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APRESENTACAO

A presente dissertacdo esta dividida em dois capitulos organizados em forma de
artigos resultantes de estudos desenvolvidos com a espécie Copernicia prunifera (Miller)
H. E. Moore.

O primeiro capitulo, que tem como titulo “Desenvolvimento de marcadores
microssatélites para Copernicia prunifera (Miller) H. E. Moore (Arecaceae)”, objetivou
a construcdo de marcadores microssatélites (SSR) para serem utilizados em estudos de
genética de populacdes de Copernicia prunifera e em outras espécies do género
Copernicia. Sera submetido ao periédico American Journal of Botany.

O Segundo capitulo tem como titulo “Estrutura genética espacial da Copernicia
prunifera (Miller) H. E. Moore (Arecaceae) em uma populacdo natural”. Teve como
objetivo caracterizar o padrdo demogréafico e estrutura genética espacial entre os estagios
de desenvolvimento de Copernicia prunifera em uma populacdo natural e foi submetido

a Flora.



RESUMO

O presente estudo visou construir marcadores microssatélites (SSR) para Copernicia
prunifera; e caracterizar o padrdo demografico e a estrutura genética espacial (EGE) em
diferentes estagios de desenvolvimento de C. prunifera em uma populacdo natural do Rio
Grande do Norte (RN), utilizando marcadores moleculares ISSR. Foram desenvolvidos
17 pares de iniciadores SSR, os quais foram testados utilizando DNA proveniente de
amostras de populacdes distintas. A estrutura demografica e genética espacial foram
avaliadas em uma parcela com érea de 0,55 ha, onde todos os individuos foram
georreferenciados. As analises moleculares utilizando marcadores microssatélites
indicaram que todos os pares de iniciadores construidos, quando submetidos a PCR,
amplificaram. Estes apresentaram tamanhos de pares de bases variando entre 113 e 250
bp. As analises demograficas mostraram um padrao de distribuicdo espacial agregado nas
primeiras classes de distancia, aleatdrio entre 40 e 50 m e segregado em distancias mais
elevadas. Dentre os 30 iniciadores ISSR testados, oito foram selecionados gerando um
total de 102 locos, sendo 100 destes polimdrficos. Entre os trés estagios, os jovens
apresentaram maior indice de diversidade genética de Nei (He = 0,37), ja 0 menor indice
foi observado nos adultos reprodutivos (He = 0,34). Os resultados da AMOV A mostraram
maior diferenciacdo genética dentro dos estagios de desenvolvimento (98,61%) do que
entre os estagios (1,39%). A populacao total (n = 161) apresentou relacdo positiva e
significativa de parentesco na primeira classe de distancia (12,3 m). Os jovens
apresentaram parentesco significativo até 10,5 m e negativo na quinta classe de distancia
(37,6 m). Os adultos ndo reprodutivos tiveram relacdo positiva de parentesco na primeira
classe de distancia (11,0 m) e distribuicdo aleatdria dos gendtipos nas demais classes. Os
adultos reprodutivos apresentaram gendtipos distribuidos espacialmente de maneira
aleatoria. Os valores para os testes de gargalo genético demonstraram que o numero de
locos com excesso de heterozigosidade observado foi maior que o esperado. Os resultados
da EGE refletem a dispersao restrita da espécie e os testes de gargalo genético a reducéo

de gendtipos provocados pela antropizacdo dos ambientes naturais de C. prunifera.

PALAVRAS-CHAVE: Carnauba. Marcadores moleculares. Padrédo espacial.
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ABSTRACT

The present study aimed to develop microsatellite markers (SSR) for Copernicia
prunifera; and characterize the demographic pattern and the spatial genetic structure
(SGS) in different development stages of C. prunifera in a natural population of Rio
Grande do Norte (RN) by using ISSR molecular markers. 17 SSR primers pairs were
developed, which were tested by using DNA from samples of different populations. The
demographic and genetic spatial structure was assessed in a plot with an area of 0.55 ha,
where all individuals were georeferenced. The molecular analyses with the use of
microsatellite markers pointed out that all built primers pairs, when submitted to PCR,
had amplification. They showed sizes of base pairs ranging between 113 and 250 bp. The
demographic analyses showed a clustered standard of spatial distribution in the first
distance classes, random between 40 and 50 m and segregated in higher distances. Eight
ISSR primers were used, thereby producing a total of 102 loci, with 100 of them being
polymorphic. Among the three stages, the young showed the highest Nei’s genetic
diversity index (He = 0.37); whilst the lowest index was found in the reproductive adults
(He = 0.34). The AMOVA results showed a greater genetic differentiation within the
development stages (98.61%) in comparison to the interval among the stages (1.39%).
The total population (n = 161) showed a positive and significant relationship of kinship
in the first distance class (12.3 m). The young showed a significant kinship up to 10.5 m
and negative in the fifth distance class (37.6 m). The non-reproductive adults had a
positive relationship of kinship in the first distance class (11.0 m) and random distribution
of genotypes in the remaining classes. The reproductive adults showed genotypes
spatially distributed in a random way. The values for the genetic bottleneck tests proved
that the number of loci with excess observed heterozygosity was greater than expected.
The SGS results reflect the restricted dispersion of the species, and the bottleneck tests
reflect the reduction genotypes provoked by the anthropization of natural environments

of C. prunifera.

KEYWORDS: Carnauba. Molecular markers. Spatial pattern.



11

INTRODUCAO

A Copernicia prunifera, pertencente a familia Arecaceae é uma espécie nativa da
regido semiarida do Nordeste do Brasil. Apresenta crescimento lento e sua propagagédo
ocorre através da dispersdo de sementes. Possui fruto arredondado com aproximadamente
dois centimetros de comprimento que apresenta coloracdo escura quando maduro
(BRAGA, 2001). E conhecida popularmente como carnatiba, nome derivado do Tupi que
significa &rvore que arranha devido a camada espinhosa que recobre o tronco, resultante
da perda das folhas. Também pode ser chamada de carnalva, carnaba e carnaiba (LIMA,
2006).

Possui grande importancia para a economia da regido devido aos multiplos usos
dos produtos dela extraidos, em especial a conhecida cera de carnauba (GOMES et al.,
2009). Além disso, a carnalba também é usada na arborizacdo e paisagismo. Devido a
sua importancia social e econdmica, uma vez que praticamente todos 0s seus produtos
podem ser utilizados, é conhecida também como “Arvore da vida” (LIMA, 2006).

Neste sentido, a antropizacao e 0s impactos causados pela exploracdo de espécies
de areas naturais tem como consequéncia alteragdes na estrutura e dindmica populacional,
aumento do grau de isolamento espacial, alteracdo do fluxo de pdlen e endogamia
(FUCHS; LOBO; QUESADA, 2003; SEBBEN et al., 2011). Assim, a destruicdo dos
habitats naturais devido as atividades agricolas desordenadas pode representar uma
importante ameaca a sobrevivéncia em longo prazo das populagdes de C. prunifera.

Dessa forma, estudos do padréo de distribui¢do e variabilidade genética espacial
poderado auxiliar no desenvolvimento de estratégias para o melhoramento, conservacgéo e
manejo da espécie. Nesse sentido, os marcadores moleculares sdo importantes
ferramentas que colaboram com os estudos de genética de populagdes, e seu uso permite
avaliar a variabilidade genética dentro e entre espécies e populacdes (BRANDAO;
VIEIRA; CARVALHO, 2011; BERED; BARBOSA NETO; CARVALHO, 1997).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivos:

i Construir marcadores microssatélites (SSR) para estudos de genética de
populacOes de Copernicia prunifera;
ii. Caracterizar o padrdo demografico e estrutura genética espacial entre os estagios

de desenvolvimento de Copernicia prunifera em uma populacdo natural.
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Capitulo 1: DESENVOLVIMENTO DE MARCADORES MICROSSATELITES
PARA Copernicia prunifera (Miller) H. E. Moore (ARECACEAE)

RESUMO

Marcadores baseados em Sequéncias Simples Repetitivas (SSR) ou microssatélites
apresentam caracteristicas que os fazem ser amplamente empregados em estudos de
geneética de populacBes. O presente estudo visou o desenvolvimento de marcadores
microssatélites que poderdo ser utilizados em estudos de genética de populacdes de
Copernicia prunifera, bem como em outras espécies do mesmo género. Foram
desenvolvidos 17 pares de iniciadores os quais apresentaram tamanhos de pares de bases
variando entre 113 e 250 pb. Estes foram testados utilizando DNA proveniente de trés
matrizes de populac@es distintas e quando submetidos a PCR, todos amplificaram. As
temperaturas de anelamento que apresentaram melhores padrées de amplificacdo
encontram-se na faixa entre 52 e 59 °C. Os marcadores desenvolvidos serdo Uteis para
estudos de genética de populaces, diversidade genética, distribuicdo genética espacial e
sistema de reproducdo da C. prunifera, e poderdo ser utilizados em estudos com outras

espécies de Copernicia.

PALAVRAS-CHAVE: Carnauba. Marcadores moleculares. Sequéncias Simples
Repetidas.

DEVELOPMENT OF MICROSATELLITES MARKERS FOR Copernicia
prunifera (Miller) H. E. Moore (ARECACEAE)

ABSTRACT

Markers based on Simple Sequences Repeat (SSR) or microsatellites show characteristics
that make them be largely used in genetic studies of populations. This study sought to
develop microsatellite markers that may be used in genetic studies of populations of
Copernicia prunifera, as well as in other species of the same genus. 17 SSR primers were
developed, which showed sizes of base pairs ranging between 113 and 250 bp. They were
tested with the use of DNA from three arrays of different populations and, when submitted
to PCR, all amplified. The girdling temperatures that showed best amplification standards
were inserted in the range between 52 and 59 °C. The developed markers will be

appropriate for genetic studies of populations, genetic diversity, spatial genetic
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distribution and system of reproductive of C. prunifera, and may be used in studies with

other species of Copernicia.

KEYWORDS: Carnauba. Molecular markers. Simple Sequence Repeat.

1. INTRODUCAO

A familia Arecaceae, cuja distribuicdo € predominantemente tropical, inclui mais
de 240 géneros e cerca de 2.600 espécies (LORENZI et al., 2004). No Brasil ocorrem
aproximadamente 42 géneros e 208 espécies. O género Copernicia apresenta cerca de 13
espécies, sendo a ilha de Cuba, no Caribe, seu centro de dispersdo. No Brasil, 0 género
conta com apenas duas espécies, a C. prunifera e C. alba (LORENZI et al., 2004). A
carnatba [Copernicia prunifera (Miller) H. E. Moore, Arecaceae] é uma palmeira cuja
altura estd entre 10 e 15 m, caule reto e cilindrico com didmetro entre 15 e 25 cm
(HENDERSON; GALEANO; BERNAL, 1995), nativa do semiarido do Nordeste do
Brasil, ocorrendo geralmente em monodominancia, caracterizando os carnaubais.

A espécie apresenta diversos usos econdmicos, sendo por isso conhecida como
“Arvore da Vida” (GOMES et al., 2009). Dentre os seus produtos, o principal é a cera
que recobre as folhas, principalmente as mais jovens, rica em triacantanol (TRIA), um
alcool alifatico de cadeia longa, que promove o crescimento de diversas culturas
horticolas (CHEN et al., 2002). A cera também é utilizada no revestimento de frutos in
natura de maracuja-amarelo e goiaba (MOTA et al., 2006; RIBEIRO et al., 2005), na
composi¢cdo de produtos industriais como cosméticos, capsulas de remédios,
componentes eletrdnicos, produtos alimenticios, ceras polidoras e revestimentos
(CAVALCANTE; DINIZ, 2005; SILVA et al.,, 2009). As raizes, sementes e frutos
apresentam uso medicinal e como nutriente para racdo animal. A palha triturada é
utilizada para protecéo e resfriamento dos solos na agricultura, e ainda na fabricacéo de
produtos artesanais como vassouras, bolsas, chapéus (ARRUDA; CALBO, 2004; SILVA;
TASSARA, 1996).

A valorizacdo e a comercializagdo dos produtos geram o aumento da exploracédo
dos recursos florestais, causando impactos na vegetacdo e alteracdo das taxas de
sobrevivéncia, crescimento e reproducdo dos individuos coletados, modificando a
estrutura e a dindmica das populagdes (TICKTIN, 2004). Dessa forma, é necessario que
haja estratégias de manejo, conservacdo e melhoramento de espécies florestais,

considerando o modo de reproducéo, o sistema de cruzamento e a estrutura genética nas
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populacdes das espécies de interesse (VIEIRA; CARVALHO, 2008; VIEIRA et al.,
2010), que podem ser inferidos por meio das estimativas de frequéncias genotipicas e
alélicas.

Para isso, marcadores moleculares codominantes tém sido usados em estudos
genéticos de populagdes naturais, principalmente na determinacdo de padrdes de sistema
reprodutivo e fluxo génico (BITTENCOURT; SEBBENN, 2007; SEBBENN et al.,
2011). Entre estes, os marcadores baseados em Sequéncias Simples Repetitivas (SSR),
ou microssatélites, sdo 0s que mais se aproximam do marcador ideal para estudos de
genética de populagbes. Possuem vantagens por serem abundantes e uniformemente
distribuidos por todo o genoma; codominantes; multialélicos; apresentarem o maior
conteddo informativo por loco génico entre todas as classes de marcadores moleculares
(altamente polimdrficos) (KALIA et al., 2011); facilmente obtidos através de ensaios de
PCR (reacdo da polimerase em cadeia), possibilitando rapida avaliagdo de muitos
individuos para um grande ndmero de locos (NAZARENO; ZUCCHI; REIS, 2011);
capazes de serem transferidos entre espécies de um mesmo género (NAZARENO et al.,
2009); e uma vez desenvolvidos, podem ser compartilhados entre diferentes laboratorios.

Pequenas quantidades de DNA sdo suficientes para a analise desses marcadores,
e esses, por serem multialélicos, apresentam resultados surpreendentes para questes
reprodutivas, evolutivas e conservacionistas (HEDRICK, 1999). Durante o processo de
obtencéo de pares de iniciadores que amplifiquem regides repetitivas de microssateélites,
s80 necessarios passos de caracterizacdo de abundancia de diferentes motivos repetitivos
(“motifs”), construgdes de bibliotecas e sequenciamento de DNA (BACON et al., 2011,
NAZARENO; ZUCCHI; REIS, 2011, 2011).

Dessa forma, o presente estudo visou a construcdo de marcadores microssatélites
(SSR) que poderao ser utilizados em estudos de genética de populacdes de Copernicia

prunifera, bem como em outras espécies do mesmo género.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Construcéo da biblioteca Genémica

A construgéo da biblioteca foi realizada com base no protocolo de Billotte et al.
(1999). O DNA genbémico foi extraido de amostras de tecido foliar de individuos de
Copernicia prunifera oriundos de populag¢@es naturais do estado do Rio Grande do Norte,

através do método descrito por Doyle e Doyle (1987).
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O DNA gendmico foi digerido utilizando-se enzima de restricdo Rsal e 0s
fragmentos obtidos foram ligados a adaptadores (Rsa21 - 5 CTC TTG CTT ACG CGT
GGA CTA 3’ e Rsa25 - 5 TAG TCC ACG CGT AAG CAA GAG CAC A 3’). Foi
realizada uma pré-amplificacdo via PCR e os fragmentos obtidos foram purificados com
0 uso do kit de purificagdo de PCR QIAquick (QIAGEN). Os fragmentos de DNA
contendo microssatélites foram hibridizados por meio de uma sonda marcada com
biotina, seguida pela captura das sequéncias selecionadas por beads magnéticas ligadas a
estreptavidina.

Os fragmentos selecionados foram amplificados por meio de uma reagdo de PCR,
e em seguida clonados em um vetor pGEM — T easy (Promega) e submetidos novamente
a reacdo de PCR a fim de checar a clonagem. Apo6s a ligacdo ao vetor, houve a
transformacdo em células XL1-Blue competentes a fim de proporcionar a amplificacéo
do inserto. As células transformadas foram cultivadas em meio de cultura Luria-Bertani
(LB) contendo ampicilina a 100 mg.mL™*a 37 °C. Em seguida o DNA plasmidial das
colbnias recombinantes foi isolado e sequenciado em sequenciador automatico a fim de
amplificar insertos contendo microssateélites.

As sequéncias obtidas foram transformadas em formato “FASTA”, e
posteriormente submetidas ao programa WebSat (http://wsmartins.net/websat/) a fim de
identificar as regides contendo microssatélites (MARTINS et al., 2009).

Apos a identificacdo das regides microssatélites, os iniciadores direto (F) e reverso
(R) foram desenhados utilizando o programa Primer3 d(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/)
(ROZEN; SKALETSKY:, 2000), e seguindo critérios como ndo conter bases redundantes;
a distancia dos SSRs estar entre 20 e 60 pb; ser constituidos por 18 a 22 nucleotideos sem
sequéncias repetitivas; conter uma porcentagem de bases G e C entre 40 a 60%); comecar
em 5’ e terminar em 3’ com duas bases G, ou C, ou G e C, se possivel; e ter temperatura
de anelamento entre 45 e 60 °C, com diferenga maxima de 1 °C entre as temperaturas dos
iniciadores F e R, para que possam ser utilizados na mesma reacdo e nédo hibridizarem
entre si, ou se autohibridizarem.

Os iniciadores construidos foram nomeados com um cédigo que faz referéncia a

espécie (Cop) e enumerados de 01 a 17.
2.2. Teste dos iniciadores construidos

Os 17 pares de iniciadores construidos foram testados utilizando DNA

proveniente de trés matrizes de C. prunifera de populacgdes distintas, a fim de verificar
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alteracOes na regido de anelamento do iniciador. As matrizes amostradas localizavam-se
nos municipios de Sdo Miguel do Gostoso, Serrinha e Ipanguacu, estado do Rio Grande
do Norte (Figura 1). A extracdo do DNA foi realizada de acordo com o0 método CTAB
(DOYLE; DOYLE, 1987). Apds a extracdo, o DNA obtido foi quantificado com auxilio

do espectrofotdmetro Epoch.

Figura 1: Localizacdo geografica das matrizes das diferentes populacdes de C. prunifera,
no estado do Rio Grande do Norte.
Fonte: Adaptado de http://www.lookingformaps.com

As reacOes de PCR foram realizadas em termociclador Veriti 96 pocos, em um
volume final de 15 pL, contendo 1X do tampé&o (10 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM KCl),
0,7 uM de cada par de iniciador, 250 uM de cada dNTPs, 1 U de Taq DNA polimerase,
0,25 mg de BSA, 1,0 mM de MgCl2, e 9 ng de DNA.

O protocolo de PCR consistiu de uma prévia desnaturagao inicial a 94 °C por 5
min (um ciclo), seguida por 35 ciclos a 94 °C por 1 min, 1 min para anelamento (que
variaram entre 50 e 62 °C) e 72 °C por 1 min, em seguida, uma etapa de extensdo final a
72 °C por 30 min (um ciclo).

O produto da amplificacédo foi checado por eletroforese em gel de agarose a 3,0%
e GelRed como corante, em tampao Tris-Acetato-EDTA 1x (TAE), a uma voltagem de
100 V, por duas horas e meia utilizando o marcador de peso molecular (Ladder) de 1 kb.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO


http://www.lookingformaps.com/
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Os 17 pares de iniciadores construidos apresentaram tamanhos de pares de bases
variando entre 113 e 250 bp (Tabela 1). Quando submetidos a reacdo em cadeia da

polimerase, todos os iniciadores amplificaram.
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Tabela 1: Caracteristicas de 17 locos microssatélites desenvolvidos para Copernicia
prunifera do estado do Rio Grande do Norte, nordeste do Brasil. Nome do locos, sequéncia
do iniciador (F: direto, R: reverso), sequéncia repetida, tamanho do fragmento em pares de
bases (pb) e temperatura de anelamento (Ta).

A Sequéncia Tamanho dos Ta
Locos Sequéncia (5°-3’ .
9 ( ) repetida fragmentos (bp) (°C)
F AATTTACCCTTCTGGAGCATCA
Cop01 . CGCAACCTCATCTCCTTCA (Teme 152 52
F: TGAGAAAGACGCACAACCAG
Cop02 R AAGCAACTGTGACCCCACTC (ATA)A 194 52
F: GGAGTTTCAGCCAAGTTAGCC
Cop03 R: CATGGGTAGCGTGACCTTCT (GA)21 168 55
F: GCAATAACCACCCTCTGCAT
Cop04 R TGTGATGGTGAGGACACTCAA (CT17...(TG)3(TA)6 156 56
F: CCCAGAGGCAGAGCAAATAG
Cop05 R AGCCATTCCTGGTTACTCATTC (TA)6 166 54
F: ACACAACTTGCTGCCCAATA
Cop06 R.  GACCGAAAGTTGTTGGACTAAAG (TC)13...(CA)LL 173 52
F: GCCTGACGGACAATCAGAAA
Cop07 R GGCTTGCTCAATCAAGTCCA (TA)5 (TG)19 158 59
F: CCATATGGTCGACCTGTCA
Cop08 R GGGGGCTAGTGTGGGTAG (CT)14 242 53
F: CTCGTTCTAACACTCGTATCTTGGT
Cop09 R: ACACGGGGAGGTAGTGACAA (AC)9 (TC)8 169 54
F:  AAAGTCTCAAAGTTTCCTCTACTCA
Cop10 R: TGTGACATCTTCCATGCTTC (CT)25 167 52
F:  TGACATTTGTCACTTGTCTTACTCT 198
Copl1l R: AGAGATCGTTCCCACAAAGA (CT)19 52
F: CTTGCCATTGAGTCAGCTTG
Copl2 R GTGAAGGCTTTCGAGTACGG (CT)18 155 52
F: AATGAGGAGGAGTTGGGTTT
Cop13 R ACTTTGCAAACTGCTTTATTCC (GT)16 113 54
F: GACGTTGTATGGAGCCCACT
Copl4 R TTGCTAGGGGAATCATGAGG (CT8 184 55
F: CAGGCCAGCATCACAAGAT
Copl15 R CCCACGACAAAAACAGTGG (ATAA)S 250 55
F: GGGTTTGAGCCTTTCATTCTC
Copl16 R AGTGGACTTCCCCTCATGG (TTAA)A....(TTAA)A 213 55
F: ACTCGGACTCTCCACTCTCG
Copl7 (AGA)9 157 56
R: TCTTCCCCAAGCCTCATAGA

A Figura 2 mostra o gel de agarose fotografado sob luz ultravioleta com o perfil

de amplificacdo de um dos iniciadores construidos. As temperaturas de anelamento que
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apresentaram melhores padrées de amplificagédo encontram-se na faixa entre 52 e 59 °C,

conforme a Tabela 1.

Cop 10

LADDER50°C 51°C 52°C 53°C 54°C 55°C 56°C 57°C 58°C 59°C 60°C 61°C 62°C C

Figura 2: Padrdo de fragmentos resultante da amplificacdo do iniciador Cop 10 em
Copernicia prunifera.

Estudos realizados com diferentes espécies de Arecaceae demonstram a
ocorréncia de uma amplitude das faixas de temperatura e a variagdo dessas temperaturas
entre os diferentes géneros de uma mesma familia. Montufar et al. (2007) em uma
pesquisa com Oenocarpus bataua Martius definiram 55 °C como temperatura de
anelamento do marcador SSR. Ja Bacon et al. (2011) em um estudo de construcdo de
iniciadores para Pritchardia martii (Gaudich.) H. Wendl. utilizaram temperaturas de
anelamento que variaram de 49 a 58 °C, enquanto Federman et al. (2012) trabalhando
com Mauritia flexuosa L.f. selecionaram temperaturas entre 54 a 57 °C. Essa variacdo
deve-se ao fato de que em alguns géneros, temperaturas mais elevadas permitem a
reducdo de sequéncias inespecificas e a otimizacdo da sequéncia alvo, enquanto que para
outros, as menores temperaturas favorecem a amplificacdo da sequéncia alvo e a
minimizacao das sequéncias inespecificas, como € o caso do presente estudo.

Estudos tem demonstrado a capacidade de transferéncia de microssatélites entre

espécies de um mesmo género. Bacon et al. (2011) utilizando microssatélites
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desenvolvidos para Pritchardia martii obtiveram altas taxas de transferabilidade entre as
espécies de Pritchardia. Ramos et al. (2012) encontraram resultados semelhantes com
iniciadores desenvolvidos para Astrocaryum aculeatum Meyer, verificando a eficiéncia
da transferéncia dos iniciadores construidos para outras espécies de Arecaceae. Logo, 0s
iniciadores desenvolvidos no presente estudo possivelmente poderao ser utilizados em
diferentes espécies de Copernicia, subsidiando pesquisas futuras.

Como continuidade deste estudo, torna-se necessario selecionar os iniciadores
mais adequados para amplificar sequéncias de microssatélites no DNA da espécie. Esta
selecdo se da por meio da determinacdo, em sequenciador automatico, para obtencéo de

locos polimorficos.

5. CONCLUSAO

Todos os iniciadores construidos, quando submetidos a reacdo em cadeia da
polimerase, amplificaram mostrando assim sua eficiéncia para 0 DNA testado. Estes serdo
Uteis para pesquisas posteriores em genética de populacOes, diversidade genética,
distribuicdo genética espacial e sistema de reproducdo da Copernicia prunifera,
possibilitando o desenvolvimento de praticas de manejo e conservacdo da espécie nas
areas de ocorréncia. Os iniciadores obtidos provavelmente poderdo ser utilizados em

estudos com outras espécies do género Copernicia.
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RESUMO

O presente estudo objetivou caracterizar o padrdo demogréafico e a estrutura genética
espacial (EGE) em diferentes estagios de desenvolvimento de Copernicia prunifera em
populacdo natural do Rio Grande do Norte (RN), utilizando marcadores moleculares
ISSR. Foram amostrados e georreferenciados todos os individuos em uma parcela com
area de 0,55 ha. As analises demograficas mostraram um padrao de distribuicédo espacial
agregado nas primeiras classes de distancia, aleatorio entre 40 e 50 m e segregado em
distancias mais elevadas. Dos 30 iniciadores ISSR testados, oito foram selecionados
gerando um total de 102 locos, sendo 100 polimérficos. Entre os trés estagios, 0s jovens
apresentaram maior indice de diversidade genética de Nei (He = 0,37), j& 0 menor indice
foi observado nos adultos reprodutivos (He = 0,34). Os resultados da AMOV A mostraram
maior diferenciacdo genética dentro dos estagios de desenvolvimento (98,61%) do que
entre os estagios (1,39%). A populacdo total (n = 161) apresentou relacdo positiva e
significativa de parentesco na primeira classe de distdncia (12,3 m). Os jovens
apresentaram parentesco significativo até 10,5 m e negativa na quinta classe de distancia
(37,6 m). Os adultos ndo reprodutivos tiveram relacdo positiva de parentesco na primeira
classe de distancia (11,0 m) e distribuicdo aleatéria dos gen6tipos nas demais classes. Os
adultos reprodutivos apresentaram gendtipos distribuidos espacialmente de maneira
aleatdria. Os valores para os testes de gargalo genético demonstraram que o0 nimero de
locos com excesso de heterozigosidade observado foi maior que o esperado. Os resultados
da EGE refletem a dispersédo restrita da espécie e, os testes de gargalo, a reducéo de

genotipos provocados pela antropizacdo dos ambientes naturais de C. prunifera.

PALAVRAS-CHAVE: Carnatba. Marcadores moleculares. Padrao espacial.
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SPATIAL GENETIC STRUCTURE OF Copernicia prunifera (Miller) H. E. Moore
(Arecaceae) in a NATURAL POPULATION

ABSTRACT

This study aimed at characterizing the demographic pattern and the spatial genetic
structure (SGS) in different development stages of C. prunifera in a natural population of
Rio Grande do Norte (RN) by using ISSR molecular markers. All individuals were
sampled and georeferenced in a plot with an area of 0.55 ha. The demographic analyses
showed a clustered standard of spatial distribution in the first distance classes, random
between 40 and 50 m and segregated in higher distances. Of the 30 ISSR primers tested,
eight were selected, thereby producing a total of 102 loci, with 100 of them being
polymorphic. Among the three stages, the young showed the highest Nei’s genetic
diversity index (He = 0.37); whilst the lowest index was found in the reproductive adults
(He = 0.34). The ANOVA results showed a greater genetic differentiation within the
development stages (98.61%) in comparison to the interval among the stages (1.39%).
The total population (n = 161) showed a positive and significant relationship of kinship
in the first distance class (12.3 m). The young showed a significant kinship up to 10.5 m
and negative in the fifth distance class (37.6 m). The non-reproductive adults had a
positive relationship of kinship in the first distance class (11.0 m) and random distribution
of genotypes in the remaining classes. The reproductive adults showed genotypes
spatially distributed in a random way. The values for the genetic bottleneck tests proved
that the number of loci with excess observed heterozygosity was greater than expected.
The SGS results reflect the restricted dispersion of the species, and the bottleneck tests
reflect the reduction of genotypes provoked by the anthropization of natural environments

of C. prunifera.

KEYWORDS: Carnauba. Molecular markers. Spatial pattern.

INTRODUCAO

A distribuicdo espacial das espécies vegetais esta relacionada com as formas de
reproducéo, interacGes entre os membros da comunidade e a ocorréncia de fatores
ambientais que interferem nessa distribuicdo (BORCARD; LEGENDRE; DRAPEAU,

1992), havendo em muitos casos uma diminuig&o da concentracdo de individuos a medida
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que ha o aumento da idade devido a remogéo de individuos por meio da competicéo
(EPPERSON; ALVAREZ-BUYLLA, 1997; VIEIRA et al., 2012).

Por meio do estudo da distribuicdo espacial € possivel visualizar a disposi¢ao dos
individuos em um determinado ambiente, sendo essa organizacdo, por sua vez, fruto da
interacdo entre os fatores bioticos e abidticos que conduzem 0s processos ecologicos
naquele ambiente (CONDIT et al., 2000; VIEIRA et al., 2012). Esse tipo de analise atua
como mecanismo para compreensdo de processos genéticos e ecoldgicos das populacdes
florestais (VIEIRA et al., 2010; GAINO et al., 2010; ITOH et al., 2003).

A caracterizacdo da estrutura genética espacial (EGE) é uma ferramenta
importante na conservacao e manejo de populacdes vegetais. Assim, o conhecimento dos
padrdes de distribuicdo genética entre e dentro de populacdes naturais poderdo assegurar
que as medidas de conservacio sejam adequadas (FRANKEL; SOULE, 1981). A EGE
nas populagdes naturais geralmente é resultado de diferentes fatores tais como disperséo
limitada de sementes e p6len, competicdo intra e interespecifica, deriva genética, selecdo
e endogamia (HARDY et al., 2006; LOVELESS; HAMRICK 1984; EPPERSON, 1992).
Por meio das técnicas moleculares pode-se distinguir a estrutura genética inter e intra
populacionais, permitindo visualizar os padrdes do fluxo génico e disperséo (CAVERS
et al., 2005). Nesse aspecto, os marcadores moleculares tém se mostrado fundamentais
na determinacdo da estrutura genética espacial, para caracterizar populacGes naturais de
plantas, estimar diversidade génica, endogamia, fluxo génico, grau de parentesco
(VIEIRA; CARVALHO, 2008; GONGCALVES et al., 2010), além de sua utilidade nos
estudos de melhoramento vegetal (SEBBENN et al, 2001; FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998).

Dentre os marcadores moleculares, os marcadores ISSR (Inter Simple Sequence
Repeats) apresentam caracteristicas que favorecem seu uso, tais como manipulacdo
facilitada, geram polimorfismos significativos, resultados em curtos espagos de tempo e
ainda baixos custos quando comparados a outros marcadores (LIU; WENDEL, 2001;
BRANDAO et al., 2015; CHAGAS et al., 2015). Estudos tém sido feitos para avaliar a
EGE de populacdes vegetais utilizando marcadores ISSR (CHUNG et al., 2006; MELO
JUNIOR et al., 2015).

Apesar de ainda serem poucos 0s estudos que tratam sobre os dispersores de frutos
e polen da Copernicia prunifera, o marimbondo caboclo (Polistes canadensis Linnaeus)
e o irapud (Trigona spinipes Fabricius) sdo apontados como seus principais polinizadores,

enguanto que o morcego e o sanhacgu-do-coqueiro (Tangara palmarum) séo indicados
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como os principais dispersores de sementes (SILVA, R. A. R., dados ndo publicados;
SOUSA, R. F., dados nao publicados). Porém, a eficiéncia desses agentes dispersores
para C. prunifera ainda ndo esta bem estabelecida e, além disso, a espécie esta submetida
a antropizacdo das populagdes naturais. Com isso, possivelmente h& diferencas de
magnitude da EGE entre diferentes estagios de vida (NG; LEE; KOH, 2004; VIEIRA et
al., 2012). Logo, espera-se uma maior estruturacdo no estagio de vida jovem do que entre
os adultos, uma vez que grandes quantidades de frutos se encontram dispersos proximo
aos individuos parentais, como ocorre geralmente nas espécies tropicais (DEFAVARI et
al., 2009; CONDIT et al., 2000). O processo de antropizacdo além de contribuir
diretamente para a reducdo da populacdo, pode também afetar os dispersores e
polinizadores, o que consequentemente poderd influenciar na diversidade e estrutura
genética da populacéo.

Assim, o presente trabalho teve por objetivo caracterizar o padrdo de distribuicéo
e a estrutura genética espacial em diferentes estagios de desenvolvimento de individuos

de Copernicia prunifera em uma populacéo natural.

MATERIAL E METODOS
Espécie do estudo

A Copernicia prunifera (Arecaceae), popularmente conhecida como carnauba,
apresenta caule revestido pelos remanescentes de folhas caidas, com altura entre 10 e 15
m, didmetro entre 15 e 25 cm e folhas numerosas dispostas em leque (LORENZI, 2004).
Seu fruto apresenta forma arredondada, mede em torno de dois centimetros de
comprimento e possui epicarpo carnoso que reveste a semente. Apresenta cor esverdeada
e sabor travoso quando imaturo e coloragdo roxo-escura ou quase preta e sabor adocicado
quando maduro. Seu crescimento ocorre de forma lenta e a propagacao se da por meio da
dispersdo de sementes (BRAGA, 2001).

A espécie é nativa do nordeste do Brasil, presente nos estados do Piaui, Ceara,
Rio Grande do Norte e Maranhdo, Bahia, Alagoas e Sergipe, principalmente em terrenos
de varzea e vales de rios que formam planicies inundaveis (LORENZI, 2004; ARRUDA;
CALBO, 2004).

Além de possuir potencial paisagistico, a espécie é fonte de matéria prima nos
variados setores da industria e comércio (ARRUDA; CALBO, 2004). Suas folhas sdo

utilizadas como alimentacdo animal e matéria prima para produtos artesanais, porém seu
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principal produto € a cera retirada das folhas que é utilizada para diversos fins, como a
producdo de componentes eletronicos, capsulas de remédios, produtos alimenticios e
ceras polidoras (CAVALCANTE; DINIZ, 2005; SILVA et al., 2009). Devido aos
diversos usos econdmicos a carnaiiba ¢ conhecida como “Arvore da Vida” (GOMES et
al., 2009).

Area de estudo

O estudo foi realizado em uma area localizada no municipio de Sdo Miguel do
Gostoso, no Estado do Rio Grande do Norte (Figura 1), com distancia aproximada de 110
km da capital Natal (IBGE, 2012). O municipio que esta inserido na microrregido do
Litoral Nordeste (IDEMA, 2010) apresenta clima tropical com estacdo seca (AS)
conforme a classificacdo climética de Koppen-Geiger, e solo do tipo Areias Quartzosas
Distroficas (IDEMA, 2010).
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Figura 1: Localizacdo geografica do municipio de Sdo Miguel do Gostoso, RN.
Fonte: Adaptado de http://www.lookingformaps.com

Foi observado na area de estudo a presenca de marcas de pisoteio, e ainda o corte
de arvores, provavelmente para retirada de lenha, o que pode indicar a ocorréncia de um
processo de antropiza¢do. Soma-se isso ao fato de haver a construcdo de uma usina edlica

proximo a area onde esta localizada a populacéo. Porém é provavel que o fator de maior
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impacto para a populacgdo estudada seja o extrativismo da C. prunifera, que devido aos
seus diversos usos na industria e comércio culmina na exploracdo, muitas vezes de

maneira predatdria, provocando o decréscimo populacional.

Amostragem

Foram amostrados todos os individuos de trés estagios de desenvolvimento
(Jovem, adulto n&o reprodutivo e adulto reprodutivo) de C. prunifera em uma parcela
demarcada medindo 50 m (Leste-Oeste) x 110 m (Norte-Sul) nas coordenadas 5° 07° 18”
S e 35° 41’ 02” W, dos quais foram registradas as posicdes geograficas (x e y) com o

auxilio de fita métrica (Figura 2).
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Figura 2: Distribuicdo espacial dos individuos de C. prunifera em uma populagéo natural
no municipio de Sdo Miguel do Gostoso, Estado do RN, Brasil.

Com base na estatistica descritiva referente a altura, foram consideradas plantas
jovens os individuos de C. prunifera com até 1,7 m de altura, enquanto as duas outras
classes foram organizadas de acordo com a ocorréncia ou ndo de eventos reprodutivos
(floracéo e frutificacdo) na época da avaliagdo, além da altura média que foi de 3,6 m para
0s adultos néo reprodutivos e 5,85 para os adultos reprodutivos (Tabela 1).

Amostras foliares dos individuos foram coletadas em microtubos identificados
contendo 1 mL do tampao de extragdo CTAB 2x (Cationic hexadecyl trimethylammonium
bromide) e, em seguida transportadas ao Laboratério de Genética e Melhoramento

Florestal da UFRN, onde foram armazenadas em freezer a -20 °C.
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Extracdo e quantificacdo de DNA

A extracdo do DNA foi feita com base no método CTAB descrito por Doyle e
Doyle (1987). A concentracdo de DNA total foi realizada utilizando espectrofotdmetro.
Em seguida, o DNA quantificado foi diluido de forma que todas as amostras tivessem a
mesma concentragdo (50 ng.puL™t). Apos a diluicdo o DNA foi mantido em freezer a -20

°C até o momento do uso.

Reacdo em cadeia da polimerase e eletroforese

A amplificacdo dos fragmentos de DNA foi feita através da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), utilizando termociclador Veriti, com 96 pocos. O mix de PCR foi
constituido por pré-mix IC PHT na concentracdo 1X contendo tampéo IC (50 mM KClI,
10 mM Tris-HCI pH 8,4 e 0,1 TritonX-100, MgCl, 2,0 mM), nucleotideos (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP) e enzima termoestavel Tag DNA Polimerase — Taq PHT (recombinante),
primer, DNA e &gua ultrapura. O ciclo da PCR consistiu em desnaturacao prévia a 94 °C
por 2 minutos, seguida de 37 ciclos a 94 °C por 15 segundos, 47 °C por 30 segundos e 72
°C por 1 minuto. O processo foi finalizado a 72 °C por 7 minutos e resfriamento a 4 °C.

Os produtos resultantes da PCR foram corados com GelRed™ e submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1,5% (p/v), em cuba horizontal, em tampdo TAE 1,0 X
(Tris-Acetato EDTA) e marcador de peso molecular (Ladder) de 10.000 pares de bases.
O tempo total da reagéo de eletroforese foi de duas horas e meia com voltagem de 100 V.
Apos a eletroforese o gel de agarose foi retirado da cuba e fotografados com o auxilio do

equipamento E-Box VX2, sobre luz ultravioleta.

Andlise de dados
Padrao espacial

As anélises foram realizadas por meio do programa SpPack 1.38, utilizando a
funcéo univariada de segunda ordem da densidade de vizinhos ou NDF (Neighbourhood
Density Function) (CONDIT et al., 2000) para determinar o padrdo de distribuicdo
espacial da espécie, incluindo todos os individuos, bem como para cada estagio de
desenvolvimento.

Foram feitas simulag¢des por meio de classes de distancia (t) entre 1 e 110 m, com

intervalos de 10 m para a populagéo total e adultos reprodutivos, e 5 m para os individuos
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jovens e adultos ndo reprodutivos para evitar a ocorréncia o efeito de jagged plot ou
padrdo denteado (WIEGAND; MOLONEY, 2004). Foi calculada, ainda, a corre¢do do
efeito de borda, conforme Goreaud e Pelissier (1999). Utilizando-se os valores obtidos na
estatistica NDF (t) foram construidos correlogramas em funcdo da distancia t e
comparados a intervalos de confianga (superior e inferior), obtidos a partir de 499
simulacdes randémicas de Monte Carlo (alfa = 0,01).

Testaram-se trés hipoteses estatisticas: 1) Completa aleatoriedade espacial
(hipdtese nula): valores de NDF dentro da faixa dos intervalos de confianca; 2) Padrdo
agregado (hipotese alternativa 1): valores de NDF acima do intervalo de confianca
superior; 3) Padrdo espacial segregado (hipotese alternativa 2): valores de NDF abaixo

do intervalo de confianca inferior.

Diversidade genética e valor de PIC

A variacdo genética dentro da populacdo foi avaliada por meio do programa
POPGENE versdo 1.3 (YEH et al., 1997), através do qual foram calculados o nimero de
alelos observados (Na), numero de alelos efetivos (Ne), diversidade genética de Nei (He)
e indice de Shannon (1), para cada estagio de desenvolvimento.

O Conteudo de Informacéo Polimorfica (PIC) foi calculado com a finalidade de
testar a eficiéncia dos iniciadores utilizados em detectar o polimorfismo entre individuos,
sendo a presenga ou auséncia de locos utilizadas como indicadores. Foi utilizada a
férmula proposta por Anderson et al. (1993), onde Pij é a frequéncia do alelo "j" no

marcador "i"";
PIC, =1- Y P}
j=1

De acordo com Botstein et al. (1980), os marcadores sdo classificados como
satisfatorios em contedo informativo quando o valor de PIC estiver acima de 0,500;
mediamente informativo quando o valor variar entre 0,250 a 0,500 e pouco informativos

se o valor encontrado estiver abaixo de 0,250.

Estrutura genética populacional

A Analise de Variancia Molecular (AMOVA) entre os diferentes estagios de
desenvolvimento foi realizada através do programa ARLEQUIN 3.1 (EXCOFFIER;
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SMOUSE; QUATTRO, 1992). Por meio dessa analise estima-se a diferenciacdo da

populacéo a partir de dados moleculares e testes de hipoteses.

Estrutura genética espacial (EGE)

Para a analise da EGE estimou-se o valor de coancestria entre pares de individuos
para as diferentes classes de distancia, para cada estagio de desenvolvimento e para todos
os individuos da populacdo (HARDY, 2003), utilizando-se o programa SPAGeDi 1.2g
(HARDY; VEKEMANS, 2002). Ja para a andlise da intensidade da EGE nos diferentes
estagios de desenvolvimento de C. prunifera foi calculada a estatistica Sp por meio da
formula Sp = -bieg/(1 - Fij(z)), onde -biog € a inclinagdo da curva de regressao do coeficiente
de coancestria e Fijq) é a medida do coeficiente de coancestria da primeira classe de

distancia (Fj).

Deteccdo de gargalos genéticos

A analise da ocorréncia ou ndo de reducdo do tamanho efetivo populacional foi
feita por meio do programa Bottleneck versdo 1.2 (CORNUET; LUIKART, 1996),
usando os modelos IAM (Modelo de Alelos Infinitos) e 0 SMM (Modelo de Passos de
Mutacgéo). Tais modelos foram utilizados para calcular a heterozigosidade esperada das
populacbes em equilibrio de mutacdo-deriva e compard-la com a heterozigosidade
encontrada. Para locos ISSR o modelo de mutacgéo é intermediario entre o IAM e 0 SMM,
portanto os dois foram usados. Para indicar gargalos genéticos recentes significativos, foi
utilizado o teste do sinal (o = 0,05) por meio da frequéncia dos alelos (CORNUET;
LUIKART, 1996).

RESULTADOS

Estrutura demogréfica

Dos 162 individuos amostrados, 88 foram classificados como jovens (com altura
entre 0,1 e 1,7 m), 42 como adultos ndo reprodutivos (com altura superior a 1,7 e sem

eventos reprodutivos) e 31 como adultos reprodutivos (Tabela 1).
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Tabela 1: Caracterizagdo ontogenética, com base na altura de plantas de C. prunifera.
Altura média (m) £ Desvio

Classes NUmero de individuos .
Padrao
Jovens 88 1,14 £ 0,41
Adultos nao 42 3.60 + 2,09
reprodutivos
Adultos 31 5,85 + 0,95
reprodutivos
Total 161 2,69+221

O padrdo espacial de C. prunifera, considerando todos os individuos da
populacdo, mostrou a ocorréncia de agregacdo nas classes de distancia inferiores a 40
metros do individuo focal, indicando que a hipdtese alternativa de agregacao foi aceita.
Nas distancias entre 40 e 50 m o padrdo espacial foi aleatério, aceitando-se a hip6tese
nula, ja nas distancias superiores a 50 m, observou-se padrdo segregado, configurando a
aceitacdo da hipotese alternativa de segregacdo (Figura 3 A).

Considerando-se 0 estagio dos individuos jovens, o padrdo espacial mostrou
agregacéo no raio de até 5 m de distancia, principalmente entre os dois primeiros metros,
sendo aceita, portanto a hipotese alternativa de agregacao. Apds 5 metros o padrdo oscilou
entre aleatorio, agregado e segregado, porém com densidade inferior (Figura 3 B).

No estagio que compreendeu as plantas adultas ndo reprodutivas, verificou-se que
até 4 metros de distancia, a densidade de vizinhos foi maior que esperado, 0 que
demonstra padrdo agregado de distribuicdo, dessa forma a hipétese de agregacdo foi
aceita, enquanto que a partir de 5 m de distancia o padréo foi aleatdrio, ou seja, dentro do
esperado, sendo aceita a hipotese nula de aleatoriedade (Figura 3 C).

Entre os individuos adultos reprodutivos, na distancia de até 5 metros, o padréo
espacial verificado foi agregado e apds essa distancia, passa a ser aleatorio, aceitando-se
as hipoteses alternativas de agregacao e nula de aleatoriedade, respectivamente (Figura 3
D).
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Figura 3: Padrao espacial obtido por meio da anélise univariada da densidade de vizinhos
(NDF) de individuos de C. prunifera; as linhas pontilhadas correspondem ao intervalo de
confianca superior e inferior de: todos os estagios de desenvolvimento (A), jovens (B),
nédo reprodutivos (C) e reprodutivos (D).

Diversidade genética e valor de PIC

Foram utilizados oito iniciadores que geraram o total de 102 locos, 100 destes
polimorficos (98,04 %). Houve variacédo entre 10 e 17 bandas, com média de 12,75 locos
por iniciador. Os iniciadores UBC 825, UBC 840 e UBC 873 foram os que apresentaram
maior numero de locos. Os valores de PIC calculados para cada iniciador variaram entre
0,455 a 0,500 (Tabela 2).



36

Tabela 2: Sequéncia de nucleotideos dos iniciadores ISSR, média de numero de locos e
valor de PIC de cada iniciador.

Iniciador ISSR Sequencia (5’ - 3°) Ndmero de PIC
Locos
UBC 825 (AC)8-T ACA CAC ACACACACACT 17 0,477
UBC 827 (AC)8-G ACA CAC ACA CAC ACACG 10 0,455
UBC 840 (GA)8-YT GAG AGA GAG AGA GAG AYT 14 0,499
UBC 851 (GT)8-YG GTGTGT GTGTGT GTGTYG 12 0,469
UBC 857 (AC)8-YG ACA CAC ACA CAC ACA CYG 12 0,500
UBC 859 (TG)8-RC TGT GTG TGT GTG TGT GRC 13 0,497
UBC 860 (TG)8-RA TGT GTG TGT GTG TGT GRA 10 0,489
UBC 873 (GACA)4 GAC AGACAG ACAGACA 14 0,485
Média 12,75 0,484

R =purina (A ou G) e Y = pirimidina (C ou T).

Para a populacgéo total, o nimero de alelos observados foi 1,98 e de alelos efetivos
1,65. Ja a diversidade genética de Nei (1973) de 0,37 e o indice de Shannon de 0,54
(Tabela 3).

Tabela 3: Medidas de diversidade genética para diferentes estagios de desenvolvimento.

Locos Na Ne He I

Classes n Lo
polimorficos/%

Jovens 88 99/97,06 %

1,971+0,018 1,657+0,033 0,369+0,015 0,541+ 0,019

Adultos ndo 1,912+ 0,043 1,626+0,051 0,353+0,024 0,517+0,032

. 42 93/91,18 %
reprodutivos

Adultos 1,941+ 0,042 1,591+0,058 0,341+0,027 0,505+ 0,036

- 31 96/94,12 %
reprodutivos

Total 161  100/98,04 %  1,980+0,0109 1,654+0,0244 0,370+0,0110 0,543+0,0139

Na = numero de alelos observados, Ne = nimero de alelos efetivos, He = indice de
diversidade genética de Nei, | = indice de Shannon. Os valores representam a média +
erro padrao.

Entre os trés estagios, o que apresentou a maior porcentagem de locos
polimérficos foi o de individuos jovens (97,06%). Ja a menor porcentagem de locos
polimdrficos foi observada nos adultos ndo reprodutivos (91,18%). O numero de alelos
observados (Na) e alelos efetivos (Ne) também foi maior para os jovens, com valores de
1,97 e 1,66, respectivamente. O estagio de individuos jovens apresentou ainda o maior
indice de diversidade genética com 0,37 (He) (Tabela 3).

O menor indice de diversidade genética foi apresentado pelos adultos reprodutivos

com 0,34 (He), enquanto que o estagio que apresentou maior variabilidade genética foi o
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composto por individuos jovens, com o valor de 0,54 (). Ja o estagio de individuos

adultos reprodutivos foi o de menor variabilidade, com 0,50 (1) (Tabela 3).

Estrutura genética

Os resultados da analise de variancia molecular (AMOVA) mostram a ocorréncia
de maior diversidade genética dentro dos estagios de desenvolvimento (98,61%) do que
entre os estagios (1,39%) (Tabela 4).

Tabela 4: Anélise da Variancia Molecular (AMOVA) da populacéo total e entre os estagios
de desenvolvimento de Copernicia prunifera.

Componentes  Porcentagem

Fonte de variagdo GL SQ da variancia de variacdo
Entre estagios de 02 12,852 0,05404 1,39
desenvolvimento

Dentro dos estagios de 158 605,570 3,83272 98,61
desenvolvimento
Total 160 618,422 3,88677
indice de fixago Fst: 0,01390

GL: grau de liberdade, SQ: soma dos quadrados dos desvios.

Estrutura genética espacial

A populacdo total (n = 161) apresentou relacdo positiva e significativa de
parentesco na primeira classe de distancia (12,3 m) (Figura 4 A). Os jovens apresentaram
parentesco significativo até 10,5 m e negativa na quinta classe de distancia (37,6 m) e em
diante (Figura 4 B).

Os adultos nédo reprodutivos tiveram relacdo positiva de parentesco na primeira
classe de distancia (11,0 m) e distribuicdo aleatdéria dos gendtipos nas demais classes
(Figura 4 C). Os adultos reprodutivos apresentaram genétipos distribuidos espacialmente
de maneira aleatéria (Figura 4 D).
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Figura 4: Correlogramas do coeficiente de coancestria da populacéo total (A), Jovens
(B), Adultos néo reprodutivos (C) e Adultos reprodutivos (D) de Copernicia prunifera. -
---- Intervalo de confianca; ——Valor de coancestria.

Os resultados da estatistica Sp indicaram a ocorréncia de estruturacdo genética na
populacéo total e nos estagios de desenvolvimento jovens e adultos reprodutivos (P <
0,05), enquanto que no estagio adultos ndo reprodutivos nao foi observada estruturagédo
(P > 0,05) (Tabela 5).

Tabela 5: Caracterizacdo da estrutura genética espacial de Copernicia prunifera na
populacdo total e nos estadgios de desenvolvimento, sendo n o numero de individuos
amostrados, Fij o coeficiente de coancestria para a primeira classe de distancia, Biog a
inclinacdo da curva de regressdo do coeficiente de coancestria, a estatistica Sp, SE o erro
padrdo e P o valor de significancia.

n Fij Biog Sp SE P
Jovens 88 0,064 -0,046 0,046 0,005 0,000
Adultos nao 42 0,034 -0,016 0,016 0,007 0,143
reprodutivos
Adultos 31 0,043 -0,039 0039 0006 0017

reprodutivos
Total 161 0,044 -0,034 0,034 0,003 0,000
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Gargalos genéticos

O numero de locos com excesso de heterozigosidade observado foi maior que o
esperado e significativo pelo teste do sinal (P < 0,0001), tanto no modelo IAM quanto
SMM (Tabela 6).

Tabela 6: Testes de equilibrio entre mutacdo e deriva genética para a populacdo de
Copernicia prunifera utilizando os modelos IAM e SMM.

Modelos n He P
1AM 39,28 92.0 0,00000*
SMM 4526 87,0 0,00000*

n = numero esperado de locos com excesso de heterozigosidade em seu respectivo
modelo; He = nimero de locos com excesso de heterozigosidade; P = probabilidade; * =
significativo a 5% de probabilidade.

DISCUSSAO
Estrutura demogréfica

O maior numero de individuos nos estagios iniciais de desenvolvimento pode
indicar a existéncia de estratégias utilizadas para a sobrevivéncia da espécie. Da mesma
forma, o menor nimero nos estagios finais pode ter influéncia de fatores bidticos e
abidticos, como por exemplo o tipo de dispersdo de sementes, a competicao e o tipo de
solo (BUDKE et al., 2005). Resultados semelhantes foram encontrados por Alves et al.
(2011) em um estudo com Syagrus pseudococos (Raddi) Glassman (Arecaceae) no qual
verificaram a ocorréncia de padrdo espacial agregado, principalmente nas classes iniciais.
Gonzélez-M., Parrado-Rosselli e Lopez-Camacho (2012) em estudo realizado em uma
populacdo da palmeira Iriartea deltoidea Ruiz & Pav. também encontraram maior
namero de individuos nos primeiros estagios de desenvolvimento, sendo essa densidade
reduzida com o aumento da idade, o que seria tipico de popula¢Ges naturais de plantas
tropicais.

A presenca de adultos sem a ocorréncia de individuos jovens nas proximidades
provavelmente esta relacionada a atividades antropicas no local, o que pode favorecer a
compactacdo do solo e impedir o estabelecimento de plantulas. J& a presenca de

individuos jovens e adultos ndo reprodutivos sem que haja adultos reprodutivos nas
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imediacGes pode estar ligado a ndo ocorréncia de eventos reprodutivos na época de coleta,
ou ainda, pela retirada da planta mae do local.

No presente estudo, o padréo de distribuicdo espacial agregado que predominou
nas primeiras classes de distancia pode estar relacionado a dispersdo restrita de sementes
préxima as plantas-mées, que favorece esse tipo de distribuicdo. Resultados semelhantes
foram relatados por Silva et al. (2014) em um estudo com Copernicia prunifera realizado
no municipio de Lagoa de Pedras/RN, no qual sugerem que o padrdo de distribuicao
agregado nas primeiras classes de distancia esta relacionado a dispersdo restrita ao redor
do parental. Vieira et al. (2010) trabalhando com Euterpe edulis Martius (Arecaceae)
verificaram que a distribuicdo agregada nas classes iniciais provavelmente relaciona-se
com a dispersdo de sementes proxima a planta-mae.

A oscilacdo entre os padrdes agregado, aleatorio e segregado, principalmente entre
os individuos jovens pode estar relacionado ao fato de que as palmeiras, muitas vezes,
apresentam distribuicdo espacial heterogénea devido a alteracdes ambientais, como o
aumento da exploracdo (ARRUDA; CALBO, 2004) e também por influéncia de agentes
dispersores (FRAGOSO; SILVIUS; CORREA, 2003).

Diversidade genética e PIC

A alta porcentagem de locos polimorficos encontrada demonstra a eficiéncia do
marcador ISSR na verificacdo da diversidade genética dentro de populagdes naturais de
C. prunifera. Rossi et al. (2014) também conseguiram alto polimorfismo (78,3%) em
populacOes naturais de Mauritia flexuosa L. f. (Arecaceae) utilizando marcadores ISSR,
porém este foi menor do que 0 encontrado no presente estudo.

A diversidade genética observada entre estagios de desenvolvimento e entre 0s
individuos pode estar relacionada a perturbagdes do ambiente, dispersdo restrita de
sementes e baixa densidade de individuos reprodutivos (VIEIRA et al. 2012). O menor
indice de variabilidade geneética apresentada pelos individuos adultos reprodutivos e ndo
reprodutivos de C. prunifera pode estar relacionado ao processo de antropizacdo da area
e consequentemente modificacdo do ambiente (GONCALVES et al. 2010), que pode ser
evidenciado pelo teste de gargalo genético (Tabela 6).

O decréscimo no tamanho efetivo populacional contribui na diminuicéo do fluxo
génico, reducdo do nimero de alelos e da heterozigosidade, favorecendo a reducdo da

diversidade dentro das populagdes (DEFAVARI et al., 2009). Dessa forma, os indices de
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diversidade encontram-se relacionados com o estdgio de conservagdo e a estrutura
demogréfica da populacao.

Em um estudo realizado com uma populacdo de Euterpe edulis utilizando
aloenzimas, Conte et al. (2003) observaram a variabilidade genética dos estagios de
desenvolvimento e constataram a ndo ocorréncia de diferencas significativas nos indices
de diversidade genética entre os estagios analisados. Os autores sugerem gue tal fato pode
estar relacionado a grande quantidade de individuos do estagio adulto, o que reduziria a
deriva genética.

De acordo com a classificacéo de eficiéncia dos marcadores moleculares descrita
por Botstein et al. (1980), todos os iniciadores utilizados no presente estudo foram
considerados mediamente informativos uma vez que apresentaram valores de PIC
variando entre 0,455 a 0,500. Em uma pesquisa com Euterpe oleracea Mart. (Arecaceae)
utilizando marcadores microssatélites, Oliveira et al. (2010) obtiveram valores de PIC
que variaram entre 0,60 e 0,86, superando, portanto, os iniciadores utilizados no presente
estudo. Branddo et al. (2015) em um estudo com Myrcia splendens (SW.) DC.
(Myrtaceae), utilizando marcadores ISSR, encontraram valores de PIC entre 0,305 e
0,464, se aproximando, portanto, dos resultados encontrados neste estudo.

Estrutura geneética

A maior diversidade genética dentro dos estdgios do que entre os estagios de
desenvolvimento encontrada no presente estudo pode ser explicada, principalmente pela
mutacdo, selecdo natural e artificial (acdo antropica), deriva, dentre outros mecanismos
que favorecem a alteracdo na estrutura genética e afetam os padrdes de reproducdo em
plantas (ECKERT et al., 2009; LOWE et al., 2005; GAIOTTO; GRATTAPAGLIA;
VENCOVSKY, 2003).

Dessa forma, a constituicdo genotipica da populacdo analisada pode estar
relacionada a exploracdo da espécie ocorrida na area que interfere na base genética e
mecanismos ligados a estrutura genética. Resultados semelhantes foram descritos por
Conte et al. (2003) em estudo com uma populacdo de Euterpe edulis, no qual sugerem

que a exploracdo da espécie influencia o genétipo da populacéo no local de estudo.

Estrutura genética espacial
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A relacéo positiva e significativa de parentesco encontrada na primeira classe de
distancia da populacao total (12,3 m) se assemelha aos resultados encontrados por Vieira
et al. (2010) em estudo com a palmeira E. edulis, onde verificaram a ocorréncia de
coancestria positiva até 15 m, o que indica 0 aumento da estrutura genética entre
individuos mais préximos. Choo, Juenger e Simpson (2012) em uma pesquisa com a
palmeira Attalea phalerata Mart. ex Spreng. também encontraram relagdo positiva de
parentesco nas primeiras classes de distancia nos diferentes estagios de desenvolvimento
estudados. Os autores sugerem que a EGE significativa encontrada esta relacionada a
dispersdo das sementes a curtas distancias.

Em um estudo com Myrcia splendens (SW.) DC. (Myrtaceae) em fragmentos e
corredores de vegetacdo utilizando iniciadores ISSR, Brandao, Vieira e Carvalho (2011)
verificaram a ocorréncia de coancestria positiva em dois corredores, nas distancias de 27
(P=0,029) e 70 metros (P=0,009), de acordo com os resultados da estatistica Sp.

Silva, Vieira e Carvalho (2011) em um estudo com duas populacdes de Geonoma
schottiana Mart (Arecaceae) utilizando isoenzimas verificaram auséncia de estruturacdo
genetica em uma das populagdes, enquanto que na outra a estruturacdo foi considerada
fraca e ndo significativa com valor de Sp igual a 0,006.

Assim, os resultados da EGE encontrados no presente estudo podem estar
relacionados tanto a dispersdo restrita da espécie (SILVA et al.,, 2014) quanto a
perturbagdes antropicas no local. Tais fatores tendem a reduzir o tamanho populacional e
consequentemente aumentar as taxas de autofecundacéo e cruzamentos entre individuos
aparentados, podendo provocar a perda da capacidade reprodutiva ao longo das geracdes
(GONGCALVES et al., 2010).

Gargalos genéticos

Os resultados encontrados nos testes de gargalos genéticos podem ser explicados
pela reducdo de genotipos provocados pela antropizacdo da area. Como estratégia de
manejo, tais resultados poderdo gerar subsidios para a conservacao genética da espécie
em comunidades extrativistas. Chagas et al. (2015) sugeriram que a redugdo do tamanho
populacional de Elaeis guineenses Jacq. (Arecaceae), utilizando marcadores ISSR, seria
decorrente de perda de habitats e atividades agricolas desenvolvidas no local.

A aleatoriedade demografica encontrada nas distancias superiores de C. prunifera

pode estar relacionada a exploracdo da espécie, que é amplamente utilizada por
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extrativistas e apresenta multiplos usos na inddstria e comércio (ARRUDA; CALBO,
2004). A intensa exploracéo extrativista observada na area de estudo, principalmente para
a retirada das folhas, traz como consequéncia o decréscimo populacional e a

fragmentacdo, o que traz como consequéncia a reducao da diversidade genética.

CONCLUSOES E IMPLICACOES PARA A CONSERVACAO

O padrdo de distribuicdo espacial apresentado pelos individuos de Copernicia
prunifera foi do tipo agregado com maior densidade de vizinhos nas primeiras classes de
distancia. Além disso, verificou-se uma relacdo positiva e significativa de parentesco na
primeira classe de distancia da populacdo total. Dentre os estagios de desenvolvimento, a
maior variabilidade genética foi apresentada pelo estagio composto por individuos
jovens. Observou-se ainda uma maior diversidade genética dentro dos estagios do que
entre os estagios de desenvolvimento. Além do fator bi6tico (dispersdo restrita das
sementes) o extrativismo da C. prunifera possivelmente determina o padrdo genético
espacial encontrado.

A reducdo da vegetacdo nativa e a fragmentacdo de habitats representam uma
grande ameaca a biodiversidade, favorecendo a perda da variabilidade genética nas
populacdes vegetais (MYERS et al., 2000; KAGEYAMA; GANDARA; SOUZA, 1998).
Informacdes geradas por estudos de genética de populagdes sdo importantes na
elaboracdo de programas de melhoramento e conservacdo de espécies, auxiliando na
definicdo de areas prioritarias para conservacdo e manejo dos recursos (KAGEYAMA;
GANDARA; SOUZA, 1998; STEFENON; NODARI; REIS, 2003).

Apesar de ndo estar incluida na lista de espécies ameacadas de extingdo, atividades
agricolas e extrativistas tém provocado a reducdo das populacdes naturais de Copernicia
prunifera em suas areas de ocorréncia (REIS et al., 2011), como pode ser verificado na
area de estudo onde observou-se o corte de individuos e a construcdo de um parque edlico
nas proximidades. Tais fatores possivelmente afetam diretamente a reducéo populacional,
além de influenciar a polinizacdo e disperséao de frutos.

Assim, novos estudos devem ser realizados em diferentes populacdes de C.
prunifera. Estes deverdo descrever a biologia reprodutiva e a dispersdao de poélen e
sementes, uma vez que tais fatores apresentam influéncia na estrutura genética e

diversidade da espéecie.
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No presente estudo observou-se a ocorréncia de estruturagdo genética entre
individuos espacialmente mais proximos, que pode estar relacionada a disperséo restrita
ou a antropizacéo do local. Tais fatores podem afetar os padrdes de reproducao da espécie,
levando ao cruzamento entre individuos aparentados e ainda provocar a perda da
capacidade reprodutiva. Dessa forma, verifica-se a necessidade da conservagdo das
populacdes naturais de C. prunifera para que a sua variabilidade genética ndo desapareca

ao longo das geracoes.
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