arquitetura floral ser
complexa e de tamanho reduzido.

A italba pode alcancar até 40 m de altura e seu didametro pode
chegar a 2 m, possui caracteristicas ecologicas de espécies do grupo das
climacicas caracteristica e exclusiva da mata pluvial amazonica de terra
firme, onde ¢é abundante, porém com dispersdao descontinua. O
florescimento ocorre entre 0os meses de margco a abril e os frutos
amadurecem durante 0os meses de junho a agosto, sendo muito
consumidos pela avifauna (LORENZZI, 1998).

A distribuicdo geografica da italba se estende pela regido
amazobnica, nos estados do Mato Grosso, Para, Rondbnia, Amazonas,
Acre, Venezuela e Guianas (IUCN, 2012; LORENZZI, 1998).
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Conforme Van Der Werff (1987), a espécie é uma arvore que
atinge os 35 m de altura. Possui folhas reunidas no topo dos ramos,
cartaceas ou coriaceas, glabras na maturidade, elipticas ou obovadas.
Inflorescéncia axilar, subterminal. Flores pubescentes, frutos elipsoides
com cupula.

Amaral et al. (2009) citam a espécie como sendo de estégio
sucessional secundario tardio com dispersdo por zooscoria,
desenvolvendo-se em floresta de terra firme, igap6 e matas de varzea.

A propagacédo da espécie € realizada principalmente por meio
de sementes, porém, a dificuldade em se obter sementes viaveis,
associado a baixa taxa de germinacédo sao fatores que limitam a producéo
de mudas. Além disso, as sementes séo dificeis de serem coletadas, pois
sdo amplamente consumidas por passaros, insetos e fungos antes e apos
a maturacao fisioldgica.

A escassez de estudos sobre a botéanica, ecologia, biologia
reprodutiva, genética e comportamento silvicultural envolvendo a espécie
M. itauba, contribui para a inexisténcia de mudas em viveiros. A
adequacao de técnicas de propagacao vegetativa € sem duivida, um
passo importante para a conservagao e o melhoramento genético dessa
espécie. Martini et al. (1998) citam que a espécie possui caracteristicas
ecolégicas especificas, que devido a grande pressdo madeireira podem

entrar em declinio populacional.

4.2 Padrdes de Distribuicdo Espacial de Espécies Arbdreas

O padréo de distribuicdo espacial de espécies arbdreas € uma
das ferramentas de grande importdncia para o entendimento das
interelacdes ecoldgicas ocorridas em uma populacdo ou comunidade
florestal, sendo vital para a compreensdo de como determinada espécie
utiliza dos recursos disponiveis para se estabelecer e reproduzir-se em
determinado espaco (CONDIT et al., 2000).
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A distribuicdo espacial de individuos arbéreos é influenciada
por varios fatores, dentre eles, destacam-se aqueles que controlam a
densidade, como alelopatia e competicdo intra e interespecifica
(DURIGAN et al., 2000; SILVA, 2012).

A andlise dos padrdes especiais € um método utilizado para se
estimar os efeitos de competicdo entre individuos arbéreos responsaveis
pela dindmica de uma floresta. Permitem o conhecimento dos processos
espaciais relacionados com o sistema reprodutivo, estabelecimento e
desenvolvimento das espécies sobre regime exploratério (CUNHA, 2003),
auxiliam os processos de amostragem e monitoramento das espécies
florestais em unidades de conservacédo e sobre manejo (ANJOS, 1998). E
fundamental para o entendimento das causas, modos e taxas nas
sindromes de polinizacéo e dispersao de sementes (REIS, 1995).

O arranjo espacial de individuos de uma populacdo em uma
area pode ser em grupos formando manchas com individuos proximos
entre si resultando em um padrdo de distribuicdo espacial agregado,
regularmente distribuidos nos intervalos de espaco como em
reflorestamentos comerciais, e completamente ao acaso com posi¢cao

espacial em que cada individuo é independente da posicéo de todos.

4.3 Sistema Reprodutivo de Espécies Arboreas

A reproducdo em espécies arbéreas ocorre de dois modos
sendo; sexual onde ocorre a fusdao de gametas (meiose) para formagao
do embrido e posterior semente, e assexual ou vegetativa onde a
formacdo de novas plantas ocorre através de Orgdos vegetativos
especializados, ou seja, as plantas se originam por divisdo celular
(mitose) em oOrgaos vegetativos como tubérculos, raizes, estacas,
meristemas etc.

As plantas em que ocorre a fusdo de gametas, ou de

reproducdo sexual, sdo classificadas entre as autbgamas, mistas e
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alébgamas. As autbgamas sdo aquelas que preferencialmente (acima de
95%) realizam a autofecundacédo e s&o caracterizadas pela homozigose.
As plantas albgamas, necessariamente realizam polinizacdo cruzada,
onde o grado de polen de uma planta fertiliza o 6vulo de uma flor de outra
planta, sdo caracterizadas pela heterozigose e endogamia. As plantas de
sistema reprodutivo mistas, também denominadas intermediarias, sdo as
espécies que realizam fecundacao cruzada e autofecundacéo simultanea
(EBERT et al., 2012, COSTA et al., 2003).

Em espécies hermafroditas, o sistema de reproducdo €
determinado por fatores genéticos, como grau de incompatibilidade, e
fatores ecolégicos, como héabito do polinizador, fenologia floral, aborto
seletivo de frutos e densidade da populacdo (MURAWSKI & HAMRICK,
1992).

Os estudos sobre o sistema reprodutivo de espécies arbéreas
€ de essencial importancia para o entendimento das interacdes
ecologicas promovidas no ambiente floresta. A composicdo da estrutura
genética das populagbes é diretamente influenciada pelo sistema de
cruzamentos e fluxo génico. Desse modo, determinam como as especies
se reproduzem diretamente, fornecendo subsidios para programas de
melhoramento, conservagcdo genética e manejo sustentavel. O modo de
reproducdo de uma espécie e 0 seu sistema de cruzamento determinam
como a variabilidade genética se organiza no espaco e no tempo.

Seoane et al. (2000), estudando o sistema reprodutivo e o fluxo
génico em populacdes de espécies arboreas florestais verificou que a
reducdo do habitat natural e consequente isolamento espacial,
apresentavam consequéncias negativas no sistema reprodutivo.

Costa & Scariot (2003) relatam que populacdes de espécies
nativas vegetando em areas de continuo processo de fragmentacao
podem desenvolver estratégias de sistema reprodutivo misto.

Uma das mais significativas caracteristicas da reproducéo
sexuada em plantas é que esse mecanismo produz uma enorme
variabilidade genética nas populacdes naturais, o que, até certo ponto,

ajuda na manutencao dessa variabilidade (RAVEN et al, 2007).
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Seoane et al. (2000) citam que o sistema reprodutivo é
determinante na distribuicdo da variabilidade genética entre e dentro das
populacdes, pois determinam a forma de cruzamento e as sindromes de
dispersdo de polen e sementes. Tais fatores permitem explicar o
comportamento dos alelos nas populagdes.

Segundo Hamrick et al. (1993) a densidade das &rvores em
uma populacdo natural, ou 0 espacamento destas em um pomar de
sementes, influencia o ndmero de genitores masculinos que podem
participar de um cruzamento, sendo que a frequéncia de fecundacgbes
cruzadas, em plantas com sistema misto de cruzamento (plantas que
combinam alogamia e autogamia em diferentes propor¢des) tendem a ser
mais altas em populacdes mais densas (ADAMS et al. 1989).

A caracterizagdo do sistema de cruzamento, permitem o0
delineamento de estratégias que otimizem a amostragem da variabilidade
genética e a adocdo de modelos genéticos e estatisticos apropriados para
a estimativa de parametros genéticos. As espécies aldégamas mantém a
maior parte da sua variacdo genética dentro das suas populacgées,
enquanto que, em espeécies autbgamas, esta variagdo encontra-se entre
populacdes (HAMRICK et al 1993). O sistema misto de reproducéo, por
sua vez, prediz variabilidade genética intermediaria entre espécies de
autofecundacdo e alégamas, sendo o potencial de diferenciacdo entre
populacbes variavel em funcdo do balanco dessas duas formas de
reproducédo (LOVELESS & HAMRICK, 1984).

O sistema reprodutivo das espécies arboreas pode ser
caracterizado basicamente por dois modelos: o modelo aleatério e o
modelo misto de reproducdo. O modelo aleatério € o modelo de equilibrio
de Hardy-Weinberg e de acordo com Sebbenn (2001), este modelo
demonstra o principal problema de transmissdo dos genoétipos em
populacdes, ou seja, a distribuicdo das frequéncias génicas surge de uma
geracao para outra.

A conjectura de cruzamentos aleatorios determina um padréo
referencial, facultando comparagbes entre cruzamentos observados em
populacées experimentais. O modelo misto de reproducéo é o mais usado

para a avaliacdo do sistema de reproducdo em plantas, utilizando
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técnicas de marcadores genéticos, dividindo o processo de reproducao
em dois componentes: cruzamentos aleatorios e autofecundacao
(CLEGG, 1980).

A fragmentacéo florestal tem reduzido a densidade entre e
dentro de populacdes arboreas, afetando diretamente o sistema
reprodutivo das espécies. A pressdo exploratéria de espécies de interesse
econdbmico, principalmente das madeireiras, podem alterar a biologia
reprodutiva natural, interferindo no fluxo génico dessas populacées,
alterando o tamanho populacional, e como consequéncia aumento da
frequéncia de cruzamentos endogamicos nas populacdes remanescentes.

O estudo do sistema reprodutivo pode fornecer informacdes
importantes sobre os padrées de cruzamentos, a dindmica dos processos
microevolucionarios e quais as melhores formas para a conservagao e
manejo dessas espécies.

O tamanho efetivo das populacdes (Ne) é algo muito pouco
conhecido e esta intimamente ligado a manutencdo da variabilidade
genética. A extincdo de populacBes abaixo do seu tamanho critico se
daria principalmente devido a endogamia e a incapacidade da populacao
se refazer depois de um disturbio ambiental. Assim, € importante entender
guantos individuos adultos formam uma populacdo minima viavel
geneticamente a curto e longo prazo. Sebben (2005), cita que para
espécies aldgamas seria um parametro fundamental de definicdo de
sustentabilidade. Nesse sentido um referencial internacional para
reservas genéticas recomenda uma populacdo de 500 individuos nao
aparentados, tradicionalmente esse numero é embasado no tamanho
efetivo de populacdo (Ne), e se refere ao nimero de individuos com
determinada probabilidade para n&o ocorréncia de problemas genéticos
associados a deriva genética e endogamia.

Segundo Vencovsky (1992) através do tamanho minimo de
populacdes, aplicados a espécies de determinados grupos especificos,
poder-se-ia identificar espécies indicadoras, que pudessem ser

reconhecidas em quaisquer florestas tropicais.
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4.4 Diversidade Genética em Espécies Arboéreas

A diversidade genética refere-se a variacdo dos genes dentro
das espécies e sua estrutura corresponde a diversidade de gendtipos e
sua abundancia ou a variacdo dentro das populacdes. Alta diversidade
genética é vantajosa quando o ambiente é instavel e imprevisivel, pois
permite a adaptacédo da populagdo as intervengfes naturais ou antropicas
atraveés da selecéo de genotipos (BERG, 2001).

Hamrick et al. (1992) relatam que os niveis de diversidade
genética sdo mais elevados em espécies arbdreas do que em qualquer
outro tipo de plantas, principalmente devido aos variados sistemas
reprodutivos, sindromes de polinizacdo, dispersao e retro cruzamentos.

Conhecer como a diversidade genética se distribui dentro das
populacées torna-se uma ferramenta imprescindivel para a perpetuacao
das espécies sobre regime de manejo florestal, objetivando a certificacao
de que o tamanho dessa diversidade néo reduza abaixo do limite minimo
tolerado (BOTREL & CARVALHO, 2004).

A importancia da diversidade genética na perpetuacdo das
espécies arboreas € amplamente defendida, porém muitas vezes
negligenciada. Os ganhos genéticos a um longo prazo dependera
diretamente da diversidade genética, que tende a ser prejudicada pela
selecéo intensiva em populagdes pequenas e fragmentadas. A resposta
continua da selecédo em tais populacdes podem diminuir rapidamente se a
reproducdo for afetada por intensas exploracées.

Uma das formas de se estudar a diversidade dentro das
espécies vegetais é a diferenciacdo genética entre e dentro de
populacées (FERREIRA E GRATTAPAGLIA., 1998, TORRES et al., 2000;
SANTOS et al., 2004).

A diversidade genética refere-se a variacdo dos genes dentro
das populacdes de espécies, e sua estrutura corresponde a diversidade
de gendtipos e sua abundéancia ou a variacédo dentro das populacdes. Alta

diversidade genética € vantajosa quando o ambiente é instavel e
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imprevisivel, pois permite a adaptacdo da populacdo &s intervencgdes
naturais ou antropicas, através da selecdo de gendtipos (BERG, 2001).

A variabilidade genética em populacdes florestais é resultado
do processo evolutivo, é caracterizada pela adaptacédo dos individuos ao
meio. As mudancas na carga hereditaria bem como as alterac6es no meio
podem ocasionar fortes alteragBes genéticas, ao ponto de desenvolver
uma nova espécie totalmente isolada e incompativel a qual lhe deu
origem (PIRES et al., 2011).

Estudos de diversidade e autocorrelagdo genética espacial
foram realizados em duas populacbes de Ocotea odorifera sob
fragmentos florestais, sendo uma de 30 ha e outra de 166 ha, na regido
de mata atlantica no estado de Sdo Paulo. Os resultados obtidos para a
espécie estudada detectaram baixos niveis de divergéncia genética entre
as duas populacdes e altos indices de diversidade genética
intrapopulacional. Esses resultados representam a magnitude dos indices
de diversidade e de fixacdo, e sdo comuns para espécies aldogamas ou de
sistema de cruzamento misto, entretanto a populagéo do fragmento de 30
ha apresentou tendéncia a aleatoriedade na distribuicdo espacial dos
gendtipos, conquanto a populacdo maior apresentou indicios de
estruturacdo genética espacial para pequenas distancias (KAGEYAMA et
al., 2003).

Vieira (2005) estudando a diversidade genética entre e dentro
de populagdes de Protium spruceanum em remanescente e corredores de
vegetacdo em Minas Gerais, verificou altos niveis de diversidade genética
dentro e baixos indices entre as popula¢des estudadas.

A distribuicdo da variabilidade genética entre e dentro de
populacdes esta intimamente relacionada as sindromes de dispersao de
polen e sementes, ao sistema reprodutivo das espécies e aos fatores
ambientais que influem nos padrdes de distribuicdo dos individuos dentro
de uma populacao considerada (COSTA & SCARIOT 2003, EPPERSON,
2003; SEBBEN et al., 2011).

Soares et al. (2008), avaliando o padrao espacial da
variabilidade genética intrapopulacional de Dipterix alata por meio de

marcadores moleculares RAPD verificaram que a espécie forma grupos
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de vizinhanga com estruturagdo endogamica, ou seja, existe uma relagcéo
entre a agregacdo das arvores dentro das populacbes e o tamanho da
area do grupo vizinho.

Sebbenn et al. (2000), estudando os efeitos do manejo florestal
na estrutura genética de populacdes de Tabebuia cassinoides, verificaram
através dos resultados obtidos que a exploracéo da espécie sobre regime
de manejo causa a perda de alelos raros, reducdo da diversidade

genética e aumento da endogamia.

4.5 Conservacado Genética em Espécies Arboreas

As regibes de floresta tropical nho mundo estdo sujeitas a
exploracdo de seus recursos, inevitavelmente causardao a fragmentacao
florestal em diferentes ordens de magnitude (DOUROJEANNI e PADUA,
2001; BIERREGAARD et al., 1992). A fragmentacédo florestal provoca
uma descontinuidade da distribuicdo bidtica original, acarretando a
reducdo de habitats disponiveis as plantas e animais (ROSADO &
CARVALHO, 2001).

A caracterizacdo da variabilidade genética e o conhecimento
da dindmica de fluxo dos alelos em uma populacéo, fornecem subsidios
necessarios para a execucdo de estratégias que tratam de otimizar o
aproveitamento em programas de melhoramento e de conservacao
genética (RAJORA, 1999). Para a perpetuacdo das populacbes naturais
de espécies arboreas, pressupde-se a manutencdo da dindmica espacial
e de sua estrutura genética, bem como as interagdes ecologicas da
comunidade (TORIBIO & CELESTINO, 2000).

Ainda na década de 80 conceitos foram apresentados no
sentido de estabelecer normas técnicas de conservacdo genética. A
proposta de conservacao genética é baseada em principios consistentes

em genética de populacdes, o que fornece subsidios necesséarios ao
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conhecimento da variabilidade genética natural das espécies e sua
distribuicdo entre e dentro das populagdes.

Roche & Dourojeanni (1984), definiram o significado de
conservagao in situ como sendo o local onde as plantas e seus genitores
imediatos se desenvolvem, ou seja, a manutencdo de um povoamento
maduro e de sua regeneracdo natural seria considerada in situ. A
conservagao ex situ seriam povoamentos artificiais como plantios
florestais com carater de conservacao, bem como materiais protegidos em
herbarios e bancos de germoplasma.

O principal objetivo da conservacao in situ € a manutencao
continua do ecossistema, buscando conservar o germoplasma e a
diversidade genética de populacBes naturais. A diversidade genética
expressa a distincdo entre as frequéncias alélicas nas populacdes
(FALCONER, 1987), e o seu conhecimento permite estabelecer
estratégias racionais de manutencdo da variabilidade genética e da
capacidade de evolucdo natural das populacdes de espécies (PAIVA,
1998).

46 Marcadores Moleculares

A amplificacéo das cadeias de DNA é um tema fascinante, que
rendeu a Kary B. Mullis e Michael Smithe o prémio Nobel de Literatura em
1993, pelo grande impacto cientifico do desenvolvimento das técnicas de
Reagdo em Cadeia da Polimerase em 1985 (FERREIRA E
GRATTAPAGLIA, 1998; NEWTON et al.,, 1999). Basicamente a PCR
consiste da amplificagdo de fragmentos da molécula de DNA ou RNA
localizado entre regides de sequéncias conhecidas, as quais sao
flanqueadas por um par de oligonucleotideos que hibridizam em direcdes
opostas a sequéncia alvo (ROSADO & CARVALHO, 2001).

Através de ciclos repetidos de desnaturagdo, anelamento do

primer e a extensdo pela DNA polimerase, produz-se fragmentos em
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escala exponencial, sendo que cada nova molécula sintetizada em um
ciclo é utilizada como molde no ciclo seguinte (BOREM, 2009).

O grande entrave ocorrido no passado no uso da PCR era a
necessidade do conhecimento prévio sobre as sequéncias dos
nucleotideos. Os custos elevados para a obtencao de primers especificos
limitavam a aplicacdo de novas técnicas (FERREIRA E GRATTAPAGLIA,
1998).

Um novo avanco na area de marcadores moleculares
baseados em PCR ocorreu na década de 90, com a ideia da utilizagdo de
primers mais curtos e de sequéncia arbitraria para dirigir a reacdo da
amplificacdo, sem a necessidade de conhecimento prévio da sequéncia
alvo (FERREIRA E GRATTAPAGLIA, 1998; ROSADO & CARVALHO,
2001). Este processo foi desenvolvido paralelamente por dois grupos de
cientistas, Williams et al, (1990) e Welsh & McClelland (1990); nos quais
utilizaram-se de primers decameros como iniciador do processo de
amplificacdo, reproduzindo um polimorfismo detectado sob forma de
presenca ou auséncia de banda de DNA, sendo portanto, de expressao
dominante (BOREM, 2005).

A técnica ficou conhecida como RAPD (Rapid Amplified
Polymorphic DNA), e tem sido amplamente utilizada para a construgéo de
mapas genéticos, analises de diversidade genética em populacdes
naturais, estudos em filogenia, identificacdo de variedades e bancos de
germoplasma (HEINZE et al., 1996; BOREM, 2005).

Os marcadores RAPD destacam-se entre os marcadores
moleculares principalmente pela simplicidade na sua utilizacéo, por serem
aplicaveis a uma grande variedade de espécies e por permitir realizar-se
analises em um grande numero de locos (ZUCCHI, 2002)

A técnica de RAPD tem se mostrado eficiente para estudos de
diversidade genética intraespecifica, proporciona uma analise segura, e
reduz consideravelmente o tempo e consequentemente 0S custos No Uso

de marcadores moleculares para analises genéticas (TARDIM, 2001).
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CAPITULO 1
RESUMO

EBERT, Alexandre. Distribui¢cdo espacial de Mezilaurus itauba (Meisn.)
Taub. ex Mez, em floresta da Amazo6nia meridional mato-grossense.
2013. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Florestais e Ambientais) —
Universidade Federal de Mato Grosso, Cuiaba-MT. Orientador: Prof. Dr.
Reginaldo Brito da Costa.

A compreensdo da distribuicdo espacial de arvores em uma floresta
constitui em uma excepcional ferramenta para responder questdes
fundamentais de ecologia, subsidiando estratégias de conservagao
genética e praticas sustentaveis de manejo dos recursos florestais. O
presente estudo objetivou avaliar os padrdes de distribuicdo de individuos
para uma populacdo de Mezilaurus itauba, fornecendo informacdes sobre
0 arranjo espacial para a espécie estudada. Com o desenvolvimento de
softwares de Sistemas de Informacbes Geograficas e de técnicas mais
elaboradas de estatistica, estudos da distribuicdo pontual que
representam processos estocésticos tém sido comumente utilizados.
Técnicas de analise espacial associados a pacotes estatisticos podem
determinar se ha a existéncia de aglomerados de eventos e se estao
relacionados a fatores ambientais e genéticos. As coordenadas de
localizacdo das arvores que caracterizam a localizacdo de um evento
geram envelopes que definem a associacdo de uma populacdo em
determinada area, e podem ser analisados empregando técnicas de
andlise estatistica e de sistema de informagBes geograficas. A funcdo K
proposta por Ripley trata-se de uma andlise estatistica descritiva
representada por graficos que estabelece através da distribuicdo de
Poisson e de simulagcbes de Monte Carlo envelopes de confianca que
descrevem o padrédo de distribuicdo espacial, sendo muito utilizada em
estudos em floresta tropical. Os resultados obtidos sugerem um padréo
de aleatoriedade espacial com tendéncia a agrupamentos para 0S
individuos classificados como adultos, e de completa aleatoriedade
espacial para os individuos classificados como jovens. A definicdo dos
padrées de distribuicdo analisados estatisticamente através da funcdo K
de Ripley podem fornecer subsidios a programas especificos de manejo
para espécies afins, nos quais a espécie em estudo poderd servir de
modelo para exploracdo das espécies nativas em areas de florestas da
Amazonia meridional.

Palavras-chave: Fun¢éo K de Ripley; Manejo Florestal; Conservacédo da
biodiversidade; Estrutura horizontal.
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ABSTRACT

EBERT , Alexandre . Spatial distribution of Mezilaurus itauba (Meisn.)
Taub. ex Mez in forest Mato Grosso southern Amazon . 2013.
Dissertation ( MSc in Forestry and Environmental Sciences ) - Federal
University of Mato Grosso , Cuiaba - MT . Advisor: Prof. . Dr. Reginaldo
Brito da Costa.

Understanding the spatial distribution of trees in a forest constitutes an
exceptional tool to answer fundamental questions of ecology, supporting
strategies for genetic conservation and sustainable management practices
of forest resources. The present study aimed to evaluate the distribution
patterns of individuals in a population of Mezilaurus itauba, providing
information about the spatial arrangement of this species. With the
development of software for Geographic Information Systems and more
elaborate statistical techniques, studies of point pattern representing
stochastic processes have been commonly used. Spatial analysis
techniques associated with statistical packages can determine if the
existence of clusters of events and are related to environmental and
genetic factors. The location coordinates of trees that characterize the
location of an event generate envelopes that define the association of a
population in a given area, and can be analyzed using statistical analysis
techniques and geographic information system. The K function proposed
by Ripley it is a descriptive statistical analysis represented by graphs lying
by the Poisson distribution and Monte Carlo simulations envelopes
confidence that describe the spatial distribution pattern, commonly used in
studies in tropical forest. The results suggest a pattern of spatial
randomness -prone groups for individuals classified as adults, and
complete spatial randomness for individuals classified as youth. The
definition of distribution patterns statistically analyzed by Ripley's K
function can provide subsidies to specific management programs to
related species, in which the species under study could serve as a model
for exploitation of native species in areas of the southern Amazon forests.

Keywords: Ripley K function; Forest Management, Conservation of
biodiversity; horizontal structure.
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1 INTRODUCAO

A floresta amazodnica tem papel fundamental no controle dos
ciclos biogeoquimicos do planeta, realizando importantes trocas de
energia, umidade e massa entre a superficie continental e a atmosfera
(DAVIDSON et al, 2012; ROCHA et al, 2012). Além disso, a
biodiversidade encontrada na AmazoOnia corresponde a ndo menos que
50% de toda biodiversidade encontrada no restante de todo planeta
(MYERS et al., 2000; CDB, 2011).

Conter a perda de biodiversidade € um dos maiores desafios
da comunidade cientifica nos ultimos anos. O desmatamento e a
fragmentacdo florestal, ocasionados pela expansdo da fronteira
agropecudria e a exploracdo seletiva de madeiras, tem gerado perdas
irreparaveis no que concerne aos fatores ecologicos e genéticos de
manutencdo da biodiversidade de espécies amazonicas (LAURANCE E
PERES, 2006; BROADBENT, 2008; ASNER et al., 2009)

A escassez de estudos sobre estrutura e diversidade tem sido
apontada como a grande deficiéncia nas pesquisas em ecologia e
manejo, pois deles dependem os esperados avancos da ciéncia e na
conservacao dos ecossistemas (DURIGAN, 2012; FAO, 2012)

O padrao espacial de espécies arboreas é uma questao chave
para estudos em ecologia florestal, vital para o entendimento de como
determinada espécie usa 0s recursos disponiveis, e sua funcdo no
sucesso do estabelecimento e reproducdo (CONDIT et al., 2000). E
determinado pela densidade das fontes de sementes, sindromes de
dispersdo e pelos processos poés-dispersao. A densidade das fontes de
semente, por sua vez, € determinada pela densidade de individuos
potencialmente reprodutivos e pelo sistema reprodutivo da espécie
(BLEHER et al., 2002).

O padrdo de distribuicdo espacial das arvores de uma
populacdo tem aspecto de grande relevancia no manejo florestal, ela
revela como os individuos se organizam horizontalmente no ambiente,

sendo que essa organizagao esta relacionada com as interacdes entre
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fatores bibticos e abidticos que controlam a dindmica dos processos
ecolégicos dentro de uma populacdo (CAPRETZ, 2004; SILVA, 2008).

Basicamente as espécies arboreas estdo distribuidas em trés
padrées, sendo: uniforme, aleatério ou agregado (SILVA et al.,, 2012;
BEGON et al., 2006). Odum (1993) sita cinco tipos de padrdes espaciais
que ocorrem na natureza, sendo: aleatorio, regular, agregado-aleatério,
agregado-regular e agregado-agregado.

Existem varios métodos de andlise do padrdo através de
medidas de distancias, na maioria sdo baseados em distancias ou areas e
tratam apenas da simples contagem dos individuos dentro de parcelas ou
na busca pelo vizinho mais préximo (DALMASO et al.,, 2012). Séo
chamados métodos de distancia porque utilizam medidas por meio de
duas abordagens gerais: 1. Selecdo aleatéria de individuos de uma
populacdo medindo a distancia entre individuos vizinhos mais proximos;
2. Selecéo aleatéria de pontos especificos e localizacdo e medicdo da
distancia entre os individuos da populacdo (KREBS, 1999). Conguanto
Sterner et al. (1986) ja relatavam na época da publicacdo de seu artigo
que o0 uso deste métodos acaba ocasionando na perda de dados em
escalas maiores, considerando apenas as informacdes em escalas
menores de distancias, o0 que provoca a perda de informacdes
importantes ao entendimento do padrao de distribuicdo das espécies
estudadas.

A funcdo K de Ripley é uma estatistica descritiva do padrao
espacial, sendo uma das ferramentas mais apropriadas em analises do
padrdao espacial de florestas sobretudo quando s&o conhecidas as
coordenadas das arvores (DRUCK et al.,, 2004; SILVA et al., 2012),
permitem avaliar o grau de interacdo entre arvores de uma populacdo ou
comunidade (PENTTINEN et al.,, 1992). O método avalia como o0s
padroes espaciais de qualquer evento em diferentes escalas
simultaneamente ocupam um determinado espaco (CAPRETZ, 2004) e
corresponde ao numero esperado de pontos dentro de um circulo com
raio ( r ) centrado em um ponto de referéncia arbitrario dividido pela

intensidade (A\) do padrao.
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Os impactos do manejo sobre a distribuicdo espacial
remanescente pode alterar os mecanismos de reproducdo das espécies.
Por serem pouco documentados, ha preocupacédo de que 0S processos
reprodutivos como o fluxo de pdlen, sejam prejudicados por alteracbes
significativas na dindmica de clareiras resultantes da exploragéo (CUNHA,
2003).

A exploracdo de madeiras em manejo florestal reduz
significativamente a densidade das arvores, e consequentemente
aumenta a distancia entre os individuos remanescentes, o que ocasiona
em prejuizos no sistema reprodutivo e no fluxo de poélen entre individuos
(MURAWSKI & HAMRICK, 1991; ROUBIK & DEGEN, 2004).

Avaliar como os individuos se distribuem em uma populacéo é
questdo chave para o entendimento de como determinada espécie se
estabelece e se reproduz em um ambiente (CONDIT et al.,, 2000;
DALMASO et al., 2012). Fornece subsidios que estabelecem medidas e
técnicas que devem ser associadas ao manejo florestal e que podem
prever aspectos na conservagdo da diversidade genética de uma
populacdo (CAPRETZ, 2004, LAW et al., 2009).

Com isso o presente estudo tem por objetivo analisar a
estrutura espacial de uma populacdo de Mezilaurus itauba, e descrever
como 0s mecanismos de reproducdo podem ser influenciados pela

exploracdo madeireira sobre regime de manejo florestal madeireiro.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coletade dados

Para definicdo do desenho da pesquisa primeiramente foi
estabelecido os procedimentos para a coleta de dados. Através da
elaboracdo de mapas foi realizado o micro zoneamento da é&rea. O
mapeamento foi realizado utilizando o Software ArcGis 10, vetorizando a
area com auxilio de imagens de satélite Spot. Em mé&os do mapa da area
de estudo, iniciou-se a campanha de campo. Foram delimitadas faixas de
50 m de largura (eixo x), e média de 1800 m de comprimento (eixo Y)
resultando em 18 faixas numa area total de 185,00 hectares. Por essas
faixas foi realizado o censo 100%. Percorreu-se a extensao das faixas em
busca de exemplares de Mezilaurus itauba que compreendessem o
didmetro a altura do peito (DAP) minimo de 30 cm, e através de planilha
eletrbnica inserida em um GPS Juno (Handheld), foi possivel fazer as
anotacdes dos dados definidos preliminarmente, sendo: coordenadas
cartesianas (X e Y), o diametro a altura do peito DAP, a altura comercial
(HC) e total (HT), a fitossanidade e qualidade do fuste e a localizacao
geografica das mesmas.

Foram medidos todos os individuos > 30 cm de DAP, gerando
0 censo 100% para das arvores inventariadas. As alturas comerciais e
totais foram obtidas com mensuracao direta através da utilizacdo de um
clinbmetro eletrénico “Haglof”, que fornece os valores referentes a altura
de maneira direta sem a necessidade de realizar calculos posteriores.

A identificacdo da espécie foi realizada por mateiros da regido,
entretanto foram coletadas amostras de material para a confeccéo de
exsicatas as quais foram comparadas a arquivos bibliograficos, e ao
herbario central da Universidade Federal de Mato Grosso para

certificacdo na identificacdo da espécie..

42



2.2 Andlise dos dados

Para a andlise dos dado obtidos foram determinados dois
grupos, sendo: arvores classificadas como remanescentes (Grupo 1) (<
50cm de DAP) e destinadas ao corte (Grupo 2) (>50cm de DAP).

Para a analise estatistica foi utilizado o software estatistico “R”
verséo 3.0.1, objetivando os testes para fungéo K (h) proposta por Ripley
(1977, 1981, 1988). A funcéo k de Ripley corresponde a uma funcao de
densidade que considera as variancias de todas as distancias entre todos
os eventos (HAASE, 1995).

A andlise é exibida graficamente objetivando a facilitacdo da
visualizacado dos desvios em relacdo a hipétese nula, onde determinou-se
em graficos a abscissa que corresponde as distancias definidas, e a
ordenada a funcdo transformada L (m) da funcdo K(m) de Ripley,
avaliando a relacdo entre os pares de eventos a cada distancia
estabelecida.

A analise da funcéo K foi utilizada para avaliacdo das arvores
com DAP abaixo de 50 cm e maiores que 50 cm, processadas
separadamente, os envelopes de confianca foram construidos obtendo os
valores maximo e minimos gerados através de simula¢cbes Monte Carlo.
O numero de simulacdes varia de acordo com a precisdo requerida, por
exemplo, Cunha (2003) cita em seus trabalhos que, para se obter
envelopes de confiangca aproximado de 5%, 19 simulacbes foram
utilizadas e para um envelope de confianca de 1%, 99 simulacfes seriam
necessarias, € quando o numero de arvores nao € tdo grande 1000
simulagbes sdo necessarias para se obter um nivel de probabilidade
aceitavel.

Para os mapas propostos neste trabalho definiu-se o modelo
da completa aleatoriedade espacial (CAE) realizando 1000 simulacdes
Monte Carlo para a= 0,01 com os limites de confianga, gerou-se
envelopes com valores maximos e minimos. Estes valores correspondem
aos limites de confianga inferior e superior dos envelopes. A fungdo K

reproduz uma linha simples que estabelece como a populacgéo se distribui
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dentre os valores inferiores e superiores do envelope, sendo que 0s
valores dentro do envelope referem-se a completa aleatoriedade, acima
da linha superior com agrupamento ou agregadas, e abaixo da linha
inferior de uniformidade espacial. A hipétese testada € a de completa
aleatoriedade espacial e para satisfazé-la sdo construidas pela simulacéo
do processo homogéneo de Poisson.

Determinaram-se circulos de raio entre 10, 20 e 30 m para
analise gréafica gerada, sendo que estas distancias foram definidas para
as diferentes situacbes de tamanho em cada evento contabilizando o
namero de individuos dentro desse circulo.

Para ilustracdo das atividades executadas no presente estudo

foi confeccionado um fluxograma esquematico (Figura 2.).
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Figura 2 - Fluxograma do procedimento e etapas da pesquisa.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao todo foram levantados 229 individuos distribuidos a toda
extensdo da area de estudo, portanto a abundancia total foi de 229
individuos distribuidos em uma frequéncia relativa de 100% (Figura 3), ou
seja, em todas as faixas foi localizada pelo menos um individuo da

espécie estudada.
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Figura 3 - Mapa de distribuicdo pontual geogréafica de todas as arvores da
espécie Mezilaurus itauba inventariadas na area em estudo. Observa-se
gue em todas as faixas foram obtidos dados de individuos que demonstra
a frequéncia de 100%.

Os individuos inventariados foram subdivididos em gupos,
sendo: Grupo 1: individuos destinados ao corte, que apresentaram
didmetro a altura do peito (DAP) > que 50 cm; e Grupo 2: individuos
remanescentes ou seja DAP < que 0,49 m. A abundancia total dos
individuos de corte foi de 156 arvores, e de individuos remanescentes de
73 arvores.

A distribuicdo da abundancia de individuos dentro dos grupos
€ atipica quando comparada a outras espécies da comunidade. Costa &
Mantovani (1995), descrevem a distribuicdo de frequéncia dentro das

classes de tamanho em forma de J invertido em varias espécies,
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registrando um grande numero de individuos nas classes inferiores
diminuindo gradativamente quando se aumenta de tamanho. Esses
mesmos resultados também sdo descritos por Severiano et al., (2011) e

por Dalmaso et al., (2012).

o= = mv o eve mvik i ©Ix

(o2}
o

49

(%4}
o

N
o

25 24 23
20

Abundancia
w
o

N
o

16 15

[y
o

Classes diamétrica

Figura 4 - Histograma da abundancia absoluta da distribuicdo diamétrica
nos individuos da populacdo de Mezilaurus itauba inventariados para o
estudo do padrao de distribuicdo espacial. o eixo Y refere-se ao numero
total de individuos nas respectivas classes diamétricas eixo X. Classe |
DAP 30-40; classe Il 40,1-50; classe Ill 50,1-60; classe IV 60,1-70; classe
V 70,1-80; classe VI 80,1-90; classe VIl 90,1-100; classe VIII 100,1-110;
classe IX > que 110.

3.1 Padrbes Espaciais Para as Classes de Tamanho

3.1.1 Distribuicdo pontual

As coordenadas (x e y) obtidas no censo 100% transmitem
num plano ortogonal cartesiano a localizagcdo espacial dos eventos, ou

seja, das arvores. Com a utilizacdo do software Arcgis 10 gerou-se um
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mapa de distribuicdo dos pontos, georreferenciados e devidamente
localizados geograficamente. A distribuicdo destes pontos conforme sua
localizac&o permite gerar o mapa de distribuicdo pontual, possibilitando a
visualizacdo direta de uma distribuicdo aleatéria para as de arvores
inventariadas, com a formacgéao de pequenos grupos aglomerados (Figura
5.).
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Figura 5 - Mapa de distribuicdo espacial para o total de eventos (229
arvores), jovens e adultas utilizando o raio em diferentes escalas.
Formacéo de faixas continuas, com aglomerados e vazios.

Para verificar a distribuicdo dos individuos caracterizados como
arvores de corte selecionaram-se apenas as arvores de maiores
didametros. Verifica-se uma distribuicdo aleatéria formando pequenos
grupos, porém dispersos pela area total, o que sugere uma distribuicdo
aleatéria com tendéncia a agrupamento (Figura 6). A irregularidade na
distribuicAo desses aglomerados pode estar relacionada a fatores
ambientais como tipologia de solo e ou sindromes de dispersdo de
sementes. A parte superior do mapa sugere aleatoriedade espacial entre
os individuos com poucos agrupamentos e um numero reduzido de

arvores em um raio de dispersdo maior.
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Figura 6 — Distribuicdo espacial para os individuos adultos inventariados
(156 arvores) para o estudo dos padrbes espaciais daa populacdo
estudada.

Quando se objetivou analisar a distribuicdo espacial dos pontos
que representam as arvores remanescentes, determinando distancias do
raio semelhante ao testado nas arvores de corte, observou-se um
acentuado declinio na abundancia de individuos, revelando um padrao
aleat6rio na distribuicdo dos individuos (Figura 7), a frequéncia manteve-
se em 100% ou seja, todas as faixas foram observadas individuos
remanescentes, essa distribuicAo sugere que as inter-relacdes
reprodutivas podem ser prejudicadas caso a area seja explorada nos
moldes das normas estabelecidas pela legislacdo vigente. O fluxo de
polen pode ser comprometido devido ao aumento da distancia entre os

eventos.
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Figura 7 - Mapa de distribuicdo espacial utilizando o raio em diferentes
escalas, para os eventos classificados como arvores jovens (73 eventos)
de Mezilaurus itauba.

Esses resultados diferem dos publicados por Capretz et al.,
(2004), onde foi observado um padrdo agregado para espécies florestais
em diametros menores e um padrao aleatério para individuos com
didmetros maiores.

Vérios fatores fisicos e ou biolégicos podem estar relacionados
a distribuicdo observada para a espécie na populacdo em estudo. A
tipologia de solos, a disponibilizacdo de nutrientes, a competicao
interespecifica influencia diretamente no estabelecimento das espécies
em uma comunidade (MIYAMOTO et al,.2003; BUDKE et al., 2007).

3.1.2 Padréo de distribuicéo pela funcao K de Ripley

Como foi descrito anteriormente, o padrédo de distribuicdo

aleatério na andlise pontual era sugerida em todas as escalas de
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distancias do raio. Hubbell (1979) cita em seu trabalho que para florestas
tropicais € comum o padrdo de distribuicdo agregado nas populacdes
arboreas.

Para as andlises realizadas na populacdo estudada ocorre
basicamente a distribuicdo aleatéria, porém observando-se a linha de
tendéncia da funcéo K de Ripley percebe-se um comportamento da curva
ultrapassando a linha superior do envelope de confianca, com tendéncia
ao padrédo agregado, o que sugere condi¢cdes microclimaticas favoraveis
ao estabelecimento da populacdo em determinados locais.

Na analise da dependéncia espacial entre os individuos de
toda a populacao estudada, arvores de corte e remanescentes, observa-
se uma distribuicdo aleatdria com tendéncia ao agrupamento. As linhas
pontilhadas estabelecem os limites do envelope de intervalo de confianca
com 1000 simulacdes de Monte Carlo.

Quando se definiu o raio de distancia em 10 m verificou-se uma
distribuicdo aleatéria para a espécie de Mezilaurus itauba, com o0s pontos
inteiramente dispostos dentro do envelope de confianca e nao
ultrapassando a linha superior que determina o padrdo de distribuicéo
agregado (Figura 8a). Alterando-se o raio para 20 e 30 m 0s pontos
distribuiram-se dentro do envelope e em determinadas distancias
ultrapassaram os limites superiores, caracterizando uma leve atracdo de
tendéncia ao agrupamento da populacdo dentro desses raios (Figuras 8b
e 8c). Essa distribuicdo pode ser visualizada no mapa de distribuicao
pontual, verifica-se a ocorréncia de pequenos agrupamentos de 10 a 15

individuos préximos entre si, e que podem estar em coancestria.
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Figura 8 - Funcédo K (eixo y) de Ripley para diferentes distancias das
arvores de corte e remanescentes inventariados de Mezilaurus itauba, ( a
)L=10m; (b)L=20m; e(c)L =30m. As linhas pontilhadas
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correspondem aos limites (inferior e superior) de confianca, a linha cheia
corresponde as simulacdes realizadas dentro da populacéo.

Na andlise das arvores classificadas como individuos
remanescentes, definindo o raio de distancia entre 10 m verifica-se o
padréao de distribuicdo aleatorio. Nos raios de 20 e 30 m, observa-se uma
distribuicdo de completa aleatoriedade espacial (Figuras 9a; 9b; 9c), os
envelopes de confianca sao definidos por 1000 simula¢cées Monte Carlo e
permanecem dentro do intervalo de confianca, que determina a
aleatoriedade na distribuicdo estudada. Observa-se que a densidade de
arvores remanescentes € menor quando comparada as arvores de corte,
fato que pode estar relacionado as sindromes de polinizacdo e ou de
dispersdo de sementes. A distribuicdo aleatéria pode estar relacionada a
competicdo inter e intraespecifica, haja visto o padrdo com tendéncia a
agregado dos eventos tidos como arvores adultas estarem neste arranjo

de distribuicéo.
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Figura 9 - Funcédo K de Ripley univariada para diferentes distancias (L)
dos individuos jovens inventariados de Mezilaurus itauba, (a) L =10 m; (
b)L=20m;e(c)L=30m.
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Na andlise dos individuos agrupados como arvores adultas,
observa-se uma distribuicio aleatéria, ora com tendéncia ao agrupamento
(Figura 10b). A densidade de arvores de corte mostrou-se maior quando
comparada as arvores remanescentes. Ocorre uma reducédo exponencial
na reposicao do estoque natural dos individuos da espécie ao longo dos
processos de dinamica estrutural natural.

Ja quando se aumento o raio de analise (Figura 10a e 10c) o
padrdo espacial observado se mostrou aleatorio mantendo a linha de
tendéncia do grafico dentro do envelope de confianga, neste aspecto
pode-se inferir que a espécie apresenta competicéo intraespecifica, o que

pode inibir o desenvolvimento de individuos muito proximo entre si.
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Figura 10 - Funcado K de Ripley univariada para diferentes distancias (L)
dos individuos adultos inventariados de Mezilaurus itauba, (a) L =10 m; (
b)L=20m;e(c)L=30m.

CONCLUSOES

e O padrao espacial da populacédo estudada foi aleatorio com tendéncia
a agregado;

e As arvores jovens apresentaram um padrdo de completa
aleatoriedade espacial,

e A distancia entre &rvores jovens e adultas dentro da populacdo, com
uma frequéncia e densidade alta, permitem possiveis trocas de polen;

e A definicAo dos padrbes de distribuicdo analisados estatisticamente
através da funcdo K de Ripley fornecem subsidios a exploracéo
ordenada em planos de manejo de madeiras.

e Para Mezilaurus itauba na populacdo estudada, as normas vigentes
que estabelecem as diretrizes para a exploragdo de madeiras de
modo generalizado, comprometendo as estruturas ecoldgicas
reprodutivas e genéticas da espécie.

e Os resultados obtidos sugerem a necessidade de se realizar outros
estudos em areas adjacentes com a mesma tipologia florestal,
objetivando ampliar o entendimento relacionado ao padrdo de

distribuicdo espacial para a espécie Mezilaurus itauba.
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CAPITULO 2
RESUMO

EBERT, Alexandre. Diversidade genética em populacdo natural de
Mezilaurus itauba (Meisn.) Taub. ex Mez. 2014. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncias Florestais e Ambientais) — Universidade Federal de Mato
Grosso, Cuiaba-MT. Orientador: Prof. Dr. Reginaldo Brito da Costa.

Os estudos de diversidade genética em populagcfes naturais de espécies
florestais tem ganhado espaco nos ultimos anos. Considerando que a
biodiversidade esta diretamente envolvida a diversidade genética inter e
intrapopulacional, torna-se essencial se conhecer os padrbes genéticos
das populacdes exploradas economicamente. Neste estudo buscou-se
avaliar a diversidade da espécie Mezilaurus itauba em uma populacéo
natural, verificar como esta distribuida dentro dos grupos de arvores
adultas e remanescentes conforme determina as normas legais vigentes
para a exploragdo de madeiras em regime de manejo florestal. Os
resultados obtidos indicam que para a espécie estudada, dentro da
populacdo analisada, ocorreu 77,46 % de polimorfismo entre os locos
observados ocorrendo alta diversidade genética distribuida entre os
individuos jovens e adultos. Foi observado que alguns alelos
manifestaram-se somente no grupo das arvores adultas o que se pode
concluir que na exploracdo destas, alelos importantes poderdo ser
perdidos, caso ndo se considere o fator genético na manutencdo das
arvores remanescentes.

Palavras chave: Genética de populacdo, conservacado genética, manejo
florestal, indicadores ecolégicos.
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ABSTRACT

EBERT , Alexandre. Genetic diversity in natural populations of
Mezilaurus itauba (Meisn.) Taub. ex Mez. 2014. Dissertation ( MSc in
Forestry and Environmental Sciences ) - Federal University of Mato
Grosso , Cuiaba - MT . Advisor: Prof. . Dr. Reginaldo Brito da Costa.

Studies of genetic diversity in natural populations of forest species have
gained ground in recent years. Whereas biodiversity is directly involved in
inter-and intra-population genetic diversity, it is essential to know the
genetic patterns of populations exploited economically. In this study we
sought to evaluate the diversity of species Mezilaurus itauba in a natural
population, see how this distributed within groups of adult and remnant
trees as determined by the rules for the exploitation of timber in a forest
management regime. The results indicate that for this species, within
populations, was 77.46 % of polymorphism loci occurring between the
observed high genetic diversity distributed among young people and
adults. It was observed that some alleles are expressed only in the group
of mature trees which one can conclude that the holding of these
important alleles may be lost if they did not consider the genetic factor in
the maintenance of the remaining trees.

Keywords: Population genetics, genetic conservation, forest management,
ecological indicators.
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1 INTRODUCAO

A biodiversidade dos sistemas florestais manifesta-se de varias
formas, sendo a vegetacdo um dos bioindicadores de maior expressao
para estudos ecolégicos entre as espécies. Uma das formas de se
estudar a diversidade dentro das espécies vegetais é a diferenciacéo
genética entre e dentro de populagbes (FERREIRA & GRATTAPAGLIA
1998, TORRES et al., 2000; SANTOS et al., 2004).

Pires et al. (2011) citam a necessidade de programas de
conservacdo dos recursos genéticos em comunidades florestais
exploradas economicamente, sendo essa a Unica forma de se evitar no
futuro um colapso na cultura de vérias espécies florestais.

Naturalmente o equilibrio genético se manifesta em uma
populacdo com grande tamanho efetivo populacional, na auséncia da
migragao, mutacao e selecdo, de modo que mantenham constantes as
frequéncias alélicas e genotipicas entre uma geracdo e outra
(LOVELESS, & HAMRICK, 1984; PIRES et al., 2011).

Kageyama et al. (2003) descrevem a dificuldade de se incluir
um grande numero de espécies em estudos de diversidade genética
quando relacionado a gama de diversidade de espécies naturais das
florestas tropicais. Os autores sugerem gue se estabelecam espécies-
modelo que servirdo de representantes de um grupo comum nas
caracteristicas ecologicas e genéticas objetivando a conservacao in situ
da diversidade de uma populagéo especifica.

Roche & Dourojeanni (1984), definiram o significado de
conservacgao in situ como sendo o local onde as plantas e seus genitores
imediatos se desenvolvem, ou seja, a manutencdo de um povoamento
maduro e de sua regeneragao natural seria considerada in situ.

A conservacao ex situ se refere a manutencédo dos genes ou
complexos de genes em condic¢es artificiais, como plantios florestais com
carater de conservacado, bem como materiais protegidos em herbarios e
bancos de germoplasma (ROCHE & DOUROJEANNI 1984; PAIVA 1994).
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Um método que tem recebido destaque da comunidade
cientifica contemporénea trata-se do monitoramento da estrutura e
diversidade genética de populacbes de espécies madeiraveis em
exploracdo, buscando estabelecer indicadores genéticos que tendem a
contribuir nos processos de conservacao da biodiversidade (BOYLE,
2000).

A diversidade genética refere-se a variagcdo dos genes dentro
das espécies, e sua estrutura corresponde a diversidade de gendtipos e
sua abundancia ou a variagdo dentro das populagdes. Alta diversidade
genética € vantajosa quando o ambiente € instavel e imprevisivel, pois
permite a adaptacédo da populacéo as intervencdes naturais ou antropicas
através da selecéo dos gendtipos (BERG, 2001).

As normas estabelecidas pela legislacao atual no que concerne
a exploracdo de madeiras em florestas da Amazbnia preveem
principalmente parametros dendrométricos 0 que pode acarretar na
dindmica estrutural de uma floresta perdas irreparavel quando se
considera fatores ecolédgicos e genéticos.

Neste contexto, 0 presente estudo objetivou avaliar a
diversidade genética de uma populacdo de Mezilaurus itauba localizada
em uma floresta estacional sob dominio da Amazbnia meridional

brasileira.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta do Material Botanico

Através do mapa de distribuicdo pontual gerado no censo
100%, no qual todos os individuos da populacdo estudada foram
inventariados e devidamente alocados por coordenadas geogréficas
(Capitulo 1), foi possivel fazer a distribuicdo amostral para coleta do

material botanico objetivando a analise genética.
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Figura 11 - Distribuicdo dos individuos de Mezilaurus itauba (Meisn.)
Taub. ex Mez distribuidos pelo poligono da populagéo estudada.

A listagem preliminar dendrométrica foi gerada através censo
(Figura 11), agrupando-se as classes de tamanho baseadas no diametro

a altura do peito (DAP) da seguinte forma: Classe de tamanho conforme

segue:
Tabela 1 - Listagem de classes dendrométricas.
Classe DAP entre Classe DAP
| 30e40cm v 60,1e 70,0 cm
I 40,1 e 50,0 cm V 70,1 e 80,0 cm
1l 50,1 e 60,0 cm VI Maior que 80,1
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O delineamento amostral utilizado foi o aleatério para todas as
classes de tamanho inventariadas. Sortearam-se amostras dentro das
classes de tamanho, de modo que se mantivesse uma proporcionalidade
no numero total de individuos por classes de tamanho, as quais possuem
caracteristicas de idade fisiolégica e ontogenética reprodutivas.

Estabeleceu-se como &rvores adultas aquelas que possuissem
medidas acima de 50 cm de DAP que na préatica sdo destinadas a
exploracdo madeireira (arvores com diametro minimo para o corte), e
arvores jovens ou menores que 49,9 cm de DAP que séo consideradas
remanescentes conforme Conama, (2009). Ao todo foram coletadas
amostras de lenho da regido do cambio vascular e folhas de 36 individuos
sendo 20 individuos com DAP acima de 50 cm e 16 individuos com DAP

abaixo de 49,9 cm de DAP, conforme a Tabela 2.

Figura 12 - Imagens da coleta de material botanico de Mezilaurus itauba
(Meisn.) Taub. ex Mez. (a) coleta de folhas jovens; (b) coleta direta de
lenho cambial em solo.

Tabela 2 - Relacéo descritiva de localizagdo das arvores amostradas para
a coleta de material botanico para os estudos de analise genética em
populacdo de Mezilaurus itauba. (*) amostras em que ndo se conseguiu
extrair o DNA.

Registro Faixa Didmetro Classe Latitude Longitude
1 1 50,30 1] 12:17:51,76 55:48:42,65
2 1 57,30 1l 12:17:49,94 55:48:17,81
3 2 43,50 Il 12:17:52,40 55:48:31,28
4 3 37,85 I 12:17:56,77 55:48:45,77
5 5 35,10 I 12:17:55,68 55:48:22,97
6* 7 74,80 Y 12:18:0,16 55:48:31,60
7 7 54,12 1] 12:18:5,35 55:49:1,52
8 8 30,25 I 12:18:0,55 55:48:22,18
9 8 89,12 VI 12:18:5,80 55:48:55,09
10 9 60,48 v 12:18:6,29 55:48:48,42




Tabela 2, cont.

Continua...

11* 9 109,82 VI 12:18:5,57 55:48:45,33
12* 9 42,98 I 12:18:7,37 55:48:54,69
13 10 55,71 1l 12:18:7,84 55:48;50,50
14 11 76,40 \Y; 12:18:12,61 55:49:4,61
15 11 73,85 \% 12:18:9,21 55:48:40,08
16* 11 73,21 \Y 12:18:8,71 55:48:42,71
17 12 63,66 \Y; 12:18:5,56 55:48:0,45
18 12 39,15 | 12:18:7,31 55:48:14,65
19* 13 63,66 \Y; 12:18:10,29 55:48;24,58
20 13 63,50 \Y, 12:18:10,09 55:48:23,45
21 13 47,75 I 12:18:9,94 55:48:22:27
22 13 44,56 I 12:18;17,56 55:48:33,74
23 13 42,50 I 12:18:6,20 55:48:0,75
24 14 41,38 I 12:18:7,44 55:48:0,71
25 14 54,12 1l 12:18:13,27 55:48:35,05
26 15 31,84 | 12:18:14,87 55:48:33,20
27* 15 57,29 i 12:18:13,50 55:48:27,07
28 15 57,23 M 12:18:16,64 55:48:56,41
29 15 73,27 \Y; 12:18:17,11 55:48:56,25
30 15 76,40 \Y; 12:18:14,51 55:48:38,77
31 16 72,58 \Y; 12:18:17,63 55:48:45,38
32 16 43,29 I 12:18:15,12 55:48:22,18
33 16 57,29 i 12:18:14,65 55:48:20,65
34 16 46,80 I 12:18:15,88 55:48:33,61
35 16 47,75 I 12:18:14,68 55:48:24,76
36* 17 63,66 \Y; 12:18:18,76 55:48:47,88
As amostras foram devidamente acondicionadas

armazenadas da seguinte forma: as folhas jovens foram limpas extraindo-
se detritos e organismos epifiticos existentes, acondicionadas em sacos
de polipropileno e transportadas em caixas de isopor contendo gelo, esse
procedimento visa manter a qualidade do DNA a ser extraido e reduzir
efeitos indesejados que influenciem nas analises laboratoriais, por
exemplo, reacdes de enzimas e metabdlitos secundarios. As amostras de
lenho cambial foram extraidas e instaladas em tubos individuais de 50 mL
de volume, e acrescentado solucdo de transporte, contendo Acido
ascorbico, CTAB, [ mercaptoetanol e etanol absoluto. Na sequéncia
foram transportadas em caixas de isopor contendo gelo. As amostras
permaneceram nestas condi¢cdes até serem levadas ao laboratorio de
Biotecnologia da Faculdade de Engenharia Florestal da UFMT, onde

foram devidamente preparadas para as analises.
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2.2 Extracdo de DNA

Existem vérios protocolos para extragdo de DNA, sendo que o
método CTAB (Doyle & Doyle, 1987) com solucédo tampéao de extracao € o
mais utiizado em plantas arbéreas tropicais (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1998) A diferenca basica entre esses protocolos esta
na composicao do tampao de extragcdo que, normalmente, integra um
agente tamponante para estabilizar o pH em torno de 7.0; um sal para
dissociar as proteinas do DNA; um detergente para solubilizar as
membranas e auxiliar na inativacdo de algumas enzimas; e, um inibidor
de DNAses para proteger o DNA (BERED, 1998). A principal vantagem
desse método € a aplicacdo em varios tipos de tecidos de plantas, como
raizes, folhas, sementes, embrides e células em suspensdo (FERREIRA
& GRATTAPAGLIA 1998).

Aras et al. (2003) citam que os métodos de extracdo de DNA
convencionais ndo sao reproduziveis a todas espécies, em muitos casos
sdo necessarias adaptacdes e modificacdes nos protocolos.

O procedimento se iniciou com a maceragdo dos tecidos
vegetais para rompimento das membranas celulares, utilizando nitrogénio
liquido (Figura 13 a). Apés esse processo 0 macerado foi instalado em
microtubos (Figura 13 b), adicionando-se a solu¢do de tampéao extracéao,
para desnaturar as proteinas e solubilizar as membranas lipoproteicas,
levou-se ao banho Maria a uma temperatura de 50 a 60°C, de 10.000 a
12.000 rpm, durante 15 a 20 minutos, onde oS compostos organicos e
aguoso foram separados pela centrifugacao.

Foi necessério realizar um procedimento de adaptagédo para a
espécie, testando diferentes concentracdes de 2-mercaptoetanol, sendo:
Concentracdo 1 (2,5 %); Concentracdo 2 (5,0 %); Concentracédo 3 (7,5
%).
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Figura 13 - Em "a" e "b" Processo de maceracdo dos tecidos utilizados
para a extracdo do DNA da espécie Mezilaurus itauba.

Com a primeira etapa concluida, os lipideos, as proteinas e a
maioria dos polissacarideos ficaram retidos ha camada organica, e o DNA
ficou exposto na parte sobrenadante (Figura 14 a), a qual foi extraida com
auxilio de pipetas, instalando-se em novos microtubos devidamente
identificados, adicionou-se isopropanol mantendo em repouso por um
tempo de 30 min.

Seguindo um novo procedimento de centrifugagdo por 15
minutos, o DNA ficou precipitado em forma de pellets sendo possivel a
sua visualizacao direta ao fundo do microtubo (Figura 14 b). O precipitado
obtido passou por mais uma etapa de lavagem com isopropanol, ficando
apenas a estrutura de DNA na forma de pellets.

Para a separagdo do DNA e RNA acrescentou-se ao meio,
solucdo EDTA contendo RNAse para a degradacdo do RNA presente,

ressuspendendo entdo somente o DNA.

Figura 14 - Em "a" e "b" Microtubos com visualiza¢do da solugdo aquosa
com estagios sobrenadantes que concentra o DNA, e imagem do pellet de
DNA formado no fundo do microtubo.
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As amostras de DNA obtidas foram quantificadas através de
leitura da concentracdo e pureza. A quantificacdo do DNA extraido foi
realizada através da leitura em nanodrop.

Apos a quantificacdo das amostras de DNA, foi realizada a
diluicdo em agua ultra pura (milli-Q) a uma concentragao de 4,2 ng/uL.

O material extraido foi aplicado em gel de agarose, realizando-
se as corridas eletroforéticas por 30 min em 80 volts e 300 mA (Figura
15). A leitura foi realizada em fotorevelador com luz ultra violeta (UV),
comparando-se as amostras a padrbes conhecidos, no caso, um
marcador molecular, determinando-se as concentracdes aproximadas de

DNA em cada amostra.

Figura 15 - Em "a" e "b" Gel de agarose e brometo de etidio com orificios
inoculados com amostras de DNA e vista da cuba horizontal utilizada para
as corridas em eletroforese.

Para o armazenamento e ou estoque do DNA mantiveram-se

em camaras frias ou freezers na temperatura constante de -20°C.
2.3 Amplificacdo do DNA - PCR

Adaptacdes nas concentracdes de DNA foram necessarias, a
quantidade de &cido nucleico nas amostras influenciavam os processos
de amplificacdo do DNA, entdo se realizaram testes de concentracfes
com duas quantidades, sendo: Tratamento 1 (4,2 ng/pL) e Tratamento 2
(5,0 ng/uL). Os melhores resultados para amplificacdo dos primers foi

obtido na concentragéo 4,2 ng/uL de DNA.
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A quantidade de DNTP também necessitou ser definida,
realizando-se testes nas concentracgdes: tratamento 1 (75 pL); tratamento
2 (60 pL) e tratamento 3 (50 uL). Os melhores resultados foram obtidos no
tratamento 2, ou seja, 60 uL de DNTP. A DNTP esta intimamente
relacionada a acdo da enzima taq polimerase, essencial na amplificacéo
via PCR do DNA gendmico.

O protocolo de PCR inicia-se com a desnaturacédo da fita dupla
de DNA a ser amplificado. Utilizou-se a temperatura indicada para
espécies arbdreas tropicas (92° C por 1 minuto).

No protocolo de amplificagdo em PCR o seguimento iniciador
realiza o anelamento, ligando ou n&o a regido especifica em que o primer
sequéncia com a fita simples de DNA, formando uma nova fita dupla, e
consequentemente ampliando o fragmento de DNA. A temperatura ideal
para o anelamento da espécie foi obtida empiricamente, ou seja, foram
realizados testes em gradientes de temperatura entre 30° e 50° C. A
temperatura ideal obtida com os testes foi de 38° C por um tempo de 2
minutos, nas temperaturas de 92° C por 1 minuto, 38° C por 2 minutos,

72° C por 1 minuto em ciclos de 35 vezes (Figura 16).

Figura 16 - Painel de controle do PCR, com configuracdes do protocolo
de amplificacdo das amostras de DNA de Mezilaurus itauba (Meisn.)
Taub. ex Mez.

O processo final do protocolo de amplificacdo da fita de DNA
refere-se a extensdo dos segmentos complementares da fita, através da
enzima tag-polimerase ligando os nucleotideos entre si. A polimerase
reconhece os blocos iniciais e as duas extremidades dos primers (3’ e )

completando a fita simples sempre em direcéo do fragmento obtido.
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Os primers foram obtidos do laboratério Life Technologies®, e
foram desenhados para amplificacdo de RAPD de espécies da mesma
familia da estudada. A Tabela 3 relaciona 11 iniciadores que estdo sendo
utilizados para amplificacdo do DNA da espécie em estudo.

Tabela 3 - Iniciadores (primers) utilizados para amplificacdo das amostras
de DNA da espécie Mezilaurus itauba.

N° Nome do oligonucleotideo Sequéncia Escala de sintese
1 P4 ‘5-AAGTCCGCTC-3' 25N
2 P6 ‘5-CCACGGGAAG-3' 25N
3 P10 ‘5-TCAGAGCGCC-3' 25N
4 P16 ‘5-AAGACCCCTG-3' 25N
5 P19 ‘5-CTTCACCCGA-3' 25N
6 P40 ‘5-AGCGCCATTG-3' 25N
7 P48 ‘5-GGCACGCGTT-3' 25N
8 P50 ‘5-ACGGCGTATG-3' 25N
9 P51 ‘5-CATCCGTGCT-3' 25N
10 P22 ‘5-AATCGGGCTG-3' 25N
11 P53 ‘5-ATATGCGCCA-3' 25N

Apos a amplificacdo do DNA, as amostras foram inoculadas em
gel de agarose a 2% acrescido de brometo de etidio em cuba horizontal,

objetivando a revelacao dos fragmentos de DNA em diferentes tamanhos.

2.4  Eletroforese

Basicamente a corrida eletroforética consiste na aplicacdo de
uma corrente elétrica continua nas placas de gel, que objetivam realizar a
migracdo do DNA amplificado extraidas de um tecido vegetal, permitindo
a visualizacdo das bandas atraves das revelagdes.

Para as corridas eletroforéticas foram instaladas placas de gel
em agarose em uma cuba em solucao tampao de TBE a 1% (Tris, Borato
e EDTA), com um transmissor de corrente elétrica continua de 80 v e
amperagem de 300 A por 30 minutos de durag&o.

As moléculas de DNA tendem a migrar pela malha presente no

gel, correndo do polo negativo ao positivo e deslocam-se pela placa de
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gel conforme o tamanho dessas moléculas, ou seja, quando maior o0 peso
molecular menor é o espaco percorrido pela caneleta.

Na visualizacao direta das corridas utilizou-se corante azul de
bromofenol, onde a principal funcdo era a comprovacdo de que as
amostras estavam sendo assentadas de modo apropriado no slot do gel e
gue permitissem o monitoramento das corridas.

A revelacdo dos fragmentos de DNA pode ser realizada com
utilizacdo do corante fluorescente Brometo de Etideo, que promove as

revelacdes fotograficas através do fotodocumentador Gel Doc Ez Imager.

2.5 Interpretacdo dos géis

ApoOs a revelacdo das bandas formadas nos géis, realizou-se a
interpretacdo dos das mesmas.

As bandas reveladas foram enumeradas de forma sequencial
crescente, ou seja, da maior mobilidade a menor. Um marcador molecular
de peso conhecido (100pb) foi aplicado como testemunho objetivando
referenciar as posicdes dos alelos nos géis.

Utilizou-se do software Image LAB 4.0 para analisar as
imagens, 0 programa permitiu a captura das imagens classificando as
bandas abertas durante as corridas eletroforéticas e documentadas

através de fotografias.

2.6 Andlise dos Dados RAPD

As avaliacOes dos géis foram realizadas através da construcéo
de matrizes binarias construidas no software Microsoft Excel, onde foi
determinado: Presenca de banda (1) e auséncia de banda (0), essas

matrizes foram utilizadas para as analises estatisticas.
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A distribuicdo da diversidade genética foi avaliada pela
andlise de agrupamentos, a distribuicAo espacial dos individuos
agrupados classificou dois grupos, sendo: Grupo 1 arvores adultas (> que
50 cm DAP) e grupo 2; arvores remanescentes (< que 50 cm DAP). No
primeiro grupo as arvores encontram-se distribuidas ao longo da area de
modo aleatério com tendéncia ao agrupamento e no segundo grupo
apresenta um padréo de distribuicdo de completa aleatoriedade espacial
(Capitulo 1).

2.6.1 Diversidade genética

A dissimilaridade genética entre os individuos de Mezilaurus
itauba foi determinada pela analise de agrupamento através o célculo das

distancias Euclidianas entre cada par de observacoes (HAIR et al., 2005).
dii’ = V¥P_ (Xik — Xjk)* Equagéo 1
ou pela forma matricial

1
2

dii’ = [(Xi — Xi")(Xi — Xi")] Equacéo 2

em que Xi= (Xi1, ..., Xip) e Xi’ = (Xi'1, ..., Xi'p)

A técnica de agrupamento adotada para as analises da
similaridade genética foi o dendrograma de agrupamento hierarquico de
ligagdo completa (Complete Linkage) que realiza o agrupamento das
amostras pela distancia média entre o objeto que se pretende incluir num
grupo e cada objeto pertencente a este grupo. Essa técnica satisfaz a
propriedade de hierarquia em que cada interacdo forma um novo grupo a
partir do anterior (REIS et al, 2003).

Outro método aglomerativo analisado foi de distancia de
Mahalanobis (D?). Ela também pode ser definida como uma medida de

dissimilaridade entre dois vetores aleatérios y e x de mesma distribuicéo
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com atriz de covariancia. Esse método difere da distancia euclidiana por
levar em consideragao a correlagao entre o conjunto de dados, sendo que

0 ajuste é feito para as intercorrelacées entre as variaveis. E dada por:

aGy) = -7 S-p Equacdo 3

2.6.2 Niveis de polimorfismo

Através da matriz binaria gerada na interpretacdo das bandas
foi possivel determinar a porcentagem de polimorfismo em cada

oligonucleotideo, utilizando-se da formula:

__ (nbp ~
P = (ﬁ) * 100 Equacao 4
Onde: P = Porcentagem de polimorfismo;

nbp = nimero de fragmentos polimorficos;

nbt = nimero de fragmentos totais.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Extracdo do DNA Gendmico

No presente estudo foram comparados dois métodos de coleta
de material bioldgico para a extracdo do DNA, sendo: folhas jovens e
lenho da regido cambial. Nos dois métodos obteve-se sucesso, porém as
amostras de lenho da regido do cambio armazenadas em solucdo tampao

de transporte se destacaram pela simplicidade e facilidade na coleta em
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campo e menos trabalhosa para o preparo da extracdo do DNA em
laboratorio.

Das 36 amostras coletadas, 29 foram extraidas com sucesso,
ou seja, obteve-se éxito para 80,55% das amostras na extracdo do DNA,
obtendo-se material em boa qualidade e quantidade suficiente para
realizacdo das andlises genéticas. A localizagdo das arvores amostradas
foi facilitada devido ao levantamento preliminar executado durante o
censo 100% realizado para os estudos do padrao de distribuicdo espacial
(Capitulo 1).

A distribuicdo espacial das 29 amostras que se obteve éxito na
extracdo do DNA esta representada na Figura 17, observa-se uma
tendéncia de localizac&o de individuos adultos concentrados de 0 a 1.300
metros e uma distribuicdo menos agrupada entre os individuos jovens.

Piovesan et al. (2009), verificaram que a espécie Mezilaurus
itauba raramente apresenta individuos jovens em areas em que realizam

a exploracdo madeireira.
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Figura 17 - Posicao e distribuicdo espacial dos individuos de Mezilaurus
itauba (Meisn.) Taub. ex Mez na populacao estudada. Pontos vermelhos
arvores adultas e pontos azuis arvores jovens.

O protocolo de extracdo de DNA descrito por Ferreira e

Grattapaglia (1998) possibilitou resultados satisfatérios para a espécie
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estudada. As adaptacdes realizadas para a solugéo tampao de extracao
no que se refere a quantidade de 2-mercaptoetanol ajustadas para 5%
permitiram condi¢des ideais para a extracao.

A corrida de eletroforese em gel de agarose a 2% utilizando o
corante fluorescente brometo de etidio e radiacdo ultravioleta permitiu de
modo satisfatorio a fotodocumentagéo dos fragmentos de DNA.

3.2 Diversidade genética

A técnica molecular de marcadores RAPD utilizada na
pesquisa, mostrou-se eficaz e de grande valia para a caracterizacao e
avaliacdo da diversidade genética de Mezilaurus itauba. As principais
vantagens encontradas, relacionada a outros tipos de marcadores
conforme relatado por varios pesquisadores foram confirmadas
principalmente nos indicadores de baixo custo, tempo de execucgdo das
andlises laboratoriais e a necessidade de pequena quantidade de material
vegetal para sua execucao.

Para a populacdo estudada, vinte e nove (29) acessos de
Mezilaurus itauba foram analisados. A porcentagem de polimorfismo foi
estimada através do nimero de bandas com a maior frequéncia e com
ocorréncia menor que 99% em relacdo a totalidade de todos os
fragmentos observados. Foram geradas 89 bandas sendo destas 71
polimorficas representando 79,77% de polimorfismo. Os locos mais
polimorficos correspondem aos primers P6 e P16 (Tabela 4), ambos com
12 fragmentos cada, e o primer P50 apresentou menor polimorfismo com

apenas 1 alelo revelado.

Tabela 4 - Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados nas reagfes PCR
RAPD com a respectiva sequéncia; numero de bandas totais e
polimorficas e o percentual de polimorfismo.

n° de bandas

Nome do oligonucleotideo U

| ‘gonu I Sequéncia totais polimérfica %
P4 ‘5-AAGTCCGCTC-3' 10 8 8,99
P6 ‘5-CCACGGGAAG-3' 12 9 10,11
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P10 ‘5-TCAGAGCGCC-3' 3 3 3,37

P16 ‘5-AAGACCCCTG-3' 12 10 11,24
P19 ‘5-CTTCACCCGA-3' 8 5 5,62
P40 ‘5-AGCGCCATTG-3' 11 9 10,11
P48 ‘5-GGCACGCGTT-3' 10 9 10,11
P50 ‘5-ACGGCGTATG-3' 1 1 1,12
P51 ‘5-CATCCGTGCT-3' 8 6 6,74
P22 ‘5-AATCGGGCTG-3' 11 9 10,11
P53 ‘5-ATATGCGCCA-3' 3 2 2,25

Esses Resultados sugerem elevada taxa de polimorfismos
intrapopulacional com alta diversidade genética entre os individuos
amostrados, refletindo as interacdes ecoldgicas dos fatores do sistema
florestal.

A reducao da diversidade genética em populacdes ocasionada
muitas vezes por acbes antropicas, afeta diretamente a capacidade
evolutiva das espécies. O tamanho efetivo populacional quando reduzido
torna as populacbes suscetiveis a baixa adaptacdo as mudancas
ambientais, em funcdo de uma populacdo endogamica resultado de
endocruzamentos com perda da heterozigosidade (FRANKHAN et al.,
1999).

Resultados semelhantes foram obtidos por Santos (2004)
estudando a diversidade genética em Aniba rosaeodora Ducke por meio
de marcadores RAPD. Para a espécie estudada foi obtido resultados de
77,46 % de polimorfismo entre os locos observados. Gomes et al, (2011)
avaliando a diversidade genética de Mauritia flexuosa L. f. (Arecaceae)
através do uso de marcadores AFLP (polimorfismo no comprimento de
fragmentos amplificados) em quatro populacdes, obteve um percentual
meédio de polimorfismo de 82 a 91,1%. Kageyama et al (2003) utilizando
marcadores moleculares do tipo RAPD no estudo da diversidade genética
em uma populacdo natural de Ocotea odorifera (Lauraceae) verificaram
um percentual de 95% de locos polimorficos. Sandigawab e Patil (2011)
verificaram 89% de polimorfismo em 11 primers RAPD em Cinnamomum
zeylanicum Blume (Lauraceae).

Analisando os locos polimérficos nos dois grupos estudados,

arvores jovens e arvores adultas, obteve-se um percentual de 47,42% de
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alelos entre o grupo das arvores remanescentes e 53,58% para o0 grupo
das &rvores adultas. Esses resultados sugerem que os valores de
diversidade genética poderdo ser mantidos nas arvores remanescentes
caso ocorra a exploracdo de madeiras através de regime de manejo
florestal, consequentemente retirando assim as arvores adultas (> que 50
DAP). Porém destaca-se que alelos importantes poderdo ser perdidos
durante a exploracdo, haja visto que, alguns locos revelados s6 foram
verificados no grupo nas espécies adultas.

Observa-se entre os grupos um equilibrio na distribuicdo dos
gendtipos, o que permite afirmar que a diversidade genética esta sendo
mantida pelas geracfes de arvores existentes na populacdo estudada.
Isso pode estar relacionado ao sistema reprodutivo, sindromes de
polinizagdo e de dispersdo de sementes, que a estrutura natural da
floresta mantém, através das trocas genéticas incentivadas pela
densidade e frequéncia dos individuos na populacéo.

O dendrograma de similaridade genética (Figura 18) gerado
pelo método de agrupamento hierarquico completo ilustra os resultados
de maneira sintética, realizou-se o corte na similaridade média de 55%,
ocorreu a formacédo de trés grupos. O primeiro grupo esta representado
pelas amostras 1, 2, 7, 8, 11, 12, 13, 14 e 18; destas amostras 1, 2, 8, 11,
12 e 13 pertencem a classe das arvores adultas e as amostras 7, 14 e 18
as arvores jovens. O segundo grupo revelou as amostras 3, 4, da classe
das arvores jovens e as amostras 6 e 9 da classe das arvores adultas; e o
terceiro grupo pelas amostras 15 da classe das arvores adultas e as
amostras 16 e 17 da classe das arvores jovens.

A diversidade genética mantida dentro da populacdo estudada
e funcdo dos eventos histéricos ocorridos e de outros processos
evolutivos mais recentes (LEE et al.,, 2002). Poucos sédo os trabalhos
relacionados a espécie Mezilaurus itauba, a maioria dos trabalhos
verificados se direcionam a tecnologia empregada na producdo de
madeiras da espécie, existindo assim escassez em trabalhos
relacionados a evolucdo e ecologia da espécie. Com isso as explicagbes
relacionadas a diversidade genética dentro da populagdo estudada se

afirmam em inferéncias cientificas.
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Figura 18 - Agrupamento dos fragmentos de DNA revelados em 29
acessos de Mezilaurus itauba (Meisn.) Taub. ex Mez. através das
distancias euclidianas pelo método de agrupamento hierarquico completo
(Complete Linkage) com linha de corte destacada (pontilhada) estimada
em 55%.

Tabela 5 - Agrupamento dos gendétipos pelo método de Tocher de 18
gendtipos de Mezilaurus itauba (Meisn.) Taub. ex Mez. provenientes da
populacdo estudada, discriminados a 55% de similaridade genética,
utilizando as medidas das distancias euclidianas.

Grupo Amostras
1 1,2,7,8,11, 12,13, 14, 18
2 3,4,6,9
3 15, 16, 17

A matriz de similaridade revela que os niveis de diversidade
genética variaram entre as amostras, permitindo o entendimento de como
a variabilidade genética se organiza na populacdo, esse conhecimento é
a premissa para a conservagdo da diversidade genética e
consequentemente do potencial evolutivo da espécie (HAMRICK &
GODT, 1987).
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A média das distancias considerando todos os gendétipos dos
grupos em ralacdo as caracteristicas fenotipicas e genotipica avaliadas,
com base na distancia D? de Mahalanobis foi de 1,89 (Figura 19). A
distancia minima observada foi entre as amostras 14 e 15; 25 e 26; e as
maiores distancias entre 10 e 17; 16 e 17. A utilizacdo do conjunto de
dados gerados na andlise de Mahalanobis em grupos com similaridade
tem como premissa tornar a distancia D minima dos grupos (adultas e

jovens) e maxima fora deles.
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Figura 19 - Dispersao das amostras de Mezilaurus itauba utilizando a
distancia de Mahalanobis D2 pela técnica estatistica multivariada baseado
na minimizacao das diferencas entre as distancias originais.

E importante analisar a dissimilaridade genética entre os
componentes dos grupos, buscando entender as diferencas do padrao
dos fenoétipos observados em campo dos analisados geneticamente.
Para proposta de conservacdo genética para a espécie bem como para
programas de melhoramento, esse tipo de pesquisa fornece subsidios
importantes para a manutencdo e conservacado das espécies exploradas

economicamente na regido da Amazénia meridional brasileira.
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CONCLUSOES

A populacdo estudada apresenta alto percentual de polimorfismo
entre os locos analisados, o que demonstra alta diversidade
genética entre a populacdo estudada;

Os indices de diversidade genética indicam a possibilidade de
manutecdo das geracdes, através das sindromes de polinizacao
entre os individuos adultos;

Alguns fragmentos de DNA manifestaram-se apenas em
exemplares adultos, ndo sendo observados entre os individuos
jovens;

Variaveis genotipicas estdo relacionadas as arvores jovens, com
maior numero de bandas obtidas entre os individuos jovens;
Indicadores genéticos devem ser considerados em programas de
manejo florestal de modo que contribuam para a perpetuacéo das
espécies exploradas economicamente na Amazbnia meridional

brasileira.
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