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RESUMO

A dispersdo de sementes possibilita que as sementes sejam carregadas longe da
planta-m&e, permitindo a colonizag&o de novos habitats e escape de zonas de maior
mortalidade. A dispersdo de sementes por animais € um processo complexo
influenciado por diversos fatores, dentre eles o nimero e o comportamento de
dispersores. Os frugivoros de grande porte sdo importantes na dispersdo de
sementes a longas distancias podendo conectar populacdes fragmentadas e
promover o fluxo génico. Uma maior distancia de dispersédo também possibilita uma
maior sobreposicdo das chuvas de sementes oriundas de plantas distintas na
populacdo, fazendo com que individuos proximos sejam menos aparentados
geneticamente. Portanto, a perda desses animais pode levar a uma reducdo na
distancia da disperséo, acarretando no aumento da deposicdo de sementes sob a
planta mée e a maior estrutura genética nos estagios iniciais de recrutamento. O
presente trabalho investigou a limitacdo da disperséo pela distancia e a diversidade
genética das sementes dispersas de E. edulis através de ferramentas moleculares.
Noés hipotetizamos que a dispersdo de sementes e de genes seria mais reduzida em
fragmentos florestais que ja ndo possuem as grandes aves dispersoras de
sementes, como tucanos e cotingideos, do que em reservas florestais. Para tanto,
coletamos sementes dispersas em 15 estacbfes amostrais em dois fragmentos
florestais e dois remanescentes florestais mais preservados. Além disso, coletamos
amostras do caule de palmitos reprodutivos em um raio de 8 metros a partir dos
coletores de sementes. Utilizamos oito marcadores moleculares de microssatélites
para calcular as métricas de diversidade genética (heterozigosidade, riqueza alélica
e coeficiente de endogamia), atribuir maternidade das sementes as planta-méaes e
calcular a coancestria entre individuos. Ndo foram encontradas diferencas na
diversidade genética entre adultos e sementes ao se comparar as areas de
fragmentos defaunados e reservas. No geral adultos apresentaram maiores
heterozigosidades e menor riqueza alélica e coeficiente de endogamia do que as
sementes. Menos de 2% das sementes foram atribuidas maternidade as plantas
adultas vizinhas, , indicando uma baixa limitacdo da dispersédo pela distancia em
todas as areas. Embora as sementes tenham sido dispersas além da zona de
vizinhanga das plantas-mées, encontramos uma alta coancestria entre sementes

localizadas no mesmo local. Esses resultados indicam que os dispersores de menor



porte, como o0s sabias Turdus spp. sdo eficientes para dispersar sementes e
gendtipos de multiplas plantas-mée, ajudando a manter a diversidade genética das

areas.

Palavras Chave: dispersdo de sementes, maternidade, diversidade genética



ABSTRACT

Seed dispersal allows the seeds to be carried away from the parent plant, leading to
the colonization of new habitats and escape from areas with higher mortality. Seed
dispersal by animals is a complex process influenced by several factors, including the
number and behavior of dispersers. Large frugivores are important to long-distance
seed dispersal, they can connect fragmented populations and promote gene flow.
Longer dispersal events also promote greater overlap of the seed rain from different
plants in the population, decreasing the spatial genetic structure at fine scales.
Therefore, the loss of these animals can reduce the dispersal distance, increasing
the deposition of seeds under the mother plant and therefore increasing the genetic
structure in the initial stages of recruitment. In this context, the present study
investigated the seed dispersal distance limitation and the genetic diversity of
dispersed seeds of E. edulis using molecular tools. We hypothesized that the
dispersal of seeds and genes would be reduced in forest fragments that no longer
have large-body disperser birds, such as toucans and cotingas. For this, we collected
seeds dispersed in 15 sampling stations arranged in two forest fragments and two
more preserved forest remnants. In addition, we collect stem samples of reproductive
palms within an eight meter-radius from the seed traps. We used eight microsatellite
molecular markers to estimate genetic diversity (heterozygosity, allelic richness and
inbreeding coefficient), assign maternity and calculate genetic relatedness between
seeds. There were no differences in genetic diversity between adults and seeds
when comparing the defaunated fragments and large forest remnants. In general
adults presented higher levels of heterozygosity, lower allelic richness and inbreeding
coefficients. Less than 2% of the seeds were assigned maternity to neighboring adult
palms,, indicating that seed dispersal distance limitation was low in all areas.
Although seeds have been dispersed beyond the immediate neighborhood area, we
found high genetic relatedness between seeds in the same deposition site. These
results indicate that the smaller dispersers, such as Turdus spp. are effective to
disperse seeds and genotypes of plants from multiple parents, helping to maintain

the genetic diversity in the areas.

Key words: seed dispersal, maternity, genetic diversity
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1 INTRODUGCAO

A dispersdo de sementes é o0 primeiro passo para a regeneracao de
populacdes naturais de plantas e pode influenciar a demografia, estrutura genética e
distribuicdo espacial das futuras geracbes (WANG & SMITH, 2002). Esse processo
possibilita que as sementes sejam retiradas da proximidade da planta-mée e levadas
a outros sitios de deposicdo. A distancia que a semente é dispersada influencia o
fluxo génico, deriva genética e também a estruturacdo genética da populacéo
(SEZEN, et al., 2005; SORK et al., 1999). Por exemplo, eventos a longas distancias
podem levar a migracdo de novos individuos, possibilitando que novos gendtipos
sejam somados na populacdo, o que aumenta o tamanho efetivo populacional e
reduz o efeito da deriva e estruturacéo genética.

No entanto, a dispersdo de sementes € um processo complexo influenciado por
diversos fatores que podem limitar a quantidade de sementes removidas assim
como a maneira como essas sementes sao disseminadas no ambiente (GRIVET &
GARCIA, 2011). Entre os fatores que limitam o processo de dispersdo de sementes
por animais podemos destacar o numero limitado de dispersores efetivos e o
comportamento de forrageio e uso do espaco dos mesmos (CLARK et al., 1999;
NATHAN & MUELLER-LANDAU, 2000; SCHUPP,JORDANO & GOMEZ, 2010). Em
plantas dispersas por animais, € comum que as sementes sejam distribuidas de
maneira agregada. Isso pode ser o resultado de uma dispersédo a curtas distancias
(com muitas sementes depositadas proximas a planta materna) ou devido aos
frugivoros se alimentarem em um local e usar outros como poleiros ou local de
descanso e acasalamento (GARCIA & GRIVET, 2011; SCHUPP MILLERON &
RUSSO, 2002). A limitagcdo de dispersado devido a disseminacdo a curtas distancias
afeta a chuva de sementes e sobretudo o padréo espacial de gendtipos no ambiente
(HAMRICK & TRAPNELLI, 2011). Esse padréo passa a conter nucleos de individuos
aparentados acarretando na intensificacdo da estrutura genética na populacéo
(HAMRICK & TRAPNELLI, 2011).

Os frugivoros de grande porte sdo importantes principalmente na disperséo de
sementes a longas distancias, podendo dispersar a centenas de metros distantes da
planta mée (JORDANO et al., 2007). Devido a maior mobilidade esses animais
podem conectar populacdes fragmentadas, colonizar novas areas e promover fluxo
génico entre populacdes (GARCIA et al.,, 2007; JORDANO et al.,, 2007). Esses



animais também possibilitam uma maior sobreposicdo das chuvas de sementes
oriundas de plantas distintas na popula¢do fazendo com que individuos proximos
tenham uma menor relacéo de parentesco.

Apesar da importancia dos grandes frugivoros, esses animais estdo altamente
ameacados principalmente devido a processos antropogénicos. A fragmentacao
florestal pode afetar a riqueza de espécies, a composi¢cdo e dindmica populacional
(SAUNDERS et al., 1991). Nas florestas tropicais de 50 a 90% de todas as arvores
sao dispersas por animais, e cerca de 20 a 50% de espécies de aves e mamiferos
consomem frutos pelo menos durante alguma parte do ano (FLEMING, 1987). Com
isso, a distribuicdo espacial de plantas e seus gendtipos sado dependentes do
comportamento e movimento dos animais (CORTES & URIARTE, 2013). A
fragmentacdo, juntamente com a caca Sdo 0s (grandes responsaveis pelo
desaparecimento dos dispersores de grande porte em areas tropicais. Como
consequéncia, a perda desses animais pode levar a reducdo do numero de
sementes dispersas assim como a distancia da dispersdo de sementes, acarretando
no aumento da deposicdo de sementes sob a planta mae. Isso pode levar a um
aumento da relacdo de coancestria entre individuos préximos no espaco,
acarretando em uma estruturacdo genética que no futuro pode levar a maior
endogamia biparental, menor tamanho efetivo populacional e, por fim, menor
diversidade genética a longo prazo (WANG et al., 2007; WRIGHT et al., 2000;
FORGET & JANSEN, 2007)

Diversos pesquisadores vém estudando o efeito da fragmentagdo e
defaunacao (perda dos grandes frugivoros) no processo de dispersdo de sementes
(HOLBROOK & LOISELLE, 2009; CORDEIRO et al., 2009), mas poucos visam
entender esse efeito na distancia de dispersao e na diversidade e estrutura espacial
genética de plantas em estagios iniciais de recrutamento (SEZEN et al., 2005;
GARCIA & GRIVET, 2011; KARUBIAN et al., 2010). Devido a dificuldade em
identificar a planta-méae de plantas jovens e, portanto, reconstruir eventos individuais
de dispersdo de sementes, muitos estudos que tentam caracterizar a distancia de
dispersdo de sementes assumem que os adultos mais proximos Sao as potenciais
plantas-mde de sementes e plantulas, principalmente em estudos que usam
modelagem inversa para estimar curvas de dispersdao (URIARTE et al. 2005,
NATHAN & MUELLER-LANDAU 2000). No entanto, estudos tém demonstrado que

nem sempre a proximidade entre sementes e entre sementes e o adulto mais
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préximo é um sinbnimo de parentesco (SEZEN, et al., 2009), de forma que muitos
estudos subestimam a distancia de dispersdo (HARDESTY et al. , 2006; WEHNCKE
et al., 2003).

Uma forma de estudar o efeito da falta de dispersores de sementes na
distancia de dispersdo de sementes e a composi¢cdo genética dos agregados de
sementes dispersadas € o uso de andlises de maternidade (GODOY & JORDANO,
2001). A andlise de maternidade consiste em primeiramente analisar geneticamente
o tecido materno presente nas sementes (e.g., endocarpo) e potenciais plantas
maternais em uma area de amostragem, para em seguida identificar a planta-mae
mais provavel com base na compatibilidade entre os genétipos da planta adulta e
semente (GODOY & JORDANO, 2001). A analise de maternidade nos proporciona
uma maior compreensao dos padrfes de dispersdo de sementes e manutencéo da
diversidade e estrutura genética (GARCIA, et al., 2009).

Neste contexto, o presente trabalho pretende investigar a limitagdo da
dispersédo pela distancia e a diversidade genética das sementes dispersas de uma
palmeira ecologicamente importante (Euterpe edulis) em é&reas de reserva com
fauna mais preservada e em fragmentos florestais cujas grandes aves dispersoras

de sementes (tucanos e cotingideos) foram localmente extintas.
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2 OBJETIVO

Esse trabalho buscou entender a limitacdo da dispersdao de sementes pela
distancia e a diversidade genética das sementes dispersas entre areas florestais

fragmentadas e mais preservadas. As questdes especificas do trabalho séo:

1. A diversidade genética das sementes dispersadas varia entre areas de

fragmentos e &reas de reserva?

Esperamos que a diversidade genética das sementes dispersas relativa a dos
adultos seja maior em areas de reserva devido a maior comunidade de frugivoros
que possibilitaria uma maior dispersdo de sementes de uma grande parcela de
individuos reprodutivos. Em contrapartida, nos fragmentos esperamos ocorrer uma
maior variancia reprodutiva, com menos plantas reprodutivas contribuindo individuos
e genotipos para as novas geracgles, fazendo com que a diversidade genética das

sementes seja menor do que a encontrada nos adultos da populagéo (Figura 2).

Diversidade Relativa Semente-Adulto

Reserva Fragmento

Figura 2: Diversidade relativa de sementes-adultos € igual a diferenca entre a diversidade
de sementes e a diversidade de adultos. Em popula¢gbes fragmentadas a diversidade de
sementes € menor que a diversidade de adultos. Em popula¢cbes de reserva a diversidade
de sementes é igual & diversidade de adultos.
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2. A probabilidade de sementes serem dispersas a maiores distancias em

reservas é maior do que em fragmentos defaunados?

Esperamos que a dispersdo de sementes seja mais longa em reservas devido
a presenca de grandes aves frugivoras como tucanos e cotingideos que sé&o
capazes de mover e dispersar sementes a longas distancias, trazendo novos
gendtipos maternos de outros locais. Em contrapartida, esperamos que uma grande
proporcdo das sementes dispersas em fragmentos defaunados seja oriunda de
plantas-mae proximas, devido ao movimento mais restrito e tempo de retencdo no
trato gastrointestinal mais curto dos dispersores de menor tamanho corporeo (como

sabias) em comparacao aos grandes frugivoros (Figura 1).

Distancia de dispersao

Reserva Fragmento

Figural: Representacdo do que se espera encontrar a respeito da distancia de disperséo de
sementes em estacdes de areas de reserva e em fragmentos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Espécie de estudo

Foi utilizada como espécie modelo a palmeira Euterpe edulis (Figura 3), uma
das espécies mais abundantes em florestas preservadas e considerada uma espécie
chave na Mata Atlantica. Tanto a polinizagdo como a dispersao de sementes sao
realizadas por animais. Tais caracteristicas permitem que os resultados encontrados
para E. edulis sejam representativos para outras espécies de plantas dispersas por
animais, que representam em torno de 75% das arvores na Mata Atlantica
(ALMEIDA-NETO et al., 2008).

Figura 3: Palmeira Euterpe edulis com infrutescéncia e flores (Fonte: foto do autor)

Essa palmeira possui estipe unico e folhas no apice, sendo estas alternas,
compostas e pinadas, providas de bainha que protege o meristema apical (palmito).

Possui flores femininas e masculinas constituindo inflorescéncias do tipo espiga com
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aproximadamente 200 flores, dentre as quais 40-50 sédo femininas (GAIOTTO et al,
2003, SEOANE et al, 2005; LAPS,1996,). Entretanto, estudos encontraram que a
espécie possui sistema reprodutivo predominantemente alégama (tn, = 0.94) e alta
probabilidade de individuos serem irmédos completos em progénie de polinizacéao
aberta (Gaitto et al 2003). A polinizacdo pode ser feita por uma gama de insetos
(entomofilia), sendo os principais: abelhas, vespas (ambas Hymnoptera), moscas
(Diptera), besouros (Coleoptera) e borboletas (Lepidoptera). O vento pode contribuir
na polinizacdo também (anemofilia), embora, o papel que ele desempenha € menor
(SEOANE et al, 2005).

Devido a alta producdo de frutos, frutificacdo longa e anual e ampla variacdo no
tamanho dos frutos, o palmito jucara (E. edulis) é uma importante fonte alimentar
para mais de 50 espécies de aves, desde grandes frugivoros como tucanos,
cotingas e jacus até aves de menor porte como sabids, além de algumas espécies
de mamiferos (GALETTI, et al., 2013). Ao longo da distribuicdo de Mata Atlantica,
80% dos fragmentos florestais sdo menores que 50 ha (RIBEIRO et al., 2009), area
que ndo suporta populacdes de grandes frugivoros tais como tucanos, arapongas e
jucutingas (WILLIS, 1979; BIERREGAARD et al., 1992). Deste modo, a extincdo
local dessas espécies pode afetar a demografia e genética das populacbes

remanescentes de palmito na Mata Atlantica (Figura 4).
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Figura 4: Representacdo do processo de dispersdo de sementes, com pequenos frugivoros
dispersando perto da planta-mae (o que pode levar a maior estrutura genética espacial) e os
grandes frugivoros depositando sementes a maiores distancias, acarretando em maior fluxo

génico.

3.2 Areas de estudo

Para o estudo foram selecionadas quatro areas em diferentes paisagens na

Mata Atlantica no estado de Sao Paulo, sendo duas destas em areas de fragmentos

florestais (areas menores do que 300 ha) e duas em remanescentes florestais mais

preservados com areas superiores a 2.000 ha (Tabela 1, Figura 5).

Tabelal: Areas de estudo na Mata Atlantica no estado de S&o Paulo para a amostragem de
sementes e adultos de Euterpe edulis.

Area Classificacao Tipo de Floresta Cidade

Fragmento Floresta estacional

Mata Santa Genebra florestal semidecidual Campinas — SP

Fragmento Floresta estacional | Casa Branca -

Fazenda Prudente florestal semidecidual SP
Parque Estadual Serra do Remanescente Floresta ombrofila Séo Luis do

Mar - Nucleo Santa Virginia florestal densa montana Paraitinga - SP

Estacdo Ecoldgica de Remanescente | Floresta estacional
Caetetus florestal semidecidual, Galia - SP
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20°S
A
22°S
A
, ;‘:‘;
Areas 24°S
E. Eco. Caetetus \ 5 Y
A Fz. CasaBranca L, 4 A
A Mata Santa Genebra 0 100 Km
@ P-E. da Serra do Mar - Santa Virginia Lovelind
52°W 50°W 48°W 46°W 44°W

Figura 5: Mapa indicando o local das areas de estudo dentro do estado de S&o Paulo. As
areas de reserva estao representadas por circulos e as areas fragmentadas por triangulos.
Verde representa os remanescentes de Mata Atlantica. (Fonte: SOS Mata Atlantica.
www.mapas.sosma.org.br/)

Fragmento florestal Mata Santa Genebra

A Mata Santa Genebra esta localizada no municipio de Campinas - SP, é
classificada como uma area de relevante interesse ecologico (ARIE), é um
fragmento florestal relativamente pequeno, com 252 ha rodeados por area urbana.
Sua vegetacdo é considerada como um remanescente de vegetacdo de Floresta
Estacional Semidecidual composto por dois ecossistemas florestais muito distintos, a
floresta de terra firme e a floresta brejosa (MMA, 2010).

O ecossistema da floresta de terra firme ocupa 92% da area da unidade de
conservacdo (UC) e é o que faz com que o remanescente seja classificado como
uma Floresta Estacional Semidecidual (CONFORTI, 2008). Os ecossistemas de
floresta brejosa estdo associados a uma area de aproximadamente 8% da area total

da UC e distribuidos em trés regides distintas. Nessas regides, grande parte do solo


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0ahUKEwjzzPXmhJ7PAhVCx5AKHa-eDlwQFggwMAA&url=http%3A%2F%2Fuc.socioambiental.org%2Fuso-sustent%25C3%25A1vel%2F%25C3%25A1rea-de-relevante-interesse-ecol%25C3%25B3gico&usg=AFQjCNGRDy1KmQ0FYd5JEpt1XTe9YYNGTQ&sig2=bI859MiIbDWD17madPookQ&bvm=bv.133387755,d.Y2I
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€ permanentemente encharcada, e ocorrem flutuagdes sazonais no nivel do lencol
fredtico, aumentando a area sob influéncia de alagamento (MMA, 2010). O palmito
Jucara se desenvolve bem em solos hidromorficos, sendo entdo, muito presente na
area.

A avifauna local esta representada por mais de 150 espécies de aves que
utilizam a UC como habitat permanente ou migratorio (ICMBIO, 2010). Das espécies
registradas consumindo frutos de E. edulis em observacdes focais, apenas quatro
dispersaram sementes (Tabela 2). Todas essas espécies eram sabias (Turdus spp.)
com tamanho inferior a 70 g e largura do bico menor do que 12 mm, limitando o
tamanho maximo ingerido das sementes (ACM ROSA, 2016, dados nédo publicados).

Tabela 2: Espécies registradas, através de observacdes focais, dispersando sementes de
Palmito Jugara na area da Mata de Santa Genebra (ROSA, 2016).

Abertura Tipo % de sementes
Espécie Familia | bico (mm) | tamanho removidas
Turdus albicollis Turdidae 11.2 Médio 31,5
Turdus amaurochalinus | Turdidae 11.4 Médio 34
Turdus leucomelas Turdidae 11.9 Médio 11,5
Turdus rufiventris Turdidae 12 Médio 23

Fragmento florestal Fazenda Prudente

A Fazenda Prudente esta localizada no municipio de Casa Branca-SP. Esta
fazenda possui um fragmento florestal de Mata Atlantica, onde foi realizado o
estudo. Este estd rodeado por areas agricolas, principalmente pela cultura de cana
de acucar. Ainda nao existem estudos publicados sobre esta area. Identificamos a
sua vegetacdo como Floresta estacional semidecidual pelas caracteristicas de
ambientes menos umidos do que aqueles onde se desenvolve a floresta ombrofila
densa.

Das espécies registradas consumindo frutos de E. edulis em observacdes
focais (Tabela 3), trés espécies de sabias (Turdus spp.) figuraram como 0s mais

importantes dispersores de sementes, dispersando mais do que 90% das sementes.
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Tabela 3: Espécies registradas, através de observacdes focais, dispersando sementes de
Palmito Jucara na area de Casa Branca - Fazenda Prudente (ROSA, 2016).

Abertura Tipo % de sementes
Especie Familia bico (mm tamanho removidas
Pitangus sulphuratus | Tyrannidae 15.5 Médio 4
Ramphastos toco | Ramphastidae 40 Grande 3
Turdus albicollis Turdidae 11.2 Médio 15
Turdus leucomelas Turdidae 11.9 Médio 55
Turdus rufiventris Turdidae 12 Médio 23

Remanescente florestal Santa Virginia

O nucleo Santa Virginia faz parte do Parque Estadual Serra do Mar, maior
propor¢cdo continua de Mata Atlantica preservada do Brasil. Este ndcleo esta
localizado no municipio de Sao Luis do Paraitinga-SP e ocupa uma area de 9 mil ha
(INSTITUTO FLORESTAL, 2006). A vegetacdo € caracterizada pela Floresta
Ombrofila Densa Montana com alguns pequenos trechos de Campos de Altitude
(Estepe) e de Floresta de Neblina. Atualmente, apresenta-se na forma de mosaico,
composto por areas de floresta madura, pastagens, plantios de Eucalyptus spp. e
florestas secundéarias em diferentes idades de regeneracdo. As unidades que
compdem esse mosaico representam um gradiente de regeneragdo entre a
pastagem e a floresta madura ((INSTITUTO FLORESTAL, 2006).

Os palmitos tem grande importancia para a avifauna do Parque. Foram
registrados um grande numero de individuos de aves frugivoras de médio e grande
porte, como a araponga Procnias nudicollis, o corocoxd Carpornis cucullata e o
sabiad-una Turdus flavipes ao longo do rio Grande, onde h& grande quantidade de
palmitos em frutificacdo (INSTITUTO FLORESTAL (anexos), 2006). Observacoes

focais de frugivoria em E. edulis ainda ndo estédo disponiveis para a area.

Remanescente florestal Estacéo Ecologica de Caetetus

A Estacdo Ecolégica Caetetus € uma unidade de conservagdo de protecéo
integral localizada no municipio de Galia-SP com area de 2.178,84 ha (INSTITUTO
FLORESTAL, 2005). No mapa de vegetacéo do Brasil, elaborado pelo IBGE (1988),
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a vegetacao florestal dessa regido corresponde a Floresta Estacional Semidecidual.
Trata-se de floresta alta, com estratificacdo complexa e alta diversidade floristica.

E possivel distinguir 12 unidades fisiondmicas, diferenciadas através de porte,
densidade, caracteres especiais, condi¢cdes de preservacédo e condicdes ecoldgicas.
A vegetacao que parece estar mais proxima do climax, com aparente equilibrio entre
formas de vida, apresenta componente arboreo denso, em Otimo estado de
preservacdo. Nas areas com solo permanentemente umido, as margens dos rios,
sao frequentes os palmitos (INSTITUTO FLORESTAL, 2005).

A avifauna da Estacdo esta representada por 196 espécies, distribuidas em
42 familias e 168 géneros (Vianna, 2001). Das espécies registradas consumindo
frutos de E. edulis em observagdes focais (Tabela 4), uma era de tamanho grande
com abertura de bico de 17 mm, conseguindo dispersar grandes sementes (ROSA,
2016). Os sabias (Turdus sp.) foram as espécies responsaveis pela maior dispersao

de sementes na érea (Tabela 4).

Tabela 4: Espécies registradas, através de observacdes focais, dispersando sementes de
Palmito Jucara na area da Estacao Ecologica de Caetetus.

Abertura Tipo % de sementes
Especie Familia | bico (mm) | tamanho removidas

Baryphthengus ruficapillus | Momotidae 17.2 Grande 9
Turdus albicollis Turdidae 11.2 Médio 9
Turdus amaurochalinus Turdidae 11.4 Médio 30
Turdus leucomelas Turdidae 11.9 Médio 23
Turdus rufiventris Turdidae 12 Médio 23
Turdus subalaris Turdidae 12 Médio 6

3.3 Coleta de dados

Em cada area, foram dispostas 15 estacdes amostrais distantes pelo menos 40
m. Cada estagdo amostral foi composta por dois coletores de sementes de 1 x 1 m
dispostas uma ao lado da outra. Essas esta¢gfes constituiram o que denominamos
de sitio de deposicdo de sementes. Ao redor de cada estacéo foi definida uma area
circular com um raio de 8 m em que todos os palmitos adultos frutificando foram

marcados e amostrados (Figura 6). Esse raio foi escolhido porque um estudo prévio
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analisando a distribuicdo espacial de E. edulis em 12 parcelas de 25 x 50 m
encontrou que a distancia maxima da plantula ao palmito mais proximo foi de 8
metros (CARVALHO et al. dados ndo publicados). A area circular delimitada pelo
raio de 8 m ao redor das estacdes foi denominada de vizinhanca.

Vizinhanca

(700 ‘,:ff“" Sitio de deposicﬁot
(coletores)
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Figura 6: Representagdo do espago amostral em uma estagdo de coleta de sementes
constituida pelo sitio de deposicdo (dois coletores de sementes para amostragem de
sementes dispersas) e a vizinhanca (area circundante para amostragem de palmitos
frutificando).

A amostragem dos palmitos adultos foi realizada através da coleta de um
fragmento do caule (Figura 7). As sementes que apresentaram aspectos de
dispersédo (endocarpo limpo, sem sinal de polpa) foram amostradas nos coletores de
sementes a cada 40 dias durante o periodo de frutificacdo de E. edulis. As amostras
de sementes e tecido do caule foram acondicionadas em sacos de papel e silica gel

para a preservacao da amostra até as andlises laboratoriais.
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Figura 7: Representacdo da coleta de caule, de um palmito adulto frutificando (Fonte: foto
do autor).

3.4 Andlise genética

A analise genética consistiu na obtencéo dos gendtipos multilocos de sementes
dispersadas utilizando o tecido materno de sementes de E. edulis, ou seja, o
endocarpo (GODOY E JORDANO, 2001). A genotipagem do caule das potenciais
plantas maes também foi realizada (palmitos frutificando dentro da area circular).
Microssatélites foram escolhidos como marcadores moleculares para este trabalho
por serem altamente polimérficos, serem abundantes na maioria dos genomas,
estarem presentes em regides néo codificadores do DNA e por serem codominantes
e hipervariaveis permitindo assim a identificagdo de individuos (SELKOE &
TOONEN, 2006).

Para a andlise genética foram selecionadas ao acaso 10 sementes de cada
sitio de deposicdo. Todos os caules das plantas frutificando na vizinhanga foram
analisados. Estes tecidos foram genotipados utilizando oito marcadores moleculares

de microssatélites ja desenvolvidos para E. edulis (GAIOTTO, et al., 2001, Tabela 5).
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Tabela 5 — Caracteristicas dos locos de microssatélites de Euterpe edulis descritos por
(Gaiotto et al. 2001) que foram utilizados para a analise genéticas de sementes e adultos de
E. edulis em quatro areas de Mata Atlantica no estado de S&o Paulo, Brasil. Descrigao
contém a identificacdo dos pares de primers, sequéncias dos primers nas direc6es forward
(F) e reverse (R), variagdo do tamanho esperado dos alelos em pares de bases (pb),
temperatura de anelamento especifico para cada par de primer e nimero de acesso no
banco do GenBank.

Variacao do
tamanho | Temp N° de
Matriz dos alelos (°C) | acesso no
Primer| repetente Sequéncia dos primes (5°3) (pb) GenBank
EE3 |(AG)11.(AG)16 F: TTCgCgCACACTgAgAg 194-210 56 AF328881
R: ggTAgCgTTgATTggTCC
EE15 (AG)21 F: CCACACAgACACgCAgATAg 140-162 64 AF328873

R: CCTCATgAAgCATCgACCT

EE 23 | (A)14(AG)23 | F: gTTCTgCgATTCATACTCCTg | 100-132 58 | AF328877

R: TACGAACCAAGATggAGCAA

EE25 (AG) 26 F:CggATCCTgAgACTgAATTg 156-190 58 | AF 328878
R:CACACAgATTCAgAgCACA

EE45 (AG)28 F: AAAgGAAATTggCgTgACATC 70-154 56 AF328887

R: AACCAgTCTTCTCCCTCTCg
EE47 (AG) 20 F:CgAAATCAATQgTTTCAgTg 214-246 56 | AF 328874
R:AATTATTQTTgTgggCAgC

EE52 (AG) 22 F:TTCTgTggAgAgTCAATCATC 230-260 56 | AF 328888
R:AATCTgACAAggCCTCAAC

EE54 (AG)25 F: CATgTATCTAAggAACAAQg 140-160 56 AF328876

R: CTgTgCTCTCTCATTCTCA

3.4.1 Extracdo de DNA

As extracdes foram feitas utilizando o protocolo CTAB para isolamento de DNA
de plantas adaptado de BG Milligan (DOYLE & DOYLE, 1987). Segue:Prepara-se 0
tecido vegetal separando aproximadamente 200mg de cada amostra, no caso, 0
endocarpo das sementes e o caule das plantas adultas frutificando, em um tubo de
2mL. Adiciona-se posteriormente areia e beads nos tubos. O tecido € macerado por
1 minuto e 30 segundos (dependo da amostra faz-se necessario repetir o processo).
O material é centrifugado e sdo adicionados 900 pL/amostra de solucdo tampéo

CTAB 2%. Estes sao deixados em banho-maria, de preferencia com agitacéo, a
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65°C por 1-2 horas. Apés o banho-maria, centrifuga-se os tubos a 22°C por 15
minutos, a 13000 rpm. Retira-se o sobrenadante e este é transferido para um novo
tubo de 2 mL e sdo adicionados 600 pL/amostra de CIA (Cloroférmio alcool
isoamilico 24:1). As amostras sdo manualmente homogeneizadas e estas sao
centrifugadas a 6°C por 10 min, a 13000 rpm. Retira-se hovamente o sobrenadante,
este é transferido para tubo de 1,5mL e adiciona-se 600 pL de CIA por amostra. 13.
As amostras sdo manualmente homogeneizadas e estas sdo centrifugadas a 6°C
por 10min, a 13000 rpm. Retira-se pela ultima vez o sobrenadante e este é
transferido para tubo de 1,5 mL. Adiciona-se ao sobrenadante 200 pL de NaCl 5M e
aproximadamente 600 pL de Isopropanol (40% do volume final — volume do
sobrenadante x 0,6666). As amostras sdo manualmente homogeneizadas e levadas
ao freezer por, no minimo, 2 horas (preferéncia deixar durante a noite) para a
precipitacdo do DNA. Apds precipitacdo do DNA, centrifuga-se novamente por 30
minutos a 14000 rpm a uma temperatura de 16 °C, descarta-se o liquido (pellet-
concentrado de DNA - fica fixado na parede do tubo). A este material acrescenta-se
1000 pL de etanol 70% e centrifuga-se a 14000 rpm por 10 minutos (realiza-se duas
vezes este processo com o alcool 70%). Fez-se entdo uma Uultima lavagem,
utilizando-se 1000 pL de etanol 100%. Apos a retirada de todo o liquido do tubo o
mesmo é deixado em temperatura ambiente para secagem do pellet. Finalmente,
solubiliza-se o DNA em tampao TE (EDTA pH 8,0 - 0,5M e Tris-Cl pH 8,0 - 1M) e

RNAase 10mg/mL (1 pL)



3.4.2 PCR
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A técnica de PCR (Reagcdo em cadeia da polimerase) foi utilizada para

amplificar as regides de interesses. A partir do protocolo proposto por Gaiotto e

colaboradores (2001) para a amplificacdo dos locos selecionados, foram realizadas

otimizacdes nos protocolos para tecido de caule e endocarpo. Foram utilizados 8

pares de primers para cada tecido: endocarpo (Tabela 6) e caule (Tabela 7). Os

primers foram marcados com fluorescéncia (FAM, NED ou HEX).

Tabela 6: Otimizacao da PCR para tecido de endocarpo para os locos de microssatélites de
Euterpe edulis descritos por (GAIOTTO et al., 2001) utilizados neste trabalho. Os valores ao
lado de cada reagentes correspondem a concentragéo estoque dos mesmos.

EE3 EE15 EE23 EE25 EE45 EE47 EE52 EE54
DNA 3ul 3ul 3ul 3ul 3ul 3ul 3ul 3ul
Buffer (10x) | 1,3ul 1,3l 1,3l 1,3l 1,3l 1,3ul 1,3ul 1,3ul
dNTP
(25mM) 0,32ul | 0,32ul | 0,32ul | 0,32ul | 0,32ul | 0,32ul | 0,32ul | 0,32ul
Primer R
(0.9 uM) 2,88ul | 2,88ul | 2,88ul | 2,88ul | 2,88ul | 2,88ul | 2,88ul | 2,88l
Primer F
(0.9 uM) 2,88ul | 2,88ul | 2,88ul | 2,88ul | 2,88ul | 2,88ul | 2,88ul | 2,88ul
Taq (5u) 0,2yl 0,2yl 0,2yl 0,2yl 0,2ul 0,2ul 0,2ul 0,2ul
BSA
(62.5 mg/ml) | 0,65ul | 0,65ul | 0,65ul | 0,65ul | 0,65u | 0,65u | 0,65ul | 0,65ul
H20 0,86ul | 0,99ul | 0,99ul | 0,99ul | 0,99ul | 0,86ul | 0,86ul | 0,99ul
MgClz
(50mg/ml) 0,91ul | 0,78ul | 0,78ul | 0,78ul | 0,78ul | 0,92ul | 0,91ul | 0,78ul
Temperatura | 64-54°C | 68-64°C | 66-56°C | 68-58°C | 64-54°C | 60-50°C | 64-54°C | 66-56°C
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Tabela 7 Otimizacdo da PCR para tecido de caule para os locos de microssatélites de
Euterpe edulis descritos por (GAIOTTO et al., 2001) utilizados neste trabalho. Os valores ao
lado de cada reagentes correspondem a concentracéo estoque dos mesmos

EE3 EE15 | EE23 | EE25 | EE45 | EE47 | EES2 | EE54
DNA 3ul 2l 3ul 2l 3ul 3ul 3ul 3ul
Buffer (10x) | 1,3ul 1,3ul 1,3ul 1,3ul 1,3ul 1,3ul 1,3ul 1,3ul
dNTP
(25mM) 0,32ul | 0,32ul | 0,32ul | 0,32ul | 0,32ul | 0,32ul | 0,32ul | 0,32ul
Primer R
(0.9 uM) 2,88ul | 1,8ul | 2,88ul | 1,8ul | 2,88ul | 2,88ul | 2,88ul | 2,88l
Primer F
(0.9 um) 2,88ul | 1,8ul | 2,88ul | 1,8ul | 2,88ul | 2,88ul | 2,88ul | 2,88l
Taq (5u) 0,2ul 0,2ul 0,2ul 0,2ul 0,2ul 0,2ul 0,2ul 0,2ul
BSA
(62.5 mg/ml) | 0,65ul | 0,52ul | 0,65ul | 0,52ul | 0,65ul | 0,65ul | 0,65ul | 0,65ul
H20 0,99ul | 4,41ul | 0,99ul | 4,42ul | 0,99ul | 0,99ul | 0,99ul | 0,99l
MgClz
(50mg/ml) | 0,78ul | 0,65ul | 0,78ul | 0,65ul | 0,78ul | 0,78ul | 0,78ul | 0,78ul
66- 68- 66- 60- 64- 66- 66- 66-
Temperatura| 56°C | 64°C | 58°C | 68°C | 54°C | 56°C | 56°C | 56°C

3.4.3 Analise dos genotipos

A genotipagem das amostras foi realizada por meio da analise de fragmento.
Para isso foi identificado o tamanho em pares de bases do fragmento de DNA
amplificado com o par de primers de cada microssatélite utilizando duas multiplex
(Tabela 8) de primers fluorescentes FAM, HEX e NED. O marcador de tamanho
utilizado nas genotipagens foi 0 ROX. Os alelos foram identificados com o auxilio do
programa GeneMapper. Para evitar erros de genotipagem associados ao tipo de
marcador de microssatélites (SELKOE & TOONEN, 2006) foram repetidas a

extracdo, PCR e genotipagem de amostras duvidosas.
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Tabela 8: Multiplex e seus primers com suas respectivas fluorescéncias FAM (de
fluorescéncia azul), NED (de fluorescéncia amarela) e HEX (de fluorescéncia azul) e
variagdo do tamanho dos locos esperados.

Variacdo de tamanho esperado (pb)
Multiplex |Primer |Fluorescéncia
1 EE23 FAM 84 - 140
1 EE52 FAM 180 - 260
1 EE45 HEX 88 - 160
1 EE3 HEX 180 - 270
2 EE15 FAM 130-170
2 EE54 HEX 114 - 170
2 EE47 FAM 190 - 280
2 EE25 NED 140 - 200

3.5 Andlises estatisticas

3.5.1 Diversidade genética

A diversidade genética das sementes e dos adultos foi calculada para cada
populacao utilizando os indices de heterozigosidade esperada (He) e observada
(Ho), riqueza alélica (AR) e coeficiente de endocruzamento (Fis) com o auxilio do
pacote Hierfstat (GOUDET, 2005) do software R (R Development Core Team 2009).

A heterozigosidade esperada (He) indica a probabilidade de um individuo ser
heterozigoto em um loco de acordo com suas frequéncias alélicas. Caso a
populacdo esteja no equilibrio de Hardy-Weinberg, o valor observado de
heterozigosidade coincide com a frequéncia esperada de heterozigotos (He). Ja a
heterozigosidade observada € o numero de heterozigotos em um determinado loco
dividido pelo nuamero total de individuos amostrados. A riqueza alélica indica o
namero de alelos diferentes segregando em uma populacdo. E o coeficiente de
endocruzamento mede o grau de endocruzamento dentro de individuos em relacéo
a populacdo e € um resultado da autofecundacdo e cruzamento entre individuos
aparentados.

Para avaliar se as métricas de diversidade genética variam significativamente
entre adultos e sementes primeiramente calculamos a diferenga observada entre as

meétricas obtidas para os adultos em relacédo as métricas das sementes. Em seguida,
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a diferenca observada foi comparada a esperada ao acaso. A diferenca esperada ao
acaso foi gerada amostrando aleatoriamente todos os gendtipos de sementes de
cada populacdo (com reposicdo) para constituir o grupo de sementes. As métricas
de diversidade e a diferenca entre adultos e sementes aleatorizadas foram
calculadas para 100 amostras. O valor observado foi considerado significativamente
diferente do esperado ao acaso se localizado nos 2,5% dos valores extremos da

distribuicdo, considerando um nivel de significancia de 0.05.
3.5.2 Andlise da maternidade, fraternidade e coancestria

Apés a identificagcdo dos genotipos do endocarpo das sementes dispersadas
(tecido materno) e do caule das arvores frutificando no raio de 8 metros (potenciais
plantas méaes) utilizando oito locos de microssatélites, foram realizadas as analises
de maternidade utilizando o pacote Allele Match (GALPERN et al., 2012) do software
R. Para isso, maternidade foi atribuida a um adulto quando o genétipo multilocos da
semente combinasse com o gendtipo de alguma arvore adulta dentro da vizinhanca
(Figura 7). Conduziu-se a analise de maternidade através da completa exclusdo de
plantas adultas que tivessem pelo menos dois alelos ndo compativeis com a da
semente (KARUBIAN et al., 2010).

Palmitos
A B C D Imigragdo
_ Ai1Az2B3Bs _ _ _
2 _ A1A2B3Bs _ _ _
3 AzA2BaBs _ _ _ _
4 _ _ _ _ 1
5 _ _ _ AzASB1B2 _
B _ _ _ _ 1

Vizinhanca

Figura 7: Representacdo hipotética das relacdes de maternidade atribuidas as plantas
reprodutivas na vizinhanga amostrada. Das 6 sementes dispersas, 4 tiveram gendtipos
compativeis a plantas na vizinhanga, enquanto que duas sementes (nimero 4 e 7) néo
puderam ser atribuidas a nenhum adulto, configurando, portanto, como um evento de
imigracdo (sementes oriundas de plantas desconhecidas localizadas fora da vizinhancga).
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As sementes foram consideradas como oriundas de plantas desconhecidas
localizadas fora da vizinhanca quando n&o era possivel atribuir maternidade dentro
da vizinhanca. Nesses casos, inferimos que as sementes foram dispersas a
distancias maiores do que 8 m da planta-mée (raio de amostragem), configurando
como um evento de imigracédo local. Com base nessa informacao calculamos a
propor¢cdo de imigracdo de sementes para cada sitio de deposicdo como sendo o
namero de sementes consideradas imigrantes em relacdo ao total de sementes
dispersas amostradas. Essa métrica foi obtida para cada sitio de deposicdo e uma
média foi extraida para cada area.

As menores distancias acarretardo em uma alta limitacdo da dispersao pela
distancia, por exemplo, quando a limitacdo for extremamente alta 100% das maes
estardo dentro da vizinhanca, indicando que todos os eventos de dispersédo foram
menores do que 8 metros.

Com os gendtipos maternais das sementes, também foi possivel caracterizar
relac@es fraternas (irmandade). Nesse caso, sementes contendo o mesmo genaotipo
foram consideradas irmas maternas, mesmo se a planta-mée n&o tiver sido
identificada dentro da vizinhanca.

Além da atribuicAo de maternidade e fraternidade avaliamos se a relagéo
genética entre sementes dentro dos sitios de deposi¢cao € maior do que esperado ao
acaso, indicando relacdo de coancestria dentro de agrupamentos de sementes. As
analises para detectar se existe estrutura genética espacial entre sementes e adultos
de cada populacdo foram realizadas com base na estimativa do coeficiente de
coancestria, que estima a probabilidade de identidade dos alelos em dois genes
homologos amostrados da mesma maneira. O coeficiente de coancestria multiloco
com base em Loiselle et al. (1995) foi estimado entre sementes dentro dos sitios de
deposicdo em relacdo a populacdo total (sementes e adultos) em cada uma das
areas usando o pacote Demerelate (KRAEMER, 2016) do software R.

Foram feitas 200 simula¢Bes a partir da amostragem aleatéria (com reposi¢ao)
de 10 genotipos por sitio de deposigéo a partir de todos os genotipos amostrados na
populacdo (sementes e adultos). Construimos uma distribuicdo esperada da meédia
da coancestria entre sementes simuladas nos sitios e sobrepusemos a distribuicao

observada da coancestria entre as sementes nos sitios de deposi¢cdo em cada area.
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4 Resultados
4.1 Diversidade Genética

Um total de 361 sementes (endocarpo) e 321 adultos (caule) foi analisado.
Nem todos os sitios de deposicao tiveram sementes dispersas em seus coletores.
De 15 sitios, 2, 3, 6, 0 ndo receberam nenhuma semente dispersa e 10, 4, 2 e 10
receberam mais de 10 sementes em Santa Genebra, Casa Branca, Caetetus e
Santa Virginia, respectivamente. Para a andlise dos genoétipos selecionamos
aleatoriamente 10 sementes (ou 0 maximo encontrado nos coletores). Segue abaixo
uma tabela (Tabela 9) contendo o numero de adultos e sementes coletados e

genotipados separados por area.

Tabela 9: NUmero de sementes e adultos coletados e genotipados em cada area de estudo.

Area N° de adultos | N° de adultos | N° de sementes | N° de sementes
coletados genotipados coletadas genotipadas
Santa Virginia 112 112 361 154
Caetetus 18 18 59 59
Santa Genebra 162 162 371 79
Casa Branca 29 29 119 69
Total 321 321 910 361

Os adultos tiveram maiores valores de He em relacdo as sementes. A area de

Santa Genebra teve o menor valor de He para os adultos (0,8), para as sementes as
quatro areas obtiveram resultados parecidos (Santa Virginia 0,79; Caetetus 0,82;
Casa Branca 0,81; Santa Genebra 0,80) (Figura 8A). Todas as areas obtiveram
resultados significativos da diferenca de He entre adultos e sementes em relagédo a
distribuicdo ao acaso, mostrando que a He em adultos foi significativamente maior

do que em sementes em todas as areas (Figura 8B).
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Figura 8: A) Valores da heterozigozidade esperada (He) para adultos e sementes em cada
area de estudo, com seus respectivos desvios padrbes em relacdo as diferencas entre
locus. B) Diferenca de He entre sementes e adultos em relacdo a populacéo total de cada
area, as barras mostram a distribuicdo das diferengcas esperadas ao acaso, mostrando a
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significancia dos valores observados. Aqueles que obtiveram resultados significativos
(p<0,05) estdao marcados com um asterisco (*).

As populagbes ndo apresentaram desvio do Equilibrio de Hardy-Weinberg,
indicando que nao houve diferenca significativa entre He e Ho para nenhum loco.
Assim como He, os adultos obtiveram valores de Ho maior do que as sementes. A
area de Santa Genebra teve o menor valor de Ho para os adultos e sementes (0,87
e 0,70, respectivamente), as outras trés areas obtiveram resultados parecidos de Ho
tanto para sementes (Santa Virginia 0,65; Caetetus 0,68 e Casa Branca 0,64)
guanto para adultos (Santa Virginia 0,81; Caetetus 0,84 e Casa Branca 0,75) (Figura
9A). Da mesma maneira, Ho foi significativamente maior em adultos do que em

sementes em todas as areas (Figura 9B).
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Figura 9: A) Valores da heterozigozidade observada (Ho) para adultos e sementes em cada
area de estudo, com seus respectivos desvios padrbes em relacdo as diferencas entre
locus. B) Diferenca de Ho entre sementes e adultos em relacdo a populagéo total de cada
area, as barras mostram a distribuicdo das diferencas esperadas ao acaso, mostrando a
significancia dos valores observados. Aqueles que obtiveram resultados significativos
(p<0,05) estdao marcados com um asterisco (*).

Todas as quatro &reas tiveram valores parecidos de Ar tanto para adultos
(Santa Virginia 6,25; Caetetus 6,63; Santa Genebra 6,07 e Casa Branca 5,54)
guando para sementes (Santa Virginia 8,91; Caetetus 9,23 ; Santa Genebra 9,67 e
Casa Branca 9,19), ndo mostrando nenhum padrdo para diferenciar areas de
reserva e areas fragmentadas e defaunadas (Figura 10A). As sementes das areas
estudadas possuem maior Ar em relacdo aos adultos, no entanto essa relagcdo nao

foi significativa na area de Santa Genebra (Figura 10B).
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Figura 10: A) Valores da riqueza alélica (Ar) para adultos e sementes em cada area de
estudo, com seus respectivos desvios padrées em relacdo as diferencas entre locus. B)
Diferenca de Ar entre sementes e adultos em relacdo a populagéo total de cada area, as
barras mostram a distribuicdo das diferencas esperadas ao acaso, mostrando a significAncia
dos valores observados. Aqueles que obtiveram resultados significativos (p<0,05) estdo
marcados com um asterisco (*).
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Todos os valores de endocruzamento das quatro populagbes foram menores

do que 0.21, sendo que a area de Santa Genebra teve o maior valor de Fis para

adultos (0,18) e sementes (0,21).

ASs outras

trés populacdes diferiram

consideravelmente nos valores para adultos (Santa Virginia 0,05 ; Caetetus 0,06 e

Casa Branca 0,04) e sementes (Santa Virginia 0,19 ; Caetetus 0,18 e Casa Branca

0,14) (Figura 11A). Em todas as éareas os coeficientes de endocruzamento das

sementes foram significativamente superiores aos dos adultos (Figura 11B).
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Figura 11: A) Valores do coeficiente de endocruzamento (Fis) para adultos e sementes em
cada area de estudo, com seus respectivos desvios padrées em relagdo as diferengas entre
locus. B) Diferenca de Fis entre sementes e adultos em relacédo a populacdo total de cada
area, as barras mostram a distribuicdo das diferencas esperadas ao acaso, mostrando a
significAncia dos valores observados. Aqueles que obtiveram resultados significativos
(p<0,05) estdao marcados com um asterisco (*).

4.2 Maternidade e coancestria

Das 361 sementes analisadas apenas foi possivel atribuir maternidade para
1,66%, indicando que a dispersdo de sementes é definitivamente superior a 8
metros em todas as areas (Tabela 10). Devido ao baixo numero de atribuigbes e alta
taxa de imigracdo em todas as areas néo foi preciso testar um modelo estatistico
para verificar a influéncia do tipo de area (fragmento ou remanescente) sobre a
disperséo.

Em relacdo a fraternidade, encontramos uma porcentagem maior de relagdes
familiares. Caetetus e Santa Genebra foram as areas com maior relacdo de

fraternidade dentro dos sitios. Das 59 sementes genotipadas de Caetetus, 22
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tiveram relagdo de parentesco (37,3%), em Santa Genebra 34 sementes tiveram
relacédo de parentesco (43%) dentre as 79 genotipadas (Tabela 10).

Tabela 10: Resultados no numero de mées encontradas (compatibilidade de alelos entre
sementes e adultos) e de sementes irmas (compatibilidade de alelos entre sementes) além
do numero da estacdo em que foram encontradas as sementes irmas em cada area de
estudo.

N° de N° % das sementes N° de estacbes
) sementes com | sementes totais que sédo com sementes
Area mae atribuida irmas irmas irmas
Santa Virginia 1 11 v “
Caetetus 2 22 37 6
Santa Genebra 3 34 43 9
Casa Branca 0 2 3 1

A partir do gréfico de distribuicdo dos valores de coancestria entre as sementes
dentro dos sitios de deposi¢ao verificamos que os valores médios observados sdo
consistentemente maiores do que aqueles esperados se a dispersdo ocorresse
espacialmente ao acaso (Figura 12). Embora em média a coancestria observada
seja maior do que o acaso, indicando geracdo de estrutura genética espacial em
estagios iniciais do recrutamento, uma grande parcela dos sitios possuem
coancestria proxima do esperado ao acaso (sobreposicdo das curvas esperadas ao

acaso o observado).
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Figura 12: Representacdo dos dados do coeficiente de coancestria entre sementes de
Euterpe edulis esperados ao acaso (preto) e observados (vermelho) com as suas médias
(linhas verticais) em quatro populacbes no Estado de S&o Paulo.

Santa Genebra é a area que possui os valores de coancestria observados
mais parecidos com o esperado (25% das suas sementes dispersas tém valores de
coancestria maiores que 0,04). Ja a area de Santa Virginia possui um maior intervalo
de valores de coancestria para 5-8% das suas sementes dispersas. Nas areas de
Caetetus e Casa Branca as sementes sdo mais aparentadas do que o esperado ao
caso. Caetetus possui 15% das suas sementes dispersas com valor de coancestria
maior que 0,04, ja em Casa Branca 15% das sementes dispersas obtiveram valores

de coancestria maior que 0,05.
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5 Discusséao

Nés esperavamos que tanto a diversidade genética das sementes relativa a
dos adultos, quanto a dispersdo de sementes e de genes fossem maiores em
remanescentes florestais mais preservados do que em fragmentos defaunados. De
maneira geral, nenhuma das nossas expectativas foi corroborada. Encontramos
altos niveis de diversidade genética em todas as areas e distancias de disperséo de
sementes que foram além do raio de vizinhancga, indicando que a fauna dispersora
de semente que persiste em areas fragmentadas tem sido eficiente na

movimentag&o de novos individuos.

Diversidade Genética

N&ao foram encontradas diferencas na diversidade genética ao se comparar as
areas de fragmentos defaunados e remanescentes florestais mais preservados. Da
mesma maneira, a diversidade genética do palmito E. edulis em fragmentos
encontra-se alta e comparavel a encontrada em reservas de remanescentes
florestais.

As quatro areas de estudo obtiveram valores altos de riqueza alélica (Ar) para
sementes e adultos, e levando em conta a diferenca entre os estagios de vida
(adultos e sementes) ndo existe diferenca perceptivel entre as areas fragmentadas e
reserva. A riqueza alélica das sementes, no entanto, € maior do que a dos adultos
em todas as areas. O que pode ser explicado pelo fato das sementes dispersas
coletadas virem fora da zona de vizinhanga, ou seja, fora do raio de 8 metros —
trazendo gendtipos e alelos novos para o sitio de deposicdo. Além disso, é possivel
gue muitos desses alelos sejam perdidos ao longo da vida do individuo, de forma
que seja natural uma maior riqueza alélica em estagios iniciais, mas filtros
ecologicos e genéticos podem diminuir a frequéncia de certas variantes alélicas. A
grande homogeneidade dos indices de diversidade entre as quatro areas de estudo
e entre adultos e sementes sugere que a quantidade de individuos adultos é
suficiente para balancear a perda natural de variabilidade genética pela deriva
(CONTE et al. ,2003).

Comparando-se areas fragmentadas e areas de reserva, percebe-se pouca

diferenca nos valores de Heterozigosidade esperada (He) e observada (HO)
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indicando que as populagbes ndo desviam do equilibrio de Hardy-Weinberg. J&
comparando o0s estdgio de vida, adultos possuem maiores valores de
heterozigozidade em relacdo as sementes. O aumento observado nas frequéncias
de heterozigotos de sementes para adultos pode ser explicado pela sobreposicéo de
geracbes e também poderia ser gerado pelo aumento da sobrevivéncia dos
individuos mais heterozigotos (HOSSAERT-MCKEY et ali, 1996; REIS et al, 1998).
Todas as areas obtiveram resultados significativos na diferenca de Ho e de He entre
sementes e adultos mostrando que essa diferenca ndo € necessariamente mais
significativa em fragmentos.

Todos os valores de endocruzamento (Fis — coeficiente de endocruzamento)
foram baixos em adultos, indicando uma alta probabilidade de exocruzamento
devido a polinizacdo por insetos. Esses resultados corroboram outros estudos de
sistema reprodutivo de E. edulis, Conte et al. (2008) mostrou valores de 0.08 a 0.16
para plantulas em quatro populacdes, e valores de 0,08 a 0,12 para adultos para
estas mesmas populacdes. Gaiotto et al. (2003) também obteve baixos valores de
Fis para adultos (PNP=0.06 e IBGE=0.11) e plantulas (PNP=0.04 e IBGE=0.01) para
duas populacdes de palmito jucara diferentes (PNP e IBGE). O coeficiente de
endocruzamento em sementes, no entanto, foram maiores indicando uma maior
endogamia no estagio de sementes do que entre adultos. Esse resultado é esperado
ja que as sementes avaliadas provém de uma Unica estacdo de floracdo e
frutificacdo de palmito, indicando que provavelmente ocorre cruzamento entre
individuos aparentados e que sementes aparentadas estdo sendo dispersas. Em
relagdo a significancia da diferenca entre o Fis de adultos e sementes, todas as
areas obtiveram valores de p menores que 0,05, indicando que esta diferenca é
significativa em ambas areas fragmentadas e preservadas. E possivel que o nivel de
endocruzamento seja reduzido ao longo dos estagios de vida por duas razdes: perda
de individuos homozigotos que podem ter menor sucesso de sobrevivéncia
(endogamia biparental) ou incorporacdo de novos gendtipos que acumulam em
estagios mais avancados ao longo do tempo (FRANKHAM et al., 2008).

Além disso, nossos resultados estédo de acordo com outros estudos sobre as
espécies tropicais, onde as espécies com ampla distribuicdo geografica, reproducao
por exocruzamento e altas taxas de fluxo génico, tém mais variabilidade genética
dentro das populacdes e, consequentemente, baixa divergéncia entre as populacoes
(HAMRICK & GODT, 1990). Todas as populacbes apresentam limitacdo na



40

dispersédo de sementes e genes, fato comprovado através da diferenca nos valores
de todas as métricas de diversidade entre adultos e sementes. A circulagdo de
genes dentro de populacbes de plantas estad condicionada tanto pela densidade e
arranjo espacial dos individuos, como pelas relacbes de natureza genética
existentes entre eles (MARTINS, 1987). J4 a limitacdo na dispersdo pode estar
ligada a fatores como a quantidade de sementes removidas assim como a maneira
como essas sementes sdo disseminadas no ambiente (GRIVET E GARCIA, 2011) e
namero limitado de dispersores efetivos e o comportamento de forrageio e uso do
espaco dos mesmos (JORDANO & GOMEZ, 2010).

Maternidade, fraternidade e coancestria

A falta de compatibilidade dos gendétipos entre sementes e adultos (planta-méae)
indica que grande parte das sementes dispersas sao provenientes de palmitos vindo
fora da area circular de oito metros (vizinhancga). N6s esperavamos que os sitios de
deposicdo apresentassem um elevado numero de progénies maternas das arvores
frutificando em suas proximidades. Porém nossos resultados ndo corroboraram a
hip6tese de que pequenos frugivoros dispersam as sementes nas proximidades das
plantas mde (GARCIA & GRIVET, 2011; SCHUPP et al. 2002). Tal resultado, mais
uma vez, enfatiza que os pequenos frugivoros das areas defaunadas e
fragmentadas sdo eficientes em carregar as sementes para longe da vizinhanca
préxima das plantas reprodutivas.

Embora as sementes tenham sido dispersas além da zona de vizinhanca das
plantas-maes, encontramos uma alta coancestria entre sementes localizadas no
mesmo local, indicando que a atividade dos frugivoros resultou em uma agregacao
espacial de progénies maternalmente relacionados nos sitios de deposi¢cdo em todas
as quatro areas de estudo. Estudos ja realizados por Garcia e colaboradores (2009)
envolvendo maternidade de sementes indicaram que as sementes depositadas nos
mesmos coletores tendem a ser maternalmente correlacionados (ou seja, elas tém
uma probabilidade elevada de serem meio-irmas maternas). O resultado da
coancestria também é condizente com a analise de fraternidade que realizamos no
estudo sendo que sitios de deposicdo com maior numero de sementes irmas eram
aguelas com altos coeficientes de coancestria. Em areas fragmentadas os

frugivoros, mesmo de pequeno porte, se movimentam muito para conseguir recurso
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(RAMOS, dados nao publicados), com isso acabam percorrendo grandes distancias,
0 que explica ndo termos encontrado nenhuma mée e o menor nimero de sementes
irmas encontrados na area de Casa Branca. Santa Genebra apesar de também ser
uma area fragmentada € rodeada por matriz urbana, o que néo possibilita os animais
opcbes além das encontradas nos fragmentos. Além disso, a populacdo de palmito
neste local estq agregada em apenas uma parte do fragmento, o que aumentou a
probabilidade das sementes dispersas serem da mesma mae.

Portanto, a distribuicdo dos individuos dentro de uma populacéo e a distancia
de disperséo de sementes longe da planta-mée podem ser reflexo do padrédo de
movimentacao de cada dispersor (HARDESTY et al. 2005) que interage diretamente

com as feicdes da paisagem e distribuicdo dos recursos alimentares.



42

6 Conclusao

A falta de associacdo consistente entre a defaunacdo, fragmentacdo e
diversidade genética de adultos pode ser explicada pela recente fragmentacdo da
Mata Atlantica comparada com o ciclo de vida (KRAMER et al., 2008). A
fragmentacao da Mata Atlantica foi intensificada aproximadamente 200 anos, com 0
estabelecimento de extensas plantacfes de café no Estado de Sdo Paulo (GALETTI
et al., 2013), j& o palmito jucara leva de 10 a 12 anos para atingir a vida adulta
reprodutiva. O grande tamanho efetivo populacional desta espécie também pode
explicar essa falta de associacdo, pois a densidade influencia a quantidade de fluxo
génico e a estruturacdo genética entre populacdes de plantas. Quanto maior a
densidade, maior a quantidade de fluxo génico e menor a estruturacao genética das
populacées (Wright 1943). Além disso, um maior tamanho populacional impede
perda de alelos devido a deriva genética (SEOANE et al., 2000), o que diminuiria a
variabilidade dentro de populacdes, portanto uma maior densidade impede a perda
da diversidade genética dentro das populacdes (BARRET & KOHN, 1991).

No entanto, esperava-se que o resultado da defaunacéo fosse perceptivel na
coorte das sementes, visto que representam os genotipos filtrados pelos agentes
dispersores atuais e, portanto refletem processos mais imediatos ocorrendo nessas
areas, como a diminuicdo do tamanho das sementes. Essa hipbtese nédo foi
corroborada, indicando que os dispersores de menor porte, como 0s sabias Turdus
spp. sao eficientes para dispersar sementes e genoétipos de multiplas plantas-mae,
ajudando a manter a diversidade genética das geracdes futuras.

Apesar de ndo termos encontrado diferencas na diversidade genética entre
adultos e sementes ao se comparar as areas de fragmentos defaunados e reservas,
o efeito pode ser multiplicativo entre fendtipo e diversidade genotipica. As
populacbes de de E. edulis analisadas ainda apresentam niveis elevados da
diversidade genética e riqueza alélica indicando que os Turdus, aves encontradas
em toda a distribuicdo da Mata Atlantica, sdo 6timos dispersores e mantenedores da
diversidade genética.

Em é&reas fragmentadas os Turdus sdo a espécie de dispersores de sementes
mais comuns (GALETTI, 2013). Estes dados juntamente com os dados de
diversidade genética encontrados neste trabalho podem melhorar a nossa

compreensao sobre a manutencdo e regeneracdo de florestas. Mostrando a
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importancia dos pequenos frugivoros na manutencdo da diversidade em sementes,
tornando mais perceptivel sua estima em estudos em areas defaunadas e

fragmentadas.
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