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DIVERSIDADE GENETICA E FLUXO GENICO VIA POLEN E SEMENTE
EM POPULACOES DE Sol/anum lycocarpum ST.HIL. (SOLANACEAE)
NO SUDESTE DE GOIAS

Autora: KARINA MARTINS
Orientador: Prof. Dr. PAULO YOSHIO KAGEYAMA

RESUMO

Solanum lycocarpum St.Hil. (Solanaceae) é uma planta lenhosa encontrada nos
cerrados e campos cerrados do Brasil Central. E heliéfila e caracteristica de formacGes
secunddrias abertas. E conhecida popularmente como lobeira. A polpa do fruto é
utilizada na producao de um fitoterapico, o polvilho-de-lobeira, amplamente empregado
no controle de diabetes e de obesidade, assim como para diminuicdo no nivel de
colesterol, sendo comercializado na forma de cépsulas. A espécie é andromondica, com
producao constante de flores hermafroditas e funcionalmente masculinas. A sindrome
de polinizacdo é vibratil e as flores sdao polinizadas por abelhas do género Xylocopa. Os
frutos carnosos sdao consumidos por diversos animais do cerrado. Os principais
dispersores das sementes sao o lobo-guara, o cachorro-do-mato, a raposa-do-campo, a
anta e a formiga sauva. Conhecendo-se as principais caracteristicas da biologia da
reproducao de S. /ycocarpum e os agentes polinizadores e dispersores de sementes
dessa espécie, objetivou-se com esse trabalho estudar a contribuicao relativa da
migracdo mediada por pdlen e por sementes no fluxo génico total e na estrutura
genética, em quatro populacdes naturais de S. /ycocarpum situadas na regido Sudeste
do estado de Goias. A razdo de fluxo de polen e semente no fluxo génico total foi

estimada por meio da analise comparativa de marcadores microssatélites nucleares e
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cloroplastidiais. O sistema de reproducao e a distribuicdo espacial dos gendtipos nas
populacdes também foram estudados. Buscou-se, ainda, avaliar a diversidade genética
em plantas situadas na margem da estrada de terra que interliga trés populagdes, com
o objetivo de inferir sobre a origem das sementes que colonizaram esse ambiente. Os
294 individuos amostrados foram estudados com seis locos microssatélites nucleares e
seis locos microssatélites cloroplastidiais. Observou-se menor diversidade génica com

0s locos nucleares (Fle =0,330+0,013) do que com os locos cloroplastidiais (ﬁ=

0,947+0,012). A estimativa do numero médio de hapldtipos por populacao
(n,=28,4£2,67) mostrou que tanto as populagdes naturais como a margem da estrada
foram fundadas por numero elevado de sementes de origens diversas. Estrutura
espacial dos gendtipos a uma distancia de até 50 m foi observada em duas populagdes,

sendo decorrentes da dispersao de sementes espacialmente restrita. A diferenciacao

genética entre populagbes estimada com marcadores cloroplastidiais (épc =0,042) foi

ligeiramente menor que a obtida com marcadores nucleares (ép =0,054). A razdo de
fluxo génico (m, /ms ) para o conjunto de populagOes foi 1,22, mostrando que nessa

escala de estudo as taxas de fluxo génico via pdlen e sementes sao praticamente
semelhantes. A margem da estrada foi colonizada por sementes vindas das populagoes
naturais adjacentes e a distancia média de dispersao de sementes foi de cerca de
20km. S. lycocarpum é predominantemente aldgama, os cruzamentos entre parentes
ndo sdo comuns e o numero de doadores de pdlen nos cruzamentos € superior a dez.
Considerando apenas a area de abrangéncia do presente estudo, € necessario

conservar 54 populagdes para reter um N,=500. Na coleta de sementes para

conservagao ex situ, deve-se coletar igual nimero de sementes de 150 a 200 matrizes

para reter o N,=500 e as matrizes devem estar distantes umas das outras mais de

50m.



GENETIC DIVERSITY AND GENE FLOW BY POLLEN AND SEED IN
POPULATIONS OF Solanum lycocarpum ST.HIL. (SOLANACEAE) IN THE
SOUTHEAST OF THE STATE OF GOIAS

Author: KARINA MARTINS
Adviser: Prof. Dr. PAULO YOSHIO KAGEYAMA

SUMMARY

Solanum lycocarpum St.Hil. (Solanaceae) is a woody plant that is found in the
Brazilian Cerrados (savanna fields) in Central Brazil. It is heliophile, and it features open
secondary formations. It's popularly known as wolf’s fruit. The meat of its fruit is used
in the production of a phytomedicine, the wolf’s fruit powder, which is traded in the
form of capsules, being widely used for the control of diabetes, obesity and cholesterol
levels. The species is andromonoecious, with constant production of hermaphrodite
and functionally male flowers. The pollination syndrome is vibratille, and Xy/ocopa bees
pollinate flowers. Various animals in the Cerrado consume the fleshy fruits. The main
seed dispersers are the maned wolf, the crab-eating-fox, the hoary-fox, the tapir, and
the sauba ant. The main mating features of S. /ycocarpum as well as its pollinators and
seed dispersing agents were used as a basis for this study. Thus, this enquiry aimed at
studying the relative contribution of migration mediated by pollen and by seeds in the
total gene flow and in the genetic structure of four natural populations of Solanum
lycocarpum located in the Southeast region of Goias State. The pollen to seed flow rate
in the total gene flow was estimated by means of comparative analysis of nuclear and
chloroplast microsatellite markers. The mating system and genotype spatial distribution
in the populations were also studied. We also focused on evaluating the genetic
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diversity in plants located on the dirt roadside that interlinks three of the populations as
a means of inferring about the origin of the seeds that colonized the environment. The
294 individuals sampled were studied with six nuclear microsatellite loci and six

chloroplast microsatellite loci. The nuclear loci (ﬁg =0,330+0,013) showed smaller

gene diversity than chloroplast loci (ﬁ = 0,947+0,012). The estimation of the average
number of haplotypes per population (7, =28,4+2,67) indicated that both natural and
roadside populations were founded by a great number of seeds of various origins.

Genotypes’ spatial structure at distance of up 50m was detected in two of the

populations, resulting from spatially restricted seed dispersion. The genetic

differentiation between populations estimated with chloroplast markers (épc =0,042)

were slightly smaller than that obtained with nuclear markers (ép =0,054). Gene flow
ratio (m, /m ) for the set of populations was 1.22, showing that gene flow rates by

pollen and seed are practically similar in the scale of this study. The roadside was
colonized by seeds from adjacent natural populations, and the average seed dispersion
distance was about 20 Km. S. /ycocarpum is predominantly alogamic. Biparental
inbreeding was not common and the number of pollen donors in the crossings was
above ten. Considering only the area comprised in this study, it is necessary to

preserve 54 populations to retain N,=500. When sampling seeds for ex situ

conservation, the same number of seeds must be collected from 150 to 200 mother-

trees to retain N,=500. The mother-trees must be more than 50m away from each

other.



1 INTRODUGAO

O Cerrado constitui-se o segundo bioma brasileiro em extensao territorial,
ocupando cerca de dois milhdes de km?, o que corresponde a 23% do territdrio nacional.
A biodiversidade total foi estimada em cerca de 160.000 espécies de plantas, animais e
fungos, das quais 10.000 espécies vegetais pertencem ao grupo das angiospermas (Dias,
1992). O Cerrado apresenta uma marcante heterogeneidade floristica em sua ampla area
de distribuicao e um elevado nivel de endemismo. Cerca de 44% das espécies de plantas
vasculares sao endémicas (Myers et al., 2000).

Cerca de 57% da vegetacao original de cerrado do pais ja foram
completamente destruidas e a metade das areas remanescentes esta bastante alterada.
A taxa anual de desmatamento do bioma foi estimada em 1,5%, ou trés milhdes de
hectares ao ano, taxa dez vezes maior que a estimada para a Floresta Atlantica
(Machado et al., 2004). Em decorréncia do endemismo e da atual velocidade de
devastacao, o Cerrado é considerado, desde o ano de 2000, uma das 25 areas criticas
para a conservacao mundial (Myers et al., 2000). Essas areas criticas com endemismo e
elevado grau de ameaca de perda de biodiversidade sao denominadas “hot spots”.

Atualmente, menos de 1,5% do Cerrado encontra-se protegido em Unidades de
Conservagao (Ratter et al., 1997). Além disso, a distribuicdo das areas protegidas ndo é
homogénea pelo bioma e, como conseqliéncia, uma parte importante da diversidade nao
esta incorporada na rede nacional de areas protegidas (Silva & Bates, 2002). Dessa
maneira, um aspecto relativo a conservacao desse bioma é identificar as areas prioritarias
para a conservacao e planejar o estabelecimento de novas unidades de conservagao.

A conservacdo da diversidade genética € uma pré-condicdo necessaria a
manutengao de todos os outros niveis da biodiversidade, e € um componente essencial

da sustentabilidade das populagdes (Boyle, 2000; Namkoong et al., 2002). A redugdo nos
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habitats naturais e o subseqiiente isolamento espacial das populacdes causam alteracdes
em processos evoluciondrios basicos, como deriva genética, selecdo, migracdo e
reproducdo, os quais resultam em mudancas na diversidade genética. Portanto, para
evitar extingdes e para manter os niveis de diversidade genética é necessario que esses
processos evolucionarios estejam conservados (Namkoong et al., 2002).

A execucao de estudos genéticos populacionais para todas as espécies que
compdem o ecossistema, entretanto, é inviavel (Boyle, 2000). Uma solucdo para esse
problema consiste na escolha de espécies que sirvam de modelo e, portanto, podem ser
utilizadas como referéncia para a conservagao genética /n situ do bioma como um todo.
Essas espécies-modelo representam grupos de espécies com caracteristicas comuns, e
que apresentam padrdes genéticos e ecoldgicos extrapolaveis, até certo ponto, para todo
o grupo (Kageyama et al., 2001). Com essa abordagem, o principal desafio é a selegao
de espécies que sirvam como indicadoras dos efeitos da fragmentacdo, ou de outros
processos antrdpicos, como a exploracao madeireira e o fogo. Namkoong et al. (2002)
definiram alguns critérios que podem ser utilizados para a selegao de espécies
indicadoras: se a espécie tem importancia ecoldgica; se é rara; se apresenta interesse
econdmico; se os vetores de fluxo génico sao especializados entre outros.

Solanum lycocarpum é uma espécie lenhosa tipica do Cerrado que apresenta
caracteristicas consideradas por Namkoong et al. (2002) para a selecao de espécies
indicadoras. Em primeiro lugar, as caracteristicas de biologia da reproducdo da espécie ja
foram relativamente bem estudadas, de modo que a quantidade de conhecimento prévio
sobre a ecologia da espécie é consideravel. S. /ycocarpum é andromondica, com
producdao constante de flores hermafroditas e funcionalmente masculinas, que sao
polinizadas por abelhas (Oliveira-Filho & Oliveira, 1988). Diversos mamiferos realizam a
dispersao de sementes em longas distancias, permitindo a colonizagdo de novos
ambientes. Uma vez que os frutos somente completam a maturagdo apds cairem ao chao
(Lombardi & Motta-Junior, 1993), muitas sementes germinam sob a copa da arvore-mae,
ou sdo dispersas a curtas distancias por formigas sauvas (Courtenay, 1994). A espécie
apresenta eficiente rebrota apods corte raso, indicando que pode realizar propagacao

vegetativa.
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Todas essas informagdes prévias relacionadas a reproducdo de S. /ycocarpum
tornam a espécie interessante para o estudo da distribuicao da diversidade genética e
fluxo génico. Como as sementes sdo dispersas por uma variedade de animais com
distancias variaveis de caminhada, o estudo da contribuicdo relativa da migracdo de
sementes no fluxo génico total pode ser Util para quantificar, de maneira mais precisa, o
efeito da fragmentacao de habitat sobre os vetores de fluxo génico. Em outras palavras,
¢ possivel avaliar se a fragmentacdo de habitat afetara principalmente os agentes
polinizadores e/ou os dispersores.

Um segundo aspecto apontado por Namkoong et al. (2002) é a amplitude de
distribuicdo da espécie. S. lycocarpum esta amplamente distribuida pelo Cerrado e a sua
escolha como espécie indicadora pode ser interessante por possibilitar comparacoes
inter-regionais. O terceiro fator considerado por Namkoong et al. (2002) é a
susceptibilidade da espécie aos efeitos adversos da intervencdo humana, nesse caso a
fragmentacao de habitat. A densidade populacional de S. /ycocarpum é afetada por
alteracdes antrdpicas na vegetacao natural. A espécie ocorre em baixa densidade em
vegetacdo preservada, mas coloniza ambientes antrdpicos, onde a densidade é elevada.
Embora a maior densidade populacional implique no aumento do tamanho efetivo, o
simples aumento no nimero de individuos da espécie nao é sinénimo de sustentabilidade
genética.

Outro aspecto considerado é o valor econdmico da espécie. Embora os frutos
de S. lycocarpum apresentem utilidade medicinal comprovada (Dall’Agnol & von Poser,
2000), a espécie ainda ndo é intensivamente explorada pelo homem. Entretanto,
algumas caracteristicas fazem com que a espécie tenha amplo potencial de uso em
programas de restauracao, sendo que as sementes podem ser coletadas para producao
de mudas. S. lycocarpum é de inicio de sucessdo, apresenta rapida germinacdo e
emergéncia (Vidal, 2000), a planta cresce rapido e se adapta bem a situagdes de
escassez hidrica (Chaves-Filho & Stacciarini-Seraphin, 2001; Elias et al., 2003; Vidal,
2000).

Outro fator considerado por Namkoong et al. (2002) é a importancia ecoldgica
da espécie. S. lycocarpum consiste de recurso alimentar a diversos animais do Cerrado,

especialmente em periodos criticos do ano. Como a espécie frutifica o ano todo, é uma
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das principais fontes de alimento para o frugivoros durante a estacdo seca, quando os
demais frutos sdao escassos (Motta-Junior & Martins, 2002; Rodrigues, 2002). Por ser
uma espécie importante para o funcionamento da comunidade que faz parte, S.
lycocarpum pode, assim, ser considerada uma espécie-chave, como definido por
Terborgh (1986). Alguns estudos, inclusive, associaram a presenca de S. /ycocarpum a
sobrevivéncia do lobo guara (Chrysocyon brachyurus), principal consumidor do fruto e
dispersor das sementes (Courtenay, 1994; Dietz, 1984).

Estudos sobre a estrutura genética e a quantificagdo do fluxo génico via polen
e sementes em populacdes de S. /ycocarpum poderdo indicar os possiveis efeitos da
fragmentacao de habitat na diversidade genética e mostrar se a espécie pode ser
selecionada como indicadora dos efeitos da fragmentacdo de habitat do Cerrado.

1.1 Objetivos

Conhecendo-se as principais caracteristicas da biologia da reproducao de S.
lycocarpum e os agentes polinizadores e dispersores de sementes dessa espécie,
objetivou-se com esse trabalho estudar a contribuicao relativa da migracdo mediada
por polen e por sementes no fluxo génico total e na estrutura genética, em quatro
populacOes naturais de Solanum lycocarpum situadas na regiao Sudeste do estado de

Goias. Os objetivos especificos desse estudo, portanto, foram:

a) Testar a amplificacdo de iniciadores de microssatélites desenvolvidos para Capsicum
spp em Solanum lycocarpum, uma vez que ainda nao foram desenvolvidos iniciadores
especificos para espécie em estudo;

b) Testar a amplificacdo de iniciadores microssatélites cloroplastidiais, considerados
universais por terem sido utilizados com sucesso em diversas espécies;

c) Caracterizar a diversidade genética intrapopulacional por marcadores
microssatélites nucleares e cloroplastidiais;

d) Estudar a distribuicdo espacial dos gendtipos e avaliar a ocorréncia de regeneracao
assexuada nas populagoes;

e) Quantificar o parentesco médio entre os individuos nas populacoes;
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f) Caracterizar a diversidade genética interpopulacional da espécie por marcadores
microssatélites nucleares e cloroplastidiais;

g) Estimar o fluxo génico aparente e a contribuicdo relativa da migracdo de podlen e
sementes, por meio da analise comparativa de marcadores microssatélites nucleares e
cloroplastidiais;

h) Avaliar a diversidade genética em individuos situados em ambientes antrdpicos
(margens de estrada), buscando inferir sobre a procedéncia das sementes que
colonizaram esses ambientes;

i) Caracterizar o sistema de reproducdo da espécie;

j) Com base em indicadores genéticos, propor recomendacdes para estratégias de

conservagao /n situ e para coleta de sementes.

1.2 Hipodteses

Com base nas informagles a respeito da biologia da espécie, apresentadas
anteriormente, bem como das caracteristicas dos marcadores genéticos utilizados,

algumas hipdteses foram formuladas:

a) A espécie apresenta elevada diversidade genética;

b) Quanto aos individuos na margem da estrada, espera-se observar maior diversidade
intrapopulacional, em decorréncia da colonizacdo por sementes de multiplas origens;

c) Ha estruturacdo espacial dos gendtipos dentro das populacdes, devido a dispersao
de sementes espacialmente restrita e a propagacao vegetativa;

d) A espécie é predominantemente aldgama;

e) A maior proporgao da diversidade genética encontra-se dentro das populagoes;

f) O fluxo génico em longa distancia ocorre predominantemente por sementes e o
fluxo de pdlen é espacialmente restrito;

g) Os ambientes antrépicos (margens das estradas) foram colonizados por sementes
vindas das populagdes naturais adjacentes;

h) Ha maior diferenciagdo genética em populacdes geograficamente mais distantes,

como esperado pelo modelo de isolamento pela distancia.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 O bioma Cerrado

O Cerrado é a maior regido de savana e o segundo maior bioma da América do
Sul (Silva & Bates, 2002). Ocupa principalmente a regiao do Brasil Central e partes do
Nordeste do Paraguai e Leste da Bolivia (Ab’Saber, 1977). Devido a sua localizacdo, o
Cerrado ocupa uma posicao central em relacao a outros biomas extensos da América
do Sul. E delimitado por dois biomas florestais, Floresta Amazonica e Atlantica, e por
duas extensas regides secas, Caatinga e Chaco (Silva & Bates, 2002). No Brasil, o
Cerrado cobria originalmente cerca de dois milhdes de km?, o que corresponde a 23%
do territorio nacional. A regido nuclear do Cerrado estende-se desde a margem da
Floresta Amazonica a Norte e a Oeste, a Caatinga a Nordeste e a Floresta Atlantica a
Leste, até os estados de Sdo Paulo e Parana (Bridegwater et al., 2004).

O clima é tropical e caracteriza-se por duas estacdes bem definidas, uma
seca, que se estende de abril a setembro, e uma chuvosa. A precipitacdo média varia
de 800 a 2000 mm, enquanto que a temperatura média anual varia de 18 a 28°C (Dias,
1992). Em ampla parte do Cerrado, os solos sdo distroficos, acidos e profundos, com
baixa disponibilidade de calcio e magnésio e ricos em aluminio (Ratter et al., 1997). O
relevo caracteriza-se por extensos platds de rochas cristalinas ou sedimentares que
atingem de 500 a 1700 m de altitude, interrompidos por depressdes periféricas com
altitudes de 100 a 500 m (Silva & Bates, 2002).

A vegetacdo do cerrado é composta por diferentes formagoes vegetais. De
acordo com Coutinho (1978), ha desde fisionomias predominantemente campestres,
como campo limpo, passando por formages savanicas, como campo Sujo, campo

cerrado e cerrado “sensu stricto” (em ordem crescente de biomassa lenhosa), e
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florestais (cerradao). As fisionomias savanicas do cerrado sdo as predominantes,
cobrindo cerca de 72% da area (Silva & Bates, 2002). Além da vegetacao de cerrado, o
bioma é composto por matas ciliares, veredas, campos rupestres e florestas secas
(Ratter et al., 1997; Silva & Bates, 2002).

Dias (1992) estimou a biodiversidade total do cerrado em cerca de 160.000
espécies de plantas, animais e fungos, sendo que os grupos numericamente mais
importantes sao os insetos (90.000 espécies), os fungos (40.000) e as angiospermas
(10.000). Com relacao as espécies arbodreas e arboreo-arbustivas, as estimativas sao
variaveis e nao ha um consenso. Castro et al. (1999) discutem as dificuldades de se
estimar, com precisdao razoavel, o nimero de espécies devido a inclusdo, nos
inventarios, de espécies que ndo sao tipicamente de cerrado, como espécies invasoras
(Cecropia, por exemplo) e as de mata de galeria. Devido as imprecisdes, esses autores
estabelecem um amplo intervalo entre as estimativas minima (1.000) e maxima (2.000)
de nimero de espécies. Ratter et al. (1997) acreditam ainda que o valor de 1.000
espécies esta superestimado e que o numero de espécies arbdreas e arbustivo-
arboreas do cerrado ndo excede 800.

Uma caracteristica marcante do cerrado em termos de biodiversidade é o nivel
de endemismo. De acordo com Myers et al. (2000), cerca de 44% das espécies
vasculares sao endémicas. O cerrado apresenta marcante heterogeneidade floristica,
sendo que sao reconhecidas seis provincias fitogeograficas. Levantamentos floristicos
realizados nas seis provincias mostraram que 52% das espécies foram encontradas em
apenas uma provincia e que apenas 4% em todas as provincias (Bridgewater et al.,
2004). A extrema heterogeneidade floristica (diversidade beta) tem importantes
conseqiiéncias no planejamento de estratégias de conservacdao desse bioma, uma vez
que se torna necessario o estabelecimento de muitas areas protegidas em toda a
extensao do cerrado para que a biodiversidade seja efetivamente conservada (Ratter et
al., 1997). Além da biodiversidade, o Cerrado é abundante em recursos hidricos. Nesse
bioma encontram-se as nascentes das trés maiores bacias hidrograficas da América do
Sul; a do Rio Sao Francisco; a do Rio Amazonas €; a do Rio do Prata (Pires & Santos,
2000).



2.2 A devastacao do Cerrado

Até cerca de 70 anos atrds, a regido central do Brasil era esparsamente
povoada. A populacdo praticava agricultura de subsisténcia, com rebanhos de gado em
baixa densidade, pastejando a propria vegetacdo de cerrado, e plantio de algumas
culturas (Ratter et al., 1997). A iniciativa do Governo Federal para a integracao da
regido Centro-Oeste ao Sudeste do pais iniciou-se na década de 1930 e intensificou-se
nas décadas seguintes. A construcdo da ferrovia Noroeste do Brasil (Bauru-Corumba), a
disponibilidade de terras, a abertura de grandes rodovias (Belém-Brasilia e Brasilia-
Acre), os projetos de colonizacdo e a construcdo de Brasilia transformaram o Centro-
Oeste em uma das principais areas de atracdo populacional. No periodo de 1950 a
1980, a regido Centro-Oeste teve o maior crescimento populacional do pais (340%)
(Coelho, 1996).

Durante as décadas de 1970 e 1980, houve um rapido deslocamento da
fronteira agricola com pecuaria e agricultura extensiva, incentivado por politicas e
programas governamentais como o POLOCENTRO e o PRODECER (Le Bourlegat, 2003).
Até 1970, apenas cerca de 5 milhdes de hectares do cerrado haviam sido desmatados
para o plantio de cereais. Atualmente, cerca de 67 milhdes dos 204 milhdes de hectares
da vegetacdo original de cerrado do pais ja foram desmatados e incorporados ao
processo produtivo (Aradjo e Souza, 2003). A regido Centro-Oeste contribui hoje com
25% dos grdos alimenticios e 40% do rebanho bovino do pais (Avidos & Ferreira, 2002"
citado por Roel & Arruda, 2003).

A expansao da fronteira agricola para a regiao Centro-Oeste resultou no rapido
aumento dos processos causadores de degradacao do bioma, tais como fragmentacao
e perda de biodiversidade, intensificacao da erosao dos solos e assoreamento dos rios.
Um relatério publicado pela organizacao ndo-governamental Conservagao Internacional
(Machado et al., 2004) indicou que dos 204 milhdes de hectares originais, 57% ja
foram completamente destruidos e a metade das areas remanescentes estao bastante

alteradas. A taxa anual de desmatamento do bioma foi estimada em 1,5%, ou trés

! Avidos, M.F.D.; Ferreira, L.T. Frutos dos cerrados: preservacao gera muitos frutos.
Biotecnologia, ciéncia e desenvolvimento, Brasilia: KL3 Publicagbes ano 3. n.15, p. 36-41,
jul/ago. 2000.
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milhdes de hectares ao ano, taxa dez vezes maior que a estimada para a Floresta
Atlantica.

Com a perda da biodiversidade, perde-se também a possibilidade do uso
sustentavel dos recursos genéticos. Roel & Arruda (2003) afirmam que o cerrado
apresenta grande potencial como fonte de recursos naturais nos setores madeireiro,
combustivel, ornamental, forrageiro, alimenticio e farmacéutico. Na area alimenticia
destacam-se as espécies frutiferas, principalmente o baru (Djpteryx alata), a mangaba
(Hancornia speciosa), o araticum (Annona crassiflora), o pequi (Caryocar brasiliense) e
a cagaita (Eugenia dysenterica). Esses frutos sao utilizados em pratos tipicos, doces,
compotas, sorvetes e farinhas, sendo comercializados em feiras livres e mercados da
regiao Centro-Oeste (Roel & Arruda, 2003).

Devido a elevada concentragao de espécies endémicas e a atual velocidade de
perda de habitat, o Cerrado passou a ser considerado, no ano de 2000, uma das 25
areas criticas para a conservagao mundial (Myers et al., 2000). Essas areas criticas com
endemismo e elevado grau de ameaga de perda de biodiversidade sao denominadas
“hot spots”.

2.3 Fragmentagao de habitat

O resultado da extensiva remogao da cobertura vegetal nativa é que a
vegetacdo remanescente € geralmente composta por manchas fragmentadas na
paisagem. Em termos bioldgicos, a fragmentacao resulta na reducao da area total de
habitat disponivel e no aumento do isolamento espacial das populacdes que habitam os
remanescentes, o que leva, em Ultima instancia, a um aumento potencial nas taxas de
extingao (Saunders et al., 1991; Young et al., 1996).

Em ambientes intensamente alterados, a conservacao da biota depende da
retencdo e manejo dos remanescentes e, portanto, o principal desafio é identificar
quais fragmentos apresentam algum valor pratico para a conservacao € como esses
devem ser manejados para reter esses valores (Saunders et al., 1991). Sabe-se,
atualmente, que menos de 1,5% do Cerrado encontra-se protegido em Unidades de

Conservacao (Ratter et al., 1997). Além disso, a distribuicao das areas protegidas ndo é
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homogénea pelo bioma e, como conseqiiéncia, uma parte importante da diversidade
ndo estad incorporada a rede nacional de areas protegidas (Silva & Bates, 2002). Um
outro aspecto relativo a conservacao desse bioma é identificar as areas prioritarias para
a conservacao e planejar o estabelecimento de novas unidades de conservagao, como
proposto pelo Ministério do Meio Ambiente (MMA, 2002).

A biodiversidade ndo se refere apenas ao numero de espécies, mas estd
representada por todos os niveis de organizacdo bioldgica: a comunidade, as espécies,
0 organismo e os genes (Frankel et al., 1995). Torna-se necessario determinar a escala
de estudo para definir os critérios adequados para o planejamento das estratégias de
conservacao da biodiversidade. A comunidade representa o nivel mais complexo de
estudo da diversidade, uma vez que abrange a interacdo dindmica entre espécies,
individuos e genes. O estudo de uma espécie particular engloba a diversidade dos
genes as populacdes e proporciona a medida do nivel de diversidade de uma
comunidade, ja que espécies sao entidades que podem ser identificadas, classificadas e
contadas (Frankel et al., 1995). Portanto, pode-se avaliar os efeitos da fragmentacao,
abordando ndo so a extincao das espécies que habitam um determinado ambiente, mas
também pela reducdo de diversidade intraespecifica e pela perda das interacdes entre
as espécies e dessas com o meio abidtico.

Utilizando a abordagem intraespecifica, a conservacdo em longo prazo deve
objetivar a sobrevivéncia de uma populacao em um estado que mantenha o vigor e o
potencial para adaptacdo evolutiva, ou seja, deve-se definir a populacdao minima viavel
que garanta a retencdo da variabilidade genética necessaria para que a espécie
continue evoluindo (Soulé, 1996). O principal desafio da biologia de populacdes em
conservacao é identificar os fatores de risco genéticos e demograficos cruciais aos
quais as populagdes estao sujeitas (Jain, 1994).

Outro desafio da Biologia da Conservacdo consiste na selcao de espécies
indicadoras, uma vez que estudar as caracteristicas ecoldgicas e a estrutura genética
de todas as espécies que compdem um ecossistema é praticamente inviavel (Boyle,
2000; Namkoong et al., 2002). A escolha de espécies vegetais pode se constituir uma

estratégia interessante. As espécies vegetais ocorrem em séries de populagbes
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relativamente isoladas, em que uma certa migracdo de pdlen e sementes ocorre entre
elas (Frankel et al., 1995).

2.4 Selecao de espécies alvo para agoes de conservacao

Diversas estratégias para escolha de espécies alvo para as acdes de
conservacao /n situ ja foram propostas. As espécies-bandeira sao aquelas com um
apelo carismatico, que mobilizam o apoio da sociedade, valorizando o trabalho de
conservacao (Kageyama et al., 2001). Exemplos de espécies-bandeira sao a arara-azul,
0 mico-ledo-dourado e o panda, entre outros. Essas espécies constituem em produto
de marketing e, geralmente, nao compdem um grupo homogéneo com atribuicdes
l6gicas e ndo auxiliam a compreensao do ecossistema como um todo (Stella, 2002).

Uma outra estratégia para selecdo da espécie seria a escolha de espécies-
chave, como definido por Terborgh (1986). Essas espécies sao na maioria das vezes
plantas, também denominadas mutualistas-chave por Gilbert (1980), e tém importancia
ecoldgica nos ecossistemas por proverem alimento aos chamados elos méveis (animais
polinizadores, dispersores e predadores) em situacdoes de deficiéncia alimentar dentro
das comunidades. Como discutido por Stella (2002), a definicdo das espécies-chave é
aquela que melhor aponta quais seriam 0s recursos mais valiosos para a conservagao
de todo o ecossistema.

Outra estratégia para selecionar espécies que sejam referéncia para a
conservacao € por meio de espécies-modelo. Essas representam grupos de espécies
com caracteristicas ecoldgicas comuns e que tém padrOes genéticos e ecoldgicos
extrapolaveis, até certo ponto, para todo o grupo (Kageyama et al., 2001).

Entre os aspectos a serem considerados no processo de selecao das espécies
indicadoras, Namkoong et al. (2002) discutem a necessidade de se escolher espécies que
sejam as mais susceptiveis aos efeitos adversos da intervencdo humana. Nesse contexto,
diferentes tipos de intervencdo requerem espécies indicadoras distintas. Um segundo
aspecto € que as espécies tém que ser representativas, bioldgica, ecoldgica e
taxonomicamente. Além das consideracdes ecoldgicas, Namkoong et al. (2002) discutem

aspectos econdmicos relacionados a escolha das espécies indicadoras. Afirmam que é
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importante ter um conhecimento prévio a respeito das caracteristicas ecoldgicas e
genéticas da espécie e que a mesma apresente uma distribuicdo ampla, por possibilitar
comparacoes inter-regionais. Com o tempo, o acumulo de informacdes obtidas em
populagOes de referéncia permitira acessar os indicadores genéticos com menores custos
(Namkoong et al., 2002).

Em geral, os diferentes tipos de intervencao humana, como a fragmentagao de
habitat, as queimadas, a exploracdo dos recursos madeireiros e nao madeireiros,
resultam em alteracOes na variacao genética e na maneira como esta esta organizada
entre individuos e populacdes. Essas alteracOes na variacdo genética sao atribuidas a
quatro processos evolucionarios: (1) deriva genética, (2) selecao, (3) migragao e (4)
reproducao (Namkoong et al., 2002). Considerando que a manutengao da variabilidade
genética em populagdes antropicas/fragmentadas depende da conservacdo dos
processos evolucionarios, tornou-se necessario definir indicadores para o
monitoramento desses processos. Namkoong et al. (2002) propdem quatro indicadores
de monitoramento dos processos ecoldgicos: (1) nivel de variagdo genética, (2)
mudanca direcional nas freqliéncias alélicas ou genotipicas, (3) fluxo génico entre
populagdes, e (4) processos do sistema de reproducdo. Aplicando-se esses indicadores
em populacbes das espécies modelo, é possivel avaliar o efeito dos diferentes tipos de

intervencdes humanas nos ecossistemas.

2.5 Possiveis efeitos genéticos da fragmentacao de habitat

A estrutura genética das populagdes de plantas é resultado do sistema de
reproducdo da espécie e da acdao de diversos fatores evolucionarios como deriva
genética, selecdo natural, divergéncia mutacional e recombinacdo genética (Ouborg et
al., 1999). A distribuicao espacial e temporal da variabilidade genética em populagbes
naturais € influenciada principalmente pelo fluxo génico mediado por pdlen e sementes,
e também pelo tamanho efetivo da populagdo e pela sua distribuicdo geografica
(Hamrick & Godt, 1996).

A reducao dos habitats naturais e o subseqiiente isolamento espacial das

populagles trazem conseqiiéncias tanto para o sucesso reprodutivo como para o fluxo
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génico das espécies arbdreas. A fragmentacao da vegetacao afeta a reproducdo das
plantas que habitam os remanescentes, sendo que a magnitude do efeito esta
relacionada com a biologia da reproducao da espécie, especialmente as espécies
polinizadas e dispersas por animais. (Fuchs et al., 2003; Nason & Hamrick, 1997;
Templeton et al., 1990; Young et al., 1996).

A fragmentacdo de habitat pode causar, por exemplo, alteracdo no
comportamento de forrageio do polinizador e reducdo na taxa de movimento de pdlen
entre as populagdes (Aizen & Feinsinger, 1994; Cunningham, 2000). Pode também
provocar uma reducdo na abundancia de polinizadores, resultando em menor producao
de frutos e sementes (Aizen & Feinsinger, 1994) e em menor taxa de cruzamento
(Kearns et al., 1998). Aliado ao isolamento espacial, pode ocorrer um isolamento
temporal causado pelo florescimento assincronico dos individuos remanescentes (Chase
et al.,, 1996; Nason & Hamrick, 1997). A fenologia do florescimento determina
diretamente o nuimero efetivo de doadores de pdlen e a densidade de individuos
floridos. Ambas as caracteristicas afetam o padrao de fluxo de pdlen entre as arvores,
uma vez que arvores que florescem assincronicamente recebem menor quantidade de
polen vindo de outras arvores e exibem maior taxa de autofecundacao (Fuchs et al.,
2003).

Como conseqiiéncia direta da endogamia, ocorre reducdo da variabilidade
genética e acimulo de efeitos deletérios, especialmente em espécies aldgamas, como a
maioria das espécies arbdreas tropicais, em que a carga genética € mais acentuada
devido a manutencao de alelos recessivos deletérios presentes nos individuos
heterozigdticos (Charlesworth & Charlesworth, 1987; Ellstrand, 1992; Ellstrand & Ellam,
1993; Young & Boyle, 2000). O aumento na endogamia, a perda de diversidade
genética e o aumento da divergéncia interpopulacional trazem sérias implicagOes para a
persisténcia da espécie em curto e em longo prazo. Em curto prazo, a perda de
heterozigose pode reduzir o valor adaptativo (“fitness”) individual, diminuindo a
viabilidade da populacdo remanescente. Em longo prazo, a riqueza alélica reduzida
pode limitar a habilidade da espécie a responder a mudangas na pressao de selegao
exercida sobre elas (Frankel et al., 1995; Saunders et al., 1991; Young et al., 1996) e,

em Ultima instancia, pode ocasionar a extingdo da espécie.
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A probabilidade dos padroes de fluxo génico serem mantidos apds a
fragmentacao dependera da habilidade da espécie em dispersar seus propagulos
através da matriz entre os fragmentos. Para espécies polinizadas e dispersas pelo
vento, a habilidade pode ser apenas uma funcdo simples da distancia entre os
fragmentos. Por outro lado, se a espécie é polinizada ou dispersa pela fauna, os
padroes de fluxo génico dependerdo da resposta dessas espécies associadas,
especialmente sua capacidade de atravessar um habitat ndo florestado, que geralmente
apresenta menor biomassa e complexidade estrutural em relagdao a vegetagdo nativa
(Young & Boyle, 2000). Tanto o sistema de reproducdo como o fluxo génico sdo
determinantes essenciais do tamanho efetivo populacional, que tem importancia critica

no planejamento de estratégias de conservacao (Hall et al., 1996).

2.6 Sistema de reproducao

A reproducdo é a maneira pela qual os organismos asseguram que seus genes
sejam transmitidos a geracao seguinte, sendo que diversas caracteristicas da biologia
das espécies evoluiram para atingir o sucesso reprodutivo. A opcao pela reproducao
sexual é observada em praticamente todos os organismos, uma vez que possibilita a
recombinacdo do material genético de dois parentais (Adams, 1991) e a formagdo de
novas combinacdes alélicas. Na maioria das espécies de plantas, a polinizacdo cruzada
é preferivel a autofecundagdo e ha diversos mecanismos da biologia da reproducao que
dificultam e, as vezes, até impedem a ocorréncia de autofecundacdo (Adams, 1991).
Como exemplo, ha o sistema sexual das espécies (como a dioicia € a monoicia), os
mecanismos de auto-incompatibilidade, as caracteristicas florais e o comportamento
dos agentes polinizadores, entre outros (Adams, 1991; Boshier, 2000).

Embora o estudo das caracteristicas da biologia da reproducdo de espécies
arbdreas tropicais indique que ha fortes barreiras para a ocorréncia de autofecundacao,
esse tipo de estudo ndao permite a quantificacdao das taxas reais de autofecundacao e
dos niveis de cruzamento entre parentes nas populacdes (Boshier et al., 1995; James
et al., 1998). Os métodos tradicionais de estudo do sistema de reproducao de uma

espécie sao baseados na analise da morfologia floral, em experimentos de cruzamentos
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em casa de vegetacdo e na observacao do comportamento dos polinizadores, e
fornecem apenas informacoes qualitativas (Clegg, 1980). A inferéncia quantitativa do
sistema de reproducdo é possivel pelo uso de marcadores moleculares (Boshier et al.,
2000; James et al., 1998). Por meio da determinagao da distribuicdo dos gendtipos nas
familias é possivel quantificar geneticamente os resultados dos cruzamentos (Clegg,
1980). A determinagao do sistema de reproducdo com marcadores genéticos descreve,
portanto, a maneira como os gametas dos parentais de uma populagdo se unem
(Boshier et al., 1995).

Diversos fatores ecoldgicos e genéticos podem afetar os padroes de reproducao,
resultando na ocorréncia de endogamia nas populacdes e na variacdo temporal e
espacial das taxas de cruzamento: mecanismos de incompatibilidade (Murawski &
Hamrick, 1992); densidade de individuos (Hall et al., 1994; Hamrick & Murawski, 1990;
Murawski & Hamrick, 1992); grau de isolamento geografico das populagdes (Murawski
& Bawa, 1994); padroes de florescimento, tais como duracdo do periodo de
florescimento, sincronia e densidade de individuos com flores (Fuchs et al., 2003; Hall
et al., 1996; Murawski & Hamrick, 1991); grau de especializacdo da sindrome de
polinizacao; disponibilidade e comportamento de agentes polinizadores (Boshier, 2000).
As informagOes obtidas com uso de marcadores genéticos, aliadas a observacoes a
campo, permitem a quantificacdao desses fatores ecoldgicos e genéticos e seus efeitos
no fluxo génico e na estrutura genética das populagdes (Boshier, 2000).

O conhecimento de todos os aspectos do sistema de reproducao de uma
espécie € necessario para entender a distribuicdo da variacao genética entre individuos
e os padrdes de fluxo génico entre e dentro de populagdes. Com essas informagdes, é
possivel avaliar o efeito da acdo humana sobre esses processos e estabelecer as
estratégias mais adequadas para a conservacgao e o uso da variacao genética (Boshier,
2000). Tem sido observado, por exemplo, que em espécies predominantemente
alégamas, a maior parcela da variacdo genética encontra-se dentro de populagoes,
enquanto que em espécies autdgamas a maior parte da variacdo encontra-se entre as
populacoes (Hamrick & Murawski, 1990).

InformagOes a respeito do sistema de reproducdo tém importancia pratica para

0 sucesso dos programas de melhoramento genético (Boshier et al.,, 1995). A
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ocorréncia de endogamia, em especial a autofecundacao, resulta em efeitos deletérios
nas populagdes, tais como, fertilidade reduzida e taxas menores de crescimento das
progénies (Boshier et al., 1995; Boshier, 2000) devido ao aumento da homozigose e a
expressdao da carga genética. A representatividade genética das sementes coletadas,
tanto para conservagao ex Situ como para uso nos programas de restauragao e
melhoramento genético, demandam o conhecimento da base genética que esta sendo
amostrada. Se esses programas forem iniciados com uso de sementes com base
genética estreita, os problemas decorrentes da endogamia certamente irdo ocorrer
(Boshier et al., 1995).

2.7 Fluxo génico

Fluxo génico é um termo coletivo que inclui todos os mecanismos que resultam
no movimento de genes de uma populacdo para outra (Slatkin, 1985). Na pratica, o
fluxo génico é a forca evolucionaria mais importante para a homogeneizagdo das
freqliéncias alélicas das populacdes de uma espécie (Freeman & Herron, 2001).
Considerando genes seletivamente neutros, em populagdes grandes (em que a deriva
pode ser ignorada), se o Unico fator operante for o fluxo génico, todas as populagoes
irdo convergir para a mesma freqiiéncia alélica (Futuyma, 1992; Ridley, 1996).

Enquanto o fluxo génico atua no sentido de homogeneizar a variacdo genética
espacial, fatores como mutagao, deriva genética (devido ao tamanho populacional
finito) e selecdo natural tém um efeito oposto e contribuem para a divergéncia genética
entre populagdes (Hamrick & Nason, 2000; Slatkin, 1987). A selecao natural favorece a
adaptacdo a condigbes ambientais locais, provocando a diferenciagdo genética de
populacdes locais e a deriva genética provoca a fixacdao aleatdria de diferentes alelos
nas diferentes populagoes (Slatkin, 1987).

O papel do fluxo génico na distribuicdo da diversidade genética entre e dentro
das populacoes depende tanto da distribuicdo geografica da espécie, quanto da
importancia dos outros fatores evolucionarios (Slatkin, 1987). Entretanto, em espécies
com elevadas taxas de fluxo génico, a maior parcela da variacao genética encontra-se

dentro de populacdes, enquanto que em espécies com fluxo génico mais limitado, a
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maior parte da variacdo genética encontra-se entre populagdes (Hamrick & Nason,
2000). O fluxo génico contribui também para o aumento da diversidade genética, ja
que introduz novas combinagdes alélicas nas populagoes.

A taxa média de fluxo génico entre populacdes €, com freqiiéncia, baixa, sendo
que os modelos populacionais mostram que a troca de pelo menos um migrante por
geracdo € suficiente para prevenir uma forte diferenciacao entre duas populacdes
(Ellstrand & Elam, 1993). Todavia, a taxa de fluxo génico efetivo pode ser
consideravelmente maior do que sugere a taxa média, se populacdes locais se
extinguirem e os sitios forem recolonizados por sementes vindas de diversas
populacdes. Quanto mais elevada a taxa de extingao e recolonizacao, maior € a taxa de
fluxo génico e menor a variancia nas freqiiéncias alélicas das populagdes (Futuyma,
1992).

2.7.1 O estudo do fluxo génico

Ha duas abordagens para estudar os padrdes de fluxo génico em populagoes
naturais, a abordagem direta e a indireta. A primeira fornece a estimativa do fluxo
génico atual, enquanto que a segunda indica os niveis histdricos de fluxo génico.
Diversos métodos podem ser utilizados para estimar o fluxo génico com a abordagem
direta. Pode-se utilizar estratégias de observacdo do movimento dos agentes
polinizadores e dispersores de sementes ou ainda acompanhar a distancia de dispersao
de polen e sementes marcados com corantes (Ouborg et al., 1999; Slatkin, 1985). As
metodologias que se baseiam na observacao do comportamento dos vetores de fluxo
génico ddo apenas um indicativo da distancia de migracao de pdlen e sementes, porém
a estimativa do fluxo génico efetivo somente é confiavel quando se utilizam marcadores
genéticos (Levin, 1981).

Como destacado por Sork et al. (1998), a abordagem mais efetiva para
estimagao do fluxo génico atual é a que utiliza andlise de paternidade. Em geral, nas
andlises de paternidade, utilizam-se progénies com gendtipo materno conhecido para
inferir a paternidade em um conjunto de potenciais doadores de podlen. Por essa

abordagem, pode-se estimar a distribuicdo das distancias de dispersdo e obter curvas
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de dispersao analogas a curva predita pelo modelo de isolamento pela distancia
proposto por Wright (1943). O método de andlise de paternidade também apresenta
algumas limitacdes, em especial no que se refere a amostragem requerida para obter
estimativas confiaveis e ao poder discriminatério do marcador genético utilizado (Sork
et al., 1998).

A abordagem indireta baseia-se na distribuicdo da diversidade genética entre
populacdes para obter a estimativa do nimero efetivo de migrantes por geragao, em
uma escala de tempo evolucionaria (Hamrick & Nason, 2000; Sork et al., 1998). Pelo
método indireto, a distribuicdo dos alelos é quantificada e um modelo genético
populacional é aplicado para estimar qual taxa de fluxo génico resultaria em uma
distribuicao similar (Ouborg et al., 1999). Essa abordagem foi proposta inicialmente por
Wright (1931, 1951), utilizando o modelo genético de ilhas e a variancia das
freqliéncias alélicas entre as populacdes como parametro de diferenciacdo genética.
Desde entdo diversas variagdes foram desenvolvidas, tanto no que se refere ao modelo
populacional quanto ao parémetro genético utilizado (Ouborg et al., 1999). As
vantagens e as principais limitacdes do uso de abordagens diretas e indiretas ja foram
intensamente discutidas na literatura (Burczyk et al., 2004, Hamrick & Nason, 2000;
Neigel, 1997; Slatkin, 1985; Slatkin, 1987; Slatkin & Barton, 1989; Sork et al., 1998;
Sork et al., 1999).

Na maioria das espécies de plantas, o fluxo génico ocorre em dois estagios
distintos: no movimento de pdlen e na dispersdo de sementes. Considerando-se a
definicdo de fluxo génico — movimento efetivo de genes entre populacdes e
subpopulacdes — um evento de fertilizacdo somente sera considerado fluxo génico
efetivo quando for resultante de um grdo de pdlen imigrante e resultar no
estabelecimento do embrido. Analogamente, a dispersdao de sementes somente
constituird fluxo génico quando sementes imigrantes se estabelecerem em uma
populacao (Hamrick & Nason, 2000). O reconhecimento de que a dispersao de genes
em plantas ocorre em dois estagios do ciclo de vida é essencial para o entendimento da
distribuicdo da diversidade genética entre e dentro das populacdes (Levin, 1981).

Estudos de fluxo génico com abordagens ecoldgicas tém mostrado que a

distancia de migracdo de pdlen e sementes é espacialmente restrita, com curvas de
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distribuicdo geralmente leptocurticas (Ouborg et al., 1999; Slatkin, 1985) e com
pequena proporcao dispersa a longas distancias. Na maioria das espécies, pdlen é
raramente transportado a distancias maiores que 1000 m (Loveless & Hamrick, 1984).
Sementes tendem a ser distribuidas préximas a arvore-mae e raramente sao
carregadas a distancias maiores de 200 m (Howe & Smallwood, 1982; Levin, 1981).

Uma vez que a distdncia maxima de dispersdo varia entre espécies e
experimentos, a regra geral é que a dispersdao a longas distancias é muito rara.
Entretanto, algumas comparagdes entre as taxas de colonizacdo observadas e as
preditas pelas curvas de distribuicdo, descritas pela abordagem ecoldgica, tém
mostrado que a magnitude da dispersao a longas distancias tem sido subestimada
(Ouborg et al., 1999). Como os eventos de dispersao a longas distancias sdao, em geral,
dificeis de serem mensurados, ha poucos trabalhos que buscam caracterizar as
distancias maximas de dispersao (Cain et al., 2000).

Estimativas mais confidveis da distdncia de migracdo de pdlen e sementes
podem ser obtidas pela integracdo de abordagens ecoldgicas e genéticas. O uso de
marcadores moleculares pelo método indireto é interessante por possibilitar o estudo
das conseqiiéncias, na estrutura genética das populacdes, da migracdo de podlen e
sementes, ao invés da quantificagdo desses eventos per se (Ouborg et al., 1999).

2.8 Marcadores moleculares microssatélites

Os primeiros marcadores moleculares foram desenvolvidos na década de 1960.
Denominados isoenzimas, esses marcadores sao utilizados em uma ampla variedade de
espécies. Com o passar dos anos, 0s avancos na biologia molecular, como a descoberta
das enzimas de restricao nos anos 1960 e da reacao em cadeia da polimerase (PCR)
nos anos 1980, permitiram a introducao de novos tipos de marcadores moleculares
com deteccao de polimorfismo diretamente no DNA (Ferreira & Grattapaglia, 1998;
Schlotterer, 2004). A ascensao e queda em popularidade dos diferentes marcadores
refletem a continua melhoria na maneira como a variagao genética é acessada, ou seja,
o sistema de marcador mais recente, em geral, € o mais informativo (Schlttterer,

2004). Anadlises comparativas entre os diferentes tipos de marcadores podem ser
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obtidas em Ferreira & Grattapaglia (1998), Glaubitz & Moran (2000) e Schlétterer
(2004).

Marcadores microssatélites (ou seqiéncias simples repetidas — SSR) sdo
seqliéncias de nucleotideos repetidas em “tandem” cuja unidade de repeticdo varia de
um a cinco pares de base. Sdo encontrados em uma ampla diversidade de espécies
eucaridticas e no genoma cloroplastidial de plantas (Jarne & Lagoda, 1996). Sao
abundantes e com distribuicao relativamente homogénea em regiGes eucromaticas dos
genomas (Schlétterer, 2004). Em plantas, os microssatélites ocorrem em maior
densidade em regides de DNA de copia Unica, especialmente em regides que sao
transcritas, mas ndo sdo traduzidas. A distribuicdo e a freqliéncia dos microssatélites no
genoma das diferentes espécies é uma funcdo da dinamica, da histdria da evolucao do
genoma e das forgas seletivas (Morgante et al., 2002). A expansao do microssatélite
em geral segue o modelo de mutagao aos passos, com o aumento ou diminuicao de um
ou dois motivos, resultantes de erros no processo de replicacao do DNA, que resultam
no deslizamento da polimerase. O modelo de mutacao aos passos é considerado o
mecanismo predominante de mutacao no microssatélite (Chambers & MacAvoy, 2000),
porém a recombinacao desigual pode gerar mutacdes de maior amplitude (Jarne &
Lagoda, 1996).

Uma propriedade interessante dos locos microssatélites € a possibilidade de
amplificagdo heteroldga em espécies filogeneticamente proximas, decorrente da
homologia entre as seqiiéncias de DNA que flanqueiam os microssatélites (Chambers &
MacAvoy, 2000; Jarne & Lagoda, 1996). A transferéncia de iniciadores ja foi observada
em diversas familias de plantas, tanto entre espécies do mesmo género como entre
diferentes géneros de uma familia. H& exemplos publicados nas familias Meliaceae
(White & Powell, 1997), Caryocaceae (Collevatti et al., 1999), Solanaceae (Provan et
al., 1996; Sardagna et al., 2001; Smulders et al., 1997), Arecaceae (Gaiotto et al.,
2001), Fabaceae (Daynandan et al., 1997), Fagaceae (Steinkellner et al., 1997),
Euphorbiaceae (Roa et al., 2000), Myrtaceae (Brondani et al., 1998; Zucchi et al.,
2002), entre outros.

Apds a amplificacdo especifica por PCR, os alelos de um loco sdo identificados

por meio da migracao relativa em gel de eletroforese. Os microssatélites sao
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codominantes e apresentam heranca mendeliana simples. Sdo considerados
seletivamente neutros e, em geral, sdo altamente polimérficos em populagdes naturais.
Devido ao elevado poder discriminatério, decorrente do multialelismo, esses
marcadores sao amplamente utilizados em mapeamentos genéticos, em genética
forense e em analises mais refinadas de genética populacional, tais como a estimacao
de coeficientes de parentesco e os testes de paternidade (Chambers & MacAvoy, 2000;
Ferreira & Grattapaglia, 1998; Glaubitz & Moran, 2000; Schiétterer, 2004).

Tanto o modelo de mutagdes aos passos, como as elevadas taxas de mutagao
estimadas para os microssatélites, da ordem de 10 de acordo com Goldstein & Pollock
(1997), podem resultar em homoplasia de tamanho entre gendtipos. Nesse caso, alelos
idénticos em tamanho podem ser resultantes de linhagens distintas, ou seja, serem
alelos idénticos por estado, mas nao idénticos por descendéncia (Estoup et al., 2002).
Conseqiiéncias da falsa inferéncia de identidade por descendéncia dos alelos sdo a
superestimacdo dos coeficientes de parentesco (Chambers & MacAvoy, 2000) e o viés
nas estimativas de divergéncia entre populacdes baseada em estatisticas que nao
consideram o modelo de mutagdes aos passos (Jarne & Lagoda, 1996).

Estatisticas para estimacao da divergéncia entre populacdes que consideram o
modelo de mutacdes aos passos ja foram propostas (Goodman, 1997; Slatkin, 1995).
Com uso dessas metodologias, em estudos com marcadores microssatélites, € possivel
calcular o fluxo génico e migracdo entre populacdes naturais com razoavel
confiabilidade (Chambers & MacAvoy, 2000).

2.9 Marcadores moleculares para o estudo do fluxo génico

Uma maneira de avaliar as contribuicOes relativas da migracao de pdlen e de
sementes no fluxo génico total consiste em quantificar a diferenciacdo dos marcadores
moleculares com variados modos de heranca. Os marcadores nucleares apresentam
heranca biparental, sendo transportados tanto via pdlen como via semente. Os
marcadores citoplasmaticos, por outro lado, geralmente apresentam heranca

uniparental. O genoma cloroplastidial, em particular, € maternalmente herdado na
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maioria das angiospermas, sendo transportado apenas via semente (Ennos, 1994; Hu &
Ennos, 1997; Ouborg et al., 1999).

A quantificacao das parcelas que compdem o fluxo génico total de uma espécie
em ambiente natural é Util para a avaliacdo dos efeitos da fragmentacdo de habitats no
movimento de pdlen e na dispersdo de sementes (Hamilton, 1999). E (til também na
definicdo de estratégias de conservagao in situ e ex situ, uma vez que esse tipo de
informacao permite a mensuracao da perda de diversidade genética nesses programas
(Hamrick & Godt, 1996).

A analise de marcadores citoplasmaticos € amplamente utilizada em Sistematica
Filogenética, tanto na construcdo de genealogias, como nos estudos de introgressao e
hibridagdo (McCauley, 1995). Apenas recentemente a andlise de marcadores
citoplasmaticos passou a ser utilizada em estudos genéticos de escala populacional,
pois se acreditava que o alto grau de conservacao dos genomas de mitocondrias e
cloroplastos resultaria na insuficiéncia de polimorfismos necessarios para esse tipo de
estudo (McCauley, 1994; Neigel, 1997). O numero de trabalhos utilizando os
marcadores citoplasmaticos para estudo do fluxo génico aumentou significativamente
nos Ultimos anos. Em pouco mais de uma década, a estrutura genética populacional de
quase duzentas espécies ja foi estudada com uso de marcadores citoplasmaticos. Em
uma revisao recente, Petit et al. (2005) constataram que cerca de 30% dos trabalhos
utilizando marcadores citoplasmaticos foram publicados depois de 2003.

O genoma cloroplastidial é preferencialmente estudado em comparacao ao
mitocondrial (Petit et al., 2005) por diversas razoes: o cloroplasto é abundante nas
células foliares e é facil de ser isolado; o DNA é pequeno e varia pouco em tamanho,
estrutura e ordem dos genes; o modo de evolucao do genoma é simples e conservativo
e a taxa de mutacao é mais elevada em regides nao codificadoras do genoma como
introns e espacadores intergénicos (Mongensen, 1996). Essa Ultima caracteristica
facilita o desenvolvimento de sondas e iniciadores que sao utilizados em uma ampla
variedade de espécies vegetais, sendo por isso denominados iniciadores universais.

A grande maioria dos polimorfismos observados no DNA do cloroplasto consiste
em variacoes de comprimento resultantes de pequenas insercoes e delegdes, as quais

envolvem seqiiéncias de 1-10 pares de bases localizadas em regides nao codificadoras
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do genoma (Palmer, 1987). O primeiro marcador cloroplastidial desenvolvido foi o
mapeamento dos sitios de restricdo (RFLP - ™“Restriciton Fragment Lenght
Polymorphism”), técnica similar a desenvolvida para o estudo do DNA nuclear. Por essa
técnica, o DNA do cloroplasto é extraido das células, purificado e clivado com enzimas
de restricao. Apds a eletroforese, os polimorfismos sdo observados apds hibridacao com
uma sonda especifica.

O desenvolvimento de iniciadores universais (Taberlet et al., 1991; Demesure et
al., 1995) e a descoberta de que o DNA de cloroplasto exibe maior grau de
polimorfismos do que se imaginava facilitaram o uso deste marcador em analises
genéticas populacionais. Com o desenvolvimento dos iniciadores, a técnica de PCR-
RFLP passou a ser mais freqlientemente utilizada. Por essa técnica, procede-se a
extragdo de DNA total das células e, posteriormente, seqiiéncias de regides nao
codificadoras dos cloroplastos sao amplificadas e clivadas com enzimas de restricao.
Cerca de 46% dos trabalhos revisados por Petit et al. (2005) utilizaram a metodologia
de PCR-RFLP.

Sequiéncias repetidas do tipo microssatélite também foram observadas em
genomas cloroplastidiais (Provan et al., 1999). Os microssatélites cloroplastidiais
consistem tipicamente de oito a 15 repeticoes de mononucleotideos. O polimorfismo é
muito varidvel entre locos e entre espécies (Navascués & Emerson, 2005). Esses
marcadores sao usados em uma variedade de estudos em escala populacional
(Navascués & Emerson, 2005; Petit et al., 2005; Provan et al., 1999). Iniciadores
conservados para a amplificagdo de microssatélites cloroplastidiais ja foram
desenvolvidos para coniferas (Vendramin et al., 1996), gramineas (Provan et al., 2004)
e dicotiledoneas (Weising & Gardner, 1999).

Como se assume que o genoma cloroplastidial nao sofre recombinagao, tanto os
locos de RFLP como os de microssatélites estdao geneticamente ligados. A
caracterizacdo dos genodtipos nos individuos consiste da combinacao dos alelos
observados em cada loco. Essa combinacdo € denominada hapldtipo (Navascués &
Emerson, 2005). Embora seja mais amplamente utilizado em analises filogenéticas, o
seqlienciamento de regides especificas do DNA do cloroplasto também ¢é utilizado em

estudos populacionais.
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O estudo do fluxo génico por marcadores cloroplastidiais é preferencialmente
realizado com uso da abordagem indireta, em que o fluxo génico é inferido com base
na divergéncia genética entre populagdes (Ennos, 1994). Pressuposicoes teoricas
mostram que o fluxo génico estimado com marcadores de heranca materna (como o
cloroplasto em angiospermas) é menor que o estimado com marcadores nucleares, os
quais apresentam heranca biparental (Ennos, 1994). O DNA nuclear é transportado
tanto por pdlen quanto por semente, enquanto que o DNA cloroplastidial somente é
transportado por sementes. Além disso, como o DNA do cloroplasto é hapldide e
herdado sem recombinacdo, o tamanho efetivo do genoma é menor, o que resulta em
maior diferenciacdo entre populacdes com esses marcadores (Birky et al., 1989).

A pressuposicdo de maior diferenciacdo genética populacional com marcadores
cloroplastidiais tem sido corroborada pelos estudos experiemtnais. Petit et al. (2005)
observaram que em 97% das 93 espécies angiospermas e gimnospermas estudadas, a
diferenciagdo genética com marcadores nucleares foi inferior a diferenciacdo medida
com marcadores de heranca materna. De acordo com os mesmo autores, o valor médio
da diferenciacao genética obtida com marcadores cloroplastidiais em 124 espécies de
angiospermas foi de 0,637 (£0,002), enquanto que para marcadores nucleares em 77
espécies de angiospermas foi de 0,184 (+£0,002).

A diferenciagdo populacional, obtida com marcadores nucleares e
cloroplastidiais, depende também das taxas de migracao de pdlen e sementes, da taxa
de cruzamento e do modo de heranga das organelas (Hamilton & Miller, 2002; Petit et
al., 1993). Com a ocorréncia de autofecundacdo, os genes nucleares dispersam-se
apenas via sementes, logo, em espécies com sistema misto de reproducao, a dispersao
média de genes nucleares via pdlen é reduzida por um fator igual a taxa de
autofecundacdao (Hamilton & Miller, 2002). A ocorréncia de transmissdo paterna do
cloroplasto tem um efeito significativo no nivel de diferenciagdo populacional medida
com marcadores cloroplastidiais, uma vez que possibilita a dispersao desses genes via
polen. Mesmo uma reduzida taxa de transmissdo paterna do cloroplasto resulta em
queda significativa na diferenciacao populacional estimada com esses marcadores (Petit
et al., 1993).
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As taxas de migracdo de pdlen e sementes sdo muito varidveis entre as
espécies, uma vez que a combinacao das caracteristicas de biologia da reproducdo e
dos vetores de polinizacdo e dispersao de sementes resulta em diferencas nas taxas e
nas distancias de fluxo génico mediado por pdlen e semente. Além disso, embora o
conhecimento das caracteristicas e do comportamento dos vetores de polinizacdo e
dispersdo mostre que a contribuicao do movimento de pdlen e semente no fluxo génico
total varia com a escala geografica de estudo, poucos trabalhos buscaram avalia-la em
diferentes escalas espaciais (Trapnel & Hamrick, 2004). Pesquisas com essa abordagem
foram publicadas por McCauley (1994), Oddou-Muratorio et al. (2001), Trapnel &
Hamrick (2004). Em espécies generalistas cujas sementes sao dispersas por uma
variedade de animais, com diferentes habitos de forrageamento e capacidades de
movimentacao distintas, o padrao de dispersao de sementes e a sua contribuicdo no
fluxo génico total sdo varidveis com a escala espacial de estudo.

A abordagem de estudo em diferentes escalas geograficas é particularmente
interessante em espécies de plantas em que o potencial de dispersdo de sementes a
longas distancias excede o potencial de migracdo de pdlen (Trapnel & Hamrick, 2004) e
também em espécies que apresentam dinamica de metapopulacdes, em que a
contribuicdo relativa do fluxo génico por sementes é acentuada devido a sua
contribuicdo para a fundagdo de novas populagdes. No Cerrado, a ocorréncia de fogo
pode ser considerada uma fonte relativamente constante de disturbio nas populacoes
e, portanto, a eficiéncia da dispersao de sementes na fundacao de novas populagbes
torna-se importante para a manutencao da variabilidade genética e da persisténcia das

espécies em longo prazo.

2.10 Diversidade genética em espécies vegetais do Cerrado

O interesse em estudar a estruturacao genética em populacoes de espécies
vegetais do Cerrado é recente, sendo que a maioria dos trabalhos foi publicada depois
de 2000. Devido ao potencial de exploragdo econdmica, as espécies nativas frutiferas
sao preferencialmente estudadas. Diversos estudos, por exemplo, abordaram a

estrutura genética de populacdes de Caryocar brasiliense (pequizeiro), uma das
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espécies frutiferas mais caracteristicas do Cerrado, com a utilizacdo de uma variedade
de marcadores moleculares. Collevatti et al. (2001a, 2001b) e Souza-Junior (2003)
utilizaram marcadores microssatélites, Melo Junior et al. (2004) utilizaram marcadores
isoenzimaticos, Collevatti et al. (2003) usaram dois tipos de marcadores cloroplastidiais
e Araujo (2001) trabalhou com marcadores RAPD.

A espécie frutifera Eugenia dysenterica (cagaiteira) também foi estudada com o
uso de diversos marcadores genéticos. Telles et al. (2001a, 2001b, 2003b) utilizaram
marcadores isoenzimaticos, Zucchi (2002) e Trindade (2001) utilizaram marcadores
RAPD e, Zucchi (2002) e Zucchi et al. (2003) utilizaram marcadores microssatélites. A
espécie Annona crassiflora (araticunzeiro), também frutifera, foi estudada por Telles et
al. (2003a), com marcadores isoenzimaticos.

Outras espécies arbdreas do Cerrado com interesse econdmico foram estudadas
com uso de marcadores RAPD. Lacerda et al. (2001) estudaram Plathymenia reticulata
(vinhatico), Pereira (2003) avaliou a diversidade genética de trés espécies: Hymenaea
stignocarpa (jatoba-do-cerrado), Bowdichia virgilioides (sucupira-preta), Qualea
grandiflora (pau-terra) e Zelandi et al. (1999, 2000) estudaram populagdes de Solanum
lycocarpum (lobeira).

De modo geral, esses estudos com espécies arbdreas do Cerrado demonstraram
uma tendéncia a taxas de cruzamento e niveis de diversidade genética elevados, bem
como significativa divergéncia entre populacdes e estruturagao espacial dos genotipos,
resultantes da limitacao do fluxo génico a longas distancias. Observou-se também que,
embora a taxa de cruzamento seja elevada, nas espécies C. brasiliense (Collevatti et
al., 2001a) e £. dysenterica (Telles et al., 2003b), o cruzamento entre parentes e o
nimero restrito de doadores de podlen participando dos cruzamentos sdao fontes
significativas de endogamia e/ou parentesco nas populagoes.

Em A. cassiflora (Telles et al., 2003a), por outro lado, a observagao de
parentesco e divergéncia entre as populagbes foi relacionada com a ocorréncia de
deriva genética e efeito fundador, resultante da fundacdo de novas populacdes por
sementes originadas de poucos frutos. Contrariamente do que foi observado em A.

crassiflora, Collevatti et al. (2003) constataram que, em C. brasiliense, as populagdes
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sao fundadas por multiplas linhagens maternas, demonstrando a eficiéncia do processo
de dispersao de sementes dessa espécie na colonizacdo de novas areas.

Praticamente todos os estudos com as espécies arbdreas do Cerrado mostraram
que, devido a estruturacdo espacial da variagao genética, tanto para a definicdo das
estratégias de conservacao /in situy, como na coleta de sementes, deve-se priorizar a
amostragem de numero elevado de populacdes e subpopulacdes geograficamente
distantes. Souza Junior (2003) recomenda a amostragem de populacdes C. brasiliense
distantes em um raio de seis a 12 km e Telles et al. (2003b) sugerem que, para £.
dysenterica, sejam amostradas populagOes distantes 120 km umas das outras.

Embora diversos estudos com espécies arboreas do Cerrado foram publicados
recentemente, ainda ha lacunas no conhecimento sobre a diversidade genética das
espécies do Cerrado que precisam ser preenchidas. Poucos estudos, por exemplo,
avaliaram o sistema de reproducao de maneira detalhada e nenhum deles estimou o
fluxo atual de pdlen. Ainda que praticamente todos os autores argumentem sobre os
riscos da rapida taxa de devastacao do bioma, o efeito da fragmentacdo de habitat
ainda ndo foi sistematicamente avaliado, especialmente porque ha o predominio de
utilizacdo da abordagem indireta de estimagao de fluxo génico e também porque a
fragmentacao do bioma é recente. Apenas em um estudo com Caryocar brasiliense
(Collevatti et al., 2003) utilizou-se a abordagem comparativa com marcadores nucleares
e cloroplastidiais para avaliar a contribuicdo relativa de pdlen e sementes no fluxo
génico total. Ressalta-se também a marcante extensdo territorial do bioma e a
necessidade de estudos que abranjam maiores amplitudes geograficas. A quase
totalidade dos trabalhos foi realizada no estado de Goids e no Distrito Federal, sendo
que os estados de Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Tocantins foram poucos
estudados.

O agrupamento das espécies de plantas com caracteristicas semelhantes de
biologia da reproducao, tais como sindromes de polinizacao e dispersdao de sementes, e
a comparacao dos padroes de diversidade genética das espécies que compdem os
diferentes grupos constitui-se uma estratégia interessante para conhecer, de maneira
mais abrangente, os fatores ecoldgicos e evolucionarios determinantes dos padrdes de

variacdao genética nas populacdes desse bioma.
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2.11 A lobeira ou fruto do lobo (So/anum lycocarpum St.Hil.)

Solanum lycocarpum St.Hil. (Solanaceae) (2n=24; Coleman, 1982) é um
arbusto lenhoso de crescimento rapido cuja area de distribuicdo engloba os cerrados e
campos cerrados do Brasil Central (Courtenay, 1994; Oliveira-Filho & Oliveira, 1988). A
espécie é caracteristica e exclusiva de formagdes secundarias abertas, ocupando tanto
solos argilosos como arenosos, bem drenados e de baixa fertilidade (Lorenzi, 1998). E
comumente observada em ambientes perturbados pelo homem como margens de
estrada, pastos e terrenos baldios (Oliveira-Filho & Oliveira, 1988; Rodrigues, 2002).

As inflorescéncias, com seis a treze flores, distribuem-se por toda a copa do
arbusto e extremidades dos ramos (Oliveira-Filho & Oliveira, 1988). As caracteristicas
florais concordam com a sindrome da melitofilia (Pijl, 1972) e da polinizacdo vibratil
(Buchmann, 1983), em que a vibragao da abelha na flor provoca uma nuvem de pdlen.
A antese é diurna, as flores apresentam padroes de ultravioleta, ha areas de emissao
de odor adocicado, os estames amarelos s3ao vistosos, as anteras apresentam
deiscéncia poricida e sao coniventes ao redor do estilete (Buchmann, 1983; Oliveira-
Filho & Oliveira, 1988). Essa combinacao de elementos que definem a sindrome de
polinizagdo vibratil é caracteristica das espécies do género Solanum (Bezerra &
Machado, 2003; Buchmann, 1983).

As abelhas do género Xylocopa sao consideradas os polinizadores mais
freqlientes e eficientes (Oliveira-Filho & Oliveira, 1988). Testes de polinizacao
controlada indicam que S. /ycocarpum possivelmente apresenta mecanismos de auto-
incompatibilidade, ja que apenas os experimentos de polinizacdo cruzada resultaram na
formacdo de frutos (Oliveira-Filho & Oliveira, 1988). A espécie floresce durante todo o
ano, com predominancia na estagao chuvosa (Rodrigues, 2002).

S. lycocarpum é andromondica, sendo que no mesmo individuo podem ser
encontradas flores hermafroditas e flores funcionalmente masculinas (com ovario
atrofiado) (Oliveira-Filho & Oliveira, 1988). A proporcao dos tipos de flores nas arvores
¢ variavel (Moura, 2004; Oliveira-Filho & Oliveira, 1988), como também observado em

outras espécies andromonodicas (Diggle, 1993).
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O fruto é grande, esférico, de coloracdo verde mesmo quando maduro,
atingindo 8-15cm de diametro e 200-900g. A polpa é amarela e abriga cerca de 300-
800 pequenas sementes pretas subovais. Apds a queda do fruto, ocorre a maturagao
completa e a emissdo de aroma caracteristico (Lombardi & Motta-Junior, 1993). Os
frutos sdo consumidos por animais silvestres, especialmente mamiferos de médio e
grande porte (Rodrigues, 2002). A dispersdao de sementes é por endozoocoria, sendo
que os principais agentes dispersores sao o lobo-guara (Chrysocyon brachyurus) (Dietz,
1984; Lombardi & Motta-Junior, 2003; Motta-Junior & Martins, 2002; Motta-Junior et
al., 1996; Rodrigues, 2002), o cachorro-do-mato (Dusicyon thous) (Bueno & Motta-
Junior, 2004; Rodrigues, 2002), a raposa-do-campo (Lycalopex vetulus) (Dalponte &
Lima, 1999; Rodrigues, 2002) e a anta (7apirus terrestris) (Pinto, 1998; Rodrigues,
2002). Morcegos (Lorenzi, 1998; Rodrigues, 2002), o veado-mateiro (Mazama
americana), a cutia (Dasyprocta) (Rodrigues, 2002) e o lagarto teil (7upinambis
merianae) (Castro & Galetti, 2004) também ja foram observados alimentando-se de
frutos de S. lycocarpum. Porém, a atuacao desses animais na dispersao de sementes
ainda nao foi avaliada.

As formigas salvas também desempenham importante papel na dispersdo
secundaria das sementes (Courtenay, 1994; Martins & Motta-Junior; 2000; Pinto et al.,
2000). Os principais predadores das sementes sao besouros e roedores (Pinto, 1998;
Rodrigues, 2002). A predagao por papagaios (Amazona sp), embora seja rara, também
foi observada (Pinto, 1998).

A polpa do fruto é utilizada na producao de um fitoterapico, o polvilho-de-
lobeira, amplamente empregado no controle de diabetes e de obesidade, assim como
para diminuicdo no nivel de colesterol, sendo comercializado em farmacias de todo o
pais na forma de capsulas (Dall’Agnol & von Poser, 2000). Os frutos sdo utilizados por
comunidades rurais na confeccdo de doces (Silva et al., 1994), para uso topico em
picadas de cobras e na producdo de um xarope contra a asma (Pio Corréia, 1984).
Além do fruto, outras partes da planta sao aproveitadas medicinalmente. As folhas sao
reputadas para tratamento de epilepsia, espasmos e dores abdominais e renais (Cruz,
1982). As flores sao empregadas no tratamento de hemorrdidas e de gripe, como

expectorante, e as raizes sdo utilizadas contra a hepatite (Pio Corréia, 1984).
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Adicionalmente ao potencial medicinal, acredita-se que essa espécie contribua
para a conservacao de uma espécie da fauna brasileira ameacada de extingao, o lobo
guara - Chrysocyon brachyurus. Estudos sobre a dieta alimentar deste canideo (Dietz,
1984; Motta-Junior & Martins, 2002; Motta-Junior et al., 1996) indicam que, embora
sua dieta seja onivora e oportunista, o consumo de S. /ycocarpum é elevado e
constante durante todo o ano. Trabalhos sobre a dispersao de sementes da lobeira
demonstram que o lobo guara é o principal dispersor dessa espécie (Rodrigues et al.,
2000). E considerado um dispersor legitimo e eficiente, j& que praticamente n&o
danifica as sementes que consome e as defeca em locais em que a planta ocorre
freqlientemente, como margens de estradas (Martins & Motta-Junior, 2000). A relacao
desse canideo com S. /ycocarpum é tao marcante que essa espécie € conhecida

popularmente como lobeira ou fruta-do-lobo.



3 MATERIAL E METODOS
3.1 Area de estudo

A pesquisa foi realizada na regidao Sudeste do estado de Goiads, abrangendo os
municipios de Bela Vista de Goias, Sao Miguel do Passa Quatro, Orizona e Morrinhos. O
relevo da regidao caracteriza-se por chapadas com cerca de 800 a 1000 m de altitude,
ocupadas por monoculturas de soja e milho e por vales dos rios da Bacia do Rio
Corumb3d, afluente do Rio Paranaiba. A devastacdo de areas extensas de vegetacao
original na regido é relativamente recente. Anteriormente a década de 1970, a
ocupacao humana caracterizava-se por pecudria extensiva e agricultura de
subsisténcia, de modo que boa parte da vegetacdo original encontrava-se preservada.
O emprego de técnicas para o preparo de solo, como calagem e adubacdo, bem como
o plantio de gramineas exoticas nos pastos iniciou-se na década de 1970,
concomitantemente com as primeiras plantagdes em larga escala de monoculturas de
soja e milho. Nas areas adjacentes as populacdes de estudo, o plantio de soja e milho é
ainda mais recente, tendo sido iniciado entre os anos de 1998 e 2000.

De modo geral, as plantacdes ocuparam as regides mais planas onde havia
antigas dareas de pastagens. As encostas das chapadas, assim como os vales,
apresentam vegetacdo de cerrado preservado e pastagens.’ O clima caracteriza-se por
ser tropical estacional com um regime de chuvas no verdo. A precipitacdo média anual
fica em torno de 1500 mm e as temperaturas médias sao de 27°C (Ribeiro & Silva,
1996). Foram demarcadas quatro areas para coleta de S. /ycocarpum, localizadas em

propriedades particulares (Figura 1).

2 Histdrico de ocupacdo da regidio Sudeste de Goids - Prof. Lazaro Chaves (comunicacdo
pessoal).
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Figura 1 — Regido Sudeste do estado de Goids com os locais de coleta de S. /ycocarpum

demarcados

As dreas da pesquisa apresentam vegetacdo de cerrado relativamente bem
preservado e conexao com outras areas preservadas préximas ou com matas ciliares,
podendo ser consideradas como corredores de fauna, uma vez que permitem o transito
de animais entre os fragmentos de cerrado presentes em areas de Reserva Legal e

Areas de Preservacio Permanente das fazendas.
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3.2 Amostragem

A estratégia de coleta consistiu em percorrer a area de cada um dos
fragmentos, coletando-se todos os individuos de S. /ycocarpum avistados até que o
numero amostral de 60 individuos fosse atingido. A coleta de individuos situados a
menos de 20 m das margens dos fragmentos foi evitada.

Observou-se, nas quatro areas de coleta, que os individuos de S. /ycocarpum
localizavam-se em locais em que a vegetacdao de cerrado era menos densa. Nesses
ambientes mais abertos foram observados agrupamentos de S. /ycocarpum cujos
individuos eram mais vigorosos. Em locais com vegetacao de cerradao, apenas
raramente eram detectados individuos de S. /ycocarpum, sendo estes em clareiras. A
caracterizacao das fisionomias da vegetacao de cerrado, utilizada neste trabalho, se
baseou na classificagdo apresentada por Coutinho (1978). A coleta das folhas das
populagdes A, B e C foi realizada em junho de 2002 e coleta das folhas da populagao D
foi feita em novembro de 2004.

A regidao em que foi coletada populagdo A (17°00°'S 48°46'W) apresentava
vegetacdo de cerrado relativamente extensa e continua, com area de cerca de 500 ha,
sendo que o entorno era caracterizado por regides de pastagens. De modo geral, a
vegetacao nessa area é heterogénea, consistindo de areas de cerrado “sensu stricto”,
com algumas manchas de cerradao com solo pedregoso e auséncia de S. /ycocarpum. A
populacdo amostral A esta distribuida em uma area de 15,3 ha, o que resulta em uma
densidade de 3,92 individuos/ha.

A regiao de coleta da populagao B (17°00'S 48°35'W) foi a que apresentou a
vegetacao de cerrado menos densa, definida como campo cerrado. Em decorréncia da
maior luminosidade, a populacao de S. /ycocarpum apresentou a maior densidade,
sendo que, apenas nessa area, a coleta de folhas de individuos muito proximos foi
evitada. Os individuos apresentavam-se vigorosos, exibindo copas densas e grande
quantidade de flores e frutos. A area de cerrado em que a populacdo B foi coletada
apresenta cerca de 50 ha, sendo que a populacdo amostral esta distribuida em uma
area de 12,41 ha. A estimativa de 4,83 individuos/ha para essa populacao esta

subestimada, uma vez que ndo foram amostrados todos os individuos observados na



34

area percorrida. A vegetacdo de entorno consiste de pastos com algumas arvores e
arbustos esparsos.

A drea em que foi coletada a populacdo C (17°03'S 48°22'W) apresenta cerca
de 50 ha, sendo que o aspecto da vegetacdo era similar a area de coleta da populacao
A, consistindo de cerrado “sensu stricto” com algumas manchas de cerradao, onde as
lobeiras eram raras. A estratégia de coleta também foi semelhante sendo que todos os
individuos observados na area de 4,92 ha foram coletados, resultando em uma
densidade de 12,2 individuos/ha. Embora o entorno da area seja considerado o mais
antrdpico, consistindo da rodovia asfaltada GO 219 e extensas plantagdes de
soja/milho, a populacao ndo se encontra isolada de areas de vegetacdo preservada,
sendo que foi registrada a evidéncia de presenca de fauna (fezes de lobo guara
contendo sementes de S. /ycocarpum).

A drea em que foi coletada a populacao D (17°54'S 49°11'W) apresenta cerca
de 217 ha e vegetacdao de campo cerrado, com aspecto similar ao observado na
populacao B. Foram coletados todos os individuos observados em uma area de 23,11
ha, resultando em uma densidade de 2,50 individuos/ha. A regidao de entorno
caracteriza-se por fazendas com pastos e plantagdes de soja e milho, bem como a
rodovia que interliga as cidades de Morrinhos e Buriti Alegre.

Por se tratar de uma espécie helitfila que se desenvolve bem em ambientes
alterados, é muito comum o estabelecimento de individuos de S. /ycocarpum nas
margens das estradas da regido e em pastos. Buscou-se estudar a diversidade genética
em plantas situadas na margem da estrada, com o objetivo de inferir sobre a origem
das sementes que colonizaram esse ambiente. Para tal, foram coletadas folhas de
individuos situados na margem da estrada de terra que interliga as populacdes A, B e
C. Amostrou-se um individuo a cada quildbmetro, totalizando 60 plantas. Nos dois
primeiros quildometros mais préximos as populacdes o esforco amostral foi maior, sendo
que em média foram coletados seis individuos nos dois primeiros quildometros (Figura
2). A localizacdo espacial das arvores foi determinada com a utilizacao de um aparelho
de GPS (e-trex, Garmin®).
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Figura 2 — Distribuicdo dos individuos amostrados na margem da estrada que interliga
as populacdes A, B e C. Cada ponto vermelho indica uma planta de S.

lycocarpum coletada

O numero total de adultos amostrados foi 294 (Tabela 1). Apds a coleta, as
folhas foram embaladas em sacos de papel identificados com o nimero da planta de
origem, secadas em silica gel e transportadas ao Laboratério de Reprodugao e Genética
de Espécies Arbdreas (LARGEA), do Departamento de Ciéncias Florestais da
ESALQ/USP, onde foram armazenadas até o momento da extragdo de DNA.

Tabela 1. Populacdes de S. /ycocarpum coletadas no Sudeste do estado de Goias

Populacdo Municipio Area total do Area de coleta  Arvores
fragmento (ha) (ha) amostradas
A Bela Vista de Goias 500 15,3 58
B S. Miguel do Passa Quatro 50 12,4 60
C Orizona 50 4,92 60
D Morrinhos 217 23,11 56
Margem 60
Total 294

3.3 Coleta de sementes e producao das progénies

A coleta de frutos, com o objetivo de produzir progénies para se estudar o
sistema de reproducao e o padrao de heranca cloroplastidial, foi realizada apenas nas
populacdes A, B e C em 06 de margo de 2003. Observou-se que, embora a espécie
frutifique durante o ano todo, a quantidade de frutos produzidos é pequena, ou seja,

encontram-se poucos individuos frutificando em uma mesma época em cada
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populacdo. Adicionalmente, o desenvolvimento do fruto é lento, sendo raro encontrar
frutos maduros, uma vez que a procura por esse fruto pela fauna é elevada.

Considerando-se as trés populagles, coletou-se de um a dois frutos de 24
arvores maternas, totalizando 36 frutos. Apdés o amadurecimento, que ocorreu
gradualmente, as sementes foram retiradas manualmente da polpa carnosa e lavadas
em agua corrente em uma peneira para retirar a polpa aderida as sementes. Em geral,
quando os frutos encontram-se excessivamente maduros, ha crescimento de fungos
nas sementes, que morrem antes de germinarem. Depois de limpas, as sementes
foram imersas em agua para embeber durante 24 horas e, em seguida, foram
colocadas para germinar em Gerbox sobre papel de filtro e mantidas em camaras de
germinacdo com temperatura (30 - 35°C) e fotoperiodo (oito horas de escuro)
controlados.

Dos 36 frutos coletados, 25 amadureceram até 30 dias apds a coleta e cinco
foram descartados devido a imaturidade do fruto e das sementes. Foram colocadas
para germinar 100 sementes de cada fruto em dois Gerbox contendo 50 sementes
cada. A germinacdao ocorreu lentamente. Apds atingirem cerca de 10 cm de
comprimento, as plantulas foram transplantadas do Gerbox para recipientes contendo
substrato organico e mantidas em condicOes de laboratério, com luminosidade natural
e temperatura controlada (24 °C). A extracao de DNA foi feita apds o desenvolvimento
do segundo par de folhas, quando as plantulas atingiam cerca de 10 cm. O nimero de
progénies em cada populacdo foi muito varidvel; com duas, nove e trés arvores
maternas nas populacdes A, B e C, respectivamente. O mesmo foi observado com
relagdo ao numero de individuos por progénie. As sementes das matrizes B1P, B6P e
B12P foram obtidas de dois frutos.

3.4 Procedimento laboratorial
As analises laboratoriais foram realizadas no Laboratério de Reproducao e

Genética de Espécies Arbdreas (LARGEA), localizado no Departamento de Ciéncias

Florestais da ESALQ-USP, em Piracicaba - SP. A extracdao do DNA gendmico total das
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amostras foi realizada seguindo o protocolo CTAB descrito por Ferreira & Grattapaglia
(1998). A metodologia foi otimizada com a retirada dos pélos que recobrem a superficie
das folhas com o auxilio de uma lamina. Apds a quantificacdo de DNA as amostras
foram diluidas em agua MiliQ a 5ng/ul.

3.4.1 Amplificacao dos locos microssatélites

Uma vez que ainda nao foram desenvolvidos iniciadores que amplificam
regioes de microssatélites para S. /ycocarpum, optou-se por testar a transferibilidade de
iniciadores desenvolvidos para um outro género da familia Solanaceae, Capsicum.
Foram fornecidos pelo Prof. Marcio Elias Ferreira (CENARGEN/EMBRAPA), 206
iniciadores de Capsicum spp desenvolvidos no CENARGEN/EMBRAPA, bem como o
protocolo de amplificacao via PCR (Reacao em Cadeia da Polimerase) e amostras de
DNA de Capsicum spp.

O coquetel (13ul) para a realizagao da PCR foi composto por 15,0ng de DNA
gendmico, 250uM de dNTPs, 0,5uM de MgCl,, tampao para PCR 1X (10mM de Tris-HCl,
50mM de KCI, 1,5mM de MgCl,, pH 8.3), 2,5ug/ml de BSA, 0,2uM de cada iniciador e
1U de 7ag DNA polimerase (Phoneutria). As amplificacbes foram realizadas em
termociclador do tipo MJ Research PTC-100 utilizando o seguinte protocolo: 96°C por 2
minutos; 30 ciclos de 94°C por 1 minuto, temperatura de hibridacao especifica de cada
par de iniciadores por 1 minuto, 72°C por 1 minuto e terminando com 72°C por 7
minutos.

Apdés a amplificacdo, os fragmentos de DNA foram separados em gel
desnaturante de poliacrilamida a 4%, em corrida de uma hora em tampao TBE 1X em
cuba vertical. Os fragmentos foram observados na forma de bandas, apds coloracao
com nitrato de prata, seguindo o protocolo desenvolvido por Creste et al. (2001). O
tamanho dos alelos foi determinado por comparagdao com um marcador de peso
molecular padrao (10-pb “ladder” — Invitrogen®). Fragmentos amplificados de
diferentes tamanhos foram considerados alelos diferentes.

Foram utilizados seis pares de iniciadores de microssatélites cloroplastidiais

desenvolvidos para angiospermas dicotiledoneas por Weising & Gardner (1999). As
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condigdes de amplificacdo, eletroforese e interpretacao dos locos foram semelhantes ao

realizado para microssatélites nucleares.

3.5 Analise estatistica
3.5.1 Teste do Equilibrio de Hardy-Weinberg

Desvios das proporcdes de Hardy-Weinberg em cada loco microssatélite nuclear
em todas as populagdes foram avaliados por meio do teste exato de Fisher com uso do
programa GDA (Lewis & Zaykin, 2001), como descrito em Weir (1996). As
probabilidades exatas menores que o nivel de significancia (& =0,05 ou 0,01) indicam

desvios significativos nas proporgdes de Hardy-Weinberg.

3.5.2 Desequilibrio genotipico entre pares de locos

O desequilibrio genotipico entre pares de locos foi avaliado por meio do teste de
razdo de probabilidade (Estatistica G), como descrito em Weir (1996), com uso do
programa Fsar (Goudet, 1995), para marcadores microssatélites nucleares e
cloroplastidiais. Por esse procedimento, gendtipos de dois locos sao associados diversas
vezes e a estatistica é recalculada no novo conjunto de dados.

A probabilidade (valor do p) é estimada como a proporcdo das estatisticas

obtidas nos conjuntos de dados aleatorizados que é maior ou igual ao observado. O
nimero de aleatorizagOes € fixado pelo nivel de significancia escolhido (& =0,01), bem
como pelo numero de individuos e locos.

Qualquer associacdao encontrada entre as freqliéncias génicas em locos
diferentes é geralmente denominada como desequilibrio de ligacdo, mesmo quando as
associacoes nao sao decorrentes de ligagao entre os locos (Weir, 1996). Para locos
nucleares, pressupOe-se que o0s locos sao independentes e, portanto, a associagao
entre pares de locos ndo é esperada. No entanto, para locos cloroplastidiais, presume-
se que os locos ndo sao independentes. O genoma do cloroplasto é hapldide e herdado

sem recombinacao, logo se espera associacao significativa entre pares de locos.
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3.5.3 Teste da heranca do cloroplasto

A probabilidade de transmissdo paterna do cloroplasto foi estimada com os
genotipos obtidos das progénies coletadas nas populacdes A, B e C. Utilizou-se o
procedimento descrito em Milligan (1992), para estimar a probabilidade de transmissao
paterna do cloroplasto (P ), separadamente para as progénies coletadas nas
populacdes A, B e C. A probabilidade de observar K progénies contendo organelas

derivadas do pai em conjunto de N progénies € dada pela distribuicao binomial:

N! K1 _ pyN—K

A equacao fornece a probabilidade, dado um determinado tamanho amostral,
de reconhecer heranca paterna, quando a taxa de transmissao é dada por P. O poder
do teste de hipdtese (£) deve ser grande o suficiente para assegurar que a hipotese
de heranca estritamente materna nao seja falsamente aceita. Foi considerado o poder
do teste £>0,95. Como f=1-Pr(K/N,P), o valor de S foi substituido na equagao
(1).

Em progénies de polinizacdo aberta, apenas um subconjunto das progénies é
informativo. Isso porque pode ocorrer autofecundagao e mesmo que as sementes
sejam resultantes de fecundacdo cruzada, o pai pode ter o mesmo haplétipo da mae
(Oddou-Muratorio et al., 2001). O numero de cruzamentos informativos ( N, . ), aqueles
em que os dois parentais sao esperados por carregar haplétipos diferentes, assumindo

cruzamentos aleatorios é estimado por:

Ny =2 NA=p)(1=5) 2)
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Em que p, é a freqliéncia do hapldtipo i na populagdo, § € a taxa de
autofecundacdo e N é o numero de plantulas com o haplétipo i . Substituiu-se N por

N, naeq. (1), como sugerido por Oddou-Muratorio et al. (2001).

3.5.4 Diversidade genética intrapopulacional

Para os marcadores microssatélites nucleares, as freqiiéncias alélicas foram
estimadas por: ﬁij: n; /n ;» em que p;= freqiiéncia do alelo i na populagdo j;
n;=numero de ocorréncias do alelo i na populagdo j; n; = nimero total de alelos

amostrados na populagao j; com uso do programa Fstar (Goudet, 1995).
A diversidade genética dentro das populacdes foi analisada pela

heterozigosidade observada ( H ), diversidade génica (H,), nimero médio de alelos
por loco ( A), nimero efetivo de alelos por loco (fle = 1/ z p}) e indice de fixagdo de

Wright ( f ), estimativas obtidas a partir do programa GDA (Lewis & Zaykin, 2001).

Uma vez que os polimorfismos do genoma do cloroplasto sao herdados sem
recombinacdo, cada combinagdo alélica Unica entre os seis locos microssatélites foi
considerada um haplétipo. Cada haplétipo, por sua vez, é analisado como um alelo

diferente de um Unico loco hapldide. Foram computados o ndmero de haplétipos (7, ),
a quantidade de haplétipos privados por populacao (n,) e a proporcao de alelos
privados (7, /7, ). As freqiiéncias dos haplétipos em cada populagdo e nos individuos

amostrados na margem da estrada foram utilizadas para estimar (a) a diversidade

haplotipica (h=[n, /(n, —1)](1—Zp1.2)); em que n, € o numero de individuos na

populagao k, p, é a frequéncia do i-ésimo haplétipo e (b) o nimero efetivo de

haplétipos (n,=1/>" p? ).
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3.5.5 Correlacao espacial dos genétipos

A autocorrelacao espacial multialélica foi obtida para as populacdes A, B, C e D
com os dados de ambos os marcadores. Distancias genéticas entre pares de individuos
foram calculadas como descrito em Smouse & Peakall (1999). Utilizou-se o
procedimento de manter constante o nimero de individuos conectados em cada classe,
tornando as correlagdes em cada classe de distancia comparaveis, e com erros de
estimativa semelhantes. Por essa abordagem, estabeleceu-se o nimero de classes de
distancia (11), porém o tamanho de cada classe foi variavel e estabelecido de acordo
com o numero de pares de individuos conectados em cada classe. Essa estratégia é a
mais adequada quando os individuos estdo distribuidos de forma irregular na area,
como ocorre nas populagdes de S. /lycocarpum. O coeficiente de correlagao obtido tem
interpretacdo analoga ao coeficiente de correlacdo de Pearson, o valor zero indica que
ndo ha autocorrelacdo e o coeficiente varia entre —1,0 e +1,0, sendo seus maximos
para autocorrelacdes negativas e positivas. Os intervalos de confianca a 95% foram
obtidos por 999 permutacgdes. Os valores de correlacao fora do intervalo de confianca
sao considerados estatisticamente significativos. O fato de o correlograma apresentar
um ou mais coeficientes significativos nao indica que o correlograma como um todo
seja significativo, ou seja, represente efetivamente um padrao espacial. Para que
correlograma como um todo seja significativo a 5%, pelo menos uma das correlagdes
deve ser significativa no nivel de 0,05/ k, em que k é numero de classes de distancia
(Diniz-Filho, 1997). A correlacao espacial multialélica foi realizada com uso do programa
GenAlEx V5 (Peakall & Smouse, 2001).

3.5.6 Coeficiente de coancestralidade

Com o objetivo de complementar a andlise da distribuicdo espacial dos
gendtipos nas populagdes, buscou-se avaliar a coancestralidade média entre pares de
individuos nas populagdes naturais. Como a genealogia entre os individuos amostrados

nas populacdes naturais ndo é conhecida, estimou-se inicialmente o coeficiente de
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parentesco com o uso de gendtipos moleculares dos locos SSR nucleares, como
descrito por Lynch & Ritland (1999). O estimador descrito por esses autores é o mais
adequado para calculo de parentesco em organismos dipldides e populagdes nao
endogamicas em Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Considerando que o individuo de referéncia possui os alelos a e be o outro

individuo do par os alelos ¢ e d, e sendo p, e p, as freqiiéncias dos alelos a e b do

loco I na populacgdo, o estimador geral para o coeficiente de parentesco é dado por:

_ P.(S,. +S8,,)+p, (S, +S,,)—4p.p,

3)
(I+S,)(p,+p,)—4p,p,

Py (D)

Sendo que se o individuo de referéncia for homozigdtico, S, =1 , enquanto se
for heterozigotico S, =0. Se o alelo a do individuo de referéncia for idéntico ao alelo
¢ do outro individuo do par, S, =1 e se for diferente, S, =0. Segue-se 0 mesmo
raciocinio para as demais combinagdes (S,., S,, € S,,). De acordo com a suposigao

de que os locos sdo independentes (estdo em equilibrio de ligagdo), obtém-se o
coeficiente de parentesco para cada loco por meio da média aritmética das estimativas

reciprocas r,e 7,. De acordo com Lynch & Ritland (1999), estimativas reciprocas

apresentam menor variancia estatistica do que uma Unica estimativa.
Estimativas multiloco do coeficiente de parentesco sao obtidas por meio da

média das estimativas dos [ locos, ponderada pelos pesos especificos de cada loco.

Sendo w, (/)0 peso usado para os [/ locos e W, a soma dos pesos de todos os L

locos, a estimativa multiloco do coeficiente de parentesco entre x e yé dada pela eq.

(4):

3 =Wiiwm 7, (1) )

rx =1
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A ponderacdo pelo peso de cada loco é necessaria para minimizar a variancia
amostral das estimativas médias. A variancia entre locos pode ser resultante tanto da
variacdo entre os genodtipos de referéncia (diferenca na freqiiéncia de individuos
homozigéticos e heterozigéticos na populacao), como da variagdo nos niveis de
polimorfismo (locos com mais alelos sao mais informativos).

Os pesos de cada loco / sdo dados pelo inverso da variancia amostral das

estimativas de parentesco de acordo com a eq. (5).

— 1 :(1+Sab)(pa+pb)_4paph
Var(r,, (1)] 2p.p,

w, (D) (5)

As estimativas do coeficiente de parentesco foram obtidas com o uso do
programa computacional SPAGeDi versao 1.1 (Hardy & Vekemans, 2002).

Como o coeficiente de parentesco estimado pelo método de Lynch & Ritland
(1999) refere-se ao parentesco definido por Wright (1922), dividiu-se a estimativa

calculada pelo SPAGeDi por dois, obtendo o coeficiente de coancestralidade (6., ). Os

valores esperados do coeficiente de coancestralidade para pares de individuos com
genealogia conhecida em populacdes panmiticas sdo: 1,0 entre irmaos de linhas puras;
0,50 entre irmaos clonais e entre irmaos de autofecundacao; 0,25 entre irmdos
completos e entre mae e filho e; 0,125 entre meios-irmaos.

O coeficiente de coancestralidade de cada populacdo foi obtido pela média
aritmética entre os coeficientes estimados para todos os pares de individuos da
populacdo. Em seguida, obteve-se a coancestralidade média em grupos pré-
estabelecidos de pares de individuos. Trés grupos foram formados com base na
semelhanca dos gendtipos nucleares e cloroplastidiais entre os individuos:

1) Grupo ID: pares de individuos com gendtipos nucleares e cloroplastidiais
idénticos;

2) Grupo LM: pares de individuos com gendtipos cloroplastidiais idénticos e
gendtipos nucleares distintos e;
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3) Grupo NP: pares de individuos com gendtipos nucleares e cloroplastidiais
distintos.

A coancestralidade média estimada para cada grupo foi comparada com os
valores de referéncia citados anteriormente. A pressuposicdo € que a coancestralidade
média obtida para o grupo ID seja proxima ao esperado para irmaos clonais (0,5) e que
a coancestralidade do grupo LM seja superior ao do grupo NP. Isso porque os
individuos com genétipos cloroplastidiais idénticos (grupo LM) possuem pelo menos um
ancestral materno em comum, sendo esses mais semelhantes do que aqueles com
genotipos nucleares e cloroplastidiais distintos (grupo NP).

Com o objetivo de validar as estimativas de coancestralidade calculadas para os
individuos adultos, calculou-se a coancestralidade média das progénies obtidas nas
populacdes A, B e C. Como as progénies sao de polinizacdo aberta, espera-se que a
coancestralidade seja proxima a de meios-irmaos (0,125).

3.5.7 Estrutura genética

A estrutura genética foi caracterizada pela analise da variancia das freqiiéncias
alélicas (Weir, 1996), sendo consideradas as populacdes A, B, C e D. Os parametros

estimados para os microssatélites nucleares foram: indice médio de fixacdo dentro das
populacoes ( f ); indice de fixagdo total das populagbes (F ) e divergéncia genética
entre populagoes (ép ). Estimou-se o intervalo de confianca a 99% de probabilidade

pelo método de reamostragem “bootstrap”, utilizando-se 10.000 repeticdes sobre locos.
Os parametros relacionados acima foram estimados com o auxilio do programa GDA

(Lewis & Zaykin, 2001). O parametro ﬁST, mais adequado para estimacao da

divergéncia genética entre as populagdes quando se utilizam marcadores
microssatélites, foi estimado com uso do programa RsrCalc (Goodman, 1997).

Para os marcadores cloroplastidiais, a estrutura genética foi caracterizada pela
metodologia de Nei, sendo consideradas as populagdes A, B, C e D. Foram estimadas a

diversidade média intrapopulacional (ﬁs ), diversidade total (ﬁT) e diferenciacao
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genética entre populacoes (GST) com uso do programa Fsrar (Goudet, 1995). Realizou-
se a andlise da variancia das freqiiéncias alélicas (Weir, 1996) para estimacao da
divergéncia genética entre populacdes (épc ). F e f nao sao definidos para genomas
haploides. A estimativa de épc e o desvio padrao, obtido por 10.000 reamostragens

“bootstrap” sobre populacdes, foram calculados com uso do programa EG (Coelho,
2000).

3.5.8 Fluxo génico

O fluxo génico ( Nm) foi calculado pela abordagem indireta a partir dos valores
estimados de ﬁST (diversidade genética entre populacdes obtida com marcadores

nucleares). O fluxo génico com microssatélites nucleares foi calculado de acordo com o

modelo proposto por Wright (1951).

[ 1
Nm —Z(ﬁST —lj (6)

Substituiu-se ﬁST por ép na eq. (6), conforme sugerem Cockerham e Weir

(1993), para uma estimacdo de fluxo génico nao viesada. O fluxo génico com

marcadores cloroplastidiais foi calculado como proposto por McCauley (1995):

Nm=—|——1 %

pec

[\

Na eq.(7), 6, € a divergéncia genética calculada com marcadores

cloroplastidiais.
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A relagdo inversa entre F,, e Nm assume que os marcadores sao neutros, as

populacOes estao arranjadas de acordo com o modelo de ilhas e que foi atingido o
equilibrio entre deriva genética e migracdo. Entretanto, como discutido por Slatkin &
Barton (1989), ha evidéncias que essa relacdao nao é fortemente afetada por desvios no
modelo de ilhas. No caso dos marcadores cloroplastidiais pressupde-se que a heranca
do genoma do cloroplasto é estritamente materna e também que ndo ha heteroplasmia
(Ennos, 1994).

A razdo de migracao de pdlen e sementes foi calculada de acordo com Ennos

(1994):
ool
m FST FST<
e ‘ (8)

mY
~ B
FSTC

Na eq. (8), m,=migracdo de pdlen; m =migracdo de sementes; F, =

F, obtido por marcadores cloroplastidiais; F, = F, calculado por marcadores

nucleares.
A razao de fluxo génico foi também calculada entre pares de populagées com o
objetivo de avaliar a contribuicao relativa de migracdo de podlen e semente em

diferentes escalas geograficas.
3.5.9 Teste do isolamento pela distancia

Para avaliar se o fluxo génico em andamento resulta em um padrdo de
isolamento pela distancia, ou seja, se as populacdes de S. /ycocarpum estdo conectadas
por fluxo génico atual, utilizou-se o procedimento descrito por Slatkin (1993). A
abordagem baseia-se na relacao linear entre os logaritmos de fluxo génico (Nm) e
distancia geografica. Como discutido por Strand et al. (1996), no contexto do

isolamento pela distancia e um modelo de alpondras (“stteping-stone”) de fluxo génico,
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uma forte correlacao negativa indica que as populacdes estao em equilibrio e que o
fluxo génico atual resulta em um padrdo de isolamento pela distancia, em que a
diferenciagdo genética entre as populacdes aumenta com a distancia geografica. A
auséncia de correlacdo sugere que a indicacao de fluxo génico atual resulta mais da
associacao histérica entre as populacdes do que o fluxo génico interpopulacional

corrente.
As estimativas de ﬁST para cada par de populagdes, obtidas com uso do
programa Fsrar (Goudet, 1995), foram utilizadas para calcular o fluxo génico entre pares

de populacdes (M ). A significdncia da correlacdo entre o logaritmo da distancia
geografica entre pares de populacdes e o logaritmo do fluxo génico entre elas foi
avaliada por meio da estatistica Z de Mantel (Mantel, 1967), utilizando-se 1.000
permutagdes, com uso do programa NTSYS-pc (Rohlf, 1989). O teste de isolamento

pela distancia foi realizado com os gendtipos nucleares e cloroplastidiais.

3.5.10 Colonizacao na margem da estrada
3.5.10.1 Teste de maternidade

Partindo-se da pressuposicao de que as margens de estradas foram colonizadas
por sementes trazidas das populagdes naturais adjacentes, buscou-se inferir sobre a
procedéncia dos individuos que ocuparam a margem da estrada que interliga as
populacdes A, B e C. Para identificar a origem materna das sementes que colonizaram
a margem da estrada, foram utilizadas as freqiiéncias alélicas dos locos microssatélites
nucleares e cloroplastidiais. Em decorréncia da andlise combinada dos dois marcadores,
utilizou-se o termo teste de maternidade em contraposicao aos usuais testes de
paternidade apresentados na literatura. Na descricdo da metodologia, entretanto, sera
utilizado o termo correntemente utilizado de teste de paternidade.

Foi utilizado o método de maxima probabilidade com base na comparacdo dos
genotipos dos adultos amostrados nas populagdes naturais A, B e C com cada um dos
individuos amostrados na margem da estrada. Para cada provavel filho, a probabilidade
de paternidade de cada candidato a pai foi medida usando o logaritmo de uma razao
de probabilidades (o “LOD-score”), como definido por Meagher (1986). A razdo de
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probabilidade equaciona a probabilidade de paternidade do suposto pai com a
probabilidade de paternidade de outros individuos alternativos. Um “LOD-score” de
valor positivo implica que o suposto pai tem maior probabilidade de paternidade que
qualquer outro individuo escolhido aleatoriamente na populacao. A comprovacao da
paternidade é feita com uso da estatistica A, a diferenca em “LOD-score” entre o
primeiro mais provavel pai (com o maior “LOD-score”) e o segundo (com o segundo
maior “LOD-score”). A confiabilidade da inferéncia paterna é feita por meio da

comparagao do valor doA com um valor critico (A ) abaixo do qual a paternidade nao
pode ser atribuida a um determinado nivel de significancia. A. é obtido por meio de

uma simulagao como apresentado por Marshall et al. (1998).

As freqliéncias alélicas foram estimadas com o auxilio do programa Fsrar
(Goudet, 1995). A simulagao e os testes de partenidade (estimacao dos “LOD-scores”)
foram realizados com uso do programa CERVUS 2.0 (Marshall et al., 1998).

3.5.10.2 Distancias genéticas

Com o objetivo de analisar mais detalhadamente a contribuicdo relativa das
populacdes A, B e C na colonizagdo da margem da estrada que as interligam,
consideraram-se esses individuos como um Unico grupo e estimou-se a distancia
genética de Nei (1972) entre os pares, obtida com os haplétipos cloroplastidiais. A
estrutura genética foi visualizada por meio de dendrograma construido a partir das
distancias genéticas utilizando o critério de agrupamento UPGMA.

3.5.11 Sistema de Reproducao

Para inferir sobre o sistema de reprodugao a partir das freqiiéncias genotipicas,
utilizou-se 0 modelo misto de reproducao de Ritland & Jain (1981) cujas pressuposicoes
sao: 1) os eventos reprodutivos sdo aleatérios, ou seja, que o cruzamento (com
probabilidade 7) ou autofecundagao (s =1—1) ocorrem ao acaso; 2) a probabilidade de
cruzamento é independente do gendtipo materno; 3) o conjunto de pdlen é
homogéneo para todas as arvores maternas; 4) os alelos de diferentes locos segregam
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independentemente €; 5) os locos avaliados nao sofreram selecdo ou mutagao entre o
evento reprodutivo e a andlise dos individuos (Ritland & Jain, 1981).
O programa MLTR V. 2.4 (Ritland, 2002) foi utilizado para obter as estimativas

de: 1) a taxa populacional de cruzamento multiloco (7, ), pelo método de Maxima
Verossimilhanga; 2) a taxa populacional de cruzamento uniloco (fs); 3) a taxa de
cruzamento biparental ou cruzamento entre parentes (fm -tAS ); 4) as freqiéncias alélicas
dos ovulos e do polen (o e p), 6) a correlagdo de paternidade uniloco (7,) e 7) a
correlagdo de auto-fecundagdo (7 ). O tamanho de vizinhanga, ou nimero médio de
doadores de pdlen, foi estimado por ]/ 7, .0s erros-padrao foram obtidos por meio de
500 “bootstraps” sobre familias.

O coeficiente de correlagdo de parentesco (7,,) entre plantas dentro de

progénies foi estimado conforme Ritland (1989):

P, =0251+F )45+ (7, +5i,7)1+7)] (9)

Sendo que na eq. (9), If’m é o coeficiente de endogamia da geracao parental, §

é a taxa de autofecundacdo (1-7,), e os demais parametros foram definidos

anteriormente.
O teste de cruzamentos aleatorios foi avaliado pelo teste de Equilibrio de Hardy-
Weinberg nas arvores maternas e nas progénies por meio do teste exato de Fisher,

com uso do programa GDA (Lewis & Zaykin, 2001). A homogeneidade entre as
freqiéncias alélicas dos conjuntos de Gvulos e pdlen foi avaliada pela estimativa de F,
(Nei, 1977), como uma medida de divergéncia genética entre freqiiéncias alélicas de
grupos distintos. A significancia de ﬁST para cada loco foi testada pelo método do qui-

quadrado proposto por Workman & Niswander (1970), eq. (10):

X’ =2nFg (k-1 GL=(k1)(s1) (10)
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Na eqg. (10), n= ndmero de individuos nos dois grupos, k = nimero de alelos

e s = numero de grupos.
Os indices de fixacdo para adultos (f«“) e progénies (ﬁp) e seus respectivos

intervalos de confianca foram obtidos por 10.000 reamostragens “bootstrap”, com uso
do programa GDA (Lewis & Zaykin, 2001).

3.5.12 Estimadores para estratégias de conservacao

3.5.12.1 Area minima viavel para conservacao in situ

O tamanho efetivo populacional (1\76) foi calculado com base no valor do indice

de fixagao ( f ) estimado para cada populagdao de acordo com o equacgao apresentada

por Vencovsky & Crossa (1999):

N,=— (11)

Na eqg. (11), n é o nimero de individuos amostrados.

O tamanho efetivo populacional (Ne ), o tamanho efetivo de referéncia

(Ne(mf)), a densidade populacional (d ) e o nUmero amostral (n) foram considerados

para calculo da area minima viavel (AMV ) para conservacdao genética /in situ das
quatro populacbes naturais estudadas. Utilizou-se a expressao apresentada por
Sebbenn et al. (2003):

A

nNe(ref)
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Considerou-se o valor de 1.000 para tamanho efetivo de referéncia (Ne(,ef))

apresentado na eq. (12). De acordo com Lynch (1996), a variancia genética média
(decorrente da deriva genética) torna-se independente do tamanho populacional
quando o tamanho efetivo excede 1000 individuos, sendo esse limite o mais adequado
para a conservagao em longo prazo. O limite de 500 para tamanho efetivo proposto por
Franklin (1980) também foi considerado.

3.5.12.2 Nimero de populacoes a serem conservadas

O numero de populacdes que devem ser conservadas para reter um tamanho
efetivo de 500 foi estimado de acordo com o demonstrado por Vencovsky & Crossa
(1999). Como S. lycocarpum é uma espécie que ocupa praticamente toda a extensao
da drea de estudo, pode-se considerar o numero de populacdes na regido como

infinito. Dessa forma, o numero de populacdes que devem ser conservadas (S) é
dependente apenas do valor do 6,, ou seja, da divergéncia genética entre as
populagdes:

S

Ne re :—A (13)
v =5 b

p
3.5.12.3 Namero de matrizes para coleta de sementes

Em espécies diploides, na auséncia de endogamia, o coeficiente de parentesco

(7, ), definido anteriormente (eq. 9), é o dobro do coeficiente de coancestralidade (8),
ou seja, 6 = 7, /2. Como demonstrado por Cockerham (1969), com o coeficiente de

coancestralidade € possivel estimar o tamanho efetivo de variancia (»,,) de uma

progénie (eq.14 ):
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(14)

Na eq. (14), n corresponde ao tamanho amostral (nUmero de plantas por
progénie) e ﬁp ¢ o indice de fixacdo nas progénies.

O valor tedrico maximo do tamanho efetivo de variancia esperado em uma
progénie de uma populacdo ideal (tamanho infinito, sob panmixia, sem a ocorréncia de
selecdo, mutacdo e migracao) é aproximadamente quatro. Com as estimativas do

tamanho efetivo de variancia (N, ), estimou-se o nimero de matrizes necessarias
para reter um tamanho efetivo (N, ) igual a 100 sendo este numero calculado pela
divisao N ey /Ne(v) , como apresentado por Sebbenn (2003). Frankel & Soulé (1981)

propuseram que o tamanho efetivo de 50 seria suficiente para manter o coeficiente de
endogamia a uma taxa de 1% por geracdo, até dez geracdes, em locos com dois alelos,
em populacdes sem sobreposicdo de geragbes. Como S. /ycocarpum é uma espécie
arborea perene, provavelmente ha sobreposicdo de geragdes nas populagdes e por isso
optou-se pelo uso do tamanho efetivo de 100. O tamanho efetivo de 500 também foi

considerado para conservagao em longo prazo.



4 RESULTADOS

4.1 Amplificacao heteroléga dos locos microssatélites nucleares

Dos 206 iniciadores de Capsicum spp testados, 17 geraram fragmentos em S.
lycocarpum, ou seja, 8,29% de transferéncia. Sardagna et al. (2001) testaram a
amplificagdo heteroléga de 141 desses iniciadores em duas espécies de Lycopersicon e
a transferéncia foi de cerca de 18%. Os autores testaram os iniciadores transferidos
para essas espécies em outras espécies da familia Solanacae e concluiram que as
regioes flanqueadoras dos locos microssatélites sao conservados nessa familia.

Dos 17 locos que amplificaram em S. /ycocarpum, foram selecionados para
sintese doze pares de iniciadores que apresentaram fragmentos mais consistentes e
indicios de polimorfismo (CA13, CA23, CA53, CA57, CA58, CA131, CA144, CAl61,
CA201, CA239 e CA250). O teste em numero maior de individuos mostrou que apenas
os locos CA158 e CA250 apresentaram consideravel quantidade de alelos. Porém, apds
comparacao das seqliéncias desses iniciadores, constatou-se que amplificam o mesmo
loco. Devido a isso, o loco CA250 foi descartado. Os locos CA23, CA53, CA144 e CA161
geraram fragmentos passiveis de interpretagdo, mas o nimero de alelos/loco foi muito
reduzido. O loco CA88 apresentou-se monomorfico para todas as populacdes. Os pares
de iniciadores CA13, CA57, CA131, CA201 e CA239 ndo geraram locos passiveis de
interpretacdo devido a ocorréncia de amplificagdes nao especificas. O presente estudo
foi realizado com a utilizagdo de seis locos microssatélites nucleares (Tabela 2).
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Tabela 2. Locos de microssatélites nucleares com as temperaturas de hibridacao (T.,),
seqliéncia dos iniciadores, motivos e amplitudes alélicas em pares de base

m L ) Amplitude

Locos T, (°C) SeqUiéncia dos iniciadores (5-3") Motivo* .
alélica (pb)
CTCCTAggTATgCACCA T 100-102

CA 23 56 99 ggTATg g (TC)x1 00-10

AATgTgATgCACAGTgCACC

CgACCTTCAggACAgATCAT T 190-194
CA 53 56 9 9ggACAg (TC)2s 90-19

CTggTAACCTAgAAAggCAg

AATggATgTTCCCTTgCTTT A 14
CA 88 54 ggAlg g (AG)22 0

CAACTgATCAACCATTCCgT

TAgAAACACAAAATGTCCCC (GT)s 86-88
CA 144 54

CCATTgACAAggACAATTCT (GA)»

CATgCACgTACAACCTgTTT -
CA158 56 9tk g (GA),  198-250

TAgTTCCCTTgCTgCAgTAA

CAggTACgTgCTgCTATCAA -
CAl61 54 991ALgTaLIs (GA),,  174-186

TTggTAAgAAggCCTggTAA

* Motivos observados em Capsicum

4.2 Caracterizacao dos locos
4.2.1 Marcadores microssatélites nucleares

Os individuos das quatro populacdes naturais e os individuos coletados na
margem da estrada foram estudados com seis locos de microssatélites nucleares.
Foram observados 30 alelos. O polimorfismo foi muito reduzido, para a maioria dos
locos, sendo que apenas o loco CA158 apresentou numero elevado de alelos (17),
como esperado para marcadores microssatélites (Figura 3). Embora se tenha
observado, nas informacdes fornecidas juntamente com as seqiiéncias dos iniciadores,
que os locos CA23, CA53, CA88 e CA144 ja apresentam pequeno numero de alelos em
Capsicum spp — exibindo sete, cinco, sete e seis alelos, respectivamente — acredita-se
que o baixo polimorfismo em S. /ycocarpum seja devido ao fato desses iniciadores

terem sido desenvolvidos para outro género (Capsicum spp).
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Figura 3 - Perfis de géis de microssatélites nucleares representando trés locos utilizados
nas analises. Estdo representados (a) populacdo A caracterizada pelo loco
CA23, (b) populacdo C caracterizada pelo loco CA144 e (c) populagdao B

caracterizada pelo loco CA158

A fim de evitar conclusdes precipitadas nesse estudo a respeito do polimorfismo,

buscou-se quantificar a magnitude da diversidade génica. Para tal, comparou-se a

diversidade génica estimada ( H,) com a maxima diversidade possivel em cada loco de

acordo com o numero de alelos observados (4, = (A - 1)/131 ). Os locos CA23 e CA158

foram os que apresentaram diversidade génica mais elevada, uma vez que os dados
explicam 98,8% e 89,7% da diversidade total possivel (Tabela 3). O loco CA144
apresentou estimativas de diversidade intermedidrias e para os locos CA53 e CA161, as

proporcdes de diversidade génica foram inferiores a 10%.



56

A baixa diversidade génica foi decorrente da heterogeneidade das freqiiéncias
alélicas nesses locos, ou seja, devido a ocorréncia de um alelo com freqiiéncia elevada
e poucos alelos raros e também pelo fato dos mesmos serem monomorficos em

algumas populagoes.

Tabela 3. Genética descritiva dos locos de SSR nucleares. n: ndmero de individuos
amostrados; A= numero alelos; H,6= diversidade génica; h, =

mdx

diversidade maxima; H . / h,.. = proporgao da diversidade maxima (em %)

Loco n A H, P H, /By,
CA 23 294 2 0,494 0,500 98,8%
CA 53 294 3 0,043 0,667 6,45%
CA 88 294 1 0,000 - -
CA 144 293 2 0,310 0,500 62,0%
CA158 292 17 0,847 0,940 89,7%
CAl161 293 5 0,017 0,800 2,1%

4.2.2 Marcadores microssatélites cloroplastidiais

Os seis locos microssatélites cloroplastidiais desenvolvidos por Weising &
Gardner (1999) para angiospermas dicotiledoneas amplificaram em S. /lycocarpum e
foram polimorficos. O nimero de alelos em cada loco foi varidvel, sendo que foram
observados de dois a oito alelos em cada loco (Tabela 4). Em contraposicdo a baixa
diversidade obtida por marcadores microssatélites nucleares, a diversidade genética
para os marcadores cloroplastidiais foi elevada (Figura 4). A combinacao dos alelos

observados nos seis locos cloroplastidiais resultou na deteccdo de 89 haplétipos.
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Figura 4 - Perfis de géis de microssatélites cloroplastidiais representando trés locos
utilizados nas analises. Estao representados (a) populacao A caracterizada
pelo loco ccmp03, (b) individuos da margem da estrada caracterizados pelo
loco ccmp05, (c) populagdo D caracterizada pelo loco ccmp02 e (d)

populacdo D caracterizada pelo loco ccmp07
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Tabela 4. Locos de microssatélites cloroplastidiais com as respectivas temperaturas de
hibridagdo (T.), seqiéncia dos iniciadores, motivo, nimero de alelos e
amplitudes alélicas em pares de base

Tm Seqliéncia dos iniciadores Amplitude
Locos Motivo* Alelos .
(°0) (5-3) alélica (pb)
ccmp02 58 GATCCCggACgTAATCCTg (A)1 5 184-192
ATCgTACCgAgggTTCgAAT
ccmp03 54 CAgACCAAAAGCTgACATAg (M1 8 108-122
gTTTCATTCggCTCCTTTAT
ccmp05 54  TgTTCCAATATCTTCTTGTCATTT  (C)#(T)1o 4 122-128
AggTTCCATCggAACAATTAT (T)sC(A)14
ccmp07 56 CAACATATACCACTgTCAAg (A)3 3 148-152
ACATCATTATTGTATACTCTTTC
ccmp09 50 GgATTTgTACATATAggACA (M1 2 102-104
CTCAACTCTAAgAAATACTTg
ccmpl0 56 TTTTTTTTTAGTgAACGTgTCA (M4 3 108-112
TTCgTCgDCgTAgTAAATAg

* Motivo observado por Weising & Gardner (1999) em Nicotiana tabacum

4.3 Teste do Equilibrio de Hardy-Weinberg

As probabilidades do teste exato de Fisher mostraram que dos seis locos
microssatélites nucleares utilizados nesse estudo, apenas o loco CA158 apresentou
desvios significativos das proporcdes esperadas de Hardy-Weinberg em todas as
populacdes (Tabela 5), ou seja, as freqléncias genotipicas observadas nao
correspondem ao produto das freqiiéncias alélicas.

Os locos CA53 e CA144 mostraram desvios apenas na populacdao A. As
pressuposicoes do Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), como auséncia de mutacdo,
selecdo e migracdo e ocorréncia de cruzamentos ao acaso em populagoes infinitas, sdo
mais simples do que ocorre em populagdes naturais. Essa constatacao leva-nos a supor

que a ocorréncia de alguns locos apresentando desvios do EHW é esperada. Ainda
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assim, o teste do EHW é valido por servir como base de comparagdo com modelos
populacionais mais realistas (Weir, 1996).

Tabela 5. Probabilidades exatas (Teste Exato de Fisher) dos desvios das proporgdes de
Hardy-Weinberg em locos microssatélites nucleares nas populacdes de S.
lycocarpum

CA 23 CA53 CA 144 CA 158 CA 161 CA 88

Pop A 0,78594  0,00000** 0,00094** 0,003125** 1,00000 1,00000
Pop B 0,61125 1,00000 1,00000 0,014375* 1,00000 1,00000
Pop C 0,60594 1,00000 0,51094 0,001563** 1,00000 1,00000
Pop D 0,58813 1,00000 0,66219 0,000000** 1,00000 1,00000
Margem 1,00000 1,00000 1,00000 0,006562** 1,00000 1,00000

* p<0,05; ** p<0,0l

4.4 Desequilibrio genotipico entre pares de locos

A associagao entre genes de locos diferentes foi avaliada por meio do teste do
desequilibrio genotipico entre pares de locos, utilizando-se as freqiiéncias genotipicas
obtidas das populagdes adultas (individuos diploides). Observou-se associacao
significativa a 95% entre os locos CA23 e CA158 na populagdo D e na margem da
estrada e entre os locos CA23 e CA144 na populacao D. Como discutido em Weir
(1996), em geral as associacOes entre genes de locos diferentes em individuos
dipldides (desequilibrio genotipico) sdo muito pequenas. Observando-se o conjunto
total de populacdes (Tabela 6), apenas a associagao entre os locos CA23 e CA158 foi
significativa.
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Tabela 6. Probabilidades do desequilibrio genotipico entre pares de locos

microssatélites nucleares baseadas em 750.000 permutacdes. O loco

CA88 nao foi considerado porque é monomorfico em todas as populagoes

Pop A Pop B Pop C Pop D Margem TOTAL
CA23/CA53 0,30885 0,86085 NA NA NA 0,58881
CA23/CA144 0,83835 0,35657 0,80871 0,02078* 0,83855 0,66132
CA23/CA158 0,42524 0,41331 0,72565 0,00104*  0,04884*  0,02946*
CA23/CA161 0,24472 1,00000 0,44967 NA NA 0,49878
CA53/CA144 0,18674 1,00000 NA NA NA 0,39767
CA53/CA158 0,87441 0,18885 NA NA NA 0,45468
CA53/CAl61 1,00000 0,22087 NA NA NA 0,30026
CA144/CA158 0,14893 0,26921 0,29389 0,16845 0,48139 0,08362
CA144/CA161 1,00000 0,51353 1,0000 NA NA 0,63556
CA158/CA161 0,31751 0,35608 0,18306 NA NA 0,10307

* p < 0,05 ; NA ndo avaliado, pois um dos locos € monomorfico na populagdo

Como o genoma do cloroplasto é hapldide e herdado sem recombinacao,

espera-se encontrar exatamente o oposto do observado nos locos nucleares, ou seja, a

associacao entre pares de locos é esperada. As probabilidades obtidas para o conjunto

de populagdes (Tabela 7) mostram associacao significativa a 99% entre alelos de

diferentes locos para praticamente todas as combinagdes. Apenas as combinagdes com

o loco ccmp09 apresentaram probabilidades ndo significativas. O referido loco

apresentou polimorfismo apenas na populagao D, sendo que as probabilidades totais

referem-se apenas o observado nessa populacao.
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Tabela 7. Probabilidades do desequilibrio genotipico entre pares de locos

microssatélites cloroplastidiais baseadas em 750.000 permutagbes

Pop A Pop B Pop C Pop D margem TOTAL
cp02/cp03 0,00334**  0,00002**  0,00004**  0,00005** 0,01373* 0,00000**
cp02/cp05 0,01786* 0,00231**  0,24532 0,01347* 0,00005**  0,00000**
cp02/cp07 0,67676 0,41343 0,01638* 0,00338**  0,00855**  0,00087**
cp02/cp09 NA NA NA 0,17970 NA 0,17970
cp02/cp10 0,41903 0,33795 0,66554 0,00003**  0,74486 0,00029**
cp03/cp05 0,00317**  0,17006 0,10897 0,00626**  0,00777**  0,00001**
cp03/cp07 0,21558 0,27830 0,02341* 0,00012*%*  0,00983**  0,00003**
cp03/cp09 NA NA NA 0,22545 NA 0,22545
cp03/cp10 0,54330 0,09397 0,71123 0,00002**  0,83627 0,00130%**
cp05/cp07 0,09608 0,01996* 0,00293**  0,00326**  0,00015**  0,00000**
cp05/cp09 NA NA NA 0,61339 NA 0,61339
cp05/cp10 0,11369 0,05207 0,18904 0,00012** 11,0000 0,00005**
cp07/cp09 NA NA NA 0,66067 NA 0,66067
cp07/cp10 0,35631 0,73970 0,05659 0,00423* 0,56055 0,00846**
cp09/cp10 NA NA NA 0,24256 NA 0,24256

* p <0,05; ** p <0,01; NA ndo avaliado, pois um dos locos € monomdrfico na populagao

Observa-se, especialmente para os locos cloroplastidiais, que a proporcao de

locos associados varia entre as populagdes. A populacdao D e as plantas da margem da

estrada foram as que apresentaram a menor propor¢do de associacdes ndo

significativas, 33% e 40% respectivamente. Esses resultados indicam que essas

populacdes podem nao ter atingido o equilibrio. Além da ligacdo entre locos, a

ocorréncia de desequilibrio de ligacdo em populacdes locais pode ser resultante de

diversos fatores, como discutido em Hartl & Clark (1997). O desequilibrio na populacao

fundadora e tempo insuficiente para dissipa-lo pode ser uma possivel causa,

especialmente em genomas nao recombinantes como o cloroplastidial, o qual requer

um tempo mais longo para atingir o equilibrio. Outra causa possivel é quando a

populacao é resultante de uma mistura de individuos de populagdes com freqliéncias
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gaméticas diferentes. Outra possibilidade é a selecao natural, uma vez que pode

favorecer determinadas combinagdes alélicas.

4.5 Herangca do genoma cloroplastidial

Em todas as 242 progénies caracterizadas com os seis locos cloroplastidiais ndo
foi observada heteroplasmia, ou seja, os individuos apresentaram apenas um alelo por
loco, o que indica que a heranca do cloroplasto para esta espécie é uniparental. Com
excecao de um individuo, o haplétipo observado nas progénies foi semelhante ao
hapldtipo materno. O individuo apresentando haplétipo diferente do materno foi
observado na familia B12. A diferenca de gendtipo foi constatada apenas no loco
ccmpl0 (Figura 5).

N Dax
(& - /}\ogdf:b

Figura 5 — Familia B12 caracterizada pelo loco ccmp10. A primeira canaleta (B12P)
indica o gendtipo materno e os demais sao as progénies oriundas de dois
frutos (B12F1 e B12F2). A seta indica o individuo com alelo diferente do

materno. O nimero 110 indica o0 marcador em pares de base

Como apenas um loco apresentou alelo diferente do observado na arvore
materna, a primeira possibilidade a ser considerada € a ocorréncia de um erro durante
as analises laboratoriais. Ressalta-se, entretanto, que todos procedimentos laboratoriais
para essa familia foram repetidos para confirmacdo dos resultados.

Ha também a possibilidade de ocorréncia de mutagdo. A taxa de mutacao em

locos microssatélites cloroplastidiais foi estimada entre 3,2x10” e 7,9x10™ substituicdes
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por geracao (Provan et al., 1999). Apesar dessas estimativas serem cerca de 100 vezes
menores do que o observado por Goldstein & Pollock (1997) em locos microssatélites
nucleares (10%), a possibilidade de ocorréncia de uma mutacdo n3o deve ser
descartada, apesar de ser um evento raro.

A terceira explicacao é a ocorréncia de heranca paterna do cloroplasto. Embora
se considere que em angiospermas a heranca do cloroplasto é estritamente materna,
as transmissdes paterna e biparental de organelas ja foram constatadas em algumas
espécies. Corriveau & Coleman (1988) suspeitam que ocorra heranca biparental em
cerca de 20 a 50% das angiospermas.

Considerando essa possibilidade como verdadeira, pode-se constatar que a
probabilidade de transmissdo paterna para S. /ycocarpum é muito baixa, uma vez que
somente foi detectada em uma amostragem de 242 plantas. Como as progénies sao de
polinizacdo aberta, procedeu-se ao calculo do nimero de progénies informativas (eq.2
do item 3.5.3), ou seja, do total de cruzamentos em que ambos os parentais sao
esperados por carregar gendtipos cloroplastidiais diferentes.

As progénies de duas matrizes da populacdo B e de uma matrizes da populagdo
C foram descartadas porque apresentaram haplétipos que nao haviam sido detectados
na amostragem dos adultos e, portanto, nao tinham as freqiiéncias haplotipicas
estimadas. Das 222 progénies utilizadas, cerca de 183 (82,43%) eram informativas e
foram utilizadas para estimagdo da taxa maxima de transmissdo paterna do cloroplasto
(P) com uso da eq. 1 (item 3.5.3). Esta foi obtida para cada populagcao
individualmente e para o total de progénies analisadas (Tabela 8).

No cdlculo da probabilidade de transmissao paterna (P ) na populagdo B, a
ocorréncia de um individuo na progénie com haplétipo diferente do materno nao foi
considerada. Entretanto, se o hapldtipo diferente for considerado como herancga

paterna, a probabilidade calculada com a eq. 1 € muito proxima de zero.
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Tabela 8. Probabilidade de transmissao paterna do cloroplasto ( P ) nas populagdes A, B
e C e no total de progénies. N = numero de progénies; N, .= numero de

progénies informativas, S = poder do teste estatistico

Populacao N N, P ($>0,95) P (3>0,99)
A 24 18 0,150 0,174
B 134 131 0,023 0,034
C 36 34 0,085 0,120
Total 222 183 0,016 0,023

Os valores de probabilidade de transmissao paterna (P ) obtidos pelo uso da
metodologia descrita por Milligan (1992) (Tabela 8) ndao correspondem exatamente a
taxa de transmissdo paterna de cloroplasto para S. /ycocarpum. O método estd mais
relacionado ao tamanho amostral requerido para ndo aceitar falsamente a hipotese de
heranga estritamente materna.

Para o total de progénies, por exemplo, os resultados mostram que é necessario
amostrar 222 progénies de polinizacdo aberta para reconhecer com 95% de seguranca
a transmissao paterna do cloroplasto quando essa é de 1,6%. Para o pequeno tamanho
amostral da populacdo A (24 progénies), por outro lado, ndo se pode aceitar a hipdtese
de heranca estritamente materna, mesmo com uma taxa de transmissao paterna do
cloroplasto da ordem de 15%. Logo, sao requeridos tamanhos amostrais grandes para

que o valor potencial do P esteja préximo de zero.

4.6 Diversidade genética intrapopulacional
4.6.1 Marcadores microssatélites nucleares

Os padroes de freqiiéncias alélicas nao diferiram entre as populagdes, ou seja,
em todas as populacdes o alelo mais freqiiente foi o mesmo. Observou-se diferenca
acentuada apenas nas freqiiéncias génicas do loco CA23 entre a populacdo D e as
demais (Tabela 9). O loco CA 53 apresentou alelos raros nas populacdes A e B e

monomorfismo nas populagbes C e D e nos individuos na margem da estrada.
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Monomorfismo na populacdo D e nos individuos na margem da estrada também foi

observado no loco CA161.

Tabela 9. Freqliéncia dos alelos em seis locos microssatélites nucleares nas populagées

naturais e nos individuos amostrados na margem da estrada

Loco Ar:lzls;;a/ PopulacOes naturais Margem da
A B C D estrada
CA 23 (n 58 60 60 56 60
100 0,543 0,550 0,525 0,143 0,442
102 0,457 0,450 0,475 0,857 0,558
CA53 (n) 58 60 60 56 60
190 0,017 0,058 - - -
192 0,948 0,942 1,000 1,000 1,000
194 0,034 - - - -
CA 88 (n 60 60 60 60 55
140 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
CA 144 (n 58 60 60 56 60
86 0,836 0,842 0,742 0,800 0,825
88 0,164 0,158 0,258 0,200 0,175
CA 158 (n) 58 60 60 54 60
198 0,017 0,017 - 0,019 -
204 - - - - -
206 - - - 0,028 -
208 - - 0,025 0,065 0,025
210 0,353 0,325 0,292 0,259 0,292
212 0,078 0,083 0,033 0,037 0,033
214 0,069 0,050 0,117 0,259 0,117
216 0,095 0,133 0,183 0,111 0,183
218 0,233 0,175 0,108 0,028 0,108
220 0,052 0,108 0,100 0,019 0,100
222 0,009 0,058 0,042 0,028 0,042
224 0,086 0,017 0,042 0,037 0,042
226 0,009 - 0,025 0,083 0,025
228 - - 0,017 - 0,017
230 - 0,008 - 0,028 -
244 - - 0,008 - 0,008
246 - 0,008 - 0,008
248 - 0,025 - - -
CAle6l (n 58 60 60 55 60
174 0,017 - - - -
178 0,983 0,983 0,992 1,000 1,000
180 - - 0,008 - -
182 - 0,008 - - -
186 - 0,008 - - -
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Para as estimativas de diversidade genética, optou-se por excluir o loco CA 88,
pelo fato do mesmo ser monomdrfico em todas as populagles. As estimativas médias

foram, portanto, calculadas com os dados de cinco locos.

As estimativas de nimero médio de alelos por loco (A=3,88i0,15) foram

baixas se comparadas ao observado em outros estudos realizados com locos
microssatélites. O nimero efetivo de alelos por loco (A, =2,34+0,09) foi inferior ao
nimero de alelos devido a distribuicao desigual das freqgiiéncias génicas nos locos, ja

evidenciada anteriormente (Tabela 10). A diversidade génica (Fle =0,330+0,013) e

heterozigosidade observada (ﬁ0=0,302i0,014) foram reduzidas em comparagao ao

que se espera para marcadores microssatélites, mas foram coerentes com o nimero de
alelos. A variacdo entre locos em todas as estimativas de genética descritiva pode ser
visualizada por meio dos amplos erros-padrao observados em cada populacao. Na
populacdo D as estimativas de diversidade genética foram ligeiramente inferiores ao
observado nas demais populacdes, porém, como 0s erros-padrdo se sobrepdem, a
diferenca nao foi significativa.

Nas populacdes B, C e D, estimativas de heterozigosidade observada (PAIU)
foram praticamente similares a diversidade génica (ﬁe ), como pode ser observado
pelas estimativas de indices de fixacao (Tabela 10). Embora os intervalos de confianca

do f foram amplos, devido a variacdo entre locos, o indice de fixacdao nao diferiu

estatisticamente de zero nestas populagdes. Os individuos situados na margem da

estrada apresentaram indice de fixagdo estatisticamente diferente de zero, porém a
magnitude do desvio foi pequena ( f =0,083). Na populacdo A, trés locos apresentaram
desvios significativos do EHW e, como conseqiiéncia, o f diferiu de zero e indica que o

desvio foi causado por excesso de gendtipos homozigdticos ( f =0,214).

As estimativas dos indices de diversidade genética mostraram que nao ha

diferenca significativa entre as populagdes naturais e as plantas na margem da estrada,
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dando indicios que a colonizacdo de ambientes alterados por S. /ycocarpum é eficiente
e ndo esta resultando em prejuizos genéticos para espécie.

Tabela 10. Estimativas de indices de diversidade genética para microssatélites

nucleares. (n = tamanho amostral; A = nimero médio de alelos por loco;

A

A, = nlmero efetivo de alelos por loco; H, =diversidade génica; H,=

e

heterozigosidade observada; f =indice de fixagao)

Populag&o n A A, H, H, F (ICoone)*

A 58 3,80 2,09 0,342 0,269 0,214
(1,56) 0,73)  (0,139)  (0,138)  (0,0002 a 0,814)

B 60 4,20 2,35 0,348 0,350 -0,006
(1,71) 087)  (0,144)  (0,138)  (-0,067 a 0,052)

C 60 4,20 2,62 0,353 0,313 0,077
(2,45) (1,18)  (0,161)  (0,138)  (-0,094 a 0,170)

D 5533 3,40 2,24 0,283 0,278 0,0016
(1,92) (1,04)  (0,154)  (0137)  (-0,158a 0,123)

Margem 60 3,80 2,39 0,327 0,300 0,083
(2,31) (1,05)  (0,160)  (0,142) (0,027 a 0,135)

Média 3,88 2,34 0,330 0,302 0,071

(0,15) (0,09) (0,013) (0,014) (-0,046 a 0,313)

() erros-padrao; *(IC) intervalo de confianca a 99% de probabilidade, usando 10.000
reamostragens “bootstrap” sobre locos

4.6.2 Marcadores cloroplastidiais

O numero médio de haplétipos por populagao (7, =28,4+2,67) e a diversidade

haplotipica (ﬁ= 0,947+0,012) foram elevados (Tabela 11), mostrando que tanto as
populacdes naturais como a margem da estrada foram fundadas por um nimero

elevado de linhagens maternas, ou seja, foram colonizadas por sementes originadas em
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diferentes populages. Como ja detectado para os marcadores nucleares, a populacao

D foi a que apresentou o menor numero de hapldtipos (71, =19) e a menor diversidade

haplotipica (fz=0,910) quando comparada as demais populacdes, indicando que a
populacao foi fundada por um numero proporcionalmente menor de linhagens

maternas.

Tabela 11. Estimativa de parametros de diversidade genética para haplétipos

cloroplastidiais. 7,= numero de haplotipos; 7, = numero efetivo de

haplotipos por loco; 7,= numero de haplotipos privados; ﬁp/ﬁh=

proporcao de haplétipos privados, h = diversidade haplotipica

Populacdo 7, i, n, i, /h, h
A 35 17,75 13 37,1% 0,972
B 31 15,72 11 35,5% 0,973
C 27 13,99 11 40,7% 0,932
D 19 9,94 13 68,4% 0,910
Margem 30 15,39 07 23,3% 0,950
Média 28,4 14,56 0,047
(erro-padrdo)  (2,67)  (1,30) ) ) (0,012)

O numero de haplétipos privados foi mais elevado nas populacdes naturais do
que nos individuos situados na margem da estrada. Apenas 23,3% dos haplétipos
detectados na margem da estrada sdao exclusivos. Como esperado, quase 70% dos
hapldtipos da populagdo mais distante geograficamente das demais (D) sao privados.

Em todas as populagdes, o numero efetivo de haplotipos (7,) foi praticamente metade

do numero total de hapldtipos (Tabela 11). A heterogeneidade das freqiiéncias dos

haplétipos foi que contribuiu para a baixa estimativa do 7, .
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Cerca de 55% dos hapldtipos foram amostrados apenas uma vez e 25%
ocorreram duas vezes (Figura 6), dando indicios de que haplétipos podem nao ter sido
amostrados nesse estudo. Na populacao B, por exemplo, em que um nimero maior de

individuos deixou de ser amostrado, a estimativa de diversidade haplotipica pode estar
subestimada.

Ocorréncia (%)

A B C E margem

M 1ocorréncia M2 ocorréncias 03 ou + ocorréncias

Figura 6 - Distribuicao dos haplétipos de acordo com a ocorréncia nas populagoes

Pela distribuicdo dos haplotipos observa-se que propagulos vindos das
populacdes naturais amostradas contribuiram para a colonizagao das regides antropicas
adjacentes, como as margens das estradas. Em todas as populagbes, ha muitos
hapldtipos que ocorreram apenas uma vez e, portanto, apresentam baixa freqiiéncia, e
apenas alguns com freqiiéncia um pouco maior (Figura 7).
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populacdes e nos individuos amostrados na margem da estrada
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4.7 Correlacao espacial dos genétipos

Para andlise de autocorrelacdo espacial dos gendtipos, foram obtidos
correlogramas para as quatro populagdes naturais. Comparando-se os correlogramas
obtidos para cada populagdo com marcadores nucleares (Figura 8) e cloroplastidiais
(Figura 9), observa-se que apenas nas populagdes B e D a autocorrelacao espacial foi
significativa a 95% a uma distancia de cerca de 50 m. Na populagao D, a correlacao
apresentou maior magnitude na primeira classe de distancia (7 =0,248 e 0,251 com
marcadores nucleares e cloroplastidiais, respectivamente). Na populacdo B, embora os
valores tenham sido menores (7=0,056 e 0,059 com marcadores nucleares e
cloroplastidiais, respectivamente), a correlacao obtida para marcadores cloroplastidiais
foi significativa nas duas primeiras classes de distancia. Os valores de correlacdo na
populacao B podem estar subestimados, uma vez que, durante as coletas, evitou-se
amostrar individuos que estavam espacialmente muito préximos.

Na populacago C, embora o padrao do correlograma obtido com os
microssatélites nucleares tenha mostrado que nas duas primeiras classes de distancia a
correlagdo genética é positiva, a estimativas nao foram significativas (Figura 8).

A significancia do correlograma como um todo foi avaliada apenas para as
populacOes B e D, pois essas apresentaram correlagao altamente significativa em pelo
menos uma classe de distancia. Ambos os correlogramas obtidos para as populacdes B
e D foram significativos como um todo, pois pelo menos uma das correlagdes

significativas a 0,05 também foram a um nivel «/11=0,0045. A significdncia do

correlograma como um todo indica que o padrao observado de autocorrelagao espacial,
dos individuos separados por uma distancia média de até cerca de 50 m serem
geneticamente mais semelhantes que os situados em distancias maiores, € uma
representacao real do padrdo que ocorre nas populagoes.

Acredita-se que principalmente a dispersao de sementes espacialmente restrita,
e também a propagacdo vegetativa contribuiram para a autocorrelacao espacial nas
populacdes B e D. A contribuicdo de cada uma pode ser visualizada por meio da analise
de coancestralidade, apresentada no proximo item. Como na populagao D o valor da
correlacdo na primeira classe de distancia foi muito elevado, acredita-se que a
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ocorréncia de propagacao vegetativa nessa populacdo tenha sido mais acentuada que

na populagao B.
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Figura 8 - Autocorrelacdo espacial multialélica por microssatélites nucleares, calculada

para os individuos de S. /ycocarpum nas populagdes A, B, C e D. Foram

obtidas onze classes de distancias. A linha continua indica a correlacao (r) e

as linhas pontilhadas sao os limites inferior e superior do intervalo de

confianca a 95% obtido por 1000 permutagdes
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Figura 9 - Autocorrelacdo espacial multialélica por marcadores cloroplastidiais para os
individuos de S. /ycocarpum nas populacoes A, B, C e D. Foram obtidas onze
classes de distancias. A linha continua indica a correlacao (r) e as linhas
pontilhadas sao os limites inferior e superior do intervalo de confianca de

95% obtido por 1000 permutagdes
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4.8 Coeficiente de coancestralidade

As estimativas médias de coancestralidade obtidas a partir da comparagdo de
todos os pares de individuos foram praticamente nulas nas populacdes A, B e C e nas
plantas da margem da estrada (Figura 10). Apesar das estimativas terem sido obtidas
com o uso de poucos locos (seis) e reduzido nimero de alelos (30), constata-se, pela
pequena amplitude dos erros-padrdo, que as mesmas sao consistentes. Na populagao

D, embora a estimativa média tenha sido baixa (émpop): 0,0674), foi quase quatro

vezes maior que nas outras populagdes e com coancestralidade semelhante ao

esperado para primos de primeiro grau (éxy =0,0625).

0,09 -
0,075 -
0,06 -
0,045 -
0,03 -
0,015 - * 0,0177

* 0,0674

{00087 }0,0047
T-0,0001 '

coancestralidade (6,,)

-0,015 +
-0,03 -

A B C D margem

Figura 10 — Coancestralidade média nas quatro populacdes naturais e nos individuos
amostrados na margem da estrada. Intervalo de confianca obtido por
1,96x erro padrao

A confiabilidade das estimativas nas populacdes adultas pode ser comprovada
pela estimacdo da coancestralidade entre individuos com pedigree conhecido. A

coancestralidade média dentro de progénies de polinizacdo aberta (éxy=
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0,1371+0,0125) foi proxima a esperada para meios-irmdos em populacdes panmiticas
(0,125). Pela comparagao entre as estimativas de coancestralidade obtidas nas
progénies de cada populacdo, observa-se que o tamanho amostral contribuiu para a
consisténcia da estimativa (Tabela 12). Na populagdo em que a amostragem de
progénies foi maior (B), a coancestralidade média foi a mais proxima da esperada para

meios-irmaos e o erro-padrao foi também o que apresentou menor amplitude.

Tabela 12. Coancestralidade nas progénies de polinizagao aberta das populacdes A, B e
C e erros-padrao

Populacao Matrizes Plantas 0., Erro padrao
A 02 24 0,1410 0,0296
B 09 154 0,1256 0,0044
C 03 54 0,1684 0,0075
Média ponderada 14 232 0,1371 0,0125

A porcentagem de pares de individuos que compartilhavam genétipos nucleares
e cloroplastidiais idénticos (grupo ID) foi praticamente nula na maioria das populacoes,
sendo a maior propor¢ao observada na populagdao D (1,23%) (Tabela 13). Como o
numero de locos analisados foi reduzido, ndo é possivel afirmar com seguranga que os
individuos considerados idénticos nesse estudo sdo irmdos clonais, tanto que foram
detectados individuos geneticamente idénticos para esses locos que estavam distantes
muitos metros uns dos outros. A estimativa do coancestralidade média nesse grupo foi

semelhante ao esperado para irmaos clonais e para irmaos de autofecundagao (0,50).
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Tabela 13. Coancestralidade média nas populacdes (éxy(pop

)) e nos grupos formados
por pares de individuos com gendtipos nucleares e cloroplastidiais idénticos
(ID), com gendtipos cloroplastidiais idénticos e gendtipos nucleares
distintos (LM) e gendtipos nucleares e cloroplastidiais distintos (NP); (%)

numero relativo de pares de individuos em cada grupo

. ID LM NP Total
Populagdo N % 6, % 6, % 6, émmp)
A 58 019 05000 248 -0,0273 97,33 10,0176 0,0177
(0,000) (0,0191) (0,0044) (0,0044)

B 60 028 05000 237 00338 9735 0,0069 0,0087
(0,000) (0,0270) (0,0038) (0,0038)

C 60 017 05000 638 -0,0350 93,45 0,0013 -0,0001
(0,000) (0,0130) (0,0039) (0,0038)

D 57 1,23 05000 669 0,179 92,08 0,0537 0,0674
(0,000) (0,0219) (0,0046) (0,0048)

Margem 59 0,17 10,5000 497 -0,0000 94,86 0,0045 0,0047
(0,000) (0,0156) (0,0041) (0,0040)

() erro padrao

A porcentagem de individuos que compartilham gendtipos cloroplastidiais
idénticos (grupo LM) variou de 2,37% na populacdo B a 6,69% na populacdo D (Tabela
13). A proporcao de pares de individuos com gendtipos idénticos ndo teve relagdo
direta com a estimativa da coancestralidade nesse grupo. Embora cerca de 7% dos
individuos das populacdes C e D compartilhassem gendtipos cloroplastidiais idénticos, a
estimativa de coancestralidade entre os individuos desse grupo foi variavel. Enquanto

na populacao D a coancestralidade foi elevada (éxy = 0,1796 + 0,0219), na populacao

C e nas demais ela nao diferiu estatisticamente de zero. A diferenca entre a populacao

D e as demais pode ser melhor visualizada na Figura 11.
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Figura 11 - Coancestralidade média no grupo de individuos que compartilham genétipos
cloroplastidiais idénticos (grupo LM) nas quatro populagdes naturais e nos
individuos amostrados na margem da estrada. Intervalo de confianga obtido

por 1,96 x erro padrao

4.9 Estrutura genética

4.9.1 Marcadores microssatélites nucleares

Como os individuos na margem da estrada que interliga as populagdes A, B e C
tém origem antropica mais recente e diferenciada das populagbes naturais, esse grupo
de individuos ndo pode ser considerado como tendo uma histéria evolutiva comum as
populacOes naturais. Devido a isso, as plantas coletadas na margem da estrada foram
excluidas das andlises de estrutura genética por variancia das freqiiéncias alélicas.

O loco CA53 foi 0 que apresentou valores mais elevados de indice de fixacao
total das populacdes (F =0,455) e indice de fixacio médio dentro das populagdes
(f =0,440) (Tabela 14). Embora o intervalo de confianga tenha sido amplo, o valor
médio do f (0,078) nao diferiu estatisticamente de zero, o que indica que a maior

parcela da endogamia total ( £ =0,127) encontra-se entre as populacdes, e, portanto, é

efeito da deriva genética e de desvios dos cruzamentos aleatérios dentro das
populacdes. A divergéncia genética entre as populagdes (ép) foi significativa e de cerca

de 5,35%. Ao considerar apenas as populagdes geograficamente mais proximas (A, B e
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C), a estimativa do ép (0,002) ndo diferiu estatisticamente de zero. A estimativa nula

de divergéncia genética entre as populagbes A, B e C indica que as mesmas constituiam

uma Unica populacdo panmitica antes da fragmentacao do cerrado. Como atualmente a

vegetagdo de cerrado na

regido é descontinua,

pode-se considera-las como

subpopulagdes. Embora o valor do I%ST (0,032) tenha sido ligeiramente inferior ao

ép (0,053), essas duas estimativas nao diferiram estatisticamente entre si, ja que os

intervalos de confianca se sobrepdoem.

Tabela 14. Estatisticas de estrutura genética em quatro populacdes naturais de S.

lycocarpum.  f =indice de fixacio médio dentro das populacdes;

F =indice de fixacdo total das populacdes; é,, =divergéncia genética entre

populacdes; R s

= divergéncia genética entre populagdes (Goodman,

1997)

Loco f F ép IQST

CA 23 -0,0685 0,0836 0,1424 0,1427
CA 53 0,4402 0,4547 0,0260 -0,0005
CA 144 0,1117 0,1154 0,0043 0,0052
CA158 0,1209 0,398 0,0214 -0,0007
CA 161 -0,0051 -0,0047 0,0004 0,0116
Média 0,0776 0,1271 0,0535 0,0317

(.C.)!  (-0,0665 a 0,3131)

(0,0784 a 0,3260)

(0,0039 a 0,1394)

(0,0255 a 0,0598)

1 Intervalo de confianca a 99% obtido por 10.000 reamostragens “bootstrap” sobre locos

4.9.2 Marcadores cloroplastidiais

Assim como feito para marcadores nucleares, para estimativas dos parametros

de estrutura genética foram consideradas apenas as populacdes A, B, C e D. Tanto a
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diversidade génica total (H »=0,979) como a diversidade intrapopulacional
(ﬁ s =0,947) apresentaram estimativas elevadas. O coeficiente de diferenciagdo génica

(GST =0,032) foi baixo, indicando que 3,2% da diversidade génica esta distribuida

entre as populagdes. Aparentemente, parece um contra-senso a divergéncia ter sido
baixa e ainda inferior a obtida para os locos nucleares. Como o nimero de haplétipos
privados foi elevado em todas as populagdes, esperar-se-ia que as populacoes fossem
mais divergentes. Entretanto, como discutido por Hedrick (1999), quanto maior o
numero de alelos, mais as estimativas de diversidade génica total e intrapopulacional

(H, e H) se aproximam da unidade e, como conseqiiéncia, menor € 0 G, . Petit et

al. (2005) observaram uma significativa correlagao negativa entre GST e numero de
hapldtipos. A divergéncia genética obtida pelo método da variancia das freqliéncias

alélicas também foi reduzida (671,6 =0,042+0,0159). Comparando-se os intervalos de

confianga das estimativas de ¢, por marcadores nucleares e cloroplastidiais, conclui-se

que essas nao diferem estatisticamente entre si.
4.10 Fluxo génico

A estimativa indireta do fluxo génico calculada com os dados de microssatélites
nucleares foi de 4,42 migrantes por geracao, enquanto que o fluxo génico obtido com
marcadores cloroplastidiais foi de 11,40 migrantes por geracdo. A razao de fluxo génico

(m, /ms ), obtida com a eq. (8) (item 3.5.8), para o conjunto das quatro populacoes foi

1,22; mostrando que, nessa escala de estudo, a contribuicao da migracdo de pdlen no
fluxo génico total foi praticamente semelhante a migracao de sementes. A razao de

fluxo génico inferior a cinco (m, /m < 5) indica que a migracdo de sementes

desempenha um papel significativo no fluxo génico total (Petit et al., 2005).
A comparacdo da razao de fluxo génico entre todos os pares de populacdes

(Tabela 15) mostra que a migracdo de pdlen foi cerca de cinco vezes maior que a
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migracdo de sementes a uma distancia de 20 a 40 Km, mas que a maiores distancias, a
contribuicdo da migragdo de semente no fluxo génico total tornou-se mais significativa.

A estimativa de F, entre as populagdes A e B foi negativa ( Fy, = -0,0033),
indicando que a divergéncia entre os individuos dentro de cada populacao foi superior a

divergéncia entre as duas populagdes. Um valor de F,, inferior a zero significa que o

fluxo génico entre essas populagdes tende ao infinito e que a contribuicdo da migragao

de pdlen no fluxo génico total é infinitamente superior a migracdo de sementes.

Tabela 15. Razdao de migracao de podlen e sementes entre pares de populacoes.
Fy; =F calculado por marcadores nucleares; Fy, = F, obtido por
marcadores cloroplastidiais; M, e M_.= fluxo génico entre pares de

populagdes com marcadores nucleares e cloroplastidiais, respectivamente;

em, /ms = razao da migracao de polen e sementes

Pares (ie Distancia ﬁST ﬁST MN Mc m, /ms
Populagoes (km) N ¢

A/B 19,21 -0,0033 0,0067 - 74,13 -

B/C 24,19 0,0041 0,0288 60,72 16,86 5,20
A/C 43,08 0,0048 0,0362 51,83 13,31 5,79
A/D 110,15 0,1135 0,0572 1,95 8,24 1,53
B/D 118,82 0,1146 0,0538 1,93 8,79 1,56
C/D 127,99 0,0951 0,0751 2,37 6,16 1,23

4.11 Teste do isolamento pela distancia

O teste do isolamento pela distdncia mostrou uma correlacao negativa forte e
estatisticamente significativa entre os logaritmos do fluxo génico e das distancias
geograficas entre pares de populacdes, tanto para microssatélites nucleares como para
os marcadores cloroplastidiais (Figura 12). A correlacao indica que as populagoes estdao

em equilibrio entre deriva e fluxo génico e que o fluxo génico atual resulta em um



81

padrao de isolamento pela distancia, em que a diferenciacdo genética entre as
populacdes aumenta com a distancia geografica. A inclinacdo mais acentuada indica o
quao rapido o fluxo génico declina com a distancia. A menor inclinacao da reta para
marcadores cloroplastidiais indica que ha menores restricoes a dispersdo em longas

distancias para sementes.

2,5 2,5
2 2
£ MK E ¢
=z 15 =z 15
2 2 e,
— —
0,5 0,5
O T T T T T 1 0 T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 0 0,5 1 1,5 2 2,5
Logaritmo da distancia geografica Logaritmo da distancia geografica

Figura 12 - Teste do isolamento pela distancia para microssatélites nucleares (a
esquerda) (r=-0,963; p=0,043) e cloroplastidiais (a direita) (r=-0872;
p=0,051)

4.12 Colonizagao na margem da estrada
4.12.1 Teste de maternidade

Nos testes de maternidade para as plantas a margem da estrada, foram
consideradas como provaveis maes apenas os individuos amostrados nas populagoes A,
B e C. O poder de exclusdo médio, considerando todos os locos nucleares e
cloroplastidiais, foi 0,863. Identificaram-se as possiveis maes de 26 (43,3%) plantas
amostradas na margem da estrada com 80% de confiabilidade. Em 50% dos casos, as
provaveis maes eram da populacao C, em 30,8% da populacdo B e em 19,2% da
populacdo A. Essas porcentagens indicam que a populacdo C contribuiu mais para a
colonizagao da margem da estrada que as outras duas populagdes. O valor do A foi
0,31, considerando o intervalo de confianca de 80%. Dessa forma, as combinagdes

mae-filho com A superior a 0,31 foram consideradas as mais provaveis maes com 80%

de seguranca (Tabela 16).
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Tabela 16. Identificacdo das provaveis maes das plantas amostradas na margem da
estrada com os respectivos “LOD-score” e A

Planta da Provavel mae LOD A Dls,te_mclla
margem geografica’(km)
Populacdo A (5)

D-6 A-46 2,7320 0,7310 42,18

D-9 A-5 2,2779 0,4828 38,58
D-19 A-46 2,7320 0,7310 27,41
D-55 A-5 3,2446 1,3950 4,82
D-59 A-13 4,6952 2,2117 0,90

média - - - 27,78
Populagdo B (8)

D-5 B-38 3,2499 0,4384 23,04
D-14 B-30 6,2399 1,6733 12,88
D-15 B-50 4,4913 0,7111 11,92
D-22 B-39 2,7127 0,3368 7,61
D-23 B-57 3,6328 1,1294 6,97
D-31 B-7 4,4251 0,6589 0,77
D-38 B-13 3,4608 0,8906 4,08
D-44 B-51 2,7584 0,3253 9,36

média - - - 17,36
Populagado C (13)

D-7 C-23 4,8429 0,8759 3,23
D-8 C-36 2,9695 0,5669 4,16
D-24 C-34 2,4966 0,3556 19,39
D-27 C-34 2,1482 0,4208 21,93
D-28 C-10 4,3743 1,0690 22,80
D-32 C-14 4,5089 0,6876 23,57
D-36 C-21 4,7295 0,3427 23,04
D-37 C-2 3,7991 0,3321 23,55
D-48 C-41 3,4414 0,7784 34,56
D-51 C-6 3,8952 0,3788 36,79
D-54 C-26 2,6187 0,6269 38,52
D-58 C-35 3,8294 0,6069 42,01
D-60 C-25 3,6507 0,5663 42,65
média - - - 23,55

! distancia da planta em relacdo a populacdo natural em foi detectada a mae

Nao foi observada uma relagcao de proximidade entre a populacao de origem da
mae e a localizacdo do provavel filho. As distancias de migracdao foram variaveis (770
metros a 42,65km), tanto que apesar da distancia média de migracdo ter sido de
20,26km, o desvio-padrao foi elevado (+14,26).
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Ainda que atualmente as areas adjacentes ao fragmento em que foi coletada a
populacao C sejam mais antrdpicas em relacao as areas de coleta das populacoes A e
B, apresentando a rodovia asfaltada GO 219 e extensas monoculturas, a populagao C
nao se encontra isolada de areas de vegetagao preservada. Registrou-se, nesta
populacao, a presenca de fezes de lobo-guara contendo sementes de S. /ycocarpum, o
que demonstra que a fauna visita a area em busca de alimento e dispersa sementes
nas areas de entorno (Figura 13). Essa populacao aparenta ser mais antiga que as
populacOes A e B. Foi observado na populacdo C um nimero proporcionalmente maior
de plantas de grande porte e apresentando muitos frutos. Esse é um indicio que,
historicamente, essa populacao foi mais freqlientemente visitada por animais que

buscavam frutos como alimento e dispersavam as sementes nas margens das estradas.

Figura 13 — Fezes de lobo-guard sobre um sauveiro contendo sementes de S.
lycocarpum (seta vermelha)

4.12.2 Distancias genéticas

A partir do agrupamento UPGMA das distancias genéticas de Nei, estimadas
com os genotipos cloroplastidiais, foi possivel visualizar que a margem da estrada é

mais semelhante geneticamente a populacdo C (Figura 14). O dendrograma ilustra o
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que ja foi observado por meio dos testes de maternidade: a populagao C contribuiu
com mais sementes para a colonizagdo da margem da estrada que as outras
populacdes amostradas e ndo ha relagdo de distancia de migracao entre as populagbes
A, B e C e margem da estrada.

2,86 214 143 0,71 0,00

margem

Figura 14 - Padrdo de divergéncia genética entre quatro populacdes (A, B, C e D)
naturais de S. /ycocarpum e o grupo formado pelas plantas coletadas na
margem da estrada que interliga as populagdes A, B e C. Dendrograma
definido pelo método de agrupamento UPGMA e baseado na distancia

genética de Nei (1972) com marcadores cloroplastidiais

4.13 Sistema de reproducao

O sistema de reproducao foi inicialmente abordado pelo teste de EHW. O teste
exato de Fisher revelou desvios das freqliéncias genotipicas observadas em relacdo as
esperadas pelo modelo no loco CA158 apenas nas progénies das populacdes B e C
(Tabela 17). Desvios das proporcoes de Hardy-Weinberg podem ser causados pelo
sistema de reproducdo ou pela ocorréncia de selegao, migracdo, deriva genética ou

mutagao.
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Tabela 17. Probabilidades exatas (Teste Exato de Fisher) dos desvios das proporcoes

de Hardy-Weinberg em cada loco microssatélite nuclear nas populacdes

Populagdo A Populagdo B Populagao C

Matrizes  Progénies Matrizes Progénies Matrizes Progénies
CA23 1,00000 0,40469 1,00000 0,50031 1,00000 0,29906
CA 53 1,00000 1,00000 1,00000 0,29875 1,00000 1,00000
CA144 1,00000 1,00000 1,00000 1,00000 1,00000 0,57598
CA 158  1,00000 0,75812 0,41125 0,04281* 1,00000 0,00000**
CAlel 1,00000 1,00000 1,00000 1,00000 1,00000 1,00000
CA 88 1,00000 1,00000 1,00000 1,00000 1,00000 1,00000

*p<0,05; ** p<0,01

A divergéncia genética entre as freqiiéncias alélicas dos conjuntos de évulo e

polen foi observada apenas para o loco CA158 nas populacdes A e C (Tabela 18). Como

a amostragem nessas duas populacdes foi reduzida, acredita-se que essa divergéncia

seja resultante da baixa representatividade das arvores maternas. Com o pequeno

nimero de arvores maternas amostradas, a representatividade alélica no conjunto de

ovulo tornou-se muito inferior ao conjunto de pdlen. Esse efeito é ainda maior em locos

multialélicos como o CA 158. Na populacdo A, por exemplo, apenas duas arvores

maternas foram amostradas, sendo que ambas apresentavam o mesmo gendtipo para

o loco CA 158. Na populagdo C, a divergéncia entre polen e dvulo para esse loco foi

ainda mais acentuada. Isso ocorreu porque alelos freqglientes no conjunto de pdlen nao

foram observados no conjunto de 6vulos.



Tabela 18. Estimativas das freqliéncias génicas dos conjuntos de évulo e pdlen, nas populacdes A, B e C. ﬁST = divergéncia

genética entre os conjuntos de pdlen e 6vulo

Populagdo A Populagdo B Populagdo C

Loco  Alelo Pélen Owvulo Fy, gl x° Pélen Owulo Fy, gl x° Pélen Owulo F, gl x?
CA23 1 0,456 0,250 0,462 0,444 0,624 0,500

2 0,544 0,750 0,046 1 1,11 0,538 0,556 0,00 1 0,05 0,376 0,500 0,016 1 1,00
CA53 1 0,063 0,000 0,027 0,056 - -

2 0,937 1,000 0,033 1 0,78 0,973 0,944 0,005 1 0,08 1,000 1,000 0,000 O -
CA144 1 0,914 0,750 0,867 0,778 0,791 0,833

2 0,086 0,250 0,048 1 1,15 0,133 0,222 0,014 1 2,09 0,209 0,167 0,003 1 0,18
CA158 1 - - 0,013 0,000 - -

4 - - 0,006 0,000 - -

5 - - 0,013 0,000 - -

6 0,354 0,500 0,292 0,333 0,381 0,000

7 - - 0,045 0,000 0,088 0,333

8 0,031 0,000 0,197 0,167 0,133 0,000

9 0,063 0,000 0,123 0,167 0,067 0,167

10 0,270 0,500 0,033 0,056 0,096 0,167

11 0,063 0,000 0,064 0,000 0,149 0,000

12 0,031 0,000 0,025 0,000 0,053 0,167

13 - - 0,126 0,167 0,000 0,167

14 0,188 0,000 0,063 0,056 - -

15 - - - - 0,017 0,000

19 - - 0,000 0,056 - -

20 - - 0,045 6 13,1* - - 0,005 12 18,6 0,017 0,000 0,088 9 102,0
CAl61 2 0,969 1,000 1,000 1,000 1,000 0,833

5 0,031 0,000 - - 0,000 0,167

6 - - 0,091 1 2,19 - - 0,000 O - - - 0,016 1 1,01

86
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As estimativas de taxa de cruzamento multiloco (7, ) foram proximas da unidade

em quase todas as familias, indicando que S. [/ycocarpum reproduz-se

predominantemente por cruzamentos. Apesar da variacao entre familias, observa-se

que naquelas em que o valor de 7 foi inferior a 0,80, os erros-padrdo foram elevados
(Tabela 19). As menores estimativas individuais foram observadas na populacao A,
tanto que a estimativa média de taxa de cruzamento multiloco (7, ) foi 0,768 (+0,053)
e uniloco (z,) foi 0,753 (+0,044) (Tabela 20). Acredita-se que esta diferenca deva-se

principalmente a amostragem, que foi muito reduzida na populacdo A (24 progénies em

duas matrizes).

Tabela 19. Taxa individual de cruzamento multiloco por progénie

Matrizes  Progénies ‘i Matrizes  Progénies {

Fam Al 17 0,826 (0,137) Fam B8 08 0,984 (0,002)
Fam A4 07 0,722 (0,178) Fam B9 18 0,897 (0,109)
Fam B1 40 1,000 (0,000) Fam B10 06 0,996 (0,005)
Fam B2 07 0,968 (0,038) Fam B12 25 0,772 (0,184)
Fam B5 11 0,989 (0,019) Fam C1 29 0,970 (0,045)
Fam B6 31 1,000 (0,000) Fam C3 28 0,840 (0,097)
Fam B7 08 0,983 (0,009) Fam C5 07 1,000 (0,000)

() Erro padrdo da média, obtido por 500 reamostragens “bootstrap” dentro de familias

As populagOes B e C apresentaram estimativas médias de taxa de cruzamento
multiloco superiores ao observado na populacao A (Tabela 20). De modo geral, todos
os parametros de sistema de reproducao para as populagdes B e C foram semelhantes.

As estimativas médias de taxa de cruzamento multiloco (7,) e uniloco (7,)
praticamente ndo diferiram entre si nas trés populacdes, o que mostra que os
cruzamentos entre parentes (7, —f ) ndo sdo comuns. As correlagdes de paternidade

foram baixas. Para a populagdo B, por exemplo, apenas 9,8% das progénies sao

resultantes do mesmo parental masculino (7, =0,098).
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Com as correlacdes de paternidade, foi possivel obter o nimero médio de
arvores que participou como doadora de pdlen nos cruzamentos. Nas populacdes B e C
esse numero foi superior a 10. Na populacdo A, o nimero médio de doadores de pdlen
foi excessivamente elevado (47,62), quase o correspondente ao tamanho amostral da
populacao adulta (Tabela 20). Esse valor é irreal, sendo um viés da estimativa
decorrente do reduzido tamanho amostral.

Tabela 20. Estimativas de paréametros do sistema de reprodugao em trés populacdes de
S. lycocarpum

Populagdes
Familias (progénies)

A
02 (24)

B
09 (154)

C
03 (64)

Taxa de cruzamento multiloco (7, )
Taxa de cruzamento uniloco (tAs)

Taxa de cruzamento biparental (7, —7,)
Correlagdo de paternidade (7, )
Correlagdo de autofecundagdo ( 7. )

N® médio de doadores de polen (1/ 7, )
Proporcao de irmaos de autofecundacao
(P, =35)

Proporcao de irmaos-completos
(Pe=1,F)

Proporcao de meios-irmaos

(P, =i,0-7))

fndice de fixacdo nos adultos (ﬁ )

fndice de fixacdo nas progénies (ﬁp)

0,768 (0,053)
0,753 (0,044)
0,014 (0,010)
0,021 (0,001)
0,009 (0,001)
47,62
23,20%

1,61%

75,19%

0,214

[0,000 a 0,814]

-0,098

1,000 (0,003)
0,969 (0,021)
0,031 (0,020)
0,098 (0,017)
0,107 (0,001)
10,20
0,00%

9,80%

90,20%

-0,006

[-0,067 a 0,052]

-0,036

0,956 (0,026)
0,920 (0,047)
0,036 (0,022)
0,087 (0,024)
0,054 (0,005)
11,49
4,40%

8,32%

87,28%

0,077

[-0,094 a 0,170]

-0,062

[-0,240 2 0,003] [-0,058 a 0,092] [-0,156 a 0,008]

[ ] Intervalo de confianga a 99% de probabilidade, obtido por 10.000 reamostragens “bootstrap”
sobre locos
() Erro padrdo da média, obtido por 500 reamostragens “bootstrap” sobre familias

Com as estimativas de 7, e 7, foi possivel calcular as proporgbes de irmdos de

autofecundacdo, irmaos completos e meios-irmdos nas progénies (Tabela 20). Essas
proporcdes constituem-se em representacdes mais visualizaveis das observagoes

discutidas anteriormente. As proporcdes de meios-irmaos foram de cerca de 90% nas
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populacdes B e C e, como conseqiiéncia das reduzidas correlagbes de paternidade, a
proporcao de irmaos completos foi de cerca de 10%. As autofecundacdes também
foram insignificantes nessas duas populacdes. Os indices de fixacdo em adultos e em
progénies sao estaticamente ndo diferentes de zero nas trés populacdes e corroboram
as probabilidades exatas do teste de EHW.

4.14 Estimadores para estratégias de conservacao

4.14.1 Area minima viavel para conservacao in situ

Como em geral os niveis de endogamia foram muito reduzidos, com excecdo do
observado na populagao A, o tamanho efetivo populacional (1\76) foi muito préximo ao

tamanho amostral (Tabela 21). Com base na densidade populacional estimada para
cada populacdo foi possivel calcular a area necessaria para reter um tamanho efetivo
de 500. De modo geral, como o tamanho efetivo foi praticamente semelhante ao
tamanho amostral, o tamanho estimado de reserva genética foi cerca de 10 vezes

maior que a area amostrada nesse estudo. Ao considerar o N =1000 para

e(ref)
conservagao em longo prazo, a area minima viavel deve ser o praticamente o dobro da

area necessaria para reter o tamanho efetivo de 500.

Tabela 21. Estimativas populacionais para conservacao /in sitv: n = tamanho amostral;

N = Tamanho efetivo populacional; d = densidade populacional em

e

plantas por ha; AE = area estimada de cada fragmento; AMVsy, = area

necessaria para reter N, =500
Populagdo n f N, d AE (ha)  AMVsy (ha)
58 0,214 47,77 3,92 500 159,11
B 60 -0,006 60,36 4,83 50 102,90
C 60 0,077 55,71 12,2 50 44,14
D 55,33 0,083 55,24 2,50 217 200,32
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4.14.2 Namero de populacoes a serem conservadas

De acordo com o demonstrado por Vencovsky & Crossa (1999), é possivel
determinar o numero de populacdes que devem ser conservadas para reter um
tamanho efetivo de 500. Como S. /ycocarpum é uma espécie que esta presente em
elevada densidade nas regides adjacentes as areas de coleta das populagbes naturais,
ocupando praticamente toda a extensdo da area de estudo, pode-se considerar o

numero de populagles na regido como infinito. Dessa forma, o nimero de populagoes
que devem ser conservadas é dependente apenas do valor do 6,, ou seja, da
divergéncia genetica entre as populagoes (N, = S/ (2x6,) em que S € o numero de

populacodes) . Aplicando-se a eq. (13) (item 3.5.12.2), na escala geografica de estudo,
cerca de 54 populagbes de S. /ycocarpum devem ser conservadas para reter um
tamanho efetivo de 500.

4.14.3 Numero de matrizes para coleta de sementes

A partir do coeficiente de parentesco (7,,) calculado para as progénies (Tabela

21), obteve-se o0 coeficiente de coancestralidade (é). As estimativas de

coancestralidade dentro de progénies apresentaram valores proximos ao esperado em

progénies de meios-irmaos (é = 0,125), especialmente nas populagdes B (é = 0,137)

eC (é = 0,138), em que a proporcao de meios irmaos foi de cerca de 90% (Tabela

20). Essas estimativas de coancestralidade, obtidas a partir do coeficiente de
parentesco com uso da eq. 9 (item 3.5.11) foram semelhantes as estimativas obtidas a
partir do método proposto por Lynch & Ritland (1999), apresentadas na Tabela 12
(item 4.8). A semelhanca entre as estimativas mostra que ambos os procedimentos dao

resultados confiaveis.
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Com a estimativa de tamanho efetivo de variancia (Ne(v)) obtida pela eq. 14

(item 3.5.12.3), calculou-se o nimero minimo de matrizes que devem ser consideradas
na coleta de sementes para conservacao ex situ. Desejando-se a manutencao da
variabilidade genética em curto prazo, em média deve-se coletar sementes de 30 a 40
matrizes para manter um tamanho efetivo de 100 (41, 34 e 29 matrizes para as
populacdes A, B e C, respectivamente). Se o interesse é a conservacao em longo prazo,
€ necessario coletar sementes de 205, 166 e 144 matrizes das populacdes A, B e C
para manter um tamanho efetivo de 500 (Tabela 22).

Tabela 22. NUmero minimo de matrizes S. /ycocarpum para coleta de sementes obtido
com os dados das progénies

Populagdes A B C
Familias (progénies) 02 (24) 09 (154) 03 (64)
Coeficiente de parentesco (fxy) 0,383 0,274 0,277
Coancestralidade dentro de progénies (é ) 0,192 0,137 0,138
Tamanho efetivo de variancia (Ne(v) ) 2,44 3,01 3,48
N° de matrizes para reter o ]\A7€ =100 (m) 41 34 29
N° de matrizes para reter o ]\A7€ =500 (m) 205 166 144

Como ja discutido no capitulo de autocorrelacdo espacial dos gendtipos, deve-se
coletar sementes de plantas situadas a mais de 50 m umas das outras, para que a
amostragem de gendtipos parentes seja evitada. Como sugerido por Vencovsky (1987),
deve-se coletar mesmo nimero de sementes por matriz (controle gamético feminino)

para a maximizacao do tamanho efetivo.



5 DISCUSSAO
5.1 Amplificacao heterdloga

O polimorfismo nos marcadores nucleares foi baixo, resultando em estimativas

de diversidade genética inferiores as esperadas para o tipo de marcador molecular
utilizado. O nimero médio de alelos por loco foi A= 3,88 (£0,15) e a diversidade
génica foi ﬁe = 0,330 (£0,013). O mesmo pode ser observado em um estudo realizado

com outra espécie frutifera do Cerrado, Eugenia dysenterica, o qual avaliou a
diversidade genética com uso de sete locos microssatélites desenvolvidos para

Eucalyptus sp. No estudo com E. dysenterica (Zucchi et al., 2003), as estimativas de

diversidade génica foram superiores (ﬁe =0,458) ao observado em S. /ycocarpum,

ainda que o nimero médio de alelos por loco (A =3,12) tenha sido semelhante. Por
outro lado, em um estudo com Caryocar brasiliense com iniciadores microssatélites

desenvolvidos para a propria espécie (Collevatti et al., 2001b), a diversidade génica
(ﬁe =0,856) e o nimero médio de alelos por loco (A=10,6) foram semelhantes ao

esperado em estudos com marcadores microssatélites.

Embora alguns locos ja apresentassem pequeno numero de alelos em
Capsicum spp, acredita-se que o baixo polimorfismo em S. /ycocarpum seja devido ao
fato desses iniciadores terem sido desenvolvidos para outro género (Capsicum).
Estudos comparativos entre locos microssatélites homdlogos em diferentes espécies
mostram que tanto o polimorfismo, quanto o tamanho dos alelos tendem a ser maiores
na espécie em que os locos foram primeiramente caracterizados (espécie focal) (Jarne
& Lagoda, 1996).
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Ainda que ndo haja um consenso para explicacdo dessas tendéncias, algumas
hipdteses foram levantadas. A primeira explicagao esta relacionada a ndo aleatoriedade
durante a selecdo de locos para as espécies focais. Durante a caracterizacdo dos locos,
busca-se escolher justamente aqueles com alelos maiores e maior polimorfismo, o que
demonstra que o esforco amostral na deteccdo do polimorfismo € maior na espécie
focal (Chambers & MacAvoy, 2000). A segunda explicacdo é a distancia filogenética
entre as espécies. Geralmente, o sucesso na amplificacdo heterdloga é inversamente
proporcional ao tempo de separacao filogenética das duas espécies. O acumulo de
mutacOes nas regides que flanqueiam os microssatélites na espécie nao-focal pode
resultar tanto na falha de amplificacdo heteroléga como na auséncia de polimorfismo,
nesse caso, decorrente da fixacdo de alelos nulos (Chambers & MacAvoy, 2000). E
denominado alelo nulo a falha de amplificagdo de um dos alelos devido a ocorréncia de
mutacdao na seqiéncia iniciadora do loco. Alelos nulos tém sido encontrados em mais
de 25% dos locos de microssatélites, chegando a atingir freqiiéncias superiores a 15%
(Jarne & Lagoda, 1996). A ocorréncia de alelos nulos foi apontada como a principal
responsavel pela deteccao erronea de quantidade maior de gendtipos homozigoticos
em populagOes avaliadas por locos microssatélites (Aldrich et al., 1998; White et al.,
1999).

Em um estudo com populacdes de espécies arbodreas, Aldrich et al. (1998)
constataram que o déficit de gendtipos heterozigéticos era tipicamente maior nos locos
de microssatélites com maior polimorfismo. A maior taxa de mutagdo nesses locos
resulta tanto em maior polimorfismo, como na maior freqiéncia de alelos nulos.
Observou-se no presente estudo que o loco que apresentou o maior nimero de alelos
(CA158) também mostrou desvios mais expressivos das proporcdes esperadas pelo
EHW. Além da ocorréncia de alelos nulos, a dificuldade na distincdo de alelos que sdo
muito préximos em tamanho e a confusdo entre um alelo e seu “sttuter” podem
resultar em erro na interpretacdo dos gendtipos microssatélites (Aldrich et al., 1998).
Conclusdes a respeito da diversidade genética e da endogamia em populagbes
estudadas com iniciadores desenvolvidos para outras espécies devem ser tomadas com
cautela, assim como a comparacao entre espécies e com estudos desenvolvidos com

outros marcadores.
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Tanto o indice de fixagao ( f ) como o teste de EHW medem a proporcao de

genodtipos heterozigéticos em relagdo ao esperado pelas proporcdes de Hardy-
Weinberg. Estimativas elevadas de indice de fixacdo geralmente sao interpretadas
como decorrentes da endogamia na populacdo. Porém, como ja discutido
anteriormente, o déficit de gendtipos heterozigéticos pode ser devido a presenca de
alelos nulos e a erros na interpretacdo dos gendtipos. O estudo de determinacao do
sistema de reproducdo de S. /ycocarpum demonstrou que a espécie reproduz-se
predominantemente por cruzamento e que as autofecundagdes e os cruzamentos entre

parentes ndo ocorrem com freqiiéncia significativa. Logo, é possivel concluir que a
ocorréncia de alelos nulos teve maior contribuicdo na estimativa do f do que a

endogamia.
5.2 Diversidade genética intrapopulacional

A hipdtese de diversidade genética elevada nas populacdes naturais de S.
lycocarpum (item 1.2 a) foi corroborada pelas estimativas de diversidade genética com
marcadores cloroplastidiais. Em média, foram detectadas 28,4 (£2,67) haplétipos nas
populacdes e a diversidade haplotipica média foi 0,947 (%0,012). Os locos
microssatélites nucleares, por outro lado, ndo puderam ser considerados para a
confirmacdo dessa hipdtese, devido aos problemas decorrentes da amplificacao
heterdloga citados anteriormente, e a variacdo entre locos, que resulta em estimativas
pouco consistentes.

Diferencas significativas nos niveis de diversidade genética entre as
populacOes naturais e as plantas da margem da estrada nao foram observadas,
diferentemente do esperado pela hipdtese proposta no inicio do trabalho (item 1.2 b).
Acredita-se que a colonizagdo das areas antrépicas por S. /ycocarpum ocorra
predominantemente por sementes, e que essas sao trazidas de diferentes populacdes
pelos agentes dispersores, quando defecam nas estradas. Logo, esperar-se-ia maior
diversidade genética nos individuos situados na margem da estrada em relacdo as

populacdes naturais. Constatou-se apenas uma tendéncia de menor diversidade
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genética na populagdo D, embora a diferenca ndo tenha sido significativa em
decorréncia dos amplos erros-padrao.

Nas populagdes em que o indice de fixacao foi nulo (B, C e D), observou-se
que os individuos espacialmente mais préximos (separados por até 50 m) eram
geneticamente semelhantes. A estruturacdo espacial estd associada principalmente as
caracteristicas do sistema de reproducao das espécies (Loveless & Hamrick, 1984), que
resultam em dispersao de genes restrita, tanto em decorréncia da pequena capacidade
de migracao de pdlen, como pela dispersdao de sementes a curtas distancias (Levin,
1981; Loveless & Hamrick, 1984). A curva de distribuicao do movimento do podlen é
geralmente leptocurtica, com a maior quantidade de pdlen sendo depositada a poucos
metros da fonte (Slatkin, 1985).

Em S. Jycocarpum, a ocorréncia de autocorrelacao espacial dos gendtipos
dentro das populacdes era esperada (item 1.2 c). A distribuicao espacial dos individuos
de S. /lycocarpum nas populagdes ndao é uniforme, ou seja, as plantas formam
agrupamentos de poucos individuos, que podem ser tanto resultantes da dispersao de
sementes restrita, em que as sementes germinam proximas a arvore-mde, como da
propagacao vegetativa. O comportamento de forrageio do principal agente polinizador
(Xylocopa) pode favorecer o cruzamento entre os individuos espacialmente proximos,
uma vez que a polinizacao é vibratil. A vibragao da abelha na flor provoca uma nuvem
de pdlen e a abelha visita todas as flores abertas proximas antes de voar para arbustos
mais distantes (Oliveira-Filho & Oliveira, 1988).

O aparente contra-senso entre presencga de autocorrelagao espacial e auséncia
de endogamia nas populagdes pode ser decorrente tanto da depressao por endogamia
como de mecanismos de auto-incompatibilidade. Em S. /ycocarpum, experimentos de
germinagao de graos de pdlen no estigma mostraram que o sucesso na formacao de
frutos so foi verificado a partir de flores hermafroditas e apds polinizagdo cruzada
(Oliveira-Filho & Oliveira, 1988). O estudo do sistema de reproducao de S. /ycocarpum
mostrou que a taxa de cruzamento foi elevada, corroborando a hipdtese considerada
no inicio deste estudo de que a espécie é predominantemente alégama (item 1.2 d). O
cruzamento entre parentes nao foi comum e a correlacao de paternidade foi muito

reduzida em comparacdo ao que tem sido observado em espécies arboreas de cerrado
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e de florestas. A caracterizagdo do sistema de reproducdao de S. /ycocarpum
demonstrou o que ja foi apresentado por Slatkin (1985): mesmo quando a dispersao de
polen aparenta ser altamente localizada, fluxo génico efetivo (que resulta em sementes
vidveis) pode estar ocorrendo em distancias maiores. Essa constatacao mostra que o
fluxo génico mediado por pdlen em S. /ycocarpum pode ser menos restrito do que se
imaginava (hipotese f - item 1.2) a partir das informacdes a respeito dos polinizadores.

A correlagdo de paternidade baixa (7,) mostra que os frutos sdo compostos por

sementes de multiplas origens, ou seja, os dvulos sdo fecundados por pdlen de
diferentes pais. Em um estudo com quatro populacdes de Caryocar brasiliense, uma

espécie do cerrado polinizada por morcegos, Collevatti et al. (2001a) obtiveram

estimativas de correlagdo de paternidade (?P =0,20) superiores ao obtido para S.

lycocarpum.

A biologia floral da espécie é outro fator que contribui para o grande nimero
de doadores de pdlen nos cruzamentos. S. /ycocarpum é uma espécie andromonoica,
sendo que na mesma arvore ha flores hermafroditas e funcionalmente masculinas (com
estigma atrofiado). A principal conseqiiéncia da condicdao andromondica é a maior
proporcao pdlen/dvulos. Ambos os tipos de flores, que permanecem abertas por cerca
de 24 horas, produzem quantidade elevada de pdlen viavel (Oliveira-Filho & Oliveira,
1988). Além disso, ainda que poucas flores estejam abertas ao mesmo tempo em cada
individuo, em toda a populacdo muitas flores abrem-se diariamente. Moura (2004)
detectou em uma populacdo em Morrinhos (GO) que cerca de 75% das plantas
apresentavam flores abertas e variacao de 4,47 a 8,23 flores abertas por planta.

Assim como o fluxo génico mediado por podlen, a dispersao de sementes é
produto do habito de forrageamento de animais dispersores. A constatacdo de que as
populacdes naturais de S. /ycocarpum foram fundadas por multiplas linhagens maternas
e a eficiéncia na colonizacdo de novos ambientes mostram que S. /ycocarpum
apresenta mecanismos eficientes de dispersdo de sementes a longas distancias.
Entretanto, a autocorrelagdo espacial indica que plantulas podem estar regenerando
proximas a arvore-mae. Os frutos de S. /ycocarpum completam o amadurecimento apds

cairem ao chdo. Aqueles que nao sao consumidos pela fauna permanecem sob a copa
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da arvore. Em geral, as sementes de frutos nao dispersos tornam-se invidveis, seja
devido a contaminacdo por fungos (Pinto, 1998) ou a predacdo por besouros e
roedores (Rodrigues, 2002). No entanto, sabe-se que as formigas salvas atuam
significativamente na dispersdo secundaria. Elas carregam as sementes tanto de frutos
caidos no chdo, como de fezes de animais e as carregam para o sauveiro. Apds a
retirada da polpa das sementes, cerca de 40% sao descartadas no refugo do sauveiro
(Courtenay, 1994). A capacidade de carregamento das formigas, todavia, € restrita,
uma vez que a distancia de migracao é de apenas dois a cinco metros (Pinto, 1998).
Como conseqiiéncia, individuos espacialmente mais préximos na populacdo podem ser
filhos da mesma mae.

E muito comum observar individuos de S. /lycocarpum sobre sauveiros, tanto
por causa do comportamento das salvas como pelo fato do lobo-guara — principal
consumidor do fruto e agente dispersor das sementes — preferir defecar em locais altos
COMO sauveiros e cupinzeiros. A associagao entre S. /ycocarpum e formigas saulvas é
tdo marcante em algumas regides que diversos estudos abordando especificamente
essa associacao ja foram conduzidos (Courtenay, 1994; Martins & Motta-Junior, 2000;
Pinto, 1998).

O gado também se alimenta freqlientemente de frutos de S. /ycocarpum e
dispersa suas sementes. Devido a proximidade das populacdes coletadas a pastagens e
ao livre transito desses animais, acredita-se que o gado contribua significativamente
para a dispersao de sementes nas populacdes estudadas. Como o transito desses
animais € restrito a area do pasto, estes dispersam as sementes apenas dentro das
populacdes e nos pastos adjacentes e podem estar contribuindo para a ocorréncia
correlagdo espacial de gendtipos. Vestigio de transito atual de gado foi observado na
populagao B.

A ocorréncia de propagacao vegetativa por raizes e rizomas também deve ser
considerada para a espécie. Esse processo ja foi detectado em outras espécies do
Cerrado (Rizzini & Heringer, 1962), e pode ser considerado uma estratégia de
regeneracao apdés a ocorréncia de fogo, fendbmeno muito comum nesse bioma
(Hoffman, 1998). A propagacao vegetativa por raiz em S. /ycocarpum nao foi avaliada

neste estudo e também ndo se encontrou trabalho publicado sobre o assunto. Todavia,
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sabe-se que a suas raizes s3o profundas (Grotta® citado por Elias et al., 2003) e que a
brotacdo apos corte raso é freqliente (observacdo pessoal). Dessa forma, uma planta
com parte aérea pequena pode possuir um sistema radicular bem desenvolvido e
individuos espacialmente préximos podem se constituir em rebrotas de uma mesma
raiz. Individuos de pequeno porte (com cerca de 30 cm de altura), apresentando flores
e frutos sao comumente observados em ambientes com vegetacao de cerrado alterado
(observacao pessoal), sugerindo propagacao vegetativa.

O agrupamento dos pares de individuos que compartilham gendtipos
nucleares e cloroplastidiais idénticos (grupo ID) mostrou que uma porcentagem muita
pequena das plantas (0,17 a 1,23%) podem ser consideradas clones. Essas
porcentagens indicam que a propagacdo vegetativa nao é tdo freqiente em S,
lycocarpum como se supunha pela hipdtese c (item 1.2). No entanto, embora a
porcentagem de individuos clones tenha sido baixa em todas as populacdes, a variacao
entre as populacdes foi elevada. A porcentagem de clones foi cerca de sete vezes maior
na populacao D, em relagdo ao observado nas demais populagdes. Essa variacao entre
as populagbes indica o potencial da espécie de se propagar vegetativamente. Vale
ressaltar que o agrupamento dos pares de individuos idénticos foi realizado com a
utilizacdo de numero pequeno de locos microssatélites, e estes eram pouco
polimérficos. ConclusGes mais consistentes da importancia da propagacao vegetativa
em populacoes de S. /ycocarpum serao possiveis quando for utilizado maior nimero de
locos.

Estudos tedricos e simulacdes (Epperson, 1990; Epperson, 1995; Wright,
1943) demonstram que, sob condicoes de fluxo génico restrito, as populacdes
desenvolvem estruturagao espacial de gendtipos, com correlacao positiva que declina
com a distancia. No entanto, a autocorrelacao espacial em populacdes naturais
geralmente é fraca e/ou inconsistente (Heywood, 1991; Smouse & Peakall, 1999).
Constatou-se na populagao D uma forte autocorrelacao espacial na primeira classe de

distancia (7 =0,25), com valor semelhante ao parentesco esperado para meios-irmaos.

3 Grotta, A.S. Contribuicdo a sistemética de S. /ycocarpum St. Hil. Tese de Livre Docéncia.
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo. 1964.
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A primeira explicacao para esse resultado é que o fluxo génico pode ser mais
restrito nessa populacdo do que nas demais. A tendéncia de menor diversidade
genética com os marcadores nucleares, associada ao menor nimero de haplétipos,
indicam que essa populacdo pode ter sido fundada por menor variedade de sementes
(linhagens maternas). Provavelmente, o transito de fauna consumidora de frutos é
menos freqliente nessa populacdo, resultando tanto na menor colonizacao por
sementes trazidas de outras areas, como na restricdo espacial da dispersdao das
sementes produzidas na populacao.

Uma outra hipdtese é que a populacao D apresenta origem mais recente que
as outras populacoes. A presenca de locos nucleares em desequilibrio genotipico e de
pares de locos cloroplastidiais que ndo mostram associacao sdo indicios de que a
populacao pode ser nova e talvez nao tenha atingido o equilibrio (Hartl & Clark, 1997).
Essa populacao pode ter sido fundada ha poucas geracdes ou pode ter passado por
alguma alteragao, tais como desmatamento ou queimada, resultando no efeito de
gargalo genético e perda de diversidade genética. InformagGes de moradores locais
indicam que, pelo menos nos ultimos 70 anos, a area em que foi coletada a populacao
D nao sofreu desmatamento. SimulagGes sobre o efeito da restricao de fluxo génico
mostram que a autocorrelacdo espacial é alta em populacdes recentes, mas que
decresce a uma taxa constante nas geragoes subsequientes (Epperson, 1990).

Nas populacoes naturais A, B e C e nas plantas na margem da estrada, a
coancestralidade foi praticamente nula, inclusive nos pares de individuos que
compartilham gendtipos cloroplastidiais idénticos (grupo LM). Contrariamente, a
populacao D apresentou estimativa de coancestralidade nesse grupo semelhante ao
esperado para meios-irmados (7=0,18). Em uma situacdo hipotética, em populagbes
sob panmixia, auséncia de endogamia e sem sobreposicdo de geragbes, o valor da
coancestralidade cai a metade em cada geracdo. Enquanto a coancestralidade entre

mde e filha é 1/4=0,250 e entre meias-irmds é 1/8=0,125, a coancestralidade

esperada entre plantas com o mesmo ancestral materno, mas separadas por trés

geragdes é de 1/32=0,0312 e, se estiverem separadas por quatro geragdes, a

coancestralidade é 1/64 = 0,0156. O valor da coancestralidade observado na populagdo
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D pode indicar que nao ha sobreposicdo de geracdes, corroborando a hipétese de
colonizacao recente. Acredita-se que a maior proporcao de individuos pertencentes a
uma mesma geracao e a restricdo do fluxo génico por sementes nessa populagao sejam
dois fatores que, atuando em conjunto, contribuiram para a coancestralidade e para a
forte autocorrelagao espacial na populacdo D. Nesse caso, ha muitos agrupamentos de
individuos observados na populacdo que, provavelmente, sdo irmaos maternos e, por
isso, a coancestralidade entre elas é proxima de 0,125. Essa hipotese é corroborada
pela observacdo a campo de que ha muitos agrupamentos de S. /ycocarpum formados
por uma planta reprodutiva de grande porte e com muitas plantas menores ao redor.

O terceiro fator que pode ter ocorrido concomitantemente aos ja citados é a
diferenca de sucesso reprodutivo entre as plantas. Um numero pequeno de maes
contribuiu (e continua contribuindo) com maior nimero de descendentes na populacao.
Essa hipotese é corroborada pelo menor nimero de hapldtipos observados nessa

populagao.
5.3 Estrutura genética

A divergéncia genética entre populagOes e os baixos niveis de endogamia sao
condizentes com as caracteristicas ecoldgicas da espécie. A ocorréncia de individuos de
S. lycocarpum nas margens das estradas e a regeneracao em pastos sao fatores que
atenuam os efeitos da deriva genética e favorecem o fluxo génico. A divergéncia
genética entre as populagdes geograficamente mais proximas (A, B e C) ndo diferiu
estatisticamente de zero, o que indica que, antes da vegetacao nativa da regiao ser
fragmentada, essas trés populacdes constituiam uma Unica populagdo panmitica.
Devido a descontinuidade atual de vegetacao entre as mesmas, pode-se considera-las
atualmente como subpopulagoes.

A diferenciacdo genética entre populacdes estimada com marcadores

cloroplastidiais (épc =0,042) foi ligeiramente menor que a obtida para marcadores

nucleares (ép =0,054). A baixa divergéncia entre as populagbes confirma a hipdtese de

que a maior proporcao da diversidade genética encontra-se dentro de populacdes (item
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1.2 e). Em um estudo recente de revisao, Petit et al. (2005) observaram que de 93
espécies angiospermas e gimnospermas, apenas em trés a diferenciagao genética com
marcadores de heranga materna foi inferior a diferenciagdo medida com marcadores
nucleares. De acordo com os mesmos autores, o valor médio da diferenciacao genética
obtida com marcadores cloroplastidiais foi de 0,637 (£0,002), em 124 espécies de
angiospermas, enquanto que, para marcadores nucleares, foi de 0,184 (£0,002), em
77 espécies de angiospermas. A comparacao desses resultados com o presente estudo
deve ser cautelosa. Isso porque os resultados mostrados na revisao de Petit et al.
(2005) basearam-se em estudos realizados em maior escala geografica, englobando, na
maioria das vezes, a area de distribuicdo da espécie estudada e, devido as maiores
distancias geograficas, sao esperados valores mais elevados de divergéncia genética.

Considerando-se a diferenca no tamanho efetivo de genomas hapldides e
dipldides, esperar-se-ia maior diferenciacdo populacional para marcadores
cloroplastidiais do que nucleares. Como o genoma cloroplastidial é hapléide, herdado
uniparentalmente e sem recombinagdo, assume-se que o tamanho efetivo desse
genoma € menor e, portanto, mais sensivel aos efeitos da deriva genética do que o
genoma nuclear (Birky et al., 1989). Como conseqiiéncia, o nivel de diferenciacao
populacional no equilibrio € maior para marcadores cloroplastidiais (Petit et al., 1993).

Além do tamanho efetivo do genoma, a diferenciacdo populacional obtida com
marcadores nucleares e cloroplastidiais depende também das taxas de migracdo de
polen e sementes, da taxa de cruzamento e do modo de heranca das organelas
(Hamilton & Miller, 2002; Petit et al., 1993). Com a ocorréncia de autofecundacado, os
genes nucleares dispersam apenas via sementes, l0go, em espécies com sistema misto
de reproducao, a dispersdo média de genes nucleares via pdlen é reduzida por um fator
igual a taxa de autofecundacao (Hamilton & Miller, 2002).

A ocorréncia de transmissdo paterna do cloroplasto tem um efeito significativo
no nivel de diferenciacao populacional medida com marcadores cloroplastidiais, uma
vez que possibilita a dispersdao desses genes via polen. Mesmo uma reduzida taxa de
transmissao paterna do cloroplasto resulta em queda significativa na diferenciacao

populacional obtida com esses marcadores. A menor diferenciacdo € ainda mais
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acentuada se a taxa de migracao de pdlen é muito superior a de sementes (Petit et al.,
1993).

Como em S. lycocarpum a ocorréncia de autofecundacdo e a transmissao
paterna do cloroplasto sdao minimas, pode-se inferir que, tanto a reduzida divergéncia
entre populagdes estimada com marcadores cloroplastidiais, quanto a semelhanga com
a divergéncia obtida com marcadores nucleares devem-se a contribuicdo significativa
da migragdo de sementes no fluxo génico total.

A contribuicdo significativa da dispersao de sementes no fluxo génico total,
detectada no presente estudo, é semelhante ao observado para outras espécies que
combinam polinizacdao por insetos e dispersao de sementes por endozoocoria e
apresentam uma dinamica de extingao/recolonizacdo (Raspe et al., 2000). Oddou-
Muratorio et al. (2001) discutem que esta combinacao de caracteristicas de histéria de
vida resulta em niveis menores de diferenciacdo entre populacdes, especialmente para
marcadores de heranca materna, devido a ocorréncia de eventos de colonizacdo por
multiplas fundagdes.

Acredita-se que a contribuicdo do fluxo génico por sementes em S.

lycocarpum é ainda maior que o estimado (mp/mx =1,22). Isso porque o método

proposto por Ennos (1994) pressupde que o tamanho efetivo de plantas masculinas e
femininas na populacdo é semelhante. Embora S. /ycocarpum seja hermafrodita, devido
a andromonoicia, o numero de flores masculinas € superior ao de femininas. Logo,
funcionalmente, o tamanho efetivo masculino é maior que o feminino. Em um estudo
realizado com a espécie androdidica, Sorbus terminalis, Oddou-Muratorio et al. (2001)

obtiveram razdo de fluxo génico m, /m =2,21. Contudo, apds quantificarem a

proporcao de plantas masculinas e hermafroditas nas populagdes, os autores re-
estimaram a razdo de fluxo génico com uma corregdo dos tamanhos efetivos e
obtiveram um valor de 1,18.

A proporgao de flores funcionalmente masculinas e hermafroditas em S.
lycocarpum é muito variavel, tanto entre inflorescéncias de uma mesma planta, quanto
entre diferentes plantas da populagdo. Em um estudo realizado em Minas Gerais, a

proporcao de flores masculinas variou entre 20 a 75% (Oliveira-Filho & Oliveira, 1988).
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Como a variacao na proporcao de flores masculinas foi consideravel, e os autores nao
consideraram a variacdao temporal (realizaram apenas uma medicdo), torna-se dificil
calcular uma correcao de tamanho efetivo para S. lycocarpum.

A eficiéncia da dispersdo de sementes de S. /ycocarpum mostrou-se mais
significativa a longas distancias, corroborando a hipdtese inicial desse trabalho (item
1.2 f). Como pode ser verificado pela comparacado do fluxo de sementes entre pares de
populacdes, o fluxo génico via semente assume maior contribuicdo relativa quando sao
comparadas as populacdes mais distantes geograficamente. A dispersao de sementes é
por endozoocoria e os frutos carnosos sao procurados por diversos animais do cerrado,
especialmente mamiferos como o cachorro-do-mato (Dusicyon thous), a raposa-do-
campo (Lycalopex vetulus), o lobo-guara (Chrysocyon brachyurus) e a anta (7apirus
terrestris). A observacao de que as populagbes naturais e os ambientes alterados
(margem da estrada) foram colonizados por sementes de diversas linhagens demonstra
a eficiéncia dos agentes dispersores na efetivacdo do fluxo génico por sementes.

O fato de os principais mamiferos dispersores de sementes de S. /ycocarpum
apresentarem areas de vida varidveis indica que os mesmos contribuem para a
dispersdo de sementes em escalas geograficas distintas. A raposa-do-campo, por
exemplo, apresenta area de vida entre dois e quatro km? e o cachorro-do-mato
apresenta area de vida entre 0,5 e 22 km? (Rodrigues®, 2002). A capacidade de tréansito
desses canideos é mais restrita que a do lobo-guard que, por apresentar habitos
cursoriais e ampla area de vida, que varia de 30 (Dietz, 1984) a 105 km? (Rodrigues,
2002), pode ser considerado o principal dispersor de sementes de S. /ycocarpum a
longas distancias. A anta também pode ser considerada um agente dispersor a longas
distdncias por possuir areas de vida de mais de 100 Km®. Entretanto, essas nem
sempre defecam em ambientes apropriados para a germinacdo da semente’® de S.
lycocarpum. Considerando o local de deposicao das sementes, os trés canideos
supracitados contribuem para a colonizacao de novos ambientes, uma vez que defecam
em locais abertos e iluminados como sauveiros e margens de estradas, em que a

planta estabelece-se plenamente.

* O autor cita diversos trabalhos que estimaram a area de vida desses animais e apresenta os
valores maximos e minimos de area de vida
> Jodo Dagoberto dos Santos (ESALQ-USP). Comunicag3o pessoal
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Diversas razbes fazem com que o lobo-guara seja considerado o principal
dispersor de sementes de S. /ycocarpum. O lobo consome o fruto o ano inteiro, mesmo
quando este é mais escasso (Dietz, 1984; Motta-Junior et al. 1996), ingere grande
quantidade de frutos em cada refeicao (Rodrigues, 2002), a quantidade de sementes
danificadas na mastigacdo é pequena (Motta-Junior & Martins, 2002), ele defeca
sementes vidveis, com elevada taxa de germinagao (Courtenay, 1994; Lombardi &
Motta-Junior, 2003; Motta-Junior & Martins, 2002; Pinto, 1998; Rodrigues, 2002,
Santos et al., 2003) e defeca em ambientes em que a planta ocorre com freqiiéncia,
como sauveiros e margens de estrada (Dietz, 1984; Santos et al., 2003).

Os testes de maternidade com os individuos de S. /ycocarpum que
colonizaram a margem da estrada mostraram que, embora as distancias de migracao
tenham sido variaveis (770 metros a 42,65 km), a distancia média de migracdao da
semente foi de cerca de 20,26 km. Foram observadas, também, distancias de dispersao
de sementes superiores a 40 km. Todavia, devido a baixa consisténcia dos locos
utilizados nas inferéncias de maternidade e a presenca de muitos individuos de S.
lycocarpum adjacentes as populagdes naturais que nao foram amostrados, € um pouco
precipitado afirmar que o fluxo génico via sementes alcance essas distancias. Embora o
lobo-guara, principal dispersor de sementes de S. /ycocarpum a longas distancias,
apresente areas de vida superiores a 100 km?, a capacidade de caminhada é de cerca
de 20 km por noite (Carvalho, 1976). De acordo com Barboza et al. (1994), o tempo
médio de passagem do alimento pelo sistema digestdrio é de aproximadamente 20 a
30 minutos. Todavia, o tempo de digestao pode variar de acordo com o tipo de
alimento que é ingerido. Wahaj et al. (1998) afirmam que os glicoalcaldides presentes
em frutos maduros de solanaceas tém um efeito laxativo e podem acelerar o tempo
passado pela semente no sistema digestorio dos frugivoros. Vale destacar que a
distancia média de migracdo de sementes (20,26 km) foi similar a distancia que o lobo-
guara percorre em uma noite (20 km, de acordo com Carvalho, 1976).

A contribuicdo relativa da migragao de pdlen e sementes foi dependente da
escala de estudo. Como S. /ycocarpum é uma espécie generalista, em que a dispersao
de sementes é realizada por animais com diferentes habitos de forrageamento e

capacidades de movimentacao distintas, pode-se verificar que diversos mecanismos
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contribuem para o modo predominante de fluxo génico em cada escala espacial. Em
escala micro-espacial dentro das populagGes, uma parte significativa da dispersao de
sementes é restrita e a principal contribuicdo é da dispersao por formigas, gado e
pequenos animais de circulacao limitada. Em escala intermediaria (dentro das
populacdes e entre populagdes préximas), a polinizacao tem contribuicdo significativa
no fluxo génico total. Em escala geogréfica de intermediaria a ampla a contribuicdo da
dispersao de sementes por animais assume uma maior importancia relativa, permitindo

a colonizacao de novos ambientes.

5.4 Indicadores para conservacao genética

A ocorréncia de S. /lycocarpum em ambientes alterados, em densidade cerca
de 10 vezes maior a observada em vegetacao preservada (Courtenay, 1994), poderia
demonstrar que a fragmentagao da vegetacao natural do cerrado ainda nao ameaga a
sobrevivéncia da espécie e esteja até a beneficiando. Isso porque, atualmente, a
presenca expressiva de individuos da espécie em ambientes alterados resulta em uma
expansao do tamanho efetivo das populacdes. Porém, no que se refere a conservagao
da espécie em longo prazo, duas observacoes devem ser consideradas.

Em primeiro lugar, as areas com espécies nativas — tanto em cerrado
preservado como em ambientes alterados — tém sido convertidas em monoculturas em
uma taxa de, aproximadamente, 1,5% ao ano (Machado et al., 2004). O asfaltamento
de rodovias e a supressao da vegetagao nas margens também devem ser considerados.
O fato de apenas cerca de 1,5% da vegetacao do cerrado estar protegida em Unidades
de Conservacdao (Ratter et al., 1997) torna as espécies do cerrado ainda mais
vulneraveis. Considerando apenas a area de abrangéncia do presente estudo, o nimero
de populagOes necessarias para reter um tamanho efetivo de pelo menos 500
individuos é de 54. Prudentemente, devido as razoes supracitadas, essa estimativa foi
calculada sem considerar as populacdes antropicas.

Em segundo lugar, a conservagao de S. /ycocarpum nao deve ser considerada
de maneira isolada, e o que deve ser planejado é a conservacao do bioma que a

espécie faz parte. Isso porque a espécie € polinizada e dispersa por animais, logo, a
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variabilidade genética e a maneira como esta esta estruturada entre em dentro de
populacdes é conseqiliéncia das interacdes com os animais. As abelhas polinizadoras
podem ser muito afetadas pelos agrotdxicos pulverizados nas plantagdes adjacentes
aos fragmentos de cerrado, resultando em uma diminuicao na producao de frutos. Os
mamiferos dispersores de sementes também tém sido muito ameacados pela
fragmentacao, em especial devido a ampla area de vida que apresentam. S.
lycocarpum constitui importante fonte de alimento para diversos animais do Cerrado,
especialmente durante a estacdo seca quando a producao dos outros frutos é escassa.

S. lycocarpum apresenta amplo potencial para plantio em planos de
restauracdo. Apresenta rapida germinacdo e emergéncia (Vidal, 2000), as sementes
germinam a pleno sol, a planta cresce rapido e se adapta bem a situacdes de escassez
hidrica (Chaves-Filho & Stacciarini-Seraphin, 2001; Elias et al., 2003; Vidal, 2000).
Adicionalmente, produz frutos carnosos que atraem a fauna para as areas restauradas.
Na coleta de sementes a campo para produgao de mudas, deve-se coletar igual nimero
de sementes de 150 a 200 matrizes para reter o tamanho efetivo de 500 individuos,
sendo que estas devem estar distantes umas das outras mais de 50 m. Como a espécie
esta distribuida por praticamente toda a abrangéncia do Cerrado, deve-se ainda
planejar a coleta de modo a amostrar o maior nimero possivel de populagdes em uma
area extensa.

Esse estudo possibilitou o conhecimento do sistema de reproducao e da
estrutura genética de S. /ycocarpum e buscou uma associacdo com a biologia da
reproducdo da espécie, atentando, em especial, para os agentes de fluxo génico. Os
resultados mostraram que a estratégia de uso de marcadores de cloroplasto para
quantificacdo das parcelas que compdem o fluxo génico total é Util na definicao das
estratégias de conservacdo /in situ, especialmente para S. /ycocarpum em que as
sementes s3o dispersas por uma variedade de animais. E possivel planejar a distancia
maxima entre os fragmentos de cerrado e o estabelecimento de corredores para
transito de fauna. No caso de S. /ycocarpum, por exemplo, o fluxo génico mediado por
sementes ocorre em uma maior freqiiéncia até uma distancia de cerca de 20km. Se a
presenca de individuos nas margens das estradas nao for considerada, a distancia de

20km seria a distancia maxima separando fragmentos de vegetacao nativa. Além disso,



107

as margens das estradas de terra que interligam as populagdes naturais podem estar
atuando como corredores de fluxo génico.

Os resultados de diversidade genética na margem das estradas mostraram
também que, embora a densidade populacional de S. /ycocarpum se altere em
condigBes antrdpicas, nao foram observados efeitos negativos na diversidade genética
das populacdes nessas areas. Esses resultados mostram que S. /ycocarpum pode ser
considerada uma espécie indicadora da ocorréncia de intervencdo humana, uma vez
que a densidade populacional altera-se com a intervencao, mas nao € aconselhavel que
seja selecionada como uma espécie indicadora dos efeitos genéticos negativos
resultantes da fragmentacdo. Se o interesse for a escolha de uma espécie que sirva
como modelo, o ideal é selecionar uma espécie geneticamente sensivel aos efeitos da
intervengao humana.

Diversos estudos ainda podem ser conduzidos para o entendimento mais
detalhado da biologia da espécie e das possiveis alteracdes ecoldgicas e genéticas das
populagdes. Algumas sugestoes de estudos futuros sao: (1) avaliar a producao de
flores hermafroditas e funcionalmente masculinas, buscando estimar os tamanhos
efetivos masculino e feminino nas populacdes e se ha variacao temporal; (2) estudar
estrutura genética micro-espacial em populacdes antrépicas (pastos) e buscar
compreender o processo de fundacdo dessas populacoes; (3) avaliar o fluxo génico
atual entre as populacdes naturais e antropicas; (4) avaliar a estrutura genética em
maior numero de populagles, buscando abranger a area de ocorréncia da espécie e
realizar estudos de filogeografia; (5) estudar o tempo de vida da espécie e o tempo até
o florescimento; (6) estudar a dinamica das populacdes para avaliar se as mesmas
estdo estruturadas como uma metapopulagdo; (7) avaliar a campo a ocorréncia de

regeneracao por meio de raiz.



6 CONCLUSOES

O presente trabalho permitiu concluir que:

1. O estudo comparativo de marcadores moleculares nucleares e cloroplastidiais é
eficiente para a quantificacdo das parcelas que compdem o fluxo génico total;

2. A comparacdo de estudos realizados com amplificacao heteroléga de locos
microssatélites deve ser cautelosa, devido ao menor polimorfismo;

3. Solanum lycocarpum reproduz-se predominantemente por cruzamentos e o
numero de arvores que participam como doadoras de pdlen nos cruzamentos foi
superior a dez;

4. As populacdes naturais e as areas antrdpicas foram fundadas por sementes de
multiplas origens;

5. A espécie apresenta estrutura espacial dos genédtipos com manchas de até 50 m
de raio, devido a dispersdo de sementes espacialmente restrita;

6. A regeneragao de novos individuos por meio de raiz ocorre, mas ndao é comum
em populagdes naturais;

7. A dispersao de sementes em longas distancias é efetiva e regular até a distancia
de 20km e possibilita a colonizacdo de novas areas;

8. As populacdes antropicas contribuem para o aumento no tamanho efetivo das
populagdes.
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