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RESUMO

MANGARAVITE, Erica, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, setembro de 2012.
Estrutura e diversidade genética no complexo Cedrela fissilis (Meliaceae)
estimadas com marcadores microssatélites. Orientador: Luiz Orlando de Oliveira.
Coorientadores: Christina Cleo Vinson e Everaldo Gongalves de Barros.

O conhecimento de como a variacdo genética estd dividida nas populacdes pode ter
implicagbes importantes na biologia evolutiva, ecoldgica e na conservacdo. A espécie
Cedrela fissilis (Meliaceae) é uma espécie arbdrea associada a Floresta Estacional e
Ombréfila. Além disso, esta espécie é considerada “ameacada” na lista vermelha de
espécies da IUCN devido a perda de habitat e ao alto valor econdmico da sua madeira. C.
fissilis é formada por duas linhagens genealdgicas ndo monofiléticas, compreendendo
sequéncias de C. odorata e C. balansae e, portanto, denominadas de complexo C. fissilis. O
objetivo geral deste trabalho foi caracterizar a diversidade genética intra e
interpopulacional do complexo C. fissilis no Brasil e Bolivia. Oito microssatélites foram
utilizados para genotipar 245 individuos e foram obtidos elevados valores de
heterozigosidades (Ho=0,73; Hg=0,81), com valores de Fs positivos (Fis=0,11),
indicando excesso de homozigotos. Para AMOVA, 94,39% da varia¢do foram dentro de
populacBes e 5,61% entre populacbes e que também refletiu em baixos valores de
divergéncia genética (Fst=0,075). As populacdes da area de distribuicdo do Atlantico se
mostraram ligeiramente mais diversificadas, com 20 dos 37 alelos privados encontrados
e apresentaram valor de Fst (Fst=0,063) maior que as populaces do AC (Fsr=0,022).
Foi constatada fraca estruturacdo das populac@es, exibindo um numero de grupos igual
a oito, sendo maior que o nimero de linhagens conhecidas, com base em sequéncias de
DNA. A baixa diferenca interpopulacional encontrada sugere iguais mecanismos de
manejo para conservacdo. Além disso, algumas populacdes apresentaram relevancia de
conservacdo devido a presenca de material genético peculiar e as caracteristicas de

refugio.
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ABSTRACT

MANGARAVITE, Erica, M.Sc., Universidade Federal Vigosa, September, 2012.
Genetic structure and diversity of Cedrela fissilis complex (Meliaceae) estimated
with microsatellite markers. Adviser: Luiz Orlando de Oliveira. Co-advisers:
Christina Cleo Vinson and Everaldo Gongalves de Barros.

The knowledge of how genetic variation is partitioned among populations may have
important implications in evolutionary, ecology and conservation biology. The Cedrela
fissilis species (Meliaceae) is a tree associated with Seasonal and Moist Forest. In
addition, this species is considered "endangered™ on the red list of the IUCN due to the
loss of habitat and its high timber value. C. fissilis is formed by two phylogenetic
lineages that are not a monophyletic clade, comprising sequences of C. odorata and C.
balansae, called C. fissilis complex. The aim of this study was to characterize the
genetic diversity of C. fissilis complex intra and inter populations in Brazil and Bolivia.
Eight microsatellites were used to genotype 245 individuals, then it was obtained high
values of heterozygosity (Ho=0.73, Hg=0.81), with positive values of Fs (Fis=0.11),
indicating excess of homozygotes. For AMOVA, 94.39% of the variation were within
populations and 5.61% were among populations which also reflected low levels of
genetic divergence (Fst=0.075). The populations of the Atlantic range showed slightly
more diverse, with 20 of 37 private alleles found. It presented Fst value (Fst=0.063)
greater than the populations of Amazonic-Chiquitano range (Fsr=0.022). It has been
found weak populations structure showing a number of groups equal to eight and being
greater than the number of known phylogenetic lineages based on DNA sequences. The
low interpopulation differences found suggest the same mechanisms for conservation
management. Furthermore, some populations showed conservation relevance due to the

presence of peculiar genetic material and characteristics of refuge.
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INTRODUCAO

Florestas estacionais caracterizam-se por dupla estacionalidade climatica,
apresentado um periodo de estacdo chuvosa seguido por longo periodo seco (chegando a
mais de cinco meses consecutivos), ou ainda em areas onde ndo ocorre periodo seco, 0
intenso frio do inverno, com temperaturas médias inferiores a 15° C, provoca seca
fisioldgica (OLIVEIRA-FILHO; FONTES, 2000, VELOSO et al., 1991). Estas florestas
representam um ecossistema amplamente ameacado na Bolivia (STEININGER et al.,
2001) e no Brasil (FUNDACAO SOS Mata Atlantica; INPE, 2010), cerca de 60% se
encontram altamente destruidas na América do Sul (MILES et al., 2006). As causas vado
desde mudancas climaticas, passando por fragmentacdo de habitat, fogo, densidade
populacional e agricultura (MILES et al., 2006), sobretudo devido a sua ocorréncia em
solos altamente férteis (OLIVEIRA-FILHO et al., 1994).

O conhecimento de como a variagdo genética esta dividida entre e dentro das
populacdes pode ter implicacBes importantes ndo sé na biologia evolutiva e ecoldgica,
mas também na biologia da conservacdo (BALLOUX et al., 2002). A diversidade
genética é um fator importante para a sobrevivéncia das populacfes em ambientes
variaveis, e é reconhecida como um componente fundamental da biodiversidade
(MACE et al., 1996). Estudar diversidade genética em espécies arbdreas é fundamental,
devido a importancia que elas apresentam na estruturacdo dos ecossistemas e,
principalmente, pelo fato de espécies ou populagfes, com reduzida diversidade genética,
apresentarem risco de sobrevivéncia diante de adversidades bioticas ou abioticas.

O género Cedrela pertence a familia Meliaceae, € monofilético e compreende
17 espécies de arvores deciduas que ocorrem na América do Sul e Central. No Brasil, a
especie C. fissilis Vell. apresenta distribuicdo ampla, ocorrendo em diversos tipos
florestais, de florestas estacionais semideciduas a florestas de galeria e vegetacdo do
cerrado (PENNINGTON; MUELLNER, 2010). Popularmente conhecida como cedro
branco, C. fissilis apresenta caracteristicas de alternancia na condicdo de heliofita ou
esciofita (LORENZI, 2002). Considerando o grupo sucessional, cedro € uma espécie
gue se comporta como secundaria inicial ou secundaria tardia. Ocorre tanto na floresta
priméria, principalmente nas bordas da mata ou clareiras, como na floresta secundaria
(CARVALHO, 2003). Com a perda de habitat somada ao alto valor econdmico de sua

madeira, a espécie C. fissilis se encontra “ameacada Alacd+2cd” na lista vermelha de
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especies ameacadas da IUCN (International Union for Conservation of Nature) (IUCN,
2012).

Garcia et al. (2011) exploraram as relagdes filogenéticas e filogeograficas do
género Cedrela utilizando sequéncias da regido completa dos espacgadores internos
transcritos (ITS) dos genes nucleares de RNA ribossomal 18S-26S e de trés regides
cloroplastidicas (espacadores trnT-trnL; espacadores trnS-trnG; e genes psbB, psbT e
psbN). Foi constatado que a espécie C. fissilis é formada por duas linhagens
genealodgicas distintas, separadas pelo Cerrado, uma localizada a oeste e outra a leste
deste dominio. Além disso, esta espécie ndao forma um clado monofilético,
compreendendo sequéncias de C. odorata e C. balansae. A espécie C. odorata é
formada por diferentes entidades ndo bem delimitadas (MUELLNER et al., 2009), e a
presente neste clado de C. fissilis é a que ocorre no Brasil.

Marcadores moleculares microssatélites séo ferramentas importantes e que vem
sendo amplamente utilizadas para estudos de diversidade genética de populaces,
filogeografia, taxonomia e filogenia, mapeamento genético, genémica funcional,
selecdo assistida, testes de paternidade e genética forense. Microssatélites (LITT;
LUTY, 1989) sdo pequenas sequéncias, de um a seis pares de base, repetidas em
tandem, que também sdo chamadas de SSR (Simple Sequence Repeats, JACOB et al.,
1991) ou STR (Short Tandem Repeats, EDWARDS et al.,, 1991). Apresentam
distribuicdo randémica e dispersa (10* — 10°) no genoma (TAUTZ, 1993); sdo bastante
abundantes em plantas (DELSENY et al., 1983; TAUTZ; RENZ, 1984), sdo multi-
alélicos, com alto grau de polimorfismo de comprimento (ZANE et al., 2002); sdo
codominantes, a maioria seletivamente neutros (CHARLESWORTH et al., 1994) e
apresentam alta taxa de mutagdo (SCHLOTTERER, 2000). Com isso, estes marcadores
sdo altamente informativos e muito eficientes (ver Kalia et al. (2011) para
detalhamentos deste tipo de marcador).

O objetivo geral deste trabalho é caracterizar a diversidade genética intra e
interpopulacional do complexo Cedrela fissilis no Brasil e Bolivia, bem como realizar
inferéncias filogeograficas. Como objetivos especificos responder as seguintes questdes:
(1) Como a diversidade genetica esta particionada entre e dentro de populacbes? (2)
Como a diversidade genética ocorre entre e dentro dos grupos regionais? Ha alguma
correspondéncia da estrutura genética obtida por marcadores microssatélites com as
linhagens genealdgicas reveladas por estudos filogeograficos precedentes? (3) Quais as

implicacdes para conservacgédo da especie?



MATERIAL E METODOS

1. Estratégia de Amostragem

Os individuos de Cedrela fissilis estudados serdo denominados de complexo C.
fissilis, uma vez que se trata de um grupo ndao monofilético (GARCIA et al, 2011).
Foram utilizados 245 individuos amostrados no Brasil e Bolivia. O tamanho médio foi
de 13,61 individuos por populacdo. Sete populacGes foram coletadas na area de
distribuicdo Amazonico-Chiquitano (AC), situado a oeste do Cerrado, oito na area de
distribuicdo do Atlantico, a leste do Cerrado, e trés populacdes na regido central,
equidistantes as duas areas (Figura 1; Tabela 1). Individuos distantes até 50 km foram
agrupados em uma mesma populacdo, excetuando a populacdo de Tocantins em que

individuos foram agrupados com até 75 km de distancia.

2. Extracdo de DNA e analise de marcadores microssatélites

Foram coletadas folhas jovens de sete populacdes, armazenadas em silica e
extraidas segundo o protocolo de Cota-Sanchez et al. (2006) com as modificacfes de
Riahi et al. (2010), demais onze populacGes estavam presentes na colecdo utilizada por
Garcia et al. (2011).

Onze marcadores microssatélites foram utilizados para genotipar as populagdes
em estudo. Oito marcadores (Ced2, Ced18, Ced4l, Ced44, Ced54, Ced65, Ced95 e
Ced131) foram obtidos de bancos publicos (NCBI, 2011) e trés marcadores (CF26,
CF34 e CF66) foram descritos por Gandara (2009). Uma vez que o primer CF66
fornece dois locos (CF66A e CF66B), foram obtidos 12 locos (Tabela 2). As reagdes de
polimerase em cadeia (PCR) foram conduzidas em sistema multiplex (multiplex Ced41-
Ced54-Ced95-Ced131) e pseudomultiplex (duplex Ced2-Ced65; duplex Ced18-CF26;
duplex CF66-CF34; e simplex Ced44) com volume final de 12 uL, contendo 10 ng de
DNA, 1X tampao (10 mM Tris-HCI, pH 8.4, 50 mM KCI, 1% Triton X-100), 0,2 uM de
cada primer (forward e reverse), 2,5 mM de MgCl,, 0,25 mg/mL de BSA (Bovine
Serum Albumin, Invitrogen), 0,2 mM de dNTPs e 0,5 U de Tag DNA Polimerase
(Phoneutria Biotecnologia). O programa utilizado no termociclador (Vapo Protect

Eppendorf Thermal Cycler) foi o descrito por Gandara (2009) e consiste de 96°C por 2
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minutos; 30 ciclos de 94°C por 1 minuto, temperatura de anelamento 55°C por 1 minuto,
72°C por 1 minuto e, por fim, 72°C por 7 minutos.

O primers forwards de cada par foram marcados com as fluorescéncias 6-
FAM, HEX (MWG-Biotech) e NED (Applied Biosystems) para a realizacdo de
genotipagem (Tabela 2). Os fragmentos foram mensurados no sequenciador 96 capilares
ABI PRISM 3130x1 DNA Analyser (Applied Biosystems) utilizando o tamanho padréo
Rox 500 (Applied Biosystems). Os fragmentos foram analisados no software
GeneMapper v. 4.0 (Applied Biosystems). Informacdes obtidas por dois primers nédo
foram utilizadas; dados do primer Ced95 foram removidos por excesso de dados
perdidos (55,51%) e dados do primer CF34, que revelaram perfil tetraploide. A
porcentagem média de dados perdidos nos dez locos restantes foi de 9,88%, variando de
0,41% (CF66A) a 28,57% (Ced44).

NTO202
.

"t NT0103

0t > NT0104

.............. » NT0160

.....

Figura 1. Distribuicdo geografica das 18 populagdes do complexo Cedrela fissilis
(circulos brancos) e formacdes vegetais associadas. Ecorregifes terrestres (OLSON et
al., 2001) sdo as seguintes: NT0101, Araucaria moist forest; NT0103, Bahia coastal
forest; NTO0104, Bahia interior forests; NTO0135, Madeira-Tapajos moist forest;
NTO0150, Parana-Paraiba interior forests; NT0160, Serra do Mar coastal forests;
NT0202, Atlantic dry forests; NT0212, Chiquitano dry forests; NT0704, Cerrado;
NTO0710, Uruguayan savanna, NT1304, Caatinga; NT0140, Mato Grosso seasonal
forest e NT0907, Pantanal. Cddigo de cores: verde: Floresta Ombrofila; laranja:
Floresta Estacional; amarelo: Savana; rosa: Caatinga e azul: Pantanal.



Tabela 1. Populagbes do complexo Cedrela fissilis amostradas, com seus respectivos codigos, ecorregides, coordenadas
geogréficas e tamanho amostral. Codigo de cores: verde: Floresta Ombrofila; laranja: Floresta Estacional.

n . o Tamanho . .
Ecorregiéo Populacéo (codigo) amostral Latitude Longitude
Area de distribuicio Amazonico-Chiquitano (AC)
NTO0135 Alta Floresta/MT (ALT) 21 -09 53° 56,977 -56 09’ 16,127
NT0212 Caceres/MT (CAC) 4 -16 04° 35,437 -57 36” 14,96”
NT0212 Concepcién e San Ramén/Bolivia (BO1) 15 -16 07° 51,87” -62 00’ 19,717
NT0212 Figueiropolis D’Oeste/MT (FIG) 22 -15 26’ 43,80~ -58 44’ 25,737
NT0212 San Ignacio e Carmen Ruiz/Bolivia (BO2) 10 -16 22 16,99” -60 57’ 25,617
NTO0705 Tocantins (TOC) 9 -07 12° 26,927 -47 45° 49,047
NT0907 Poconé/MT (POC) 22 -16 19’ 08,50~ -56 31° 52,507
Area de distribuicdo Cerrado
NTO705 Brasilia/DF (BRA) 2 -1546” 47,007 -47 55” 47,007
NTO0150 Itapord/MS (ITA) 9 -22 00’ 09,68~ -54 42> 52,597
NT0202 Januaria/MG (JAN) 9 -1511° 22,56” -44 12’ 24,48”
Area de distribuicdo do Atlantico
NTO0160 Blumenau/SC (BLU) 18 -26 55’ 07,517 -49 03’ 57,69”
NTO0150 Campinhos/PR (CAM) 7 -252°17,00” -49 5° 26,007
NTO0104 Capara6/MG (CAP) 35 -20 31 45,607 -41 55” 14,107
NTO0150 Palotina/PR (PAL) 26 -24 18° 34,29~ -53 54’ 32,157
NTO0150 Santa Maria/MS (SMA) 5 -29 43° 03,94” -53 43 29,04”
NTO0150 Trés Barras do Paran&/PR (TBP) 13 -24 18° 34,297 -53 07’ 37,28”
NTO0704 Diamantina/MG (DIA) 8 -18 24’ 33,60~ -43 29’ 24,707
NT1304 Sergipe (SER) 10 -11 10’ 24,55 -38 00’ 50,14”
TOTAL 245




Tabela 2. Informacdes sobre dez locos de microssatélites utilizados: fonte, loco, sequéncias dos primers, repeticdo
de microssatélites, fluorescéncia utilizada na marcacdo dos primers, o nimero total de alelos por loco (NA) € a
amplitude alélica em pares de base (pb).

Fonte  Loco Sequencia do primer (5-3?) Repeticao Fluorescéncia Na Qg‘i‘g!téjp‘f;
F: TTTGCTTTGAGAAACCTTGT .
Ced2 R: AACTTTCGAATTGGTTAAGE (GA)x 6-FAM (MWG-Biotech) 30 131-241
F: ACTCCATTAACTGCCATGAA .
Ced44 R: ATTTTCATTCOCTTTITAGCE (TG)w(AG)y; 6-FAM (MWG-Biotech) 29 162-224
F: GATCTCACCCACTTGAAAAA )
- Ced54 R GCTCATATTTGAGAGGCATT (GA)15(AG)sG(GA)s 6-FAM (MWG-Biotech) 18 172-218
o
N F: CAAAGACCAAGATTTGATGC .
= Ced18 R ACTATGGGTGGCACAACTAC (GA),3 HEX (MWG-Biotech) 21 113-161
@)
> F: TCATTCTTGGATCCTGCTAT . _
Ced41 R: GTGGGAAAGATTOTGAAGAA (TC)1s HEX (MWG-Biotech) 23 110-158
F: GAGTGAGAAGAAGAATCGTGATAGC .
Ced65 R: GAGGTTCGATCAGGTCTTGG (GA)/(CA), HEX (MWG-Biotech) 15 157-193
F: CTCGTAATAATCCCATTCCA N
Ced131 R GGAGATATTTTTGGGGTTTT (CT16 NED (Applied Biosystems) 24 66-128
F: CCAAATTCCAGAGGAGAG N .
< CF26 R GTTCTGCTTCATCGAAGG (AGITC)q3 6-FAM (MWG-Biotech) 23 139-187
S
< D
© 8 | CF66A (AG/TC)5* 28 113-175
S« F: CAGCAGTTCTGAAACAGTAA 6-FAM (MWG-Biotech)
O R: ATTCAGCAACTTGAGAGC
CF66A (AGITC)y5* 24 199-253

Legenda: (*) Oligonucleotideo que enriqueceu a biblioteca utilizada, a repeticdo exata nao foi citada pelo autor
(GANDARA, 2009).



3. Anadlise de dados

3.1. Analises dentro de populacdes

Para analises descritivas de diversidade genética foi utilizado o programa GDA
(LEWIS; ZAYKIN, 2001). Foram computadas, em cada populacdo, numero médio de
alelos por locos (A/loco); nimero de alelos privados (Apriv.); heterozigosidade esperada
(He); heterozigosidade observada (Hop); coeficiente de endogamia (Fis) (WRIGHT,
1951); desequilibrio de ligacdo nos locos; além do desvio de zero das proporgdes de
genotipos em EHW, avaliado por permutacdes alélicas dentro das popula¢@es segundo o
teste exato de Fisher descrito por Weir (1996). A frequéncia de alelos nulos e erros de
pontuacdo foi estimado usando o software MICROCHEKER v. 2.2.3 (OOSTERHOUT
etal., 2004).

3.2. Analises entre populacGes

Os parametros de Weir e Cockerham (1984) foram estimados: indices de
fixacdo dentro das populacdes (Fis); indice de fixacdo total (Fr) e divergéncia genética
entre populagdes (Fst); além do indice Gst (NEI, 1973) e a estimativa Rst (SLATKIN,
1995) utilizando o software Fstar 2.9.3.2 (GOUDET, 1995). Estes indices foram
estimados para as 18 populacGes e também, separadamente, para as diferentes areas de
distribuicdo Amazonico-Chiquitano (AC), Central e Atlantico, mencionados na Tabela
1. Para estas analises foi utilizado o método de reamostragem bootstrap, com 95% de
intervalo de confianga, com 1000 permutagfes. O indice Gsr é analogo ao Fsr, que
assume um modelo de alelo infinito. J& 0 Rst, que também avalia divergéncia entre
populacdes, é baseado no tamanho do alelo. Espera-se que Rst seja maior que Fsr se 0
modelo de mutacdo stepwise, existente para microssatélite, contribuir para
diferenciacéo.

A diferenciacdo das populacbes por analises de variancia molecular
(AMOVA), para diferencas intra e interpopulacional, foi obtida no software Arlequin v.
3.1 (EXCOFFIER et al., 2006). Também foi realizada AMOVA com dados
particionados nos trés grupos AC, Centro e Atlantico (Tabela 1). A significancia foi

testada com 1000 permutacoes.



Foi obtida uma matriz de pares de Fst (WEIR; HILL, 2002) entre as 18
populagdes calculadas no software Arlequin v. 3.1 (EXCOFFIER et al., 2006). O fluxo
génico médio foi estimado assumindo que Nm=[1/(Fst -1)]/4 (WHITLOCK;
MCCAULEY, 1999) e o numero absoluto de migrantes (M=2Nm) entre populacbes
também foi estimado com base em Fsr, usando o programa Arlequin v.3.1
(EXCOFFIER et al., 2006).

As relagbes genéticas entre populaces foram avaliadas através de uma arvore
de Neighbor—Joining gerada com base na distancia genética Da (NEI et al., 1983)
utilizando o software Populations 1.2.30 (LANGELLA, 1999). A significancia da
melhor topologia foi estimada com 1000 permutagdes.

A inferéncia de grupos geneticos, nos individuos do complexo C. fissilis
utilizados, foi feita com uma abordagem Bayesiana Monte Carlo Markov Chain
(MCMC), implementando o software STRUCTURE v 2.2 (PRITCHARD et al., 2000;
FALUSH et al., 2007). Foram utilizados valores default para a maioria dos parametros
do software como recomendado no manual do usuério. Especificamente, foi escolhido o
modelo Admixture e correlacdo de frequéncias alélicas entre populacdes, por ser
considerada a melhor por Falush et al. (2003). Foram realizadas 10 corridas, o burnin
foi um conjunto de 500 000 replicagdes seguidas por 1 000 000 de passos de MCMC
para um numero de grupos variando de K=2 a K=10. Para a obten¢do do melhor K, o
critério utilizado foi ambos In [Pr (X|K)] (PRITCHARD et al., 2000) e AK, como
sugerido por Evanno et al. (2005).

Para examinar a existéncia de grupos entre os individuos, Analises de
Componentes Principais (PCA) foram realizadas a partir dos valores de cada K nos
individuos, sendo utilizado o programa GENES (CRUZ, 2008). As trés principais

componentes foram plotadas em grafico 3D no programa SigmaPlot v. 12.0.



RESULTADOS

1. Diversidade genética dos locos microssatélites

Os primers Ced65 e CF26 apresentaram alelos nulos com frequéncia de 0,1890
e 0,1981, respectivamente, sendo desconsiderados das anélises seguintes. Nenhum loco
desviou as proporc¢des do equilibrio de Hardy-Weinberg e os testes de probabilidade de
desequilibrio de ligacdo em todas as populacdes ndo mostraram associacfes entre 0s
locos. Foram identificados 197 alelos nos oito locos avaliados, variando de 18 a 30
alelos cada, com uma média de 24,62 alelos por loco (Tabela 2). Com excecdo das
populacdes SER e ALT, todas as populacdes apresentaram alelos privados, que somam
um total de 37. A regido do Atlantico apresentou mais alelos exclusivos (Apriv.=20) que
as demais regides AC (Apriv.=13) e Central (Apriv.=4). A heterozigosidade observada
variou de 0,5 (BRA) a 0,84 (TBP), com média (+ DP) de 0,73 (x 0,079) e foi pouco
inferior a heterozigosidade esperada, que variou de 0,56 (BRA) a 0,88 (TBP), com
média (£ DP) de 0,81 £+ 0,073, mostrando a elevada diversidade genética encontrada.
Analisando as populagcdes em grupos, a heterozigosidade observada na regido do
Atlantico (Ho=0,75) foi maior que as obtidas nas regidbes AC (Ho=0,72) e Central
(Ho=0,67). Em relacdo a heterozigosidade esperada, a regido Central apresentou menor
valor (Hg=0,67) em relacdo as demais (Ho=0,82). Os coeficientes de endogamia (Fs)
foram positivos para todas as 18 populac@es, variando de 0,04 (TBP) a 0,21 (ALT) com
uma média de 0,11, indicando excesso de homozigotos. Este coeficiente foi maior nas
regides AC e Central (Fis=0,12) que o obtido na regido Atlantico (F;s=0,09) (Tabela 3).

2. Diferenciacdo entre populagdes

Os indices de diversidades mostraram pouca distin¢do entre as 18 populacfes
avaliadas (Gst=0,085; Fst=0,075; Rsr=0,1154) e endogamia presente (Fis = 0,102). Os
indices estimados foram diferentes entre os trés grupos. A regido Central apresentou
maior endogamia (F;s=0,123) e diferenciagdo (Fst=0,147), mas que pode n&o ter
significado biologico devido ao reduzido numero de populagdes e por considerar uma

populacdo com penas dois individuos (BRA), assim, a diferenciacdo entre AC e



Atlantico apresenta maior relevancia. A area de distribuicdo AC apresentou baixa
distancia genética entre as populacfes (Fst=0,022) enquanto que foi constatado maior
coeficiente de endogamia (F;s=0,121), inferindo maior nimero de cruzamento entre
aparentados, 0 que torna as populacfes mais homogéneas quando comparadas com as
populacdes do Atlantico. Estas, por sua vez, apresentaram menor coeficiente de
endogamia (F;s=0,088) e maior indice de diferenciacdo entre populagdes (Fsr=0,063) e
ainda é um valor baixo. Avaliando as 18 populagdes, pdde-se observar um Rst maior
(Rst=0,1154) que o Fsr (Fst=0,075), bem como para as populac¢des agrupadas de acordo
com a regido, o que exibe uma contribuicdo do modelo de mutacdo stepwise para
diferenciacédo existente (Tabela 4).

A andlise de variancia molecular (AMOVA) considerando dois niveis
hierarquicos indicou elevada variacdo dentro de populacdo (94,39%, ®sr=0,056,
P<0,001). Do mesmo modo, a AMOVA com trés niveis hierarquicos, em que as
populacBes foram agrupadas em area de distribuicdo (Amazo6nico-Chiquitano, Central e
Atlantico), apresentou indices de fixacdo baixos, significativos (®st=0,069, ®sc=0,033
e ®c71=0,037; P<0,001) e também com maior variancia dentro de populagdes (93,02%).
Posteriormente, a AMOVA foi calculada separadamente para cada grupo e em todos foi
apresentada maior diversidade dentro de populagdes. O Atlantico exibiu 94,17%
(ds7=0,058; P<0,001) da variacdo dentro e a regido Central com 88,55% (®s1=0,114;
P<0,001), que é menor e corrobora 0 maior Fst mencionado anteriormente. A regido AC
apresentou 101,01% de variacdo dentro das populacdes indicando que estas populacdes
sejam mais semelhantes entre elas (®st=-0,010; P<0,001) (Tabela 5).

Entre as 153 comparagfes de pares de Fsr (WEIR; HILL, 2002) entre
populacgdes, 35,29% nado foram significativos (P<0,05). Os pares significativos variaram
de 0,026 (PAL x CAP) a 0,2405 (BRA x CAC). As populacbes BRA (Fst variado de
0,1334 a 0,2405) e SER (Fst variado de 0,0843 a 0,2302) se mostraram mais divergente
das demais. Entretanto, BRA apresenta apenas dois individuos, este indice pode néo
refletir a realidade bioldgica para demais individuos desta populacdo. Avaliando os
pares de Fst entre os grupos, menores valores foram observados nos pares entre
populacdes da area de distribuicdo AC, com apenas um valor significativo (0,0300, POC
X ALT), e populagdes area de distribuicdo do Atlantico, com média 0,08533, enquanto as
populacbes da regido central se mostraram mais diversificadas, com media 0,157 entre
elas (Tabela 6). A analise do nimero absoluto de migrantes, também apresentada na

tabela 6, entre as populacfes da regido AC variou de 13,333 (ALT x CAC) a 225,985
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(CAC x FIG), com média de 76,825; entre as populacdes do Atlantico, variou 2,256
(DIA x SER) a 1174,788 (TBP x PAL), com média 61,037, indicando a maior
possibilidade de fluxo entre as populagdes do AC, mesmo com o elevado valor
estimado de migrantes entre as populacGes TBP e PAL do Atlantico, ultrapassando mil
individuos. Este nimero pode ser explicado devido a baixa distancia genética entre elas
(Fst=0,004), apesar de ndo significativa, e também a proximidade fisica entre estas
populagdes (79 km). Quando comparado os valores de 2Nm entre populacGes de grupos
diferentes, é revelado maior nimero de migrantes entre as populagdes da regido Central
com as do AC (Nmmeqio=14,330) em relacéo as populacbes da regido Central com as do
Atlantico (NMmeqin=10,529), sendo menor ainda o valor médio para os pares entre
populacbes do AC e Atlantico (Nmpeqio=8,951). Ponderando todos os pares obtidos,
observou-se a auséncia de muitos destes para as compara¢fes com a populacdo TOC,
provavelmente devido ao maior nimero de pares de Fst ndo significativos. Visualizando
de maneira geral, estes valores minimos (1,579; CAC x BRA) e méaximos (1174,788;
TBP x PAL) encontrados, corroboram os valores maximos e minimos de pares de Fsr,
respectivamente, uma vez que quanto menor a distancia genética entre duas populacgdes,
maior tende a ser nimero de migrantes entre elas.

Outra anélise realizada gerou uma melhor arvore de distancia em que a
separacdo das duas regides AC e Atlantico foi dada com elevado bootstrap (98).
Também é possivel visualizar que a populacdo ITA, que se encontra na regido Central,
se mostrou entre as duas regides e mais proxima da area de distribuicdo do Atlantico.
Nesta arvore, as populacdes BLU e CAM, e as populagdes DIA e TBP, foram agrupadas
com bootstrap mais altos, 79 e 62, respectivamente. Os demais agrupamentos entre
populacdes ndo foram nitidos, com valores de bootstrap menores que 60. Nesta arvore
foram retiradas cinco populaces (SMA, TOC, BRA, SER e JAN) devido ao excesso de

dados perdidos presente que tornavam os valores de bootstrap baixos (Figura 2).
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3. Estrutura genética populacional

Para avaliar a estrutura das populacdes, foi utilizado o programa STRUCTURE
v 2.2 (PRITCHARD et al., 2000; FALUSH et al., 2007). A convergéncia das analises de
agrupamento, seguindo o modelo Admixture, obtida por [Pr(X|K)] (PRITCHARD et al.,
2000) gerou um K=9 (media de In[Pr(X|K)]= -8516,6 + 13,64), enquanto o0 método
sugerido por Evanno et al. (2005) através de AK convergiu para K=8 (média de
In[Pr(X|K)]=-8556,0 + 30,13) (Figura 3). Isso mostra a formacgdo de grupos ndo muito
clara, evidenciando a alta diversidade genética dentro das populacbes (Figura 4A).
Considerando K=2, foi encontrada a presenca de grupos de acordo com as regides
(verde, AC e azul, Atlantico) (Figura 4B). As popula¢des dos individuos Centrais ITA e
BRA apresentaram, em K=2, material de ambas as regides. A medida que o nimero de
K aumenta, € encontrada maior variabilidade dentro das populacGes, e as regides
Amazonico-Chiquitano e Atlantico, ainda que ligeiramente, vdo se mantendo, com
compartilhamento de alelos entre elas (Figura 4). Considerando K=8, como mostrado na
Figura 5, foi possivel visualizar que as populacbes ITA e BRA, apresentam em sua
composicao tanto material do AC (verde) quanto do Atlantico (azul). Semelhante a este
fato, a populacdo SER, apesar de localizada no Atlantico, também apresentou,
inicialmente (K<4, Figura 3A), material genético de ambas as regibes, todavia em
5<K<9, SER passa a ser um material praticamente exclusivo e uniforme. Igualmente,
outras populacdes apresentam genotipos diferentes e homogéneos, como nas populacdes
ALT e POC com individuos de coloracdo roxa, material que também foi exibido em
alguns individuos de BO1, BO2 e JAN. Dentro da area de distribuicdo do AC, foi
possivel observar a presenca de trés materiais distintos (representados em verdes claro,
médio e escuro) que ocorreram em todas as populacdes. O mesmo foi obtido para o
Atlantico (azuis claro, médio e escuro), entretanto de maneira mais homogénea para
algumas populagdes. Na populacdo CAP predominou um material Unico e bastante
homogéneo (azul escuro). Entretanto, alguns individuos foram bastante diferentes
dentro da populacdo CAP e bastante semelhante as populacdes BLU e CAM (azul
claro). Identificando estes individuos de CAP, foi observado que eles se encontraram
nas regides de maiores altitudes (>1200m) do Parque Nacional do Caparaé (Figura 6).

Com o objetivo de sintetizar os dados dos oito grupos obtidos no
STRUCTURE, realizou-se a Analise de Componentes Principais (PCA) utilizando as
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trés principais componentes, que explicou 64,2% dos dados. A partir do grafico em 3D
(Figura 7) foi possivel visualizar os grupos AC (tridangulo verde) e Atlantico (quadrado
azul) separados. Além disso, individuos do Centro (circulos amarelos) se mostraram
difundidos entre os individuos do Atlantico e AC. Esta analise revelou ainda um
afastamento da populacdo CAP (triangulo azul claro) dos demais individuos da

populacédo do Atlantico.

Tabela 3. Caracteristicas das 18 popula¢Ges amostradas, para oito locos polimérficos de
microssatélite: tamanho médio da amostra sobre todos 0s locos (n); nimero médio de alelos por
locos (A/loco); numero de alelos privados (Aeriv); heterozigosidade esperada (Hg);
heterozigosidade observada (Ho); e coeficiente de endogamia (Fis) (WRIGHT, 1951). Os
codigos das populagdes estdo identificados na Tabela 1.

Populagéo n Alloco Apriv. He Ho Fis
Area de distribuicio Amazénico-Chiquitano
ALT 18,88 10,13 0 0,83 0,66 0,21
CAC 3,75 4,75 1 0,79 0,67 0,18
BO1 13,38 9,13 2 0,79 0,72 0,10
FIG 19,50 13,13 3 0,86 0,77 0,10
BO2 9,00 8,13 1 0,82 0,69 0,16
TOC 8,50 7,83 1 0,81 0,76 0,07
POC 20,13 11,38 5 0,84 0,80 0,05
Média 13,30 9,21 (13)* 0,82 0,72 0,12
Area de distribuicdo Central
BRA 1,88 2,38 1 0,56 0,50 0,16
ITA 7,63 7,13 1 0,80 0,71 0,13
JAN 6,50 6,25 2 0,85 0,81 0,07
Média 5,34 5,25 4)* 0,74 0,67 0,12
Area de distribuicdo do Atlantico
BLU 17,50 10,88 3 0,80 0,76 0,06
CAP 33,25 13,75 8 0,83 0,77 0,07
PAL 22,50 13,13 2 0,86 0,76 0,13
SMA 3,75 4,50 2 0,80 0,77 0,05
TBP 12,75 9,63 2 0,88 0,84 0,04
CAM 6,38 6,88 1 0,84 0,74 0,13
SER 9,63 6,00 0 0,69 0,62 0,11
DIA 7,63 7,88 2 0,83 0,73 0,13
Média 14,17 9,08 (200 0,82 0,75 0,09
MEDIA 12,36 8,49 (37)** 0,81 0,73 0,11

Legenda: (*) Refere-se a soma dos alelos privados para cada regido; (**) refere-
se a soma total de alelos privados.
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Tabela 4. Indices de diversidade genética Gsr (NEI, 1973); Fir, Fsr e Fis (WEIR;
COCKERHAM, 1984) e Rsr (SLATKIN, 1995) obtidos no Fsrar para diferentes grupos de

dados.

Grupo (tamanho) Gst Fir Fst Fis Rst
Todas (18) 0,085 0,169** 0,075** 0,102** 0,1154
Amazonico- o o *

Chiquitano (7) 0,017 0,140 0,022 0,121 0,0506
Central (3) 0,126 0,252%* 0,147%* 0,123** 0,1312
Atlantico (8) 0,066 0,144** 0,063** 0,088** 0,0755

Legenda: Estatisticamente significativo (*) P<0,05; (**) P<0,01.

Tabela 5. AMOVA para estrutura genética de populages com dois e trés niveis hierarquicos.

. Somade  Componente Indicede  Variancia
Fonte de variacéo GL quadrados de variancia Fixacdo (%) Valor-P
Dois niveis hierarquicos
Entre populagdes 17 121,286  0,16428 Va  ®sr=0,056 5,61 <0,001
Dentro de populagdes 472 1304,796  2,76440 Vb 94,39 <0,001
Total 489 1426,082 2,92868
Trés niveis hierarquicos
 Entre as trés reas de 2 42266  0,11221Va  dcr=0,037 378 <0001
distribuicao
Entre populagbes dentro. o 79020  0,09515Vb  ®s:=0,033 320  <0,001
das areas de distribuicéo
Dentro de populagdes 472 1304,796  2,76440Vc  ®s1=0,069 93,02 <0,001
Total 489 1426,082  2,97175
Anélise dentro da &rea de distribuicdo do Amazdnico-Chiquitano
Entre populacdes 6 11,669 -0,02712Va ®s=-0,010 -1,01 <0,001
Dentro de populagdes 199 540,302  2,71509 Vb 101,01 <0,001
Total 205 551,971  2,68797
Andlise dentro da area de distribuicdo Central
Entre populacGes 2 11,244 0,28925Va dg=-0,114 11,45 <0,001
Dentro de populacGes 37 82,806 2,23799 Vb 88,55 <0,001
Total 39 94,050 2,52724
Andlise dentro da &rea de distribuicdo do Atlantico
Entre populacdes 7 56,107  0,17867 Va ®4=0,058 5,83 <0,001
Dentro de populagdes 236 681,688  2,88851 Vb 94,17 <0,001
Total 243 737,795 3,06718
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Tabela 6. Tabela de matriz de pares de Fst (WEIR; HILL, 2002) entre populages (metade inferior) e nimero absoluto de migrantes
(M=2Nm) entre populag¢bes (metade superior) estimado com base em Fst. Os codigos das populagdes estdo identificados na Tabela 1.

ALT CAC BOl1 FIG BO2 TOC POC BRA ITA JAN CAP BLU CAM SMA TBP PAL DIA  SER
ALT 13,333 25,727 96,102 35,241 - 16,187 2,053 10,487 14,308 4,914 3574 5767 11,315 7,238 5909 3,421 2,633
CAC  0,0361 30,23 224,985 28,671 - 15,984 1579 11,061 5743 4,727 3431 6597 18262 9,116 6467 2,882 2237
BO1 0,019 0,0163 63,127 52,695 - 62,127 1,69 13,422 6,149 486 3,406 6,066 11,956 6,733 5784 3,112 2,363
FIG 0,0051 0,0022 0,0079 334,361 - - 2,112 6336 9,115 5619 3,72 6,503 - 11,841 9584 4,741 2,923
BO2 0,014 10,0171 10,0094 0,0015 - - 1,939 18,802 13,025 6,386 3,716 6,775 - 10,332 10,466 4,488 2,5
TOC  -0,0885 -0,1217 -0,0768 -0,0596 -0,0956 - 2,653 - 4,273 - - - - - - - 19,817
POC  0,0300* 0,0303 0,0079 -0,0281 -0,0037 -0,1486 3,153 15121 86,571 8,965 4,798 15474 110,507 11,675 9,268 4,645 3,203
BRA  0,1958* 0,2405* 0,2284* 0,1914* 0,2050* 0,1586* 0,1369* 1,932 2,053 2,315 3,043 2524 1635 3248 2,828 2,655 1,672
ITA  0,0455* 0,0432 0,0359* 0,0078 0,0259 -0,089 0,0320* 0,2056* 6,682 10,122 5699 29,855 38,231 39,852 14,824 6,183 2,848
JAN  0,0338* 0,0801* 0,0752* 0,0520* 0,037 0,1048* 0,0057 0,1958* 0,0696* - 24,067 7,146 4,641 - 15437 7,383 543
CAP  0,0924* 0,0957* 0,0933* 0,0817* 0,0726* -0,0349 0,0528* 0,1776* 0,0471* -0,002 7,152 12,997 - 10,983 18,754 7,085 3,433
BLU  0,1227* 0,1272* 0,1280* 0,1185* 0,1186* -0,0026 0,0944* 0,1411* 0,0807* 0,0203 0,0653* 74,813 67,927 7,029 8644 4,146 2,796
CAM  0,0798* 0,0705* 0,0761* 0,0714* 0,0687* -0,0072 0,0313* 0,1654* 0,0165 0,0654* 0,0371* 0,0066 - 24,224 16,209 7,998 2,802
SMA  0,0423 10,0266 0,0401* -0,0108 -0,0105 -0,0393 0,0045 0,2342* 0,0129 0,0973* -0,0147 0,0073 -0,0191 - - 35,067 3,764
TBP  0,0646* 0,0520* 0,0691* 0,0405* 0,0462* -0,1143 0,0411* 0,1334* 0,0124 -0,0348 0,0435* 0,0664* 0,0202 -0,0353 1174,788 15,362 3,316
PAL  0,0780* 0,0718* 0,0796* 0,0496* 0,0456* -0,0458 0,0512* 0,1503* 0,0326* 0,0314* 0,0260* 0,0547* 0,0299* -0,0029 0,0004 11,12 3,298
DIA  0,1275* 0,1478* 0,1384* 0,0954* 0,1003* -0,0474 0,0972* 0,1585* 0,0748* 0,0634* 0,0659* 0,1076* 0,0588* 0,0141 0,0315* 0,0430* 2,256
SER  0,1596* 0,1827* 0,1746* 0,1461* 0,1667* 0,0246 0,1350* 0,2302* 0,1493* 0,0843* 0,1271* 0,1517* 0,1514* 0,1173* 0,1310* 0,1317* 0,1814*

Legenda: (*) Significativo (P < 0,05); (-) Estimativas ndo calculadas.
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Figura 2. Arvore ndo enraizada de Neighbor—Joining gerada com base na
distancia genética Da (NEI et al., 1983). Em verde, popula¢cbes Amazbnico-
Chiquitano, em azul escuro, populacdes do Atlantico e, em amarelo, populagéo
da regido Central. S&0 mostrados os valores de bootstrap maiores que 60. As
populacbes SMA, TOC, BRA, SER e JAN foram retiradas devido a excesso de
dados perdidos, o que reduzia o bootstrap.
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Figura 3. Graficos obtidos com os valores de (A) In [Pr(X|K)] e (B) AK para
visualizacdo dos melhores K, 9 e 8, respectivamente.
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Flgura 4 (A) Graflcos obtidos pela anélise no STRUCTURE, com K variando de
3 a9, cada grupo é representado por uma cor, cada individuo é uma representado
por uma barra vertical. (B) Destaque do gréfico com K=2, mostrando a distribui¢éo
dos individuos do Atlantico-Chiquitano (verde), Atlantico (azul) e da regido
Central.

Figura 5. Distribuicdo das 18 populagdes com seus respectivos graficos
obtidos pela analise no STRUCTURE, para K=8, cada grupo € representado por
uma cor, cada individuo é uma representado por uma barra vertical.
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Figura 7. Anélise de Componentes Principais obtidas com os valores de oitos

grupos gerados pelo STRUCTURE de cada individuo.
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DISCUSSAO

1. Avaliagdo da diversidade entre e dentro das populactes

As analises com dados de microssatélites mostraram elevada diversidade
genética dentro das populagdes (Hg=0,81), sendo maior que o valor obtido, também
utilizando marcador microssatélite, em populacdes de outras espécies da familia
Meliaceae: Swietenia humilis (Hg=0,528, WHITE; POWELL, 1997; Hg=0,548, WHITE
et al., 1999); Carapa guianensis (Hg=0,644, DAYANANDAN et al., 1999; Hg=0,69,
VINSON et al., 2005; Hg=0,71, CLOUTIER et al., 2007); Swietenia macrophylla
(He=0,781, LEMES et al., 2003; Hg=0,657, NOVICK et al., 2003; Hg=0,518,
CESPEDES et al., 2003; Hg=0,799, LEMES et al., 2007; He=0,639 e Hg=0,176,
LEMES et al.,, 2010); e Khaya senegalensis (Heg=0,636, SEXTON et al., 2010;
Heg=0,739, KARAN et al., 2012). Por outro lado, valores maiores de heretozigosidade
com anélises de microssatélites foram encontrados por Sanchez (2008), em Cedrela
odorata da Mesoameérica (Hg=0,88), e por Garcia et al. (2004), em Entandrophragma
cylindricum (Hg=0,85). De acordo com Hamrick et al. (1979), elevados niveis de
variacdo genética sao esperados em espécies com ampla distribuicdo, altos niveis de
reproducéo cruzada e fecundidade, sistemas de polinizacao por vento, longos tempos de
geracgdo, e que ocorram em habitas que representam antigos estagios de sucessao. Estas
caracteristicas sdo descritas para C. fissilis, exceto pela polinizacdo que pode ser por
mariposas e abelhas, sendo a dispersdo das sementes pelo vento (CARVALHO, 1994).

Apesar da alta diversidade genética observada em populacbes do complexo C.
fissilis no Brasil e Bolivia, os individuos demonstraram algum nivel de endogamia
como indicado pelo excesso de homozigotos e, consequentemente, positivos valores de
Fis encontrado nas populagdes estudadas, sendo maiores nas populagdes da area de
distribuicdo do AC. Segundo Frankham et al. (2002), deficiéncia de heterozigotos
indica que as populagdes ndo estdo cruzando aleatoriamente, e isso pode ser esperado
para estes dados devido as elevadas distancias entre as populagdes.

A diversidade entre as popula¢Ges encontrada foi menor na regido AC
(Fst=0,012; Gst=0,008) em relacdo as do Atlantico (Fsr=0,061; Gsr=0,058) 0 que

também foi observado na AMOVA. Este cenario sugere maior proximidade nas
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populacgdes do grupo do AC. De modo geral, a diversidade genética entre populaces foi
baixa (Fst=0,075; Gs1=0,085), com 1,49% de variancia observada na AMOVA, néo
sendo evidenciada, portanto, estrutura genética entre elas. Algumas populacbes de
Meliaceae apresentaram diferenciacdo interpopulacional semelhante a encontrada neste
trabalho, em populaces de Cedrela odorata da Mesoaméria (Fs=0,08, SANCHEZ,
2008); e de Swietenia macrophylla (Fsr=0,097, LEMES et al., 2003). Outras populagdes
apresentaram maior diferenciagdo, em C. odorata do Peru (Fst=0,20, TORRE et al.,
2008; ); e de Swietenia macrophylla (Fsr=0,117, NOVICK et al., 2003; Fst=0,176,
LEMES et al., 2010). Por outro lado, algumas populacbes de Meliaceae apresentaram
elevada proximidade interpopulacional, refletida em baixos valores de Fsrt, 0 valor neste
trabalho foi maior que o encontrado em Swietenia humilis (Fst=0,036, WHITE;
POWELL, 1997; Fst=0,032, WHITE et al., 1999); em Carapa guianensis (Rst=0,017,
DAYANANDAN et al., 1999); e em Swietenia macrophylla (Fsr=0,063, CESPEDES et
al., 2003). Esta baixa diferenciacdo evidenciada entre popula¢des pode ser dada devida
a grande escala geografica abrangida (HAMRICK et al., 1979) com a presenca de
elevados a moderado niveis de fluxo génico historico entre populacdes (FUCHS;

HAMRICK, 2010) associado a migracfes mais contemporaneas entre regides.

2. Avaliacdo da diversidade e estrutura entre e dentro das areas de

distribuicéo

A obtencdo de elevado numero de grupos na analise no STRUCTURE pode ser
dada a utilizacdo de um marcador robusto, com taxa mutacional superior a taxa de
substituicio de bases (SCHLOTTERER, 2000) corroborando a existéncia de um
material mais diversificado quando comparado com a duas linhagens genealdgicas
obtidas, a partir de sequéncias nucleares e cloroplastidicas, por Garcia et al. (2011).
Outros fatores podem ter influenciado no elevado K, tais como a hibridizacdo, que
apresenta importancia na variabilidade existente (ROBERTSON et al.,, 2010), e a
poliploidia, que também tem papel na existéncia de biodiversidade (ROBERTSON et
al., 2010; BESNARD et al., 2008). Ambas as caracteristicas aumentam o polimorfismo
intraindividual, assim como o observado por Garcia et al. (2011) e, portanto é provavel
gue ocorram no complexo C. fissilis. O presente trabalho constatou ainda a existéncia de
um primer que gerava dois locos distintos e ndo ligados (CF66A e CF66B) e outro

(CF34) que, apresentando de trés ou quatro alelos concomitantemente, é caracteristico
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de loco tetrapléide (dados ndo mostrados), aumentando as inferéncias de poliploidia.
Outra particularidade é dada pela longevidade da &rvore. Uma vez que a idade das
arvores coletadas ndo foi mensurada, é plausivel que sejam de geracGes distintas e,
portanto, agregaram uma maior diversidade genética (WHITE et al., 2007). Entretanto,
sintetizando estes oito grupos em trés componentes principais, foi possivel observar a
presenca dos dois grupos Atlantico e AC, regionalmente distribuidos como mencionado
por Garcia et al. (2011).

Algumas populacdes apresentaram material de ambas as regides, tais como
BRA, ITA e SER. Isto pode ter sido provavel por estarem localizadas em regides de
encontro ou migracgdo entre as duas linhagens descritas por Garcia et al. (2011). Os
individuos de BRA, que ocorrem na regido central do Cerrado, podem ter sido um
remanescente dado pela tentativa de migracdo entre as duas regiGes durante periodos
mais secos (PRADO; GIBBS, 1993), além disso, BRA apresentou-se bastante afastada
de todas as populagdes, tanto do AC (média de 1157 km) quanto do Atléantico (média de
1012 km), praticamente equidistante as regiGes das duas linhagens. Devido a presenca
de apenas dois individuos, se faz necessaria maior investigacdo em populacdes a cerca
destes dois individuos para confirmacdo dos fatos. A presenca de refugios nas regides
centrais e sudeste do Atlantico, a partir dos quais as linhagens migraram para o
Nordeste, através de uma rota litoranea (CARNAVAL et al., 2009), pode explicar a
ocorréncia de material do Atlantico na populacdo SER, justificando também as maiores
distancias genéticas (pares de Fst) de SER com as populacdes da area de distribuicédo
Amazonico-Chiquitano. Ademais, a presenca de migracdo do Atlantico para o Sul
através de uma rota central (CARNAVAL et al., 2009), pode explicar o encontro das
linhagens na populacdo ITA. Outras populacGes também apresentaram algum
compartilhamento de material entre as linhagens, com predominio de uma ou outra,
provavelmente provocado por uma dispersao recente entre as regides.

As analises de microssatélites mostraram que as populacdes localizadas a leste
do Cerrado, apresentaram maior diversidade genética e foram menos homogéneas,
quando comparadas com as popula¢fes a oeste do Cerrado, tanto para as analises
descritivas, apresentando maior Apgryv., He, Ho, € menor Fis, quanto para a AMOVA, 0s
indices de fixacdo, analise no STRUCURE e de PCA. Essa diferenciagdo entre as
regides foi obtida ainda mais nitidamente por Garcia et al. (2011) com base em
sequéncias de ITS e cpDNA. A presenca de elevada diversidade, para a regido do

Atlantico, sugere (1) associacdo a uma regido de reflgio, conservando-se estavel em
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flutuacGes climéticas, mantendo a diversidade genética presente. Estudo baseado em
modelos paleocliméticos predisse a presenca de reflgio florestal historico na regido do
Atlantico no Pleistoceno (CARNAVAL; MORITZ, 2008). A diversidade desta
linhagem pode sugerir, alternativamente, (2) que essa regido seja de recolonizacdo,
recebendo imigrantes de reflgios adjacentes (TZEDAKIS et al., 2002). Nesta regido, a
populacdo CAP apresentou o maior nimero de alelos privados, podendo ser justificado
pelo grande tamanho populacional, como também constatado por Lemes et al. (2010)
para populacdes de Swietenia macrophylla da Amazonia e America Central. Além
disso, como observado no grafico de PCA, a populagdo CAP mostrou-se afastada dos
demais individuos da regido do Atlantico, o que pode ser consequéncia da grande
variagdo na altitude. Regides de elevagdo apresentam maiores diversidade e isolamento
populacional (SHI et al., 2011); sdo provaveis barreiras a polinizadores (GILLIES et al.,
1997); e, segundo Cavers et al. (2003) em estudo com populacBes de C. odorata na
Costa Rica, o fluxo génico ocorre inicialmente ao redor das montanhas, o que
provavelmente explica a manutencao de um material Unico nesta populacéo.

A area de distribuicdo AC apresentou diversidade menor, apesar de ainda
elevada, quando comparada com as populacGes da area de distribuicdo do Atlantico,
visualizada através dos valores de heterozigosidades. Essa reduzida diversidade também
foi constatada na linhagem do AC no complexo C. fissilis para sequencias de ITS e
cpDNA (GARCIA et al., 2011). Corroborando Oliveira et al. (2010), estudos de
filogeografia molecular em Carapichea ipecacuanha (Rubiaceae) mostraram que, nesta
mesma regido de Floresta Estacional do AC, popula¢Ges sofreram algum gargalo
genético ou foram fonte de Unico parental, gerando reduzida variabilidade. Estudos
mostraram que a composicao floristica das florestas secas da regido de AC durante o
Pleistoceno diferiu da composicdo atual (ANHUF et al., 2006), indicando que estas
florestas atuais tenham origem contemporénea (BURBRIDGE et al., 2004; MAYLE,
2004), e que provavelmente estas populacGes sejam migracdes recentes ou sofreram

algum gargalo populacional.
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3. Implicacdes para conservacao

A maioria das espécies e populacfes ameacadas possui diversidade genética
menor quando comparadas com espécies ndo ameacadas com grande tamanho
populacional (FRANKHAM et al., 2002). Entretanto, este conceito ndo se aplica para a
espécie C. fissilis, uma vez que apresenta importancia econémica devido a qualidade da
sua madeira, apresenta perda de habitat ocorrendo em florestas altamente exploradas, e
se encontra “ameacada Alacd+2cd” na lista vermelha de espécies ameagadas da [IUCN
(International Union for Conservation of Nature) (IUCN, 2008).

A diversidade genética mensurada apresentou individuos com elevado valor
para conservacdo, uma vez que a diversidade é importante para a sobrevivéncia da
espécie, sobretudo na presenca de fatores adversos, bidticos e abi6ticos. Como também
constatado, a existéncia de baixa diferenca interpopulacional infere a presenca de iguais
mecanismos de manejo para conservacdo das populaces estudadas. Ademais, de
maneira mais pontual, algumas regiGes podem ser destacadas para conservacao devido a
presenca de material genético peculiar, como a populacdo SER. Outras populacdes do
Atlantico, sobretudo a populacdo CAP, também apresentaram relevancia de
conservagdo devido as caracteristicas de refugio.

Outro fator importante a ser considerado para manutencdo da espécie é
existéncia de mudancas climéticas. Flutuacdes climaticas durante o Paleoceno e o
Plioceno sdo conhecidas por terem sido uma forca motriz para a formacdo de padrbes
espaciais de Meliaceae (MUELLNER et al., 2006). Recentemente, alguns estudos de
modelagem mostraram os efeitos negativos de mudancas climaticas atuais em espécies
de C. odorata da Costa Rica (ESMAIL; OELBERMANN, 2011) e C. montana de
Florestas Yungas do Sul da Bolivia (PACHECO et al., 2010). Além disso, mudancas na
temperatura global podem afetar o comportamento dos polinizadores, e em um cenario
ainda pior, aumentar a frequéncia de fogo em regides com arvores isoladas, como
mencionado por Sanchez (2008), para C. odorata da Costa Rica.

Segundo Muellner et al. (2010), a diversidade no género Cedrela foi dada
aparentemente no Oligoceno e inicio do Mioceno, sendo mais intensificada ao final do
Mioceno e inicio do Plioceno. Entretanto, estas plantas sofreram uma forte pressao de
selecdo para tolerancia ao frio apos sobreviverem & ultima glaciagdo, ha milhGes de
anos, com a implicacdo de que os genes tolerantes ao calor, bem como muitas espécies,

possam ter sido eliminados (COLWELL; RANGEL, 2010). Portanto, mesmo sendo a
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mesma espécie que ocorria no Plioceno a que ocorre atualmente (i.e. Cedrela), terdo, as
arvores atuais, a mesma diversidade genética, sobretudo 0s genoétipos resistentes ao
calor, das arvores do Plioceno? Aparentemente, as temperaturas esperadas para o
préximo século sdo ainda maiores as estimadas para os periodos com as temperaturas
mais elevadas do Paleoceno—Eoceno (CUI et al., 2011). Segundo Corllet (2011), nédo
esta claro se, durante um aquecimento em que as plantas nunca foram submetidas, as
espécies de arvores tropicais possuirdo as adaptacGes necessarias para tais condicdes.
Todavia, mesmo na falta destes esclarecimentos de tolerancia térmica, sdo necessarias
recomendacdes praticas para conservacdo (CORLLET, 2011), pois, por menor que seja
a perda da diversidade genética, ndo se podem mensurar as consequéncias geradas para

a espécie neste contexto de mudancas climaticas.
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CONCLUSOES

Populacdes do complexo C. fissilis do Brasil e Bolivia, por meio de marcadores
microssatélites, apresentaram elevada diversidade genética intrapopulacional e

baixa distancia interpopulacional;

As populacdes da area de distribuicdo Amazoénico-Chiquitano apresentaram
menor diversidade, maior endogamia e menores distancias genéticas. Ja as
populacBes da &rea de distribuicdo do Atlantico apresentaram maior diversidade,

menor endogamia e maiores distancia genéticas, ainda que baixas;

Foi constatada a baixa estruturacdo das populacdes, sendo exibido um namero de
grupos (K=8), com base em marcadores microssatélites, maior que o nimero de

linhagens conhecidas, com base em sequéncias de DNA,

A baixa diferenca interpopulacional infere a presenca de iguais mecanismos de
manejo para conservacao das populagdes estudadas, sendo as populacbes SER e
CAP as mais relevantes para conservacdo devido a presenca de material genético

peculiar e as caracteristicas de refgio, respectivamente.

Cerrado se constitui uma barreira para o fluxo génico as areas de distribuicdo
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