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Resumo

A utilizacdo de marcadores com base em DNA cloroplastidial (cpDNA) vem auxiliando no entendimento de
questdes relacionadas a ecologia, evolugéo e estrutura genética. O conhecimento da estrutura genética
inter e intrapopulacional permite delinear efetivamente estratégias de conservagédo e manejo de espécies
arbéreas tropicais. Com a finalidade de subsidiar estratégias para conservacdo de Hymenaea stigono-
carpa no Cerrado do Estado de S&o Paulo, foi analisada a estrutura genética espacial (EGE) em duas
populacdes, utilizando cinco locos microssatélites cloroplastidiais (cpSSR) universais. A populagéo de 68
individuos de H. stigonocarpa na Estagédo Ecoldgica de ltirapina (EEI) apresentou um unico haplétipo, in-
dicando um forte efeito fundador. Por sua vez, a populacdo de 47 individuos de H. stigonocarpa em éarea
contigua composta pela Estagdo Ecoldgica de Assis e Floresta Estadual de Assis (EEA/FEA), apresentou
seis haplotipos (7, = 6) com uma diversidade haplotipica (h = 0,667+0,094) moderada, demonstrando que
a mesma foi fundada por um pequeno numero de linhagens maternas. A analise da EGE utilizando o indice
| de Moran na populagdo EEA/FEA, indicou uma dispersao restrita de sementes. Para fins de conservagao
ex situ, considerando a EGE, a coleta de sementes na populacdo EEA/FEA devera obedecer a uma dis-
tadncia minima de 750 m entre arvores matrizes.
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Abstract

The use of chloroplast DNA markers (cpDNA) helps to elucidate questions related to ecology, evolution and
genetic structure. The knowledge of inter-and intra-population genetic structure allows to design effective
conservation and management strategies for tropical tree species. With the aim to help the conservation of
Hymenaea stigonocarpa of the Cerrado (Brazilian savanna) in Sdo Paulo State, an analysis of the spatial
genetic structure (SGS) was conducted in two populations using five universal chloroplast microsatellite
loci (cpSSR). The population of 68 trees of H. stigonocarpa in the Ecological Station of Itirapina (ESI) had
a single haplotype, indicating a strong founder effect. In turn, the population of 47 trees of H. stigonocarpa
in a contiguous area that includes the Ecological Station of Assis and the Assis State Forest (ESA), showed
six haplotypes (7, = 6) with a moderate haplotype diversity (h = 0667 + 0094), revealing that it was founded
by a small number of maternal lineages. The SGS analysis for the population ESA/ASF, using Moran’s |
index, indicated limited seed dispersal. Considering SGS, for ex situ conservation strategies in the popula-
tion ESA/ASF, seed harvesting should require a minimum distance of 750 m among seed-trees.
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INTRODUCAO

O conhecimento da estrutura genética, ou a
forma como se distribui a diversidade genética
entre e dentro de populacdes, permite delinear
efetivamente estratégias de conservagcao e mane-
jo de espécies arboreas tropicais (TARAZI et al.,
2009). A estrutura genética esta intimamente re-
lacionada ao sistema de reproducao e aos padroes
de migragao de pélen e de sementes que ocorrem
entre e dentro das populacoes (DEFAVARI et al.,
2009). Usualmente, para a obten¢ao de dados re-
lacionados com estrutura genética sao utilizados
marcadores alozimicos ou marcadores com base
em polimorfismo de DNA nuclear (AGARWAL et
al., 2008). A utilizacao de marcadores com base
em DNA mitocondrial (mtDNA) e cloroplasti-
dial (cpDNA) vem auxiliando no entendimento
de questdes relacionadas a ecologia, evolugao e
estrutura genética (OLMSTEAD e PALMER, 1994;
PROVAN et al., 2001; AGARWAL et al., 2008;
EBERT e PEAKALL, 2009). Especificamente para
cpDNA, apesar do genoma ser bem conservado
devido a baixa taxa de mutacdo, duas descobertas
cientifico-tecnolodgicas permitiram sua utilizagao
nos estudos sobre estrutura genética. A primeira
foi o desenvolvimento de marcadores micros-
satélites cloroplastidiais (cpSSR) universais que
podem ser aplicados em um grande nimero de
espécies vegetais. Enquanto a segunda foi a des-
coberta de regides polimérficas de mononucle-
otideos repetitivos de maneira a elevar a varia-
bilidade intraespecifica destes marcadores cpSSR
(PROVAN et al., 2001; EBERT e PEAKALL, 2009).

Os genomas cloroplastidiais sdo tipicamen-
te nao recombinantes e efetivamente hapldides
(OLMSTEAD e PALMER, 1994). Em angiosper-
mas o cloroplasto é de origem predominan-
temente materna e dessa forma, o estudo do
cpDNA permite elucidar as contribui¢oes do
genoma materno, por meio das sementes, para
a estrutura genética de populagdes. Além disso,
através do estudo do cpDNA é possivel a detec-
¢do de pontos de estrangulamento genético em
uma populagiao, como o efeito fundador e a de-
riva genética (PROVAN et al., 2001; AGARWAL et
al., 2008; EBERT e PEAKALL, 2009).

Nos dultimos anos, pesquisas referentes a
genética de populacoes de plantas, utilizan-
do cpDNA tém sido desenvolvidas com maior
frequéncia (HAMILTON, 1999; COLLEVATTI
et al., 2003; CLOUTIER et al., 2005; MARTINS
et al., 2006; BLANCO et al., 2007; AGARWAL et
al., 2008; AZEVEDO et al., 2008; RAMOS et al.,

2008; RAMOS et al., 2009). Entretanto, apesar
do aumento no numero desses estudos, ainda
sd0 poucas as pesquisas realizadas com espécies
vegetais do Cerrado (COLLEVATTI et al., 2003;
MARTINS et al., 2006; BLANCO et al., 2007; RA-
MOS et al., 2008; RAMOS et al., 2009).

No Cerrado, a eficiéncia na dispersido de se-
mentes para fundacao de novas populagoes natu-
rais de plantas é um fator muito importante para
a manutencao da diversidade genética de espé-
cies em longo prazo (MARTINS et al., 2006). Isto
se deve porque, com a ocorréncia de constantes
queimadas nesse bioma, a dispersdo de semen-
tes auxilia no estabelecimento de genétipos em
areas nio afetadas pelo fogo, diminuindo o risco
de perda de genétipos (IBANES et al. 2008). Sen-
do assim, a utilizacao de cpDNA pode contribuir
para o conhecimento do fluxo génico histérico e
contemporaneo de populacdes de plantas, auxi-
liando no estabelecimento de estratégias efetivas
para conservacao do Cerrado.

Entre as espécies arbéreas de ampla distribui-
¢ao e ocorréncia em formagoes abertas do cerra-
do e campo cerrado estd a Hymenaea stigonocarpa
Mart. ex Hayne. (Fabaceae, Caesalpinioideae),
popularmente conhecida como jatoba-do-cer-
rado (CARVALHO, 2007). A espécie apresenta
flores hermafroditas, um sistema de reproducao
predominante de cruzamentos, quirépterofi-
lia como sindrome de polinizagao, barocoria e
zoocoria como sindromes dispersao das semen-
tes e alta diversidade genética. Além disso, re-
presenta um papel ecolégico fundamental, por
produzir anualmente grande quantidade de fru-
tos que servem de alimento para a fauna terres-
tre (MORAES et al. 2007). Essas caracteristicas
sao importantes para programas de restauracao
florestal, uma vez que H. stigonocarpa esta entre
as espécies recomendadas para plantio e restau-
racao em regioes de Cerrado, em condicdes de
solo bem drenado (DURIGAN, 2003).

O objetivo deste estudo foi analisar a estrutura
genética espacial em duas populagoes de H. stigona-
carpa no Cerrado do Estado de Sao Paulo mediante
a utilizacdo de marcadores microssatélites cloro-
plastidiais (cpSSR) universais de angiospermas vi-
sando subsidiar estratégias para conservagao.

MATERIAL E METODOS

Areas de estudo

O estudo foi realizado em duas dreas de Cer-
rado do Estado de Sio Paulo com fisionomias
e histéricos contrastantes, abrangendo os muni-
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cipios de Itirapina e Assis (Figura 1). As dreas
pertencem a unidades de conservacao adminis-
tradas pelo Instituto Florestal do Estado de Sao
Paulo, distantes 266 km uma da outra.

— 800 M h -
Figura 1. Mapa dos pontos de coleta nos municipios de
(a) Assis (FEA/EEA) e (b) Itirapina (EEI), no
Estado de S&o Paulo, Brasil.
Map of the collection sites in the cities of
(a) Assis (ESA/ASF) and (b) Itirapina (ESI) in
Sao Paulo State, Brazil.

Figure 1.

A Estacao Ecolégica de Itirapina (EEI) estd lo-
calizada no municipio de Itirapina, SP, (22°15°S;
47°49°W) e situa-se ao limite leste do Cerrado
no Estado. A drea de 2.300 ha é composta por
Neossolos arenosos bem drenados e abrange ve-
getacao natural de campo limpo, campo sujo,
campo cerrado, cerrado, banhados e matas ci-
liares ao longo dos cursos d’agua (SILVA, 2005).
O entorno da EEI inclui monoculturas de Eu-
calyptus spp., Pinus spp., Saccharum spp. e citros,
além de pastagens, da Represa do Broa e de 300
ha de campo cerrado fazendo divisa ao nordeste
(INSTITUTO FLORESTAL, 2005).

A Estacao Ecologica de Assis (EEA) e a Flo-
resta Estadual de Assis (FEA) sdo unidades de
conservacao contiguas, localizadas no munici-
pio de Assis, SP, (22°35°S; 50°22°W), e juntas
somam um total de 4.480 ha. A EEA e a FEA sao
compostas por dois tipos de solo, Latossolo Ver-
melho Distréfico e Argissolo Vermelho-Amarelo
Distréfico tipico, que apresentam caracteristicas
similares de baixa fertilidade e com pouca reten-
¢ao hidrica. A EEA possui 1.760,64 ha com cer-
rado lato sensu, dominado predominantemente
por cerraddo, mas também apresenta manchas
de cerrado stricto sensu e tipos florestais riparios,
como Mata de Brejo e Mata Ciliar. Por sua vez, a
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Floresta Estadual de Assis (FEA) possui 2.719,36
ha e tem como objetivo a producao de madei-
ra de Pinus spp. e Eucalyptus spp. para multi-
plos usos. Contudo, a FEA apresenta intimeras
manchas de cerrado stricto senso e Mata Ciliar,
protegidas pelo Instituto Florestal de Sao Paulo
(INSTITUTO FLORESTAL, 2005).

Coleta de material vegetal

Nas areas de Itirapina e Assis os individuos
de H. stigonocarpa, independente do tamanho
ou fase de desenvolvimento, foram marcados
com plaquetas metalicas e mapeados com
auxilio de um aparelho GPS (Sistema de Po-
sicionamento Global; Garmin GPSMAP 76S).
A altura das arvores foi mensurada com régua
dendrométrica e a circunferéncia na altura da
base (CAB) com fita métrica.

Em Itirapina, dentro da EEI, por meio de um
censo foram localizados e mapeados 68 indivi-
duos em uma drea de 680 ha (4.000 m x 1.700
m). Foram utilizados os mesmos individuos de
H. stigonocarpa descritos em Defavari et al. (2009),
com excecao de um que morreu. Os levantamen-
tos de individuos na EEA e FEA foram realizados
por caminhamento. Foram localizados e mapea-
dos 47 individuos em uma area de 4.480 ha. As
amostras foliares de todos os individuos mape-
ados foram coletadas, secas e armazenadas em
recipientes contendo silica gel e encaminhadas
ao Laboratério de Reproducio e Genética de Es-
pécies Arboreas - LARGEA, Piracicaba, SP, para a
realizacao das analises genéticas.

Procedimentos laboratoriais
Extracdo e amplificacao do DNA

A extragao do DNA genomico total das amos-
tras foi realizada por meio da maceragao de 150
mg de tecido vegetal em nitrogénio liquido,
seguindo o protocolo CTAB de Doyle e Doy-
le (1990). Apés a extragdo, as amostras foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose 1%
(p/v), corado com brometo de etidio e visualiza-
do sob luz ultravioleta. A quantificacgio do DNA
extraido foi realizada por meio da analise com-
parativa com um padrao molecular conhecido
(DNA A). As amostras foram posteriormente di-
luidas em dgua miliQ para obten¢ao da concen-
tracao de 2,5 ng.uL".

Nas andlises genéticas foram utilizados cinco
pares de iniciadores cpSSR universais desenvolvi-
dos para angiospermas dicotiledoneas por Wei-
sing e Gardner (1999). A reacdo de amplificacao
foi feita em solucao contendo: 2,5 ng.ul! de
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DNA gendmico; 250 pM de cada um dos deso-
xirribonucleotideos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP);
10 mM de Tris-HCI, 50 mM de KCI, 1,5 mM de
MgCl,, 2,5 pg.mL-1 de BSA, 0,2 uM de cada ini-
ciador; 1 U.uL' de Tag DNA polimerase e agua
MiliQ, para um volume final de 12,74 pL.

As amplificagoes foram realizadas em termo-
ciclador (M] Research PTC-100), e o programa
de amplificacao foi constituido como descrito a
seguir: uma etapa de desnaturacao a 96°C por 2
minutos; 29 ciclos compostos por uma etapa de
desnaturaciao a 94°C por 1 minuto, uma etapa
de anelamento em temperatura especifica para
cada par de iniciadores por 1 minuto, uma etapa
de extensdo a 72°C por 1 minuto, e uma etapa
de extensao final com 72°C por 7 minutos.

Ap6s a amplificacao, os fragmentos de DNA
foram separados em gel desnaturante de poliacri-
lamida a 5% em tampao TBE 1X (Tris-HCI 90 mM;
EDTA 2,0 mM e Acido Bérico 90 mM e pH 8,3).
O tempo de migracao eletroforética foi de uma
hora e trinta minutos em cuba vertical. Os produ-
tos da reacao de amplificagao foram observados
apos coloragido com nitrato de prata segundo me-
todologia de Creste et al. (2001). O comprimento
dos alelos foi determinado por comparacao com
um marcador de peso molecular padraio DNA
“ladder” de 10 pb -(Invitrogen®). Os fragmentos
amplificados de diferentes comprimentos foram
considerados alelos diferentes.

Analises estatisticas
Estrutura demogrdfica

Foi calculada a média para altura e CAB. O
programa computacional SGS (DEGEN et al.,
2001) foi utilizado para a obtengao do indice de
dispersao (R) conforme Clark e Evans (1954): R
=R,/R,.SeR éigual a 1, a distribuicao ¢ ale-
atoria; se R < 1, a distribuicao é agregada e R >
1, a distribuicao € uniforme. Sendo assim, R,=
(X r,)/n é a distancia média observada do vizi-
nho mais proximo, 7, € a distancia do vizinho
mais préximo e n é o nimero de observagoes.
R, =1/2Nd d corresponde a distincia esperada do
V1z1nho mais préoximo e d é a densidade média
de individuos/ha. Para testar a significincia es-
tatistica de R foi utilizado o teste Z, em que, s é
o desvio padrao: Z = |R,- R,| /s .

Diversidade haplotipica

Cada combinacéao alélica tnica entre os cin-
co locos cpSSR foi considerada um haplétipo,
que por sua vez, foi analisado como um alelo
diferente de um tnico loco hapléide. O ntimero

de haplétipos (7,), a quantidade de haplétipos
privados por populagao (n ) e a proporgao de
alelos privados (n /n,) foram estimados. A di-
versidade haplotlplca (h=/[n Jm-1)](1- sz) e
o nuamero efetivo de haplétipos (71,= 1/ Z p’)
foram estimados de acordo com Nei (1987), em
que, n, corresponde ao numero de individuos
amostrados na populacao k e p, refere-se a fre-
quéncia do i-ésimo haplétipo.

A divergéncia genética entre as duas popula-
¢oes foi calculada com a finalidade de propor
se cada unidade de conservagao representa uma
unidade significativa evolucionaria (USE) e/ou
uma unidade independente para manejo (UIM),
segundo classificagbes propostos por Palsboll et
al. (2007). Para esta finalidade, foi estimada a
divergéncia genética com base nas estatisticas
de Nei (1987) de populacdes subdivididas (H,
¢ a diversidade genética total, G, € a diversida-
de genética entre e H ¢ a diversidade genética
dentro) utilizando o programa computacional
FSTAT (versao 2.9.3) de Goudet (2002). Para
corrigir o valor de G, foi utilizado o G,’, pro-
posto por Hedrick (2005):

G o Gg(IH)
s (I-Hy)

Estrutura genética
espacial intrapopulacional

A estrutura genética espacial intrapopula-
cional (EGE) foi analisada por autocorrelagao
espacial, empregando-se o indice I de Moran
(MORAN, 1950; SOKAL e ODEN, 1978). Para
a andlise da EGE, os dados de cada haplétipo
foram codificados para suas frequéncias alélicas
sendo considerados gendétipos homozigoticos
que receberam valor 1,0 (DEGEN et al., 2001).
As extensoes das classes de distancias foram se-
lecionadas para obter-se um minimo de 50 pa-
res de dados para cada classe selecionada. Os
valores do indice I de Moran (SOKAL e ODEN,
1978) foram calculados para cada uma das clas-
ses de distancia, em cada loco, e para a média
dos locos dada pela expressao geral:

n2 2w zz
g
vy

em que: w é a soma de todos os pares de dados usa-
dos em todas as classes de distancia; i e j sdo a lo-
calizacdo de cada dado em uma classe de distancia
e é o desvio da frequéncia alélica. Os valores esti-
mados do indice / de Moran foram utilizados para

I:
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testar a significaincia dos desvios dos valores espe-
rados, E(I)=-1/(n-1), sobre a hipétese de nulidade
de distribuicao aleatéria (CLIFF e ORD, 1981). Foi
também realizado o teste Monte-Carlo (MANLY,
1997) com 1000 permutagdes sobre a localizagao
de cada gendtipo a fim de obterem-se intervalos
de confianca. A significancia total de cada correlo-
grama foi testada usando critérios de Bonferroni
(SOKAL e WARTENBERG, 1983). Todas as andlises
referentes a EGE foram realizadas empregando-se
o programa SGS (DEGEN et al., 2001).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Estrutura demografica

Nas duas areas de estudo os individuos de H.
stigonocarpa encontravam-se agregados forman-
do vérios conjuntos, entretanto a distribuicao
desses conjuntos agregados (pontos) ocorreu
de maneira aleatéria na EEI e uniforme na EEA/
FEA (Tabela 1; Figura 1 a e b, respectivamente).

Segundo Durigan et al. (2003), os padroes
de distribui¢do de plantas em grandes escalas,
nesse caso referindo-se a distribuicao espacial
dos pontos, podem estar relacionados a fatores
como fertilidade do solo e condicdes climaticas.
Contudo, a distribuicao nao agregada dos pon-
tos, observada no presente estudo, sugere nao
haver essa relacao para germinagao ou estabele-
cimento de plantulas.

Diferentemente dos resultados obtidos para
os pontos, em ambas as areas, a distribuicio es-
pacial dos individuos de H. stigonocarpa ocorreu
de maneira agregada. Esse resultado corrobora
com outros estudos realizados em formacoes sa-
vanicas, inclusive no Cerrado brasileiro, onde a
maioria das espécies apresentou uma distribui-
¢ao espacial agregada (LIMA-RIBEIRO e PRADO,
2007) e onde uma dispersdo restrita de sementes
foi a principal responsavel pela agregacao de in-
dividuos (DEFAVARI et al., 2009). Dessa forma,
sugere-se que uma dispersao restrita de sementes,
gerada pela barocoria e ineficiéncia dos disperso-
res, seja a principal responsavel pela agregacao de
H. stigonocarpa nas populacoes EEI e EEA/FEA.

O contraste da altura e do CAB entre os indi-
viduos de H. stigonocarpa da EEI, que apresenta-
ram um porte pequeno e homogéneo, e os indi-
viduos da EEA/FEA, que apresentaram um porte
médio e heterogéneo (Tabela 1), deve-se prova-
velmente a fatores edafoclimaticos e a pertur-
bagdes ambientais como o fogo. Os tamanhos
maximos para altura e CAB dos individuos da
EEI foram muito menores daqueles encontrados
para a média da espécie (CARVALHO, 2007). Es-
ses resultados estao, provavelmente, relaciona-
dos com restricoes eddficas encontradas na EEI,
que é formada por Neossolos arenosos, nutricio-
nalmente pobres, que podem levar ao nanismo
de plantas. Além do histérico de uma década de
perturbacoes ambientais causada pelas queima-
das na EEI (DEFAVARI et al., 2009).

Por outro lado, na EEA/FEA os portes médios
e heterogéneos dos individuos podem ser atri-
buidos aos solos nutricionalmente mais ricos do
que os Neosolos encontrados na EEI. Além dis-
so, na EEA/FEA as temperaturas sio mais eleva-
das em relagao a EEI, proporcionando uma me-
lhor adaptacao e desenvolvimento da espécie na
drea. Adicionalmente, nas ultimas décadas, por
acao humana, houve a eliminagao do fogo na
EEA/FEA (PINHEIRO e DURIGAN, 2007), a qual
pode ter permitido o maior crescimento em altu-
ra e CAB das partes aéreas de H. stigonocarpa.

Diversidade haplotipica

Todos os cinco locos cpSSR utilizados ampli-
ficaram, porém, dois nao apresentaram variacao
haplotipica. As temperaturas de anelamento de-
finidas para cada loco variaram entre 54 e 58°C.
O numero de alelos por loco polimérfico variou
de 2 a 4 (Tabela 2).

A populacao EEI apresentou a amplificacao
de um tinico fragmento e consequentemente, foi
obtido um tinico haplétipo. Isso indica que essa
populacgao foi fundada por uma tnica linhagem
materna, evidenciando o efeito fundador. O
efeito fundador usualmente ocorre em uma po-
pulagao originada por um ou poucos genétipos
(FUTUYMA, 1992). Dois estudos corroboram

Tabela 1. Aspectos demograficos de duas populacGes de H. stigonocarpa no Cerrado do Estado de S&o Paulo, Brasil.

Table 1. Demographic aspects of two populations of H. stigonocarpa in the Cerrado area of Sdo Paulo State, Brazil.
Populacio n d Altura média (m) CAB média (cm)
pree ndividuos ponios (DP; Min. — Max.) (DP; Min. — Max.)
- ns 3,33 26,21
= *° o1 0144 0.799 (0,53; 0,56 — 0,57) (4,24; 1,6 — 64)
*k *% 5,27 39’9
EEA/FEA 47 0,01 0,260 1,623 (3.03: 1 13) (3431 3.8 — 142)

Nota: EEl = Estacéo Ecolégica de Itirapina; EEA/FEA = Estacdo Ecolégica de Assis e Floresta Estadual de Assis; n = nimero de individuos marcados; d

= densidade de individuos por hectare; R

individuos
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= indice de dispersao dos individuos; Rpon

. = indice de dispersao dos pontos; DP = desvio padrao.
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com essa hipétese (efeito fundador) na EEI. Um
estudo realizado por Defavari et al. (2009), uti-
lizando marcadores alozimicos em H. stigono-
carpa encontrou indicios de gargalos genéticos
na populacao EEJ; e outro, realizado por Ramos
et al. (2008), utilizando marcadores cloroplas-
tidiais especificos para o género Hymenaea, em
uma populacao préxima da EEI, apresentou a
dominéancia de um tnico haplétipo.

Contrastando com os resultados da popu-
lacao EEI, a populacao EEA/FEA apresentou
a amplificacio de onze fragmentos e houve a
formacao de seis haplétipos (7, = 6) com uma
diversidade haplotipica (4 = 0,667+0,094) mo-
derada (Tabela 3). Dentre os seis haplotipos
encontrados, cinco foram exclusivos (Tabela 3).
Apenas o haplétipo 4 é compartilhado com a
populacgao da EEI (Figura 2). O nimero efetivo
de haplétipos (7, = 2,965) foi aproximadamen-
te a metade do niimero total devido a heteroge-
neidade das frequéncias dos haplétipos (Figura
2). Os resultados do presente estudo, quando
comparados a outros que utilizaram o mesmo
marcador cpSSR (p.e. MARTINS et al., 2006;
AZEVEDO et al., 2008), sugerem que a EEA/
FEA foi fundada por um nimero pequeno de
linhagens maternas.

Em relacdo ao tnico haplétipo compartilha-
do entre as duas populacdes pode-se inferir que,
esse compartilhamento esta relacionado com a
existéncia de um ancestral remoto comum, cuja
migracao para as dreas do extremo sul do cerra-

do do Estado de Sao Paulo tenha ocorrido prova-
velmente apos a tiltima era glacial ha 5500 anos
(RAMOS et al., 2008; RAMOS et al., 2009).

0,5 1
0,45 4
0,4 -
0,35 4
0,3 +
0,25 4
0,2 1
0,15 4
0,1 +
0,05 4
0 4

1 2 3 4 5 6

Frequéncias dos hapldtipos de H. stigonocar-
pa na Estagdo Ecoldgica de Assis e Floresta
Estadual de Assis (EEA/FEA).

Haplotype frequencies of H. stigonocarpa in
the Ecological Station of Assis and Assis State
Forest (ESA/ASF).

Figura 2.

Figure 2.

A alta divergéncia genética (Gy," = 0,660)
entre as populacoes, decorrente da existéncia
de alelos exclusivos da EEA/FEA, faz com que
as unidades de conservacao de Assis e Itirapina
devam ser tratadas como Unidades Significati-
vas Evolutivas (USE) e como Unidades Indepen-
dentes para o Manejo (UIM). A designacao de
uma USE implica que o isolamento reproduti-
vo das populacoes possa ter levado a diferencas
adaptativas, que por sua vez representam com-
ponentes evolutivos significativos para a espé-
cie. Seguindo o mesmo raciocinio de uma USE,
a designagao de uma UIM significa que os carac-
teres evolutivos especificos de cada populacao

Tabela 2. Locos cpSSR com as respectivas temperaturas de anelamento (Ta), seqliéncia dos iniciadores, motivo,
numero de alelos e amplitudes alélicas em pares de base para duas populacGes de H. stigonocarpa no

Cerrado do Estado de Sao Paulo, Brasil.
Table 2.

CpSSR loci with their respective hybridization temperature (Ta); primer sequence; motif, number of

alleles and allele amplitude in base pars for two populations of H. stigonocarpa in the Cerrado of Sdo

Paulo, Brazil.

Locos Ta (°C) Seqiiéncia dos iniciadores (5’-3’) Motivo* Alelos Amplitude alélica (pb)
GATCCCGGACGTAATCCTG

ccmp02 58 ATCGTACCGAGGGTTCGAAT Ay 3 250-280
CAGACCAAAAGCTGACATAG

ccmp03 54 GTTTCATTCGGCTCCTTTAT (M ! 108-122

TGTTCCAATATCTTCTTGTCATTT

cemp0S 54 AGGTTCCATCGGAACAATTAT  (Ch(Mio (MCA), 2 114-116
CAACATATACCACTGTCAAG

ccmp07. 56 ACATCATTATTGTATACTCTTTC QU 4 138-142

compl0 56 TTTTTTTTTAGTGAACGTGTCA M. ; 106-112

TTCGTCGDCGTAGTAAATAG

Nota: *: motivo observado por Weising e Gardner (1999) em Nicotiana tabacum.

Tabela 3. Estimativa da diversidade genética para haplotipos cloroplastidiais em duas populagdes de H. stigonocarpa.

Table 3. Estimates of the genetic diversity for chloroplast haplotypes in two populations of H. stigonocarpa.

Populagio i, i, i, i /i, h

EEI 1 1,000 0 0 -
EEA/FEA 6 2,965 5 83% 0,667

Nota: /i, = nimero de hapldtipos; 7i, = numero efetivo de haplétipos por loco; fi, = nimero de haplétipos exclusivos; i, / ii, = proporgao de

haplétipos privados, # = diversidade haplotipica.
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necessitam ser monitorados e manejados sepa-
radamente. Assim, pode-se iniciar uma estraté-
gia de conservacao evolutivo-adaptativa (CEA)
(FRAZER e BERNATCHEZ, 2001), sem interfe-
rir em aspectos evolutivos de cardter regional,
como na adaptabilidade local (PALSBOLL et al.,
2007), devido a baixa conectividade entre as po-
pulagdes EEI e EA/FEA.

Desta forma, programas visando o enrique-
cimento, a restauracao florestal ou o melhora-
mento de H. stigonocarpa devem contemplar os
genotipos de cada USE para que os mesmos nao
sejam comprometidos no futuro com uma falta
de adaptagdo local (CAMPBELL, 1979; MCKAY
et al., 2005; BOWER e AITKEN, 2008). Adicio-
nalmente, em cada UIM o monitoramento e as
estratégias de conservagao e manejo devem visar
a manutencao diversidade genética local para que
a espécie sobreviva as estocasticidades ambientais
(p-e. mudancgas climaticas e fogo) e genéticas (p.e.
deriva genética) (FRANKEL e SOULE, 1981).

Estrutura genética espacial
intrapopulacional (EGE)

Tendo em vista que a populacao EEI apre-
sentou um unico haplétipo, nao foi possivel
analisar a EGE nesse caso. Entretanto, a analise
de EGE dos haplétipos na populagao EEA/FEA
utilizando o I de Moran revelou que a maior
concentracao de haplétipos semelhantes foi en-
contrada num raio de 25 m. Esta semelhanca
tendeu a diminuir gradualmente até os 75 m,
com a completa auséncia de EGE aos 100 m (Fi-
gura 3 a). Essa andlise da EGE, em micro escala,
demonstrou que as contribuicdes do genoma
materno ficam restritas até 75 m. Ou seja, pro-
vavelmente a barocoria esteja atuando mais for-
temente do que a zoocoria em H. stigonocarpa,
causando uma dispersao restrita de sementes.
Resultados semelhantes, utilizando cpDNA, fo-
ram encontrados para duas espécies do cerrado,
Caryocar brasiliensis (COLLEVATTI et al., 2003)
e Solanum lycocarpum (MARTINS et al., 2006), e
para uma espécie amazoénica, Manilkara huberi
(AZEVEDO et al., 2008).

Numa andlise em macro escala, com clas-
ses de distancia de 250, 750, 1500 e 3000 m, a
EGE foi significativa até 750 m (Figura 3b). Essa
analise demonstrou que além de uma dispersao
restrita de sementes, pode ter ocorrido um feno-
meno de adaptacao local dos haplétipos dentro
da EEA/FEA. Apesar de desconhecer a natureza
de ligagdo dos marcadores cpDNA com as ca-
racteristicas metabodlicas dos cloroplastos, nao
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se pode descartar a hipotese de que cada plan-
ta contém diferentes genes de adaptacao as di-
ferentes condi¢oes ambientais (luminosidade,
nutrientes). Isso pode ser demonstrado pela
agregacao de haplétipos em fisionomia diferen-
tes (Figura 4), como o haplétipo 5 com 85%
de sua presenca na fisionomia cerradao, local
de alta densidade de plantas, as quais realizam
intensa competi¢ao por luminosidade. Ha tam-
bém os haplétipos 1, 3, 4 e 5 com 100% de sua
presenca na fisionomia de cerrado aberto, local
de baixa densidade e alta luminosidade. Ape-
nas o haplétipo 6 teve uma distribuicdo quase
equitativa com 2 individuos (67%) no cerrado
aberto e um (33%) no cerradao. Apesar da EGE
ser significativa até 750 m, alguns haplétipos
encontravam-se 7 km distantes uns dos outros,
indicando a possibilidade de dispersao a longas
distancias (Figura 4).

1 =
0.5 4

0.6 4

I de Moran
<
153

0.4 4 Distancia (m)

09 4
0.5 4
0.7 4
0.6 4
0.5 9
0.4 4
0.3 4
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0.1 4

0
0.1 1
0.2 4
<3 4
04 4

I de Moran

Distancia (m)

Figura 3. Correlograma para haplotipos de H. stigo-
nocarpa utilizando o valor observado (—) e
intervalo de confianga a 95% (- -) do I de
Moran na populagdo EEA/FEA, Assis.

Figure 3. Correlogram for haplotypes of H. stigonocarpa
using Moran’s I observed (—) and 95% con-
fidence intervals (- -) in the ESA/ASF popu-
lation, Assis.

A andlise da EGE em macro escala na EEA/
FEA demonstrou a agregacao de individuos e ha-
plotipos, o que aumenta vulnerabilidade destes
haplétipos diante de alguma estocasticidade am-
biental. Tarazi et al. (2009) alertam que plantas
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Figura 4. Mapa dos pontos de coleta (1 a 9) e haplétipos (1: ¢;2: A; 3: +; 4: ¢; 5: o; 6: m) na populagdo EEA/

FEA, Assis.

Figure 4. Map of the collection sites (1 to 9) and haplotypes (1: e;2: A; 3: +; 4: ¢; 5: o; 6: m) in the ESA/ASF

population, Assis.

espacialmente agregadas e com EGE, estdo mais
propensas a perda alélica, porque os agregados
em uma pequena area tém uma maior probabi-
lidade de serem eliminados pelo homem ou por
fendmenos naturais. Logo, qualquer perda de
area dentro da EEA/FEA, pode resultar na perda
de haploétipos raros. Dessa forma, generalizando
os resultados obtidos para fragmentos florestais,
qualquer reducao de um fragmento florestal
devido a queimada ou expansao agricola, pode
eliminar alelos com alto potencial adaptativo e
dessa forma conduzindo H. stigonocarpa a extin-
¢do pela perda de diversidade genética.

Para fins de conservacio ex situ, considerando
a EGE, a coleta de sementes na populacao EEA/
FEA, deverd obedecer a uma distincia minima de
750 m entre individuos. Dessa forma, a diversi-
dade alélica sera contemplada, caracteristica im-
portante em bancos de germoplasma. Adicional-
mente, a amostragem tera apenas individuos nao
aparentados maternamente, reduzindo efeitos fu-
turos gerados pela depressiao endogamica. Con-
tudo, por causa da baixa densidade de individu-
os na EEA/FEA a coleta de sementes que deveria
respeitar uma distdncia minima de 750 m entre
matrizes torna-se inviavel. Nesse caso, seria ne-
cessdrio complementar a coleta de sementes com
matrizes localizadas em dreas de reserva legal (RL)

ou em 4dreas de preservagao permanente (APP) no
entorno da drea em questao. Logo, é fundamental
a manutencio das RLs e APPs na conservacao de
H. stigonocarpa e para outras espécies do cerrado.

CONCLUSOES

O uso de marcadores cpSSR universais em H.
stigonocarpa permitiu detectar efeitos de gargalos
genético e analisar a EGE.

A populagao EEI apresentou um forte efeito
fundador, sendo originado por uma tnica li-
nhagem materna.

A populacdo EEA/FEA apresentou uma dis-
persao restrita de sementes.

Coletas de sementes visando maximizar a di-
versidade de haplétiplos na EEA/FEA devem ser
realizadas a partir de arvores maternas distantes,
no minimo, 750 m entre si.
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