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RESUMO

O matamaté-amarelo, Eschweilera coriacea (DC.) S.A. Mori é uma espécie florestal
nativa da regido tropical, utilizada principalmente na industria madeireira para a fabricagdo de
postes, mourdes e esteios, além de ser utilizado em construgdes navais. A espécie apresenta
constituintes com atividades farmacoldgicas antifingicas e anti microbianas e compostos
quimicos que podem atuar como agentes antioxidantes. Este trabalho avaliou a diversidade e
estrutura genética de populacfes naturais de E. coriacea, usando nove locos microssatélites
desenvolvidos por meio de uma biblioteca genémica enriquecida. Dos 96 clones positivos
sequenciados, 81 apresentaram sequéncias repetidas, dos quais 49 (65%) foram apropriadas
para o desenho dos primers nas regides flanqueadas, e 24 sequencias foram selecionadas para
0s desenhos dos pares de primers usando o Programa Oligo Explorer. Doze primers
microssatélites amplificaram e foram polimorficos, dos quais nove foram usados para estimar
0s parametros genéticos de seis populacdes de matamata-amarelo sendo: ao longo da Rodovia
BR-429, Rond6nia-RO (n=31), Fragmento Florestal da Universidade Federal do Amazonas
(UFAM) - Manaus-AM (n=36), Reserva Adolpho Ducke, Manaus-AM (n=32), Fazenda
Experimental da UFAM, Coari-AM (n=33), Fazenda Santa Helena e llha de Vera Cruz,
Maués-AM (n=35) e Vila Amazodnia, Parintins-AM (n=35). Existe alta variabilidade genética
para os genotipos de E. coriacea, com média de 16,2 alelos por locos e diversidade total (Hr)
igual a 0,77. Os nove locos apresentaram 14 alelos comuns e 30 alelos intermediérios, 102
alelos raros, sendo 41 privados, 47 esporadicos e 14 difundidos. As estimativas de
heterozigosidade observadas (Ho) foram menores que 0,5 para maioria dos locos, variando de
0,07 (Ec15) a 0,75 (Ec36). As heterozigosidades esperadas (Hg) variaram de 0,13 (Ec15) a
0,92 (Ec24). Os valores de Hp foram inferiores aos valores de Hg na maioria dos locos, com
excecdo dos locos Ec37 na populacdo de Ronddnia. Diferengas claras entre Ho e He para
maioria dos locos indicam deficiéncias de heterozigotos. O teste exato de Fisher revelou que
85,2% dos locos ndo aderem o EHW no conjunto de populagdes. Os coeficientes de
endogamia (f) variaram entre populacdes, sendo maior na Reserva Ducke (0,53) e menor na
UFAM (0,29), com média de 0,4, evidenciando endogamia nas popula¢des. O nimero de
alelos para todos os locos foi maior nas populac@es de Maués (105) e menor em Ronddnia
(54). Os altos indices de diversidade estimados pelas He e Ho foram semelhantes para a
maioria das populacdes, variando entre 0,33/0,44 (Ho/Hg) a 0,46/0,83 (Ho/Hg), sendo a Ho
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menor na populacdo de Rondonia e maiores na UFAM e Parintins e Hg menor para a
populacdo de Ronddnia e o maior para Maués. A AMOVA detectou 87,5 % do total da
variacdo dentro das populacdes e 12,5%. Detectou-se baixa diferenciacdo genética (Fsr) entre
as populacbes Parintins e Maués (0,018), seqguida da UFAM e Reserva Ducke (0,030),
certamente devido ao alto fluxo génico (Nm=13,4; 8,1, respctivamente). Este relacionamento
foi confirmado pelo dendrograma de distancia genética de NEI (1978), o qual evidencia dois
grupos, um formado pelas populacbes de UFAM/Reserva Ducke e Parintins/Maués, e o
segundo por Rondonia e Coari, assim como detectado pelo Programa STRUCTURE. O teste
de Mantel revelou relacdo entre distdncia geogréafica e distancia genética, indicando
isolamento por distancia. Os resultados indicam que os nove locos microssatélites foram
eficientes em avaliar a diversidade genética nas seis populacGes de E. coriacea, mostrando
gue a maior parte da variacdo genética é encontrada dentro das popula¢des e que a moderada
estrutura genética encontrada entre, pode ser explicada pelo isolamento por distancia,
possivelmente associada aos padrdes de reproducéo e demografia da populacéo.

Palavras-chave: microssatélite, espécie florestal, variacdo genética, divergéncia genética,

isolamento por distancia.
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ANALYSE GENETIC DIVERSITY IN MATAMATA-AMARELO (Eschweilera coriacea
(DC.) S.A. Mori) POPULATIONS USING MICROSATELLITE MARKERS

ABSTRACT

The matamata-amarelo, Eschweilera coriacea (DC.) S.A. Mori, is a native forest
species from rain forest mainly used for timber specifically for producing mainstays, poles
and fenceposts and also ship factories. The species components are fungicide and
antimicrobial and antioxidant chemicals. This work evaluated diversity and genetic structure
of natural populations of E. coriacea, using nine microsatellite loci developed through an
enriched genomic library. Of the 96 positive clones sequenced, 81 contained repetitive
sequences, of which 49 (65%) were appropriate for design of primers in the flanking regions
and 24 sequences were selected for primer pair design using the Software Primer 3. Twelve
microsatellite primers amplified and were polymorphic, being nine used to estimate genetic
parameters of six populations of matamata-amarelo as follows: Highway BR-429, Ronddnia-
RO (n=31), Federal University of Amazonas State (UFAM) - Manaus-AM (n=36), Adolpho
Ducke Reserve, Manaus-AM (n=32), Experimental Farm of the Federal University of
Amazonas State (UFAM), Coari-AM (n=33), Santa Helena Farm and Ilha de Vera Cruz,
Maués-AM (n=35) and Vila Amazbnia, Parintins-AM (n=35). There is a great genetic
variability for the genotypes of E. coriacea, with mean of 16,2 alleles per loci and total
diversity (Ht) equal to 0,77. Nine loci presented 14 common alleles and 30 intemediate-
frequency alleles, 102 alleles scattered among population, being 41 private, 47 sporadical and
14 spread out. The observed estimates of heterozygosity (Ho) were smaller than 0,5 for most
loci, varying from 0,07 (Ec15) to 0,75 (Ec36). The expected estimates of heterozyigosity (Hg)
varied from 0,13 (Ec15) to 0,92 (Ec24). The values of Ho were smaller than the values of He
in most loci, except loci Ec37 in Ronddnia population. Differences between Ho and Heg for
most loci indicate deficiency of heterozygote. The Fischer test showed that 85,2% of loci do
not join the HWE the populations. The coefficients of inbreeding (f) varied between
populations, being larger in Ducke Reserve (0,53) and smaller in UFAM (0,29), with mean of
0,4, showing inbreeding in populations. The number of alleles for all loci was larger for the
Maués population (105) and smaller in Rondénia (54). The high index for diversity estimated
by He e Ho were similar to most populations, varying between 0,33/0,44 (Ho/Hg) and
0,46/0,83 (Ho/Hg), being the Ho smaller in Ronddnia population and larger in UFAM and

Parintins and Hg smaller in the Rond6nia population and larger for Maués. The AMOVA
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detected 87,5 % of total variation inside populations and 12,5%. Genetic differentiation was
detected (Fsr) between populations of Parintins and Maués (0,018), followed by UFAM and
Ducke Reserve (0,030), certainly due to the high gene flow (Nm = 13,4; 8,1, respectively).
This relation was confirmed by dendrogram of genetic distances of NEI (1978), which shows
two groups, one formed by formed by UFAM/Reserva Ducke and Parintins/Maués
populations, followed by Rondonia and Coari, as detected by the STRUCTURE Program. The
Mantel test showed relation between geographic and genetic distance, showing distance
isolation. The results indicate that nine microsatellite loci were efficient in evaluating genetic
diversity in six populations of E. coriacea, showing that most genetic variation is found inside
populations and the mild genetic structure was found between populations, being explained

by distance isolation, possibly associate to mating patterns and population demography.

Key-words: microsatellites, forest species, genetic variation, genetic divergence, distance

isolation.



INTRODUCAO

A espécie florestal Eschweilera coriacea (DC.) S.A. Mori, pertencente a Familia
Lecythidaceae, é uma arvore nativa da regido tropical encontrada desde o leste do Panama,
englobando todos os paises que fazem parte da Bacia Amazonica. No Brasil é popularmente
conhecida como matamata-amarelo, matamata-branco, matamata-preto ou morrdo vermelho.
Quando adulta pode atingir mais de 37 m de altura, sendo uma &rvore decidua de dossel a
subdossel, e destaca-se por sua distribuicdo agregada, apresentando elevada densidade
populacional nas éareas de ocorréncia (MORI & PRANCE, 1990).

Apresenta-se como uma espécie arbOrea de importancia econémica na regido
Amazonica pelo interesse que vem despertando nas indUstrias madeireiras e biotecnoldgicas.
Sua madeira apresenta resisténcia mecanica, durabilidade natural e densidade, permitindo o
uso para a fabricagdo de dormentes, moirdes, cavacos para cobrir casas, construgdes
portuérias e postes para a rede elétrica, além de ser utilizada como fonte de celulose e papel
(LOUREIRO et al., 1979). O extrato pode ser utilizado para fins farmacol6gicos (YANG et
al., 1998), podendo atuar como agentes antioxidantes, além de inibir o crescimento de
organismos patogénicos (FREITAS et al., 2005). Ainda, com finalidade menos nobre, poderia
ser utilizada para a producéo de carvédo e lenha.

Apesar das vérias caracteristicas favoraveis ao aproveitamento do lenho de E. coriacea,
0 tradicionalismo existente no setor madeireiro, seja através do investidor como do
consumidor, limita a introducdo de novas espécies no mercado. Paralelo a isso, o
desconhecimento de tecnologias para o corte de madeiras duras, influencia a exaustiva
repeticdo da escolha das mesmas espécies para serem comercializadas (MADY, 1998). Como
¢ 0 caso da acariquara (Minquartia guianensis Aubl.) espécie utilizada na forma de postes e

esteios que sofre superexploracdo devido a alta qualidade de sua madeira (FRANKHAN et



al., 1999). Uma alternativa para minimizar os impactos decorrentes da exploracdo nessa
espécie seria utilizar a madeira de matamata-amarelo em substituicdo a das acariquaras, ja que
possui elevada representatividade em estudos fitossocioldgicos e uma excelente distribuicéo
nos diferentes ecossistemas amazonicos (MADY, 1998).

Em populagdes naturais de espécies arbdreas, a recente fragmentacao florestal aliada a
exploracdo madeireira tem sido a principal ameaca a sustentabilidade dos ecossistemas
florestais, aumentando as possibilidades de erosdo genética decorrente da drastica reducéo do
tamanho populacional (CASTELLEN, 2005). Este fato, aliado ao isolamento das populacgdes
numa matriz pouco permeavel, gera condicBes propicias para a intensificacdo dos efeitos da
deriva, diminuicdo do fluxo génico entre populacbes, aumento da endogamia e isola
reprodutivamente individuos que contém uma pequena amostra do conjunto génico da
populacdo original, podendo causar, em curto prazo, continua perda de alelos.

Nesse sentido, estudos genéticos de espécies florestais como o matamata-amarelo, sao
essenciais para que sejam direcionadas praticas de manejo que visem a conservacdo e
utilizacdo desse recurso de forma adequada, além de apontar medidas efetivas a minimizacéao
dos impactos que venham a ser originados com retirada dessa madeira. Estes estudos
envolvem o sistema reprodutivo, o fluxo génico, a distribuicdo espacial dos individuos e,
principalmente, a variacao genética entre e dentro das populacdes (KAGEYAMA, 1987).

Atualmente o uso de marcadores moleculares tém se revelado uma ferramenta eficiente
e a cada dia mais acessivel para descrever, estimar parametros de diversidade genética,
estrutura genética das populacbes e fluxo génico (ALVES, 2002). Dentre os marcadores
eficientes para este fim, estdo os marcadores microssatélites, 0os quais possuem caracteristicas
intrinsecas de marcador estavel, codominante, neutro, multialélico, com elevada
reprodutibilidade e confiabilidade, (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

No Brasil, ao longo das duas ultimas décadas, iniciaram-se trabalhos de



desenvolvimento de microssatélites visando estudos populacionais de espécies florestais
como Swietenia humilis (WHITE & POWELL, 1997), Symphonia globulifera (ALDRICH et
al., 1998), Caryocar brasiliense (COLLEVATTI et al., 1999), Euterpe edulis Mart
(GAIOTTO et al., 2001), Bactris gasipaes Kunth (MARTINEZ et al., 2002; BILLOTTE et
al., 2004; RODRIGUES et al., 2007), Swietenia macrophylla King (LEMES et al., 2002),
Ceiba petandra (BRONDANI et al., 2003), Copaifera langsdorfii (GONELA et al., 2005),
Manilkara huberi (Ducke) (AZEVEDO et al., 2005), Tabebuia aurea (BRAGA et al., 2006),
Araucaria angustifolia (SCHMIDT et al., 2007), Casearia sylvestris Sw. (CAVALLARI et al.,
2008) e Hymenaea courbaril L. (BUONAMICI et al., 2008).

Portanto, este trabalho teve como objetivo desenvolver marcadores microssatélites
para E. coriacea e utiliza-los em estudos de diversidade e estrutura genética de populacdes de
diferentes locais da Amazonia, gerando informacdes que poderdo auxiliar em futuras

estratégias de manejo e conservacao da espécie.



1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 A espécie Eschweilera coriacea (DC.) S.A. Mori

A Eschweilera coriacea (DC.) S.A. Mori tem sido geralmente identificada como
Eschweilera odora (Poepp) Miers, que € uma sinonimia do primeiro. Carmagos et al., (1995)
relacionaram a sinonimia de Eschweilera odora e Eschweilera matamata Huber a
Eschweilera coriacea. Em Mori & Prance (1990) consta ainda a sinonimia Eschweilera
coriacea (A.P. de Candolle) Artius ex Berg.

No Brasil, a Eschweilera coriacea (DC.) S.A. Mori é popularmente conhecida como
matamata-amarelo, matamata-branco, matamata-preto ou morrdao vermelho. Em outros paises
da América do Sul sdo relacionadas diversas denominagdes para essa espécie: coco, coco-
majagua (Colémbia); pokai-yek (\Venezuela); bergi-mambarkla, hoogland-mambarklak
epronmambarklak, kakaralli, Black kakaralli (Suriname); bailaaki, paramaka, mahot-Blanc,
mohot-jaune, mahot-noir (Guiana Francesa); cashnum (Equador); machimango-Blanco e
machimango colorado (Peru) (MORI & PRANCE, 1990; LOUREIRO et al., 1979).

A E. coriacea € uma arvore que pode alcancar até 37 metros de altura e apresenta
sapopemas em sua base (MORI & PRANCE, 1990). Possui fuste reto e cilindrico, casca
fibrosa, fina e persistente (Figura 1A). O apice dos ramos novos é marrom acinzentado, sub-
glabros. As folhas sdo oblongo-lanceoladas, acuminadas, de base redonda ou obtusa, margem
integra, sempre verde, semicoriaceas, glabras, com vénulas e nervuras laterais ascendentes,
unindo-se para a margem (Figura 1F). A inflorescéncia é racemosa apical ou nas axilas
superiores, muitas vezes bastante ramificadas, brancas ou amareladas, com andréforo amarelo
(Figura 1G e 1H). O fruto é grande variando de 3,7 a 6,4 cm de comprimento; 4,0 a 7,6 cm de

largura; 3,9 a 7,1 cm largura da abertura e opercular; 33,5 a 119,4 g de peso, lenhoso, tipo



pixidio operculado, verde quando maduro. Formato globoide, com base truncada a levemente
arredondada e apice truncado e umbonado. Anel da calicina visivel proximo a base ou na
regido mediana do fruto, saliente, com cinco a seis lobos triangulares e lenhosos (Figura 1C e
1D). As sementes sao consideradas oleoginosas (LOUREIRO et al., 1979).

A emergéncia da parte aérea no viveiro ocorre em 5 a 28 dias e a formacéo da plantula
cerca de sete dias depois. O caule se alonga com alguns catafilos, fica temporariamente
inclinado proximo a gema apical e duas folhas alternas expandem-se simultaneamente. As
folhas jovens sdo inicialmente arroxeadas e contrastam com o caule verde (Figura 1E)

(CARMARGO et al., 2008).

Figura 1. A) Tronco da arvore de Eschweilera coriacea (DC.) S.A. Mori num fragmento florestal da
BR-429 no Estado de Ronddnia. B) Rebrotamento a partir do tronco cortado. C) Fruto maduro da E.
coriacea. D) Frutos e sementes da E.coriacea. E) Emergéncia da parte area em viveiro. F) (i) jovens e
(1) adultos ampliadas. G) Exsicata da E. coriacea. H) Inflorescéncia. A e B — Fotos de Andrea
Amancio; C, D e F — Fotos de Camargo et al. (2008); G — Fotos de www.findingspecies.org; H — Fotos
de Ribeiro et al. (1999).



1.2 Ocorréncia da espécie

A E. coriacea ocorre em matas de terra firme, sobre solo argiloso ou argilo-arenoso
(LOUREIRO et al., 1979). Ocupam na maior parte 0 sub-bosque ou sdo arvores de dossel,
mais abundantes em matas de terra firme das planicies tropicais ou das florestas imidas. E
também encontrada em éareas de varzea e distribui-se do leste do Panaméa e noroeste da

Colbmbia, através das Guianas e toda bacia amaz6nica (Figura 2).
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Figura 2. Distribui¢do geografica da Eschweilera coriacea (DC.) S.A. Mori na Bacia Amazonica.

E uma espécie que destaca-se por sua distribuicdo agregada, possuindo frequéncia
muito alta (0.95) em floresta equatorial de terra firme. Fato confirmado por Tello (1995) que
destacou a Eschweilera coriacea como a espécie mais abundante em uma topossequéncia da
Reserva Florestal Adolpho Ducke, do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazonia, indicando
tambem ser uma das espécies com melhor distribuigdo. Dados semelhantes foram encontrados

por Amancio & Tello (2000) em um levantamento floristico realizado no fragmento florestal



do Campus da Universidade Federal do Amazonas, em Manaus-AM. Segundo os autores, a
familia de maior cobertura e abundancia foi a Lecythidaceae, sendo a E. coriacea a espécie
mais importante encontrada nessa regido. No grupo sucessional pode ser considerada espécie
secundaria tardia (AMARAL et al., 2009).

Silva et al. (2008), trabalhando no parque fenoldgico da EMBRAPA Amazonia
Ocidental, concluiram que a espécie mais importante nesta floresta, sob todos os indices

calculados, foi a Eschweilera coriacea (Figura 03).
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Figura 3. Composicdo do indice de Valor de Importancia — IVI para as espécies com os maiores
valores de IVI no parque fenol6gico da EMBRAPA (Fonte: SILVA et al., 2008).

1.3 Biologia reprodutiva

As flores de E. coriacea sdo hermafroditas (WATSON & DALLWITZ, 1992),
polinizadas frequentemente por abelhas do género Euglossinae, que sdo atraidas através do
aroma floral. Sua floracéo ocorre de agosto a dezembro nas Guianas, Amazonia e no oeste dos

Andes. As flores tem sido verificadas de janeiro a setembro (MORI & PRANCE, 1990).



O mecanismo de dispersdo das sementes de E. coriacea que contribui para a
regeneracdo natural é a barocoria, e geralmente pode ser feita por animais do tipo macaco-
aranha (Ateles geoffroyi), guariba (Alouatta belzebul belzebul), macacos-prego (Cebus
apella), cuxius (Chiropotes satanas), papagaios (Amazona sp.). Suas sementes podem ser
enterradas individualmente por pequenos roedores como cutias (Dasyprocta aguti) e esquilos
(Sciurus aestuans). Quando os frutos sdo verdes, os roedores o descartam apds inspe¢édo, com
isso as sementes sdo depositadas na vizinhanca das arvores maternas (MORI et al., 1978;
MORI & PRANCE, 1990; STEVENSON, 2001).

Lopes (2008) em seu estudo sobre a dispersdo de sementes e a estrutura de duas
populacdes de E. coriacea na Amazonia oriental, verificou que a baixa taxa de dispersdo de
sementes aumenta o nivel de agregacdo entre os individuos. Segundo o autor, € possivel que
as plantulas debaixo dos adultos estejam contribuindo mais para a formacéo das populacdes
que as plantulas dispersadas para além da zona de projecdo da copa dos adultos.

Contudo, ndo existem estudos do sistema de reproducdo em E. coriacea, no entanto
sdo muitas as evidéncias de que espécies da familia Lecythidaceae sejam xen6gamas, mas sao
poucos os trabalhos que testaram todos os sistemas reprodutivos, obtendo resultados mais
precisos. Resultados sobre o sistema reprodutivo de Eschweilera nana, uma espécie do
cerrado, sugerem que a espécie é exclusivamente xenégama, pois formam frutos a partir de
polinizagdo cruzada entre flores de individuos diferentes (POTASCHEFF, 2010). Também, de
acordo com Gusson (2005), o sistema de reproducdo de Eschweilera ovata é misto, com
predominio de cruzamentos e que, provavelmente, ndo existem mecanismos de auto-
incompatibilidade na espécie, a maior parte da endogamia gerada foi por cruzamentos entre

parentes, sendo o restante atribuido a autofecundacgéo.



1.4 Importancia econdmica

A madeira da E. coriacea é pouco atacada por xil6fagos e a nédo suscetibilidade ao
ataque de brocas marinhas, 0 que a torna uma madeira adequada a exportacdo, cuja aplicacdo
da-se em marinas e construcfes portuarias de paises litoraneos.

O valor encontrado para a resisténcia a choques (5,92 kg.m) indica o emprego na
construcdo de carrocerias de caminhdes e outras bases de suporte que necessite receber cargas
de maneira abrupta (MADY, 1998). A resisténcia a compressdo perpendicular as fibras (176
kg/cm? em madeira verde e 183 kg/cm? em madeira seca) permite justificar o uso da espécie
para dormentes de linhas de trem. Em relacdo a compresséo paralela, aplica-se muito bem a
vigamentos de casas e construcdes em geral.

As caracteristicas encontradas em E. coriacea (resisténcia mecanica, durabilidade
natural e densidade) permitem sugerir varias finalidades para o emprego desta espécie na
industria florestal: dormentes, moirfes, cavacos para cobrir casas, construcGes portuarias e
postes para a rede elétrica (LOUREIRO et al., 1979). Além de ser utilizada como fonte de
celulose e papel. Como finalidades menos nobre, poderia ser utilizada para a producdo de
carvéo e lenha.

Também de suas folhas e troncos podem ser extraidos compostos quimicos com
potencial biotecnoldgico, Yang et al. (1998) encontraram nas folhas de E. coriacea trés
composto bioativos: Eschweilenol (A), extraido junto a dois derivados de acidos elagicos
inativos, o Eschweilenol (B) e Eschweilenol (C) e outros compostos conhecidos por sacarose
e 3 galloylepigallocatechin-O, com potencial anti-cancer. Ainda, Freitas et al. (2005)
encontraram nas raizes da Eschweilera sp. elevado potencial para testes antifingicos e suas
folhas mostraram-se ativas aos testes antibacteriano. Fioratti et al. (2007) demonstraram que 0
extrato vegetal das folhas de Eschweilera sp. apresentou ac¢ao antioxidante, devido a presenca

de compostos fenolicos e flavondides.
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1.5 Marcadores moleculares

O desenvolvimento da biologia molecular tornou possivel a manipulacdo do DNA
através da utilizacdo de técnicas para analisar os polimorfismos genéticos (BUSO et al.,
2003). Os marcadores moleculares abriram novas perspectivas para pesquisas em
melhoramento genético de animais e plantas e estudos de diversidade genética de populagoes,
em especial aquelas com vista a conservacdo (CARNAVALE-BOTINA, 2006). Em outras
palavras, a grande vantagem dos marcadores moleculares do DNA, com relacdo a outros tipos
de marcadores, é a sua abundancia, a sua insensibilidade aos fatores do ambiente e o fato do
DNA estar presente em todas as células do organismo (RAGOT & HOISINGTON, 1993;
FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998; VIANA et al., 2003; BOREM, 2006).

Durante a década de 60, os estudos genéticos eram realizados utilizando-se marcadores
morfologicos de facil identificacdo no organismo e geralmente regidos por um Unico gene
(LEOI, 2003). Apesar dos marcadores terem contribuido significativamente para o
estabelecimento dos principios tedricos do mapeamento genético e das analises de ligacdo
génica, o pequeno namero de marcadores morfoldgicos diferentes em uma mesma linhagem
diminui a probabilidade de se encontrar associacdes significativas entre esses marcadores e
caracteres de importancia para programas econdmicos ou para estudos teéricos (BOREM,
1998).

O primeiro grande passo para resolver estes problemas foi o desenvolvimento de
marcadores isoenzimaticos, que sdo baseados na analise do produto de expressdo de genes.
Eles revelaram-se como uma nova fonte de marcadores genéticos com inumeras vantagens
sobre os marcadores morfolégicos. Exemplos da utilizagdo desses marcadores foram
apresentados em trabalhos com a Trema micrantha (L). Brume e Cecropia sp. (RIBAS, 2003),
Tabebuia cassinoides (CAVALARRI NETO, 2004), Eremanthus erythropappus (DC.) Mac

Leish (BARREIRA, 2005).
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Com o desenvolvimento da técnica denominada RFLP (Restriction Fragment Lenght
Polymorphism ou polimorfismo de tamanho de fragmentos de restri¢éo), a partir da década de
70, foi possivel detectar os polimorfismos por meio da visualizacdo simultanea de centenas de
fragmentos restritos de DNA (BOREM, 2006; BITTENCOURT, 2008). Nessa técnica, 0 DNA
de um individuo é clivado com enzimas de restri¢do e os fragmentos sdo separados de acordo
com o seu tamanho, por eletroforese (VIANA et al., 2003).

Em meados da década de 80, novos tipos de marcadores surgiram por meio da técnica
de PCR (Polymerase Chain Reaction ou Reacéo da
Cadeia da DNA Polimerase), que consiste em amplificar porcBes especificas do genoma,
desde que as sequéncias em torno dessas regides sejam conhecidas. Essa técnica é
automatizada, pelo uso de um termociclador e de uma enzima DNA polimerase termoestavel,
a tag DNA polimerase.

Tomando os principios da Polymerase Chain Reaction foi desenvolvido por Williams
et al. (1990), a técnica de RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA ou
Polimorfismo do DNA Amplificado ao Acaso), que diferentemente do PCR classico, ndo
requer o conhecimento prévio da regido a ser amplificada para o desenho dos
ligonucleotideos. Essa técnica utiliza um Unico primer mais curto, normalmente de dez
nucleotideos e de sequéncia arbitraria, para realizar a amplificacdo. Apesar de suas limitacdes
essa técnica foi intensamente utilizada em trabalhos relacionados a banco de germoplasma de
Bactris gasipaes Kunth (PICANCO et al., 1999; CRISTO-ARAUJO, 2008); as diferencas
genéticas da Solanum crinitum Lam em diferentes regides da Amazonia (HOLANDA, 2010);
analise da estrutura genética de Eugenia dysenterica (ZUCCHI, 2002) e divergéncia genética
em Cedrela fissilis Vell (ASSUNCAO, 2004).

Outra técnica, proposta por Vos et al. (1995) é a dos marcadores moleculares aflps

(Amplified fragment length polymorphism ) que exploram o polimorfismo baseado em
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diferencas entre gendtipos na distribuicdo dos sitios de restricdo e na amplificacdo diferencial
de fragmentos decorrente da variacdo na posicdo de sitios de enzimas de restricdo (milach,
1998). Esses marcadores nao apresentam as mesmas vantagens dos rapds em relacdo a
acessibilidade e custo, no entanto, um numero muito superior de locos polimorficos podem
ser detectados por reacdo (AZEVEDO, 2007). a principal limitacdo desta técnica, assim como
a de rapd, é a impossibilidade de diferenciar genotipos heterozigotos dos homozigotos.

Os marcadores baseados em locos hipervariaveis de minissatélites e aqueles baseados
na amplificacdo de microssatélites, surgiram em meados dos anos 80, ap0s a descoberta que
0S genomas eucariotos sdo densamente povoados por diferentes classes de sequéncias
repetidas. Esses marcadores foram chamados de DNA satélite ou VNTRs (Variable Number
of Tandem Repeats ou Repeticdo em Tadem de NUmero Variadvel) e classificados em duas
classes distintas, de acordo com seu tamanho, algumas mais complexas (minisatélites) e

outras mais simples (microssatélites) (JARNE & LAGODA, 1996).

1.6 Marcadores microssatélites

Os microssatélites também conhecidos como SSR (Simple Sequence Repeats) ou STR
(Short Tandem Repeats ou Repeticdo curtas em Tandem) consistem em um a seis nucleotideos
repetidos em tandem. As diferentes repeti¢cbes de microssatélites encontradas sdo classificadas
em trés familias: (a) repeticdes perfeitas (por exemplo: CACACACACACACA) quando nao
apresentam nenhuma interrupcao; (b) repeticoes imperfeitas (exemplo:
CACACACACACATATCACACACACA), quando sdo interrompidas por bases nao
repetidas; e (c) repeticoes compostas (exemplo:
CACACACACACACAGAGAGAGAGAGAGA), quando duas ou mais repeticbes de
microssatélites estdo dispostas adjacentes, as quais podem ser perfeitas ou imperfeitas

(JARNE & LAGODA, 1996; CHAMBERS & MACAVOY, 2000; BOREM, 2006).
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Atualmente sdo os marcadores moleculares mais utilizados, devido a sua natureza
multialélica, transmissdo codominante, facil deteccdo por PCR, relativa abundéncia, extensiva
cobertura do genoma e necessidade minima de DNA para analise genética (MOREIRA,
2006). Como apresentam expressdo codominante e multialelismo, esta classe de marcadores
apresenta 0 mais elevado conteddo de informacdes de polimorfismo, favorecendo a mais
completa cobertura do genoma. Podem ainda ser automatizaveis em sistema multiplex, que
permite avaliar de forma rapida um grande nimero de individuos para um grande nimero de
locos em pouco tempo (LEMES, 2000; RODRIGUES, 2007; REIS, 2009).

Os microssatélites representam regides instaveis do genoma, que estdo sob alteracdes
mutacionais a taxas muito maiores do que as observadas nas sequéncias de copia Unica,
variando de 10°° a 102 mutacdes por geragio, sendo que a maioria é causada por alteracdes no
nimero de unidades de repeticbes (EISEN, 1999). Acredita-se que esta instabilidade ocorre
devido a alta incidéncia de “escorregamento” na replicag¢do e “crossing-over” desigual.

A replicacdo do DNA ¢é um processo complexo, cuja fidelidade € dependente de alguns
fatores: a) da DNA polimerase; b) da acdo das enzimas com atividade exonuclease, que
removem bases mal pareadas inseridas erroneamente durante a replicacdo; ¢) do sistema de
reparo de pareamento erroneo, que é um reparo pos replicacional (do inglés “mismatch repair
system”). O processo se inicia quando, na replicacdo, a DNA polimerase se desliga do
complexo de replicagédo, forcando a dissociacdo das duas fitas de DNA. No entanto, para
reiniciar a replicagdo, € necessario que as duas fitas sejam re-associadas, a partir desse
momento, se houver uma re-associagdo incorreta entre as cadeias, mutacOes sdo geradas,
resultando em uma ou mais repeticbes ndo pareadas. Este erro vai gerar uma diminui¢do ou
aumento do comprimento dos microssatélites, dependendo da fita em que ocorrer as
repeticdes ndo-pareadas. Deste modo, o erro pode levar a uma diminui¢do do comprimento

dos microssatélites (quando as repeticdes ndo pareadas estdo na fita-molde) ou a um aumento
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(quando as repeticdes ndo pareadas estdo na fita nascente) (SCHLOTTERER. & TAUTZ,
1992). Ja o “crossing-over” desigual, ocorre entre moléculas de DNA desalinhadas durante a
meiose, gerando a delecdo de uma unidade repetida em uma molécula e sua inser¢do em
outra. Esse processo seria mais comum nas sequéncias repetitivas longas e explicaria
mudancas drasticas de varia¢do de tamanho do alelo (STEPHAN & CHO, 1994).

O notavel valor desses marcadores resulta na simples e econémica analise de
polimorfismo e a facilidade de troca de informacGes entre laboratérios, visto que séo
plenamente transferiveis entre individuos dentro de uma espécie e frequentemente entre
espécies taxonomicamente proximas, muitas vezes mesmo de género distintos (BOREM,
2007). Dentre trabalhos realizados para a transferibilidade de locos microssatélites de plantas,
destaca-se Carvalho (2007), com a transferéncia de Oriza sativa L.para Triticum aestivum L.;
Bernardes (2008), testou com sucesso a transferéncia de primers desenvolvidos para Bactris
gasipaes Kunth em Astrocaryum aculeatum. Marth. Goncalves (2009), com a transferéncia de
oligonucleotideos desenvolvidos para Ficus em F. citrifolia Mill e F. eximia Schott.

Apesar de todas estas vantagens demonstradas pelos microssatélites, a utilizacdo em
larga escala tem um custo elevado e requer tecnologias para o seu desenvolvimento. Um
laboratério equipado com aparelhos utilizados em rotinas de biologia molecular necessarios
para este fim nem sempre € disponivel nas instituicGes de pesquisa (RODRIGUES, 2007). De
acordo com a mesma autora, para obtengdo dos pares de ‘oligoucleotideoss’ que amplifiquem
regides repetitivas de microssatélites, sdo necessarios passos de caracterizacdo de abundancia
de diferentes motivos repetitivos (‘motifs’), constru¢do de bibliotecas, sequenciamento do
DNA ¢ ampla triagem dos ‘primers’ construidos, visando identificar locos mais informativos.
Além disso, erros de genotipagem podem ocorrer e consistem, principalmente, na

amplificacdo de bandas-fantasma (“stuttering patterns”), amplificagdo preferencial de alelos
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(“large alleles dropout”) ¢ a ocorréncia de alelos nulos; além da homoplasia que pode vir a
subestimar a divergéncia genética (ROSA, 2007).

Dessa forma, os marcadores (locos) SSR tém sido utilizados em muitos estudos de
evolucdo, conservacdo e genética de populacdes em diferentes espécies arboreas como
Swietenia humilis (WHITE & POWELL, 1997), Eucalyptus sp. (BRONDANI et al., 1998),
Caryocar brasiliense (COLLEVATTI et al., 1999), Euterpe edulis Marth (GAIOTTO, 2001),
Caesalpinia echinata Lam (LIRA et al., 2003), Swietenia macrophylla King (ANDRE, 2005),
Manilkara huberi (Ducke) (AZEVEDO, 2007), Sextonia rubra (VERON et al., 2005)
Pseudobombax munguba (Marth. & Zcc) (MENICUCCI, 2007), Casearia sylvestris Sw.
(CAVALLARI, 2008), Aniba rosaeodora (Ducke) (ANGRIZANI, 2008), Hymenaea
stigonocarpa Marth. Ex Hayne (MORENO, 2009), Bactris gasipaes Kunth (RODRIGUES,

2007; REIS, 2009).

1.7 Variabilidade e Estrutura Genética em populacGes naturais

Os estudos da variacdo genética entre e dentro de populacdes naturais sao
fundamentais para o conhecimento da estrutura das populacdes e podem ser realizados
eficientemente a partir do uso de testes de procedéncias e progénies ou por marcadores
genéticos bioquimicos e moleculares. Entretanto, para esse objetivo, o uso de testes de
procedéncias e progénies s6 podem serem realizados eficientemente quando se tem
conhecimento suficiente sobre a performance silvicultural das espécies e quando realizadas
em condig¢des similares aquelas em que as espécies se encontram em condic¢des naturais. Os
pardmetros coeficiente de variagdo genética entre progénies e dentro de progénies, obtidos a
partir desses testes, permitem avaliar a variabilidade genética e inferir sobre o sistema de
cruzamento das espécies, sendo muito utilizados para estudos genéticos iniciais com espécies

nativas (KAGEYAMA, 1990; RESENDE, 1999).
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O sistema de reproducdo possui forte influéncia sobre a quantidade e a distribuicédo da
variabilidade genetica dentro e entre populagdes (HAMRICK & GODT, 1989). Dentre os
varios fatores que podem afetar o sistema de reproducédo pode-se citar o tamanho, a densidade
populacional, o grau de estruturacdo populacional (FRANCESCHINELLI & BAWA, 2000) e
a fragmentacdo de populagdes (YOUNG et al., 1996).

A ocorréncia de perturbacdo antropica pode levar a alteracdo da distribuicdo da
variabilidade genética gerando estruturacdo genética espacial nas populacbes arboreas
(LACERDA & KAGEYAMA, 2003; MORAES et al., 2005). Para Barreira (2005), a
fragmentacdo de continuos florestais pode resultar em grandes prejuizos para toda a
comunidade bioldgica. Enquanto a reducdo do tamanho efetivo em populacdes de arvores
representa uma diminui¢cdo no namero de individuos reprodutivos e na quantidade de pélen
depositados, ela também pode refletir na abundancia de agentes polinizadores (AIZEN &
FEINSINGER, 1994).

Verifica-se que em populacdes de baixa densidade a ocorréncia de fenbBmenos genéticos
como a deriva genética, que provoca perda da variacdo genética rapidamente em pequenas
populacdes e a endogamia (autofecundacdo e cruzamento entre individuos aparentados)
ocasionam a perda da heterozigosidade. Portanto, para a efetiva conservacdo genética ou
exploracdo de uma espécie deve-se conhecer a forma em que a variacdo genética ocorre entre
e dentro das populacgdes, bem como o entendimento dessa variagdo no tempo e no espaco
(BARREIRA, 2005).

A relacdo temporal e espacial entre individuos proximos aumenta a probabilidade de
intercruzamento e se 0s mecanismos de dispersdo de pdlen e sementes forem restritos a uma
pequena vizinhanga, aumentam as chances desses individuos serem aparentados. O
cruzamento entre parentes gera endogamia em espécies florestais, sendo determinado pela

distancia e taxa com que os genes migram dentro e entre popula¢des (COLES & FOWLER,
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1976 citado por BARREIRA, 2005).

Vérias populacdes de diferentes espécies arboreas estdo sendo objeto de estudo para
determinacdo de parametros de variabilidade e estrutura genética, como por exemplo
Eschweilera ovata (Cambess) (GUSSON et al., 2005), Chorisia speciosa A. St.-Hil (SOUZA
et al., 2004), Eugenia dysenterica (ZUCCHI et al., 2003), Copaifera langsdorffi Desf.
(PINTO et al., 2004) e Quercus lobata (DUTECH et al., 2005). Verifica-se que naquelas de
polinizacdo aberta, a maior parte da variabilidade encontra-se no nivel intrapopulacional
(HAMRICK, 1983), como ¢é o caso de Trichilia pallida (ZIMBACK et al., 2004), e
Theobroma grandiflorum (ALVES et al., 2003), Swietenia macrophylla (CESPEDES et al.,
2003).

A estruturacdo genética de uma espécie pode ser definida como a distribuicdo da
variabilidade genética entre e dentro de populacdes. Esta estrutura resulta da combinacdo
entre mutacdo, migracdo, selecdo e deriva genética, as quais definem a distribuicdo da
variabilidade genética nas populacdes.

Os parametros mais estimados para calcular a variabilidade genética sdo a partir das
frequéncias alélicas e da diversidade genética intrapopulacional, que € caracterizada pelos
indices: porcentagem de locos polimérficos, numero médio de alelos por loco,
heterozigosidade esperada (Hg) e observada (Ho) sob equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) e
indice de fixacéo (f) (BERG & HAMRICK, 1997).

Quando as frequéncias alélicas em um ou mais locos é determinada, é possivel predizer
a frequéncia de cada gendtipo assumindo-se que cada loco estd no equilibrio de Hardy-
Weinberg e que pares de locos estdo no equilibrio de ligagdo. Desvios desses valores previstos
indicam que fatores coordenados podem estar operando para produzir associagcdes néo
aleatdrias de alelos dentro de ou entre locos (FUTUYMA, 2002). Em um Unico loco, 0s

desvios das frequéncias de Hardy-Weinberg podem produzir tanto um excesso quanto uma
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deficiéncia de heterozigotos. Botrel & Carvalho (2004), por exemplo, verificaram em
populacdes naturais de Machaerium villosum excesso de heterozigotos para o conjunto das
populagdes (f = - 0.121). Dados semelhantes foram encontrados para Spondias lutea com f = -
0.0658 (GOIS et al., 2009), Xylopia brasiliensis Sprengel com f = - 0,221 (PINTO &
CARVALHO, 2004), Genipa americana L. com f = -0,071 (SEBBENN et al., 2003). Um
grande excesso é bastante incomum, mais deficiéncias consideraveis de heterozigotos sao
observadas frequentemente, estas normalmente causadas por algum tipo de efeito de
endocruzamento, sendo geralmente observadas em espécies vegetais autofertilizadas. As
populacdes de tais plantas sdo geneticamente variaveis, mais consistem principalmente de
uma variedade de genotipos homozigotos (FUTUYMA, 2002). Em um trabalho realizado por
Moraes (1992), foi observado que duas populacbes de aroeira (Myracrodruon urundeuva
Allemao) apresentaram uma baixa taxa de fecundacdo cruzada, ocasionando expressiva taxa
de endogamia (homozigose).

As metodologias béasicas para caracterizar a estruturacdo genética entre populacdes
foram propostas por Wright (1965), Nei (1978), Cockerham (1969), Vencovsky (1994) e
Weir (1996), sdo conhecidas como:

(i) Estatisticas F de Wright;

(i) Analise da variancia de frequéncias génicas;

(iii)  Analise da diversidade genética em populacdes subdividadas.

As estatisticas F permitem a caracterizacdo da distribuicdo da variabilidade genetica
entre as populagdes (Fst), assim como o0s niveis médios de endogamia ao nivel populacional
(Fis) e total (Fit). Os coeficientes de coancestralidade (0) possibilitam a avaliagdo da
divergéncia em diferentes niveis de hierarquia, além de possibilitar a obtencédo de estimativas
de endogamia, a partir de uma base ndo viesada. A analise da divergéncia génica em

populacdes subdivididas permite a comparacgédo dos niveis de heterozigosidade entre e dentro
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das populagdes, bem como a obtencdo de uma estimativa de divergéncia, a partir de uma base
diferente daquela que fundamenta as estimativas Fsr e 6 (ZUCCHI, 2002). Assim, conforme
Wright (1965):
Fir=(1-Fis) (1-Fsy)
Onde:
e Fir = é o indice de fixacdo ou coeficiente de endogamia para o conjunto das
populagdes (devido ao sistema reprodutivo e subdivisao).
e Fis=¢é o indice de fixacdo ou coeficiente de endogamia intrapopulacional (devido ao
sistema reprodutivo).
e Fsr = é o indice de fixacdo ou divergéncia genética entre populacdes (devido a
subdivisao).

A andlise das frequéncias génicas foi baseada na teoria de que as populacdes em
estudo sdo provenientes de uma mesma populacdo ancestral, permitindo assim, a estimativa
do coeficiente de parentesco (coancestralidade) e endogamia (COCKERHAM, 1969).
Segundo Conte (2004), nessa metodologia proposta por Cockerham, todos os desvio de
panmixia também sdo considerados devido a deriva genética e ao sistema de reproducdo.
Assim, conforme Cockerham (1969):

f=(F-6p)(1-6p)
Onde:
f = mede os niveis de fixacdo medios dentro das populacdes.
F = divergéncia genética entre populacdes.
Op = coeficiente de parentesco entre dois individuos dentro de populagdes.

Nei (1978), com o objetivo de obter uma medida de estrutura de populagdes que

acomodasse locos multialélicos, desenvolveu a analise genética em populagdes subdivididas.

Tal parametro pode ser aplicado em qualquer populagéo, independente do nimero de alelos



20

por loco, sistema de reproducdo e da atuacdo de forcas evolutivas. Com isso, a
heterozigosidade total (HT) deduz o grau de diferenciacdo entre subpopulacfes, através da
seguinte forma:
Hr = Hs+ Dst

Onde:

e Hr = Heterozigosidade total.

e Hs = média ponderada dos valores de H calculados para subpopulagdes.

e Dgr = componente de variabilidade atribuivel a diferenciacéo entre subpopulacdes.

A razdo entre Dst e Hy expressa a proporcdo da variabilidade total explicada por
diferengas genéticas entre as subdivisfes da populagéo.

Gst=Hr-Hs

A endogamia em plantas pode atuar desmascarando determinados alelos deletérios
recessivos, principalmente de plantas alébgamas levando a diminuicdo do valor adaptativo da
populagcdo em curto prazo, causando reducdo da heterozigosidade, podendo resultar em perda
de diversidade alélica, levar ao declinio na variacdo genética, inibir a adaptacdo do organismo
as mudancas ambientais e consequentemente limitar o potencial evolucionario (ZUCHI, 2002;
AZEVEDO, 2007).

Outro componente da estrutura genética de plantas a ser considerado é o fluxo génico
ou a dispersdo de pélen e sementes entre populacdes estabelecidas, que tem por finalidade
diminuir a variabilidade entre populac@es, introduzir alelos novos em uma populacdo e
aumentar a variabilidade genética dentro de uma populagdo (FUTUYMA, 2002). De acordo
com 0 mesmo autor, 0 movimento de alelos ocorre via gametas ou sementes, porém a efetiva
troca de genes entre populacdes, medida pela taxa de migracdo, geralmente € menor que o
nimero de gametas ou sementes transportados, visto serem dependentes da taxa de

sobrevivéncia e representatividade genética dos imigrantes. O recrutamento de novos
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individuos em popula¢Ges com intenso fluxo génico € dependente das caracteristicas das
populacdes envolvidas, sendo que uma depende da outra. Assim, duas populacBes nestas
condi¢cdes podem ser consideradas como uma unica populacdo, evidenciando que o fluxo
génico ndo soO influencia a estrutura genética como tambeém define os limites da prépria
populacdo (NASON et al., 1996; WADT, 2001).

Diversos autores assinalaram o fato de que nem sempre as distancias de dispersao de
polen e de sementes refletem diretamente o fluxo génico efetivo. Dai a necessidade da
utilizacdo de marcadores genéticos para efetivamente estimarem-se intercruzamentos e
movimento de gendtipos através de sementes, pelo levantamento das plantulas estabelecidas

apos dispersdao (MARTINS, 1987).
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Abstract

Twelve polymorphic microsatellite markers were developed for Eschweilera coriacea (D.C) S.A Mori, a tropical
tree important for its wood. In one population, the number of alleles per locus ranged from 4 to 13, with an
average of 7.25. The Polymorphism Information Content values ranged from 0.24 to 0.88. The observed (Ho)
and expected (He) heterozygosity values ranged from 0.13 to 0.69 and 0.25 to 0.90, respectively. A cross-
amplification test with three different species suggests potential transferability of all loci. These 12 loci are being
used to analyze the genetic diversity of this species to subsidize conservation and management strategies.

Keywords: Eschweilera coriacea - Genetic diversity - Transferability - Simple Sequence Repeat loci

Eschweilera coriacea (DC.) S.A. Mori (Lecythidaceae), known in Brazil as matamata, is a timber
species of tropical humid forests found in Panama, northwestern Colombia, the Guianas and throughout the
Amazon Basin. Its hard dense wood is extremely resistant and durable, and is used for civil and naval
construction (Loureiro et al. 1979). Additionally, recent studies have shown that the leaves and trunk contain
chemical compounds with medicinal potential as antioxidants (Yang et al. 1998; Fioratti et al. 2007). Despite its
importance, there are no genetic studies of matamata populations.

Microsatellite loci were developed from a GT enriched genomic library following the protocol
described by Billotte et al. (1999). Genomic DNA was extracted from leaf tissue of a single individual of E.
coriacea using the protocol described by Doyle and Doyle (1987) with modification. A total of 96 clones were
selected and sequenced in a MEGABACE 1000 (GE Healthcare); sequences containing microsatellites were
assembled and edited in Bioedit v.5.06 (Hall 1999). Of the 96 positive clones sequenced, 81 contained repetitive
sequences, of which 49 (65%) were appropriate for design of primers in the flanking regions and 24 sequences
were selected for primer pair design using Primer 3 (Rozen and Skalesky 2000) and Oligo Explorer 1.2
(Kuulasmaa et al. 2004). An M13 tag (5’-TGTAAAACGACGGCCAGT-3") was attached to the 5’ end of all
forward primers (Schuelke 2000) to facilitate fluorescent labeling of PCR products. These were tested for
amplification and polymorphism in 30 individuals of E. coriacea of a population in the municipality of Coari,
Amazonas State, Brazil and in one plant each of three species of Lecythidaceae: Bertholletia excelsa,
Eschweilera reticulata and Lecythis corrugata.

The PCR mixture (10 pL) contained 1x PCR buffer (10 mM Tris HCI, 50 mM KCI, pH 8.4), 250 uM
dNTP, 2.5 mM MgCly, 0.25 puM primer forward tail M13, 0.375 pM primer forward M13 label with FAM or
HEX, 0.5 uM primer reverse, 1.5 U Taq DNA polymerase (5 U/uL 500 U from Fermentas), dH,O and 25 ng of
genomic DNA. The amplifications were performed in a \eriti thermocycler (Applied Biosystems) as follows: 94

°C for 2 min; 25 cycles of 94 °C for 10 s, 20 s at a primer-specific annealing temperature (Table 1) and 72 °C for
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30 s; 10 cycles of 94 °C for 10 s, 50 °C for 10 s and 72 °C for 30 s and final elongation at 72 °C for 30 min.
Fluorescently labeled PCR products were analyzed in a MEGABACE 1000. Alleles were sized using an ET-
ROX-400 size standard (GE Healthcare). Data collection and analysis were performed using FRAGMENT
PROFILE software (GE Healthcare). The allele frequencies and observed and expected heterozygosities were
estimated for each locus using ARLEQUIN (Schneider et al. 2000). Population genetic structure was examined
with FSTAT v.2.9.3 (Goudet 2001). Micro-checker 2.2.3 (Van Oosterhout et al. 2004) was used to identify
possible null alleles.

All microsatellite loci were polymorphic. The number of alleles per locus ranged from 4 to 13, with a
mean of 7.25 (Table 1). Polymorphism information content (PIC) (Cordeiro et al. 2003) values ranged from 0.24
to 0.88. The observed (Ho) and expected (He) heterozygosities ranged from 0.13 to 0.69 (mean 0.39) and 0.25 to
0.90 (mean 0.59), respectively. Five loci (Ec4, Ec12, Ecl4, Ecl5, Ec28) showed significant deviation from
Hardy—Weinberg Equilibrium (HWE) after Bonferroni correction (p < 0.05). Values of Fis (f) ranged from 0.059
to 0.664 (mean 0.328). Possible null alleles were identified for seven loci (Ec4, Ec12, Ecl4, Ec15, Ec24, Ec28,
Ec29). Various factors may have contributed for the excess of homozygotes, including the mating system (Allan
et al. 2007), and the dispersion of pollen and seeds. The pollination is carried out by bees of the genera
Euglossinae that visit several flowers of the same plant before seeking other trees; fruit dispersion is barocoric,
with animals discarding seed close to mother trees, causing aggregation of related individuals (MORI and
PRANCE, 1990). The analysis of the mating system of Eschweilera ovata identified a mixed mating model with
a high rate of inbreeding due to mating of related individuals (Gusson et al. 2005). There are no studies of E.
coriacea mating system. According to Dewoody et al. (2006), demographic processes such as inbreeding and the
Wahlund effect result in excess of homozygotes in all loci, while errors due to "stutter” and "dropout” of alleles
and null alleles affect only some loci, which may be due to the species’ mating system. Five of these seven
microsatellite loci were also in H-E disequilibrium, which suggests that at least these five may influence genetic
parameter estimates (Callen et al. 1993). Eleven microsatellite loci cross-amplified to Eschweilera reticulata, 10
cross-amplified to Bertholletia excelsa and 7 cross-amplified to Lecythis corrugata (Table 2), which suggests
considerable sequence conservation within the primer regions flanking these microsatellite loci in the
Lecythidaceae. These markers will be useful in the first studies of genetic diversity and population structure of E.

coriacea now underway and will subsidize conservation and management strategies.
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Table 1 — Locus names, GenBank accession numbers, repeat motifs, optimized annealing temperatures (Ta °C), primer sequences, number of alleles (A), allele sizes , (PIC)
polymorphism Information Contend of 12 microsatellite loci from Eschweilera coriacea (DC.) S. A. Mori

Locus  Accessionn®.  Repeat motif Ta(°C) Primer sequence (5°-3°) A Allele Size (op) PIC Ho He P-HWE Fis

EC4a HQ444407 (AT)e (GT)13 54 F: ATTGCAGCCACTCCTCATCT 8 138-238 0.65 0.41 0.70 0.002* 0.421
R: TGCATCCCTTTCTCTCCACT

EC5 HQ444408 (GT)s 60 F: TCCAATCAAAACCCACAACC 4 165-193 0.30 0.30 0.34 0.294 0.112
R: GAAACCATTCCTCCCCTCAC

EC11 HQ444409 (TC)12 54 F: TTCTTGGAACCCAATCCTGT 5 142-178 0.62 0.56 0.70 0.079 0.206
R: GGCAAACCAGGCTAATAGGAC

EC12a HQ444410 (AG)16 60 F: GCCAATGCTATGTGTGCATC 13 220-262 0.88 0.53 0.90 0.001* 0415
R: TCAGATGCTAGGGCAAGACA

ECl4a HQ444411 (GT)2s 60 F: CTCAACCAACTCCAGTGCAA 4 129-181 0.46 0.30 0.56 0.001* 0.466
R: TCCAAACAGCGGATCCAT

ECl5a HQ444412 (CA) (TA), 60 F: CAAAAGAGATCAGCGGCACT 5 140-180 0.24 0.13 0.25 0.003* 0.467
R: CTGCTGCCTGTGTGAAAAGA

EC18 HQ444413 (AC)14 58 F: ATGAGATGGTGCTATATGGC 4 211-311 0.60 0.54 0.67 0.068 0.204
R: CGAAAATTGGGGCTATAGCT

EC24a HQ444414 (CA)1 58 F: GCTAACTAAACATGTCGGGA 7 220-334 0.43 0.30 0.45 0.006 0.341
R: GTGCCTTCTGTGATTTCTGA

EC28a HQ444415 (AC), 65 F: CGAGGCGTGATAGTTGAGGC 13 204-304 0.82 0.29 0.86 0.001* 0.664
R: AGTTACGGGGTGGGGTGTGA

EC29a HQ444416 (AC)g(TC)e 60 F: GCCGATTTTGCGAAGGAGAG 4 238-308 0.36 0.22 0.40 0.007 0.450
R: GTTAGTTTTCGGGTTACGCC

EC36 HQ444417 (GA)s 58 F: CGTGCTGACCTACATTACCA 10 94-194 0.75 0.69 0.79 0.103 0.131
R: GGAATGTAGTTGCGAAGAGA

EC37 HQ444418 (TG)1s 60 F: AGCTAGACATAATCCAACCC 10 168-268 0.44 0.43 0.46 0.388 0.059
R: TCCTTTTTCTCCCCACACCA

Observed (Ho) and expected (He) heterozygosities, P value for Hardy-Weinberg Equilibrium (P-HWE) after Bonferroni correction and Fis were estimated for 30 plants

from Coari, Amazonas.
* Departs significantly from Hardy—Weinberg Equilibrium after Bonferroni correction at p < 0.05.
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Table 2 - Cross-species amplification of 12 microsatellite loci created for Eschweilera coriacea (DC.) S.A.
Mori in three species of Lecythidaceae

SSR locus Bertholletia excels Eschweilera reticulata ~ Lecythis corrugata

Ecda + -

Ec5
Ecll
Ecl2a
Ecl4a
Ecl5a
Ec18
Ec24a
Ec28a
Ec29a
Ec36
Ec37 + +
+ successful amplification - unsuccessful amplification

+

+ 4+ + + + + + o+
+ + + + + + +
1

+ +
+ + + + + 4
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3 DIVERSIDADE E ESTRUTURA GENETICA EM POPULAQ@ES NATURAIS DE
MATAMATA-AMARELO (Eschweilera coriacea (DC.) S.A. Mori) COM
MARCADORES MICROSSATELITES

RESUMO

A Eschweilera coriacea (DC.) S.A. Mori € uma arvore da familia Lecythidaceae, com
ampla distribuicdo na regido amazonica. E utilizada na indUstria madeireira para a
fabricacdo de poste, moirdes e esteios, além de ser utilizado em construcdes navais. Nove
locos microssatélites foram usados para avaliar a diversidade e estrutura genética de seis
populacbes de matamata-amarelo em diferentes regiGes da Amazdnia, Ronddnia-RO
(n=31); Universidade Federal do Amazonas (UFAM), Manaus-AM (n=36); Reserva
Adolpho Ducke, Manaus-AM (n=32); Fazenda da UFAM, Coari-AM (n=33); Fazenda
Santa Helena e Ilha de Vera Cruz, Maués-AM (n =35); Vila Amaz6nia, Parintins-AM
(n=35). Um total de 146 alelos foi detectado, com média de 16,2 alelos por locos. A
diversidade total (Hy) foi 0,77, evidenciando alto conteddo informativo. As
heterozigosidades observadas (Hp) foram inferiores as esperadas (Hg) em todos os locos,
sugerindo excesso de homozigotos. Os coeficientes de endogamia (f) variaram entre
populagdes, sendo maior na Reserva Ducke (0,53) e menor na UFAM (0,29). A AMOVA
detectou 87,5 % da variacdo dentro das populacGes e 12,5% entre, evidenciando estrutura
genética moderada. Detectou-se baixa diferenciacdo genética (Fst) entre as populacdes
Parintins e Maués (0,018), seguida da UFAM e Reserva Ducke (0,030), certamente devido
ao alto fluxo génico (Nm=13,4; 8,1, respectivamente). Valores maiores de diferenciacao
foram detectados entre Rondbénia e UFAM (Fst=0,30). O dendrograma de distancia
genética de NEI (1978) evidenciou dois grupos, um formado pelas populacGes de
UFAM/Reserva Ducke e Parintins/Maués, e o segundo por Ronddnia e Coari, indicando
estrutura populacional regional, dados corroborados pelo Programa STRUCTURE. O teste
de Mantel revelou relacéo entre distancia geografica e genética, indicando isolamento por
distancia. Os resultados mostram que a maior parte da variagdo genética é encontrada
dentro das populacdes e que a moderada estrutura genética encontrada entre elas, pode ser
explicada pelo isolamento por distancia, possivelmente associada aos padrbes de
reproducédo e demografia da populacao.

Palavras-chave: microssatélite, variacdo genética inter e intra populacional, endogamia,

isolamento por distancia.
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DIVERSITY AND GENETIC STRUCTURE IN NATURAL POPULATION OF
MATAMATA-AMARELO (Eschweilera coriacea (DC.) S.A. Mori ) WITH
MICROSSATELLITES.

ABSTRACT

Eschweilera coriacea (DC.) S.A. Mori is a tree of the family Lecythidaceae, with
wide distribution in Amazonia region. It is used for lumber for fencepost, mainstray and
poles, besides ship factory. Nine microssatellites loci were used to evaluate diversity and
genetic structure of six populations of matamata-amarelo in different regions of
Amazonia, Rondonia-RO (n=31); Federal University of Amazonas State (UFAM),
Manaus-AM (n=36); Adolpho Ducke Reserve, Manaus-AM (n=32); Federal University
Farm, Coari-AM (n=33); Santa Helena Farm and Ilha de Vera Cruz, Maués-AM (n =35);
Vila Amazonia, Parintins-AM (n=35). 146 alleles was detected, with mean of 16,2 alleles
per loci. The total diversity (Hr) was 0,77, showing valuable information. The observed
heterozygosities (Ho) were smaller than expected (Hg) in all loci, suggested excess of
homozygotes. The coefficients of inbreeding (f) varied between population, being larger in
Ducke Reserve (0,53) and smaller in Federal University of Amazonas State (UFAM)
(0,29). The AMOVA detected 87,5 % of total variation inside populations and 12,5%.
Genetic differentiation was detected (Fst) between populations of Parintins and Maués
(0,018), followed by UFAM and Ducke Reserve (0,030), certainly due to the high gene
flow (Nm=13,4; 8,1, respectively). Larger values of differentiation were detected between
Rondb6nia and UFAM (Fsr=0,30). The dendrogram of genetic distance of NEI (1978)
showed two groups, one formed by UFAM/Reserva Ducke and Parintins/Maués
populations and the other formed by Rond6énia and Coari, showing regional population
structure, data confirmed by the STRUCTURE Program. The Mantel test showed relation
between geographic and genetic distance, showing distance isolation. The results indicate
that most genetic variation is found inside populations and the mild genetic structure was
found between populations, being explained by distance isolation, possibly associate to

mating patterns and population demography.

keywords: microssatellite, inter and intrapopulation genetic variation, ininbreeding,

distance isolation.
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3.1 INTRODUCAO

O matamata-amarelo (Eschweilera coriacea (DC.) S.A. Mori) é uma espécie florestal
pertencente a Familia Lecythidaceae, com ampla distribuicdo na regido tropical.
Distribuindo-se desde o leste do Panama e noroeste da Colémbia, englobando todos os
paises que fazem parte da Amazénia legal. No Brasil, ocorre na Bacia Amaz0nica,
principalmente nas florestas de terra-firme (LOUREIRO et al., 1979).

O potencial econémico da E. coriacea inclui o uso de sua madeira para a fabricagédo
de portes, mourdes e esteios, além de ser utilizada na construcéo civil. Outro importante
uso é a utilizacdo de seu extrato vegetal para fins farmacoldgicos (YANG et al., 1998),
podendo atuar como agentes antioxidantes, aléem de inibir o crescimento de organismos
patogénicos (FREITAS et al., 2005).

A madeira de E. coriacea faz parte dos programas de manejo florestal sustentavel,
por possuir caracteristicas de durabilidade e resisténcia, que as tornam aptas a utilizacéo na
construcdo naval, no entanto, ndo pertence ao grupo das espécies nobres. Em meados de
1998, comecou a ser exportada para paises europeus para servir de barreiras contra 0 mar
(Co. Pess., Josué Rogério, 2007), chegando uma Unidade de Producdo Anual (UPA)
explorar em torno 18.000 m® de madeira em tora (Plano de Operacdo Anual, Mil
Madeireira).

A Instrucdo Normativa N° 2 (Diario Oficial da Unido do Estado do Para, N° 31706 -
Secdo 1, 12 de julho de 2010), regulamentou o preco de madeira em tora de E. coriacea,
classificando-a como madeira mista e/ou branca, apresentou seu respectivo precos de
mercado (18,00 reais por m®); e aparece na categoria de espécies bastante utilizadas em
industrias madeireiras, como as Minquartia guianensis Aubl., Sextonia rubra, Ceiba
pentandra (L.) Gaertn, Goupia glabra Aubl, Virola sp. entre outras, tornando-se portanto,

uma espécie com potencial de mercado.
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Apesar das varias caracteristicas favoraveis ao aproveitamento do lenho de E.
coriacea, o tradicionalismo existente no setor madeireiro, seja através do investidor como
do consumidor, limita a introducdo de novas espécies no mercado. Paralelo a isso, 0
desconhecimento de tecnologias para o corte de madeiras duras, influencia a exaustiva
repeticdo da escolha das mesmas espécies para serem comercializadas (MADY, 1998).
Como ¢ o caso da acariquara (Minquartia guianensis) espécie utilizada na forma de postes
e esteios que sofre super exploracdo devido a alta qualidade de sua madeira (FRANKHAN
et al., 1999). Uma alternativa para minimizar os impactos decorrentes da exploracdo nessa
espécie seria utilizar a madeira de matamata-amarelo em substitui¢do a das acariquaras, ja
que possui elevada representatividade em estudos fitossocioldgicos e uma excelente
distribuicdo nos diferentes ecossistemas amazdnicos (MADY, 1998).

Atualmente, ha um risco real de erosdo genética nas populacdes naturais, em funcéao
de perturbac6es antrépicas, que geram entre outros aspectos, a destruicdo de habitats e a
fragmentacdo de populacdes naturais, acarretando assim, uma limitacdo evolutiva para as
espécies que compBem esses biomas (BARRET & KHON, 1991). Desta forma, o
conhecimento da composicdo e estruturacdo genética de populacBes E. coriacea é de
fundamental importancia para futuras acGes de manejo e conservacdo da espécie. Entre
outros aspectos também é importante entender se a estruturacdo genética encontrada é uma
caracteristica natural da espécie ou é resultado de barreiras fisicas causadas pelo homem.

A utilizacdo de ferramentas biotecnoldgicas que permitem acessar a variabilidade
genética das espécies e quantificar seus niveis é indicada para este fim. Dentre essas,
destaca-se os marcadores moleculares microssatelites (SSR) que sdo de natureza
codominantes, multi alélicos e propiciam um alto conteudo de informacdo genética
(COLLEVATTI et al.,, 1999). Tais atributos permitem caracterizar corretamente um

individuo em uma populagdo, bem como monitorar a transmissdo de genes atraves de
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geracOes, acelerando a obtencdo das estimativas de parametros genéticos imprescindiveis
nos estudos de populacdes e conservacao genética (CHASE et al., 1995). Estudos recentes
usando microssatélites em espéecies arboreas amazobnicas como a exemplo, Carapa
guianensis (DAYANANDAN et al., 1999; VINSON et al., 2005, VERAS, 2011), Dinizia
excelsa Ducke (DICK & HAMILTON, 1999), Sextonia rubra (VERON et al., 2005),
demonstram que locos microssatéelites sdo altamente multi-alélicos e informativos para
estudo de estrutura genética de populacdes.

O presente trabalho teve como objetivo caracterizar a diversidade e a estrutura
genética de populacdes naturais de Eschweilera coriacea por meio de marcadores
moleculares microssatélites, para direcionar estratégias de manejo que visem a

conservacao e a utilizacao destes recursos genéticos de forma adequada.



3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Locais de coleta
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Foram amostrados 202 individuos de Eschweilera coriacea pertencentes a seis

populacdes distribuidas em dois Estados da Regido Amazonica (Figura 1). As populacdes

amostradas estdo separadas por distancias que variam entre 30 a 1200 Km ou por grandes

rios. Foram amostrados uma média de 33,2 individuos, nas seguintes localidades: 1) ao

longo da Rodovia BR-429, na fronteira Brasil/Bolivia, Ronddnia-RO (n=31), 2) Fragmento

Florestal da Universidade Federal do Amazonas — UFAM - Manaus-AM (n=36), 3)

Reserva Adolpho Ducke, Manaus-AM (n=32), 4) Fazenda Experimental da Universidade

Federal do Amazonas, Coari-AM (n=33), 5) Fazenda Santa Helena e Ilha de Vera Cruz,

Maués-AM (n=35) e 6) Vila Amazonia, Parintins-AM (n=35) (Apéndice 1).
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Figura 1. Localizacdo das areas de coleta de Eschweilera coriacea (DC.) S.A. Mori nos Estados
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As coordenadas geograficas dos locais de coleta de cada individuo foram
estabelecidas utilizando-se o Sistema de Posionamento Global (GPS) e georeferenciadas

em mapa (Apéndice 2).

3.2.2 Caracterizacao dos individuos coletados

As populagdes coletadas foram inventariadas quanto a sua altura total (HT), altura
comercial (HC), circunferéncia a altura do peito (CAP), feno-fase (FF) e posigédo
socioldgica (PS) (Apéndice 1). Posteriormente, os dados de CAP foram transformados em
didmetro a altura do peito (DAP), por meio da formula DAP = CAP/ n (Apéndice 2). Foi
feita a exsicata de um individuo com flores da populacdo do Fragmento Florestal da
Universidade Federal do Amazonas - UFAM e depositada no herbario da mesma
Instituicdo sob 0 n° 06325 e registro de n° 8007. A autorizacdo para a coleta de material
botanico, fungico e microbioldgico no IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e
Recursos Naturais Renovaveis), o SISBIO (Sistema de Autorizacdo e Informacdo em

Biodiversidade) esta sob o n° 2514104.

3.2.3 Material vegetal e extracdo de DNA

As amostras de folhas e cambios das seis populacdes de E. coriacea foram
coletadas com o auxilio de um podéao de 12 metros e uma ferramenta chamada vazador, as
quais apos a coleta, foram acondicionadas em sacos de papel com silica armazenados a -20
°C no Laboratorio de Evolucao Aplicada (LEA) da UFAM.

A extracdo do DNA gendmico foi realizada com método CTAB (DOYLE &
DOYLE,1987), utilizando o protocolo otimizado por Ferreira & Gratapaglia (1998) com

algumas modificacdes, utilizando o homogeinizador Precellys 24 (Bertin Technologies,
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USA) para a maceragdo das folhas e cambios.

A quantificacdo do DNA extraido foi realizada por comparacdo com padrdes de
massa molecular conhecida (DNA fago lambda, Fermentas) em gel de agarose 0,8 %
corado com GELRED (UNISCIENCE, Brasil), analisados em transluminador sob luz
ultravioleta e fotodocumentados em equipamento EasyDoc 100 (Bioagency, Brasil). Apds
a quantificacdo, as amostras foram diluidas em &gua ultra pura e padronizadas a uma

concentracdo de 10 ng/uL.

3.2.4 Amplificacdo dos locos microssatélites

Utilizaram-se nove pares de oligonucleotideos microssatélites desenvolvidos para
E. coriacea (AMANCIO et al. 2011, Capitulo 2). Adicionou-se a extremidade 5’ do
‘primer forward’ de cada locos a sequéncia M13 (5 TGTAAAACGACGGCCAGT 3°), e
uma outra sequéncia M13 foi marcada com fluorocromo especifico (6-FAM), segundo o
protocolo de Schuelke (2000) com algumas modificacdes. As reacdes de PCR foram
conduzidas utilizando-se volume final de 10 pL, contendo 1 pL de tampdo 10X (Tris HCI
100 mM, KCI1 500 mM, pH 8.4), 1 uL dNTP (2,5 uM/uL), 1 uL de MgCl, (25 mM/ ul), 0,8
uL de BSA (2,5 uM), 1 uL do primer Reverse (2,5 uM/uL), 0,5 uL do primer Forward (2,5
uM/uL), 0,5 pL do primer M13 (2,5 uM/uL) marcado com fluorescéncia FAM, 4 uL de
DNA gendmico (10 ng/uL) e 0,2 puL de Enzima Tag DNA polimerase (5 U/uL) (Fermentas,
Canadd). As amplificagbes foram realizadas em termociclador Veriti (Life Technologies,
Brasil) seguindo o programa: 94 °C por 2 minutos; 25 ciclos de 94 °C por 10 segundos, a
temperatura de anelamento (Ta), por 20 segundos, 72 °C por 30 segundos; um ciclo de 72
°C por 10 minutos, 20 ciclos de 94 °C por 10 segundos, 50 °C por 20 segundos, 72 °C por
30 segundos, e uma extensdo a 72 °C por 30 minutos.

Os produtos dos PCRs foram diluidos em agua ultra pura (diluices de 1/10, 1/30 e
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1/60) de acordo com o padréo de intensidade das bandas visualizadas em gel de agarose
2%. Para cada 1 pL de produto diluido foram adicionados 8,0 uL de formamida Hi - Di
(Life Technologies, Brasil), 1,0 uL de ROX (6-carboxi-X-rodamina (ROX) size standard,
que consiste em uma série de fragmentos de tamanho diferente e conhecido, amplificados
com primers especificos a partir de um molde de DNA conhecido pUC19), modificado de
De Woody et al. (2004), que depois de preparado foi diluido 1:5. As amostras foram
genotipadas em sequenciador automatico ABI 3130 x| (Life Technologies, Brasil), e 0
relatorio de genotipos de cada individuo foi gerado com auxilio do Programa Gene Mapper

(Life Technologies, Brasil).

3.2.5 Analise dos dados Genéticos

As frequéncias alélicas e os alelos privados de cada loco foram calculados por meio
dos programas CONVERT (GLAUBITZ, 2004). As estimativas de diversidade genética, o
namero de alelos (A), a heterozigosidade observada (Ho) e esperada (Hg), coeficiente de
endogamia (f) foram calculadas para cada loco e populacdo por meio do programa FSTAT
v.2.9.3.2 (GOUDET, 2000). Os alelos foram classificados como comum (frequéncia > 0,2),
intermediario (> 0,05) ou raro (<0,05), bem como privado (presente em apenas uma
populacdo), esporadico (presente em trés populacGes) ou difundido (acima de trés
populagdes), similar ao esquema de Marshall & Brown (1975). O programa MICRO-
CHECKER 2.3 (VAN OOSTERHOUT et al., 2004) foi utilizado para identificar possiveis
problemas com stuttering, largeallele dropout (alelos com baixa eficiéncia de
amplificacdo) e com presenca de alelos nulos, que sdo erros que podem ocorrer durante a
amplificagdo com 0s novos primers.

O programa Genepop v.3.1 (RAYMOND & ROUSSET, 1995) foi utilizado para

testar o desequilibrio de ligacdo entre pares de locos (Opgéo 2, sub-opcdo 1 com 1000
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desmemorizacgdes, 10 lotes de dados e 1000 interacGes por lote) e o teste exato para
aderéncia ao equilibrio de Hardy-Weinberg (Opcdol, sub-opcdo 3 com 5000
desmemorizacdes, 500 lotes de dados e 5000 interacBes por lote) para as amostras
populacionais. Os niveis de significancia foram ajustados usando o método de Bonferroni,
para examinar os testes multiplos na série de dados (RICE, 1989).

O programa STRUCTURE 2.2 (PRITCHARD et al., 2000; PRITCHARD &WEN,
2003) foi utilizado para inferir o melhor K (nimero de agrupamentos — clusters),
verificando o comportamento e a consisténcia dos agrupamentos formados e quantificando
os individuos semelhantes dentro das “populagdes” estudadas. Os parametros utilizados
foram: burn-in de 10.000 permutac@es, Markov Chain Monte Carlo (MCMC) com 100.000
permutagdes, o modelo de ancestralidade ‘“admixture”, onde cada individuo pode ter
ancestrais de mais de uma populacdo, e a frequéncia alélica independente (A=1). A escolha
do melhor K foi realizada por meio dos valores de LNP (D) e de AK de acordo com
EVANNO et al. (2005) a partir de 15 simulacGes para cada K.

As estimativas dos parametros genéticos Hr e Gsr, € 0s anadlogos das estatisticas F
(WRIGHT, 1951), 6 (similar a Fsr) estimativa de divergéncia entre populagdes, f (similar a
Fis) e F (similar a Fyr) estimativa de excesso de heterozigotos (< 0) e deficiéncia (> 0)
dentro de cada populacdo e no conjunto de populagdes, respectivamente (WEIR &
COCKERMAN, 1984), foram calculados com os programas FSTAT v.2.9.3.2 (GOUDET,
2002) e GENETIX v.4.05.2 (BELKHIR et al., 2004). A significancia estatistica de f e & foi
testada por ‘bootstrap’ para todos os locos, com intervalo de confianca de 95%.

Para determinar a distribuicdo da variabilidade genética detectada dentro e entre as
populacdes, uma analise hierarquica de variancia molecular (AMOVA) (MICHALAKIS &
EXCOFFIER, 1996) foi efetuada usando o programa Arlequin v.3.01 (EXCOFFIER et al.,

2006). O grau de diferenciagéo das populagdes foi quantificado pela estimativa de Fsrentre



38

0s pares com auxilio do Programa Arlequin v.3.01 (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 populagdes
também foi estimado com base em Fst, usando o programa Arlequin v.3.11 (EXCOFFIER
et al., 2006).

Para determinar a relacdo genética entre as populacbes foi estimada a distancia
genética de Nei (1978), calculada com o programa TFPGA (Tools For Population Genetic
Analyses) (MILLER, 1997). As populacGes foram agrupadas pelo método UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) média aritmética ndo ponderada,
com simulacdes de 10000 bootstrap. Para o teste da hipdtese de isolamento por distancia,
foram correlacionadas as medidas de distancia genética Nei (1978) e distancia geografica
(Km) entre as populacdes de E. coriacea, par a par, utilizando-se o teste de Mantel
(MANTEL, 1967) implementado no programa Arlequin 3.11 (EXCOFFIER et al., 2006). A
matriz de distancia geografica entre os pontos de coleta foi estimada seguindo o curso do

rio com o auxilio do programa GOOGLE EARTH 4.3.7.3 beta 2008.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Diversidade alélica dos locos microssatélites

Os nove locos microssatélites detectaram 146 alelos nas seis populaces de
Eschweilera coriacea, com uma média de 16,2 alelos por locos. O numero de alelos (A)
por locos variou de 5 (Ec14) a 28 (Ec24), confirmando o alto contetdo de informacéo
genética desse tipo de marcador para estudos genéticos em espécies arbdreas tropicais
(Figura 2). Valores similares foram encontrados em outras espécies florestais, incluindo
Sextonia rubra (VERON et al., 2005), Aniba roseodora Ducke (ANGRIZANNI, 2008),
Hymenaea courbaril L. var. stilbocarpa (Hayne) (BISCAIA et al., 2008), Manilkara huberi
(AZEVEDO et al., 2007), Hevea brasiliensis Aubl. (GOUVEA et al., 2010), Bertholletia
excelsa (SUJII et al., 2011), Copaifera sp. (SILVA, 2011) e Carapa guianensis (VERAS,
2011).

O numero efetivo médio de alelos por locos variou de 2,2 (Ecl5) a 7,2 (Ec24)
sendo menor que o numero de alelos por locos, sugerindo que embora os locos tenham sido
altamente polimdrficos, a maioria dos alelos apresentou baixa frequéncia, provavelmente
devido a distribuicdo desigual de frequéncias alélicas, como relatado por Raposo et al.
(2007) estudando duas populacdes de andiroba (Carapa guianensis) no Acre com sete
locos microssatélites. As populacfes de Rondbnia, Coari, UFAM e Reserva Ducke
apresentaram alelos com frequéncia entre 0,6 e 0,8 para seis locos microssatélites, ja nas
populacdes de Parintins e Maués, observaram-se frequéncias menores que 0,6 para 0s nove

locos.
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Figura 2 — Histograma de distribuicdo das frequéncias alélicas de nove locos microssatélites em
amostras de seis populacdes de Eschweilera coriacea (DC.) S.A. Mori.
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Os alelos foram classificados de acordo com suas frequéncias e distribui¢do entre as
populacdes (Tabela 1). Os alelos comuns e intermediarios (44) se apresentaram em menor
quantidade em relacdo aos alelos raros (102) provavelmente devido as altas taxas de
mutacdo dos microssatélites (SLATKIN, 1995). Valores altos como o apresentado nessa
pesquisa foram encontrados em duas populacdes de andiroba (Carapa guienensis) no Acre
(RAPOSO et al., 2007). Foram observados 41 alelos privados, destes, 100% foram
classificados como raros. Bajay (2009) usando vinte e seis locos microssatélites, encontrou
resultados similares para trés populacdes de Ricinus communis, o que sugere que alelos
privados sdo frequentes e podem indicar fluxo génico restrito (SEOANE et al., 2000).
Tabela 1 — Classificacdo do nimero de alelos de acordo com sua frequéncia e distribuicdo entre

amostras de seis populacdes de Eschweilera coriacea (DC.) S.A. Mori, considerando nove
locos microssatélites

Comum Intermediario Raro Total
(>0,2) (>0,056e<0,2) (< 0,05)

Privados 0 0 41 41
Esporadicos 0 3 47 50
Difundidos 14 27 14 55

Total 14 30 102 146

Tanto a riqueza alélica quanto a presenca de alelos raros ou privativos sdo
importantes na tomada de decisdes conservacionistas. Neste trabalho, a alta porcentagem
de alelos raros encontrados nas populagdes indica o comprometimento das mesmas com a
perda de diversidade genética pela atuacdo de deriva genética. A porcentagem de alelos
perdidos (geralmente alelos raros) € o melhor indicativo para demonstrar a perda de
variabilidade genética em populagdes advindas de fragmentacdo (KALINOWSKI, 2004).
A presenca de alelos raros nas populagdes de E. coriacea estudadas comprova a
importancia de se conservar a maioria dos individuos amostrados, uma vez que esses alelos
podem ser importantes na contribuicdo da variabilidade genética da espécie e sua
sobrevivéncia em condic¢des adversas. Assim, embora tenha sido detectada alta diversidade

genética nestas populacfes, ha possibilidade de que a deriva genética esteja atuando, o que
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significa ter as frequéncias de seus genes afastadas daquelas da populacdo original,
inclusive chegando a perder alelos (VIEGAS, 2009). Segundo o mesmo autor, a
fragmentacdo e o isolamento das populacdes em decorréncia das atividades antropicas
podem ser 0s agentes causais deste desequilibrio na estrutura genética nas populagdes de
especies florestais.

As estimativas de diversidade total (Hy) foram altas para todos os locos analisados
(Tabela 2), com valores entre 0,61 (Ec14) a 0,90 (Ec24), sendo similares as encontradas
por Gusson et al. (2005) em estudo sobre a diversidade genética em populagdes naturais de
Eschweilera ovato utilizando isoenzimas e Sujii et al. (2011) com 11 locos microssatélites
para a espécie Bertholletia excelsa.

As estimativas de heterozigosidade observadas (Ho) foram menores que 0,5 para a
maioria dos locos, variando de 0,07 (Ec15) a 0,75 (Ec36). As heterozigosidades esperadas
(Hg) variaram de 0,13 (Ec15) a 0,92 (Ec24). Os valores de Hp foram inferiores aos valores
de He na maioria dos locos, com excecdo dos locos Ec37 na populacdo de Rondbnia
(Tabela 2). Diferencas claras entre Ho e Hg para a maioria dos locos indicam deficiéncias
de heterozigotos, também observado em estudos com Eschweilera ovata (GUSSON et al.,
2005) e em progénies e matrizes de Tabebuia roseo-alba e Tectona grandis (MARTINEZ,
2008; ALCANTARA, 2009). Considerando que poucos individuos falharam na
amplificacdo individual dos locos, alelos nulos sdo improvaveis para explicar a deficiéncia

de heterozigotos (SELKOE & TOONEN, 2006).
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Tabela 2 - indices de diversidade genética, coeficiente de endogamia e diferenciagio genética para
seis populacbes de Eschweilera coriacea (A.P. de Candole) Mori com base na variacdo de nove
locos microssatélites. A - Numero de alelos; P - Namero de alelos privados; Ho - Heterozigosidade
observada; He - Heterozigosidade esperada; f - Coeficiente de endogamia de Weir e Cockerham
(1984); Hy - Diversidade genética total; Gst — Estimador da diferenciacdo genética de Nei; Rsy -
Estimador de diferenciacdo genética (stepwise mutation model — SMM); *Ho - significativamente
diferente de He a p<0,05. *Fs - ndo diferente de zero a p>0,05

Populacao Ec5 Ecl2 Ecl4 Ecl5 Ecl8 Ec24 Ec29 Ec36 Ec37 Todos
0s locos

P - 1 1 - - 2 - - - 4
Rondbnia A 3 11 4 2 5 11 4 10 4 54
(30) Ho 0,10 0,54 0,50 0,07 0,17 0,72 0,28 0,50 0,23 0,35
He 016 081* 0,66 0,13 0,61* 085* 041 089* 0,22 0,43

f 037 034* 024 048 0,72 0,15 0,32 0,44* -0,07 0,33

P 1 1 - 1 1 2 - 2 - 8

UFAM A 8 12 3 7 9 12 6 11 9 77
(37) Ho 0,32 0,65 0,29 0,30 0,31 0,65 0,51 0,57 0,56 0,46
He 044> 085 054* 040* 069* 083* 059 0,74* 0,77 0,65

f 026 024 047 026 056* 0722 013 023* 0,28 0,29

P - 2 - - - - - - 1 3

Ducke A 6 13 3 3 4 12 7 11 12 71
(29) Ho 0,39 0,59 0,36 0,07 0,08 0,26 0,39 0,43 0,54 0,35
He 064* 0086* 059 053 046* 087 063 0,75 0.89* 0,69

f 039 032 040 087 083 071* 038 043* 040* 0,53

P 1 - 1 - - 5 2 3 2 14

Maués A 9 12 4 9 9 21 12 14 15 105
(32) Ho 0,32 0,50 0,40 0,31 0,40 0,45 0,47 0,75 0,45 0,45
He: 085 0,89 0,65 0,75 084 092 084 085 091* 0,83

f 062 045 039 059 053 051* 045 0,12 051* 0,46

P 1 1 - 1 2 - - 1 2 8

Parintins A 10 14 3 9 11 16 9 12 12 96
(35) Ho 0,52 0,60 0,40 0,23 0,57 0,52 0,32 0,43 0,55 0,46
He 084> 0088 064 0,71 0,71* 092* 067 0,78 088* (,78

f 039 032 037 068 019 044 052* 046* 039* (042

P - - - - 1 - - 1 2 4

Coari A 4 14 3 3 7 12 4 9 6 62
(32) Ho 0,28 0,61 0,39 0,23 0,41 0,32 0,25 0,36 0,31 0,35
He 0,32 0,90* 0,53 0,28 0,74 068* 058 0,72* 0,38 0,57

f 012 0,33* 0,27 0,19 046* 053* 057 051* 0,19 0,35

A 12 21 5 12 14 28 12 21 21 146

E. coriacea Hr 0,78 0,88 0,61 0,65 0,78 0,90 0,71 0,81 0,82 0,77
(195) Gst 0,30 0,01 0.01 0,27 0,12 0,05 0,12 0,02 0,17 0,12
Rsr 0,13 0,02 0,02 0,16 0,03 0,09 0,03 0,00 0,23 0,08
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O teste exato de Fisher revelou que 85,2% dos locos ndo aderem o EHW no
conjunto de populacdes. Bajay (2009) demonstrou, usando 26 locos microssatélites,
deficiéncia significativa de heterozigotos em todos os locos de mamona (Ricinus
communis) e sugeriu que o fato possa estar relacionado com o sistema reprodutivo misto,
com predominancia de autogamia.

Os desvios de EHW sdo causados pelo sistema de reproducdo ou por fatores
evolutivos como selecdo, migracdo, mutacdo ou deriva genética (HARTL, 2010;
GRIFFITHS et al.,, 2002). Embora ndo se tenha informacdo a respeito do modo de
reproducdo de E. coriacea, sabe-se que a mesma tem flores hermafroditas polinizadas por
abelhas do género Euglossinea, com autonomia de voo reduzida e que visitam varias flores
da mesma planta antes de procurar outras e suas sementes sdo dispersas por animais que as
depositam proximo a arvores méaes (MORI, 1990), favorecendo a agregacdo de individuos
aparentados, que € uma caracteristica da espécie, permitindo assim, o cruzamentos entre
parentes.

Os testes de desequilibrio de ligacdo ndo foram significativos para os pares de locos
em cada populacdo, revelando 77,8% de independéncia dos locos nas seis populacdes
avaliadas. As populacdes de Rondo6nia, Maués e Coari apresentaram 88,9% de
independéncia dos locos microssatélites, seguindo de 83,3% nas populacGes da UFAM e
Parintins e 86,1% na populacdo de Maués (p>0,05%, ap6s correcdo de Bonferroni). Isto
sugere que a maioria dos locos esta amostrado em regifes independentes no genoma, como
observado por Castellen (2005) utilizando nove locos para Hymenaea courbaril L. var.
stilbocarpa (Hayne).

A analise pelo programa Micro-Checker (VAN OOSTERHOUT et al., 2004)
indicou evidéncia da presenca de alelos nulos devido o excesso de homozigotos para todos

os locos, € ndo evidenciou a presenca de “stutter” e “drouput” de alelos. De acordo com De



46

Woody et al. (2004), processos demograficos como endocruzamentos e efeito Wahlund
resultam em excessos de homozigotos em todos os locos, enquanto erros devido a “stutter”
e “drouput” de alelos e alelos nulos afetam apenas alguns locos.

Medeiros (2006), observou superestimacdo de alelos nulos para cinco locos
avaliados pelo programa Micro-Checker (VAN OOSTERHOUT et al., 2004) com excesso
significativo de homozigotos em relacdo as frequéncias estimadas através da analise de
progénie de T. aurea. Dados similares foram obtidos por Bajay (2009) em vinte e seis
locos SSRs desenvolvidos para mamona (Ricinus communis). Uma vez que a analise do
Programa Micro-checker é feita para a populacdo através de um modelo que assume
Equilibrio de Hardy-Weinberg (BROOKFIELD, 1996), e muitos locos desviaram das
frequéncias esperadas, a frequéncia de alelo nulo pode ter sido superestimada porque esse
modelo ndo desconta o excesso de homozigotos devido o endocruzamento.

Em nosso estudo é possivel que a presenca de alelos nulos em todos os locos seja
devido a fatores comportamentais da planta que podem ter contribuido para o excesso de
homozigotos, como o sistema reprodutivo e dispersao de polén e sementes. A polinizacdo
é realizada por abelhas do género Euglossinae que visitam varias flores da mesma planta
antes de procurar outra (MORI, 1988). O modo de dispersdo dos frutos é a barocoria,
seguida por animais que os descartam nas proximidades das arvores maternas, ocasionando
agregacdo de individuos aparentados (MORI, 1990). Porém, sabe-se que outra espécie do
mesmo genéro, Eschweilera ovata possui um sistema misto de cruzamento, com alta taxa
de endogamia decorrente de cruzamentos entre parentes (GUSSON et al., 2006).

Os niveis de endogamia estimados pelos indices de Weir & Cockerman (1984)
foram altamente significativos (p<0,05) para maioria dos locos (Tabela 2). Os valores de
endogamia observados variaram de -0,07 (Ec37) a 0,87 (Ecl5) para cada loco e

populacbes. O loco Ecl2 apresentou indices de fixacdo significativos para as seis
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populacgdes, o que concorda com a deficiéncia de heterozigotos observada. Dados similares
foram encontrados para o pau-rosa (Aniba roseodora) (ANGRIZANI, 2007). Azevedo
(2007) também encontrou valores de f consistentes indicando excesso de individuos
homozigotos em todas as geracdes avaliadas de M. huberi (Ducke).

A endogamia aumenta a probabilidade de gerar gendtipos homozigotos de alelos
letais, semi-letais ou deletérios idénticos por descendéncia (SHIMIZU, 2007). De acordo
com 0 mesmo autor, nas espécies florestais, existe uma frequéncia consideravel de alelos
recessivos de efeitos deletérios e letais que, quando combinados em homozigose, resultam
em individuos de baixa viabilidade para sobreviver e se reproduzir. Na prética, isso pode
significar baixa ou nenhuma producdo de sementes viaveis, producdo de mudas de baixo
vigor, defeituosas e de pigmentacdo anormal, plantas incapazes de se reproduzir e outras
anomalias (DUDASH & FENSTER, 2000). Em muitos casos, 0s cruzamentos
endogamicos nem chegam a formar sementes, é o caso de arvores isoladas ou mesmo que
estejam em meios as outras da mesma espécie, que florescem, individualmente, em época
diferente das demais. Nesses casos, a reproducdo s6 poderia ocorrer mediante a

autofecundacéo ou por apomixia (SHIMIZU, 2007).

3.3.2 Diversidade genética populacional

O numero de alelos para todos os locos foi maior nas populacfes de Maués (105) e
menor em Rondonia (54) (Tabela 2). O nimero de alelos privados variou de 3 (Reserva
Ducke) a 14 (Maués). Os indices de diversidade estimados pelas heterozigosidades
esperadas e observadas foram semelhantes para a maioria das popula¢des, variando entre
0,35/0,43 (Ho/Hg) a 0,46/0,83 (Ho/HE), sendo a Ho menores nas populagdes de Rondonia,
Coari e Reserva Ducke e maiores nas populacdes da UFAM, Maués e Parintins.

Os coeficientes de endogamia (f) medio das populagdes foram significativamente
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diferentes de zero (p<0,05), sendo maior na Reserva Ducke (0,53) e menor na UFAM
(0,29) (Tabela 2), evidenciando a ocorréncia de endogamia nas populacdes analisadas de E.
coriacea. Resultados similares foram detectados por Gusson et al., (2005), Castellen
(2005), Angrizani (2008), Bajay (2009) e Farias (2010). Observou-se que o baixo valor do
coeficiente de endogamia na UFAM pode ser reflexo da heterogeneidade da populacéo,
compostas por arvores remanescentes da fragmentacdo florestal, com sementes podendo
ser derivadas de diferentes locais. Ja na Reserva Ducke, em se tratando de uma populacao

natural, pode haver estruturacdo populacional, favorecendo o cruzamento de parentes.

3.3.3 Estrutura genética populacional

A anélise da variancia molecular (AMOVA) estimou a particdo da diversidade
genética total de forma hierarquica entre e dentro das populacbes de E. coriacea,
detectando que 87,5 % do total da variacdo genética foi encontrada dentro e 12,5% entre as
populacdes, com valores significativos (p<0,001). A proporcdo entre as populacdes é
similar para as estimativas de Gsr (0,13), Rst (0,08) e © (0,11) confirmando estrutura
genética entre as populagdes, assim como observado para Swietenia macrophylla King
(LEMES et al., 2003), Minguartia guianensis Aubl. (FARIAS, 2010), Carapa guianensis
(VERAS, 2011) com marcadores microssatélites. Esta estruturacdo poderia ser explicada
pela dispersdo de sementes através de animais de pequeno porte, que regurgitam as
sementes proximas a planta mée, restringindo o fluxo génico entre arvores distantes
(MORI, 1990). Além disso, ha frutos que ndo sdo consumidos pela fauna e caem ao solo,
ficando sob a copa da planta materna (SOUZA, 2011).

A andlise Bayesiana implementada pelo Programa STRUTURE 2.3 (PRITCHARD
& WEN, 2003) evidenciou dois grupos distintos, baseado no céalculo de AK proposto por

Evanno et al. (2005) (Figura 3). E possivel verificar que as populacdes Ronddnia e Coari
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fazem parte do mesmo grupo (cor verde), a populacdo da UFAM apresenta a maioria dos
seus individuos no grupo vermelho e as populacdes Reserva Ducke, Maués e Parintins
apresentam-se parte no grupo verde e parte no vermelho, isto porque apresentaram

individuos com 50% de probabilidade de seu genoma associado a um dos grupos (Figura

4).

Figura 3 — Agrupamentos populacionais identificados pelo programa STRUCTURE com base em
nove locos microssatélites de Eschweilera coriacea (DC.) S. A. Mori (AK com K 2 a 12 com 10
simulagdes).

Rondonia UFAM Reserva Ducke Maués Parintins Coari

Figura 4. Probabilidade de associacdo das 195 plantas em dois grupos identificados pelo
programa STRUCTURE (AK = 2) para seis popula¢des de Eschweilera coriacea (DC.) S.
A. Mori com base em nove locos microsatélites. As cores representam 0S grupos com
similaridades alélicas e cada planta (linha vertical) é avaliada em termos da probabilidade
de compor um determinado grupo
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O dendrograma baseado nas distancias de Nei (1978) agrupado pelo método
UPGMA (Figura 5) também mostrou a formacéo de dois grupos, o primeiro com dois
subgrupos, um formado por UFAM e Reserva Ducke, e outro por Maués e Parintins; o
segundo mostra as populacdes de Rondbnia e Coari. O teste de bootstrap foi acima de 85%
para todas as relagdes genéticas evidenciadas no dendrograma. O resultado demonstrou
uma maior relacdo entre as populacdes de UFAM/Reserva Ducke e Maués/Parintins, e
menor entre Rondonia/Coari com as demais, indicando que ha relacdo entre distancia

genética e distancia geografica como observado nos testes de Mantel.

5 0,4 0,3 0,2 0,1 0
T
o8 UFAM
L RESERVA DUCKE
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92
100 | PARINTINS
RONDONIA
96
COARI

Figura 5. Dendrograma de distancia de Nei (1978) agrupado por UPGMA, para seis
populacbes de Eschweilera coriacea (DC.) A. S. Mori (Teste de bootstrap de 10000
simulagdes, implementado pelo programa TFPGA)

O teste de Mantel confirmou que ha relacdo entre distancia geneticas e distancias

geograficas para as seis populagdes de E. coriacea na Amazonia Brasileira. O coeficiente
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de correlacdo encontrado foi r = 0,609, foi significativo (p = 0,036), indicando que 61% da
diferenciacdo genética observada nas populacGes pode ser explicada pela hipdtese de
isolamento por distancia.

O padrdo de isolamento por distancia detectado aqui € consistente com o0s
resultados obtidos em estudos com outras espécies florestais. Lemes et al. (2003)
sugeriram estratégias de conservacdo in situ de Swietenia macrophylla King baseadas na
preservacdo de grandes areas de modo a minimizar a perda da diversidade decorrente de
deriva genética. Segundo os autores, as populacdes de mogno na Bacia Amazoénica estdo
estruturadas geneticamente e cada populacdo comporta uma alta diversidade genética.

A diferenciacdo genética (Fst) entre as populacbes foi moderada e
significativamente diferente de zero (p<0,05) para todos os pares de populacdes analisadas
(Tabela 3). A diferenciacdo genética foi menor entre Parintins e Maués (0,018), seguida
pelas populacbes da UFAM e Reserva Ducke (0,030), provavelmente por serem
geograficamente mais proximas. A maior diferenciacdo genética aqui observada foi entre
as populagdes de Rondénia e UFAM (0,301).

O fluxo génico entre as populacBes de Maués e Parintins foi alto (Nm = 13,465),
seguido de Reserva Ducke e UFAM (Nm = 8,197), refletindo as baixas estimativas de Fst
(Tabela 3), que pode ser explicado pela proximidade geogréafica. A populacdo de Rondbnia
em relacdo as demais populagdes, com excecdo de Coari, apresentou 0s menores valores de
Nm, sendo menor com a UFAM (Nm = 0,5), sugerindo fluxo génico restrito provavelmente

por estarem mais distantes geograficamente.
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Tabela 3 - Matriz de divergéncia (FST — diagonal abaixo) e fluxo génico [M (ndmero
absoluto de migrantes) = 2Nm - diagonal acima] entre seis populagdes de Eschweilera
coriacea (A.P. de Candole) Mori, considerando nove locos microssatélites.

Rondbnia UFAM  Reserva Ducke Maués Parintins Coari

Ronddnia - 0,58 0,81 1,30 1,31 3,98
UFAM 0,30 - 8,19 2,95 2,19 0,90
Reserva 0,23 0,030 - 5,35 4,66 1,43
Ducke

Maués 0,16 0,07 0,04 - 13,46 1,87
Parintins 0,16 0,14 0,05 0,018 - 1,93

Coari 0,05 0,24 0,15 0,19 0,14 -
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3.4 CONCLUSAO

Os nove marcadores microssatélites utilizados nestas analises mostraram alto
contetdo informativo, indicando a eficiéncia destes marcadores em estudos de diversidade
e estrutura genética em E. coriacea. A presenca de alelos privados a determinadas
populacdes evidenciou a importancia da manutencdo de populacdes para que ndo haja
perda de alelos e consequentemente, reducdo do nivel de variabilidade genética. As
estimativas de endogamia (f) foram significativamente diferentes de zero indicando que as
populacdes apresentaram excesso de homozigotos, provavelmente devido ao sistema
reprodutivo. A analise de variancia molecular detectou que a maioria da variacao genética
detectada esta contida dentro das populac@es, padrdo este também observado para maioria
das espécies de arvores neotropicais. Os valores de Fst evidenciaram uma moderada
diferenciacdo genética entre as seis populacdes de E. coriacea, indicando estrutura
genética, que pode ser explicada por meio do isolamento por distancia. O grafico gerado
pelo STRUCTURE apresentou o mesmo agrupamento na analise de dendrograma baseado
em distancias genéticas de NEI formando dois grupos, o primeiro formado por UFAM/
Reserva Ducke e Parintins/ Maues, e 0 segundo por Rondonia/Coari, 0 qual se encontra
menos realacionado com as demais populac6es indicando fluxo génico restrito. Portanto,
com base nos dados genéticos obtidos propde-se que sejam conservadas diferentes
populacbes naturais de E. coriacea com varios individuos por populacdo, ao longo de sua
distribuicéo, a fim de preservar a diferenciagdo genética observada entre elas, bem como a
alta diversidade genética detectada dentro das mesmas, possibilitando a manutencédo da

variabilidade genética e a conservacao efetiva dessas populagdes.
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CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados aqui gerados algumas consideracbes podem ser
formuladas:

A presenca de alelos privados nas populacbes evidencia a importancia da
manutencdo das mesmas para que ndo haja perda de alelos e consequentemente reducao do
nivel de variabilidade genética.

A maior parte da variabilidade concentra-se dentro de populacdes, sendo assim a
coleta de individuos deve ser ampla e privilegiar varias populacdes, sem prejuizos da
amostragem dentro das mesmas, portanto, para a manutencao da variabilidade da espécie
in situ, o ideal é que varias areas de conservacao sejam estabelecidas.

A distribuicdo de E. coriacea se mostrou estruturada seguindo o modelo de
isolamento por distancia, sugerindo que a coleta de germoplasma para fins de colecdo deva
ser feita no maior nimero possivel de populacGes naturais, evitando-se coletas em
populacdes proximas geograficamente.

No entanto, sugere-se que populacGes de matamata-amarelo em outras localidades
da Amazbnia sejam amostradas e submetidas a andlise de diversidade genética e/ou
abordagem filogeografica, com marcadores moleculares, para gerar resultados consistentes
quanto a distribuicdo e estrutura da variabilidade genética e histérico de colonizacdo da
espéecie na Amazonia.

Ainda, ha necessidades de outros estudos sobre biologia floral, ecologia de
polinizacdo e sistema de reproducéo, que esclarecam melhor o comportamento da biologia

da especie.
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ANEXO 1 - CARACTERIZACAO DA AREA EM ESTUDO

1.1 BR-429 Estado de Rondodnia
Na Rodovia BR-429 foram coletadas folhas e cdmbio (pedacos do tronco) de 31

individuos de Eschweilera coriacea (Figura 1). Essa rodovia estd situada no oeste do
Estado de Ronddnia e no seu trecho inicial, do km 0,0 até o km 41,9, entre Ji-Parana e o
entroncamento com a Rodovia 477, ela é coincidente com a BR-364/RO, encontrando-se
pavimentada até o municipio de Alvorada do Oeste/RO. Os locais de coleta foram apenas
no segmento ndo pavimentado e foi do km 94,9 até o municipio de Costa Marques/RO, no

km 385,9, na fronteira Brasil/Bolivia.
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Figura 1. Coleta da Eschweilera coriacea (DC.) S.A. Mori ao logo da BR-429 no Estado de
Ronddnia, caracterizacao do solo e vegetagdo

Nas areas de influéncia da rodovia, encontram-se trés tipos de vegetacdo: Floresta
Ombrdfila Aberta ocupando uma parte maior do trecho, Floresta Ombréfila Densa, em

pequena escala, nas proximidades do municipio de Costa Marques e nas proximidades de
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Alvorada do Oeste. As areas de florestas estdo altamente degradadas (Figura 2 A e B), o
que gerou uma reducdo das areas com vegetacdo nativa, a fragmentacdo de habitats, a
perda de biodiversidade, o afugentamento da fauna, o isolamento de individuos arboéreos, o

assoreamento de cursos d’agua, dentre outros impactos ambientais.

Figura 2. A) Fragmento de vegetac&o nativa observado nas margens da rodovia. B) Areas
utilizadas para pastos ao longo da BR 429 (Fotos: Amancio, 2009).

1.2 Municipio de Manaus

A area de estudo abrangeu fragmentos florestais da zona urbana do Municipio de
Manaus, localizada nas coordenadas geograficas 03°06'07" de latitude Sul e 60°01'30" de
longitude Oeste, a uma altitude de 92,9 metros (IBGE, 2005). Apresenta caracteristicas de
clima equatorial Umido, com temperaturas médias anuais sempre acima de 22 °C,
precipitacdo abundante (~2500 mm), radiagdo intensa e elevada umidade relativa do ar. Os
tipos de vegetagdo encontrados em Manaus sdo predominantemente as florestas de terra
firme (majoritarias), as florestas de varzea e as de igapds (SERAFINI, 2007). As regides

escolhidas para o estudo foram:

(i) Campus Universitario da UFAM: Foram coletadas folhas e cAmbios de 33 individuos
de E. coriacea na Floresta Ombrofila Densa (Platd) (Figura 3). Essa floresta é

considerada uma das maiores areas verdes urbanas da América Latina, representando
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aproximadamente 25% do total das areas verdes publicas institucionais existentes na
cidade de Manaus-Amazonas, sendo um dos poucos fragmentos florestais com grande
dimensdo (670 hectares) localizado no perimetro urbano da cidade, na regido Leste da
cidade, no bairro Coroado, entre as avenidas General Rodrigo Octavio Jorddo Ramos e
Autaz Mirim, sob as coordenadas geograficas 3°05°28” latitude Sul e 59°57°57”
longitude Oeste (SERAFINI, 2007). A area comporta diferentes tipos de solo,
encontrando-se Latossolo Amarelo Distréfico Alico de textura muito argilosa,
transicdes podzolizadas Amarelo-avermelhadas, Distroficos Alicos, Podzois de areia

branca e podzois hidromorficos (TELLO et al., 2008).

(ii) Reserva Florestal Adolpho Ducke: Esta localizada a cerca de 30 km ao norte da
cidade de Manaus, na rodovia AM-10 Manaus-Itacoatiara. E uma area pertencente ao
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia - INPA desde 1963. Possui uma extenséo
de 100 km? (10.000 ha) entre as coordenadas 59°52°40" e 59°58°00" de longitude
Oeste ¢ 03°00°00” e 03°08°00" de latitude Sul (TELLO, 1995). Os tipos de florestas
que ocorrem sdo quatro: platd, vertente, campinarana e baixio. Ocorre também
vegetacdo secundaria nas bordas e arredores sob a qual encontra-se a bacia hidrogréfica
do igarapé Bolivia, localizada na zona sul da reserva. Para esse estudo foi coletado, o
material do tronco (cdmbio) de 30 individuos de Eschweilera coriacea (Figura 4), em

um ambiente com vegetacao tipica de plato.
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Figura 3. Coleta da Eschweilera coriacea (DC.) S.A. Mori no fragmento florestal do Campus da
Universidade Federal do Amazonas, caracteriza¢do do solo e vegetacgéo.
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1.3 Municipio de Coari

As amostras de cdmbio de 33 individuos de Eschweilera coriacea foram coletadas
na Fazenda Experimental da Universidade Federal do Amazonas em Coari/AM, localizada
o0 perimetro urbano da cidade, entre o lago Mamié e o lago de Coari, nas coordenads 4° 06'
22" Latitude Sul e 63° 03' 21" Longitude a Oeste de Grenwich (Figura 5). A vegetacdo é
constituida de grandes arvores e arbustos de terra firme, varzea de igap6 e vegetacdo

aquatica, no entanto, a area de coleta foi na Floresta ombrofila Densa.
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Figura 5. Coleta da Eschweilera coriacea (DC.) S.A. Mori na Fazenda Experimental da
Universidade Federal do Amazonas em Coari, caracterizacdo do solo e vegetacao



1.4 Municipio de Maués
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Na regido de Maués/AM foram escolhidas duas areas (Fazenda Santa Helena e

comunidade Vera Cruz) para a coleta de 35 amostras de E. coriacea. A Fazenda Santa

Helena da empresa de refrigerantes AmBev possui mil hectares de terras, onde 50% sé&o

utilizadas para o estudo do guarana (Paullinia cupana Kunth) e a outra metade da area é

reserva legal. A comunidade Vera Cruz estd localizada do outro lado da margem da

cidade de Maués (Figura 6). Os pontos de coleta sdo numa floresta compostas por uma

vegetacdo constituida de arvores perenifoliadas, onde dominam as formas bioldgicas

fanerofitas ombrofilas em todos os estratos. Nas coordenads 3° 27' 22" latitude sul e 57°

38' 97" longitude Oeste de Grenwich.
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1.5 Municipio de Parintins
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As coletas em Parintins/AM foram realizadas na Vila Amazonia situada a leste da

cidade de Parintins, distante 20 minutos de barco (Figura 07). A vila é banhada pelo rio

Amazonas e pelo Parand do Ramos, possuindo uma &rea de 78.270 ha onde moram 67

familias dividas em comunidades. Nessa regido foram coletadas 38 amostras de E.

coriacea, todas provenientes da Floresta de terra firme localizada na comunidade Maximo.

A vegetacdo encontrada nessa regido foram os seguintes tipos florestais: Platd, Baixio,

Florestas de Véarzea e Igap06 e encontram-se sob as coordenadas 2° 42' 69" latitude Sul e
56° 41' 54" longitude a Oeste de Grenwich.
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ANEXO 2. INVENTARIO DAS POPULACOES COLETADAS

Tabela 1. Dados e informacdes dos individuos de Eschweilera coriacea (DC.) S. A. Mori
coletados em Rond6nia (BR-429), no periodo de 15 a 19 de setembro de 2008, onde: VA =
vitalidade das arvores, sendo (1) Arvore sadia e copa bem desenvolvida; (2) Arvore com
aspecto doentio e copa medianamente desenvolvida; (3) Arvore atacada por insetos e
fungos e copas defeituosas; CAP = circunferéncia a altura de 1,30 metro do solo; QF =
qualidade do fuste, sendo (1) Fuste Reto, cilindro e sadio, (2) Fuste com algum
aproveitamento, (3) Fuste Tortuoso; HT = altura total da arvore, em metros; HC =
altura comercial da arvore, em metros; FF = fenofase, sendo (FL) Floracdo, (FT)
Frutificacdo, (TF) Troca de folhas, (FN) Folhas novas; PS = posicédo sociolégica, sendo:
(1) Emergente, (2) Dominante, (3) Co-dominante, (4) Dominada, (5) Sub-bosque

N° Latitude Longitude VA CAP QF HT HC FF

LY.
wn

S(°) W(°) (cm) (m  (m)
7

1 12,29097 64,26231 1 20 1 5 FN 4
2 12,29097 64,26231 1 140 1 23 19 FN 2
3 12,05847 63,97090 3 160 2 14 12 FN 2
4 12,05847 63,97090 4 30 1 8 5 FL 3
5 12,05777 63,97273 1 34 1 7 5 FN 3
6 12,05847 63,97090 2 42 3 11 7 TF 3
7 11,90570 63,22011 1 36 1 8 5 FN 3
8 11,90570 63,22011 1 42 1 8 5 FL 4
9 11,76227 63,02787 1 56 1 20 17 TF 2
10 11,76211 63,02861 1 60 1 12 9 TF 3
11 11,76196 63,02856 3 30 3 6 4 FN 4
12 11,76190 63,02850 2 80 2 15 8 TF 2
13 11,76182 63,02844 1 32 1 8 5 FN 3
14 11,76181 63,02842 1 33 1 7 6 FN 4
15 11,76186 63,02839 1 31 1 5 4 FN 4
16 11,76184 63,02839 1 53 1 15 13 TF 2
17 11,76187 63,02848 1 60 1 9 7 TF 2
18 11,76179 63,02857 3 45 3 8 6,5 TF 3
19 11,76185 63,02873 2 29 2 5 3 FV 4
20 11,76183 63,02898 1 80 1 16 14 FV 2
21 11,76188 63,02893 1 93 1 12 10 FV 2
22 11,76173 63,03877 1 40 1 9 7 FV 4
23 11,54356 63,13225 1 38 1 10 6 FN 4
24 11,54354 63,13229 1 31,5 1 5 3 FN 4
25 11,54353 63,13230 1 32 1 8 5 FN 4
26 11,54329 63,13218 1 31 1 12 7 FN 4
27 11,54322 63,13217 1 33,3 1 6 4 FV 4
28 11,54330 63,13219 1 34,2 1 7 4 FV 4
29 11,54337 63,13218 1 33,6 1 8 5 FV 4
30 11,54333 63,13217 1 31 1 10 3 FV 4
31 11,54333 63,13217 1 30 1 9 7 FV 4
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Tabela 2. Dados e informacdes dos individuos de Eschweilera coriacea (CD.) S.A. Mori
coletados em Manaus-AM, no Campus da Universidade Federal do Amazonas (UFAM),
nos dias 02 e 03 de dezembro de 2008, onde: VA = vitalidade das arvores, sendo (1)
Arvore sadia e copa bem desenvolvida, (2) Arvore com aspecto doentio e copa
medianamente desenvolvida, (3) Arvore atacada por insetos e fungos e copas defeituosa;
CAP = circunferéncia a altura de 1,30 metro do solo; QF = qualidade do fuste, sendo
(1) Fuste Reto,cilindro e sadio, (2) Fuste com algum aproveitamento, (3) Fuste Tortuoso;
HT = altura total da arvore, em metros; HC = altura comercial da arvore, em metros;
FF = fenofase, sendo (FL) Floracdo, (FT) Frutificacdo,(TF) Troca de folhas, (FN) Folhas
novas; PS = posic¢do socioldgica, sendo: (1) Emergente, (2) Dominante, (3) Co-dominante,
(4) Dominada, (5) Sub-bosque

o  Latitude  Longitude CAP HT HC
N s(e) we) VA em Fm o m FEPS
1 03.09012 59.96474 1 96 1 18 11 FN 2
2 03.10069 59.97549 1 50 1 14 8 FV 3
3 03.10073 59.97548 1 104 1 22 6 FN 2
4 03.10073 59.97548 1 60 1 16 8,5 FN 4
5 03.10068 59.97466 1 47 1 14 4 FN 4
3] 03.10067 59.97458 1 50 1 13 7 FN 1
7 03.10067 59.97458 1 46 1 10 3 FN 4
8 03.10020 59.97173 1 76 1 14 3 FN 3
9 03.08876 59.96946 1 31 1 12 6 FN 4
10 03.08818 59.96926 1 36 1 10 7 FV 4
11 03.08816 59.96929 1 22 1 9,5 5 FV 4
12 03.08812 59.96919 1 20 1 8 3 FV 4
13 03.08839 59.96924 1 15 1 5 3 FV 4
14 03.08839 59.96925 1 18 1 4 7 FV 4
15 03.08843 59.96902 1 38 1 10 75 FV 3
16 03.08844 59.96900 1 21 1 11 7 FN 4
17 03.08333 59.96891 2 16 2 5 1 FV 4
18 03.10095 59.97531 2 15 2 7 2,5 FN 4
19 03.08679 59.96372 1 18 1 8 2 FN 4
20 03.08672 59.96376 1 31 1 15 8 FN 3
21 03.08648 59.96381 2 47 2 16 3,5 FV 3
22 03.08791 59.96562 2 45 2 12 5 FN 4
23 03.08795 59.96562 1 18 1 6 2,5 FN 4
24 03.08780 59.96523 2 65 2 13 4 FN 3
25 03.08852 59.96499 1 18 1 7 3 FN 4
26 03.08857 59.96510 1 18 1 75 3 FN 4
27 03.08853 59.96513 1 19 1 6,5 3 FN 4
28 03.08849 59.96517 2 15 2 3,5 2 FN 4
29 03.08795 59.96562 2 90 2 16 9,5 FN 2
30 03.08841 59.96530 1 65 1 16 11 FV 1
31 03.08827 59.96495 1 11 1 3,5 1 FT 4
32 03.09005 59.96468 2 18 2 6 2 FN 4
33 03.08969 59.9631 3 90 3 15 5 FN 2
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Tabela 3 - Dados e informacdes dos individuos de Eschweilera coriacea (DC.) S. A. Mori
coletados em Manaus-AM, na Reserva Florestal Adolpho Ducke, no dia 02 de abril de
2009, onde: VA = vitalidade das arvores, sendo (1) arvore sadia e copa bem
desenvolvida, (2) Arvore com aspecto doentio e copa medianamente desenvolvida, (3)
Arvore atacada por insetos e fungos e copas defeituosa; CAP = circunferéncia a altura de
1,30 metro do solo; QF = qualidade do fuste, sendo (1) Fuste Reto,cilindro e sadio, (2)
Fuste com algum aproveitamento, (3) Fuste Tortuoso; HT = altura total da arvore, em
metros; HC = altura comercial da arvore, em metros; FF = fenofase, sendo (FL)
Floracdo, (FT) Frutificacdo, (TF) Troca de folhas, (FN) Folhas novas, PS = posi¢cao
socioldgica, sendo: (1) Emergente, (2) Dominante, (3) Co-dominante, (4) Dominada, (5)
Sub-bosque

o Latitude  Longitude CAP HT HC

N sy we) A em F m) m PP
1 02,5539 59.5831 1 90 2 18 9 FN 5
2 02,5539 59,5831 1 48 1 19 10 FN 3
3 02,5534 59,5833 1 131 1 25 20 FN 2
4 02,5534 59,5833 1 40 1 20 11 FN 2
5 02,5534 59,5832 1 95 2 20 12 FN 3
6 02,5534 59,5832 1 64 2 23 16 FN 3
7 02,5533 59,5832 1 60 2 23 15 FN 3
8 02,5533 59,5833 1 42 1 15 8 FN 3
9 02,5533 59,5832 1 74 1 26 17 FN 2
10 02,5535 59,5830 1 79 1 23 16 FN 2
11 02,5535 59,5830 1 75 1 20 9 FN 2
12 02,5535 59,5836 3 63 3 18 7 FN 3
13 02,5539 59,5833 1 45 1 18 9 FN 2
14 02,5539 59,58333 1 53 1 16 10 FN 2
15 02,5539 59,5833 1 7 2 20 13 FN 3
16 02,5539 59,5832 1 70 1 19 14 FN 2
17 02,5540 59,5832 1 45 1 16 12 FN 3
18 02,5549 59,5830 1 30 1 5 13 FN 4
19 02,5553 59,5831 1 10 1 10 5 FN 5
20 02,5553 59,5831 3 15 2 7 5 FN 4
21 02,5555 59,5820 1 30 2 16 4 FN 4
22 02,5555 59,5820 1 115 2 19 6 FN 2
23 02,5557 59,5818 1 35 3 12 8 FN 3
24 02,5557 59,5818 1 86 1 20 12 FN 2
25 02,5557 59,5817 1 36 1 10 3,5 FN 3
26 02,5558 59,5816 1 90 1 26 18 FN 1
27 02,5559 59,5815 1 45 1 22 15 FN 1
28 02,5559 59,5816 1 33 2 16 9 FN 4
29 02,5559 59,5816 1 75 1 25 19 FN 1
30 02,5559 59,5816 1 31 2 11 6 FN 4
31 02,5547 59,5829 1 67 1 23 18 FN 1
32 02,5559 59,5817 1 63 2 16 9 FN 2
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Tabela 4. Dados e informacdes dos individuos de Eschweilera coriacea (DC.) S. A. Mori
coletados em Coari-AM, no dia 03 de julho de 2009, onde: VA = vitalidade das arvores,
sendo (1) arvore sadia e copa bem desenvolvida, (2) Arvore com aspecto doentio e copa
medianamente desenvolvida, (3) Arvore atacada por insetos e fungos e copas defeituosa;
CAP = circunferéncia a altura de 1,30 metro do solo; QF = qualidade do fuste, sendo
(1) Fuste Reto,cilindro e sadio, (2) Fuste com algum aproveitamento, (3) Fuste tortuoso;
HT = altura total da arvore, em metros; HC = altura comercial da arvore, em metros;
FF = fenofase, sendo (FL) Floragéo, (FT) Frutificacdo, (TF) Troca de folhas, (FN) Folhas
novas; PS = posi¢ao sociologica, sendo: (1) Emergente, (2) Dominante, (3) Co-dominante,
(4) Dominada, (5) Sub-bosque

o Latitude Longitude CAP HT HC
N s we) A em F m o m FFOPS
1 04,07315 63,04506 1 85 2 13 7 FV 3
2 04,07315 63,04483 1 75 1 14 6 FN 3
3 04,07352 63,04488 1 80 2 14 9 FV 2
4 04,07360 63,04487 1 52 1 12 7 FV 4
5 04,07396 63,04487 1 53 2 11 7 FV 4
6 04,07408 63,04484 1 33 1 10 6 FV 4
7 04,07406 63,04474 1 80 1 15 10 TF 3
8 04,07408 63,04478 1 105 2 16 12 FV 3
9 04,07425 63,04466 1 95 1 16,5 11 FN 3
10 04,07429 63,04468 1 75 3 15 12 FV 3
11 04,07446 63,04463 1 140 1 17 13 FN 2
12 04,07463 63,04456 1 90 1 16 11 FN 3
13 04,07470 63,04462 1 95 1 16 12 FV 3
14 04,07492 63,04460 1 94 1 16 10 FV 3
15 04,07495 63,04458 1 75 1 17 13 FN 3
16 04,07508 63,04453 1 88 2 17 13 FN 2
17 04,07519 63,04442 1 73 1 16 12 FN 3
18 04,07530 63,04422 1 92 1 16 12 FN 2
19 04,07545 63,04420 1 85 1 15 12 FN 3
20 04,07538 63,04413 1 130 2 17 13 FN 2
21 04,07543 63,04425 1 89 1 17 13 FV 3
22 04,07563 63,04450 1 75 2 16 12 FN 3
23 04,07595 63,04466 1 59 2 11 7 FN 4
24 04,07601 63,04475 1 78 2 15 11 FV 3
25 04,07614 63,04491 1 120 1 16 12 FV 3
26 04,07632 63,04474 1 86 2 14 10 FV 3
27 04,07664 63,04460 1 48 2 15 10 FV 3
28 04,07656 63,04449 1 85 2 15 11 FN 3
29 04,07664 63,04440 1 76 1 16 11 FN 3
30 04,07664 63,04463 1 120 1 18 14 FN 2
31 04,07672 63,04463 1 67 2 11 6 FV 4
32 04,07666 63,04440 1 70 1 8 4 FN 2
33 04,07667 63,04445 1 58 1 13 8 FV 4
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Tabela 5 - Dados e informac@es dos individuos de Eschweilera coriacea (DC.) S.A. Mori
coletados em Maués-AM, no dia 02 de abril de 2010, onde: VA = vitalidade das arvores,
sendo (1) arvore sadia e copa bem desenvolvida, (2) Arvore com aspecto doentio e copa
medianamente desenvolvida, (3) Arvore atacada por insetos e fungos e copas defeituosa;
CAP = circunferéncia a altura de 1,30 metro do solo; QF = qualidade do fuste, sendo
(1) Fuste Reto,cilindro e sadio, (2) Fuste com algum aproveitamento, (3) Fuste tortuoso;
HT = altura total da arvore, em metros; HC = altura comercial da arvore, em metros;
FF = fenofase, sendo (FL) Floracdo, (FT) Frutificacéo,(TF) Troca de folhas, (FN) Folhas
novas; PS = posi¢ado sociologica, sendo: (1) Emergente, (2) Dominante, (3) Co-dominante,
(4) Dominada, (5) Sub-bosque.

o Latitude Longitud CAP HT HC
Nse)  ewe) YA em F m) m FFOPS
1 03,27.225 57,38.970 2 63,5 3 14 8 FN 3
2 03,26.642 57,38.971 2 15,3 1 4 2 FN 5
3 03,26.644 57,38.976 1 80,8 1 20 8 FV 1
4 03,26.651 57,38.977 1 35,2 1 15 9 FV 1
5 03,26.659 57,38.988 1 66,3 1 20 8 FV 1
6 03,26.657 57,38.983 1 10,1 1 7 3 FV 4
7 03,26.667 57,38.995 1 70,3 1 18 10 FV 1
8 03,26.674 57,39.010 1 40,3 2 14 7 FV 2
9 03,26.661 57,38.991 2 35,2 1 16 13 FV 1
10 03,26.682 57,39.010 1 110 1 25 15 FV 1
11 03,26.661 57,39.010 2 10,1 1 6 3,5 FV 4
12 03,26.666 57,38.998 3 150 1 28 20 FV 1
13 03,26.690 57,39.007 2 50 3 8 5 TF 3
14 03,26.625 57,38.995 2 29 2 12 6 TF 2
15 03,26.631 57,39.061 1 35,1 1 15 7 FN 2
16 03,26.965 57,39.040 1 95,2 1 27,3 21 FV 1
17 03,26.949 57,39.050 1 10,2 1 8 4 FN 4
18 03,27.115 57,39.130 1 11,4 1 2,5 1 FN 4
19 03,27.153 57,39.147 1 95,1 3 19 9 FN 1
20 03,27.157 57,39.145 1 91,6 1 21 15 FN 1
21 03,27.167 57,39.146 1 120 2 21,2 19,1 FN 1
22 03,27.413 57,39.109 1 110,2 1 225 16,3 FN 1
23 03,27.419 57,39.100 1 125,6 1 241 15 FN 1
24 03,27.414 57,39.094 1 92,1 1 18,7 15,3 FN 1
25 03,27.410 57,39.083 1 73,2 1 215 17,2 FN 1
26 03,27.312 57,39.083 2 10,8 1 7 5 FV 4
27 03,24.094 57,45.175 1 15,9 1 6 3,5 FN 1
28 03,24.094 57,45.201 1 25,8 1 8 4 FV 4
29 03,24.117 57,45.243 2 35 1 15 7 FV 3
30 03,24.115 57,45.255 1 19 1 9 6 FV 3
31 03,24.110 57,45.255 1 224 2 8 2 FV 2
32 03,24.106 57,45.246 1 28,5 1 11 9 FN 2
33 03,24.100 57,45.231 1 23,2 2 13 8 FN 2
34 03,24.104 57,45.199 2 23,6 2 10 7 FN 2
35 03,24.114 57,45.076 1 28,1 1 9 6 FN 1
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Tabela 6 - Dados e informacdes dos individuos de Eschweilera coriacea (DC.) S. A. Mori
coletados em Parintins-AM, no periodo de 06 de abril a 09 de maio de 2010, onde: VA =
vitalidade das arvores, sendo (1) arvore sadia e copa bem desenvolvida, (2) Arvore com
aspecto doentio e copa medianamente desenvolvida, (3) Arvore atacada por insetos e
fungos e copas defeituosa; CAP = circunferéncia a altura de 1,30 metro do solo; QF =

qualidade do fuste, sendo

(1) Fuste Reto,cilindro e sadio, (2) Fuste com algum

aproveitamento, (3) Fuste tortuoso; HT = altura total da arvore, em metros; HC = altura
comercial da arvore, em metros; FF = fenofase, sendo (FL) Floracédo, (FT) Frutificacéo,
(TF) Troca de folhas, (FN) Folhas novas; PS = posi¢ao sociologica, sendo: (1) Emergente,

(2) Dominante, (3) Co-dominante, (4) Dominada, (5) Sub-bosque

o Latitude Longitude CAP HT HC
sy we)y M em P om m PP
1 2,42693 56, 41504 1 14,3 1 7 5 FN 4
2 2,42966 56, 40894 1 17,9 2 8,5 55 FN 4
3 2,43189 56, 40561 1 13,1 1 7,5 6 FN 4
4 2,43174 56, 40550 1 135 1 28,1 20 FN 1
5 2,43173 56, 40552 1 35,5 1 10 8 FN 4
3] 2,43177 56, 40531 2 46 1 12 7 FN 4
7 2,43159 56, 40519 1 55,1 1 12 8 FN 4
8 2,43128 56, 40493 1 39,7 1 11 9 FN 4
9 2,42553 56, 41099 1 43,2 1 7 2 FN 4
10 2,39244 56, 40028 1 25,7 1 6 3 FN 4
11 2,39430 56, 39754 1 235 1 5 2 FN 4
12 2,43170 56, 40592 1 19,6 1 4 1 FN 4
13 2,39430 56, 40675 1 16,3 1 5 4 FN 4
14 2,43403 56, 40677 1 60,1 1 12 3 FN 3
15 2,43408 56, 40648 1 15,4 1 6 3 FN 5
16 2,43422 56, 40646 1 65,3 1 25 12 FN 1
17 2,43422 56, 40655 1 22 1 11 7 FN 3
18 2,43426 56, 40667 1 24 1 15 6 FN 3
19 2,43444 56, 40678 1 335 1 11 6 FN 3
20 2,43496 56, 40738 1 33,4 1 11 9 FN 3
21 2,43494 56, 40766 1 224 1 11 7 FN 4
22 2,43502 56, 40775 1 47.6 1 15 6 FN 3
23 2,43500 56, 40737 1 53,9 1 17 11 FN 3
24 2,43415 56, 40648 1 15 1 5 3 FN 3
25 2,43263 56,40144 1 90,1 1 25 22 FN 1
26 2,43256 56, 40127 1 17,3 1 9 5 FN 1
27 2,43259 56, 40137 1 66,6 1 23 18 FN 1
28 2,43267 56, 40139 1 29,1 1 12 9 FN 1
29 2,43261 56, 40141 1 37,1 1 16 12 FN 1
30 2,43272 56, 40152 1 71,2 2 29 20 FN 1
31 2,43265 56, 40158 1 25,9 1 15 9 FN 1
32 2,43264 56, 40157 1 80,1 1 15 8 FN 3
33 2,43280 56, 40180 1 12,3 1 9 5 FN 4
34 2,43285 56, 40182 1 53,5 1 14 9 FN 3
35 2,42623 56, 41100 1 66,5 1 15 8 FN 3
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ANEXO 3. CARACTERIZACAO DOS INDIVIDUOS COLETADOS

Em relacdo a distribuicdo diamétrica, 62 individuos (31%) encontraram-se
distribuidos na primeira classe; 68 individuos (34%) na segunda classe e 47 individuos
(24%) na terceira classe. Na tltima classe subsequente ficaram concentrados 22 individuos
restantes (11%) (Tabela 1).
Tabela 1. Nimero de individuos por classe diamétrica em populacdes de Eschweilera coriacea
(A.P. de Candole) Mori. RO: Ronddnia-BR-429/RO, UA: Fragmento Florestal da UFAM-
Manaus/AM, RD: Reserva Adolpho Ducke-Manaus/AM, CO: Fazenda experimental da UFAM
Coari/AM, MA: Municipio de Maués/AM, PA: Municipio de Parintins/AM.

PopulacBes  Classes diamétricas (cm) Total de Individuos
por populagéo

<99 10199 20-29,9 30-69,9

RO 8 18 3 2 31

UA 17 9 5 2 33
RD 0 17 12 3 32
CO 6 6 14 7 33
MA 15 6 7 7 35
PA 16 12 6 1 35

Dados semelhantes foram encontrados por Silva (2006) ao inventariar uma floresta
de terra firme na Amazonia Ocidental, segundo o autor, dos 148 individuos de E. coriacea
amostrados em trés ha, 97 encontravam-se na classe diameétrica 5 a 19,9 cm e 32
individuos encontravam-se na classe de 20 a 29,9 cm e apenas 19 apresentavam-se em
classes superiores a 30 cm. Tello et al. (2008) em levantamento floristico feito em 1,5 ha
em fragmento florestal urbano de Manaus-AM, encontraram valores similares quanto a
classe diamétrica do matamaté-amarelo.

A Figura 1 apresenta a altura total e comercial dos individuos de E. coriacea
avaliados nas seis populacdes. As médias para altura total variaram de 9,9 m (populagéo
Ronddnia-RO) a 18 m (populagdo Reserva Ducke-RD). Para a variavel altura comercial a
populacdo da UA (Universidade Federal do Amazonas/Manaus) apresentou a menor média
(5 m) e a populacdo da RD, apresentou a maior média (11,2 m).

Apos a avaliagdo total das populagdes, observou-se que 57,3% dos individuos séo
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considerados de grande porte (altura acima de 10 metros), 26,1% possuem altura média
(6,1 a 10 m) e 16,6% das arvores sao consideradas de baixa estatura. Fato ja observado por
Salomao et al. (1995) no estudo sobre a estrutura diamétrica e caracterizacdo ecoldgica
econémica de 108 especies arbdreas da Amazonia Brasileira, segundo os autores, dos 208
individuos de E. coriacea encontrados em 21 hectares, 70 % das arvores era de porte

grande, possuindo em média 15,9 metros de altura.

20,0
18,0 -
16,0 -
14,0 -

12,0 -
10,0 -
8,0 HHT
6,0 MHC
4,0 ‘
2,0
0,0 -
RO UA RD co MA PA
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1 1

Figura 1. Altura média total (HT) e comercial (HC) de seis populacbes de Eschweilera
coriacea (DC.) S.A. Mori .

Ao se avaliar o estrato superior e inferior dos individuos de E. coriacea (Figura 2)
foi observado que a maioria dos individuos amostrados encontravam-se no estrato superior
da floresta (74,4%) e apenas 25,6% encontravam-se no estrato inferior. Vale salientar, que
as populacdes da Reserva Ducke, Coari e Rond6nia possuem floresta mais estruturada,
sendo as populagdes de Maués, Parintins e UFAM de dossel inferior da floresta.

Ressalta-se, que uma espécie determinada tem seu lugar assegurado na estrutura e
composicdo da floresta quando se encontra representada em todos 0S seus estratos,
caracterizados como posi¢do socioldgica regular. Espécies que se encontram apenas em um

ou outro estrato indicam que a floresta ndo se desenvolverd até o climax. Devem-se
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excetuar as espécies que caracteristicamente ndo passam do estrato inferior. Ainda, quanto
mais regular for a distribuicdo dos individuos de uma espécie na estrutura vertical de uma

floresta, tanto maior sera seu valor na posicao sociologica.

35 -

25 A

20 -

15 - M Estrato Inferior
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5
o LM []

D co MA PA
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PopulagGes de E. coriacea

Numero de individuos

Figura 2. Estratificacdo vegetal das populacdes de Eschweilera coriacea (DC.) S.A. Mori

No parametro qualidade do fuste, do total de 199 arvores analisadas, 146 individuos
de E. coriacea (73%) encontrados nas seis populacdes apresentaram fustes retos,
cilindricos e sadios, arvores com fustes com algum aproveitamento foram 43, perfazendo
um total de 22% e 10 arvores (5%) apresentaram fuste tortuoso (Figura 3). Apesar do
namero variavel de individuos, as populacGes de E. coriacea, apresentaram toras de
excelente qualidade, que poderiam ser extraidas para a comercializa¢do, devido a 6tima

qualidade do fuste.
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Figura 3. Qualidade do fuste dos individuos das seis populacdes de Eschweilera coriacea
(DC.) S.A. Mori .

Quanto a vitalidade das arvores amostradas foram verificados em 170 arvores de
E.coriacea (85%) a predominéncia de arvores consideradas como individuos sadios e
copas bem desenvolvidas, com excelente fitossanidade, apresentando volumes
proporcionais as dimensdes do individuo amostrado, 21 (11%) foram arvores com aspecto
doentio e copa medianamente desenvolvidas e 8 (4%) das arvores foram atacados por

insetos e fungos e apresentaram copas defeituosas (Figura 4).
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Figura 4. Vitalidade das arvores das seis populacdes de Eschweilera coriacea (DC.) S.A.
Mori .
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Os dados relacionados & posicdo sociolégica dos individuos de E. Coriacea
demonstraram que cerca de 35% sdo arvores com copa exposta a pleno sol do tipo
emergentes dominantes, 29% sdo tipo co-dominantes, com copas expostas com menos de
50% luz de solar e 36% fazem parte do estrato inferior da floresta, isto é, ndo ha incidéncia

de luz solar plena (Figura 5).
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Figura 5. Posicdo socioldgica das arvores de Eschweilera coriacea (DC.) S.A. Mori
coletadas nas seis populacgdes
As observacOes fenoldgicas realizadas nas seis populacfes estdo apresentadas na
figura 6. A fenofase dos individuos de E. coriacea indicaram que 68% das arvores
apresentavam folhas novas, 26% folhas velhas, 5% estavam trocando suas folhas, um

individuo proveniente da populagdo de Rondénia (RO) apresentou floracéo e frutificagéo .
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Figura 6 - Fenologia das arvores de Eschweilera coriacea (DC.) S.A. Mori coletadas nas
seis populacdes.

As caracteristicas ambientais e o0s resultados dos pardmetros qualitativos
apresentados acima demonstraram continua evolucao e adaptacdo sob a influencia direta
dos agentes ambientais energia solar, 4gua e nutrientes. Arvores que apresentam fuste
saudavel e retilineo fornecem madeira de boa qualidade para usos diversos (construcao
civil e naval) e arvores com fuste ndo retilineo fornecem madeira para lenha e carvao.

De maneira geral, verificou-se que grandes alteracdes em diametro médio nas
populacdes de E. coriacea estudadas podem esta relacionadas ao corte seletivo,explicando
assim, a grande quantidade de arvores de pequeno porte observadas nas populacdes

coletadas .



