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RESUMO

Este trabalho tem como objetivo comparar a variabilidade genética de populagdes de duas
espécies nativas do Cerrado (Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne e Dipteryx alata
Vogel), em plantios de recuperacdo de areas degradadas e em areas nativas de Cerrado
sentido restrito, localizadas em Paracatu, MG, visando avaliar a capacidade de auto-
sustentabilidade genética das populagdes em plantios de recupera¢dao, bem como subsidiar
estratégias locais de coleta de sementes para a recuperacdo de areas degradadas. Foi
coletado material foliar e de cambio vascular de no minimo 30 individuos por populagao
de cada espécie em quatro plantios de recuperagdao (P1, P2, P5 e P6) e em duas areas
nativas (N1 e N2), num total de 507 individuos. As regides com microssatélites foram
amplificadas utilizando sete primers por espécie, previamente desenvolvidos. O nimero de
alelos por loco foi superior nas populagdes de H. stigonocarpa em plantios de recuperagao
P1 (8,86), P2 (7), P5 (8), P6 (7,86) do que nas em areas nativas N1 (5,43) e N2 (6,29), o
que indica que as coletas de sementes foram eficientes em captar a diversidade genética
local. As populacdes em plantios de recuperacdo de H. stigonocarpa apresentaram
coeficientes de endogamia positivos e consistentes, o que aponta para a possibilidade de
ocorréncia de problemas de adaptacao em curto prazo. Devido a alta variabilidade genética
entre individuos, a baixa proporcao de heterozigotos observada nas populagdes em plantios
tende a diminuir com alogamia, sendo necessario manejo intensivo dos plantios para que as
condi¢des sejam propicias a sobrevivéncia e reproducdo cruzada dos individuos. Nao foi
observada estrutura genética espacial em nenhuma das populagdes nativas de H.
stigonocarpa. Devido a considerdvel variabilidade genética observada em ambas as
populacdes nativas de H. stigonocarpa, estas podem ser utilizadas para coleta de sementes
visando recuperacdo de areas degradadas, ndo sendo necessario o uso de parametros de
distancia entre arvores-matrizes nestas populagcdes. Com excecdo de P6, as populacdes de
D. alata em plantios de recuperagdo apresentaram niimero de alelos por loco ligeiramente
superior (3 a 3,25) do que as populagdes nativas N1 (2,87) e N2 (2,5), sugerindo que as
coletas de sementes foram eficientes em captar diversidade genética local. A variabilidade
genética baixa entre individuos observada em todas popula¢des de D. alata possivelmente
esta associada a ocorréncia de gargalos genéticos recentes detectados em ambas
populagdes nativas. Estes resultados indicam que poderdo ocorrer problemas de adaptagao
em longo prazo em todas as populacdes avaliadas de D. alata. Recomenda-se, portanto, a
manutencdo de areas naturais proximas as populacdes analisadas, de maneira a propiciar
fluxo génico e evitar a fixacdo de alelos nestas. Foi detectada estrutura genética espacial
em N2 até a distdncia de 132 metros e auséncia de estrutura em N1. Considerando que
niveis baixos de variabilidade genética entre individuos parecem ser o padrdo atual para a
espécie, ambas as populagdes nativas de D. alata podem ser utilizadas para a realizag¢do de
coleta de sementes visando recuperacdo de areas degradadas, devendo ser respeitada a
distancia minima de 200 metros entre arvores matrizes.

Palavras-chave: restauragdo ecologica, Cerrado, diversidade genética, marcadores
microssatélites.
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ABSTRACT

This study aimed to compare the genetic diversity of populations of two native species of
Cerrado (Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne and Dipteryx alata Vogel), in
restoration plantations and in natural Cerrado sensu stricto areas, located in the town of
Paracatu, Minas Gerais State, as to evaluate the genetic self-sustainability capacity of the
populations in restoration plantations and to propose local strategies to collect seeds for
restoration purposes. Leaf and vascular cambium material were collected from at least 30
individuals per population of each species in four restoration plantations (P1, P2, P5 and
P6) and in two natural areas (N1 and N2), in a total of 507 individuals. Microsatellite
regions were amplified using seven primers per species, previously developed. The number
of alleles per locus was higher in H. stigonocarpa restoration populations P1 (8,86), P2 (7),
P5 (8) and P6 (7,86) than in natural populations N1 (5,43) and N2 (6,29), which indicates
that the seed collections were efficient in capturing local genetic diversity. The H.
stigonocarpa restoration populations showed positive and significant inbreeding
coefficients, which points to the possibility of these populations having problems
associated with response to selection in the short term. Due to high variability between
individuals, the low heterozygote proportion observed in the H. stigonocarpa restoration
populations tends to decrease with allogamy. It is necessary, however, that these
plantations are managed so that the conditions are favorable for the surviving and crossing
of individuals. Spatial genetic structure was not observed in either H. stigonocarpa natural
populations. Due to the considerable genetic diversity observed in both H. stigonocarpa
natural populations, these can be used for seed collecting with restoration purposes, in
which the use of distance parameters between seed-trees is not necessary. With the
exception of P6, D. alata restoration populations presented slightly higher number of
alleles (3 to 3,25) than N1 (2,87) and N2 (2,5), which suggests that seed collecting was
efficient in capturing local genetic diversity. The low genetic variability between
individuals observed in all D. alata populations may be associated to the detected
occurrence of recent genetic bottlenecks in both natural populations. These results indicate
that adaptation problems might occur in the long term in all evaluated D. alata populations.
The maintenance of natural areas nearby the analyzed populations is recommended, so that
gene flow is enabled and allele fixation is avoided. Spatial genetic structure was detected
in N2 in distances up to 132 meters, but it was not detected in N1. Considering that low
levels of genetic variability between individuals seem to be the current pattern for the
species, both D. alata natural populations can be used to collect seeds aiming restoration,
in which the minimum distance of 200 meters between seed-trees must be respected.

Key-words: restoration ecology, Cerrado, genetic diversity, microsatellite markers.
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1. INTRODUCAO

O Cerrado ¢ considerado uma das areas mais ricas ¢ ameagadas do mundo, com
varias espécies endémicas, constituindo, assim, um dos 34 hotspots para conservacao da
biodiversidade do planeta (MYERS et al., 2000; KIER et al., 2005; MITTERMEIER et al.,
2005; BROOKS et al., 2006). Apesar da sua importancia, o Cerrado apresenta alto grau de
ameaga, com estimativa de area ainda coberta por vegetagdo nativa de 60,5% (SANO et al.,
2007; SANO et al., 2009). Tal porcentagem, entretanto, ¢ reduzida para cerca de 46,7% se
as pastagens nativas forem incluidas na categoria de areas antropizadas e ndo como

vegetacao nativa (MMA, 2007).

A ocupagdo do Cerrado ocorre devido a processos como expansdo das areas
urbanas e principalmente ocupacdo das areas nativas pelas atividades agricola e pecuaria,
sendo que essas duas ultimas ocupam 10,5% e 26,5% desta regido, respectivamente
(SANO et al., 2008). Dessa maneira, a recuperacao de areas degradadas ocupa posi¢ao
importante como estratégia para a conservacdo do Cerrado, sendo apontada como a

segunda a¢do prioritaria para este Dominio Fitogeografico (BRASIL, 2007).

De acordo com KAGEYAMA & GANDARA (2000), a recuperacao de areas
degradadas deve ter como objetivo ndo apenas resgatar a representatividade das espécies
antes existentes naquele ecossistema, mas também a diversidade genética das suas
populagdes. Apesar da questdo da variabilidade genética ser negligenciada na grande
maioria dos projetos e iniciativas de plantios de recuperacdo, a mesma possui grande
importancia ecoldgica e econdOmica, visto que permitird que os plantios sejam auto-

sustentaveis e nao requeiram futuras intervengdes humanas (BRANCALION et al., 2009).

A auséncia de boa base genética em populagdes implantadas em plantios de
recuperagdo pode resultar numa série de problemas, como aumento da deriva genética,
endogamia, diminuicdo do crescimento e da capacidade adaptativa e reprodutiva
(KAGEYAMA et al., 1998; SCARIOT, 1998; FALK et al., 2001; HOBBS, 2006). Estes
problemas, por sua vez, de acordo com estes autores, podem levar a morte dos individuos,
a ndo formagdo das proximas geracdes e a extingdo local da espécie, fazendo com que os

esforcos realizados para promover a recuperagdo da area sejam perdidos.

Nesse sentido surge a seguinte pergunta: as populagdes de espécies nativas

utilizadas em recuperacdo de éreas degradadas apresentam suficiente variabilidade



genética para manter a sustentabilidade dos plantios em longo prazo, em comparagdo com
populacdes em areas nativas? Assim, esse trabalho tem como objetivo analisar e comparar
a variabilidade genética de populagdes de duas espécies nativas do Cerrado (Hymenaea
stigonocarpa Mart. ex Hayne e Dipteryx alata Vogel), em quatro plantios de recuperacao
de areas degradadas e em duas areas nativas de Cerrado sentido restrito, localizadas em
Paracatu (MG), através de marcadores microssatélites. A partir desses resultados espera-se
avaliar a capacidade de auto-sustentabilidade genética das popula¢des em plantios de
recuperagdo € a conservacdo em longo prazo, bem como subsidiar estratégias locais de

coleta de germoplasma para futuras acdes de recuperagao de areas degradadas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. O CERRADO

O Cerrado esta situado entre as coordenadas 5° e 20° de latitude Sul e 45° e 60° de
longitude Oeste e é a segunda maior formacdao vegetal do Brasil, com cerca de dois
milhdes de quilometros quadrados, fazendo limite com a Floresta Amazdnica, Caatinga,
Pantanal e Floresta Atlantica (RIBEIRO & WALTER, 2008; SILVA et al., 2008). O clima
do Cerrado apresenta duas estagdes bem definidas: uma seca, de maio a setembro, e outra
chuvosa, de outubro a abril, com precipitagdo média anual entre 600 a 2000, apresentando

temperaturas entre 22° C e 27° C em média (LIMA & SILVA, 2008; SILVA et al., 2008).

De acordo com REATTO et al. (2008), a principal classe de solo do Cerrado sdo os
Latossolos, os quais representam aproximadamente 48,66% da regido, ocorrendo também
Neossolos Quartzarénicos, que ocupam cerca de 15% da darea deste Dominio
Fitogeografico, além de outras classes de solos menos frequentes. Assim, a maior parte dos
solos do Cerrado ¢ composta por solos antigos, intemperizados, acidos, pobres em

nutrientes e com altas concentragoes de aluminio (HARIDASAN, 2000).

A vegetacdo do Cerrado ¢ caracterizada como mosaico de diferentes
fitofisionomias, as quais englobam formagdes florestais, savanicas e campestres (RIBEIRO
& WALTER, 2008). De acordo com estes autores, as formacodes florestais incluem a Mata
Ciliar, Mata de Galeria, Mata Seca e Cerraddo; as savanicas incluem o Cerrado sentido
restrito, Parque de Cerrado, Palmeiral e Vereda; as campestres, por sua vez, incluem o

Campo Sujo, Campo Limpo e Campo Rupestre.

Diante desta heterogeneidade de paisagem, a biodiversidade do Cerrado ¢ bastante
elevada e o nimero de plantas vasculares ¢ superior ao encontrado na maioria das regides
do mundo (KIER et al., 2005), sendo cerca de 44% da flora endémica a este Dominio
Fitogeografico (KLINK & MACHADO, 2005). No checklist de espécies da flora vascular
catalogadas para o Cerrado por MENDONCA et al. (2008) foram registradas 12.356
espécies. De acordo com estes autores, a alta de riqueza floristica do Cerrado se deve
especialmente a sua grande variedade de paisagens e fitofisionomias, além da posi¢do

deste na América do Sul que permite amplo contato e intercambio com diferentes biomas.



De acordo com BRASIL (2007), as agdes prioritarias para conservagido da
biodiversidade do Cerrado sdo: manejo e uso sustentavel, recuperacao de areas degradadas
e redu¢do ou redirecionamento de pressdes antropicas. O termo biodiversidade foi definido
por NOSS & COOPERRIDER (1994) como a variedade da vida e seus processos,
incluindo a variedade de organismos vivos, as diferengcas genéticas entre estes, as
comunidades e ecossistemas em que 0s mesmos ocorrem € 0s processos ecologicos e
evolutivos que os mantém funcionando, mudando e se adaptando. Assim, todas agdes a
serem efetuadas para a conservacdo devem considerar a diversidade genética, a qual ¢
essencial para a sobrevivéncia em longo prazo e evolucdo das populagdes e espécies

(FINKELDEY & HATTEMER, 2007; WHITE et al., 2007).

2.2. RECUPERACAO DE AREAS DEGRADADAS E VARIABILIDADE
GENETICA

O desenvolvimento da recuperagdo de areas degradadas como ciéncia depende de
diversas areas de conhecimento e ¢ bastante recente. RODRIGUES et al. (2009) dividem a
historia da evolugdo das acdes de recuperacdo de areas degradadas no Brasil em cinco
fases, com inicio em meados do século XVIII. A primeira fase (1862 — 1982) corresponde
aos primeiros projetos de recuperagdo, os quais intencionavam apenas proteger recursos
como solo e dgua e ndo biodiversidade ou processos ecoldgicos. Na segunda fase (1982 —
1985), se iniciou a incorporacao de conhecimento sobre sucessdo florestal, com foco na
estrutura florestal e utilizagdo de poucas espécies de crescimento rapido em altas
densidades, o que resultou em problemas de auto-perpetuacao. O inicio da preocupacao
com a diversidade genética ocorreu na terceira fase (1985 — 2000), a qual se caracterizou
pela tentativa de copiar a composicao e estrutura de florestas naturais, com a utilizacao do
sistema de modulos de plantios e maior diversidade de espécies. Na quarta fase (2000-
2003), os objetivos deixaram de ser copiar florestas nativas e se tornaram restaurar
processos ecologicos basicos através de estimulos a aceleragdo da sucessdo, buscando
resgatar a habilidade da floresta de auto-manuten¢do, utilizando conhecimento sobre a
biologia das espécies. A quinta fase (2003 — presente) compreende os esfor¢os atuais de
considerar a diversidade genética, por esta ser elemento chave na manutengdo e evolucao
de qualquer sistema florestal, dando maior aten¢do para origem das sementes, para a

diversidade genética pré-existente e para a distribuicdo espacial das espécies.



Assim, a diversidade genética a ser inserida na area em recuperacdo ¢ um dos
futuros desafios para o desenvolvimento da ecologia da restauracdo (BRANCALION et al.,
2009; RODRIGUES et al., 2009). Em muitos paises desenvolvidos essa questdo ja se
tornou tdo importante a ponto de ser criada nova area de pesquisa, denominada de Genética
da Restauragdo (Restoration Genetics) (LESICA & ALLENDOREF, 1999; FALK et al.,
2001; HUFFORD & MAZER, 2003; RICE & EMERY, 2003; MCKAY et al., 2005;
RAMP et al., 2006; BROADHURST et al., 2008; MENGES, 2008; BOUZAT et al., 2009).

Do ponto de vista da recuperacdo de areas degradadas, a diversidade genética ¢
importante devido principalmente a dois aspectos: proveé a base para a adaptagdo dos
genoOtipos a ambientes varidveis e evolugdo ao longo do tempo e previne os efeitos
deletérios da endogamia em populagdes pequenas ou isoladas (HOBBS, 2006). Além
disso, segundo este autor, a variabilidade genética pode afetar a sobrevivéncia e
desempenho dos individuos, necessarios em qualquer tipo de implantacao de plantio de
recuperagdo. Apesar de os efeitos da homogeneidade genética em populacao introduzida
poderem nao ser imediatamente evidentes, apos alguns anos a populacao pode apresentar
taxas menores de sobrevivéncia, crescimento e reprodugdo € persistir Com menos sucesso

em periodos de variabilidade ambiental (FALK et al., 2001).

O atual desafio para a recuperagdo de areas degradadas ¢ utilizar diversidade
genética suficiente para permitir adaptagdes as novas circunstancias e evolugao ao longo
do tempo, bem como evitar os efeitos adversos da introdu¢ao de genotipos mal adaptados
aos ambientes a serem recuperados (RICE & EMERY, 2003). Estudos na area de Genética
da Restauracdo buscam determinar a extensao da adaptacdo local dos genotipos as
populagdes em foco e os riscos potenciais de introdu¢ao de gendtipos estrangeiros,
incluindo efeito fundador, supressdo genética e depressdo exogdmica (HUFFORD &

MAZER, 2003).

O efeito fundador ocorre quando sdo coletadas sementes de nimero limitado de
fontes, resultando em gargalos genéticos (HUFFORD & MAZER, 2003). A supressdo
genética, segundo estes autores, refere-se ao rapido aumento na frequéncia de um gendtipo
ou alelo introduzido que pode levar a substitui¢do dos genotipos locais, sendo causada pela
auséncia de hibridizagdo interespecifica devido a vantagem numérica e/ou adaptiva dos
genotipos introduzidos. A depressdo exogamica, por sua vez, refere-se a reducdo da

adaptacdo de individuos originados através da hibridizacdo entre parentais de populagdes



geneticamente distintas, podendo ocorrer devido a diluicdo ou ao colapso hibrido (hybrid

breakdown).

Nesse sentido, um dos principios basicos para a coleta de sementes com a
finalidade de recuperar areas degradadas ¢ a captagdo e conservagdo de suficiente
diversidade genética das espécies para o estabelecimento de populagdes auto-sustentaveis
(BROADHURST et al., 2008). A recuperagdo de areas degradadas através de plantios
requer vasta quantidade de germoplasma, sendo recomendado utilizar fontes locais para
maximizar a adaptagdo, coletar germoplasma com tamanhos amostrais de individuos e de
populagdes adequados e representativos, tendo as populacdes bom tamanho efetivo e
integridade ecolédgica e genética (VENCOVSKY, 1987, KAGEYAMA & GANDARA,
2005; MCKAY et al., 2005; BROADHURST et al., 2008).

O “pool génico” para projetos de recuperacdo de 4areas degradadas ¢
inevitavelmente limitado pela diversidade da amostra inicial, pois, apesar de outros genes
poderem adentrar a 4rea ao longo do tempo, através de dispersdo de gametas e
reintroducdes adicionais, o “pool” de diversidade genética da amostra inicial ird governar o
desempenho das populagdes introduzidas por longo periodo (FALK et al., 2001). Assim,
segundo estes autores, a diversidade genética do material de propagacao utilizado ¢ uma

consideragdo muito importante no ambito da recuperacao de areas degradadas.

Outro aspecto a ser considerado € o tamanho efetivo populacional (Ne), o qual pode
ser entendido como o nimero de individuos que representam geneticamente a populagao
(VENCOVSKY, 1987). Se o Ne for inferior ao tamanho minimo viavel para conservagao
podem ocorrer, em curto prazo, problemas genéticos associados com a intensificagao da
deriva genética, o que significa ter as frequéncias de seus genes afastadas daquelas da
populagdo original (KAGEYAMA et al., 1998; SCARIOT, 1998). Em longo prazo, de
acordo com estes autores, podem ocorrer problemas associados ao aumento da endogamia,
decorrente da maior probabilidade de autofecundagdo e acasalamento entre individuos
aparentados, levando a dificuldades reprodutivas e de sobrevivéncia e, possivelmente, a

extingao local.

Assim, o planejamento da recuperagdo de areas degradadas considerando apenas o
numero de individuos € falho, pois ndo diz respeito a efetiva contribuicdo genética dos

individuos para as proximas geracdes, visto que estes apresentam diferencas genéticas e



reprodutivas (KAGEYAMA et al., 1998). Deve ser considerado, portanto, o tamanho
efetivo populacional existente, o tamanho populacional minimo viadvel necessario para a

manuten¢do das populacdes ao longo do tempo e os fatores que os influenciam (HOBBS,

2006).
2.3. COLETA DE GERMOPLASMA PARA CONSERVACAO

A conservagdo de recursos genéticos vegetais pode ser efetuada através da
protecao de populacdes na natureza (in situ) ou através da preservacdo de amostras em
jardins botanicos, bancos de germoplasmas e cole¢des de culturas de tecidos (ex situ)
(COHEN et al, 1991; SILVA & SALOMAO, 2005; LI & PRITCHARD, 2009). A
conservagao in situ ¢ um método importante de conservacao, porém desastres naturais e de
origem humana, assim como o desenvolvimento humano, estdo colocando espécies em
areas protegidas e desprotegidas sob pressdao consideravel (LI & PRITCHARD, 2009). A
conservagdo ex situ atua como apoio para a conservacdo de certos segmentos da
diversidade que poderiam ser perdidos em ecossistemas naturais ou antropogenizados,
sendo ambos os métodos importantes ¢ complementares (COHEN et al., 1991; HAVENS
et al., 2006).

As estratégias utilizadas para coleta de germoplasma para conservagdo ex sifu,
assim como para recuperagdo de areas degradadas, porém, sdo dificeis de serem definidas,
pois devem se adequar a espécie, regido, populagdo e ao objetivo da coleta, além da
amostra de germoplasma dever ter o maior tamanho e o maximo de diversidade genética
possiveis (BROWN & MARSHALL, 1995). Além disso, devem ser considerados fatores
ecologicos e condigdes ambientais do local de coleta. Por exemplo, a coleta de sementes de
individuos que estao frutificando fora de época em relagdao a outros da mesma espécie no
local deve ser evitada, visto isto pode ocorrer devido a algum estresse ou doenga,
produzindo, geralmente, sementes pobres e abortadas (FELFILI et al., 2000). Assim, a
maneira com que a coleta de germoplasma ¢ feita ¢ muito importante, pois definird qual
fracdo dos recursos genéticos existentes sera conservada e possivelmente qual sera extinta

caso ocorra rapida erosdo genética, devendo os tamanhos amostrais de populagdes e de

individuos ser adequados e representativos (BROWN & MARSHALL, 1995).

Com relagdo a coleta de germoplasma visando conservagado ex situ, diversos autores
recomendam diferentes tamanhos amostrais de individuos por populacdo dos quais deve

ser coletado germoplasma para que a variabilidade genética da populagdo seja
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representada. MARSHALL & BROWN (1975) sugerem que, na auséncia de informagao
sobre a espécie, devem ser amostrados de 50 a 100 individuos por popula¢do, no maior
numero de populagdes possivel. Esta recomendacao ¢ corroborada por HAWKES (1981),
que adicionalmente sugerem que sejam coletadas cerca de 50 sementes por individuo.
VENCOVSKY (1987), porém, considera tal referéncia um tanto vaga e ressalta a
importancia da coleta de nimero grande de individuos, visto que, em espécies aldgamas,
grande nimero de sementes coletadas de uma unica planta ndo representa mais do que
quatro sementes colhidas de quatro plantas. A FAO (1995) recomenda tamanhos amostrais
de 25 a 50 individuos por populagdo de espécies arbdreas. Esta recomendagdo ¢
corroborada por FELFILI et al. (2006) para uso em recuperagao de areas degradadas no
Cerrado. Semelhantemente, SEBBENN (2002; 2006) sugere tamanho amostral minimo de
45 arvores matrizes. BROWN & MARSHALL (1995), considerando o sistema reprodutivo
da espécie, sugerem tamanhos amostrais de 30 individuos para espécies aldgamas, 30

gendtipos para espécies apomiticas e 59 individuos para espécies autogamas.

Com relagdo a distancia adotada entre arvores matrizes a serem amostradas para
coleta de sementes, SEBBENN (2002; 2006) sugere distancias de pelo menos 100 metros
ou duas vezes a altura da &arvore para evitar coleta de propagulos de individuos
aparentados. Isso corrobora com a FAO (1995), segundo a qual o espacamento entre
arvores matrizes a serem amostradas deve ser em intervalos nao menores do que a
distancia normal de dispersdo de sementes da espécie, sendo a regra comum manter
distancia minima de 100 a 200 metros entre individuos. A distancia de 100 metros entre
matrizes também ¢ recomendada por FELFILI et al (2006) especificamente para uso em
projetos de recuperacao de areas degradadas no Cerrado. Esta distancia deve ser maior em
espécies com baixa dispersao de sementes, reprodugdo vegetativa ou apomitica do que em
espécies com dispersdo de sementes a longa distdncia eficiente, como espécies

anemocoricas, hidrocéricas e zoocdricas (FAO, 1995).

VENCOVSKY et al. (2007) atentam para a importancia do uso do tamanho efetivo
populacional para mensuragdo da representatividade genética do conjunto de individuos
amostrados, sendo necessario definir primeiramente o tamanho efetivo populacional de
referéncia em fungdo das caracteristicas da espécie e da populagdo, ndo existindo tamanho
efetivo ideal. Estes autores sugerem, ainda, a técnica do controle gamético feminino como
pratica para aumentar a representatividade genética e diminuir a possibilidade de perda de

alelos nas amostras. Esta técnica consiste em coletar nimero igual ou aproximadamente
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igual de sementes de cada planta matriz, e considera mais importante coletar poucas
sementes de muitos individuos, possibilitando que sejam obtidos tamanhos efetivos
maiores com relagdo ao mesmo tamanho amostral (VENCOVSKY, 1987, VENCOVSKY
et al., 2007). Tal técnica é recomendada de maneira indireta por FELFILI et al. (2006) para
uso em recuperacao de areas degradadas no Cerrado, segundo os quais sementes coletadas
em diferentes arvores matrizes devem ter niumero ou peso igual para cada populagdo a ser

implantada.
2.4. GENETICA DE POPULACOES
2.4.1. Equilibrio de Hardy-Weinberg

O termo populacdo ¢ definido por FUTUYMA (1995) como o grupo de organismos
da mesma espécie que ocupa regido geografica mais ou menos definida e exibe
continuidade reprodutiva ao longo das geragdes. Genética de populagdes, por sua vez, trata
do estudo da variagdo genética espacial ou temporal em populagdes € dos mecanismos de
perda e manutencdo desta variabilidade (LEWONTIN, 1974; NEI, 1977). Essa area de
estudo ¢ capaz de fornecer a base para o entendimento das dindmicas de estruturas
genéticas e evolucdo, as quais sdo utilizadas como suporte para estudos de conservagao
genética (FINKELDEY & HATTEMER, 2007). Assim, estudos de genética de populagdes
sdo essenciais para a elaboragdo de estratégias efetivas para conservacao da biodiversidade

do Cerrado.

De acordo com HARTL & CLARK (1997) e YEH (2000), o principio de Hardy-
Weinberg sustenta a base para toda a genética de populacdes. Este principio afirma que
quando a populagdo ¢ infinitamente grande, panmitica, na auséncia de selecdo, mutagdo ou
migracdo, as frequéncias alélicas e genotipicas sdo constantes de uma geracdo para a outra
(HARTL & CLARK, 1997; GILLESPIE, 1998; YEH, 2000). Estas discrepancias entre
populagdo ideal de Hardy-Weinberg e populagdes reais sdo os ingredientes da evolugdo
(FUTUYMA, 1995). Apesar destes critérios rigorosos associados com o equilibrio de
Hardy-Weinberg, muitas popula¢des naturais grandes e com reprodugdo cruzada estdo
neste equilibrio porque os efeitos das forgas evolutivas nestas populagdes € pequeno, ou,

ainda, se anulam (FREELAND, 2005).

A compreensdo do por que da ocorréncia de desvios do equilibrio de Hardy-

Weinberg pode trazer informacdes importantes como existéncia de selecdo sob o loco em
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analise ou existéncia de endogamia na populacdo em estudo (FREELAND, 2005), o que
contribui para analise do estado de conservaciao de populagdes nativas. Tal desvio, porém,
de acordo com a autora, pode advir de erros devido a tamanhos amostrais inapropriados ou
a amostragem de duas ou mais populagdes como se fossem uma, o que pode causar o efeito
Wahlund e resultar em maior propor¢do de homozigotos na amostra do que se as
populagoes fossem analisadas separadamente. Outra fonte de erros é a presenga de alelos
que consistentemente ndo sdo amplificados durante a PCR (Polymerase Chain Reaction)
com o uso de marcadores microssatélites, devido principalmente a mutagdes em uma ou
em ambas regides de anelamento dos primers no DNA (CALLEN et al., 1993). Segundo
estes autores, tais alelos, chamados de alelos nulos, ndo sdo detectados na genotipagem dos

individuos, levando a deteccao errdnea de maior quantidade de homozigotos.
2.4.2. Variabilidade genética em populacées

A diversidade genética dentro de populacdes pode ser quantificada através de
diferentes parametros, sendo os principais: propor¢ao de locos polimoérficos, riqueza alélica
e heterozigosidade média (YEH, 2000; ALLENDORF & LUIKART, 2007). A propor¢ao
de locos polimorficos € utilizada mais frequentemente em estudos baseados em marcadores
aloenzimaticos, sendo bastante desinformativa quanto a diversidade genética em estudos
baseados em marcadores varidveis como microssatélites (ALLENDORF & LUIKART,
2007). Um loco ¢ geralmente considerado polimorfico se a frequéncia do alelo mais
comum ¢ inferior a 0,95 (em casos de tamanhos amostrais inferiores a 50) ou 0,99 (em

casos de tamanhos amostrais superiores a 50) (NEI, 1987).

O numero total de alelos por loco € um bom parametro para estudar perda de
diversidade genética e potencial evolutivo das populagdes, porém ¢ altamente dependente
do tamanho amostral, podendo causar viés comparativos caso sejam comparadas
populagdes com diferentes tamanhos amostrais (ALLENDORF & LUIKART, 2007). No
caso das populacdes apresentarem tamanhos amostrais diferentes, as estimativas de riqueza
alélica devem ser corrigidas através de métodos de padronizagdo com base no menor
tamanho amostral, como rarefacdo ou subamostragem randomizada repetida (LEBERG,

2002).

A heterozigosidade média esperada se refere a propor¢cdo média de heterozigotos

por loco em populagdo panmitica ou a propor¢do esperada de locos heterozigotos em
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individuos selecionados aleatoriamente (NEI, 1987). Este parametro ¢ considerado por
ALLENDORF & LUIKART (2007) como pouco sensivel ao tamanho amostral e bastante
informativo, sendo boa medida da resposta populacional a sele¢do, além de ser capaz de
fornecer estimativas de coeficientes de endogamia e poder ser utilizado como base para
analise de reducdes populacionais. Enquanto a heterozigosidade média esperada ¢
calculada com base nas frequéncias alélicas, sendo o que seria observado caso a populagao
estivesse em equilibrio de Hardy-Weinberg, a heterozigosidade média observada ¢ a
proporc¢ao real de heterozigotos, ou seja, se baseia nos genotipos observados (GILLESPIE,

1998).

O tamanho efetivo populacional (Ne) ¢ considerado como outro importante
parametro na analise de diversidade genética de populagdes. Este conceito foi
primeiramente introduzido e definido por WRIGHT (1931; 1938), como o nimero de
individuos reprodutivos em uma populacdo ideal que teria a mesma intensidade de
dispersao de frequéncias alélicas sob deriva genética ou a mesma intensidade de
endogamia que a populagdo sob andlise. O Ne permite a estimativa e compara¢do com o
tamanho minimo viavel ou minimo adequado, o qual assegura que a populacdo mantenha a
viabilidade ao longo do tempo e que exista sustentabilidade genética na sua descendéncia

(VENCOVSKY, 1992).

Segundo HARTL & CLARK (1997), existem trés tipos de tamanhos efetivos
populacionais, classificados com base no parametro utilizado para medir sua magnitude:
tamanho efetivo de endogamia, calculado a partir de mudangas no coeficiente de
endogamia médio; tamanho efetivo de variancia, calculado a partir de mudangas na
variancia de frequéncias alélicas; e tamanho efetivo de autovalor, calculado a partir de
taxas de perda de heterozigosidade. O mais disseminado e utilizado dos trés ¢ o tamanho
efetivo de endogamia, o qual pode ser interpretado da seguinte maneira: se uma populagao
de 50 individuos apresenta tamanho efetivo igual a 25, ¢ esperado que esta populagdo

produza o mesmo numero de progénies endogamicas que populacdo panmitica com 25

individuos produziria (FINKELDEY & HATTEMER, 2007).
2.4.3. Estrutura genética espacial

A estrutura genética, a qual estd inserida no ambito da genética de populagdes,

refere-se a distribuicdo ndo aleatoria dos alelos e gendtipos no espago e/ou no tempo
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resultante da acdo de forgas evolutivas tais como: mutagdo, migracao, selecdo e deriva
genética que atuam dentro do contexto de cada espécie e populagdo (HAMRICK, 1982).
De acordo com revisdo feita por ZUCCHI (2002), a caracterizagdo da estrutura genética
entre populagdes através de marcadores codominantes pode ser abordada de trés maneiras:
estatisticas F (WRIGHT, 1951), analise de diversidade génica em populagdes subdivididas
(NEIL 1977) e coeficientes de coancestralidade (COCKERHAM, 1969; LOISELLE et al.,
1995).

A mais antiga e mais usada medida de diferenciacdo genética sdo as estatisticas F
(FREELAND, 2005; ALLENDORF & LUIKART 2007). Estas descrevem a distribui¢ao
da variacdo genética através de coeficientes de endogamia, os quais equivalem a redugao
na heterozigosidade esperada com acasalamento ao acaso em qualquer nivel hierdrquico
populacional com relagdo a outro nivel mais inclusivo (HARTL & CLARK, 1997). As
estatisticas F podem ser calculadas em trés niveis diferentes: FIS, FST E FIT (WRIGHT,
1951). As letras utilizadas nas siglas definem os niveis em que a endogamia ¢ calculada e
se referem a individuo (I), subpopulacao (S) e populacao total (T). Assim, FIS mede o grau
de endogamia dentro de individuos com relagdo ao restante da sua populagao, refletindo a
probabilidade de dois alelos quaisquer no mesmo individuo serem idénticos por
descendéncia (WRIGHT, 1951). FST, segundo este autor, fornece estimativa da
diferenciacdo genética entre populacdes, sendo a medida do grau de endogamia dentro da
populacdo com relacdo ao conjunto total de populagdes. Por ultimo, FIT fornece o
coeficiente de endogamia geral para o individuo através da medicao da heterozigosidade de

um individuo com relagdo ao conjunto total das populacdes.

FST foi o método original para a estimativa de diferenciagdo entre populagdes a
partir de frequéncias alélicas e, desde entdo, diversas variacdes foram desenvolvidas
(FREELAND, 2005). De acordo com revisdo feita por NEIGEL (2002), existem varias
definicdes de FST que diferem da de WRIGHT (1951), como: GST (NEI, 1973), 8 (WEIR
& COCKERHAM, 1984), NST (LYNCH & CREASE, 1990), e RST (SLATKIN, 1995). A
estatistica GST desenvolvida por NEI (1973) ¢ equivalente a FST quando existem apenas
dois alelos em um loco, sendo, no caso da existéncia de multiplos alelos, equivalente a
média ponderada de FST para todos os alelos. A estatistica § (WEIR & COCKERHAM,
1984) leva em considera¢do os efeitos de tamanhos amostrais diferentes e o nimero de

populagdes amostradas. A estatistica RST (SLATKIN, 1995), por sua vez, foi
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desenvolvida para a analise de dados baseados em microssatélites, assumindo o modelo de

“’passos de mutacao’’.

O parametro FST ou demais estatisticas correlatas permitem estimar, de maneira
indireta, niveis de fluxo génico que ocorrereram no passado para produzir os padrdes
observados de divergéncia genética entre populagdes (SLATKIN, 1987). Este método
calcula o nimero de migrantes por geragdo (Nm) para um conjunto de populagdes e
assume o modelo de ilhas, o qual pressupde auséncia de sele¢do ou mutagdo, nimero
infinito de populacdes com mesmo tamanho € mesma probabilidade de troca de migrantes,
além de assumir que as populagdes estdo em equilibrio de migracao e deriva (FREELAND,
2005). Apesar desta estatistica se basear em modelo irrealista, dados empiricos e de

simulac¢des indicam que este método € robusto (BROQUET & PETIT, 2009).

A estrutura genética espacial pode ser, ainda, estudada através de estatisticas que
descrevem a distribui¢do espacial dos individuos amostrados da populacao (KAGEYAMA
et al., 1998). Entre as andlises mais comuns deste tipo, estdo o indice I de Moran, que
quantifica a similaridade genética entre pares de individuos espacialmente adjacentes com
relacdo a toda amostra populacional, e coeficientes de parentesco ou coeficientes de
coancestralidade, os quais estimam a probabilidade de dois alelos amostrados de maneira
aleatoria serem idénticos por descendéncia (LOISELLE et al., 1995; KAGEYAMA et al.,
1998; LYNCH & WALSH, 1998).

2.5. MARCADORES MOLECULARES E MARCADORES
MICROSSATELITES

Marcadores genéticos podem ser classificados em: morfolégicos, aqueles baseados
em caracteres visuais ou agrondmicos; bioquimicos, baseados em produtos génicos; e
moleculares, baseados no acesso ao DNA (SEMAGN et al., 2006). Os marcadores
moleculares sdo definidos por estes autores como sequéncias identificaveis de DNA,
encontradas em localizacdes especificas do genoma, transmitidas pelas leis comuns de
herancga de uma geracao para a outra. Permitem analises rapidas através do acesso direto ao
gendtipo do individuo, eliminando a influéncia do ambiente nos resultados (MILLACH,

1999; SOLE-CAVA, 2001). De acordo com SEMAGN et al. (2006), nio devem ser
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considerados como genes normais, visto que usualmente ndo possuem efeito biologico,

mas sim como constantes pontos de referéncia no genoma.

Marcadores moleculares tém muitas aplicagdes como: medir a variabilidade
genética em populacdes, estimar taxas de migracdo e fluxo génico, caracterizar o sistema
reprodutivo, analisar o parentesco, analisar a eficiéncia de bancos de germoplasma, no
fingerprinting e verificagdo do DNA, no controle de qualidade no melhoramento, em
estudos de filogenia e taxonomia molecular, em mapeamentos genéticos, em sele¢ao
assistida por marcadores, entre outros (GLAUBITZ & MORAN, 2000). Cada marcador
apresenta caracteristicas proprias e o tipo de marcador a ser utilizado depende dos
objetivos da pesquisa a ser desenvolvida (FERREIRA et al., 2007). Caso o estudo se trate
da analise de diversidade genética interespecifica, regides mais conservadas do genoma
devem ser amostradas; caso se trate da analise de diversidade entre individuos da mesma
espécie, regides mais variaveis do genoma devem ser amostradas (FERREIRA &

GRATTAPAGLIA, 1998).

Estes marcadores sdo classificados em diferentes grupos com base no modo de
transmissao (heranga nuclear biparental, nuclear maternal, organelar maternal ou organelar
paternal); modo de agdo gé€nica (marcadores dominantes ou codominantes); ¢ método de
analise (marcadores baseados em hibridizacdo ou em amplificagdo do DNA) (SEMAGN et
al., 2006). Os métodos mais importantes para acessar padroes de variacdo genética sao
baseados na amplificacio de DNA, a qual ¢ feita através da PCR (Polymerase Chain
Reaction) (FINKELDEY & HATTEMER, 2007). A PCR, ou reagao em cadeia através da
polimerase, tem a funcdo de amplificar fragmentos especificos do DNA, o que ocorre
através de trés passos basicos: desnaturacao da fita dupla do DNA, anelamento de um par
de primers a regido a ser amplificada e amplificacdo através da enzima polimerase de DNA
resistente ao calor chamada “Taq polimerase” (SEMAGN et al., 2006; WHITE et al,,
2007). Entre os marcadores que utilizam a amplificagdo de DNA estdo os marcadores

microssatélites.

Microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats) sao regides do DNA compostas
de pequenos motivos de 1 a 6 nucleotideos repetidos em tandem (TOTH et al., 2000). A
técnica de microssatélites revela polimorfismo em determinado loco devido a diferengas no
numero de vezes em que estas repeticdes de sequéncia simples ocorrem (FERREIRA et al.,

2007). A amplificacdo de SSR via PCR ¢ realizada através de primers especificos que
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flanqueiam os microssatélites, sendo necessario primeiramente desenvolver tais primers
para a espécie a ser estudada (FALEIRO, 2007). De acordo com KALIA et al. (2011), o
desenvolvimento de SSR ¢ tradicionalmente feito por isolamento de bibliotecas gendmicas
da espécie de interesse. Contudo, mais recentemente algumas estratégias alternativas foram
desenvolvidas para diminuir o tempo e aumentar a capacidade de desenvolvimento de
SSR, como identificagdo de sequéncias SSR em RAPDs (Random Amplified Polymorphic
DNA), screening de sequéncias EST (Expressed Sequence Tags) disponiveis em bases de

dados e transferabilidade de marcadores de espécies relacionadas.

Marcadores SSR apresentam muitos aspectos positivos: heranca co-dominante;
transferabilidade; alto grau de polimorfismo mesmo entre linhagens proximas; cobertura
genOmica extensa € bem distribuida; a analise de polimorfismos de SSR ¢ mais simples e
econdmica quando comparada a outras metodologias, além de demandar pequena
quantidade de DNA, poder ser automatizada e permitir uso de técnicas de fluorescéncia e
multiplex  (MILLACH, 1999; TOTH et al, 2000; SEMAGN et al, 2006;
GRATTAPAGLIA, 2007; KALIA et al, 2011). Devido a estas caracteristicas, estes
marcadores obtiveram consideravel importancia em genética de plantas e melhoramento e
sdo a escolha atual em grande parte das areas de genética molecular, sendo considerados
excelentes para estudos de genética de populagdes (OLIVEIRA et al., 2006; SEMAGN et
al., 2006; KALIA et al., 2011).

Marcadores SSR tém sido classificados variavelmente de acordo com seu tamanho,
localizagdo no genoma e tipo de unidade de repeticdo (KALIA et al., 2011). De acordo
com estes autores, dependendo do nimero de nucleotideos por unidade de repeticdo, o SSR
pode ser mono, di, tri, tetra, penta ou hexanucleotidico; segundo a localizacdo no genoma,
pode ser nuclear, cloroplastidial ou mitocondrial; quanto ao tipo de unidade de repeticao,
pode ser perfeito, imperfeito, interrompido ou composto. Em SSRs perfeitos a sequéncia
repetida ndo ¢ interrompida por nenhuma base ndo pertencente ao motivo; em SSRs
imperfeitos existe ao menos um par de bases ndo pertencente a sequéncia do motivo entre
as repeti¢oes dos motivos; em SSRs interrompidos existe uma pequena sequéncia diferente
da sequéncia do motivo entre as repeti¢cdes; em SSRs compostos, por sua vez, a sequéncia
contém duas sequéncias repetitivas distintas adjacentes (WEBER, 1990; WANG et al,,
2009; JANE & LAGODA, 1996).
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A taxa de mutacdo nos marcadores SSR ¢, em geral, de 10 a 100 vezes maior do
que em outras regides do genoma, fazendo com que sejam consideradas sequéncias de alta
taxa evolutiva (FERREIRA et al., 2007). A evolugdo destes tipos de marcadores, a qual se
refere a qualquer aumento ou diminuicdo no numero de repeticdes, possui dindmica
excessivamente complexa (KALIA et al, 2011). Segundo OLIVEIRA et al. (20006),
existem quatro modelos de mutagdo que podem ser utilizados para dados de
microssatélites, porém todos possuem desvantagens quando aplicados a estes marcadores,
sendo eles: modelo de “’alelos infinitos’” (IAM, Infinite Alleles Model), modelo de passos
de mutacdo (SMM, Stepwise Mutation Model), modelo de duas fases (TPM, Two Fase
Model) e modelo de k-alelos (KAM, K-Alleles Model).

No modelo IAM (KIMURA & CROW, 1964), qualquer alelo pode mutar para
qualquer outro alelo, fazendo com que proximidade em termos de nimero de repeticoes em
locos microssatélites ndo indiquem proximidade genética, sendo este o modelo utilizado
por WRIGHT (1951) nas estatisticas F. Isto ndo ocorre no modelo SMM (OHTA &
KIMURA, 1973), em que a mutagdo ocorre através do ganho ou perda de apenas uma
unidade repetitiva, no caso de SSR, sendo este o modelo utilizado na estatistica RST de
SLATKIN (1995). O modelo TPM (DI RIENZO et al., 1994) ¢ extensdao do modelo SMM
para estudos com SSR, em que a maior parte dos eventos de mutagdo resulta em aumento
ou diminui¢do de uma unidade de repeticdo, apesar de poder ocorrer também alteragcdes de
namero grande de repeti¢des. Por ultimo, o modelo KAM (CROW & KIMURA, 1970),
assume que, na existéncia de exatamente k alelos possiveis em determinado loco, a
probabilidade de um alelo sofrer mutagdo e se tornar outro alelo ¢ p /k-1, sendo p a taxa de

mutacao.
2.6. ESPECIES ALVO
2.6.1. Jatoba-do-Cerrado (Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne)

O Jatobad-do-Cerrado ¢ espécie arborea da familia Fabaceae (Leguminosae —
Caesalpinioideae), nativa do Cerrado e que pode alcancar até 20 m de altura e 50 cm de
DAP (didmetro a altura do peito) (LEE & LANGENHEIM, 1975; CARVALHO, 2006)
(Figura 2.1). Possui tronco de cor acinzentada com fissuras sinuosas e descontinuas; folhas
compostas, bifolioladas, alternas, espiraladas com foliolos ovados a largo-elipticos de até

25 cm de comprimento e 7 cm de largura, coridceos, concolores e pilosos em ambas faces
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(SILVA-JUNIOR, 2005). Suas flores sdo brancas, possuem 5 pétalas livres ¢ apresentam
até 5 cm de didmetro; seus frutos sdo lenhosos e cilindricos, de cor castanho-avermelhada
quando maduros, apresentando até 12 cm de comprimento; as sementes sdo esferdides,
globdides ou achatadas, de cor castanho-avermelhada, apresentando até 2,5 cm de diametro

(SILVA-JUNIOR, 2005).

Figura 2.1. Imagens de H. stigonocarpa. A. Arvore. B. Flor. C. Fruto e sementes. D. Tronco. E. Folhas.
Fonte: Fernando Tatagiba.

H.  stigonocarpa ¢ considerada vicariante de Hymenaea courbaril
var. stilbocarpa (Hayne) Y. T. Lee & Langenh. pois ambas sdo proximamente
relacionadas, ocorrem em dareas adjacentes, porém sdao ecologicamente distintas
(HERINGER et al. 1976). RIZZINI (1997) considera que o material de herbario de H.
stigonocarpa € H. courbaril var. stilbocarpa possui apenas pequenas diferengas, apesar
destas serem distintas na natureza devido a diferengas no porte e em aspectos observados
no tronco. Isto estd de acordo com RAMOS et al. (2009), que observaram que H.
stigonocarpa e H. courbaril var. stilbocarpa compartilham haplotipos e possuem suficiente
similaridade genética para sugerir a existéncia de polimorfismo ancestral e/ou hibridizacdo,

o que indica que a classificagdo taxondmica atual necessita de revisao.
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De acordo com LEE & LANGENHEIM (1975), sdo conhecidas trés variedades de
H. stigonocarpa: Hymenaea stigonocarpa var. stigonocarpa Mart., Hymenaea
stigonocarpa var. brevipetiolata N. F. Mattos e Hymenaea stigonocarpa var. pubescens
Benth. Porém, como ressaltado por MORENO (2009), podem ser observadas grandes
variagdes morfoldgicas entre individuos dentro da mesma populagdo e até entre folhas de
um mesmo individuo, parecendo, assim, que a variagdo intra-especifica ndo ¢ demarcada

de maneira adequada para as trés variedades.

O Jatoba-do-Cerrado ocorre na Bolivia, Paraguai e nas seguintes regides e estados
brasileiros: Sudeste (MG, SP), Centro-Oeste (DF, MT, MS, GO), Nordeste (BA, CE, MA,
PE, PI, RN), Norte (AM, PA, TO), apresentando, assim, ampla abrangéncia (LEE &
LANGENHEIM, 1975; ALMEIDA et al., 1998; SILVA-JUNIOR, 2005; CARVALHO,
2006). No Cerrado, ocorre nas fitofisionomias campo sujo, campo Cerrado, Cerrado
sentido restrito e cerradido (SILVA-JUNIOR, 2005), podendo apresentar densidades de 2 a
43 individuos por hectare para este Dominio Fitogeografico (ALMEIDA et al., 1998;
CARVALHO, 2006) e de 3 a 6 individuos por hectare em Cerrado sentido restrito do
Distrito Federal (SILVA-JUNIOR, 2005). Esta espécie ocorre naturalmente em solos de
fertilidade quimica baixa e terrenos bem drenados, ¢ considerada heliofila e nao tolera

baixas temperaturas (CARVALHO, 2006).

H. stigonocarpa apresenta madeira densa, dura e resistente, considerada de
excelente qualidade e ¢ muito apreciada na construgdo civil e naval, sendo empregada em
cercas, esteios e postes, além de oferecer lenha e carvao de qualidade (ALMEIDA et al.,
1998; CARVALHO, 2006). Sua casca produz resina para vernizes e corantes, além de ser
utilizada na medicina popular para inflamagdes da bexiga e prdstata, para o estdmago,
coqueluche, como depurativo, contra queimadura e tosse (SILVA-JUNIOR, 2005;
CARVALHO, 2006). A resina extraida do tronco ¢ tida como afrodisiaca e¢ tonica e
também ¢ usada na medicina popular (ALMEIDA et al., 1998; CARVALHO, 2006). A
polpa do fruto ¢ utilizada na medicina popular como laxante, além de ser usada na
alimentacdo humana, sendo consumida in natura, em forma de geleia, licor, farinha para

bolos, paes e mingaus (ALMEIDA et al., 1998; CARVALHO, 2006).

O Jatoba-do-Cerrado ¢ ornamental e pode ser utilizado na arboriza¢do urbana em
geral (CARVALHO, 2006). E recomendado, ainda, para recuperagdo de areas degradadas
do Cerrado em condigdes de solo bem drenado (DURIGAN, 2003). Produz anualmente
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grande quantidade de frutos que servem de alimento para a fauna (MORAES et al., 2007),
sendo esta uma importante caracteristica ecologica da espécie para sua utilizacdo em

recuperagdo de areas degradadas.

Apesar das suas importancias econdmica e ecologica, esta espécie foi muito
explorada no passado pela industria naval devido a qualidade da sua madeira quanto a
durabilidade e resisténcia ao apodrecimento (MORAES et al., 2007). Somando a isso sua
baixa densidade natural e a destruicdo generalizada dos seus habitats, segundo estes
autores, a espécie ¢ encontrada principalmente em pequenas populagdes remanescentes ou

como arvores isoladas em campos e pastagens.

A floracdo e frutificacdo desta espécie ocorrem em diferentes periodos de acordo
com a localizagao geografica (CARVALHO, 2006). De maneira geral, porém, a floragdo
ocorre de outubro a abril e a frutificacdo de abril a julho (ALMEIDA et al., 1998; SILVA-
JUNIOR, 2005). A folheacdo, de acordo com SILVA-JUNIOR (2005) ocorre de julho a
setembro. Os principais vetores de polinizacdo da espécie sdo os morcegos, tendo sido
observado por GIBBS et al., (1999) que apesar de mariposas visitarem as flores das
arvores, apenas morcegos entram em contato de fato com anteras e estigmas. A dispersao
dos frutos e sementes de Jatoba-do-Cerrado ¢ zoocorica, sendo realizada por mamiferos

(SILVA-JUNIOR, 2005).

De acordo com GIBBS et al. (1999) e CARVALHO (2006), H. stigonocarpa ¢
diploide, mondica, com flores hermafroditas, ¢ ¢ basicamente alégama. GIBBS et al.
(1999) observou controle pods-zigotico de autopolinizacdo nesta espécie, ocorrendo
abscisdo da maioria das flores autopolinizadas dentro de 7 a 8 dias, tendo algumas, porém,
se desenvolvido normalmente em frutos. A possibilidade de ocorréncia de autopolinizagao
nesta espécie ¢ corroborada por MORAES et al. (2007), que observaram taxas de
autofecundacdo (1 — taxa de cruzamento multiloco) entre 0,127 a 0,143 em populagdes
fragmentadas e arvores isoladas de H. stigonocarpa, respectivamente, ¢ por MORAES &
SEBBENN (2011), que observaram 12% e 26% de autopolinizagdo em &rvores nao
isoladas e isoladas, respectivamente. Além disso, de acordo com constatacdo de
LEWINSOHN (1980), a espécie pode também se reproduzir vegetativamente,
apresentando raizes gemiferas que facilitam este tipo de reprodu¢do, que pode propiciar a

formagdo de agrupamentos com vérios individuos ligados subterraneamente.
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Diferentes estudos abordando genética de popula¢des de H. stigonocarpa foram
realizados. RAMOS et al. (2007) estudaram a filogeografia da espécie através de genes
psbC e trnS. MORAES et al. (2007) avaliaram o sistema de reproducdo em populagdes
fragmentadas e em arvores isoladas de H. stigonocarpa, através de marcadores SSR.
CIAMPI et al. (2008) desenvolveram marcadores SSR para H. courbaril e os transferiram
para H. stigonocarpa. DEFAVARI et al. (2009) e MORENO et al. (2009) avaliaram a
estrutura genética espacial de popula¢des da espécie através de marcadores alozimicos e
marcadores microssatélites cloroplastidiais, respectivamente. MORAES & SEBBENN
(2011) estudaram a dispersdo de polen entre arvores isoladas no Cerrado através de

marcadores SSR.
2.6.2. Baru (Dipteryx alata Vogel.)

Baru ¢ espécie arborea da familia Fabaceae (Leguminosae - Papilionoideae), nativa
do Cerrado e que pode alcangar até¢ 20 m de altura e 70 cm de DAP (didmetro a altura do
peito) (CARVALHO, 2003) (Figura 2.2). Possui tronco com ritidoma de cor amarelada
com estrias transversais e depressdes; folhas compostas imparipinadas, alternadas,
espiraladas, com peciolos e raque alados, com 7 a 13 foliolos alternos, oblongos, de até 10
cm de comprimento € 5 cm de largura, coridceos, descolores, com glandulas translucidas
pequenas e glabros (SILVA-JUNIOR, 2005). Suas flores sdo de cor creme com cinco
pétalas, sendo duas pétalas fundidas no vexilo ou estandarte, que tem mancha rosa ou roxa,
apresentando até 0,8 cm de didmetro; seus frutos sdo carnosos, ovoides a esferdides, de cor
creme e até¢ 6 cm de comprimento; as sementes ocorrem uma por fruto, sdo elipsoides, de

cor castanha e apresentam até 3 cm de comprimento (SILVA-JUNIOR, 2005).

O género Dipteryx Schreb. possui 12 espécies nas Américas do Sul e Central, sendo
que a maioria destas espécies ocorrem na regido amazonica, duas ocorrem no Panama e
Honduras e apenas uma espécie, D. alata, ocorre em zonas com duas estacdes nitidamente
marcadas (seca e chuvosa), no Cerrado (RIZZINI, 1963; LEWIS et al., 2005). D. alata ¢
considerada espécie vicariante de Dipteryx odorata (Aubl) Willd.,, conhecida
popularmente como Cumaru, a qual ocorre na Floresta Amazdnica, e na Mata Atlantica,
nos estados AC, AM, PA, RO, MA, PE, MT, MS ¢ GO (CARVALHO, 2003;
CARVALHO, 2009).
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O Baru ocorre na Bolivia, Colombia, Paraguai e nas seguintes regides ¢ estados
brasileiros: Sudeste (SP, MG), Centro-Oeste (GO, MT, MS, DF), Nordeste (MA, PI, BA),
Norte (PA, TO, AM), apresentando, assim, distribui¢do ampla no Brasil (ALMEIDA et al.,
1998; CARVALHO, 2003; POTT & POTT, 2003; SANO et al., 2004; SILVA-JUNIOR,
2005). Apresenta distribuigdo irregular, podendo ocorrer em grandes agrupamentos
homogéneos (ALMEIDA et al., 1998; CARVALHO, 2003; SANO et al., 2004). Ocorre no
Cerrado sentido restrito, cerraddo mesotrofico, matas secas e no Pantanal Mato-Grossense
(ALMEIDA et al., 1998; CARVALHO, 2003; POTT & POTT, 2003; SILVA-JUNIOR,
2005). Em geral a espécie ¢ considerada heliofila e ocorre naturalmente em solos de
fertilidade quimica média, bem drenados, tendo preferéncia por solos areno-argilosos

(ALMEIDA et al., 1998; CARVALHO, 2003; SANO et al., 2004).

Figura 2.2. Imagens de D. alata. A. Folhas e inflorescéncias. B. Arvore C. Fruto. D. Sementes. E. Tronco.
Fonte: LORENZI (2002).
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Apresenta madeira de densa a muito densa, com alta resisténcia ao ataque de
organismos xilofagos, com vida média quando em contato com o solo inferior a 9 anos,
sendo indicada para obras hidraulicas, construcdo de estruturas, constru¢do naval,
construcdo civil e implementos agricolas, além de fornecer lenha de qualidade e poder ser
empregada na fabricagdo de papéis (ALMEIDA et al., 1998; CARVALHO, 2003). A polpa
do fruto e a sementes sdo bastante nutritivas, possuem alto teor proteico e contetdo de
potassio e sdo utilizadas na alimentacdo, sendo que a semente possui sabor semelhante ao
amendoim (ALMEIDA et al., 1998). A améndoa (semente) pode ser consumida in natura,
torrada, como pé-de-moleque, pacoquinha, em rapadura, barra de cereais, bolo, licor,
panetone € bombom (CARVALHO, 2003; SANO et al., 2004; SILVA-JUNIOR, 2005). A
polpa pode ser, ainda, utilizada na alimentacao animal ou como fertilizante (ALMEIDA et
al.,, 1998; CARVALHO, 2003; SANO et al., 2004). O 6leo da améndoa ¢ medicinal: ¢
utilizado como anti-reumatico, possui propriedades sudoriferas, tonicas e reguladoras da
menstruacdo, além de ser utilizado como aromatizante em tabacaria (ALMEIDA et al.,

1998; CARVALHO, 2003; SANO et al., 2004; SILVA-JUNIOR, 2005).

O Baru ¢ utilizado ainda como planta ornamental, no paisagismo e arborizacao
urbana, apresentando bom crescimento, baixa exigéncia de adubacdo e de manutencao
(ALMEIDA et al., 1998; CARVALHO, 2003; SANO et al., 2004). E recomendado para
uso em recuperacao de areas degradadas, apresentando alta producao de massa foliar, que
favorece o enriquecimento de nutrientes no solo, sendo espécie chave na sustentagdo da
fauna silvestre devido a seus frutos serem um dos poucos que apresentam polpa carnosa
durante a estagdo seca no Cerrado, alimentando passaros, morcegos, roedores, macacos €
insetos (ALMEIDA et al., 1998; CARVALHO, 2003; SANO et al., 2004). Apesar da sua
importancia econdmica e ecoldgica, grandes populacdes desta espécie foram destruidas e

continuam sendo desperdi¢adas em ecossistemas nativos (POTT & POTT, 2003).

A floracdo e frutificacdo desta espécie ocorrem em diferentes periodos de acordo
com a localizagdo geografica (CARVALHO, 2003). De maneira geral, porém, a floragdo
ocorre de novembro a fevereiro e a frutificacdo, de janeiro a marco (ALMEIDA et al.,
1998; SILVA-JUNIOR, 2005). A folheagdo, de acordo com SILVA-JUNIOR (2005)
ocorre de julho a setembro. A dispersdo de frutos e sementes ¢ barocdrica e zoocorica,
sendo realizada principalmente por morcegos e macacos (CARVALHO, 2003). De acordo

com FERREIRA (1980), porém, os macacos chegam a atrapalhar a dispersdo pois
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conseguem quebrar o fruto com pedra e comer as sementes, sendo, de acordo com SANO
et al., (2004), mais predadores do que dispersores. Os morcegos levam os frutos das
arvores para pouso de alimentagdo, geralmente em outros locais onde os deixam cair,
podendo ser inclusive outras arvores; além dos morcegos, os bovinos ingerem o fruto

inteiro e eliminam o endocarpo com a semente (SANO et al., 2004).

D. alata ¢ diploide, hermafrodita e alégama, apresentando, de acordo com
OLIVEIRA & SIGRIST (2008), auto-incompatibilidade de agdo tardia e¢ elevada taxa de
aborto. TARAZI et al. (2010), contudo, com base em andlise de paternidade e SSR,
observaram que de 300 sementes analisadas da espécie, 51 teriam sido originadas por
autopolinizacdo. Estes autores sugerem que a baixa densidade das arvores estudadas pode
ter reduzido a taxa de cruzamento devido a baixa efetividade dos polinizadores. Estudos
indicam que os principais polinizadores de D. alata sdo espécies de abelhas. THUM &
COSTA (1998/1999) observaram visitagdo as flores de D. alata por insetos das ordens
Diptera, Hymenoptera e Lepidoptera, sendo que 50,4% dos insetos coletados foram
individuos de Apis mellifera (Apidae). Isso € corroborado por DAMASCENO (1998), que
observou visitagdo as flores de Baru por véarias espécies de abelhas, principalmente das
familias Apidae e Andrenidae. Segundo OLIVEIRA & SIGRIST (2008), apesar de ocorrer
visitagao de vespas, borboletas, moscas e beija-flores as flores de Baru, Xylocopa suspecta
(Apidae) ¢ o principal polinizador, pois visita legitimamente as flores e apresenta

forrageamento que promove fluxo de poélen entre os individuos.

Diferentes estudos abordando genética de populagdes de D. alata foram realizados.
SOARES et al. (2008) avaliaram a distribui¢do espacial da variabilidade genética
intrapopulacional da espécie através de marcadores RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA). SOARES et al. (2008b) estudaram padrdes espaciais de divergéncia
genética entre populagdes de D. alata com uso de RAPD. TARAZI et al. (2010) avaliaram
a estrutura genética e sistema reprodutivo de populagdes da espécie através de SSR. MELO
et al. (2011) analisaram a variabilidade genética de individuos da espécie em populagdes
naturais € em bancos de germoplasma com uso de SSR. DINIZ-FILHO et al. (2012)
analisaram o impacto de futuras mudancgas climdticas em populagdes naturais da espécie

através de SSR. SOARES et al. (2012) desenvolveram marcadores SSR para D. alata.
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2.7. CENTRO DE REFERENCIA EM CONSERVACAO DA NATUREZA E
RECUPERACAO DE AREAS DEGRADADAS (CRAD)

Os plantios de recuperagdo de areas degradadas estudados foram implantados pelo
Centro de Referéncia em Conservagdo da Natureza e Recuperagio de Areas Degradadas -
Universidade de Brasilia (CRAD/UnB). Este centro possui carater multidisciplinar e visa
promover e divulgar estudos, pesquisas e atividades de extensdo em conservagdo da
natureza ¢ recuperacdo de areas degradadas; desenvolver modelos demonstrativos de
recuperagdo; incentivar o aprimoramento cientifico de profissionais das referidas areas e
subsidia-los para atividades de extensdao e educacao ambiental; contribuir para a pesquisa e
aperfeicoamento do ensino em todos os niveis com relacdo as referidas areas de
conhecimento; promover o aperfeicoamento cientifico de seus membros; e desenvolver
pesquisas, consultorias, prestacao de servicos, de ambito nacional e internacional, nas areas

de sua atuagao (CRAD, 2013).

Entre as atividades desenvolvidas pelo CRAD estdo: pesquisas para a producao de
mudas de espécies nativas do Cerrado e instalagdo de viveiros florestais; estudos de
avaliacdo da fauna e flora no Cerrado; desenvolvimento de projetos de recuperagdo de
areas degradadas através de Modulos Demonstrativos de Recuperagdo de areas degradadas
com uso de espécies nativas do Cerrado; e oferta de cursos de capacitacdo e educagao
ambiental (Figura 2.3) (CRAD, 2013). Entre os projetos de recuperacdo de dareas
degradadas esta o Programa de Revitalizagdo na Bacia do Sao Francisco, dentro do qual o
CRAD/UnB ¢ especificamente responsavel por atuar no trecho Médio Sao Francisco, no
Cerrado. Através deste projeto foram implementados, de 2007 a 2011, plantios de
recuperagdo em 28 areas (Figura 2.3 C), totalizando cerca de 38.000 mudas, distribuidas
em mais de 120 espécies nativas do Cerrado. Estes plantios foram realizados com recursos
repassados a0 CRAD/UnB pela Secretaria de Recursos Hidricos e Ambiente Urbano -
SRHU, do Ministério do Meio Ambiente - MMA.
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Figura 2.3. A¢des realizadas pelo Centro de Referéncia em Conservagio da Natureza e Recuperacio de Areas

Degradadas - Universidade de Brasilia (CRAD/UnB). A. Plantio de recuperagio em 4rea degradada como
acdo de revitalizagdo da Bacia do Sdo Francisco, em Paracatu — MG. B. Produgido de mudas de espécies
nativas do Cerrado. C. Mapa de uso do solo no municipio de Paracatu — MG, indicando a localizagdo das 28
areas em recuperagdo, através das acdes do CRAD/UnB.
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3. VARIABILIDADE GENETICA DE POPULACOES DE Hymenaea
stigonocarpa Mart. ex Hayne EM AREAS NATIVAS E EM
PLANTIOS DE RECUPERACAO DE AREAS DEGRADADAS EM
PARACATU, MG

3.1. INTRODUCAO

Recentemente, acdes de recuperacdo de areas degradadas passaram a considerar,
além de questdes como a alta diversidade de espécies nativas e a escolha de espécies de
uso multiplo, a necessidade de existéncia de auto-sustentabilidade em longo prazo nos
plantios de recuperacdo (BRANCALION et al, 2009; RODRIGUES et al., 2009).
Entretanto, apesar da crescente importancia da ecologia da restauragdo, esta ¢ uma ci€ncia
relativamente nova, existindo poucos critérios para a implantagdo de populagdes
geneticamente auto-sustentdveis (HUFFORD & MAZER, 2003). O critério mais
importante nesse sentido ¢ o nivel de variabilidade genética necessario para assegurar o
sucesso em longo prazo das populagdes em plantios de recuperagdo, cuja definicdo,

entretanto, ¢ complexa e pode variar tanto quanto espécies € populagdes naturais variam
(MCKAY et al., 2005).

Uma das estratégias de avaliagdo da viabilidade genética de populacdes
introduzidas em plantios de recuperagdo ¢ compara-las com populagdes-fonte, de onde
foram coletados os propagulos para sua implantacdo, ou com populagdes-referéncia,
possibilitando definir se as populagdes restauradas mantém niveis similares de diversidade
genética em relacao a populagdes-fonte ou populacdes-referéncia (RAMP et al., 2006). De
acordo com estes autores, apesar de dados de genética de populacdes fornecerem
informacdes criticas para o sucesso de projetos de recuperagdo de areas degradadas, apenas

recentemente ferramentas genético-moleculares comecaram a ser utilizadas com esta

finalidade.

Entre as espécies nativas do Cerrado utilizadas na recuperacao de areas degradadas
estd o Jatoba-do-Cerrado (Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne). Esta espécie ¢
diploide, possui flores hermafroditas e ¢ basicamente aldogama (GIBBS et al., 1999;
CARVALHO, 2006), podendo apresentar, contudo, autopolinizagdo em situagdes
envolvendo isolamento dos individuos (MORAES et al., 2007; MORAES & SEBBENN,
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2011). H. stigonocarpa apresenta importancia econdmica devido, principalmente, a sua
madeira, a qual apresenta boa durabilidade e resisténcia ao apodrecimento (ALMEIDA et
al., 1998; CARVALHO, 2006). Por conta disso, foi sobre-explorada no passado e hoje ¢
encontrada principalmente em pequenas populacdes remanescentes ou como arvores
isoladas em campos e pastagens (MORAES et al., 2007). No entanto, a espécie possui
caracteristicas ecoldgicas favordveis a recuperacdo de areas degradadas, como a produgdo
de grande quantidade de frutos atraentes a fauna (MORAES et al., 2007). Por ser espécie
de uso multiplo, FELFILI et al. (2006) recomendam seu uso em plantios de recuperagdo de
areas degradadas no Cerrado por meio do modelo Nativas do Bioma. Seu uso em projetos
de recuperacao ¢ indicado, ainda, por DURIGAN (2003), para plantios de recuperagdo em

areas no Cerrado com solo bem drenado.

Assim, este capitulo tem como objetivo analisar a variabilidade genética de
populacgdes de H. stigonocarpa em plantios de recuperacao de areas degradadas e em areas
nativas de Cerrado sentido restrito, amostradas em Paracatu - MG, comparando-as, no
sentido de avaliar se as populacdes em plantios de recuperacdo sdo geneticamente auto-

sustentaveis.
Os objetivos especificos foram:

e (Quantificar e analisar a variabilidade genética de populagdes de H. stigonocarpa em
quatro plantios de recuperacdo de areas degradadas e duas areas nativas de Cerrado
sentido restrito, no municipio de Paracatu — MG, visando avaliar a viabilidade genética

destas populagdes em plantios de recuperacao;

e Analisar a distribui¢ao espacial dos gendtipos de populagdes de H. stigonocarpa em
duas areas nativas de Cerrado sentido restrito, no municipio de Paracatu — MG, visando
elaborar recomendagdes técnicas para a coleta de sementes nestas populagdes de
maneira a assegurar a existéncia de variabilidade genética nas sementes a serem

utilizadas em plantios de recuperagdo de areas degradadas.
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3.2. MATERIAL E METODOS
3.2.1. Areas de estudo

Foram analisadas quatro areas de plantios de recuperacdo de areas degradadas (P1,
P2, P5 e P6) e duas areas nativas de Cerrado sentido restrito (N1 e N2), todas localizadas
proximas ao municipio de Paracatu, MG. Em cada drea foi amostrada uma populagdo de
H. stigonocarpa. Neste caso foi adotada a definigdo estatistica de populagdo de SOKAL &
ROHLF (1969), segundo os quais populagdo se refere ao conjunto de individuos que existe
dentro de determinada area de amostragem, limitada em espago e tempo, sobre os quais sao

feitas inferéncias estatisticas.

Os plantios de recuperacdo de areas degradadas foram implantados pelo Centro de
Referéncia em Conservagdo da Natureza e Recuperagdo de Areas Degradadas -
CRAD/UnB, com o objetivo de contribuir para a revitalizagdo na Bacia do Sdo Francisco,
trecho Médio Sao Francisco no Cerrado. Informagdes adicionais sobre o CRAD podem ser
conferidas no item 2.7. Os plantios selecionados (Figura 3.1) foram realizados em
diferentes épocas, visto que o material genético utilizado em cada periodo de plantio foi
diferente (Tabela 3.1), devido as coletas de sementes serem feitas de maneira aleatoria. As
areas nativas, por sua vez, se localizam em regides distintas, proximas aos locais dos
plantios, onde comumente sdo coletadas as sementes para producao das mudas utilizadas

nos plantios de recuperacao (Figura 3.1).

O municipio de Paracatu estd localizado na por¢ao noroeste do estado de Minas
Gerais, entre as coordenadas 17°36 de latitude Sul e 46°42 de longitude Oeste, com altitude
de 550 metros, sendo o clima da regido, segundo a classificagdo de Koppen, do tipo Aw,
clima tropical imido de savana, com inverno seco ¢ verao chuvoso (BRASIL, 1992;
BRASIL, 1996). A temperatura média anual ¢ de 22,6° C, com média mensal de 18° C na
estacdo mais fria e 29,1° C na mais quente, e precipitacio média anual de 1.450 mm, com
precipitacdes médias mensais inferiores a 60 mm nos meses mais secos (BRASIL, 1992;

BRASIL, 1996).
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Figura 3.1. Localiza¢do do municio de Paracatu, MG, dos plantios de recuperacdo de areas degradadas (P1,
P2, P5 e P6) e das areas nativas de Cerrado sentido restrito (N1 e N2). Fonte: Google Maps (A e B) e Google

Earth (C).

Tabela 3.1. Caracteristicas das areas de plantios, em processo de recuperacgdo, localizadas proximas ao
municipio de Paracatu - MG.

Propriedade Distincia de  Area em Condicao Epoca de Num(’zrf)
Coordenadas ~ . . de espécies
rural Paracatu recuperacio ambiental plantio
plantadas
Cascalheira 17°2221"S e 33,1 km 4,5ha Area de exploragio  Fev./2009 62
Marcia Sanders 46°69'34"W de cascalho
(P1)
Fazenda Riacho 17°34°23,5”S e 35,2 km 8,0 ha Pastagem em area Dez./2009 54
(P2) 46°52°26,4"W de nascente
Fazenda Brizola  16°58'40,81"S ¢ 66,6 km 7,5 ha Pastagem Jan./2011 30
(P5) 46°19'21,48"W
Fazenda 16°56'50,21"S e 50,7 km 6,0 ha Area de interflavio  Jan./2012 35
Chimarrdo 46°31'44,13"W (entorno de
(P6) barragem)

3.2.2. Amostragem das populacoes e coleta de material

Foram amostrados de 40 a 45 individuos em cada populacdo de H. stigonocarpa,

num total de 256 individuos, sendo 174 em plantios de recuperagdo e 82 em areas nativas.
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De acordo com LEBERG (2002), tamanhos amostrais grandes resultam em melhores
estimativas da riqueza alélica, porém, a partir de certo ponto, o aumento no nimero de
individuos amostrados ndo acarreta em aumento da variabilidade genética captada, ou seja,
a relagdo entre o tamanho amostral e a riqueza alélica ¢ assintotica. Segundo FREELAND
(2005), o tamanho amostral ideal ¢ de no minimo de 30 a 40, porém isso depende da
variabilidade do loco em andlise. BERG & HAMRICK (1997) afirmam que tamanhos
amostrais de 30 individuos por populagio podem ser considerados suficientes para a
estimativa das frequéncias alélicas dentro das populagdes quando os marcadores utilizados
apresentam locos com padrdo de herangca codominante, caso dos marcadores aqui

utilizados.

A amostragem nas dreas nativas foi feita de maneira aleatéria, com o maior
espacamento possivel entre individuos, visto que, mesmo em populagdo com distribuigdo
espacial continua, a reproducao cruzada pode ser restrita a pequenas distancias devido ao
baixo alcance da dispersao, diferenciando as populacdes (WRIGHT, 1943). Além disso, tal
diferenciacdo genética pode também ser favorecida pelas proprias variagdes naturais do
ambiente (MEFFE & CARROL, 1994). Nas areas nativas, foram amostrados apenas
individuos com DAP (didmetro a altura do peito) superior a 10 cm, visando ndo misturar
individuos da geragdo dos parentais (adultos) com aqueles da geracao juvenil. Todos os

individuos amostrados nas areas nativas foram georreferenciados.

De cada individuo amostrado foi coletado material foliar e/ou de cambio vascular.
Partes vegetativas de plantas, como tecidos de cambio vascular e tecidos foliares,

possibilitam a andlise dos gendtipos atuais presentes na populacao, ao invés do potencial

genético representado por sementes (BOTHMER & SEBERG, 1995).

Foram coletadas preferencialmente folhas jovens, sem danos mecéanicos ou sinais
de doenca, as quais, em estado fresco, foram embaladas em jornal imido para prevenir a
perda de viabilidade e saco plastico devidamente identificado (Figura 3.3 A) visto que o
material fresco € aquele que oferece melhores resultados na extragao de DNA (FERREIRA
& GRATTAPAGLIA, 1998). O material de cambio foi coletado apenas em casos de
dificuldade de obtencdo de folhas jovens ou de boa qualidade. As amostras do tecido do
cambio vascular foram obtidas com o auxilio de uma ferramenta de metal cilindrica
utilizada para retirada da casca e corte de discos do cdmbio com 2,5 cm de diametro, os

quais foram, entdo, colocados em microtubos de 2 ml contendo 1,5 ml de tampao de
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transporte para manter a integridade do DNA, como feito por AZEVEDO (2007) (Figura
3.3Be ().

Figura 3.2. Coleta de material. A. Material foliar embalado e identificado. B. Processo de retirada de material
de cambio vascular. C. Microtubo contendo tampao de transporte e material de cdmbio coletado.

Durante a estadia em campo para coleta das amostras de folha e de cambio foram
armazenadas em geladeira para manutencao da viabilidade, visto que, de acordo com
BOTHMER & SEBERG (1995), amostras frescas de tecido vegetal devem ser
armazenadas em locais imidos e frios. As amostras foram, entdo, encaminhadas para o
Laboratorio de Genética Vegetal da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (LGV -
Cenargen), Brasilia — DF, para a realizacdo dos procedimentos laboratoriais. Neste
laboratorio, as amostras foliares foram armazenadas em camara fria (temperatura de 3 a
5°C) e as amostras de cambio em congelador (temperatura de -20°C) até a fase de extragdo

de DNA.

3.2.3. Procedimentos laboratoriais
Extracao e quantificacio de DNA

As andlises foram realizadas no Laboratorio de Genética Vegetal da Embrapa
Cenargen. A extracdo de DNA das amostras foi realizada seguindo o protocolo descrito por
DOYLE & DOYLE (1987), que utiliza CTAB (Brometo de cetil-trimetil amdnio), porém,
ao invés da maceragdo ser feita com nitrogénio liquido, foi realizada através do aparelho

Mini-Beadbeater-96 (Biospec) (Figura 3.5 A). A quantificacdo do DNA foi feita através da

31



técnica de eletroforese e comparacdo com DNA padrao (A DNA) em gel de agarose 1%
corado com brometo de etidio (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998) (Figura 3.5 B). A
partir da quantificagdo foi feita a diluicdo das amostras de DNA em agua destilada para a
concentragdo de 5 ng/uL (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998), a qual foi checada
pelo espectofotdmetro para quantificagdo de acidos nucleicos e proteinas NanoDrop 2000

(Thermo Scientific).

ADNA B
(10 e 100)

Nfgm——
| @ e 'i - 4

DMNA extraido concentrado

Figura 3.3. Extracdo e quantificacdo de DNA. A. Processo de extracdo de DNA B. Quantificacdo de DNA
extraido em gel de agarose.

Amplificacio e genotipagem de locos microssatélites

As regides com microssatélites foram amplificadas através da PCR (Polymerase
Chain Reaction), utilizando primers desenvolvidos para Hymenaea courbaril e transferidos
para H. stigonocarpa (CIAMPI et al., 2008) (Tabela 3.2). A reagao de PCR foi composta
pela seguinte combinag¢ao de reagentes: 4 uL de DNA a 5 ng/uL; 0,2 uL de Taqg DNA
polimerase a SU/uL; 1,3 uLL. de dNTP a 2,5 mM; 1,3 uL de BSA a 2,5 mg/mL; 0,36 uL de
primer a 10 uM; 1,3 uL de tampao para PCR a 10x (10 mM de Tris-HCI; pH 8,3; 50 mM
de KCI) e 4,54 pL de agua ultrapura. As reacdes de PCR foram realizadas no
termociclador Veriti (Applied Biosystems).

O programa utilizado para a reacdo de amplificacdo consistiu de: 95°C por cinco
minutos; 30 ciclos compostos por 95°C por um minuto, temperatura de anelamento (Tabela
3.2) por um minuto e 72°C por um minuto; e uma extensao final de 72°C por 10 minutos.
Para os primers Hc 17, He 33 e He 42 foi utilizado programa do tipo touchdown (KORBIE
& MATTICK, 2008), constituido de: 95°C por cinco minutos; 12 ciclos compostos por
95°C por um minuto, temperatura de anelamento inicial e a partir do segundo ciclo

diminuindo A°C a cada ciclo (Tabela 3.2) por um minuto e 72°C por um minuto; 23 ciclos
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compostos por 95°C por um minuto, temperatura de anelamento final (Tabela 3.2) por um

minuto e 72°C por um minuto; e, por fim, uma extensao final de 72°C por 20 minutos.

Os produtos das amplificagdes foram visualizados em gel de agarose 3,5% corado
com brometo de etidio, utilizando, para isso, a técnica de eletroforese (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1998) (Figura 3.6 A). Para comparacdo dos tamanhos dos fragmentos
amplificados foi utilizado o DNA ladder 1Kb da Invitrogen. A separagao dos fragmentos
microssatélites amplificados foi feita no analisador automatico de fragmentos ABI 3730
com primers marcados com diferentes fluorocromos, em conjuntos multiplex,
(GUICHOUX et al., 2011). Para tanto, foi utilizada a mistura de HiD1 (18ul), marcador
interno (ROX) (1 pl) e reagdo de PCR (1 pl), a qual foi desnaturada por 5 minutos a 95°C.
A deteccao dos picos de fluorescéncia e a genotipagem foram feitas com o software
GeneMapper versao 4.1 (Applied Biosystems) (Figura 3.6 B). O arredondamento dos
tamanhos alélicos foi realizado através do software AlleloBin (PRASANTH et al., 2006).
A partir dos gendtipos obtidos nesta fase foram estimados todos os parametros utilizados

nas analises.

Tabela 3.2. Primers para H. stigonocarpa, temperaturas de anelamento utilizadas e amplitudes alélicas
obtidas.

, A . . Temperatura de Amplitude

Primer Sequéncia (F: Foward; R: Reverse) anelamento (°C) alélica (pb)

Hc 12 F: TGTTCCAATTTATGTCCATGGTT 60 141 -197
R: TGGATGGTTGTGAAGAAAAGG

Hc 14 F: CATTCTGCCATCGGTAGGTT 58 110 -150
R: TCACCCAAACAGGAGTGAA

Hc 17 F: TGATTTCATTCCCCTCTTGC Touchdown 99 — 125
R: GGTCAAAGAAAATGCTGGCT (61-55°C; A: 0,5°C)

Hc 33 F: ACAAATCAACTTTCTTTGAAGC Touchdown 122 - 136
R: TTGACGCTTATTTTGCACCA (61-55°C; A: 0,5°C)

Hc 34 F: CCAGCCCATGACGAAGT 58 183 - 211
R: GGTGTCGTGTTGTGTATGGC

Hc 40 F: CCTCTCTCCCAAATTCACGA 60 158 — 194
R: TGCAATAGAATTTCCGAGGC

Hc 42 F: TGGCTAAAAGTTGGGAGGGT Touchdown 117 -157
R: TTCCCCCTTTTCATGTTGTC (62-56°C; A: 0,5°C)
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Figura 3.4. Amplificacdo e genotipagem de locos SSR. A. Verificagdo de ocorréncia de amplificacdo de
locos microssatélites em gel de agarose. B. Genotipagem de individuo heterozigoto para o loco sob analise
através do software GeneMapper.

3.2.4. Analise de dados
Caracterizac¢io da variabilidade genética intra e interpopulacional

Para caracterizagao da variabilidade genética intrapopulacional foram estimados os
seguintes parametros: frequéncias alélicas, nimero de alelos por loco (4), nimero de alelos
privados (4p), heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade esperada sob equilibrio
de Hardy-Weinberg (He), heterozigosidade maxima (Hmdx), coeficiente de endogamia da
populacao (f) (WEIR, 1996). As frequéncias alélicas e o niumero de alelos por loco (4)
foram calculados diretamente dos gendtipos obtidos dos individuos. Foram considerados
alelos raros aqueles com frequéncia relativa inferior a 5%, visto que KIMURA (1983)
define alelos raros como aqueles com frequéncia inferior a um valor pequeno e pré-
definido e que o valor de 5% ¢ frequentemente utilizado (SEBBEN et al., 2000;
KAGEYAMA et al., 2003).

As estimativas da heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade esperada sob
equilibrio de Hardy-Weinberg (He) e coeficiente de endogamia da populagdo (f) foram
calculadas de acordo com WEIR (1996), utilizando para isto o software GDA (Genetic
Data Analysis) (LEWIS & ZAYKIN, 2001), o qual também foi utilizado para a obtengdo
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do nmimero de alelos privados (4p). A consisténcia das estimativas do coeficiente de
endogamia (f) foi avaliada através do método de bootstrap, utilizando para isto 10.000
reamostragens ¢ intervalo de confianga a 95% (WEIR, 1996), os quais foram obtidos

através do software GDA (LEWIS & ZAYKIN, 2001).

A heterozigosidade maxima (Hmdx) foi estimada através da seguinte equagdo:

Hmax = % , em que 4 = nimero de alelos por loco, como realizado por AZEVEDO,

(2007) e RAPOSO et al. (2007). A dimensao da diversidade genética foi analisada através
da relagdo entre os valores de He e Hmax, e a dimensdo dos valores de heterozigosidade

observada foi analisada pela relagdo entre os valores de Ho e He.

Para caracterizagdo da variabilidade genética interpopulacional foi estimada a
divergéncia genética (Op) entre pares de populacdes e para o conjunto de populagdes de
cada espécie, de acordo com WEIR (1996), utilizando para isto o software GDA (LEWIS
& ZAYKIN, 2001). A consisténcia das estimativas deste pardmetro foi avaliada através do
método de bootstrap, utilizando 10.000 reamostragens e intervalo de confianga a 95%
(WEIR, 1996), os quais foram obtidos através do software GDA (LEWIS & ZAYKIN,
2001). Os parametros f'e Op sdo equivalentes aos parametros FIS e FST, respectivamente,

das estatisticas F de Wright (MORAES et al., 1999).

Aderéncia das frequéncias genotipicas ao equilibrio de Hardy-Weinberg e dos

locos ao equilibrio de ligaciao

Foram estimadas probabilidades (P-valores) de aderéncia das frequéncias
genotipicas ao equilibrio de Hardy-Weinberg para cada loco estudado através do teste
exato de Fisher (WEIR, 1996). A constatacao estatistica da aderéncia da populagao a este
equilibrio ndo significa esta seja muito grande, panmitica, ausente de mutag¢do, migracao e
selecdo, mas sim que suas frequéncias genotipicas aderem ao esperado para este equilibrio,
o que pode ocorrer devido ao anulamento de forgas evolutivas (WHITE et al., 2007). Os P-
valores foram estimados pelo software GDA (LEWIS & ZAYKIN, 2001), com base em
10.000 reamostragens bootstrap (WEIR, 1996) e nivel de significancia a 5% de
probabilidade.

Foram estimadas probabilidades (P-valores) de aderéncia dos locos estudados ao

equilibrio de ligacdo através do teste exato de Fisher (WEIR, 1996). Equilibrio de ligacao
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refere-se a inexisténcia de associagdes entre locos, as quais podem ocorrer devido a
ligacdes genéticas e podem causar viés nas analises estatisticas (WEIR, 1996). As
probabilidades foram estimadas pelo software GDA (LEWIS & ZAYKIN, 2001),
utilizando para isto 10.000 reamostragens bootstrap (WEIR, 1996) e nivel de significancia
a 5% de probabilidade.

Deteccio de alelos nulos

Foram feitos testes para deteccao da presenca de alelos nulos nas populagdes e nos
locos em andlise. A verificagdo da presenca de alelos nulos e de sua interferéncia nas
frequéncias alélicas foi realizada através do software Micro-Checker (VAN
OOSTERHOUT et al., 2004). Este software utiliza simulagdes de Monte Carlo (bootstrap)
e se baseia na teoria de equilibrio de Hardy-Weinberg para detectar diferengas entre
frequéncias observadas e esperadas de homozigotos e estimar a frequéncia de quaisquer
alelos nulos (VAN OOSTERHOUT et al., 2004; VAN OOSTERHOUT et al., 2003). Para
tanto, foi utilizado intervalo de confianga de 95% ¢ 1.000 simulagdes de Monte Carlo. Foi
utilizada a equagdo 1 de BROOKFIELD (1996) para estimar a frequéncia de alelos nulos, a
qual se baseia no déficit de heterozigotos e ¢ considerada mais adequada para situagdes em
que existem amostras com falhas e se desconhece o motivo, podendo ser devido a alelos
nulos, falhas na PCR ou problemas de degradacio do DNA (VAN OOSTERHOUT et al.,
2004; VAN OOSTERHOUT et al., 2003).

Tamanhos efetivos e tamanhos minimos viaveis das populagoes

Foram estimados os tamanhos efetivos populacionais (Ne) de todas as populagdes,

por meio da equagdo: Ne = em que n = tamanho amostral da populagdo e f =

_n_
1+’
coeficiente de endogamia, de acordo com VENCOVSKY & CROSSA (2003). A

populagdo minima viavel (PMV) para conservagdo genética in situ foi calculada através da

Ne(ref) x n

equacao: PMV = Vo

, em que Ne(ref) = tamanho efetivo populacional de referéncia,

n = tamanho amostral e Ne = tamanho efetivo populacional, conforme feito por SILVA &

PINTO (2009).

Diferentes tamanhos efetivos populacionais de referéncia foram propostos para
conservagdo em curto ou longo prazo por diferentes autores. FRANKLIN & FRANKHAM

(1998) propdem tamanhos efetivos de referéncia entre 500 e 1.000 para manter o potencial
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evolutivo de populagdes ameagadas em longo prazo, enquanto que FRANKEL & SOULE
(1981) sugerem que tamanho efetivo de 50 seja suficiente para reduzir os efeitos de
endogamia em curto prazo. Mais especificamente para conservagdo ex situ de espécies
arboreas com sistema misto de reproducdo, SEBBENN (2003) propde tamanho efetivo de
500. Assim, foram utilizados tamanhos efetivos de referéncia iguais a 500 ¢ a 50, como
propostos por estes autores, para conservagdo em longo e em curto prazo, respectivamente.
Foi verificada ainda a representatividade genética das amostras das populacdes estudadas

através da relacdo entre Ne e n, conforme feito por RAPOSO et al. (2007).
Distribuicio espacial dos genotipos das populagdes nativas

A distribuicao espacial dos gendtipos nas populacdes nativas foi analisada através
de estimativas do coeficientes de coancestria (6xy), baseado em LOISELLE et al. (1995),
entre pares de plantas dentro de classes de distdncia definidas para os locos em conjunto.
Coancestria refere-se a probabilidade de que dois alelos homologos identificados
aleatoriamente em dois individuos sejam idénticos por descendéncia (LYNCH & WALSH,
1998). Para tanto, foram calculados valores de Oxy para a média de pares de individuos
dentro de cada uma das oito classes de distancia determinadas. O tamanho destas classes
de distancia foi definido em fungdo do ntimero igual de pares de individuos comparados
dentro de cada classe, o que gera classes de distancia de tamanhos diferentes, porém resulta
em maior precisao nas comparacdes das estimativas de coeficientes de coancestria entre
diferentes classes, visto que estes sdo estimados a partir do mesmo numero de pares de
individuos, possuindo, assim, a mesma precisao (GUIDUGLI, 2011). Os coeficientes de
coancestria para cada classe de distancia foram obtidos através do software SPAGeDI
(Spatial Pattern Analysis of Genetic Diversity) versao 1.3 (HARDY & VEKEMANS,
2002-20009).

O erro padrao da média das estimativas foi obtido por reamostragem jackknife entre
locos e, a partir deste, foram construidos intervalos de confianga a 95% de probabilidade
do coeficiente de coancestria médio estimado para cada classe de distancia, conforme
HARDY & VEKEMANS (2002-2009). Para testar se existe estruturagdo genética espacial,
foi calculado o intervalo de confianca a 95% de probabilidade para cada valor observado
em cada classe de distancia, utilizando para isto 1.000 permuta¢des de Monte Carlo para os
individuos entre diferentes classes de distancia (HARDY & VEKEMANS, 2002-2009). Os

valores de erro padrdo e intervalos de confianca para teste de auséncia de estruturagdo
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genética foram obtidos através do software SPAGeDI versio 1.3 (HARDY &
VEKEMANS, 2002-2009).

Fluxo génico entre populacées nativas

O fluxo génico entre as populagdes em dareas nativas foi estimado através da

metodologia indireta proposta por WRIGHT (1951), com base no numero de migrantes por

(5p)

geracdo (Nm), de acordo com a equacdo Nm = , sendo Op a divergéncia genética
entre populagdes, equivalente ao paradmetro FST das estatisticas F. Métodos indiretos como
este estimam niveis de fluxo génico que ocorreram no passado (SLATKIN, 1987) e medem
apenas a dispersdo que resultou em transmissao efetiva de genes (BROQUET & PETIT,
2009). O uso de Nm assume o modelo de ilhas, o qual pressupde que as populagdes
apresentam tamanhos efetivos iguais e que o fluxo génico ocorre em proporcdes iguais

entre estas (FUTUYMA, 1995). Apesar disso, essa metodologia apresenta robustez
analitica em muitos casos (BROQUET & PETIT, 2009).

3.3. RESULTADOS
3.3.1. Variabilidade genética

O tamanho amostral nas populagdes de H. stigonocarpa variou de 32,86 (N1) a
39,14 (P2) (Tabela 3.3). Neste caso, todos os tamanhos amostrais foram maiores do que
30, tamanho considerado suficiente para a estimativa de frequéncias alélicas dentro das
populagdes quando os marcadores sao codominantes (BERG & HAMRICK, 1997), caso
dos marcadores SSR. Os locos Hc 33 e Hc 42 apresentaram os menores tamanhos
amostrais (194 e 191, respectivamente), enquanto que o loco Hc 14 apresentou o maior

tamanho amostral, de 241, em comparacdo ao tamanho amostral total, de 256 individuos

(Tabela 3.4).

As populacdes P1, P2, P5, P6, N1 e N2 apresentaram, respectivamente, 8,86; 7; §;
7,86; 5,43 e 6,29 alelos em média por loco (Tabela 3.3). Apesar do nimero de alelos poder
ser afetado por diferencas no tamanho amostral (KALINOWSKI, 2004), as diferencas
relativamente pequenas nos tamanhos amostrais entre as populacdes estudadas permitem
fazer comparagdes entre estas. Dessa maneira, ambas as populagdes em 4areas nativas

apresentaram numero de alelos médio por loco inferior aos valores encontrados nas
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populagdes em plantios de recuperacdo de areas degradadas. As populagdes P1, P2, P5, P6,
N1 e N2 apresentaram, respectivamente, 12, 7, 8, 3, 1 e 1 alelos privados (Tabela 3.3).
Com relagdo ao total de alelos por populagdo, foram observados 37% de alelos raros na
populagdo P1 (Figura 3.7); 45% em P2 (Figura 3.8), 46% em P5 (Figura 3.9), 45% em P6
(Figura 3.10), 47% em N1 (Figura 3.11) e 43% de alelos raros em N2 (Figura 3.12).

Tabela 3.3. Tamanho amostral (), nimero de alelos (4), alelos privados (4p), heterozigosidade maxima
(Hmax), heterozigosidade esperada (He), heterozigosidade observada (Ho), relagdo entre heterozigosidades
esperada ¢ maxima (He/Hmax), relagdo entre heterozigosidades observada e esperada (Ho/He) e coeficiente
de endogamia (f) das populagdes de H. stigonocarpa nas areas de plantios de recuperagdo (P1, P2, P5 ¢ P6) e
nas areas nativas (N1 e N2), amostradas em Paracatu, MG, para os sete locos avaliados.

Area Loco n A Ap Hmiax He Ho He/Hmax Ho/He f
Hc 12 42 8 2 0875 0,795 0,595 0,909 0,749 0,254
Hc 14 41 12 4 0917 0,862 0,781 0,940 0,906 0,095
He 17 29 6 0 0,833 0,766 0,828 0,919 1,081 -0,082
Hc 33 34 6 1 0,833 0,753 0,177 0,903 0,234 0,768
- Hc 34 34 10 1 0,900 0,776 0,559 0,862 0,720 0,283
A~ Hc 40 37 9 2 0,889 0,729 0,595 0,821 0,815 0,187
Hc 42 36 11 2 0909 0,885 0,833 0,974 0,941 0,060
Total 62 12
Média 36,14 8,86 0,887 0,795 0,624 0,896 0,785 0,218
IC 0,067 a 0,422
Hc 12 38 6 1 0,833 0,733 0,553 0,879 0,754 0,248
Hc 14 43 2 0 0,500 0,208 0,233 0,416 1,118 -0,120
Hc 17 42 6 2 0,833 0,717 0,762 0,861 1,062 -0,063
Hc 33 41 4 0 0,750 0,627 0,415 0,836 0,661 0,342
~ Hc 34 39 11 1 0,909 0,839 0,744 0,922 0,887 0,115
A~ Hc 40 35 9 1 0,889 0,741 0,686 0,833 0,926 0,075
Hc 42 36 11 2 0909 0,777 0,333 0,855 0,429 0,575
Total 49 7
Média 39,14 7,00 0,857 0,663 0,532 0,774 0,802 0,200
IC 0,043 a 0,368
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Tabela 3.3. (continuagdo).

Area Loco n A Ap Hmiax He Ho He/Hmax Ho/He f
Hc 12 32 7 2 0,857 0,517 0,250 0,603 0,484 0,520
Hc 14 40 7 1 0,857 0,715 0,425 0,834 0,594 0,409
Hc 17 31 9 1 0,889 0,791 0,677 0,889 0,857 0,145
Hc 33 32 5 1 0,800 0,542 0,344 0,678 0,634 0,370
“ Hc 34 39 8 0 0875 0,739 0,692 0,845 0,937 0,064
A~ Hc 40 38 12 1 0,917 0,573 0,553 0,625 0,965 0,036
Hc 42 29 11 2 0909 0,773 0,207 0,851 0,268 0,736
Total 59 8
Média 34,43 8,00 0,881 0,664 0,450 0,754 0,677 0,326
IC 0,146 a 0,522
Hc 12 41 1 0,857 0,447 0,366 0,521 0,819 0,183
Hc 14 41 0 0,750 0,339 0,146 0,452 0,432 0,571
He 17 36 10 2 0900 0,775 0,583 0,861 0,753 0,250
Hc 33 30 0 0,667 0,520 0,567 0,781 1,089 -0,091
- Hc 34 41 0 0875 0811 0,756 0,927 0,932 0,069
A~ Hc 40 37 12 0 0917 0,883 0,757 0,964 0,857 0,145
Hc 42 30 11 0 0909 0,848 0,267 0,932 0,315 0,689
Total 55 3
Média 36,57 7,86 0,873 0,660 0,492 0,757 0,745 0,258
IC 0,087 a 0,464
Hc 12 34 5 1 0,800 0,328 0,353 0,410 1,075 -0,076
Hc 14 37 4 0 0,750 0,530 0,946 0,707 1,784 -0,804
Hc 17 34 5 0 0,800 0,363 0,324 0,454 0,891 0,110
Hc 33 27 4 0 0,750 0,704 0,630 0,938 0,895 0,107
— Hc 34 32 7 0 0,857 0,679 1,000 0,792 1,474 -0,485
z Hc 40 36 4 0 0,750 0,207 0,222 0,276 1,074 -0,075
Hc 42 30 9 0 0,889 0,657 0,567 0,739 0,862 0,140
Total 38 1
Média 32,86 5,43 0,816 0,495 0,577 0,607 1,165 -0,169
IC -0,458 a 0,092
Hc 12 40 2 0 0,500 0,162 0,175 0,323 1,082 -0,083
Hc 14 39 5 0 0,800 0,647 0,487 0,808 0,753 0,249
Hc 17 34 7 0 0,857 0,410 0,382 0,478 0,934 0,067
Hc 33 30 4 0 0,750 0,714 0,600 0,951 0,841 0,161
~ Hc 34 36 4 0 0,750 0,544 0,639 0,725 1,175 -0,178
z Hc 40 36 11 0 0909 0,695 0,722 0,765 1,039 -0,039
Hc 42 30 11 1 0,909 0,836 0,500 0,920 0,598 0,406
Total 44 1
Média 35,00 6,29 0,841 0,572 0,501 0,681 0,875 0,127
IC -0,042 a 0,268

Intervalo de Confianga (IC) = 95%, com base em 10.000 reamostragens bootstrap.
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Tabela 3.4. Tamanho amostral (n), nimero de alelos (4), nimero de alelos privados (4p) encontrados nas
populagdes, heterozigosidade maxima (Hmadx), heterozigosidade esperada (He), heterozigosidade observada
(Ho), relacdo entre heterozigosidades esperada e maxima (He/mdax) e coeficiente de endogamia (f) para os
sete locos analisados em seis populagdes de H. stigonocarpa localizadas em Paracatu, MG.

Loco n A Ap Hmax He Ho He/Hmax  Ho/He f
Hc 12 227 15 7 0,933 0,579 0,388 0,620 0,670 0,331
Hc 14 241 13 5 0,923 0,633 0,494 0,685 0,781 0,220
Hc 17 206 13 5 0,923 0,681 0,592 0,737 0,870 0,130
Hc 33 194 7 2 0,857 0,781 0,443 0,911 0,568 0,433
Hc 34 221 15 2 0,933 0,825 0,729 0,884 0,883 0,118
Hc 40 219 19 4 0,947 0,712 0,589 0,751 0,828 0,172
Hc 42 191 21 7 0,952 0,905 0,461 0,951 0,509 0,492
Total 103 32
Média 214,14 14,71 4,57 0,932 0,731 0,528 0,784 0,723 0,278

Analisando as distribuicdes de frequéncias alélicas das populacdes de H.
stigonocarpa (Figuras 3.7 a 3.12), ¢ possivel observar que a maioria delas foi do tipo
modal ou bimodal, com frequéncias alélicas relativamente bem distribuidas. Apesar da
distribuicao de frequéncias alélicas esperada pelo Modelo de Passos de Mutagdo ser
unimodal, distribui¢cdes bimodais e at¢ mesmo plurimodais sdo muitas vezes observadas
(NEBEL et al., 2001). Algumas distribui¢des foram menos uniformes, com frequéncia de
apenas um alelo superior a 0,5 ¢ muito mais alta do que as frequéncias dos demais, como
aquele do loco Hc 14 para a populagao P2; Hc 12, Hc 33 e Hc 40 para P5; Hc 12 e He 14
para P6; Hc 12, Hc 17 e Hc 40 para N1; e locos Hc 12 e Hc 17 para a populagao N2. Tais
alelos com frequéncias muito altas podem futuramente ser fixados, principalmente na
auséncia de fluxo génico de outras populagdes (SLATKIN, 1987). Estes locos nestas
populagdes foram justamente os que apresentaram os menores valores de heterozigosidade
esperada, visto que este parametro ¢ calculado com base nas frequéncias alélicas

(ALLENDOREF & LUIKART, 2007).

As populagdes em plantios de recuperacdo apresentaram as maiores
heterozigosidades médias esperadas, as quais foram 0,795 para P1; 0,663 para P2; 0,664
para P5 e 0,660 para P6, enquanto que as populagdes nativas estudadas, por sua vez,
apresentaram os menores valores, de 0,495 para N1 e 0,572 para N2 (Tabela 3.3). A
heterozigosidade maxima ¢ o parametro que mostra qual a méaxima heterozigosidade
possivel com relacdo ao nimero de alelos existentes na populacdo, sendo bom critério para

analise da representatividade da heterozigosidade esperada encontrada (RIBAS &
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KAGEYAMA, 2004). Assim, as populagdes nativas, as quais apresentaram menor nimero
de alelos, apresentaram menores valores de heterozigosidade maxima (Tabela 3.3).
Contudo, a proporgao entre a heterozigosidade esperada e a maxima para estas populagdes

também foi consideravelmente menor.

A heterozigosidade média observada foi maior nas populagdes P1, N1 e P2, (0,624,
0,577 e 0,532, respectivamente), ¢ menor nas populagdes P5, P6 ¢ N2 (0,450, 0,492 ¢
0,501, respectivamente) (Tabela 3.3). Dessa maneira, o padrdo de menor variabilidade
genética para as populagdes nativas observado em pardmetros como nimero de alelos e
heterozigosidade esperada ndo ocorreu com relagdo a heterozigosidade observada, tendo as

populacdes nativas apresentado valores intermediarios deste.

Todas as populagdes em plantios de recuperagdo apresentaram coeficientes de
endogamia positivos, com maior valor para a populagdo P5 (0,326), seguida por P6
(0,258), P1 (0,218) e P2 (0,200) (Tabela 3.3). Os intervalos de confianca do coeficiente de
endogamia para estas populacdes foram inteiramente positivos, o que indica existir
consisténcia nas estimativas. As populacdes em dreas nativas N1 e N2, por sua vez,
apresentaram coeficientes de endogamia iguais a -0,169 e 0,127, respectivamente, porém

os intervalos de confianga indicam que estes valores nao foram consistentes (Tabela 3.3).

As estimativas de frequéncias de alelos nulos obtidas foram significativas (>0,20)
para o loco Hc 33 para a populagdo P1, Hc 42 para as populagoes P2, P5 e P6 ¢ em
nenhum loco para as populagdes nativas, N1 e N2. Contudo, as frequéncias de alelos nulos
das populagdes em plantios de recuperacdo ndo podem ser devidamente estimadas e
interpretadas visto que estas sdo formadas por individuos provenientes de diferentes
populagdes, ndo possuindo origem na reproducao de uma geragao comum anterior. Como a
estimativa de frequéncias de alelos nulos se baseia no déficit de heterozigotos com relagao
ao esperado pelo equilibrio de Hardy-Weinberg (VAN OOSTERHOUT et al., 2004), as
estimativas significativas encontradas nas populagdes em plantios provavelmente se devem
simplesmente a ocorréncia de muitos genotipos homozigotos no conjunto dos individuos

com diferentes procedéncias reunidos nestes plantios, e ndo a ocorréncia de alelos nulos.
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Figura 3.5. Distribuicdo das frequéncias alélicas dos sete locos analisados na populacio de H.

Hc 12 Hc 14
04 03
0,35 0,25
e 03 2 o2
o '
2 0,25 4
T oz T 015
T T
i! 0,15 E 01
01 &
0,05 0,05
a 0
151 155 157 158 165 167 168 197 116 118 120 124 130 134 138 140 142 144 146 150
Alelo (pb) Alelo (pb)
Hc 17 Hc 33
04 0,45
035 04
035
m 03 -
B p25 G 03
C - c
& S5 o025
3 02 3
¥ o01s g o2
20 2 01
% 01 o1
0,05 0,05
0 0
105 107 109 111 113 117 122 124 126 130 132 136
Alelo (pb) Alelo (ph)
Hc 34 Hc 40
0,45 05
04
0,35 04
L) m
g 03 T g
S o1 S
3 =]
g 02 T 02
2 g1s 2
w w
01 01
0,05
0 Q
187 189 191 193 195 199 201 203 205 209 164 166 170 176 180 184 188 190 192
Alelo (pb) Alelo (pb)
Hc 42
0,25
032
=
g o015
B
z
g o1
2
[
0,05
0
121 123 131 133 135 137 139 141 143 147 149
Alelo (phb)

stigonocarpa em area de plantio de recuperagdo — P1, amostrada em Paracatu, MG.

43




Alelo (pb)

Figura 3.6. Distribuicdo das frequéncias alélicas dos sete locos analisados na populacio de H.

stigonocarpa em area de plantio de recuperagdo — P2, amostrada em Paracatu, MG.
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Figura 3.7. Distribuicdo das frequéncias alélicas dos sete locos analisados na populacio de H.
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Figura 3.8. Distribuicdo das frequéncias alélicas dos sete locos analisados na populagio de H.
stigonocarpa em area de plantio de recuperagdo — P6, amostrada em Paracatu, MG.
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Figura 3.9. Distribuicdo das frequéncias alélicas dos sete locos analisados na populagio de H.
stigonocarpa em area nativa de Cerrado sentido restrito — N1, amostrada em Paracatu, MG.
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Figura 3.10. Distribui¢do das frequéncias alélicas dos sete locos analisados na populagio de H.
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stigonocarpa em area nativa de Cerrado sentido restrito — N2, amostrada em Paracatu, MG.

Os tamanhos efetivos das populagoes P1, P2, P5, P6, N1 e N2 foram,
respectivamente 29,67, 32,63, 25,96, 29,07 39,52, e 31,07 (Tabela 3.5). A avaliagdo das

populagdes quanto a este parametro pode ser melhor visualizada através da relagdo entre o
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tamanho efetivo e o amostral de cada populagdo. Estas relacdes foram superiores para N1 e

N2, (1,20 e 0,89, respectivamente) e inferiores para P1, P2, P5, P6 (0,82, 0,83, 0,75 ¢ 0,79,

respectivamente) (Tabela 3.5). Assim, as populagdes nativas apresentaram individuos com

maior representatividade genética do que aqueles nas populagdes em plantios.

Tabela 3.5. Tamanho amostral (n), tamanho efetivo populacional (Ne), relagdo entre tamanho amostral e
tamanho efetivo populacional (Ne/n), populagdo minima viavel com tamanho efetivo de referéncia de 50
(PMV(Neref=50)) e de 500 (PMV Neref=500)) das populagdes de H. stigonocarpa nas areas de plantios de
recuperacdo (P1, P2, P5 ¢ P6) e nas areas nativas (N1 e N2), amostradas em Paracatu, para os sete locos

avaliados.
Area Loco n Ne Ne/n PMV PMV
(Neref = 50) (Neref = 500)

Hc 12 42 33,50 0,80 62,69 626,87

Hc 14 41 37,43 0,91 54,77 547,70

He 17 29 31,59 1,09 45,89 458,94

- Hc 33 34 19,23 0,57 88,41 884,14
R Hc 34 34 26,51 0,78 64,13 641,30
Hc 40 37 31,17 0,84 59,34 593,43

Hc 42 36 33,98 0,94 52,98 529,78

Média 36,14 29,67 0,82 60,90 609,00

Hc 12 38 30,44 0,80 62,41 624,09

Hc 14 43 48,86 1,14 44,00 440,00

Hc 17 42 44,83 1,07 46,84 468,40

~ Hc 33 41 30,56 0,75 67,09 670,86
R Hc 34 39 34,99 0,90 55,73 557,25
Hc 40 35 32,55 0,93 53,77 537,68

Hc 42 36 22,86 0,64 78,73 787,34

Média 39,14 32,63 0,83 59,98 599,80

Hc 12 32 21,05 0,66 76,02 760,15

Hc 14 40 28,39 0,71 70,44 704,41

Hc 17 31 27,07 0,87 57,26 572,59

v Hc 33 32 23,36 0,73 68,48 684,84
A Hc 34 39 36,64 0,94 53,21 532,15
Hc 40 38 36,68 0,97 51,80 517,99

Hc 42 29 16,71 0,58 86,79 867,92

Média 34,43 25,96 0,75 66,30 663,00

Hc 12 41 34,65 0,85 59,16 591,56

Hc 14 41 26,10 0,64 78,55 785,52

Hc 17 36 28,80 0,80 62,50 625,00

° Hc 33 30 32,99 1,10 45,46 454,65
A Hc 34 41 38,36 0,94 53,44 534,36
Hc 40 37 32,31 0,87 57,25 572,52

Hc 42 30 17,76 0,59 84,45 844,50

Média 36,57 29,07 0,79 62,91 629,05
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Tabela 3.5. (continuagdo).

Area Loco n Ne Ne/n PMV PMV
(Neref = 50) (Neref = 500)

Hc 12 34 36,80 1,08 46,20 461,96

Hc 14 37 188,65 5,10 9,81 98,07

Hc 17 34 30,62 0,90 55,51 555,15

- Hc 33 27 24,39 0,90 55,35 553,54
z Hc 34 32 62,14 1,94 25,75 257,49
Hc 40 36 38,91 1,08 46,26 462,57

Hc 42 30 26,32 0,88 56,98 569,81

Meédia 32,86 39,53 1,20 41,57 415,65

Hc 12 40 43,64 1,09 45,83 458,33

Hc 14 39 31,22 0,80 62,45 624,55

Hc 17 34 31,85 0,94 53,37 533,70

~ Hc 33 30 25,83 0,86 58,07 580,72
z Hc 34 36 43,78 1,22 41,11 411,12
Hc 40 36 37,48 1,04 48,03 480,30

Hc 42 30 21,34 0,71 70,31 703,07

Média 35 31,07 0,89 56,33 563,25

A populagao minima viavel para conservagao in sifu em curto prazo, baseada num
tamanho efetivo de referéncia de 50 (FRANKEL & SOULE, 1981), foi de 60,90; 59,98;
66,30; 62,91; 41,57 e 56,33 para as populagdes P1, P2, P5, P6, N1 e N2, respectivamente
(Tabela 3.5). Considerando que os tamanhos demograficos das populagdes P1, P2 e P5 sdo,
respectivamente, 59, 95 e 109, estas apresentam tamanhos muito proximos (P1) e maiores
(P2 e P5) do que o minimo vidvel para conservagao in situ em curto prazo. Os dados
quanto aos individuos sobreviventes na area P6 nao foram coletados devido a este plantio

ser recente.
3.3.2. Equilibrio de Hardy-Weinberg e equilibrio de ligacao

Foram observado poucos locos com aderéncia ao equilibrio de Hardy-Weinberg nas
populagdes em plantios de recuperacao. Foram observados dois locos com probabilidades
significativas para o teste exato de Fisher baseados em 10.000 reamostragens pelo método
de bootstrap, a 5% de probabilidade, para P1 e P2, um loco em P6 e nenhum loco em P5.
Os desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg evidenciados em vérios locos nas populagdes
em plantios de recuperacdo sdo corroborados pelos coeficientes de endogamia positivos e

consistentes destas. Entretanto, estas populagdes sdo constituidas por individuos oriundos
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de diferentes populagdes. Segundo HARTL & CLARK (1997), misturas de individuos que
diferem quanto as frequéncias alélicas sdo dificeis de serem analisadas quanto a aderéncia
ao equilibrio de Hardy-Weinberg em testes como o de Fisher. A andlise da aderéncia das
populagdes em plantios ao equilibrio de Hardy-Weinberg, dessa maneira, foi limitada pela

natureza destas populagdes.

As populagdes nativas, por sua vez, apresentaram maior propor¢do de locos com
aderéncia ao equilibrio de Hardy-Weinberg, os quais foram: Hc 12, Hc 17 ¢ Hc 40 em N1
e Hc 12, Hc 14, He 17, Hc 34 e Hc 40 em N2. Apesar de existirem muitos locos com
aderéncia ao equilibrio de Hardy-Weinberg na populagdo N2, isto ndo significa que esta
esteja neste equilibrio, e que, portanto, apresenta panmixia, tamanho efetivo muito grande,
auséncia de selecdo, mutacdo e migragdo. Significa que suas frequéncias alélicas e
genotipicas aderem ao esperado para este equilibrio, o que pode ocorrer devido ao
anulamento entre as forgas que causam desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg (WHITE

et al., 2007).

Quanto ao equilibrio de ligacdo, as populagdes P6, N1 e N2 apresentaram apenas
cinco combinagdes de locos em desequilibrio de ligagdo, enquanto que P2 apresentou oito
combinagdes, P1 apresentou 12 e P5 apresentou 14. Como no teste de Fisher os gendtipos
foram preservados, prevenindo que desequilibrios dentro de locos afetem a significancia do
desequilibrio de combinagdo de locos, como recomendado por LEWIS & ZAYKIN (2002),
nao foi observada relacdo entre os locos que ndo aderiram ao equilibrio de Hardy-
Weinberg e as combinac¢des de locos em desequilibrio de ligagdo. As ocorréncias de
combinagdes de locos em desequilibrio de ligacdo ndo foram as mesmas nas populagoes,
tendo variado de uma para outra, o que indica que o desequilibrio de ligacao est4 associado
as populagdes e ndo aos locos. Dessa maneira, assim como concluido por MORAES et al.

(2007) em situacao semelhante, nao foi necessario a exclusao de locos das analises.

O maior nimero de combinacdo de locos em desequilibrio de ligacdo nas
populagdes em plantios P1, P2 e P5 pode estar relacionado com a natureza destas. De
acordo com HARTL & CLARK (1997) e ALLENDORF & LUIKART (2007), entre as
possiveis causas para o desequilibrio de ligacdo estd a mistura de populagdes com
frequéncias gaméticas divergentes. De fato, foi exatamente isso que ocorreu com as
populacdes em plantios de recuperagdo, as quais foram formadas por conjunto de

individuos reunidos de diferentes populagdes nativas.
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3.3.3. Estrutura genética espacial

Os resultados obtidos quanto a divergéncia genética entre populagdes sdo
apresentados na Tabela 3.6. A divergéncia genética para o conjunto de todas as populacdes
estudadas foi de 0,139, com intervalo de confianga de 0,1133 a 0,1671.

Tabela 3.6. Valores de divergéncia genética (p) entre pares de populagdes de H. stigonocarpa em areas de

plantios de recuperacédo (P1, P2, P5 e P6) e em areas nativas (N1 e N2), amostradas em Paracatu, MG, e seus
respectivos intervalos de confianga a 95%, com base em 10.000 reamostragens bootstrap (entre parénteses).

P1 P2 P5 P6 N1
0,11
P2
(0,072 0,17)
0,09 0,17
P5
(0,052 0,15) (0,093 a 0,26)
b 0,12 0,11 0,07
(0,072 0,17) (0,03 2 0,22) (0,032 0,12)
N1 0,16 0,18 0,20 0,21
(0,11 a 0,20) (0,13 20,23) (0,13 2 0,26) (0,142 0,27)
2 0,12 0,16 0,13 0,13 0,13
(0,072 0,17) (0,1020,24)  (0,0573a0,2175)  (0,0920,18) (0,03 a 0,24)

O ntimero de migrantes entre populagdes por geracao, parametro calculado a partir
da divergéncia genética que indica fluxo génico historico entre populacdes (ALLENDORF
& LUIKART, 2007), foi de 1,65 entre N1 e N2, com intervalo de confianga de 0,8 a 9.
Este parametro foi calculado apenas para as populagdes nativas visto que diferengas quanto
as frequéncias alélicas entre as populagdes em plantios de recuperacdo nao se devem a

deriva genética ou fluxo génico.

O natmero de pares de individuos por classe de distancia apds andlise de
distribuicdo espacial dos genotipos foi de 107 a 108 pares na populagdo N1 e 97 a 98 pares
na populacao N2. A andlise de correlagdo espacial por meio de estimativas de coeficientes
de coancestria baseados em LOISELLE et al. (1995) indicou que ndo existe estrutura
genética espacial em nenhuma das popula¢des em areas nativas analisadas (Figuras 3.13 e
3.14). As populacdes em plantios de recuperagdo ndo foram analisadas quanto a isto pois,
como os individuos foram plantados, qualquer estrutura genética espacial ndo teria relagdo
com fluxo génico de sementes ou poélen. Além disso, estas populagdes estdo presentes em

areas pequenas e H. stigonocarpa apresenta polinizagcdo por morcegos como Glossophaga
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soricina e Carollia perspicillata (GIBBS et al., 1999), os quais apresentam comportamento
de forrageamento que promove cruzamentos entre plantas a longas distancias (HEITHAUS
et al., 1975). Dessa maneira, a futura ocorréncia de dificuldade de cruzamento entre
individuos ndo aparentados devido a presenca de estrutura genética espacial dentro destas

populagdes em plantios ¢ pouco provavel.

0,2 -
0,15 -

s 01 *

[7,] . .

)] o ‘e

R I v Nl T

(8]

(] ]

3 o

$ 0,05 - -

:§ ceen., ...-.' o.. .'.o

qu ®0eo, 0 '.. .‘.'

g 01 - .

o
-0,15 -
_0'2 T T T T T T T 1

115,7 195 275,2 376,1 476,3 605,8 765,9 1281,4

Classe de distancia (m)

Figura 3.11. Correlograma para coeficiente de coancestria (®) estimado por classes de distancias, seu
intervalo de confianga a 95% (

) e intervalo de confianga a 95% para teste de auséncia de estrutura genética
espacial (---) para a populac@o nativa de H. stigonocarpa N1, amostrada em Paracatu, MG.

A correlagdo espacial para a populacdo N1 mostra que o coeficiente de coancestria
médio ndo foi significativamente diferente de zero em quase todas as distancias, a ndo ser
pela distancia de 765,9 metros, em que apresentou valor negativo e significativo, porém
muito proximo a faixa que indica auséncia de estrutura genética espacial. J& para a
populagdo N2, pode ser observado que o coeficiente de coancestria médio nao foi
significativamente diferente de zero em nenhuma distancia. Assim, esses resultados
indicam que estas populacdes apresentam distribuicdo espacial dos genotipos aleatoria, ndo
exibindo padrdo de isolamento a distancia, em que arvores mais proximas entre si s20 mais

aparentadas e arvores distantes entre si s2o menos aparentadas (WRIGHT, 1943).

53



0,15 -

0,1 -

0,05 -

—'—.-:——-————--..'-‘-___-—--——--—'—l-’.-.-.-:.-..’pgo.ﬂ

. . e®e

Coeficiente de coancestria

89,2 181,8 1844,4 6484,7 9238,7 9356,4 9494,1 10564,9

Classe de distancia (m)

Figura 3.12. Correlograma para coeficiente de coancestria (®) estimado por classes de distancias, seu

intervalo de confianga a 95% (") e intervalo de confiancga a 95% para teste de auséncia de estrutura genética

espacial (---) para a populac@o nativa de H. stigonocarpa N2, amostrada em Paracatu, MG.

3.4. DISCUSSAO
3.4.1. Variabilidade genética

Comparando os resultados obtidos quanto aos niimeros de alelos, heterozigosidades
esperadas, heterozigosidades observadas e coeficientes de endogamia com outros trabalhos
sobre a variabilidade genética de H. stigonocarpa através de marcadores SSR (Tabela 3.7),
¢ possivel observar que os resultados aqui obtidos se encontram dentro do padrao para
populagdes desta espécie. As pequenas divergéncias observadas quanto ao niimero médio

de alelos por loco podem estar relacionadas ao tamanho amostral, visto que este parametro

¢ afetado pelo tamanho amostral (KALINOWSKI, 2004).

O fato de todas as populagdes nos plantios de recuperacdo analisadas terem
apresentado maior nimero médio de alelos por loco do que as populagdes em areas nativas
indica que existe maior variabilidade genética entre individuos nas populagdes nos plantios
de recuperagdo do que nas populagdes em dareas nativas. Estes resultados podem ser

explicados pelo fato de que as coletas das sementes a serem implantadas nos plantios de
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recuperagdo foram realizadas em diferentes areas naturais. Isto deve ter propiciado a
amostragem de maior numero de alelos, visto que, de acordo com FALK et al. (2001), a
variagdo genética capturada aumenta a medida que diferentes populagdes sdo adicionadas a
amostragem. Esses resultados indicam que as coletas de sementes foram eficientes em
captar a variabilidade genética existente localmente em populagdes nativas de H.

stigonocarpa.

Tabela 3.7. Local de estudo, tamanho amostral (#), nimero de alelos médio por loco (4), heterozigosidade
esperada (He), heterozigosidade observada (Ho) e coeficiente de endogamia (f) observados no presente
trabalho e em outros trabalhos realizados sobre variabilidade genética de populagdes de H. stigonocarpa
através de marcadores microssatélites.

Trabalho Local n A He Ho f
Presente trabalho MG
P1 36 8,9 0,795 0,624 0,218
P2 39 7 0,663 0,532 0,2
P5 34 8 0,664 0,45 0,326
P6 37 7,9 0,66 0,492 0,258
N1 33 5,4 0,495 0,577 -0,169
N2 35 6,3 0,572 0,501 0,127
Moraes et al. (2007) MS
Progénies 264 11,7 0,623 0,367 0,411
Adultos 42 7 0,634 0,441 0,304
Ciampi et al. (2008) ]13\/11\Ge 40 6,4 0,601 0,389 0,355
Moreno (2009)

SP 18a69 4,7a10,7 0,560a0,784 0,583a0,66 -0,126a0,177

Moraes & Sebbenn

2011) MS 205 10,3 0,212 0,850 0,1882a0,685 -0,037a 0,244

Quanto a variabilidade genética dentro de individuos, as populagdes em plantios de
recuperagdo apresentaram menor proporc¢ao de heterozigotos com relacido ao esperado pelo
equilibrio de Hardy-Weinberg do que as populagdes em areas nativas, o que ¢ demonstrado
claramente pelos coeficientes de endogamia positivos e consistentes em todas as
populagdes em plantios. Esta relacdo pode ser entendida pelo fato de que a endogamia nado
altera as frequéncias alélicas da populacdo, ndo afetando imediatamente a heterozigosidade
esperada, porém aumenta a propor¢cdo de homozigotos em todos os locos (FREELAND,
2005), podendo o efeito da endogamia ser definido como a diferenca na heterozigosidade
com rela¢do aquela de uma populagdo panmitica (HARTL & CLARK, 1997). Assim, os
coeficientes de endogamia aqui estimados indicam que as populacdes em plantios de

recuperacao sao endogamicas, apresentando excesso de homozigotos (GILLESPIE, 1998).
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Considerando que o tamanho efetivo quantifica a taxa de perda de heterozigosidade
da populagdo em comparagdo a uma populacdo ideal, sendo calculado com base no
coeficiente de endogamia (GILLESPIE, 1998; RYMAN & LAIKRE, 1991), os menores
tamanhos efetivos por individuo nas populacdes em plantios de recuperagao se devem aos
maiores coeficientes de endogamia e, assim, a maior propor¢do de homozigotos nestas.
Contudo, apesar dos individuos nas popula¢des em plantios de recuperagdo apresentarem
menor representatividade genética do que aqueles nas populagdes nativas, P1, P2 e P5
possuem tamanhos efetivos suficientemente grandes para a conservacao in situ em curto

prazo, porém ndo para a conservagdo em longo prazo.

O fato de todas as populagdes nos plantios de recuperacdo terem apresentado
coeficientes de endogamia altos e consistentes pode ter relagdo com o controle ambiental
associado ao viveiro onde as mudas implantadas nos plantios foram produzidas.
Diferentemente de ambientes naturais, onde a populagdo esta sujeita a selecdo natural, o
ambiente controlado em viveiro de producao de mudas possibilita maiores porcentagens de
germinacao de sementes e sobrevivéncia de plantulas, diminuindo a sele¢ao natural (NETO
et al., 2005). Progénies de espécies arboreas tropicais tendem a apresentar maior
coeficiente de endogamia do que os adultos, o que esta relacionado a selegdo contra
homozigotos ao longo do tempo e depressao endogamica nestas espécies (KAGEY AMA et
al., 2003). Varios trabalhos com espécies arboreas, incluindo H. stigonocarpa, indicam a
existéncia de selecdo contra homozigotos (SAMPSON et al., 1989; KENNINGTON &
JAMES, 1997; MILLAR et al., 2000; SEBBENN et al., 2000; GRIBEL & GIBBS, 2002;
HUFFORD & HAMRICK, 2003; RIBAS & KAGEYAMA, 2004b; NAITO et al., 2005;
MORAES & SEBBENN, 2011). Além disso, GIBBS et al. (1999) observaram que H.
stigonocarpa apresenta controle pos-zigédtico de autopolinizagdo, o que sugere depressao

por endogamia nesta espécie.

Assim, existe a possibilidade de individuos homozigotos nestas populagdes em
plantios de recuperacdo serem eliminados ao longo do tempo devido a selecdo natural, o
que representa potenciais perdas de alelos. Se o nimero de individuos for drasticamente
reduzido, as populagdes em plantios de recuperacdo podem sofrer o efeito fundador
(FALK et al., 2001), ou seja, podem ser formadas por poucos alelos (ALLENDORF &
LUIKART, 2007), se tornando populacdes com baixa variabilidade genética. Isto resultara,
por sua vez, em maior ocorréncia de endogamia, a qual pode reduzir os niveis de adaptagdo

e desempenho dos individuos, diminuindo todas as medidas de diversidade genética
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através de aumento das taxas de mortalidade (HARTL & CLARK, 1997; FREELAND,
2005). Essa situacdo pode resultar na entrada destas populagdes no “’vortex da extingdo’’,
em que a existéncia de reduzida variabilidade genética causa reducdo da habilidade de
adaptacdo a diferentes condigdes ambientais, o que leva a novas reducdes no tamanho

efetivo populacional, e assim por diante (GILPIN & SOULE, 1986).

Nesse sentido, ¢ necessario que sejam realizados tratamentos silviculturais,
adubagoes, controle de pragas e doengas e irrigagdo conforme o necessario, de maneira que
as condi¢des para sobrevivéncia dos individuos implantados nos plantios sejam melhoradas
ao maximo. Caso as condigdes ambientais ndo sejam propicias para a sobrevivéncia de
individuos homozigotos, com possivelmente menor vigor, a variabilidade genética nestas
populagdes poderd ser parcialmente perdida, sendo possivel até mesmo a extingdo destas
populagdes. Isto significa desperdicio de esforcos realizados e de recursos utilizados para

implantagdo destes plantios de recuperagao.

Apesar disso, existe forte tendéncia de diminuicdo da propor¢ao de homozigotos
nas populagdes em plantios de recuperacdo nas proximas geragdes, visto que existe alta
variabilidade genética entre os individuos, o que pode ser amplificado através de
cruzamentos. Isto possibilitaria a existéncia de maior heterozigosidade observada,
reduzindo, assim, estimativas de coeficientes de endogamia e probabilidades de ocorréncia
de depressao endogamica, além de aumentar os tamanhos efetivos por individuo nas

populagoes.

Para isto, entretanto, € necessario que os individuos nao apenas sobrevivam, mas se
reproduzam por cruzamentos. Assim, ¢ imprescindivel que os polinizadores da espécie, os
quais sdao principalmente morcegos (GIBBS et al., 1999), estejam presentes na area, para
que ocorram cruzamentos € ndo autopolinizacdo. SILVA-MONTELLANO & EGUIARTE
(2003a, 2003b) encontraram que populagdes de Agave lechuguilla com menores nimeros
de polinizadores apresentaram menores valores de heterozigosidade observada, sendo
concluido que a autopolinizacdo ¢ mais comum em populagdes localizadas em areas com
menor nimero de polinizadores. Assim, a presenca dos polinizadores de H. stigonocarpa
nestas populacdes ¢ muito importante, o que pode ser potencializado pela manutencdo de

areas naturais e corredores ecologicos proximos a estas areas de plantios.

Apesar de ter sido observado nas popula¢des em plantios problemas associados a

baixa heterozigosidade em comparagdo a panmixia, estas populagdes possuem maior
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variabilidade entre individuos do que as populagdes nativas. A heterozigosidade fornece
boa medida da capacidade da populacdo em responder a selecdo em curto prazo, porém o
numero de alelos ¢ importante para a resposta em longo prazo a sele¢do e sobrevivéncia de
populacdes e espécie (ALLENDORF, 1986). De acordo com PETIT et al. (1998), o
numero de alelos, o qual se constitui numa medida de diversidade direta e de dbvio
interesse na genética da conservagdo, deveria ter prioridade maxima como pardmetro para
analise do estado de conservagdo de populagdes, por ser um bom indicador de mudangas
demograficas passadas. Entretanto, o fato do nimero de alelos ser maior nos plantios de
recuperagao nada significa se os individuos com elevada homozigosidade nos plantios nao

sobreviverem.
3.4.2. Estrutura genética espacial

Segundo FREELAND (2005), valores de divergéncia genética (6p) podem ser
classificados em trés niveis: de 0 a 0,05 indicam pequena diferenciagdo genética; de 0,05 a
0,25, diferenciagdo moderada; e valores maiores do que 0,25 indicam niveis pronunciados
de diferenciacao genética. HARTL & CLARK (1997) fizeram uma classificagdo muito
semelhante, porém subdividiram o segundo nivel definido por FREELAND (2005) e
consideraram que valores entre 0,05 e 0,15 indicam diferenciagdo moderada e de 0,15 a

0,25, diferenciagao muito grande.

Considerando a classificagao de FREELAND (2005), todos os pares de populagdes
estudadas de H. stigonocarpa apresentaram divergéncia genética moderada, porém
considerando a classificagdo de HARTL & CLARK (1997), as duplas de populagdes P1 e
N1, P2 e P5, P2 e N1, P2 e N2, P5 e N1 e P6 ¢ NI apresentaram divergéncia genética
grande e as demais duplas apresentaram divergéncia genética moderada. J& o valor de
divergéncia genética observado para o conjunto de todas as populagdes pode ser
considerado, de acordo com ambas as classificagdes, moderado. Assim, tendo em vista que
pardmetros como Op sdo mais do que medidas de diferenciacdo genética, podendo ser
interpretados como a propor¢ao de diversidade genética devido a diferengas de frequéncias
alélicas entre populagdes (HOLSINGER & WEIR, 2009), estes resultados indicam que
existe variabilidade genética de moderada a alta entre as populagdes estudadas de H.

stigonocarpa.
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O namero de migrantes por geracdo estimado entre as populagdes N1 e N2 ¢
consideravel, principalmente tendo em vista que foram analisadas apenas duas populacdes
e que pode ter ocorrido fluxo génico a partir de outras populagdes locais. Além disso, de
acordo com SLATKIN (1987), um minimo de fluxo génico é capaz de prevenir a fixagdo
completa de alelos em populagdes, apesar de ndo prevenir diferenciacdo por deriva
genética. Assim, este resultado indica que ocorreu no passado fluxo génico consideravel
entre estas populagdes nativas. Entretanto, considerando que a espécie possui ciclo de vida
longo e que o municipio de Paracatu passou por intensas transformacdes na paisagem
natural (FELFILI et al., 1992; SCOLFORO & CARVALHO, 2006; NERI et al., 2011),
este retrato do fluxo génico historico pode ndo condizer com a situagdo quanto ao fluxo

génico atual entre estas populacdes.

Quanto a auséncia de estrutura genética espacial observada dentro das populacdes
nativas de H. stigonocarpa, outros estudos com espécies arboreas e arbustivas registraram
o mesmo padrao (DEWEY & HEYWOOQOD, 1988; HAMRICK et al., 1993; GANDARA,
1996; MALTEZ, 1997; SEBBENN, 1997; SOUZA, 1997; MORAES, 1997; DEGEN et al.,
2001; NG et al., 2006; SATO et al., 2006; REIS et al., 2009; GONCALVES et al., 2010).
Cabe ressaltar, contudo, que a estrutura genética espacial nao foi detectada apenas dentro
das populagdes. Considerando que valores significativos de divergéncia genética podem
indicar padrao de isolamento por distancia (LOISELLE et al., 1995), os valores de 6p
observados sugerem que o conjunto estudado de populagdes de fato possua estruturagao

genética espacial, a qual, entretanto, ndo foi observada dentro das populagdes nativas.

A auséncia de estrutura genética observada dentro das populagdes de H.
stigonocarpa em areas nativas pode ter relacdo com a natureza dos agentes polinizadores
desta espécie, morcegos (GIBBS et al., 1999), e dos agentes dispersores de sementes,
mamiferos (SILVA-JUNIOR, 2005). Os mecanismos de dispersdo de sementes e de pélen
tém impacto direto na estrutura genética de populacdes, sendo que espécies com dispersao
mais proxima a arvore matriz apresentam estrutura genética espacial mais forte e espécies
com dispersao realizada por animais com maior mobilidade apresentam menor estruturacao
espacial (HAMRICK et al.,1993). De acordo com HEITHAUS et al. (1975), as principais
espécies de morcegos que polinizam H. stigonocarpa apresentam comportamento de
forrageamento que promove reprodugdo cruzada entre individuos em longas distancias.
Isso ¢ corroborado por MORAES & SEBBENN (2011), os quais observaram que a

dispersdo de polen entre individuos isolados de H. stigonocarpa alcangou distancias de até
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7.353 metros, ¢ por MORENO et al. (2009), que observaram haplétipos de individuos

desta espécie distantes uns dos outros em até 7.000 metros.

Contudo, MORAES et al. (2007), DEFAVARI et al. (2009) e MORENO et al.
(2009) e observaram estrutura genética espacial em populagdes de H. stigonocarpa, com
valores significativos de coeficientes de coancestria de Loiselle (ou Indice de Moran, no
caso do ultimo trabalho) em até 500 (6xy = 0,157), 5 e 750 metros de distancia,
respectivamente. Esta aparente discrepancia pode ser explicada pelo fato de que a
estruturacdo genética espacial ¢ afetada por inumeros fatores ambientais e ecologicos.
Entre estes podem ser citados: caracteristicas da paisagem, heterogeneidade ambiental,
densidade populacional, morfologia floral, sistema reprodutivo, mecanismos de
polinizacao e dispersao de sementes, caracteristicas qualitativas e quantitativas dos agentes
polinizadores e dispersores de sementes presentes na drea, ocorréncia de eventos
historicos, interagdes ecoldgicas intra e inter-especificas e relagdes ecologicas
geneticamente influenciadas (LOVELESS & HAMRICK, 1984; HEYWOOD, 1991;
HAMRICK et al., 1993; MANEL et al., 2003; VEKEMANS & HARDY, 2004).

Os resultados quanto a distribuigdo espacial dos genotipos nas populagdes nativas
N1 e N2 sugerem que o uso de parametros de distancia entre arvores matrizes para coleta
de sementes nestas seja desnecessario. Assim, recomenda-se que a coleta de sementes
nestas populagdes seja feita de maneira aleatoria. Cabe ressaltar, entretanto, que este
trabalho nao teve como objetivo definir outros parametros para a coleta de sementes nas
populagdes nativas estudadas além da distancia minima entre arvores-matrizes. Tendo isso
em vista, ¢ de extrema importancia que a coleta de sementes se baseie na amostragem do
maior numero possivel ndo apenas de individuos, mas também de populagdes
(BROADHURST et al, 2008) e que sejam coletados nimero de sementes
aproximadamente igual por individuo amostrado (VENCOVSKY, 1987; VENCOVSKY et
al., 2007). Além disso, deve ser evitada coleta de sementes em arvores isoladas de H.
stigonocarpa, devido a possibilidade destas apresentarem maior propor¢do de sementes

endogdmicas (MORAES et al., 2007).
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3.5. CONCLUSAO

As populagdes de H. stigonocarpa em plantios de recuperacdo apresentaram maior
variabilidade genética entre individuos do que as populagdes em dareas nativas, o que
sugere que a coleta de sementes foi eficiente em captar a diversidade genética da espécie
localmente. Além disso, a ndo ser pela area de plantio P6, cujos dados de sobrevivéncia
ndo foram coletados devido a sua recente implantagdo, todas populagdes em plantios de
recuperagdo apresentaram tamanhos demograficos muito préximos ou maiores do que o
tamanho minimo viavel para sua conservacdo in situ em curto prazo. Entretanto, foi
observada baixa proporc¢ao de heterozigotos com relagdao ao equilibrio de Hardy-Weinberg
nas populacdes em plantio e, assim, coeficientes de endogamia positivos € consistentes, o
que aponta para a possibilidade de ocorréncia de problemas associados a adaptacdo e
resposta a selecdo natural em curto prazo dos individuos e, dessa maneira, problemas de
auto-sustentabilidade destas populagdes. Devido a alta variabilidade genética entre
individuos, a baixa proporcdo de heterozigotos observada nas populagdes em plantios
tende a diminuir com ocorréncia de reproducao cruzada. Nesse sentido, ¢ necessario que
ocorra manejo intensivo dos plantios, para que as condi¢cdes sejam propicias a
sobrevivéncia dos individuos, € que ocorra manutengdo de areas nativas proximas aos
plantios, de maneira a propiciar a existéncia dos polinizadores da espécie na regido e,
assim, permitir reprodugdo cruzada entre os individuos. Com relagao a coleta de sementes
para uso em plantios de recuperagao de areas degradadas, ambas populacdes nativas de H.
stigonocarpa estudadas podem ser utilizadas para este fim, visto que apresentaram
variabilidade genética considerdvel, ndo sendo necessario adogdo de distancia minima
entre arvores-matrizes nestas populagdes. Contudo, devem ser respeitadas recomendagdes
convencionais como amostragem de grande numero de individuos e populagdes e

realizag¢do do controle gamético feminino durante as atividades de coleta de sementes.
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4. VARIABILIDADE GENETICA DE POPULACOES DE Dipteryx
alata Vogel EM AREAS NATIVAS E EM PLANTIOS DE
RECUPERACAO DE AREAS DEGRADADAS EM PARACATU,
MG

4.1. INTRODUCAO

A partir do momento em que a recuperacdo de areas degradadas se tornou
necessaria frente as pressoes antropicas e se desenvolveu como ciéncia, surgiu a
necessidade de se revisar os parametros utilizados na analise do sucesso de projetos de
recuperagdo, Vvisto que o conhecimento sobre genética de populagdes aumentou
significativamente nas ultimas décadas (BROADHURST et al., 2008). Considerando que a
evolucdo, e ndo apenas a ecologia, explica a persisténcia da espécie, a compreensao do
papel da genética na ecologia de populagdes deve servir como base para as agdes de
recuperacdo (RICE & EMERY, 2003). A variabilidade genética a ser inserida numa area
em recuperagdo ¢ considerada por BRANCALION et al. (2009) e RODRIGUES et al.
(2009) como um dos futuros desafios da ecologia da restauragdo. A importancia desta
questdo ¢ evidenciada, ainda, pela criacdo da area de pesquisa Genética da Restauracao
(LESICA & ALLENDOREF, 1999; FALK et al., 2001; HUFFORD & MAZER, 2003;
RICE & EMERY, 2003; MCKAY et al., 2005; RAMP et al., 2006; BROADHURST et al.,
2008; MENGES, 2008; BOUZAT et al., 2009).

A recuperacdo de areas degradadas geralmente requer a coleta de individuos ou
propagulos de uma ou mais fontes para criar populagdes restauradas, cujo €xito ¢ um dos
componentes do sucesso das acdes de recuperacdo (HUFFORD & MAZER, 2003; RAMP
et al., 2006; MENGES, 2008). Na maior parte dos casos, entretanto, a selecao destas fontes
de propagulos se baseia apenas na localidade e disponibilidade ao invés de conhecimento
sobre niveis e distribui¢do de variagdo genética de populagdes e potenciais fontes (RAMP
et al., 2006). Essa situagdo pode acarretar em coleta de propagulos com baixa diversidade
genética e na implantagdo de populacdes em plantios de recuperacdo sem viabilidade
genética, que em longo prazo poderd comprometer populagdes em especifico, ou mesmo
todo o ecossistema em restauracdo. Tal questdo possui especial importancia no caso de

plantios de recuperagdo que utilizam espécies nativas e visam implanta¢do de ecossistemas
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com biodiversidade similar aos ecossistemas nativos, como proposto pelo Modelo Nativas

do Bioma (FELFILI et al., 2006).

Baru (Dipteryx alata Vogel.) ¢ arvore nativa do Cerrado da familia Fabaceae
(Leguminosae - Papilionoideae) (CARVALHO, 2003) utilizada em plantios de
recuperagdo de areas degradadas (FELFILI et al., 2006). E diploide, hermafrodita e
basicamente albgama, podendo, contudo, apresentar autopolinizacdo em situacdes de baixa
densidade populacional (OLIVEIRA & SIGRIST, 2008; TARAZI et al., 2010). Possui
importancia econdmica principalmente devido a sua madeira, altamente resistente ao
ataque de organismos xil6fagos, e sua castanha, bastante nutritiva (ALMEIDA et al., 1998;
CARVALHO, 2003; SANO et al, 2004; SILVA-JUNIOR, 2005). Apesar de sua
importancia econdmica e ecologica, grandes populagdes de D. alata foram destruidas em
ecossistemas nativos (POTT & POTT, 2003), sendo a recuperacao de areas degradadas
importante estratégia para a conservacao desta espécie. Por apresentar bom crescimento,
baixa exigéncia de adubacdo e de manutengdo, alta producao de massa foliar e ser espécie
chave na sustentacdo da fauna silvestre devido a seus frutos serem um dos poucos que
apresentam polpa carnosa durante a estacao seca no Cerrado, seu uso ¢ recomendado para
recuperagdo de areas degradadas (ALMEIDA et al., 1998; CARVALHO, 2003; SANO et
al., 2004).

Este capitulo tem como objetivo comparar a variabilidade genética de populacdes
de D. alata em plantios de recuperagao de areas degradadas e em areas nativas de Cerrado
sentido restrito, amostradas em Paracatu - MG, visando avaliar se as populagdes em

plantios de recuperagao sao geneticamente auto-sustentaveis.
Os objetivos especificos foram:

e Avaliar a variabilidade genética de quatro populacdes de D. alata em plantios de
recuperagdo de areas degradadas em comparacdo com duas populagdes da espécie em

areas nativas de Cerrado sentido restrito, no municipio de Paracatu — MG;

e Elaborar recomendagdes técnicas para coleta de sementes em populagdes de D. alata
em duas areas nativas de Cerrado sentido restrito, no municipio de Paracatu — MG, a
partir da andlise da distribuicdo espacial dos genotipos nestas populagdes, de maneira a
propiciar a amostragem de sementes com variabilidade genética para uso em projetos

de recuperagdo de areas degradadas.
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4.2. MATERIAL E METODOS
4.2.1. Areas de estudo, amostragem das populacées e coleta de material

Foram analisadas quatro areas de plantios de recuperacao de areas degradadas (P1,
P2, P5 e P6) e duas areas nativas de Cerrado sentido restrito (N1 e N2), todas localizadas
préximas ao municipio de Paracatu, MG. A descri¢do destas areas de estudo podem ser
conferidas no item 3.2.1. Em cada area foi amostrada uma populagdo de D. alata. A
amostragem das populagdes e coleta de material foi realizada da maneira descrita no item
3.2.2. Foram amostrados de 38 a 48 individuos em cada populagao de D. alata, num total

de 251 individuos, sendo 168 em plantios de recuperacdo e 83 em areas nativas.
4.2.2. Procedimentos laboratoriais

A extragdo e quantificagdo de DNA e amplificagdo e genotipagem de locos
microssatélites foram realizados como descrito no item 3.2.3. Contudo, foram utilizados
primers desenvolvidos para Dipteryx odorata (VINSON et al., 2009) e transferidos para D.
alata (TARAZI et al., 2010) (Tabela 4.1).

Tabela 4.1. Primers para D. alata, temperaturas de anelamento utilizadas e amplitudes alélicas obtidas.

. A . .. Temperatura de Amplitude
Primer Sequéncia (F: Foward; R: Reverse) anelamento (°C) alélica (pb)
Do 05 F:AGGGAGGCCAAGAAGTAAGC 60 244 — 246
R:AAGGTTTGAAGTTGAAGCTTGG

Do 06 F: AGCGGTGAAAAGACCATAGC 60 187 — 195
R: CAACGATAAGATTCCTCCA

Do 08 F: AGATCAGCGGACAAAGGTCT 58 176 — 192
R: GTAATGTTGTGCCACTCTTG

Do 20 F: GCCCATCTAAGCGCATTATT 58 170 — 184
R: AGTGGAAGGGTGGATTGATG

Do 24 F: AACGCAGGATCTAGCCAAAA 60 174 - 182
R: CTTCTCGCTGTTGTGCACTC

Do 25 F: AAATGCAAAACGGAAGAGGA 56 182 -214
R: CCCCTGAAGGAGACTTCGAT

Do 35 F: AACCAAAGCAAACAAAGCA 60 210-220

R: GCTGAGAAAGGGGAATGCAG
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A reacao de PCR foi composta pela combinacao de reagentes descrita no item 3.2.3
e o programa utilizado para a reacdo consistiu de: 95°C por cinco minutos; 30 ciclos
compostos por 95°C por um minuto, temperatura de anelamento (Tabela 4.1) por um

minuto e 72°C por um minuto; e extensdo final de 72°C por 10 minutos.
4.2.3. Analise de dados

Foi realizada a caracterizagdo da variabilidade genética intra e interpopulacional,
teste de aderéncia das frequéncias genotipicas ao equilibrio de Hardy-Weinberg e dos locos
ao equilibrio de ligagdao, detec¢do de alelos nulos, calculo dos tamanhos efetivos e
tamanhos minimos viaveis das populagdes, analise da distribuicao espacial dos gendtipos
das populagdes nativas e calculo do fluxo génico entre populagdes nativas. Estas analises
estatisticas foram efetuadas de acordo com as descrigdes apresentadas no item 3.2.4. Além
destas andlises, foirealizada a detec¢do de gargalos genéticos nas populagdes nativas de D.

alata.
Detecgao de gargalos genéticos nas populacdes nativas

A deteccao de redugdes recentes nos tamanhos efetivos das populagdes nativas de
D. alata foi efetuada através do software BOTTLENECK (PIRY et al, 1999). Esse
software se baseia no fato de que populagdes que sofreram reducdes recentes no seu
tamanho efetivo apresentam reducao do numero de alelos e da heterozigosidade esperada,
porém o numero de alelos ¢ reduzido mais rapidamente do que a heterozigosidade esperada
(MARUYAMA & FUERST, 1985; ALLENDORF, 1986; LUIKART & CORNUET
(1998), FREELAND, 2005). Assim, em populagdo que passou por gargalo genético
recentemente, a heterozigosidade esperada ¢ maior do que a heterozigosidade esperada sob
equilibrio de mutacao e deriva, a qual é calculada a partir do nimero de alelos, assumindo

que a populacdo estd em equilibrio (LUIKART & CORNUET, 1998; PIRY et al., 1999).

Foram utilizados os modelos IAM (Modelo de Alelos Infinitos) (KIMURA &
CROW, 1964), SMM (Modelo de Passos de Mutagao) (OHTA & KIMURA, 1973) e TPM
(Modelo de Duas Fases) (DI RIENZO et al., 1994). Nao existe um modelo definitivo que
explique o processo de mutacdo de microssatélites, sendo que IAM e SMM descrevem
situagdes extremas e TPM ¢ intermedidrio a estes e, assim, mais adequado a maioria dos
dados de SSR (CORNUET & LUIKART, 1996; DI RIENZO et al., 1994). Para determinar

se a populacdo exibe nimero significativo de locos com excesso de heterozigosidade
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esperada, foi realizado o teste de significancia de Wilcoxon com 1000 iteracdes, visto que
foram utilizados menos de 20 locos microssatélites, conforme recomendado por LUIKART

& CORNUET (1998).

4.3. RESULTADOS
4.3.1. Variabilidade genética

O microssatélite Do 08 apresentou amplificacdo de locos duplicados. Ambos os
locos, porém, se mostraram polimorficos e com intervalos de ocorréncia de alelos distantes
o suficiente para permitir diferenciar os alelos em cada loco. Assim, estes dois locos foram
incluidos nas analises genéticas e chamados de Do 08a e Do 08b. A duplicag¢do de locos ¢
uma caracteristica normal da evolu¢do gendmica, podendo a copia duplicada apresentar
divergéncia funcional da copia original, situacdo que propicia a evolu¢do de novas fungdes
génicas, ou se tornar pseudogene, sem funcdo (WALSH, 1995). Outros autores, como

SANSALONI (2008), também consideraram locos duplicados em suas avaliagoes.

O tamanho amostral nas populagdes de D. alata variou de 36,62 a 44,37 (Tabela
4.2). Neste caso, todos os tamanhos amostrais foram maiores do que 30, e, assim,
suficientemente grandes para a estimativa de frequéncias alélicas dentro das populacdes
(BERG & HAMRICK, 1997), tendo em vista que os marcadores utilizados sao
codominantes. Os locos Do 25 e Do 08a apresentaram o menor (204) e maior (247)

tamanho amostral em relagdo ao tamanho amostral total, de 251 individuos (Tabela 4.3).

As populacdes P1, P2, PS5, P6, N1 e N2 apresentaram, respectivamente, 3,25; 3,12;
3; 2,75; 2,87 e 2,5 alelos por loco (Tabela 4.2). Apesar do numero de alelos ser afetado
pelo tamanho amostral (KALINOWSKI, 2004), as diferencas de tamanhos amostrais foram
pequenas, permitindo comparagdo entre populagcdes quanto a este parametro.
Diferentemente das populacdes de H. stigonocarpa (Capitulo 3), as diferencas entre as
populagdes de D. alata quanto ao nimero de alelos por loco foram relativamente pequenas.
Considerando o numero total de alelos por populagdo, entretanto, ¢ possivel constatar que

P1 possui 30% a mais de alelos do que N2 (Tabela 4.2).
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Tabela 4.2. Tamanho amostral (n), nimero de alelos (4), alelos privados (4p), heterozigosidade maxima
(Hmax), heterozigosidade esperada (He), heterozigosidade observada (Ho), relagdo entre heterozigosidades
esperada e maxima (He/Hmax), relagdo entre heterozigosidades observada e esperada (Ho/He) e coeficiente
de endogamia (f) das populacdes de D. alata nas areas de plantios de recuperacao (P1, P2, P5 e P6) ¢ nas
areas nativas (N1 e N2), amostradas em Paracatu, MG, para os oito locos avaliados.

Area  Loco n A Ap Hmax He Ho He/Hmax Ho/He f

Do 05 40 2 0 0,500 0,378 0,500 0,759 1,317 -0,322
Do 06 40 3 0 0,667 0,512 0,70 0,768 1,368 -0,374
Do 08a 40 2 0 0,500 0,240 0,275 0,480 1,145 -0,147
Do 08b 40 3 0 0,667 0,205 0,225 0,307 1,099 -0,100
Do 20 36 5 0 0,800 0,536 0,750 0,670 1,398 -0,406

& Do24 39 4 0 0,750 0,706 0,667 0,941 0,945 0,056
Do 25 24 4 2 0,750 0,658 0,500 0,877 0,760 0,244
Do 35 34 3 0 0,667 0,469 0,647 0,704 1,379 -0,387
Total 26 2
Média 36,62 3,25 0,692 0,463 0,533 0,669 1,151 -0,154
IC -0,348 a 0,037
Do 05 47 2 0 0500 0,500 0,894 0,999 1,788 -0,804
Do 06 47 3 0 0,667 0495 0,787 0,743 1,589 -0,600
Do 08a 47 2 0 0500 0414 0,574 0,828 1,388 -0,394
Do 08b 47 3 1 0,667 0,042 0,043 0,063 1,005 -0,005
Do 20 43 5 0 0,800 0,575 0,698 0,718 1,214 -0,217

& Do24 42 4 0 0,750 0,663 0,905 0,885 1,364 -0,370
Do 25 39 3 1 0,667 0519 0,333 0,779 0,642 0,361
Do 35 43 3 0 0,667 0493 0,791 0,739 1,605 -0,616
Total 25 2
Média 44,37 3,12 0,680 0,463 0,628 0,680 1,357 -0,363
1C -0,588 a -0,087
Do 05 37 2 0 0500 0498 0,865 0,995 1,738 -0,756
Do 06 37 4 0 0,750 0,524 0,865 0,699 1,650 -0,665
Do 08a 38 2 0 0500 0489 0,816 0,979 1,667 -0,682
Do 08b 38 3 0 0,667 0,077 0,079 0,116 1,018 -0,018
Do 20 37 2 0 0500 0,373 0,486 0,746 1,304 -0,309

£ Do24 36 3 0 0,667 0432 0417 0,648 0,965 0,036
Do 25 36 2 0 0500 0430 0,278 0,861 0,645 0,359
Do 35 37 6 0 0,833 0,589 0,703 0,706 1,194 -0,197
Total 24 0
Média 37,00 3,00 0,667 0,427 0,563 0,640 1,321 -0,327
1C -0,579 a -0,037
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Tabela 4.2. (continuagao).

Area Loco n A Ap Hmax He Ho He/Hmax Ho/He f
Do 05 42 2 0,500 0,465 0,714 0,929 1,537 -0,547
Do 06 42 3 0,667 0,473 0,714 0,710 1,510 -0,519
Do
08a 42 2 0 0,500 0,450 0,667 0,900 1,482 -0,491
D
Oi;)b 42 2 0 0,500 0,070 0,071 0,139 1,025 -0,025
e Do 20 42 2 0 0,500 0450 0,667 0,900 1,482 -0,491
Do 24 40 4 0 0,750 0,594 0,550 0,792 0,926 0,075
Do 25 42 2 0 0500 0465 0,333 0,929 0,717 0,285
Do 35 40 5 0 0,800 0,506 0,650 0,633 1,284 -0,288
Total 22 0
Meédia 41,50 2,75 0,636 0,434 0,546 0,682 1,258 -0,262
IC -0,478 a -0,028
Do 05 33 2 0,500 0,357 0,454 0,713 1,274 -0,280
Do 06 40 3 0,667 0,538 0,650 0,806 1,209 -0,212
Do
08a 42 2 0 0500 0,354 0,452 0,708 1,277 -0,281
Do
08b 39 2 0 0500 0,226 0,256 0,453 1,132 -0,134
— Do 20 39 5 1 0800 0,557 0,718 0,696 1,289 -0,294
d Do 24 38 4 0 0,750 0,590 0,816 0,787 1,381 -0,389
Do 25 33 2 0 0500 0,49 0,366 0,992 0,733 0,270
Do 35 39 3 0 0,667 0,505 0,846 0,758 1,675 -0,690
Total 23 1
Média 37,87 2,87 0,652 0,453 0,569 0,694 1,258 -0,262
IC -0,437 a-0,061
Do 05 35 2 0,500 0,448 0,657 0,895 1,468 -0,478
Do 06 38 3 0,667 0,579 0,737 0,869 1,272 -0,277
Do
08a 38 2 0 0500 0,501 0,895 1,002 1,786 -0,805
]())g)b 38 4 1 0,750 0,357 0,421 0,477 1,178 -0,180
~ Do 20 40 2 0 0,500 0461 0,650 0,921 1,411 -0,418
d Do 24 38 3 0 0,667 0,532 0,816 0,798 1,534 -0,545
Do 25 30 2 0 0500 0,398 0,533 0,795 1,341 -0,349
Do 35 38 2 0 0500 0498 0,868 0,996 1,744 -0,762
Total 20 1
Média 36,87 2,50 0,600 0,472 0,697 0,786 1,478 -0,488
1C -0,632 a -0,348

Intervalo de Confianga (IC) = 95%, com base em 10.000 reamostragens bootstrap.
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O niimero de alelos privados foi relativamente baixo em todas populagdes: P1 e P2
apresentaram dois alelos privados cada, N1 e N2 apresentaram apenas um, ¢ P5 e P6,
nenhum (Tabela 4.2). Quanto a propor¢do de alelos raros com relagdo ao niimero total de
alelos por populagao, foram observados 23% de alelos raros na populagdo P1 (Figura 4.1),
32% em P2 (Figura 4.2), 21% em P5 (Figura 4.3), 23% em P6 (Figura 4.4), 13% em N1
(Figura 4.5) e 10% em N2 (Figura 4.6). Estas proporg¢des foram inferiores aquelas
observadas para as populagdes estudadas de H. stigonocarpa, as quais variaram de 37 a

47% (Capitulo 3).

Ocorreram variagdes quanto as distribuicdes de frequéncias alélicas entre
populacdes e locos (Figuras 4.1 a 4.6). Muitas das frequéncias foram superior a 0,5, o que
esta relacionado com o baixo nimero de alelos nestas populagdes. Alguns histogramas
apresentaram predominancia de um alelo com frequéncia superior a 0,7 como aqueles dos
locos Do 05, Do 08a, Do 08b para a populagao P1; Do 08a e Do 08b para P2; Do 08b, Do
20, Do24 e D025 para P5; Do 8b para P6; Do 05, Do 08a, Do 08b para N1; e Do 08b e Do
25 para N2. Estes locos nestas populacdes apresentaram os menores valores de
heterozigosidade esperada, visto que este parametro € calculado com base nas frequéncias

alélicas (ALLENDORF & LUIKART, 2007).

Tabela 4.3. Média do tamanho amostral (n), nimero de alelos (4), numero de alelos privados (A4p)
encontrados nas populagdes, heterozigosidade maxima (Hmdx), heterozigosidade esperada (He),
heterozigosidade observada (Ho), relagdo entre heterozigosidades esperada e maxima (He/mdx) e coeficiente
de endogamia (f) para os oito locos analisados em seis populacdes de D. alata localizadas em Paracatu, MG.

Loco n A Ap Hmax He Ho He/Hmax  Ho/He f
Do 05 234 2 0 0,500 0,454 0,692 0,907 1,526  -0,528
Do 06 244 4 0 0,750 0,518 0,742 0,691 1,432  -0,433
Do 08a 247 2 0 0,500 0,424 0,607 0,848 1,433  -0,434
Do 08b 244 5 2 0,800 0,165 0,176 0,206 1,069  -0,070
Do 20 237 6 1 0,833 0,494 0,662 0,593 1,340  -0,341
Do 24 233 4 0 0,750 0,615 0,700 0,820 1,138  -0,138
Do 25 204 5 3 0,800 0,524 0,378 0,654 0,721 0,279
Do 35 231 6 0 0,833 0,520 0,753 0,624 1,448  -0,450
Total 34 6
Média 234,25 4,25 0,75 0,765 0,464 0,589 0,607 1,269  -0,269
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Figura 4.1. Distribui¢do das frequéncias alélicas dos oito locos analisados na populacdo de D. alata em area
de plantio de recuperacdo — P1, amostrada em Paracatu, MG.
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Figura 4.2. Distribui¢do das frequéncias alélicas dos oito locos analisados na populac¢do de D. alata em area

de plantio de recuperacdo — P2, amostrada em Paracatu, MG.
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Figura 4.3. Distribui¢do das frequéncias alélicas dos oito locos analisados na populacdo de D. alata em area
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Figura 4.4. Distribuigdo das frequéncias alélicas dos oito locos analisados na populac¢do de D. alata em area
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Figura 4.5. Distribuigdo das frequéncias alélicas dos oito locos analisados na populacdo de D. alata em area
nativa de Cerrado sentido restrito — N1, amostrada em Paracatu, MG.
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Figura 4.6. Distribui¢do das frequéncias alélicas dos oito locos analisados na populagio de D. alata em area
nativa de Cerrado sentido restrito — N2, amostrada em Paracatu, MG.

As diferencas entre populagdes de D. alata quanto a heterozigosidade média
esperada foram relativamente pequenas. Este parametro foi ligeiramente superior e

bastante proximo para as populagdes P1, P2, N1 e N2, com, respectivamente, 0,463, 0,462,
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0,452 e 0,472; e um pouco menor para P5 e P6, com, respectivamente, 0,427 e 0,434
(Tabela 4.2). Um bom critério para avaliacdo dos valores de heterozigosidade esperada ¢ a
heterozigosidade maxima, a qual indica a méxima heterozigosidade possivel com relagdo
ao numero de alelos (RIBAS & KAGEYAMA, 2004). Os valores de heterozigosidade
maxima encontrados variaram pouco entre as populagdes, sendo menor em N2 (0,6) e
maior em P1 (0,692) (Tabela 4.2). A relacdo entre a heterozigosidade esperada e a
heterozigosidade maxima foi consideravelmente superior para a populagio N2 e

relativamente semelhante entre as demais populagdes (Tabela 4.2).

Os valores de heterozigosidade média observada foram maiores nas populacdes N2
(0,697) e P2 (0,628) e menores nas populagdes P1, P6, P5 e NI, os quais foram,
respectivamente, 0,533; 0,546; 0,564 ¢ 0,570 (Tabela 4.2). Todas populacdes apresentaram
heterozigosidade observada superior a heterozigosidade esperada, o que resultou em
coeficientes de endogamia negativos em todas as populacdes (Tabela 4.2). Os intervalos de
confianca para os coeficientes de endogamia indicam que as estimativas sdo consistentes,
sendo inteiramente negativos para todas as populagdes, exceto por P1, que apresentou

intervalo de confianga de -0,348 a 0,037 (Tabela 4.2).

Nao foram observadas estimativas de frequéncias de alelos nulos significativas
(>0,20) em nenhuma populacdo de D. alata. Isso se deve ao fato de que as estimativas de
frequéncias de alelos nulos se baseiam no déficit de heterozigotos com relagdo ao esperado
pelo equilibrio de Hardy-Weinberg (VAN OOSTERHOUT et al., 2004), déficit que ndo foi

observado em nenhuma populacao analisada.

Os resultados obtidos pela analise comparativa entre a heterozigosidade esperada e
a heterozigosidade esperada sob equilibrio de mutacdo e deriva indicam que ocorreram
gargalos genéticos recentes em ambas populacdes nativas de D. alata. A maioria dos locos
em ambas as populagdes apresentaram excesso de heterozigotos com relagdo ao esperado
sob equilibrio de mutacdo e deriva sob os trés modelos utilizados (IAM, TPM e SMM)
(Tabela 4.4). Além disso, o excesso de heterozigotos foi significativo (teste de Wilcoxon;
p <0,05) nas duas populagdes sob os modelos IAM e TPM, porém ndo foi significativo em

nenhuma populacdo sob o modelo SMM (Tabela 4.4).
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Tabela 4.4. Numero de locos com heterozigosidade esperada maior do que a heterozigosidade sob equilibrio
de mutacdo e deriva, de oito locos analisados (Locos He>Heq) e P-valores para o teste de Wilcoxon,
significativo quando p<0,05 (P-valores Wilcoxon) para as duas populagdes nativas de D. alata, N1 e N2, para
trés modelos de mutagdo, IAM, TPM e SMM.

Modelo
Populagio IAM TPM SMM
Locos P-valores Locos P-valores Locos P-valores
He > Heq Wilcoxon He > Heq Wilcoxon He > Heq Wilcoxon
N1 8 0,00195* 7 0,00586* 6 0,12500
N2 7 0,00391* 7 0,01367* 7 0,09766

De acordo com CORNUET & LUIKART (1996), existem situagdes em que o
excesso de heterozigotos nao ¢ observado ao utilizar o modelo SMM, porém ao utilizar um
modelo misto, com pequeno desvio em direcdo ao IAM, ¢ observado este excesso como
consequéncia de ocorréncia de gargalo genético. Apesar de ndo haver um modelo
definitivo que explique o processo de mutacao de microssatélites, ¢ IAM e SMM serem
modelos que descrevem situagdes extremas, TPM ¢ um modelo intermedidrio entre IAM e
SMM, sendo o mais adequado para microssatélites (DI RIENZO et al., 1994; PIRY et al.,
1999). Assim, ¢ possivel concluir que ocorreram recentes redugdes dos tamanhos efetivos

de ambas as populacdes nativas de D. alata.

Os tamanhos efetivos médios variaram de 43,27 a 72,00 entre as populagdes de D.
alata avaliadas (Tabela 4.5). A avaliagdo das populagdes quanto a este parametro pode ser
melhor visualizada através da relacdo entre o tamanho efetivo populacional e o tamanho
amostral de cada populacao. Esta relagdo foi maior do que a unidade em todas as
populagdes, indicando que os tamanhos efetivos ultrapassaram os tamanhos amostrais das
mesmas. Esta relacao foi superior na populagao N2 (1,95), intermediaria em P2 (1,57) e P5
(1,48) e inferior em P1 (1,18), P6 (1,35) e N1 (1,35) (Tabela 4.5). Assim, as populagdes em
plantios de recuperagdo apresentaram tamanhos efetivos, tanto absolutos quanto relativos,

quando ndao maiores, equiparaveis aos tamanhos efetivos das populagdes nativas.

A populagdo minima viavel estimada para conservagdo in sifu em curto prazo,
baseada num tamanho efetivo de referéncia de 50 individuos (FRANKEL & SOULE,
1981), foi superior para a populagdo P1 (42,32), intermediaria para P5 (33,66), P6 (36,91)
e N1 (36,89) e inferior para N2 (25,61) e P2 (31,84). Considerando que os tamanhos
demograficos das populacdes P1, P2 e P5 sdo, respectivamente, 115, 99 e 172, estas

apresentam tamanhos muito maiores do que o minimo vidvel para conservagdo in situ em
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curto prazo, entretanto insuficientemente grandes para conservagdo em longo prazo. Os

dados quanto aos individuos sobreviventes na area P6 ndo foram coletados devido a este

plantio ser recente.

Tabela 4.5. Tamanho amostral (n), tamanho efetivo populacional (Ne), relagdo entre tamanho amostral e
tamanho efetivo populacional (Ne/n), populagdo minima viavel com tamanho efetivo de referéncia de 50
(PMV(Neref=50)) e de 500 (PMV (Neref=500)) das populagoes de D. alata nas areas de plantios de recuperacdo
(P1, P2, P5 e P6) e nas areas nativas (N1 e N2), amostradas em Paracatu, para os oito locos avaliados.

Area Loco n Ne Ne/n PMV PMV
(Neref = 50) (Neref = 500)

Do 05 40 59,00 1,48 33,90 338,98

Do 06 40 63,94 1,60 31,28 312,78

Do 08a 40 46,90 1,17 42,65 426,47

Do 08b 40 44,46 1,11 44,98 449,84

= Do 20 36 60,63 1,68 29,69 296,88
Do 24 39 36,94 0,95 52,80 527,95

Do 25 24 19,30 0,80 62,19 621,92

Do 35 34 55,45 1,63 30,66 306,59

Média 36,63 43,28 1,18 42,32 423,17

Do 05 47 239,70 5,10 9,80 98,04

Do 06 47 117,39 2,50 20,02 200,19

Do 08a 47 77,55 1,65 30,30 303,03

Do 08b 47 47,26 1,01 49,73 497,27

N Do 20 43 54,90 1,28 39,16 391,60
Do 24 42 66,63 1,59 31,52 315,17

Do 25 39 28,66 0,73 68,05 680,47

Do 35 43 112,07 2,61 19,19 191,85

Meédia 44,38 69,69 1,57 31,84 318,37

Do 05 37 151,70 4,10 12,20 121,95

Do 06 37 110,36 2,98 16,76 167,63

Do 08a 38 119,43 3,14 15,91 159,09

Do 08b 38 38,71 1,02 49,08 490,83

0 Do 20 37 53,55 1,45 34,55 345,45
Do 24 36 34,76 0,97 51,79 517,91

Do 25 36 26,51 0,74 67,89 678,90

Do 35 37 46,07 1,25 40,15 401,53

Média 37,00 54,96 1,49 33,66 336,59
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Tabela 4.5. (continuagdo).

Area Loco n Ne Ne/n PMV PMV
(Neref = 50) (Neref = 500)

Do 05 42 92,75 2,21 22,64 226,42

Do 06 42 87,40 2,08 24,03 240,27

Do 08a 42 82,50 1,96 25,45 254,55

Do 08b 42 43,08 1,03 48,75 487,50

£ Do 20 42 82,50 1,96 25,45 254,55
Do 24 40 37,21 0,93 53,75 537,47

Do 25 42 32,68 0,78 64,26 642,59

Do 35 40 56,21 1,41 35,58 355,78

Me¢dia 41,50 56,21 1,35 36,92 369,15

Do 05 33 45,83 1,39 36,00 360,00

Do 06 40 50,77 1,27 39,39 393,90

Do 08a 42 58,43 1,39 35,94 359,38

Do 08b 39 45,05 1,16 43,28 432,84

E Do 20 39 55,27 1,42 35,28 352,80
Do 24 38 62,15 1,64 30,57 305,69

Do 25 33 25,99 0,79 63,50 634,98

Do 35 39 125,82 3,23 15,50 154,99

Média 37,88 51,33 1,36 36,89 368,93

Do 05 35 67,08 1,92 26,09 260,87

Do 06 38 52,53 1,38 36,17 361,68

Do 08a 38 194,75 5,13 9,76 97,56

Do 08b 38 46,37 1,22 40,98 409,77

2 Do 20 40 68,75 1,72 29,09 290,91
Do 24 38 83,48 2,20 22,76 227,61

Do 25 30 46,07 1,54 32,56 325,58

Do 35 38 159,60 4,20 11,90 119,05

Média 36,88 72,00 1,95 25,61 256,08

4.3.2. Equilibrio de Hardy-Weinberg e equilibrio de ligacao

Quanto a aderéncia ao equilibrio de Hardy-Weinberg, avaliada pelo teste exato de
Fisher com base em 10.000 reamostragens pelo método de bootstrap, a 5% de
probabilidade, foram observados cinco locos com probabilidades significativas na
populagdo N1, quatro locos em P1, P5 e P6, trés locos em N2 e dois locos em P2. As
populagdoes avaliadas em plantios de recuperacdo, entretanto, sdo constituidas por

individuos de diferentes origens, ou seja, sdo misturas de populagdes que diferem quanto
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as frequéncias alélicas, situagcdo que dificulta a andlise quanto a aderéncia ao equilibrio de

Hardy-Weinberg em testes como o de Fisher (HARTL & CLARK, 1997).

A maioria das combinac¢des de locos analisados se encontrou em equilibrio de
ligacdo. A populagdo que apresentou maior numero de combinacdes de locos em
desequilibrio de ligacdo foi a N1, com sete combinagdes, seguida por P1 ¢ P6, com quatro
combina¢des cada, P2 ¢ P5, com duas cada ¢ N2, com nenhuma combina¢do. Como a
interferéncia de desequilibrios dentro de locos na significancia do desequilibrio de
combinacdo de locos foi prevenida pela preservacdo dos genétipos no teste de Fisher
(LEWIS & ZAYKIN, 2002), ndo foi observada relagdo entre os locos que ndo aderiram ao
equilibrio de Hardy-Weinberg e combinacdes de locos em desequilibrio de ligagdo. A
ocorréncia de combinagdo de locos em desequilibrio de ligagdo ndo foram as mesmas nas
populagdes, o que indica que o desequilibrio de ligagdo esta associado as populacdes e nao
aos locos. Dessa maneira, assim como concluido por MORAES et al. (2007) em situagao

semelhante, ndo foi necessario a exclusao de locos das analises.

4.3.3. Estrutura genética espacial

Os resultados obtidos quanto a divergéncia genética entre populagdes de D. alata
sdo apresentados na Tabela 4.6. A divergéncia genética para o conjunto de todas as

populagdes foi de 0,0379, com intervalo de confianga de 0,0206 a 0,0559.

O numero de migrantes por geragdo obtido foi de 12,98 entre N1 e N2. Este
parametro foi calculado apenas para as populagdes nativas, visto que diferengas quanto a
frequéncias alélicas nos plantios ndo se devem a deriva genética ou fluxo génico. Tal
estimativa, entretanto, se mostrou inconsistente, apresentando intervalo de confianga de
5,18 a 416,42. De acordo com ALLENDORF & LUIKART (2007), apenas valores
moderados a grandes de Op (maiores do que 0,05) resultam em estimativas consistentes de
niumero de migrantes por geracdo. Para estes autores isto ocorre porque a varidncia do
numero de migrantes ¢ muito alta para valores baixos de 8p, resultando em intervalos de
confianga muito grandes, podendo variar de menos de dez até 1.000. Assim, o grande
intervalo de confianca observado para o nimero de migrantes entre as populacdes nativas

se deve a baixa divergéncia genética entre estas.
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Tabela 4.6. Valores de divergéncia genética (p) entre pares de populagdes de D. alata em areas de plantios
de recuperagdo (P1, P2, P5 e P6) ¢ em areas nativas (N1 e N2), amostradas em Paracatu, MG, e seus
respectivos intervalos de confianga a 95%, com base em 10.000 reamostragens bootstrap (entre parénteses).

P1 P2 P5 P6 N1
0,03
P2
(0,01 a 0,05)
0,07 0,04
P5
(0,03 a 0,10) (0,01 a 0,07)
pe 0,04 0,01 0,07
(0,01 a 0,09) (0,00 a 0,03) (0,00 a 0,14)
. 0,02 0,01 0,05 0,03
(0,00 a 0,03) (-0,00 a 0,04) (0,02 a 0,07) (0,01 a 0,05)
N2 0,05 0,03 0,04 0,06 0,02
(0,02 a 0,10) (0,01 a 0,06) (0,01 a 0,07) (0,012 0,12) (0,00 a 0,05)

Apenas as populacdes nativas de D. alata foram analisadas quanto a distribuicdo
espacial dos gendtipos, visto que a distribuicdo espacial dos individuos nos plantios de
recuperacdo nao possui relacdo com fluxo génico. Além disso, as areas de plantio sdo
pequenas e D. alata apresenta polinizacao principalmente por abelhas como Apis mellifera
(THUM & COSTA, 1998/1999; OLIVEIRA & SIGRIST, 2008), a qual apresenta
forrageamento em longa distincia (BEEKMAN & RATNIEKS, 2000). Assim, a
ocorréncia de dificuldade de cruzamento entre individuos ndo aparentados devido a
presenca de estrutura genética espacial dentro das populagdes em plantios € pouco

provavel.

O nimero de pares de individuos por classe de distdncia apos andlise de
distribui¢ao espacial dos gendtipos foide 112 a 113 pares na populagdo N1 e 97 a 98 pares
na populacdo N2. Os coeficientes de coancestria baseados em LOISELLE et al. (1995)
foram significativamente diferentes de zero na primeira (0,025) e ultima (-0,02) classe de
distancia na populacdo N2, indicando que, apesar de muito fraca, existe estrutura genética
espacial nesta até a distancia de 132 metros (Figura 4.7). Esse resultado indica fraco padrao
de isolamento por distdncia, em que o grau de parentesco entre individuos diminui com o
aumento da distancia entre eles (WRIGHT, 1943). Os coeficientes de coancestria, porém,
nao foram significativamente diferentes de zero na populagdo N1, apontando para a
auséncia de estrutura genética espacial nesta populacdo e, portanto, distribui¢do espacial

dos genotipos aleatoria (Figura 4.8).
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Figura 4.7. Correlograma para coeficiente de coancestria (®) estimado por classes de distancias, seu intervalo

de confianga a 95% (") e intervalo de confianga a 95% para teste de auséncia de estrutura genética espacial

(---) para a popula¢@o nativa de D. alata N1, amostrada em Paracatu, MG.
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4.4. DISCUSSAO
4.4.1. Variabilidade genética

Os coeficientes de endogamia negativos e consistentes em todas as populagdes, a
ndo ser por P1, em que foi inconsistente, indicam que as populagdes de D. alata nio sao
endogdmicas e apresentam excesso de heterozigotos com relagdo ao esperado pelo
equilibrio de Hardy-Weinberg (GILLESPIE, 1998). Isto pode estar relacionados a comum
ocorréncia de selecdo contra homozigotos ao longo do tempo e depressdo endogamica em
espécies arboreas tropicais (SAMPSON et al., 1989; KENNINGTON & JAMES, 1997;
MILLAR et al., 2000; SEBBENN et al., 2000; GRIBEL & GIBBS, 2002; HUFFORD &
HAMRICK, 2003; KAGEYAMA et al., 2003; RIBAS & KAGEYAMA, 2004b; NAITO et
al., 2005; MORAES & SEBBENN, 2011).

Apesar dos numeros de alelos por loco terem sido consideravelmente baixos em
todas populagdes analisadas, outros trabalhos que avaliaram a variabilidade genética de
populagdes de D. alata através de marcadores SSR observaram valores similares quanto a
este parametro (Tabela 4.7), o que sugere que este seja o padrao atual para populacdes da
espécie. Assim, ambas populacdes nativas de D. alata podem ser utilizadas para realizagao
de coleta de sementes visando recuperacdo de areas degradadas. Entretanto, outras
populacdes locais da espécie devem ser incluidas na amostragem, visto que a variabilidade
genética entre individuos observada nas populacdes nativas analisadas ndo ¢ ideal para a
realizagdo de coleta de sementes visando conservagdo ex situ. Isto ira proporcionar
aumento da variabilidade genética capturada durante as atividades de coleta (FALK et al.,

2001).

Embora as diferencas entre as populagdes quanto ao numero de alelos sejam
pequenas, ¢ necessario considerar que foi observado baixo nimero de alelos em todas
estas, e que tais diferengas podem representar muito para a futura adaptacao de populagdes
com atuais niveis baixos de variabilidade genética entre individuos. DINIZ-FILHO et al.
(2012), estimando possiveis impactos de futuras mudancas climaticas na diversidade
genética de 25 populagdes amplamente distribuidas de D. alata, encontraram que estas nao
seriam tdo afetadas quanto populacdes de outras espécies. Porém, de acordo com os
autores, a atual baixa variabilidade genética das populacdes teria mascarado os resultados

e, na verdade, faz com que estas populagdes sejam mais sensiveis ainda a mudangas
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climaticas, tendo, nessa situagdo, qualquer diferenca quanto a variabilidade genética

grande importancia em termos de capacidade de adaptagdo.

Tabela 4.7. Local de estudo, tamanho amostral (), nimero de alelos médio por loco (4), heterozigosidade
esperada (He), heterozigosidade observada (Ho) e coeficiente de endogamia (f) observados no presente
trabalho e em outros trabalhos realizados sobre variabilidade genética de populacoes de D. alata através de
marcadores microssatélites.

Trabalho Local n A He Ho f
Presente trabalho MG
P1 37 3,25 0,463 0,533 -0,154
P2 44 3,12 0,463 0,628 -0,363
P5 37 3,00 0,427 0,563 -0,327
P6 41 2,75 0,434 0,546 -0,262
N1 38 2,87 0,453 0,569 -0,262
N2 37 2,50 0,472 0,697 -0,488
Tarazi et al. (2010)
MS 41 2,9 0,420 0,353 0,161
MG 30 3,1 0,365 0,323 0,117
GO 30 3,2 0,375 0,347 0,077
Melo et al. (2011) Todo o Cerrado 816 2,7 0,36 0,30 0,167

Assim, apesar da diferenca ser pequena, existe maior variabilidade genética entre
individuos nas populagdes nos plantios de recuperacao, excluindo P6, do que nas
populagdes em areas naturais. Semelhante a situacdo observada nas populagdes de H.
stigonocarpa (Capitulo 3), estes resultados podem ser explicados pelo fato de que as
coletas das sementes a serem implantadas nos plantios de recuperagao foram realizadas em
diferentes areas naturais. Isto deve ter propiciado a amostragem de maior numero de alelos,
visto que, de acordo com FALK et al. (2001), a variacdo genética capturada aumenta a
medida que diferentes populacdes sdo adicionadas a amostragem. Assim, estes resultados
indicam que as coletas de sementes foram eficientes em captar a variabilidade genética da

espécie localmente.

Embora a analise de ocorréncia de reducdes nos tamanhos efetivos tenha sido
realizada apenas para as populacdes nativas de D. alata, as populacdes em plantios de
recuperacdo também apresentaram caracteristicas associadas a ocorréncia de gargalos
genéticos recentes. Gargalos genéticos de curta duracdo tém efeito muito pequeno na

heterozigosidade observada, porém reduzem severamente o nimero de alelos presentes,
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sendo os alelos raros perdidos de maneira especialmente rapida (MARUYAMA &
FUERST, 1985; ALLENDORF, 1986; FREELAND, 2005). Esta perda de alelos
geralmente estd associada a diminuicdo na heterozigosidade esperada, enquanto a
heterozigosidade observada pode ndo diminuir; de fato, pode ocorrer aumento temporario
desta em comparagdo a esperada (FREELAND, 2005). Assim, os individuos de D. alata
nos plantios de recuperacdo analisados provavelmente sdo originados de populagdes com

caracteristicas associadas a ocorréncia de gargalos genéticos recentes.

A ocorréncia de gargalos genéticos nas populacdes nativas € corroborada por
DINIZ-FILHO et al. (2012), que avaliaram a variabilidade genética de 25 populacdes de D.
alata. Estes autores sugerem, com base em analises de coalescéncia, heterozigosidade
esperada sob equilibrio de mutacdo e deriva e dados de estudos paleoclimaticos, que
ocorreram fortes gargalos genéticos para a espécie no passado recente. Além disso, visto
que gargalos genéticos podem ser causados por acdes que degradam ambientes naturais
como exploragdo indiscriminada e fragmentacdo (FRANKHAM et al., 2005), a ocorréncia
de gargalos genéticos recentes nas populacdes nativas analisadas ¢ justificada pelo
historico da area de estudo, Paracatu. Esta regido sofre pressdes antropicas ha séculos
devido a mineragdo e agricultura (FELFILI et al., 1992; NERI et al., 2011), sendo apenas
33,52% do seu territorio composto por flora nativa (SCOLFORO & CARVALHO, 2006).

Com relacdo as estimativas de tamanhos efetivos, apesar destas serem
relativamente altas para todas as populagdes de D. alata, este parametro possui limitagdes,
nao sendo bom indicador da perda de diversidade alélica dentro de populagdes
(ALLENDORF & LUIKART, 2007, CHARLESWORTH, 2009). Segundo estes autores,
populagdes que passam por taxas de declinio da heterozigosidade iguais podem passar por
taxas de perda de diversidade alélica muito diferentes. Assim, como foi detectada
ocorréncia de gargalos genéticos recentes nas populagdes nativas de D. alata, assumiu-se
que o tamanho efetivo ndo ¢ o parametro mais adequado para a avaliagao da variabilidade

genética e para a definicdo de estratégias de conservagao in sifu destas populagdes.

Embora as populacdes de D. alata tenham apresentado alta variabilidade genética
dentro de individuos em comparagdo com a panmixia, apresentaram baixa variabilidade
genética entre individuos. Segundo ALLENDOREF (1986), a heterozigosidade fornece boa
medida da capacidade da populagdo em responder a selecdo imediatamente apds passar por

gargalo genético, porém o niimero de alelos remanescentes sdo importantes para a resposta
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em longo prazo a selecdo e sobrevivéncia de populacdes e espécie. O numero de alelos, de
acordo com PETIT et al. (1998), deveria ter prioridade maxima como parametro para
analise do estado de conserva¢do de populacdes, por ser um bom indicador de mudangas
demograficas passadas. Assim, apesar das populagdes em plantios de recuperagdo terem
apresentado padrdes de variabilidade genética similares ao encontrado em populacdes
nativas, a baixa variabilidade genética entre individuos observada tanto nas populagdes
nativas quanto nas populacdes em plantios pode acarretar em problemas sérios de

adaptacao em longo prazo.

Visto que foi observado baixo nimero de alelos e que alguns destes apresentaram
frequéncia muito alta, possuindo grande chance de serem fixados (HARTL & CLARK,
1997), recomenda-se a manutengdo de areas com vegetagdo nativa proximas as populacoes
analisadas de D. alata em plantios de recuperagdo e em areas naturais, de maneira a formar
corredores ecologicos. Isto propiciard fluxo génico entre populagdes da espécie, evitando
que alelos sejam perdidos e/ou fixados (SLATKIN, 1987). A necessidade de tal medida de
manejo ¢ acentuada pela ocorréncia de gargalos genéticos em ambas populagdes nativas. A
variabilidade genética perdida com ocorréncia de gargalos genéticos dificilmente ¢
recuperada se esta for mantida baixa por longo periodo, sendo necessario atuacao de fluxo
génico ou mutacdes ao longo de varias geragdes (BISHOP et al., 2009; FRANKHAM et
al., 2005). Assim, o manejo de populagdes que passaram por gargalos genéticos nao deve
ser adiado, podendo a populagdo sofrer intensa depressdo endogamica caso sua

variabilidade genética permanega baixa por algumas décadas (O’GRADY et al., 2008).
4.4.2. Estrutura genética espacial

Quanto a divergéncia genética entre pares de populagdes (6p), de acordo com as
classificacdes de FREELAND (2005) e HARTL & CLARK (1997) todos os pares de
populagdes analisados de D. alata apresentaram divergéncia genética pequena, a ndo ser
por P1 e PS5, P5 e P6, e P6 e N2, os quais apresentaram divergéncia genética moderada. Os
pares P1 e P5, P5 e P6, e P6 e N2, porém, além de apresentarem valores de Op proximos ao
considerado indicativo de divergéncia baixa, apresentaram intervalos de confianca
incluindo valores que indicam divergéncia desde baixa a moderada (HARTL & CLARK,
1997; FREELAND, 2005). A divergéncia genética para o conjunto de todas as populacdes,
por sua vez, pode ser considerada baixa (HARTL & CLARK, 1997; FREELAND, 2005).
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Assim, estes resultados indicam que existe baixa variabilidade genética entre as populagdes

de D. alata analisadas (HOLSINGER & WEIR, 2009).

Com relagdo a distribuicdo espacial dos gendtipos das populagdes nativas de D.
alata, a literatura sugere que a presenca de estrutura genética espacial varie entre
populagoes desta espécie. SOARES et al. (2008) observaram estrutura genética espacial
em duas das trés populagdes avaliadas de D. alata, com valores significativos de distancia
genética de Tanimoto, iguais a 0,34 e 0,21, em até 1.745 e 40 metros de distancia,
respectivamente. TARAZI et al. (2010), semelhantemente, observaram estrutura genética
espacial em duas das trés populagdes avaliadas desta espécie, com valores de coeficiente

de coancestria significativos (0,064 e 0,068) até a distancia de 196 metros.

A ocorréncia de divergéncias de resultados entre estudos da mesma espécie e entre
populagdes do mesmo estudo pode ser explicada pelo fato de que a estrutura genética
espacial em populacdes ¢ afetada por varios fatores. Entre estes podem ser citados:
caracteristicas da paisagem, heterogeneidade ambiental, densidade populacional,
morfologia floral, sistema reprodutivo, mecanismos de polinizagdo e dispersao de
sementes, caracteristicas qualitativas e quantitativas dos agentes polinizadores e
dispersores de sementes presentes na area, ocorréncia de eventos historicos, interagdes
ecologicas intra e inter-especificas e relagdes ecoldgicas geneticamente influenciadas
(LOVELESS & HAMRICK, 1984; HEYWOOD, 1991; HAMRICK et al., 1993; MANEL
et al,, 2003; VEKEMANS & HARDY, 2004). Dessa maneira, diferentes populagdes

apresentam estruturas genéticas espaciais diferentes.

A auséncia de estrutura genética espacial observada em N1 e estrutura muito fraca
observada em N2 pode ter relagdo com a natureza dos principais agentes polinizadores
desta espécie, abelhas (THUM & COSTA, 1998/1999; OLIVEIRA & SIGRIST, 2008), ¢
principais animais dispersores de frutos e sementes, morcegos (CARVALHO, 2003;
FERREIRA, 1980; SANO et al., 2004). Apis mellifera, uma das principais abelhas que
polinizam D. alata, apresenta forrageamento a distancias tdo longas quanto 9,5 quilometros
(BEEKMAN & RATNIEKS, 2000), podendo alterar a estrutura genética de populagdes
remanescentes através de constante fluxo génico a longas distancias (DICK, 2001). Isso ¢
corroborado por TARAZI et al. (2010), que encontraram distancias de polinizagdo de até

1.388 metros através de testes de paternidade em populacdes de D. alata. Os morcegos, por
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sua vez, sdo agentes dispersores de sementes com capacidade de deslocamento de longa

distancia (SANO et al., 2004).

O fato da populacdo N2 ter apresentado fraca estrutura genética espacial na
primeira classe de distancia, de até 132 metros, indica que, apesar da efetividade dos
agentes com relagdo a distancia de polinizag¢do e dispersao de sementes, algum outro fator
tenha limitado a distribuicdo completamente aleatéria dos genotipos nesta populacdo.
TARAZI et al. (2010) encontraram evidéncias de dispersdo de polen a longas distancias e
concluiram que o principal fator que causa estruturacao nas populacdes de D. alata ¢ a
dispersao de sementes restrita, sugerindo que a gravidade tenha papel maior na dispersao
de sementes do que a dispersdo por animais como morcegos, os quais geralmente
dispersam os frutos de D. alata. Assim, € possivel que a estruturacdo observada em N2

tenha relagdo com maior atuacao de barocoria do que zoocoria nesta populagao.

Considerando os resultados aqui obtidos quanto a distribuicao espacial dos
genoOtipos e aqueles obtidos por TARAZI et al. (2010), sugere-se que seja respeitado o
limite minimo de 200 metros entre arvores matrizes durante as coletas de sementes nas
populagdes nativas analisadas, visando ndo amostrar individuos aparentados. Cabe
ressaltar que este trabalho ndo teve como objetivo definir outros parametros para a coleta
de sementes nas populagdes nativas estudadas além da distancia minima entre arvores-
matrizes. Nesse sentido, ndo deve ser subestimada a importancia da amostragem do maior
namero possivel de individuos e populagdes (BROADHURST et al., 2008) e da coleta de
namero de sementes aproximadamente igual por individuo amostrado (VENCOVSKY,

1987; VENCOVSKY et al., 2007).

4.5. CONCLUSAO

A variabilidade genética entre e dentro de individuos nas populacdes de D. alata
em plantios de recuperagdo de areas degradadas foi semelhante aquela observada nas
populagdes em areas nativas de Cerrado sentido restrito, o que indica que a coleta de
sementes foi eficiente em captar a variabilidade genética local da espécie. Entretanto, a
baixa variabilidade genética entre individuos observada em todas as populacdes analisadas,
relacionada com a ocorréncia de gargalos genéticos recentes em ambas populagdes nativas,

sugere que poderdo ocorrer problemas associados a resposta a selecdo em longo prazo
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tanto nas populacdes nas areas de plantios de recuperacdo como nas areas nativas. Devido
ao baixo numero de alelos, a alta frequéncia de alguns destes e a ocorréncia de gargalos
genéticos, recomenda-se a manutengdo de areas com vegetagdo nativa proximas as
populagdes avaliadas em plantios de recuperacdo ¢ em areas naturais, de maneira a
propiciar fluxo génico e evitar a fixacdo de alelos nestas. Visto que niveis baixos de
variabilidade genética entre individuos parecem ser o padrio atual para a espécie, ambas
populagdes nativas analisadas podem ser utilizadas para a realizacdo de coleta de sementes
visando a produgdo de mudas para uso em plantios de recuperacao de areas degradadas.
Contudo, ¢ de extrema importancia que a coleta de sementes inclua outras populagdes
locais da espécie, de maneira a propiciar amostragem da maior variabilidade genética
possivel. Sugere-se que durante as atividades de coleta de sementes nestas populacdes seja
respeitada a distdncia minima de 200 metros entre arvores matrizes, de maneira evitar a

amostragem de individuos aparentados.
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5. CONCLUSOES E RECOMENDACOES

As populacdes de Hymenaea stigonocarpa (Jatoba-do-Cerrado) e de Dipteryx alata
(Baru) apresentaram resultados diferentes quanto a viabilidade genética nos plantios de
recuperagdo de areas degradadas e quanto ao manejo que deve ser adotado. As populagdes
de H. stigonocarpa em plantios de recuperacdo apresentaram problemas associados a
variabilidade genética dentro de individuos, sendo necessdrio realizar manejo das
condicdes ambientais nestas areas € manter areas nativas proximas a estas, a fim de que os
individuos implantados sobrevivam e se reproduzam por cruzamentos, proporcionando a
possibilidade de aumento de heterozigosidade. As populacdes de D. alata, por sua vez,
tanto em plantios de recuperacdo como em d4reas nativas, apresentaram problemas
associados a variabilidade genética entre individuos, sendo necessario a manutengdo de
areas com vegetacdo nativa proximas as populagdes analisadas, de maneira a propiciar
fluxo génico e evitar a fixacao de alelos. Essas diferengas entre as populagdes de D. alata e
de H. stigonocarpa demonstram que as espécies divergem quanto aos aspectos genético-
populacionais, o que esté relacionado a caracteristicas ecoldgicas e padrdes evolutivos de
cada espécie. Assim, recomendagdes relativas a recuperacdo de areas degradadas, como
coleta de sementes e manejo dos plantios, devem ser feitas com base ndo apenas nas
caracteristicas ecologicas das espécies, mas também com base em suas caracteristicas

populacionais, € ndo de maneira generalizada.
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