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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar a existéncia de estruturagcdo genética matrilinear em macaranduba
(Manilkara huberi). Foram avaliados 481 individuos adultos de M. huberi, distribuidos em 200 hectares de uma
populacdo natural na Floresta Nacional do Tapajds, Belterra, PA, e 88 regenerantes, com base na andlise de nove
microssatélites de cloroplasto e, de 96 individuos adultos, selecionados aleatoriamente na drea de 200 ha, foi
realizado o seqiienciamento de trés regides ndo codificadoras de cpDNA. Nao foi detectado polimorfismo de
seqiiéncia. A andlise da variabilidade haplotipica mostrou polimorfismo relativamente limitado, que resultou em
15 haplétipos, com diversidade genética total (hy) de 0,898. Foi detectada a existéncia de estruturacio genética
significativa em distancias de até 250 m, o que indica dispersdo de sementes restrita e confirma o padrio de
organizacao espacial da variabilidade genética mostrado pela andlise de DNA nuclear, o que evidencia isolamento
por distancia e a necessidade de manutencao de grandes dreas de floresta primdria para garantir a sobrevivéncia
de maior nimero de subpopulacdes.

Termos para indexacgd@o: conservagdo, estruturagdo genética espacial, magaranduba, manejo, microssatélite,
seqlienciamento.

cpDNA variability in Manilkara huberi, a species under sustainable
management in the Brazilian Amazon

Abstract — The objective of this work was to evaluate the existence of matrilineal genetic structure in magaranduba
(Manilkara huberi). Evaluations were performed for 481 adult individuals of M. huberi, distributed in 200 hectares
of a natural population in the Floresta Nacional do Tapajés, Belterra, PA, Brazil, and 88 plantules, based on nine
chloroplast microsatellite loci and, of 96 individuals, selected randomly in the 200 ha area, it was carried out the
sequencing of three intergenic regions from the cpDNA. No sequence polymorphism was detected. The analysis
of the haplotypic variability showed a relatively low polymorphism, which resulted in 15 haplotypes, with total
genetic diversity (h;) of 0.898. Significant genetic structure until 250 m was detected, which indicates that seeds
are restrictedly dispersed and confirms the pattern of spatial organization of the genetic variability, showed by
the nuclear DNA analysis. This indicates isolation by distance and the need of maintenance of primary forest
large areas to allow the surviving of a greater number of subpopulations.

Index terms: conservation, spatial genetic structure, magaranduba, management, microsatellite, sequencing.

Introducao

A fragmentacdo florestal, em decorréncia da
exploracdo de recursos madeireiros, pode resultar em
diminuicdo do potencial evolutivo das espécies, tornando-
as isoladas e vulnerdveis a eventos ambientais,
demogréficos e genéticos. Os efeitos genéticos
associados a reducdo do tamanho populacional sdo
primordialmente: a restri¢ao no fluxo génico, a derivae
o endocruzamento, o que geralmente resulta na
diminui¢do da diversidade genética (Keller & Waller,
2002).

Neste sentido, estudos de genética molecular tém se
tornado parte integrante de diversos estudos de
conservacio (Haig, 1998). Em plantas, os estudos
comparativos de genoma nuclear, de heranca biparental
e citoplasmatica e de heranca geralmente uniparental
podem promover informagdes complementares (Williams
et al., 2005) e até mesmo contrastantes a respeito da
estrutura genética de populacdes naturais (McCauley,
1995).

Informacdes quanto ao grau de organizacio e
dinamica da variabilidade genética em populacdes de
uma espécie sdo fundamentais para se delinearem
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estratégias eficientes de conservacdo e para a definicao
de estratégias de manejo sustentdvel. Entretanto,
estudos desta natureza, para espécies arboreas tropicais,
ainda sdo poucos (Dayanandan et al., 1999; Collevatti,
2001; Cavers et al., 2003; Lemes et al., 2003; Cloutier
et al., 2007; Silva et al., 2008).

A obtencido e a andlise de dados discretos a partir de
marcadores moleculares, com base em polimorfismo de
DNA, tém se tornado uma forma eficiente de gerar
informagdes para um grande nimero de individuos,
populacdes e espécies. A evolugao e a disponibilizacio
de técnicas de biologia molecular tém contribuido
significativamente para as investigacdes, cada vez mais
detalhadas, da diversidade genética.

Tendo-se em vista a taxa de evolucdo lenta do genoma
de cloroplasto (cpDNA), polimorfismos de haplétipos
de microssatélites de cpDNA e de fragmentos de
restri¢do ou seqiienciamento de regides intergénicas tém
sido tradicionalmente utilizados para investigacodes
filogenéticas interespecificas, pois se trata de uma
molécula altamente conservada. As alteracdes ocorrem
principalmente no tamanho do genoma, por meio de
adicdo de novas seqiiéncias ou delecdo de seqiiéncias
existentes, geralmente pequenas, que envolvem de um
a dez pares de base, localizados em regides nado
codificadoras (Palmer, 1987). Vale ressaltar que regides
com maior grau de variacdo tém sido detectadas no
genoma de cloroplasto, o que permite estudos de genética
molecular intraespecificos (Collevatti et al., 2003;
Cloutier et al., 2005).

Estudos mostraram que a diversidade intraespecifica
no cpDNA pode ser suficiente para estudos populacionais
(Soltis et al., 1992). Weising & Gardner (1999)
desenvolveram uma série de marcadores microssatélites
(SSR) de cloroplasto altamente conservados e universais
para angiospermas. Taberlet et al. (1991) desenvolveram
iniciadores universais que tornaram possivel a
amplifica¢do via PCR e o seqiienciamento direto de duas
regides nao codificadoras, o que tornou mais acessivel
o DNA de cloroplasto para estudos intraespecificos.

Manilkara huberi (Ducke) A. Chev. € popularmente
conhecida como macaranduba ou macaranduba
verdadeira, atinge até 50 m de altura, possui tronco ereto
e cilindrico, com ritidoma marrom-acinzentado a escuro
ou avermelhado, com fissuras profundas. Sua madeira
é muito dura e resistente, e € a espécie da familia
Sapotaceae com madeira mais densa — entre 0,9 e
1,04 g cm™ (Ferraz et al., 2004). Ocorre na Amazonia,
principalmente em regides de terra firme. Pode ser
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encontrada no Caribe, América Central e América do
Sul e no Velho Mundo.

Esta € uma das espécies arbdéreas amazdnicas mais
conhecidas e de maior ocorréncia (10,5 individuos ha'!
de 0 a 140 cm de DAP), mesmo entre espécies do
mesmo género (Embrapa, 2004). No grupo sucessional,
pode ser considerada espécie-climax, é hermafrodita, e
algumas de suas populacdes florescem em intervalos
de cinco anos, enquanto outras florescem anualmente.
Suas flores sdo polinizadas por moscas e abelhas que
apresentam voo de médio alcance.

Um estudo anterior, a respeito da variabilidade
genética autossdmica de uma populacdo de M. huberi,
em floresta primdria no Estado do Pard, indicou que a
espécie apresenta elevada diversidade genética, embora
com endocruzamento significativo (f = 0,22). Tem fluxo
de pdlen restrito (em torno de 49 m), alta taxa de
cruzamento entre parentes (28%) e estruturacio
genética espacial (300 m) (Azevedo et al., 2007).
A comparacio do polimorfismo de seqiiéncias nucleares
e citoplasmaticas poderd auxiliar o entendimento das
contribuicdes de dispersao de semente e pdlen, na
defini¢do da estrutura genética de M. huberi. Esta
andlise comparativa permitird fazer inferéncias sobre o
passado da espécie, e definir se o nivel e a distribuicao
espacial da diversidade genética observada atualmente
representam um processo recente ou se sdo
caracteristicos da espécie em longo prazo.

A fim de confirmar a estrutura genética espacial da
espécie e seu padrio de fluxo génico, este estudo teve
como objetivo investigar a existéncia de estruturacao
genética matrilinear de uma populacdo de magaranduba,
com base na andlise cpSSR, e no seqiienciamento de
trés regides nao codificadoras de cpDNA tipicamente
polimérficas.

Material e Métodos

A populacdo de M. huberi estudada localiza-se em
500 ha de floresta primdria de terra firme da Amazonia
brasileira, em 4rea da Floresta Nacional do Tapajés
(FLONA Tapaj6s), no km 83 da BR 163 da Rodovia
Santarém—Cuiabd, Belterra, PA, a 2°51'S e 54°57'W .
Esta drea é parte de uma PEI (Parcela de Estudos
Intensivos), destinada a estudos ecoldgicos e genéticos,
no ambito do projeto Dendrogene, da Embrapa
Amazodnia Oriental (Kanashiro et al., 2002). No total, a
amostragem populacional para os estudos genéticos
constituiu-se de: 481 arvores com DAP a partir de 10 cm,
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que representavam o total de drvores nesta categoria,
em 200 dos 500 ha, e 88 regenerantes (DAP<10 cm),
com alturas entre 13 e 190 cm, distribuidos por toda a
area de 500 ha. Os tecidos vegetais, utilizados para a
extracdo de DNA, foram o cambio caulinar das arvores
e as folhas dos regenerantes.

A extracdo de DNA gendmico e a genotipagem dos
individuos foram realizadas no Laboratério de Genética
Vegetal, da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
(Cenargen), Brasilia, DF. A extracdo do DNA de cambio
e o de folhas foi realizada de acordo com o procedimento
que utiliza o detergente CTAB (Doyle & Doyle, 1987).
A quantificacdo do DNA foi feita por comparacdo com
DNA-padrdo (A DNA) em gel de agarose 1%, corado
com brometo de etidio. O DNA foi diluido para 1 ng uL-!.

Dez iniciadores SSR universais de cpDNA
sintetizados com base no genoma de tabaco (Weising
& Gardner, 1999), todos de repeti¢des de uma base,
foram testados em reacdes de PCR com DNA de
oito drvores de M. huberi, a fim de se obter a
temperatura de anelamento (T,) ideal para cada par
de iniciadores. Para isto, foram testadas temperaturas
entre 50 e 62°C. A reacdo de PCR consistiu da
seguinte combinacao de reagentes: 4 ng de DNA, 1x de
tampao de PCR (10 mM Tris-HCI, pH 8.3, 50 mM KCl),
2 mM de MgCl,, 0,27 uM de cada iniciador, 0,25 mM
de ANTP, 0,25 mg mL! de BSA, 1,3 U de Taq DNA
polimerase e 4gua ultrapura. Em cada par de iniciadores,
o “forward” foi marcado com fluorescéncia para leitura
em analisador automético de fragmento.

Para as reacdes de amplificacdo, foi utilizado o
seguinte programa no termociclador: 94°C por 10 min,
30 ciclos a 94°C por 1 min, T, (Tabela 1) por 1 min, 72°C
por 1 min e uma extensao de 72°C por 10 min.
A temperatura de anelamento foi variada, de modo a
aumentar a especificidade e eficiéncia de anelamento
de cada par de iniciadores.

As reagdes de PCR foram realizadas separadamente
para cada loco, diluidas (5:1), e sistemas multiplex com
dois ou trés locos foram montados com SSR marcados
com diferentes fluorocromos, ou com um mesmo
fluorocromo, porém com amplitudes alélicas distintas,
os quais foram misturados a 10 WL de um coquetel com
formamida HiDi (9 puL), marcador interno (ROX)
(0,25 uL) e 4gua ultrapura (0,75 pL). O marcador
interno fluorescente utilizado foi o desenvolvido por
Brondani & Grattapaglia (2001). Esta mistura foi
desnaturada por 5 min a 95°C e submetida a eletroforese.

Os produtos amplificados foram visualizados em gel
de agarose a 3,5%, corado com brometo de etidio.
A partir dos resultados das amplificacoes, as detecc¢des
de polimorfismo foram realizadas em analisador
automadtico de fragmentos, tendo-se utilizado o total de
individuos amostrados: 481 adultos e 88 regenerantes.
Para a determinacdo do tamanho exato do fragmento,
que pode variar por possivel escorregamento da Taq
DNA polimerase e em conseqiiéncia de possiveis
variagdes entre géis, dois individuos foram utilizados
como controle, em todas as placas.

Tabela 1. Locos cpSSR utilizados nas andlises da popula¢do de Manilkara huberi.

Loco Regido Seqiiéncia dos iniciadores (5’ —3”) Marcagao Amplitude  Amplitude SSR T, (C) N*de
alélica alélica alelos
esperada’’  observada

ccmp01 trnK intron F: CAGGTAAACTTCTCAACGGA 6-FAM 122-143 136144 (ThHio 56 4
R: CCGAAGTCAAAAGAGCGATT

ccmp02 5" to trnS F: GATCCCGGACGTAATCCTG 6-FAM 166234 209 (A 62 1
R: ATCGTACCGAGGGTTCGAAT

ccmp03 trnG intron  F: CAGACCAAAAGCTGACATAG HEX 89-119 114-116 (T)n 60 2
R: GTTTCATTCGGCTCCTTTAT

ccmp04 atpF intron F: AATGCTGAATCGAYGACCTA NED 115-220 136 (T3 60 1
R: CCAAAATATTBGGAGGACTCT

cemp05 3" to rps2 F: TGTTCCAATATCTTCTTGTCATTT 6-FAM 77-145 112-115  (C)«(T)o 56 4
R: AGGTTCCATCGGAACAATTAT

ccmp06 ORF 77-ORF 82 F: CATGCATATGTAGAAAGCC 6-FAM 93-111 114 (T)sC(T)7 62 1
R: CATTACGTGCGACTATCTCC

ccmp07 atpB-rbcL F: CAACATATACCACTGTCAAG NED 129-151 140-147 (A); 56 3
R: ACATCATTATTGTATACTCTTTC

ccmp09  ORF 74b-psbB  F: GGATTTGTACATATAGGACA HEX 96-104 98 (T)y 50 1
R: CTCAACTCTAAGAAATACTTG

ccmpl0 rpl2-rps19 F: TTTTTTTTTAGTGAACGTGTCA HEX 91-300 105 (T4 56 1

R: TTCGTCGDCGTAGTAAATAG

(DWeising & Gardner (1999).
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Para as andlises via seqiienciamento de trés regides nao
codificadoras de cpDNA (Taberlet et al., 1991; Young et al.,
1991), foram selecionados aleatoriamente 96 individuos de
M. huberi, distribuidos em 200 ha na drea da FLONA
Tapajos. As regides seqiienciadas foram: o segmento
amplificado com o par de iniciadores cpC e cpD, tendo-se
amplificado o intron do gene trnL (UAA); o segmento
amplificado com o par de iniciadores cpE e cpF que
amplifica o espaco intergénico entre o éxon trnL (UAA) e
trnF (GAA) (Taberlet et al., 1991); e o segmento da regido
ITS (internal transcribed space) que codifica a regiao 16S
de ribossomo, regido amplificada com o par de iniciadores
Y, e Y, (Young et al., 1991).

Para as reacdes de PCR, foram utilizados 2 ng de
DNA, 1x de tampao de PCR (10 mM Tris-HCI, pH 8.3,
50 mM KCl), 2 mM de MgCl,, 0,2 mM de cada dNTP,
0,2 mg mL-! de BSA, 0,2 uM de cada iniciador, 1 U de
Taq polimerase e 4gua ultrapura estéril, para um volume
final de 10 uL. Para as amplificacdes, foi utilizado o
seguinte programa: 94°C por 5 min, 25 ciclos a 94°C
1 min, 62°C por 1 min, 72°C por 30 s, € uma extensdo
de 72°C por 2 min. Para a confirmacgao e quantificacao
da amplificacdo, 5 uL. da reacdo foram aplicados em
gel de agarose a 1,5%, corado com brometo de etidio
(1 mg mL").

Para as reacdes de seqiienciamento, o produto de
PCR foi purificado com o uso de exonuclease I e SAP
(0,25 U de cada enzima em 5 pL de reagdo), por 1 hora
a 37°C. Apoés esse tempo, a atividade enzimética foi
neutralizada, tendo-se exposto a reacdo a 80°C por
30 min. Para as reacdes de seqiienciamento, foi utilizado
o kit da Applied Biosystems (BigDye terminator v3.1) e
iniciadores citados acima. Para cada reacdo de
seqlienciamento de 10 uL, foram utilizados 20 ng de
DNA (produto da PCR), 1,6 uM de iniciador “forward”
ou “reverse”, 1 uL. da solucdo pré-mix do kit de
seqlienciamento, 2 UL de tampao “save money” e dgua
ultrapura. A reacdo de seqiienciamento foi realizada de
acordo com o programa: 94°C por 2 min, 30 ciclos a
94°C 10 s, 50°C por 10 s, 60°C por 4 min. A eletroforese
das amostras foi realizada em analisador automatico de
fragmento. O protocolo de purificacdo da reacdo de
seqiienciamento utilizado foi de precipitacdo por Etanol/
EDTA, proposto pelo fabricante (Applied Biosystems —
BigDye terminator v3.1).

Os locos cpSSR foram analisados quanto ao nimero
de alelos por loco e nimero total de haplétipos tinicos
dentro da populacao.
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A diversidade genética populacional (ht) foi calculada
com o programa Permut (Pons & Petit, 1996).
As coordenadas geograficas dos individuos foram
registradas com o uso de GPS, e as estimativas de
estruturacdo genética espacial foram obtidas por meio
de calculo do indice I de Moran (Sokal & Oden, 1978).
Para isso, todos os possiveis pares de drvores foram
considerados como um conjunto e foram acessados para
cada uma das 19 classes de distincias pré-definidas.
A significancia total do correlograma foi testada pelos
critérios de Bonferroni. As andlises de autocorrelacio
espacial e os testes foram realizados com o programa
SGS (Degen et al., 2003).

Os resultados obtidos foram confirmados com o
programa SPAGeDi versdo 1.1 (Hardy & Vekemans,
2002), que calcula o coeficiente de coancestria (8yy)
entre pares de drvores. Este coeficiente foi estimado
para dez classes de distancias estabelecidas, conforme
Loiselle et al. (1995).

As andlises dos produtos de seqiienciamento foram
realizadas com o programa BioEdit. As seqiiéncias de
96 individuos adultos foram alinhadas e, nos casos
onde variacdo de seqiiéncia (delecdo, insercdo ou
substituicdo) foi detectada, duas novas reacdes de
seqiienciamento foram realizadas, para confirmacgao
do polimorfismo.

Resultados e Discussao

Entre os dez locos cpSSR utilizados nas andlises
preliminares, apenas um (ccmp 08) ndo amplificou
fragmentos de fécil interpretacdo. As temperaturas de
anelamento ideais, definidas para cada loco, variaram
entre 50 e 62°C (Tabela 1). Nas andlises conduzidas com
vistas a detecc@o de polimorfismo intraespecifico, seis
locos ndo apresentaram variacao haplotipica. O nimero
de alelos por loco polimérfico variou de dois a quatro.
Foram observados somente 15 haplétipos diferentes,
dentro da populacdo adulta composta por 481 individuos.
Um dos hapldétipos apresentou freqiiéncia de 60%, e
quatro haplétipos foram observados somente em um
individuo (Tabela 2).

Oito haplétipos foram identificados entre os
regenerantes, dos quais o mais freqiiente coincidiu com
o mais freqiiente na populacdo adulta (Tabela 2), e dois
nao foram identificados na populacio adulta, o que era
passivel de ocorrer, uma vez que a drea de amostragem
dos regenerantes era maior (500 ha), em relacdo aos
adultos (200 ha). A diversidade genética total (hy) da
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geracdo de adultos foi de 0,898+0,0126, semelhante ao
encontrado por Martins et al. (2006), em todas as
populacdes estudadas de Solanum lycocarpum.
A média de diferenca entre os 15 haplétipos encontrados
foi de 3,52, semelhante ao encontrado para Carapa
guianensis (Cloutier et al., 2005), com base em
marcadores CAPS, em cerca de 50 individuos
provenientes de diferentes locais. A diversidade genética
total (ht) dos 94 regenerantes, foi de 0,986+0,0019.

A andlise de correlacdo genética espacial (Figura 1)
detectou, por meio de cdlculos com o indice / de Moran,
a presenca de estruturacdo até a distincia de
aproximadamente 250 m, limite até o qual valores positivos
e significativos foram estimados para I (IC 95%), o que
sugere que arvores proximas sejam geneticamente
relacionadas por ancestral comum, provavelmente pais,
filhos e irmaos. Foi observada diminuicao continua na
autocorrelacdo que, a partir de 1.900 m, apresentou
valores negativos significativos, o que indica que 4rvores
espacialmente distantes entre si tendem a nao ser
geneticamente relacionadas.

O histograma do coeficiente de coancestria (Loiselle
et al., 1995) entre os genétipos de M. huberi, obtido com
uso do programa SPAGeDi, também evidenciou estrutura
genética espacial significativa até uma distancia de
aproximadamente 300 m (Figura 1), o que indica
dispersdo de sementes restrita a esse espaco. Foram
detectados valores negativos significativos, a partir de
cerca de 1.900 m, a julgar pelo intervalo de confianca a
95% do teste de reamostragem, o que corrobora o
resultado obtido pelo indice I de Moran.

Tabela 2. Distribuicéo das freqiiéncias haplotipicas das duas
geracdes analisadas.

Haplotipo Freqiiéncia (%)
Adultos Regenerantes
1 0,208 0,000
2 0,208 0,000
3 0,832 0,000
4 0,208 0,000
5 1,455 0,000
6 0,624 0,000
7 4,574 0,000
8 8,316 5,682
9 4,574 0,000
10 15,593 23,864
11 60,083 36,364
12 2,911 13,636
13 1,040 5,682
14 0,208 6,818
15 0,624 0,000
16 0,000 2,273
17 0,000 5,682

As amplificacdes das regides ndo codificadoras, com
base nos pares de iniciadores cpC-cpD, cpE-cpF e
Y-Y,, geraram fragmentos de 525, 362 e 260 pb,
respectivamente. Polimorfismos de seqiiéncia do tipo
pontuais, como pequenas insercdes ou delecdes de até
trés bases e substituicdes de uma base, foram
encontrados nas trés regides seqiienciadas, entretanto,
sempre no final das seqiiéncias, onde a qualidade do
seqiienciamento € visivelmente baixa. Com o objetivo
de confirmar os raros potenciais polimorfismos
observados, todos os segmentos foram re-seqiienciados
nos dois sentidos, “forward” e “reverse”. Em nenhum
caso, o polimorfismo observado inicialmente foi de fato
confirmado, de modo que nenhuma variagao de seqiiéncia
foi detectada por meio desta andlise. A auséncia de
polimorfismo intrapopulacional era de certa forma
esperado, tendo-se em vista a heranga matrilinea e a
taxa lenta de evolu¢do do cpDNA. Variabilidade de
seqliéncia no cpDNA ¢ tipicamente observada, ao se
analisarem individuos de diferentes populag¢des, como o
observado nas andlises de Caryocar brasiliense
(Collevatti et al., 2003), cujos individuos estudados eram
provenientes de sete Estados brasileiros, portanto,
distribuidos em populagdes distantes entre si em escala
geografica.

Nos tltimos anos, o DNA plastidial tem sido utilizado
com maior freqiiéncia em estudos de genética de
populagdes, especialmente em razdo de sua heranca
tipicamente uniparental, modo de evolucdo (clonal) e
baixa taxa de mutacdo. Grande parte dos estudos tem
se baseado no método de PCR-RFLP, com base em
iniciadores universais que permitem a andlise de toda a
molécula de cpDNA (Caron et al., 2000; Fineschi et al.,
2000; Prentice et al., 2003; Oliver et al., 2006).
Entretanto, novos estudos vém surgindo, os quais tém
se baseado em andlises de polimorfismos de cpSSR
universais ou seqiienciamento de regides intergénicas
(Collevatti et al., 2003; Lian et al., 2003; Lira et al., 2003;
Martins et al., 2006; McGrath et al., 2007). Em razao
de ser uma molécula altamente conservada entre as
espécies de angiospermas, o DNA plastidial permite essa
utilizacdo em nivel universal, e ndo € necessario, como
no caso de DNA nuclear, que se isolem seqiiéncias
especificas de SSR.

Apesar de este trabalho contemplar apenas uma
populagdo, entretanto de ampla abrangéncia, os
resultados encontrados sdo significativos, e foi possivel
inferir-se a respeito de um padrio geografico de variacao
haplotipica. Os resultados obtidos nas andlises com
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cpSSR confirmam os obtidos em estudos prévios com  genética espacial, e que a populacio estudada é formada
SSR nuclear, que indicam a presenca de estruturacdo  por subpopulagdes, resultantes de fluxo gé€nico restrito.
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Figura 1. A, correlograma do indice I de Moran, para 19 classes de distancia, na populagdo natural de Manilkara huberti,
B, histograma do coeficiente de coancestria, de acordo com Loiselle et al. (1995), para 10 classes de distancia, na populacio
natural de M. huberi.
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Resultados semelhantes foram encontrados para outras
espécies de regides tropicais (Caron et al., 2000;
Collevatti et al., 2003; Martins et al., 2006). Espera-se
que, nas regides tropicais, a distribuicao geografica do
polimorfismo de cpDNA seja mais complexa do que no
continente europeu, uma vez que, nos tropicos, as zonas
de reftigio durante as glaciacdes foram caracterizadas
por pequenas dreas de ampla distribui¢ao (Prance, 1982).
Vale ressaltar ainda que, apesar de se ter como certa a
heranca materna do DNA plastidial em angiospermas
(Byrne et al., 1993), algumas excecdes sao passiveis de
ocorrer (Ellis et al., 2008), de modo que uma eventual
heranca paterna possa ocorrer e influenciar a diversidade
haplotipica intraespecifica e levar, conseqilientemente, a
inferéncia erronea de miltiplas linhagens maternas.
Entretanto, este ndo deve ser o caso de M. huberi, uma
vez que polimorfismos foram detectados somente em
regides de cpSSR que sdo repetitivas, mais sujeitas a
mutagdes e, portanto, devem representar mutacdes mais
recentes, o que leva a concluir que a populagdo teve
origem a partir de uma ou poucas linhagens maternas,
j4 que ndo foi detectado polimorfismo na anélise via
seqlienciamento. Ainda assim, caso a heranca paterna
tenha ocorrido, mesmo que de forma rara, seria
necessdria a andlise de um grande nimero de
transmissdes de cpDNA entre pais e filhos para excluir-
se categoricamente a possibilidade de heranca paterna.

Como M. huberi é uma espécie de ampla distribuicao,
este padrdo de subestruturacdo populacional pode ser
resultado de um fluxo génico, de acordo com o modelo
de isolamento por distancia. Este padrio pode ter surgido
em razdo da perda de dispersores eficientes de semente,
o que levou a limitacado da eficiéncia de dispersdo, fez
com que as sementes se mantivessem proximas as
arvores maternas e fossem dispersas principalmente pela
gravidade, o que causou o isolamento e a estruturacao
de demes de plantas que compartilham a mesma
linhagem materna. Atualmente, a dispersdo ocorre
principalmente pela gravidade, mas alguns macacos sao
também dispersores conhecidos, como Saimiri sciureus
(Camizao et al., 2002).

Conclusoes

1. O padrdao de estruturacido da populacido de
Manilkara huberi, em subpopulacdes de individuos
genética e espacialmente mais préximos entre si,
confirma o resultado do estudo de DNA nuclear que
indicou a subestruturacio espacial dos gendtipos.

2. A estruturacdo genética espacial € caracteristica
da espécie e indica padrdo de fluxo génico por
isolamento por distancia.

3. Grandes dreas continuas de floresta priméria devem
ser preservadas, para se conservar a diversidade genética
da espécie organizada em subpopulacdes geneticamente
diferentes.
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