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Resumo

Euterpe edulis é uma palmeira tropical ameacada de extincdo que no passado era
abundante na Mata Atlantica, desde a planicie costeira até 1.000 metros acima do
nivel do mar. O objetivo deste estudo foi avaliar a diversidade e a estrutura genética
em populacdes naturais de E. edulis distribuidas em diferentes altitudes dentro de um
continuo florestal. O estudo foi conduzido em uma area de protecdo ambiental da
Serra do Mar, no litoral norte do estado de Sao Paulo, onde foram amostrados 300
adultos em seis localidades, denominadas subpopulacdes. Cada individuo foi
genotipado com sete locos microssatélite. O numero total de alelos foi alto (140) e o
numero médio de alelos ndo variou entre as subpopulagdes. A heterozigosidade total
esperada foi de 0,867, variando entre 0,782 e 0,859 entre subpopulagdes. O indice de
fixacdo foi baixo para todas as subpopulag¢des, concordando com o sistema de
reproducdo cruzada da espécie. A estruturagdo espacial genética foi ausente ou muito
baixa nas subpopulacdes analisadas separadamente ou agrupadas. A estrutura
genética foi alta (0’ = 0,26) considerando a distancia maxima de 32 km entre as
subpopulagdes amostradas. Foram definidos quatro grupos genéticos mais provaveis
de acordo com o teste de atribuicdo dos individuos, e cinco grupos de acordo com a
AMOVA (Analise de Variancia Molecular). O teste de Mantel parcial correlacionou a
estrutura genética entre pares de subpopulacdes com a distancia geografica (r = 0,8; p
< 0,05) e ainda com a diferenca altitudinal excluido o efeito da distancia geografica (r
= 0,5; p < 0,05). Se estas diferencas sdo causadas pelo fluxo génico reduzido ou por
adaptacoes locais ainda precisa ser testado em estudos futuros. Este padrdo de
diferenciacdo genética em distancias reduzidas é inesperado dentro de um continuo
florestal, destacando a importancia de abordagens em pequena escala para a
compreensao das dinamicas complexas nos sistemas tropicais.
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Abstract

Euterpe edulis is an endangered tropical palm, once abundant throughout the Atlantic
Forest from the coastal plain up to 1000 meters above sea level. The main purpose of
this study was to evaluate the genetic diversity and structure in natural populations of
E. edulis distributed in different altitudes within a continuous forest. The study was
conducted in a protected area of Serra do Mar, at the north coast of Sdo Paulo State,
where we sampled 300 adults from six locations. Each individual was genotyped with
seven microsatellite loci. The total allele number was high (140) and the mean allele
number did not vary between samples. The total expected heterozygosity was 0.867,
ranging from 0.782 to 0.859 among samples. The inbreeding coefficient was low in all
samples, in accordance with the outcrossing breeding system. The spatial genetic
structure was absent or weak at populations analyzed individually or grouped. The
genetic structure was high (0’ = 0.26) considering that the maximum distance of 32
km between samples. Four most likely genetic groups were defined according to the
assignment test, and five groups according to AMOVA (Analysis of Molecular
Variance). A partial Mantel test correlated the pairwise genetic structure with the
geographical distance (r = 0.8; p < 0.05) and also with the pairwise altitudinal
differences without the effect of the geographic distances (r = 0.5; p < 0.05). Whether
those differences are mainly due to reduced gene flow or to local adaptation remains
to be tested in future studies. This pattern of genetic differentiation at short distances
is unexpected within a continuous rainforest, highlighting the importance of small
scale approaches to understanding the complex dynamics of tropical systems.
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Introducao

Mata Atlantica

A Mata Atlantica é, provavelmente, uma das formagdes florestais mais
devastadas e mais seriamente ameacadas do planeta. Devido a intensa exploragdo e a
ocupacdo humana ocorrida ao longo dos ultimos séculos, atualmente restam apenas
11,7% da sua cobertura original (RIBEIRO et al., 2009). As dreas remanescentes sao
constituidas por inimeros fragmentos, dos quais os de maior tamanho ocorrem em
regides de dificil acesso e relevo acidentado, como as serras costeiras do Sudeste e Sul
do Brasil (HIROTA, 2005). O alto grau de endemismo aliado a grande devastagdo
tornam a Mata Atlantica um dos “hot-spots” para a conservacdo da diversidade
biolégica mundial (MYERS et al., 2000).

Contudo, a escassez de informag¢des ainda é um fator preocupante para a
compreensao e conservacdo deste bioma. Os estudos sobre a estruturagao genética na
Mata Atlantica, por exemplo, tém buscado avaliar quais sdo as consequéncias da
fragmentacdo do habitat para a diversidade genética das espécies ali confinadas (p.ex.:
ALCANTARA et al., 2006; FRANCESCHINELLI et al., 2007; SCHWARCZ et al., 2010).
Porém, de maneira surpreendente, pouco se sabe, de fato, sobre como se da a
estruturacdo em florestas naturais continuas e em escala geografica reduzida. Dessa
forma, é de grande relevancia para os planos de conservacdo avaliar se a estrutura
genética observada em uma espécie é consequéncia de causas naturais, como a
heterogeneidade ambiental ou a prépria biologia da espécie, ou de agdes antrdpicas

diretas.



Estruturacao genética

De maneira geral, a distribuicdo da variabilidade genética ndo ocorre de maneira
homogénea entre as populagdes de uma determinada espécie, sendo comum
encontrar niveis de diferenciacdo entre elas (WRIGHT, 1951). Fatores como mutacao,
selecdo natural, migracdo e deriva genética, bem como fatores historicos e
demograficos, afetam a dinamica e a distribuicdo dos alelos e ocasionam o que
chamamos de estruturagdo genética (WRIGHT, 1951). Tal estruturacdo pode ser
observada inclusive dentro das populagdes, no nivel dos individuos, sendo referida
neste caso como estrutura genética espacial.

A causa mais preponderante para a estruturacao genética populacional é a
limitacdo do fluxo génico (WRIGHT, 1931; SLATKIN, 1987). No contexto de fluxo
reduzido, as dindmicas demograficas e evolutivas das populagdes isoladas seguem de
maneira independente, o que possibilita a diferenciacio (WRIGHT, 1951). Assim, é
esperado que a fragmentacdo de habitats e a criagcdo de pequenas populacdes distintas
ocasionem a divergéncia interpopulacional e a erosdo da variabilidade genética
intrapopulacional devido ao incremento nas taxas de endocruzamento e do efeito da
deriva genética (YOUNG et al, 1996).

Para as plantas, a polinizacdo e a dispersdo de sementes sdo etapas
determinantes para a conectividade demografica e genética entre populagdes
(OUBORG et al, 1999). A dispersao de sementes e outros propagulos apresenta efeito
crucial para a estrutura genética populacional (SCHUPP & JORDANO, 2011). Em um

cenario onde ocorra dispersdao de sementes a longa distdncia, ndo serd esperada



estruturacdo genética, pois individuos aparentados se estabelecerao afastados uns dos
outros (VEKEMANS & HARDY, 2004).

A Dbiologia reprodutiva das espécies também contribui fortemente para a
estruturacdo genética populacional. Em geral, as plantas autoincompativeis tendem a
ter uma distribuicdo mais homogénea dos alelos no espaco, enquanto que plantas
autocompativeis tendem a uma distribuicdo mais agregada (LOVELESS & HAMRICK,
1984). Além disso, as variagdes fenoldgicas individuais, o sucesso reprodutivo
diferenciado e os desvios da panmixia durante os eventos reprodutivos podem
contribuir para a estruturacao, sendo possivel inclusive notar diferenciacdo entre as
coortes de uma dada populacdo (LOVELESS & HAMRICK, 1984; CHUNG et al., 2003).

Mesmo em populagdes continuas e com grande nimero de individuos
reprodutivos é possivel observar a distribuicdo heterogénea dos alelos no espaco.
Segundo o modelo de isolamento por distancia, a probabilidade de cruzamento entre
dois individuos depende da distancia entre eles e da capacidade da dispersdo de seus
propagulos (WRIGHT, 1943). Dessa forma, cruzamentos entre individuos préximos se
tornam mais frequentes, causando desvios da panmixia durante os eventos
reprodutivos. Por esse motivo, o tamanho efetivo populacional é frequentemente
menor do que o numero real de individuos na populacdo e a diferenciacdo genética
pode ocorrer além dos limites da vizinhanca genética ou deme (WRIGHT, 1938; 1943).
Dois individuos podem ser considerados como pertencentes a populacdes genéticas
distintas mesmo que ndo estejam localizados em populacdes geograficamente

distintas.



Além disso, em paisagens heterogéneas, a selecao natural pode favorecer a
adaptacdo local, possibilitando a diferenciacdo e mesmo o isolamento das populagdes
estabelecidas em manchas de habitat cujas condi¢bes ambientais sejam distintas

(LINHART & GRANT, 1996; HUFFORD & MAZER, 2003).

Microssatélites

A variabilidade genética pode ser quantificada em uma populaciao por meio de
diferentes indices de diversidade, os quais sdo estimados a partir de marcadores
moleculares, ou seja, regides do genoma onde o polimorfismo é detectavel (FERREIRA
& GRATTAPAGLIA, 1998). Os microssatélites, por exemplo, sdo sitios do DNA com alto
polimorfismo de tamanho. Sao constituidos por um motivo, de 1 a 6 pares de bases,
que se repete em tandem por um numero variavel de vezes (TAUTZ, 1989). Estes
marcadores moleculares sdo bastante abundantes e amplamente distribuidos nos
genomas eucariotos. Grande parte deles esta localizada em regides nao expressas do
DNA, consideradas seletivamente neutras (LI et al., 2002; ELLEGREN, 2004). A fung¢do
bioldgica dos microssatélites ainda nao é totalmente compreendida, entretanto,
alguns estudos demonstram a sua participacdo na organizacdo da cromatina e, em
certos casos, na regulacdo génica (LI et al., 2002).

Os microssatélites possuem altas taxas de mutagdo, variando de 102 a 10
eventos por loco por geracdo, em comparacao as regides codificantes do genoma, que
apresentam taxas de mutacdo entre 10-° e 10-10 (ELLEGREN, 2000; WHITTAKER et al,,

2003). Tais taxas mutacionais elevadas sao provocadas pelo pareamento incorreto das



fitas molde e complementar durante a replicagcdo génica, bem como pelo pareamento
desigual das cromatides durante a meiose (LI et al., 2002).

Os altos niveis de polimorfismo associados a neutralidade, a expressao
codominante e a relativa facilidade de andlise em laboratério, tornam os
microssatélites ferramentas ideais para analises genética populacionais. Desde a sua
descricdo, as estimativas de estrutura e fluxo génico, endogamia, hibridizacdo, analise
de paternidade, mapeamento genético, dentre inumeras outras analises, vém sendo
predominantemente realizadas utilizando-se este tipo de marcador molecular (AVISE,
2004; SELKOE & TOONEN, 2006).

Contudo, os mecanismos de surgimento e evolucdo dos microssatélites ainda
nao sao perfeitamente compreendidos. Dois modelos de evolugao sdo frequentemente
discutidos na literatura: o Modelo de Alelos Infinitos - Infinite Allele Model (1AM;
KIMURA & CROW, 1964) e o Modelo de Mutagdo por Passos - Stepwise Mutation Model
(SMM; KIMURA & OHTA, 1978). Segundo o IAM, as mutagdes nos microssatélites
resultariam da adi¢do ou subtracdo de um ou mais motivos repetitivos, gerando alelos
nunca antes encontrados na populagdo. Ja segundo o SMM, as mutacdes resultariam
da adicao ou subtragdo de um unico motivo repetitivo ao microssatélite e os alelos
nascentes poderiam ser equivalentes a formas ja existentes na populacao, ou seja,
idénticos por estado, mas ndo por descendéncia. Adicionalmente, o primeiro modelo
assume a auséncia de limites para o incremento do tamanho dos microssatélites,
enquanto que o segundo assume a existéncia de um tamanho maximo possivel.

Embora tais modelos de mutacao e evolucdo dos microssatélites sejam os mais

discutidos, outros modelos ja foram propostos e parecem igualmente, ou até mais,



adequados. O Modelo de Duas Fases - Two-Phase Model (TPM; DI RIENZO et al., 1998),
por exemplo, permite a adicdo ou subtracdo de um tUnico motivo repetitivo com
probabilidade p e a adigdo ou inclusdao de mais de um motivo com probabilidade 1-p.
Ja o Modelo de Escorregamento Proporcional - Proportional Slippage (PS; KRUGLYAK
et al, 1998; CALABRESE et al, 2001) assume taxas de mutacdo mais altas para

microssatélites mais longos.

Variacao altitudinal

As mudangas altitudinais podem afetar diretamente a distribuicdo da
variabilidade genética entre as populacdes de uma dada espécie (GONZALO-TURPIN &
HAZARD, 2009; HERRERA & BAZAGA, 2008; PREMOLI, 2003). Embora a altitude em si
ndo seja considerada uma variavel influente para as dinamicas biolégicas, os diversos
fatores ambientais covariantes constituem um gradiente complexo (KORNER, 2007).
Dentre estes fatores podem ser destacados: temperatura, umidade do ar, precipitacao,
disponibilidade de luz, declividade, profundidade do solo e suas caracteristicas
fisicoquimicas (GRUBB, 1977; SOUSA-NETO et al., 2011; VIEIRA et al., 2011).

Ohsawa & Ide (2008), em uma revisao da literatura, reportaram quatro padroes
de distribuicdo da diversidade genética ao longo de gradientes altitudinais. No
primeiro, encontrado em 26% dos estudos, existe maior diversidade genética nas
populagdes intermediarias do gradiente, onde as condi¢cdes de sobrevivéncia sdo
Otimas em relacao aos extremos. No segundo, encontrado em 19% dos estudos, existe
menor diversidade nas populagdes mais altas, onde as condi¢des sdo mais extremas e

o tamanho populacional é reduzido. No terceiro, encontrado em 24% dos estudos,



existe maior diversidade nas populacdes mais altas, onde a adaptagdo local favorece a
diversificacdo e onde os impactos humanos sdo menos severos, além de possuirem
taxas de mutacdo incrementadas devido a maior incidéncia da radiacdo solar. E no
ultimo padrao, encontrado em 29% dos estudos, ndo ha variacdo da diversidade
genética entre as altitudes. Ja em relagdo a estruturagdo genética, ela pode variar entre
forte, fraca e ausente ou ainda ser restrita a apenas certos alelos. Segundo os autores,
as divergéncias fenoldgicas e a adaptacdo local sdao os principais promotores da
diferenciacao populacional.

No Brasil, a Serra do Mar é um importante cinturao orogénico que se estende
por cerca de 1.000 km, entre os estados do Rio de Janeiro e de Santa Catarina. Nos
estados do Parana e Rio de Janeiro é vista como uma cadeia de montanhas enquanto
que no estado de Sao Paulo se mostra como uma borda de planalto que se eleva do
nivel do mar a altitudes entre 800 e 1.200 m (ALMEIDA & CARNEIRO, 1998). A Mata
Atlantica ainda recobre boa parte desse macico, sendo possivel notar mudancas na
comunidade vegetal acompanhando o gradiente altitudinal (LACERDA, 2001; BLUM et
al, 2011a; 2011b; ASSIS et al, 2011; PADGURSCHI et al.,, 2011; PRATA et al,, 2011;
GOMES, et al, 2011). Grande parte das espécies vegetais estabelecidas na Serra do
Mar esta limitada a uma determinada amplitude altitudinal, podendo-se destacar
Euterpe edulis, Schefflera angustissima, Garcinia gardneriana e Campomanesia
guaviroba como algumas das poucas com distribuicdo relativamente homogénea ao

longo de todo o gradiente (LACERDA, 2001).



Euterpe edulis

Euterpe edulis Martius (Arecaceae), popularmente conhecida por jugara, icara ou
palmiteiro, dentre varias outras denominagdes, tem area de ocorréncia ao longo de
quase todo o dominio da Mata Atlantica, do sul da Bahia ao norte do Rio Grande Sul no
litoral, adentrando para o interior do continente nas regides sul e sudeste, até o oeste
do Parana, norte da Argentina e leste do Paraguai (REIS et al, 2000). Na Floresta
Ombréfila Densa, ocorre em grande abundancia desde a planicie litoranea até o topo
dos morros, em altitudes superiores a 1.000 m. Ja nas demais formacdes florestais é
mais frequentemente observada em areas umidas como as encostas protegidas, vales
e matas ciliares (HENDERSON & GALEANO, 1996; REIS et al., 2000).

E uma palmeira com estipe solitario que alcanca entre 10 e 20 m de alturae 8 e
20 cm de diametro a altura do peito (Fig. 1). Os adultos apresentam de 10 a 20 folhas
alternas e pinadas cujas bainhas formam uma coroa fechada (HENDERSON &
GALEANO, 1996). No interior da coroa encontram-se folhas imaturas e o meristema
apical que, em conjunto, constituem o palmito. Por oferecer este produto de 6tima
qualidade gastrondmica, a espécie foi intensamente explorada e atualmente esta
incluida na “Lista Oficial das Espécies da Flora Brasileira Ameagadas de Exting¢do”
(MMA, 2008), uma vez que a extracdo do meristema apical acarreta a morte do
individuo. Atualmente, as populagdes naturais remanescentes estdo restritas a
localidades de dificil acesso e unidades de conservacao, especialmente nas regides da
Serra do Mar e do vale do Ribeira no estado de Sao Paulo (REIS et al.,, 2000).

Devido as altas densidades populacionais que podem ser alcancadas, E. edulis é

considerada uma espécie de grande importancia para a comunidade em diversos



estudos floristicos e fitossociologicos (JARENKOW & WAECHTER, 2001; DIAS, 2005;
TEIXEIRA & ASSIS, 2005; GOMES et al, 2011). Frequentemente, a estrutura etaria
populacional da espécie é do tipo J-reverso, ou seja, com predominio de individuos
juvenis em relacdo ao ndmero de adultos (SILVA, 1991; REIS, 1995). E, embora nao
haja a formacao de um banco de sementes no solo (BOVI & CARDOSO, 1978) é
possivel observar, em certos casos, a formacao de um banco de plantulas no qual os
individuos podem permanecer por algum tempo (REIS, 1995). Em situacao de cultivo,
os individuos atingem a maturidade reprodutiva em torno dos sete anos de idade,
contudo as taxas de desenvolvimento no interior da floresta podem ser mais lentas.
Fisch et al. (2000) reportam individuos reprodutivos com altura minima de 10 m,

enquanto Silva (1991) reporta individuos com apenas 3,5 m ja se reproduzindo.



o

Figura 1. Individuo adulto de Euterpe edulis Mart. (Arecaeae)
com inflorescéncia exposta. Parque Estadual da Serra do
Mar, Nucleo Picinguaba, Ubatuba, SP.

A floragdo ocorre no inicio da estagao chuvosa e dura entre quatro e cinco meses
(FAVRETO, 2010). As inflorescéncias sdo compostas por flores unissexuais masculinas
e femininas (REITZ, 1974) que se abrem em periodos distintos: a antese feminina
ocorre em torno de sete dias ap6s a masculina (MANTOVANI & MORELLATO, 2000).
Entretanto, acredita-se que a autofecundacdo possa ocorrer quando um mesmo

individuo emite duas ou mais inflorescéncias simultaneamente e elas estejam em
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estagios de maturacao distintos (MANTOVANI & MORELLATO, 2000). A polinizacado é
feita por uma grande variedade de insetos (REIS et al., 1993; MANTOVANI, 1998),
destacando-se a atuacao da abelha Trigona spinipes, cujos voos, em geral, sdo de curta
distancia (REIS et al, 1993). Ainda, é sugerida a ocorréncia de anemofilia,
especialmente entre os individuos que alcancam o dossel (MANTOVANI &
MORELLATO, 2000).

A frutificacdo ocorre na estacdo seca e pode durar até seis meses (FAVRETO,
2010). Os frutos sao globosos, com 10 a 15 mm de didmetro, e sdo consumidos por
uma variedade de vertebrados, em especial aves e mamiferos de pequeno e médio
portes, cujas capacidades dispersivas sdo bastante varidveis (GALETTI et al., 1999;
REIS & KAGEYAMA, 2000). Em geral, a chuva de sementes ocorre concentrada
préoxima a planta-mae e as distancias média e maxima de dispersao descritas sdo de 6
e 60 m respectivamente (REIS, 1995), embora haja indicios que ela possa ocorrer a
distancias de até 20 km (GAIOTTO et al., 2003).

Devido a sua grande relevancia ecolégica e econ6mica, E. edulis é uma das
espécies melhor estudadas da Mata Atlantica. As analises genéticas realizadas até o
momento apontam que a espécie detém grande diversidade genética e, em geral,
pequena estruturacdo entre as populagdes (REIS, 1996; CARDOSO et al, 2000;
GAIOTTO et al., 2003; CONTE et al., 2003; DIAS-FILHO, 2006; SEOANE, 2007; CONTE
et al., 2008; MARTINS-CORDER et al., 2009). Em relacdo a marcadores alozimicos, Reis
(1996) encontrou Fst de 0,031 para populacoes separadas por até 500 km de distancia
e Fsr de 0,014 para duas populacdes distantes 9 km em uma mata continua. Ja

Martins-Corder et al. (2009) encontraram Fsr de 0,04 entre populacdes distantes
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entre 25 e 280 km, situadas em diferentes tipos florestais. Em relacdo a marcadores
microssatélites, Gaiotto et al. (2003) relatam Fsr de 0,06 e Rst de 0,07 para populagdes
em duas matas ciliares do Cerrado distantes 22 km, enquanto que Conte et al. (2008)
reportam Gsr variando entre 0,013 e 0,038 e Rst entre 0,004 e 0,091 para quatro
populagdes localizadas em fragmentos cujas distancias variavam de 2 a 150 km. Em
contraste com os demais estudos, Cardoso et al. (2000), utilizando marcadores AFLP,
observaram um Fstr de 0,426 entre populacdes variando entre 40 e 1700 km de
distancia, distribuidas ao longo do litoral brasileiro. Apesar destes estudos, pouco se
sabe sobre a estruturacdo genética em escala local em populagdes naturais continuas

e qual a real influéncia da variagdo altitudinal sobre a dinamica génica da espécie.
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Objetivos

Frequentemente os estudos de diversidade genética em espécies arboreas
tropicais tratam de popula¢oes fragmentadas e/ou de grandes extensdes geograficas.
Assim, o presente estudo teve por objetivo avaliar, em uma escala geografica reduzida,
a diversidade e a estruturacdo genética em populacdes naturais de Euterpe edulis
(Arecaceae) distribuidas em diferentes altitudes dentro de um continuo florestal da
Mata Atlantica. Considerando-se o grau de preservacdo da area de estudo e a escala
geografica abordada, esperava-se encontrar grande diversidade genética e pequena
diferenciacao entre as localidades amostradas, sendo esta diferenciacdao fortemente

relacionada a variacdo altitudinal.
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Materiais e Métodos

Local de estudo

O estudo foi realizado no litoral norte do estado de Sao Paulo, nos Nucleos
Picinguaba e Santa Virginia do Parque Estadual da Serra do Mar (PESM), onde ha
variacdo altitudinal expressiva em uma pequena escala geografica.

O PESM, criado pelo Decreto Estadual n.2 10.251, de 30 de agosto de 1977,
abriga o maior remanescente continuo de Mata Atlantica do pais, com cerca de
315.000 ha, e se estende do municipio de Ubatuba, no litoral norte do estado de Sao
Paulo, até o municipio de Itariri, no litoral sul, abrangendo um total de 15 municipios.
Devido a sua grande extensao, o parque é gerido por oito nucleos administrativos.

O Nucleo Picinguaba esta localizado no municipio de Ubatuba (23° 31’ a 23° 34’
S e 45° 02’ a 45° 05’ W) e possui uma area com cerca de 47.500 ha, com altitudes de
zero a 1300m acima do nivel do mar. O clima da regido é classificado como tropical
umido (SETZER, 1966), com precipitacio média anual superior a 2.200mm. A
vegetacdo local apresenta diferentes fisionomias que acompanham a variagdo do
relevo (ASSIS, 1999; SANCHEZ et al., 1999; BERTONCELLO, 2009; PRATA et al, 2011;
GOMES et al, 2011). Na floresta Submontana as familias mais ricas em espécies sdo:
Myrtaceae, Rubiaceae, Fabaceae, Lauraceae e Sapotaceae, havendo o predominio de
individuos das familias Rubiaceae, Myrtaceae e Arecaceae (GOMES et al, 2011).

Ja& o Nucleo Santa Virginia é partilhado pelos municipios de Sdo Luiz do
Paraitinga, Cunha, Natividade da Serra e Ubatuba (23° 17’ a 23° 24’S e 45° 03’ a 45°
11’ W) e possui uma area de cerca de 17.500 ha, cuja altitude varia de 850 e 1.100 m.

O clima é tropical temperado sem estacdo seca, com precipitagio média anual
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superior a 2.000 mm e nenhum més com precipitacdo média inferior a 60 mm
(SETZER, 1966). A presenca de neblina é frequente ao longo de todo o ano e a
vegetacdo predominante é do tipo Floresta Ombréfila Densa Montana (TABARELLI &
MANTOVANI, 1999; PADGURSCHI et al,, 2011). As familias mais ricas em espécies sao:
Myrtaceae, Lauraceae, Fabaceae e Monimiaceae, havendo predominio de individuos
das familias Arecaceae (sendo E. edulis a principal espécie), Myrtaceae e Lauraceae
(PADGURSCHI et al, 2011).

Até a criacdo do PESM, varios pontos da floresta em ambos os nicleos haviam
sofrido extracdo seletiva de madeira, corte raso, queima ou transformados em areas
agricolas e pastagens. Atualmente, a floresta se apresenta como um mosaico composto
por areas de floresta madura entremeadas por areas de floresta secundaria em
diferentes estagios de regeneracdo. Informacdes detalhadas sobre a composicdo e a
abundancia de espécies arboreo-arbustivas em florestas com diferentes idades no
nucleo Santa Virginia podem ser obtidas em Tabarelli et al. (1994), Tabarelli (1997) e
Tabarelli & Mantovani (1999).

A fauna local é bastante rica sendo encontrados inclusive mamiferos de médio
porte como catetos (Tayassu tajacu), queixadas (Tayassu pecari), antas (Tapirus
terrestres) e oncas-pardas (Puma concolor), principalmente nas regides nucleares do
parque (MARQUES, 2004; PINHEIRO & GEISE, 2008; INSTITUTO FLORESTAL DE SAO
PAULO, 2006). Sdo registradas 254 espécies de aves naquela regiao, sendo que 33
delas estao ameacadas de extincdo (GOERCK, 1999), e 111 espécies de mamiferos em
todo o parque, sendo 21 ameacadas de extin¢do (INSTITUTO FLORESTAL DE SAO

PAULO, 2006).
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Embora a vigilancia tenha aumentado nos ultimos anos na area estudada, ainda
sao relatadas atividades ilegais de caca e extracao de palmito, principalmente no
nucleo Picinguaba, nas regides proximas a zona urbana e as inimeras comunidades
que vivem nos limites ou mesmo no interior do parque (MARQUES, 2004; e

observacgdes pessoais).

Amostragem

Para a andlise de diversidade e estrutura genética em E. edulis foram
amostradas seis localidades em diferentes altitudes do PESM, nas Florestas Ombrofila
Densa Submontana e Montana (Figs. 2 e 3; Tab. 1). Uma vez que tais localidades
pertenciam a um continuo populacional, elas foram denominadas subpopula¢ées. As
subpopulacdes A e B estavam localizadas em uma mesma encosta, e juntas foram
denominadas regido AB, enquanto que as subpopulacées C, D, E e F estavam
localizadas em uma outra encosta, e juntas foram denominadas regido CDEF. A
subpopulacdo A, no passado, sofreu exploracdo de palmito. J4 a area em que se
encontra a subpopulacao C, ha cerca de 40 anos, passou por um processo de extracao
seletiva de madeira e exploracdao de palmito. Atualmente, devido a proximidade ao
bairro Taquaral da cidade de Ubatuba, ainda sofre exploracao ilegal de palmitos, ndo
sendo observados muitos individuos de E. edulis com grande porte (acima de 10 m). A
subpopulacdo D, um pouco mais distante, também esta sujeita a exploracao ilegal de
palmito, mas em menor intensidade.

Em cada subpopulagdo, 50 individuos adultos contiguos foram amostrados e

mapeados de acordo com o sistema de posicionamento global, por meio de um
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receptor GPS, modelo GPSMAP 76Csx Garmin®. O erro médio do georreferenciamento
variou entre 2 e 8 m, chegando em alguns casos a 12 m dependendo da abertura do
dossel e da orientacdo da encosta. Foram considerados adultos os individuos com
mais de seis metros de altura e evitou-se exceder 50 m de variagao altitudinal em cada
subpopulacao. De cada individuo amostrado foi retirado um fragmento de 5 cm de
comprimento de raiz para a extracdo do material genético (Fig. 4). Os tecidos
radiculares ficaram em refrigeracdo durante o periodo de coleta e mantidos a -80°C

até o momento da extracdo do DNA.
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Figura 2. Lcalizago das seis subpopulacdes de Euterpe edulis Mart., amostradas na
Serra do Mar para analises de diversidade e estrutura genética. A, B, C, D, E e F
identificam as seis subpopulagdes.
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Figura 3. Detalhes da conformacdo do relevo e localizacdo das seis subpopulacoes de
Euterpe edulis Mart,, amostradas na Serra do Mar para andlises de diversidade e
estrutura genética. I.) regiao CDEF; II.) regido AB. A, B, C, D, E e F identificam as
subpopulagdes.

Tabela 1. Altitudes médias e coordenadas geograficas das seis subpopulacdes de
Euterpe edulis Mart. amostradas na Serra do Mar para analises de diversidade e
estrutura genética. (m.a.n.m = metros acima do nivel do mar)

Subpopulacgao (ﬁi.t:gig) Latitude Longitude
A 70 23°20'4.20"S 44°49'59.09"0
B 815 23°17'48.91"S 44°47'31.13"0
C 200 23°22'31.08"S 45°4'55.38"0
D 460 23°21'53.93"S 45°5'7.19"0
E 1045 23°21'33.59"S 45°6'7.92"0
F 995 23°20'13.85"S 45°5'56.94"0




Figura 4. Detalhe das raizes adventicias de Euterpe edulis

Mart. no Parque Estadual da Serra do Mar, Ubatuba, SP.

Foto: Ana L. S. Albino.
Extracao de DNA

No momento da extragdo, os tecidos foram banhados em nitrogénio liquido e

fragmentados com um martelo e, em seguida, pulverizados em almofariz novamente
na presenca de nitrogénio liquido. Cerca de 200 mg de tecido radicular foram
utilizados, sendo o excedente armazenado como estoque. Utilizou-se o protocolo de

extracdo de DNA de acordo com Ferreira e Grattapaglia (1998). Ao tecido macerado

transferido para um tubo de 1,5 mL foram adicionados 700 pL de tampao de extracdo
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[CTAB 2% (p/v); NaCl 1,4 M; EDTA 20 mM; Tris-HClI 100 mM pH 8,0;
Polyvinylpyrrolidone 1% (p/v); 2-mercaptoetanol 2% (v/v) adicionado
imediatamente antes do uso] e incubado em banho-maria a 60°C por 60 minutos.
Durante a incubac¢do, o tubo foi agitado a cada 10 minutos para homogeneizar a
suspensdo. Em seguida, foram adicionados 600 pL de CIA (cloroférmio-alcool
isoamilico 24:1) e misturados suavemente por inversdao durante 5 minutos. A mistura
foi centrifugada a 13.000 rpm por 5 minutos. A fase superior aquosa foi delicadamente
aspirada e transferida para outro tubo, novamente centrifugada a 13.000 rpm por 5
minutos e transferida para um novo tubo, a fim de se evitar quaisquer vestigios de
parede celular que porventura ainda estivessem em suspensdo. Em seguida, foram
adicionados 600 pL de isopropanol gelado (-20°C) ao sobrenadante e misturados
suavemente por inversao. A solucao foi incubada a -20°C por 60 minutos e
centrifugada a 7.500 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi lavado duas vezes em 1 mL de etanol 70%, por dez minutos cada, e
uma vez em 1 mL de etanol absoluto por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi seco ao ar. Por fim, o precipitado contendo o DNA foi ressuspenso em
tampao TE [10 mM Tris; 1 mM EDTA; pH 7.4]. A qualidade e a quantidade de DNA

extraido foram avaliadas por eletroforese em gel de agarose 1%.

Amplificacao
Para as analises genéticas, foram usados oito locos microssatélites: EE3, EE15,
EE23, EE41, EE47, EE48, EE52 e EE59, descritos por Gaiotto (2001). Para reduzir os

custos da genotipagem, optou-se por seguir o método proposto por Schuelke (2000)

21



com algumas modificacbes. O método consiste na adicdo de uma sequéncia
nucleotidica conhecida a extremidade 5’ do primer forward de cada loco. A reacao de
amplificacdo se inicia normalmente, com a temperatura de anelamento dos primers
originais e, ao final de certo nimero de ciclos, um “terceiro” primer, cuja sequéncia é
idéntica aquela incluida na extremidade 5’, mencionada anteriormente, é adicionado.
Este primer é marcado com um fluoréforo e é comum a todos os locos. Submete-se
entdo a reacdo a novos ciclos de amplificacdo com a temperatura de anelamento
especifica do ultimo primer, que resultara na incorporacdo do fluoréforo aos
microssatélites recém-amplificados. Este protocolo torna desnecessario o gasto com a
sintese de varios primers marcados, sendo necessaria a sintese de apenas um, o qual
sera comum a todos os locos.

As reacdes de amplificagao (PCR’s) foram realizadas em um volume de 15 pL,
contendo 10-20 ng de DNA genomico; 1,5 pL de tampdo para PCR (a empresa
Fermentas fornece duas opg¢des de tampao com diferentes composi¢cdes que foram
utilizados de acordo com a tabela 2); MgCl; nas concentragdes indicadas na tabela 2;
1,5pug de BSA, 260 uM de dNTP’s; 0,1 uM de primer forward; 0,1 pM de primer reverse;
DMSO 2%; 1 U de DNA-polimerase (Taq DNA Polymerase, Fermentas) e agua milli-Q
em quantidade suficiente para completar o volume. As PCR’s seguiram o seguinte
programa: 94°C por 1 minuto; 15 ciclos de 94°C por 45 segundos, a temperatura de
anelamento especifica de cada loco, tabela 2, por 45 segundos e 72°C por 45 segundos.
Ao final do processo as PCR’s foram interrompidas e foi adicionado em cada uma delas
o volume de 1,5 pL de solucao contendo 200 uM de primer corado com fluoréforo (6-

FAM, VIC, PET ou NED); 130 uM de primer reverse especifico do loco; 100uM de
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dNTP’s; 0,25 U de DNA-polimerase e agua milli-Q em quantidade suficiente para
completar o volume. As reacdes foram submetidas a um novo processo de
amplificagdo com o seguinte programa: 30 ciclos de 94°C por 45 segundos, 50°C por
45 segundos e 72°C por 45 segundos; e 1 ciclo final a 72°C por 10 minutos. Os
fragmentos amplificados foram separados em um analisador automatico, modelo ABI
3130XL (Applied Biosystems), e tiveram seus tamanhos aferidos com o programa
GeneMarker, versdao 1.95 (SoftGenetics LLC), tendo como escala comparativa o

GeneScan 500LIZ (Applied Biosystems).

Tabela 2. Primers, tipo de tampao, concentracao final de MgCl, e temperatura de
anelamento (Ta) utilizados para a amplificacdo dos microssatélites de Euterpe edulis
Mart.

Primers Tipo de Tampéao MgClz (mM) Ta (°C)
EE3 (NH4)2504 5 56
EE15 KCl 3 56
EE23 KCl 3 56
EE41 (NH4)2S04 4 48
EE47 KCl 3 56
EE48 KCl 3 56
EES52 (NH4)2S04 3 57
EE59 (NH4)2504 3,5 58

Analise dos dados

As andlises genéticas foram realizadas com base nos dados de sete locos
microssatélites, visto que o loco EE15 apresentou um padrdo multibandas que
inviabilizou a genotipagem adequada dos individuos.

A principio, foi verificado se os locos analisados estavam em equilibrio de

ligagdo com o software Genepop 4.1.1 (ROUSSET, 2008). Utilizou-se a correg¢do
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sequencial de Bonferroni para avaliar as significancias. Em seguida, os seguintes
indices de diversidade genética foram estimados para cada subpopulacdo: nimero
médio de alelos por locos (4), heterozigosidades observada (H,) e esperada sob
equilibrio de Hardy-Weinberg (H,) e indice de fixacdo (f). Os trés primeiros indices
foram calculados utilizando-se o software Arlequin v3.5.1.2 (EXCOFFIER & LISCHER,
2010) enquanto o ultimo foi calculado com o Fstat v2.9.3.2 (GOUDET, 2002). A
significancia do indice de fixacdo foi testada por 1.000 reamostragens. As frequéncias
alélicas para cada loco foram estimados com o software Fstat. A presenca de alelos
exclusivos foi avaliada com o software GDA (LEWIS & ZAYKIN, 2001) considerando:
subpopulagdes isoladamente, subpopula¢des agrupadas em regides (AB versus CDEF)
e apenas subpopulagdes A, B, C e F, cujas distancias geograficas e diferencas
altitudinais sao préximas e o tamanho amostral equivalente. Para facilitar o processo,
os diferentes arquivos de entrada especificos para cada software de andlise foram

originados como o auxilio do software Create v1.35 (COOMBS et al., 2008).

A estrutura genética espacial foi analisada estimando-se o coeficiente de
parentesco (Fjj) entre pares de individuos (LOISELLE et al., 1995), em trés niveis: para
as subpopulacdes separadamente, para a regidao CDEF e para o total de individuos
amostrados. Tal analise foi realizada com o auxilio do software SPAGeDi v1.3 (HARDY
& VEKEMANS, 2002). Os pares de individuos foram agrupados em intervalos de
distancia geografica que variaram da seguinte forma: intervalos de 7,5 m para as
subpopulagcdes E e F e de 15 m para as subpopulacdes A, B, C e D; e intervalos
crescentes exponencialmente (base 2 e expoente 2) para a regido CDEF e para o total

da populacgdo. Para avaliar se os coeficientes de parentesco estavam relacionados com
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as distancias geograficas, foram calculados os valores médios para cada intervalo de
distancia e entdo realizadas regressdes lineares em relacio ao logaritmo das
distancias geograficas. O erro padrdo para o coeficiente médio em cada classe de
distancia foi estimado por reamostragens jackkinife. O intervalo de confianga (IC =
95%) e as significancias dos coeficientes médios de parentesco e do coeficiente de
regressdo (b-log) foram estimados por 20.000 permutagdes entre genotipos e
posicdes espaciais. Os resultados foram apresentados em correlogramas. A
intensidade da estrutura genética espacial foi avaliada pelo coeficiente de intensidade
Sp = - b-log/(F:1-1) (VEKEMANS & HARDY 2004), onde F; é o coeficiente de parentesco
médio da primeira classe de distancias.

A estrutura genética populacional foi avaliada pelos estimadores 8 (WEIR &
COCKERHAM, 1984) e Rst (SLATKIN, 1995), calculados com os softwares Fstat e
Arlequin. O primeiro estimador assume o IAM (Infinite Allele Model) de evolugado,
enquanto o segundo, desenvolvido especificamente para microssatélites, assume o
SMM (Stepwise Mutation Model). Uma vez que ambos os estimadores podem gerar
resultados enviesados quando tratam de locos altamente polimoérficos (HEDRICK,
2005), o estimador @ foi relativizado (6’) considerando o valor maximo que ele
poderia alcancar (0’ = 0 / Omax), dada a heterozigosidade observada. O valor de O4x foi
estimado a partir dos dados reconfigurados pelo o software RecodeData v0.1
(MEIRMANS, 2006). A comparacao entre os pares de subpopulagdes foi realizada para
os trés diferentes estimadores e a significancia estimada por 10.000 permutagdes.

Adicionalmente foi realizado um teste de atribuicdo dos individuos a grupos

genéticos, utilizando-se uma abordagem bayesiana. Nesta andlise, é avaliada a
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probabilidade de um determinado individuo pertencer a um dado grupo genético a
partir da sua constituicao genotipica. Para isso, foi utilizado o software Structure
(PRITCHARD et al., 2000) assumindo-se o modelo de ancestria misturada, com alelos
correlacionados e nimero de grupos (K) variando de um a nove. Para cada valor de K
foram realizadas 20 replicacdes independentes, cada uma delas com 800.000
iteracoes da Cadeia de Markov Monte Carlo (MCMC) e burn-in de 200.000 iteragdes.
Para a deteccdo do K mais provavel, foi usada a estatistica descrita por Evanno et al.
(2005), utilizando-se o aplicativo Structure Harvester v. 0.6.92 (EARL & VONHOLDT,
2012).

A andlise da estruturacdo genética ainda foi complementada pela Analise
Molecular de Variancia (AMOVA; EXCOFFIER et al, 1992; EXCOFFIER, 2001)
hierdrquica. Para isso, as subpopula¢des foram agrupadas e comparadas de diferentes
maneiras, seguindo aproximadamente os padrdes de diferenciacao observados no
teste de atribuicdo. Foi considerada como a estruturagdo mais provavel aquela em que
as comparagdes geraram maior variacdo entre grupos de subpopulacdes do que
dentro dos grupos.

Em seguida, foi avaliado se a estrutura genética observada para os estimadores
0 e @ estava relacionada com a distancia geografica e/ou a distancia altitudinal. Para
isso, foram calculadas as distancias euclidianas entre os pares de subpopulagdes e as
diferencas altitudinais entre elas, daqui em diante denominadas distancias altitudinais
(Tab. 3). Foram realizados testes de Mantel para avaliar a correlacdo entre as
seguintes matrizes: distancia geografica versus distancia altitudinal, estruturacao

genética versus distancia geografica e estruturacdo genética versus distancia
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altitudinal. Posteriormente, foram realizados testes de Mantel parciais para avaliar a

correlacao entre a matriz de estruturacdo genética versus distancia geografica, com o

efeito da distancia altitudinal controlado, e a correlagdo entre a matriz de estruturacao

genética versus distancia altitudinal, com o efeito da distancia geografica controlado.

Os testes foram realizados com o software Arlequin e a significancia das correlagdes

acessada por 100.000 permutagdes.

Tabela 3. Distancias entre as seis subpopula¢des de Euterpe edulis Mart., em metros,
amostradas na Serra do Mar para analises de diversidade e estrutura genética. Acima
da diagonal: distdncias geograficas (distancias euclidianas). Abaixo da diagonal:
distancias altitudinais (diferencas altitudinais).

A B C D E F
A 5922 25820 25970 27610 27170
B 745 30870 30890 32430 31680
C 130 615 1194 2717 4584
D 390 355 260 1833 3399
E 975 230 845 585 2483
F 925 180 795 535 50
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Resultados

Um total de 300 individuos adultos de E. edulis foram amostrados em campo,
porém apenas 298 apresentaram amplificacdo satisfatéria e foram analisados. Os
locos microssatélites utilizados ndo apresentaram desequilibrio de ligacdo e, portanto,
foram considerados amostras independentes do genoma. Para o conjunto de sete
locos, foram amostrados 140 alelos considerando a populagao total (Tab. 4). O loco
EE41 foi o menos polimoérfico, com 15 alelos, e o loco EE23 o mais polimérfico, com 26
alelos. O namero de alelos variou de 85 a 97 por subpopulac¢ido (Tab. 4), ndo havendo
diferenca significativa entre elas (Kruskal-Wallis; H = 1,50; p > 0,05). A média de

alelos por locos por subpopulacio foi de 12,88. A heterozigosidade esperada, H,, total

foi de 0,835, com valor minimo de 0,782 e maximo de 0,859 (Tab. 5), ndo havendo
diferenca significativa entre as subpopula¢ées (Kruskal-Wallis; H = 2,01; p > 0,05). O
indice de fixacdo, f, médio ndo foi significativo e, para as subpopulacdes
separadamente, foi significativo apenas em C e F, com valores de 0,043 e 0,051 (Tab.
5). As frequéncias alélicas variaram entre as subpopula¢ées, havendo poucos alelos
com frequéncia relativa superior a 0,2 em cada uma delas (Fig. 5). O total de alelos
exclusivos foi de 26 (Tab. 6), variando entre 1 e 8 por subpopulacdo, sem diferenga
significativa entre elas (Kruskal-Wallis; H = 7,55; p > 0,05). A frequéncia dos alelos
exclusivos nas subpopulagdes em geral foi baixa, alcangando o valor maximo 0,08 em
dois casos. Quando as subpopulagdes foram agrupadas, a regido AB apresentou 16
alelos exclusivos e a regido CDEF apresentou 24 (Tab. 7). Quando comparadas apenas
as subpopulac¢des extremas A, B, C e F foram observados 7, 10, 6 e 11 alelos exclusivos,
respectivamente.
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Tabela 4. Numero de alelos por loco microssatélite e por subpopulacdo de Euterpe
edulis Mart. amostrada.

Subpopulagdo  EE3  EE23 EE41 EE47 EE48 EE52 EE59 TOTAL

A 12 15 8 13 9 16 12 85
B 14 17 7 16 13 19 11 97
C 13 14 8 12 15 15 9 86
D 13 14 13 13 13 15 9 90
E 10 15 11 14 15 13 12 90
F 13 17 11 14 12 15 11 93
TOTAL 17 26 15 22 21 23 16 140

Tabela 5. Indices de diversidade genética para as seis subpopulacdes de Euterpe edulis
Mart. a}mostradas. N = nadmero médio de individuos; 4 = nimero médio de alelo§_por
loco; H; = heterozigosidade esperada em Equilibrio de Hardy-Weinberg; H, =

heterozigosidade observada; f = indice de fixacdo. Valores em negrito sido

significativamente diferentes de zero (p < 0,05).

Subpopulacio N A H, H, f
A 49,85 12,14 0,782 0,779 0,004
B 48,85 13,85 0,851 0,851 0,000
C 48,71 12,28 0,827 0,792 0,043
D 49,42 12,85 0,856 0,844 0,014
E 47,71 12,85 0,835 0,845 -0,012
F 49,71 13,28 0,859 0,816 0,051

Média 49,04 12,88 0,835 0,821 0,017

Tabela 6. Numero de alelos exclusivos por loco microssatélite e por subpopulacdo de
Euterpe edulis Mart.

Subpopulagao EE3 EE23 EE41 EE47 EE48 EE52 EE59 TOTAL

A 1 1 0 1 0 2 1 6
B 1 3 0 1 1 2 0 8
C 0 1 1 1 1 1 0 5
D 0 0 1 0 0 0 0 1
E 0 0 1 0 1 0 1 3
F 1 0 0 1 0 0 1 3
TOTAL 3 5 3 4 3 5 3 26
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Tabela 7. Numero de alelos exclusivos por loco microssatélite e por agrupamento de
subpopulacdes de Euterpe edulis Mart em regioes.

Regido EE3 EE23 EE41 EE47 EE48 EE52 EE59  Total
AB 2 5 0 3 1 4 1 16
CDEF 2 5 6 3 5 1 2 24
TOTAL 4 10 6 6 6 5 3 40
Subpopulagdes
A B C D E F
EE3
EE23
EE41
%]
S
S EE47
—
EE48
EE52 _—

Figura 5. Frequéncias alélicas por loco microssatélite em cada subpopulacao de
Euterpe edulis Mart.
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Em relacdo a estruturacdo genética espacial, apenas a subpopulacio E
apresentou agregacao significativa de individuos aparentados (Tab. 8; Fig. 6). Quando
todos os individuos foram agrupados como uma unica populacdo também houve
correlacdo negativa significativa entre o grau de parentesco e a distancia entre os
pares de individuos (Tab. 8; Fig. 6). Os valores dos coeficientes de intensidade de
estrutura genética espacial (Sp) para as subpopulagdes variaram entre -0,0028 e

0,0099, e foi de 0,0079 para a populacgao total (Tab. 8).

Tabela 8. Indices de estruturacdo espacial para as seis subpopulacdes de Euterpe
edulis Mart., para a regido CDEF e para o total dos individuos amostrados. F1 =
coeficiente de parentesco na primeira classe de distancias. F2 = coeficiente de
parentesco na segunda classe de distancias. b-log = coeficiente de regressdo dos
coeficientes médios de parentesco em relacdo a distancia espacial logaritmica. Sp =
coeficiente de intensidade de estruturacao. Valores em negrito sao significativamente
diferentes de zero (p < 0,05)

F1 F2 b-log Sp
A -0,0066 0,0033 0,0028 -0,0028
B 0,0034 0,0035 -0,0033 0,0034
C 0,0037 0,0008 -0,0011 0,0011
D -0,0026 0,0103 -0,0024 0,0024
E 0,0289 -0,0012 -0,0096 0,0099
F 0,0079 0,0103 -0,0050 0,0050
CDEF 0,0423 0,0281 -0,0064 0,0067
Total 0,0439 0,0367 -0,0075 0,0079
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Figura 6. Correlogramas espaciais para cada subpopulacdo de Euterpe edulis Mart.,amostrada para as subpopulagdes
agrupadas na regido CDEF e para o conjunto total de individuos amostrados. Sao representados os coeficientes médios de
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A estruturacao genética populacional encontrada foi 68 = 0,043 e Rst = 0,054,
ambas significativamente diferentes de zero. Ja o valor de 8’ foi de 0,260, uma vez que
o valor de 6Omix foi de apenas 0,165. A diferenciacdo genética entre pares de
subpopulagdes foi varidvel (Tabs. 9 e 10). Com base no teste de atribuicdo de
individuos, sugere-se a existéncia de quatro grupos genéticos distintos (Fig. 7),
embora a probabilidade de trés e cinco grupos também seja alta. Em geral, estes
grupos genéticos coincidem com a divisao das subpopulacoes (Fig. 8). Ja em relagdo a
AMOVA hierarquica, nota-se a maximiza¢do da variacao entre grupos e a minimizagao
da variagdo dentro de grupos quando sao considerados cinco grupos genéticos (Tab.

11).

Tabela 9. Estrutura genética entre os pares de subpopulacdes de Euterpe edulis Mart.
de acordo com o estimador 8 (WEIR & COCKERHAM, 1984). Abaixo da diagonal,
valores de 6. Acima da diagonal, valores de 68’. Todos os valores sdo significativamente
diferentes de zero (p < 0,05).

A B C D E F
A 0,281 0,275 0,346 0,376 0,353
B 0,052 0,316 0,263 0,375 0,278
C 0,054 0,050 0,089 0,214 0,176
D 0,062 0,036 0,014 0,221 0,127
E 0,073 0,057 0,036 0,033 0,180
F 0,063 0,039 0,028 0,018 0,027
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Tabela 10. Estrutura genética entre os pares de subpopulagdes de Euterpe edulis Mart.,
de acordo com o estimador Rsr (SLATKIN, 1995). Valores significativamente
diferentes de zero em negrito (p < 0,05).

A B C D E F
A
B 0,071
C 0,075 0,039
D 0,080 0,062 0,006
E 0,087 0,096 0,057 0,049
F 0,054 0,066 0,008 0,005 0,051
60 -
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Figura 7. Estimativa para o numero de grupos genéticos mais provavel (K)
em Euerpe edulis (Arecaceae) no Parque Estadual da Serra do Mar, segundo a
metodologia de Evanno et al. (2005).
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Atribuic8io a cada grupo
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Figura 8. Representa¢do grafica da atribuicdo dos individuos de Euterpe edulis
Mart. aos diferentes grupos genéticos (K): para K = 3 (em cima), para K = 4 (ao
centro) e para K = 5 (em baixo). As barras verticais representam os individuos, os
quais estdo ordenados de acordo com as subpopulagdes de origem (A, B,C, D, E e
F), e as cores indicam a probabilidade de cada um deles pertencer a um
determinado grupo genético.
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Tabela 11. Analise molecular de variancia (AMOVA) hierarquica em Euterpe edulis Mart. baseada em sete locos microssatélites.
G. L. = Graus de Liberdade.

Componentes de

Porcentagem da

N2 de G G Fonte de Varia¢a G.L Estatistica-F
e Grupos rupos onte de Variagdo Variancia Variacio (%)

Entre grupos 1 0,058 1,94 ®=0,019 #
2 AB x CDEF Entre subpopulacbes dentro de grupos 4 0,096 3,22 ®Ogc = 0,032 **
Dentro de subpopulagtes 590 2,852 94,84 ®Osr = 0,051%*

Entre grupos 2 0,044 1,5 O =0,014 #
3 ABx CD x EF Entre subpopulagGes dentro de grupos 3 0,092 3,09 Ogc = 0,031**
Dentro de subpopulagtes 590 2,852 95,42 Osr = 0,045%*

Entre grupos 3 0,077 2,58 Ocr =0,025*

4 AxBxCDxEF Entre subpopulagGes dentro de grupos 2 0,061 2,04 @Osc = 0,02 **
Dentro de subpopulagdes 590 2,852 95,38 Osr = 0,046 **

Entre grupos 4 0,092 3,10 ®cr=0,03"
5 AxBxCDxExF Entre subpopula¢Ges dentro de grupos 1 0,041 1,39 Osc = 0,014 **
Dentro de subpopulagdes 590 2,852 95,51 Ogr = 0,044 **

*0 = 0,06; *p < 0,05; **p < 0,001



As distancias geograficas nao se mostraram correlacionadas com as distancias
altitudinais (r = -0,012; p > 0,05) e, portanto, puderam ser tratadas de maneira
independente. Em relacao ao estimador 6, observou-se que a estrutura genética esta
correlacionada ao distanciamento geografico (r = 0,69; p < 0,05) e marginalmente
correlacionada ao distanciamento altitudinal (r = 0,32; p = 0,08). Quando se controla o
efeito da distancia altitudinal, a correlacdo com a distancia geografica aumenta (r =
0,78; p < 0,05) e quando se controla o efeito da distancia geografica, a correlagdo com
a distancia altitudinal se torna significativa (0,56; p < 0,01). Os resultados indicam que
51% da varidncia observada na estrutura genética estdo relacionados ao
distanciamento geografico, 13% ao distanciamento altitudinal e 34% a outros fatores
nao identificados.

Ja& em relacdo ao estimador 6’, observou-se que a estruturacdo estd mais
fortemente correlacionada ao distanciamento geografico (r = 0,81; p < 0,05) e nao
correlacionada ao distanciamento altitudinal (r = 0,21; p = 0,14). Quando se controla o
efeito da distancia altitudinal, a correlagdo com a distdncia geografica se torna ainda
mais forte (r = 0,86; p < 0,001), enquanto que, quando se controla o efeito da distancia
geografica, a correlacdo com a distancia altitudinal se torna significativa (0,53; p <
0,05). Neste caso, os resultados indicam que 69% da varidncia observada na estrutura
genética estdo relacionados ao distanciamento geografico, 7% ao distanciamento

altitudinal e 249% a outros fatores nao identificados.
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Discussao

Para as andlises de diversidade e estrutura genética em E. edulis, foram
empregados microssatélites descritos por Gaiotto et al (2001). Contudo, dois dos locos
utilizados apresentaram diferenciacdes fisicas em relagdo ao artigo de sua descricao.
0 loco EE15, excluido das andlises, apresentou um padrao tetrapléide em todos os
individuos amostrados, indicando um evento de duplicacdo génica nas populagdes
estudadas. Entretanto, ndo é possivel afirmar se tal duplicagdo ocorreu ao nivel
cromossOomico ou apenas em uma regido limitada do DNA. Seoane (2007) utilizou esse
mesmo loco para as andlises realizadas em populac¢des situadas no estado do Rio de
Janeiro, cerca de 250 km de distancia da area do presente estudo, e ndo encontrou tal
resultado. Ja os alelos do loco EE41 apresentaram tamanho médio cerca de 50 pares
de bases menor do que o tamanho médio descrito por Gaiotto et al. (2001). O mesmo
fato péde ser observado nos resultados obtidos por Dias-Filho (2006) em uma
populacdo amostrada em Campinas, SP. Como a area de ocorréncia da espécie é
bastante extensa e o conjunto de microssatélites utilizados foi caracterizado a partir
de populagdes localizadas em Brasilia, DF, a 900 km de distancia da area amostrada no
presente estudo, nao é de se estranhar que haja diferenciagdes desse tipo e que elas
estejam restritas a apenas porg¢oes da distribuicdo geografica. A realizacao de novos
estudos genéticos abordando tais mutacoes seria interessante para a compreensao do
fluxo génico atual, bem como dos padroes histdricos e filogeograficos da espécie.

Como esperado, os locos microssatélites analisados se mostraram altamente
polimoérficos. Embora a composicao alélica tenha variado, o nimero médio de alelos se

by

manteve constante entre as subpopulacdes, possivelmente préximo a capacidade
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maxima suportada pelos demes (KIMURA & CROW, 1964; WRIGHT, 1946). Além disso,
foram observados alelos exclusivos em todas as subpopulacdes, o que pode ser um
indicio de fluxo génico reduzido e também de diferenciacdo populacional. As
subpopulagcdes A e B apresentaram maior nimero de alelos exclusivos em relacao as
demais e quando sao consideradas as regides AB e CDEF, observa-se que a segunda é a
mais rica em alelos exclusivos. Porém, ambas as diferencas podem ser simples
resultado do desenho amostral realizado. Enquanto as subpopula¢des da regiao AB se
encontram afastadas, as subpopulacdes da regidao CDEF se encontram relativamente
proximas. Assim, a maior proximidade facilitaria o compartilhamento de alelos e
diminuiria o namero de alelos exclusivos em cada subpopulag¢do. J4 o0 menor niimero
de alelos exclusivos observados na regido AB pode estar ligado a amostragem
insuficiente de alelos, uma vez que esta regido possui a metade do numero de
individuos amostrados na outra regido. Para minimizar os efeitos do desenho
amostral, foram comparadas apenas as quatro subpopulag¢des extremas (A, B, C e F),
cujas distancias geograficas e altitudinais sdo préoximas e o tamanho amostral é
equivalente. Pdde-se notar, dessa forma, que ambas as regides exibem padrdes de
distribuicao de alelos exclusivos semelhantes e, ainda, que as subpopulacées em
altitudes menores tendem a apresentar menor numero de alelos exclusivos em
relacdo as de altitudes maiores, concordando com o terceiro padrao de diferenciacao
descrito por Ohsawa & Ide (2008).

As heterozigosidades esperadas, média e individual para cada subpopulacgao,
foram ligeiramente superiores as ja reportadas na literatura para a espécie quando se

tratam de marcadores microssatélites (GAIOTTO et al., 2003; SEOANE et al., 2005;
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DIAS-FILHO, 2006; CONTE et al, 2008), destacando a regidao como reservatério
genético de extrema importancia para os atuais planos de conservacao. Embora, as
heterozigosidades observadas tenham variado levemente entre as subpopulagdes
amostradas, as diferencas nao foram significativas, indicando nao haver alteragdes
decorrentes da variagao altitudinal.

Os indices de fixacdo obtidos foram positivos e significativos em apenas duas
subpopulagdes (C e F). Valores préximos de zero e até mesmo negativos para os
adultos da espécie ja foram reportados em outros estudos, sendo comum encontrar
valores positivos para as plantulas e a gradativa reducdo ao longo das classes
ontogenéticas. Tal reducdo pode estar relacionada ao progressivo acimulo de
geracdes em cada classe e, consequentemente, da adicdo de diversidade genética
(DIAS-FILHO, 2006) ou ser um efeito direto da sele¢ao natural a favor do heterozigoto
(EGUIARTE et al.,, 1992; REIS, 1996; CONTE et al., 2008).

O excesso de homozigotos observado na subpopulacdo C pode estar
relacionado justamente ao menor aciumulo de geragdes entre os individuos
amostrados em relagdo as demais localidades. Nesta subpopulacdo, os individuos de
maior porte, supostamente originados em eventos reprodutivos mais antigos, foram
eliminados pela extracdo ilegal de palmito, restando apenas adultos relativamente
jovens, provenientes de eventos reprodutivos recentes. A mesma tendéncia ao excesso
de homozigotos pode ser sugerida na subpopulacao D, onde ocorre exploracdo em
menor intensidade. Ja o excesso de homozigotos na subpopulacao F nao era esperado,
visto que ela se encontra em uma area nuclear e bem protegida do parque. De maneira

similar, Seoane (2007) encontrou um indice de fixacdo bastante alto para os adultos
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da espécie em um remanescente florestal bem preservado. Estes resultados sdo um
indicativo de que, para a espécie, as dindmicas genéticas ocorrem em uma escala
bastante localizada.

Uma vez que apenas adultos foram amostrados, as estimativas de endogamia
refletem eventos reprodutivos passados e de dificil interpretacdo. Assim, para uma
analise adequada dos eventos reprodutivos contemporaneos, a amostragem de
plantulas e juvenis também seria necessaria. Além disso, as compara¢des com os
demais estudos devem ser feitas com cautela, pois no presente estudo foram
considerados adultos aqueles individuos com mais de seis metros de altura. Tal
classificacao é mais abrangente do que a frequentemente utilizada na literatura, a qual
considera como adultos apenas os individuos estritamente reprodutivos.

Apenas a subpopulacdo E apresentou estruturacdo genética espacial, com
coeficiente de parentesco entre pares de individuos significativo na primeira classe de
distancias (até 7,5 m). Porém, os coeficientes de regressao (b-log) e de estrutura (Sp)
se mostraram bastante baixos. Ja as demais subpopulagcdes apresentaram distribuicao
aleatoria dos alelos, sugerindo que o fluxo de pdlen e a dispersdo de sementes
ocorrem de maneira semelhante entre elas, ao menos na escala de amostragem
realizada. A auséncia de estruturagdo genética espacial também foi reportada para os
adultos da palmeira Geonoma schottiana (SILVA et al., 2011). Esta espécie, de menor
porte, ocorre no sobosque da mata atlantica em regides paludosas e possui historia de
vida bastante semelhante a de E. edulis (SAMPAIO & SCARIOT, 2008).

Mesmo quando sdao consideradas distidncias geograficas maiores, como as

encontradas dentro da regido CDEF ou em relacdo ao total dos individuos amostrados,
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sdo observados baixos coeficientes de regressdo e de estrutura. Porém, a despeito
destes resultados, a analise visual dos correlogramas (Fig. 6) permite evidenciar um
padrdo de diferenciacdo em longas distancias. Sdo observados altos coeficientes de
parentescos nos primeiros intervalos de distancia, correspondentes aqueles
encontrados no interior de uma mesma subpopulacao, e coeficientes negativos nos
ultimos intervalos, indicando que os individuos distantes sdo menos relacionados do
que o esperado ao acaso.

Considerando as caracteristicas da espécie, ndo era de se esperar grande
estruturacdo espacial em E. edulis, ja que as espécies arbdreas, autoincompativeis e
polinizadas e dispersas por animais tendem a apresentar menores niveis de
estruturacao (HARDY et al., 2006; VEKEMANS & HARDY, 2004). Além disso, a alta
densidade populacional possibilita a maior homogeneidade genética em pequena
escala, devido a maior vizinhanca genética (VEKEMANS & HARDY, 2004; LUNA et al,,
2005).

Ao nivel das subpopulagdes, embora a estrutura genética em E. edulis tenha
sido baixa, ela é relevante considerando-se a escala geografica reduzida, o continuo
populacional a partir do qual as subpopulagdes foram amostradas e os demais estudos
jarealizados para a espécie. Quando se considera o estimador 6’, indice corrigido para
o alto polimorfismo dos microssatélites, nota-se que a estrutura genética é ainda mais
forte. Em todos os casos, observa-se que a subpopulacdao E é a mais diferenciada,
embora os padrdes de diferenciacao sejam ligeiramente distintos de acordo com os

estimadores analisados (6 e Rsr).
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Ainda que ndo tenha sido possivel definir com clareza o nimero de grupos
genéticos existentes na populacdo total, uma vez que as probabilidades de trés, quatro
e cinco grupos foram muito proximas, a estruturacdo genética foi corroborada pelo
teste de atribuicdo dos individuos. Em todos os casos tais grupos se mostraram
bastantes coesos e coincidentes com os limites das subpopulagdes. Paralelamente, os
resultados da AMOVA hierarquica sugerem a presenca de cinco grupos genéticos
distintos, confirmando novamente o grau de diferenciacdo das subpopulagoes.

Estes resultados, obtidos para uma escala geografica tdo reduzida dentro de
um continuo florestal, sdo inesperados e surpreendentes quando se considera a baixa
estruturacdo ja relatada para a espécie em escalas geograficas maiores e para
populacdes isoladas em fragmentos florestais. Embora Reis (1996) tenha reportado
uma pequena estruturacdo dentro de um continuo florestal, tal resultado é de dificil
comparacao, pois foram utilizados marcadores moleculares diferentes dos aqui
utilizados. Quando sdo considerados apenas marcadores microssatélites, a
diferenciacdo entre as regides AB e CDEF é similar a encontrada por Gaiotto et al
(2003) em duas matas ciliares separadas pela mesma distancia, mas imersas em uma
matriz altamente antropizada. Além disso, a estruturacdao observada no presente
estudo é duas vezes mais alta do que a observada por Conte et al. (2008), que
amostraram fragmentos florestais com distancias até 5 vezes superiores a distancia
maxima aqui amostrada, entre as regioes AB e CDEF.

Tal estruturacdo genética mostrou-se fortemente correlacionada ao
distanciamento geografico. O isolamento por distancia é comum entre as espécies

arboreas tropicais, uma vez que a capacidade dispersiva dos individuos é limitada em
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relacdo a amplitude de distribuicdo. Porém o padrdo de isolamento €é mais
frequentemente observado em escalas geograficas muito mais extensas (HARDESTY,
et al, 2010; LE GUEN et al, 2009; HARDY et al. 2006; FUCHS & HAMRICK, 2010).
Embora o presente estudo nao tenha avaliado o fluxo génico propriamente dito, uma
vez que apenas adultos foram amostrados, sugere-se que E. edulis esteja
experimentando forte limitacio do movimento de pdlen e sementes em longas
distancias naquela regido. Este fato pode estar relacionado a alta densidade
populacional de E. edulis que induz o comportamento sedentario de polinizadores e
dispersores de sementes. Diversos estudos revelam que os polinizadores tendem a
realizar deslocamentos em menores distancias nas areas de alta densidade de
individuos e onde as fontes de recurso se encontram agregadas (HARDER, 1990;
STACY et al. 1996; FENSTER, 1991; DICK et al. 2003). Tal comportamento restringe o
fluxo génico e permite a diferenciacio em pequena escala (JOLIVET et al., 2011;
GARCIA et al., 2005; GENG et al., 2008).

O isolamento ainda é exacerbado pelo efeito aditivo do distanciamento
altitudinal, conforme ja sugerido por Reis (1996). A variacdo das condi¢des
ambientais ao longo do gradiente ambientais provocam mudancgas na dinamica das
populagdes e, consequentemente, influenciam a dindmica genética local. As
divergéncias fenolégicas, por exemplo, sdo comuns ao longo de gradientes altitudinais
(RUSCH, 1993; VITASSE, et al., 2009; BRITO, 2010) e a assincronia das fenofases
reprodutivas pode reduzir o tamanho efetivo total e potencializar a deriva genética,
conduzindo a diferenciagdo genética entre as diferentes altitudes (JORDANO &

GODOY, 2000; PREMOLI, 2003; YAMAGISHI et al., 2005). Em E. edulis as fenofases
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reprodutivas nas regides elevadas costumam ocorrer atrasadas em relacdo as regioes
de baixada, e o0 mesmo padrdo é encontrado nas latitudes maiores em relacao as
latitudes menores (FAVRETO, 2010). No litoral sul de Sdao Paulo, por exemplo, o
periodo de floracdo de E. edulis na floresta de encosta é menor em relacdo ao da
floresta de planicie e o pico de floragcdo ocorre com um més de diferenca entre as duas
areas (CASTRO et al, 2007).

Adicionalmente, a variacdo da composicdo da comunidade e do
comportamento dos polinizadores e dispersores pode criar padroes distintos de fluxo
génico (JORDANO et al, 2007; SHUPP et al. 2010). A endogamia observada na
subpopulacao F e a estrutura genética espacial da subpopulacdo E sdo indicativos de
que o fluxo génico ndo ocorre de maneira homogénea no interior da floresta. Karubian
et al. (2010), por exemplo, reportam o incremento da diversidade genética entre as
plantulas da palmeira amazonica Oenocarpus bataua nas areas onde se localizam as
arenas fixas de cortejo de Cephalopterus penduliger, uma importante ave dispersora
de sementes. Este mesmo padrao pode acontecer na Mata Atlantica, onde também sao
encontradas aves que realizam cortejo em arenas fixas (FRANCISCO et al., 2007)

Embora ndo tenham sido encontrados estudos avaliando a variacao da
comunidade de polinizadores da espécie ao longo do gradiente altitudinal, ela
provavelmente ocorre, uma vez que sdo reportadas mudangas nas comunidades de
abelhas (GONCALVES et al, 2012) e outros invertebrados como formigas (SCOTT-
SANTOS, 2008) e opilides (ALMEIDA-NETO et al., 2006) naquela regidao da Serra do
Mar. Ja em relacdo a comunidade de dispersores de E. edulis, embora existam espécies

que ocupem de maneira uniforme todo o gradiente ou ainda realizem migragdo
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altitudinal acompanhando a frutificacdo da espécie, como é o caso de jacutingas
(Aburria jacutinga; GALLETI et al., 1997), sabias-una (Platycichla flavipes; DEVELEY &
ENDRIGO, 2004) e arapongas (Procnias nudicollis), ha estudos que relatam a variacdo
da composicao de espécies frugivoras, do padrdo de visitacao e do nimero de frutos
de E. edulis removidos em diferentes altitudes no litoral sul do estado de Sdao Paulo
(CORTES, 2006).

Ainda, é possivel sugerir que a estruturagdo genética observada esteja ligada
a adaptacao local. Quando a migragdo ocorre entre populacées adaptadas a ambientes
distintos, o sucesso reprodutivo dos imigrantes ou dos hibridos pode ser reduzido por
selecao natural (NOSIL et al. 2005), e a reducdo do fluxo génico resultante pode
facilitar ou manter a diferenciacdo, mesmo se tratando de marcadores neutros
(GONZALO-TURPIN & HAZARD, 2009; LEE & MITCHELL-OLDS, 2011; WANG &
SUMMERS, 2010). No gradiente altitudinal da Serra do Mar, por exemplo, a
temperatura do solo cai 0,7 °C para cada 100 m de altitude acrescidos (VIEIRA et al.,
2011), totalizando uma diferenca de quase 7 °C entre as subpopulagdes extremas aqui
amostradas. Tal hipétese de sele¢do seria confirmada por analises diretas do fluxo
génico ou mesmo por experimentos de translocacdo de individuos.

Por fim, embora atualmente a regido amostrada esteja em condi¢coes de
conservacao relativamente boas, ela foi povoada ha algumas centenas de anos e a
estrutura genética observada pode refletir atividades humanas passadas de

exploracao da floresta e o mosaico sucessional em que ela se encontra.
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Consideracoes

Sugere-se que novos estudos, em escala geografica reduzida, sejam realizados
para confirmar se este padrdao de estruturacdo se repete em outras areas de
ocorréncia da espécie. Além disso, esta abordagem deveria ser estendida a outras
espécies arboreas, afim de que se avalie se este é um padrao recorrente na Mata
Atlantica e nos demais biomas brasileiros.

Ressalta-se que as medidas de manejo de Euterpe edulis que vém sendo
implantadas ao longo do Parque Estadual da Serra do Mar e demais unidades de
conservacao, como o plantio de mudas e a semeadura direta, sejam criteriosas e
considerem a alta estruturacdo genética observada e a influéncia que o gradiente
altitudinal vem a ter.

Ainda, sob o contexto de mudancas climaticas globais, especial atencao deve
ser dada as populagdes localizadas nas regidoes mais altas da Serra do Mar. No caso do
aumento das temperaturas, a perda de diversidade genética é evidente, visto que estas

regides apresentaram o maior nimero de alelos exclusivos.
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Conclusoes

As subpopulacdes de Euterpe edulis amostradas apresentaram alta
diversidade genética e niveis de endogamia baixos ou ausentes entre os adultos.
Todas as elas apresentaram alelos exclusivos, sendo um indicativo de diferenciagdo
populacional. As subpopulagdes localizadas em altitudes maiores tenderam a
apresentar maior nimero de alelos exclusivos em relacdo as localizadas em altitudes
menores.

Nao houve estruturacdo espacial genética nas subpopulacdes amostradas,
exceto em E. Na populacdo total amostrada e dentro da regidao CDEF detectou-se
pequena estruturagdo espacial.

Embora a estruturacao genética populacional tenha sido baixa, ela é relevante
considerando-se a escala da amostragem, o continuo florestal e os estudos ja
realizados para a espécie. Grande parte da estrutura genética observada esta
relacionada ao distanciamento geografico e pequena parte ao distanciamento
altitudinal. Tal estruturacdo pode estar relacionada ao comportamento sedentario de

polinizadores e dispersores de sementes.
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