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RESUMO GERAL

Com o intenso processo de fragmentagdo no qual o Cerrado se encontra, a
variabilidade genética das espécies deste bioma tem se tornado cada vez mais
comprometida. Por isso € necessario a existéncia de programas mais efetivos de
conservacao para esse bioma. Dentre estas espécies, a Annona crassiflora possui
grande importancia ecologica e econdmica, sendo amplamente explorada
economicamente e utilizada na alimentacdo regional. Assim, este trabalho
objetivou caracterizar a diversidade e estrutura genética e compreender a
estrutura genética espacial de populacdes de 4. crassiflora no Estado de Minas
Gerais, além de indicar possiveis unidades operacionais para conservagdo do
araticum. Foram utilizados dez primers ISSR em 192 individuos de oito
populacdes do estado de Minas Gerais. Obteve-se 61 fragmentos amplificados,

sendo que 57 foram polimorficos (93,4%). A diversidade genética (I:I .) para o

total das populagdes foi de 0,35 e a AMOVA mostrou que 85,61% da variagdo
genética ocorre dentro das populagdes. A partir do dendrograma, construido pelo
método UPGMA, pode-se distinguir dois grupos, um formado por C1, C2, C3,
MG e CC, e outro por MC, GM e JAN. Por meio do teste de Mantel pode-se
constatar a presen¢a de uma correlagdo significativa entre as distdncias genética
e geografica (r = 0,46; P = 0,03). Nas populagdes C2, GM e JAN os gendtipos
encontraram-se distribuidos de forma aleatoria. J& os individuos das demais
populacdes apresentaram EGE positiva, com valores de Sp de 0,00 para as
populagdes C1, MG e MC, 0,003 para C3 e 0,007 para CC. Pela abordagem
bayesiana pode-se revelar uma alta diversidade genética entre as populagdes (6°
=0,16), além de se observar que as oito populagdes, previamente determinadas,
constituem cinco populagdoes distintas (K=5). Seis possiveis unidades
operacionais (UOs) foram definidas para a conservacdo de A. crassiflora no
estado de Minas Gerais pelas analises do correlograma de Mantel e dos limites
genéticos e descontinuidade genética entre as populagdes. Os dados obtidos para
A. crassiflora mostram que a espécie e os ambientes de sua ocorréncia devem
ser priorizados em programas de conservacao genética.

Palavras-chave: Annona crassiflora. Estrutura genética. Estrutura genética
espacial. Correlograma de Mantel. Unidades Operacionais.



ABSTRACT

Because intense fragmentation process in the Cerrado the genetic variability of
the species of this biome has become increasingly compromised. Therefore it is
necessary to have more effective programs for the conservation of this biome.
Among these species, Annona crassiflora has great ecological and economic
importance, being economically exploited and widely used in regional food.
This study aimed to characterize the diversity and structure genetic and
understand the spatial genetic structure of populations of A. crassiflora in Minas
Gerais, and indicated possible operational units for conservation of araticum.
Ten ISSR primers were used in 192 individuals from eight populations of the
state of Minas Gerais. We obtained 61 fragments, of which 57 were polymorphic

(93.4%). Genetic diversity ( H . ) for the total population was 0.35 and AMOVA

showed that 85.61% of genetic variation occurs within populations. From the
dendrogram constructed by UPGMA method, was distinguished two groups, one
formed by C1, C2, C3, MG and CC, and another by MC, GM and JAN. The
Mantel test could confirm the presence of a significant correlation between
genetic and geographic distances (r = 0.46, P = 0.03). In populations C2, GM
and JAN genotypes were found randomly distributed. The individuals from
other populations showed EGE positive, with values for Sp of 0.00 for
populations C1, MG and MC, 0.003 for C3 and 0.007 for CC. The Bayesian
approach revealed high genetic diversity among populations (6° = 0.16), and
that the eight populations previously determined, are five distinct populations (K
= 5). Six possible operating units (OUs) were defined for the conservation of
A.crassiflora the state of Minas Gerais by analysis of the Mantel correlogram,
limits genetic and genetic discontinuity between populations. The data obtained
for A.crassiflora show that the species and the environments of their occurrence
should be prioritized in genetic conservation programs.

Key-words: Annona crassiflora. Genetic structure. Spatial genetic structure.
Mantel correlogram. Operating Units.
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1. INTRODUCAO

O bioma Cerrado ocupa 23,92% do territério brasileiro, com uma
extensdo total de 2.036.448 km” (IBGE, 2007) . A flora do Cerrado est4 entre as
mais ricas do mundo, sendo estimada, segundo Avidos e Ferreira (2000), em 10
mil espécies, com um grande nimero de espécies ainda pouco estudadas, de alto
potencial alimentar, madeireiro, combustivel, agroindustrial, forrageiro,
medicinal e ornamental. No entanto, com a degradagdo desse bioma, em virtude
da expansdo agricola e do extrativismo predatorio de espécies frutiferas, o
Cerrado tem sofrido intensa reducdo da extensdo de sua vegetagdo. As
consequéncias do aumento de areas fragmentadas nesse bioma, com mais de
50% da sua extensdo original antropizada (DROS, 2004) tem sido foco de
pesquisas em ecologia, genética entre outras. Portanto, as espécies nativas do
Cerrado sdo alvo de véarias abordagens de estudos, ndo somente por esse bioma
ser um dos hotspots mundiais de diversidade, mas também para que os
conhecimentos adquiridos possam ser aplicados na sua gestéo.

Para que programas de conservagdo de recursos naturais sejam
implementados de forma efetiva, parametros pertinentes a cada espécie devem
ser considerados, tais como informagdes ecologicas, referentes ao padrdo de
distribuicdo das espécies arboreas, estrutura genética de suas populagdes, grau
de erosdo genética e fatores determinantes da variagdo genética das espécies.
Estas informag¢des devem ser obtidas de forma a prevenir a extingdo de
populacdes locais de espécies arboreas.

Além de estudos a respeito da ecologia e biologia das espécies, estudos
genéticos também devem ser considerados em programas de conservagao, uma
vez que estes estudos propiciam informagdes sobre padrdes das populagdes,

como distribuicdo da diversidade genética, fluxo génico, taxas de cruzamento,
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dentre outras. Tais informag¢des sdo extremamente relevantes, uma vez que o
potencial genético das espécies € primordial para a sua evolucao.

Técnicas da biologia molecular sdo empregadas para obtencdo de
informagdes sobre aspectos genéticos das espécies vegetais, uma vez que oS
marcadores moleculares sdo uma importante ferramenta para descrever os
padrdes de variabilidade genética de uma populacdo natural e entre populagdes
naturais. Existem varios tipos de marcadores moleculares, que se diferenciam
em fung¢do da metodologia empregada com a finalidade de se detectar a
variabilidade genética das espécies, tais como RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism) e as baseadas na técnica de PCR (Polymerase Chain
Reaction), como RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism) e microssatélites, também
conhecida com SSR (Simple Sequence Repeats) além do ISSR (Inter Simple
Sequence Repeats).

O araticum, Annona crassiflora Mart. (Annonaceae), ¢ uma das espécies
inumeras nativas do cerrado que apresentam grande potencial de utilizagdo.
Destaca-se pela grande diversidade em sua utilizagdo, pois seus frutos possuem
sabor peculiar, que podem ser consumidos in natura ¢ também ser utilizados
para fabricagdo de doces, geleias, sorvetes, licores, dentre outros. Trata-se de
uma planta que apresenta valor ornamental e medicinal, sendo empregada
popularmente como antidiarréica (sementes) € como antimicrobiana, por suas
propriedades antifingicas e antibacterianas (ALMEIDA, 1998), o que a torna
uma espécie potencial para industrias farmacéuticas e cosméticas. Devido ao
intenso processo de devastagdao do Cerrado, que abrange regides de populacdes
naturais de A. crassiflora, existe uma enorme importancia em se estudar e
pesquisar a diversidade genética dessas populagdes, visando a sua conservagao.

Espera-se que populacdes de Annona crassiflora que se encontrem sob

extrativismo apresentem menor diversidade genética; que as populacdes
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proximas geograficamente sejam proximas geneticamente, devido a facilidade
do fluxo alélico; que ocorra uma estruturagdo genética positiva nessas
populacdes estudadas, com individuos aparentados mais proximos
geograficamente, visto que esta espécie € polinizada por pequenos coledpteros e
sua dispersdo primdria é barocodrica; e que populacdes com fluxo genético
restrito apresentem maior divergéncia genética, podendo ser consideradas,
assim, como unidades operacionais de conservagao.

Considerando que o conhecimento a niveis genéticos, tais como
estrutura e diversidade genética entre popula¢des naturais, ¢ importante para
adocdo de iniciativas de manejo e conservagdo, o objetivo deste trabalho foi o de
obter informagdes sobre a diversidade e estrutura genética de populacdes
naturais do Annona crassiflora Mart. distribuidas no Estado de Minas Gerais
para a indicacdo de possiveis unidades operacionais. De forma especifica,
buscou-se neste trabalho:

1) quantificar a distribui¢ao da variabilidade genética entre e dentro
das populagdes naturais;

il) determinar a estrutura genética intra e interpopulacional;

ii1) estimar o fluxo génico entre as populagdes, e

iv) indicar possiveis unidades operacionais para o manejo e

conservacao de populac¢des de Annona crassiflora.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Destruicio e fragmentacio de florestas e seus efeitos na estrutura

genética de populacdes naturais de espécies arboreas

A continua fragmentagdo e degradacdo dos ecossistemas florestais

relacionados a efeitos negativos sdo considerados atualmente um dos grandes
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problemas ambientais mundiais (LAURANCE et al., 2002), podendo afetar
diretamente a redugdo populacional das espécies animais e vegetais (TURNER,
1996). Perturbagdes antropicas constantes em regides onde o processo de
fragmentacdo e destrui¢do se iniciou ha décadas se tornam importantes ameagas
a biodiversidade (GOMES et. al., 2007; VIANA, 1995; TURNER, 1996).

A constante fragmentagdo e ocupagdo de areas naturais para expansio
urbana, industrial e para exploragdo agropecuaria resultam em preocupagdes
com a utilizag@o dos recursos naturais (BARBOSA; MANTOVANI, 2000).

Uma das consequéncias mais drasticas da fragmentagdo de habitats ¢ a
reducdo e subdivisdo das populagdes, o que pode acarretar alteragdes de
processos ecologicos e genéticos. Neste sentido, sdo observadas mudangas na
riqueza e composicdo de espécies (MURCIA, 1995), no comportamento de
polinizadores e dispersores, no sistema reprodutivo e fluxo génico de espécies
vegetais (GONCALVES, 2006). Devido as suas caracteristicas reprodutivas e
demograficas, arvores tropicais sdo particularmente vulneraveis aos efeitos da
fragmentacdo florestal. A fragmentacdo de areas continuas pode levar a
consequéncias negativas nas populagdes remanescentes, como mudangas na
estrutura genética das populagdes remanescentes (HAMRICK; GODT;
SHERMAN-BROYLES, 1992; LOVELESS; HAMRICK, 1984; NASON;
HAMRICK, 1997), uma vez que a maioria das espécies arbdreas tropicais ocorre
em baixa densidade, ¢ dependente de animais para realizar sua polinizagdo e
dispersdo de sementes, além de apresentar altas taxas de fecundagdo cruzada
(BAWA, 1974; HAMRICK; MURAWSKI, 1990). Segundo Young e Boyle
(2000), os efeitos genéticos mais obvios da fragmentagado florestal envolvem a
perda de diversidade genética, aumento de cruzamentos endogdmicos e aumento

da estrutura interpopulacional.
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2.2. Cerrado

No Brasil, chamadas de Cerrado, as savanas chegaram a ocupar uma
area heterogénea descontinua de aproximadamente dois milhdes de km® de
extensdo em mais de dez estados, o que representa cerca de 23% da area do
territorio brasileiro. Apesar de se encontrar bastante negligenciada (KLINK;
MACHADO, 2005), ¢ considerada a savana de maior diversidade de espécies
vegetais e animais, resultado da diversidade de ambientes (FONSECA, 2000;
MITTERMEIER et al., 2005; MYERS et al.,2000).

Do Cerrado extraem-se diferentes tipos de produtos animais e vegetais,
sendo que mais de 200 espécies de plantas potencialmente uteis ainda ndo foram
devidamente exploradas e cerca de 50 sdo pouco exploradas, e apenas algumas
dezenas destas sio exploradas comercialmente (GOMES; AMANCIO, 1995).
Durante as décadas de 1970 e 1980 houve um rapido deslocamento da fronteira
agricola, com base em desmatamentos, queimadas, uso de fertilizantes quimicos
e agrotoxicos, que resultou em 67% de areas do Cerrado ‘“altamente
modificadas” (FILHO, 2005).

Como consequéncia, o Cerrado tem perdido sua riqueza e potencial,
apesar de existirem varias espécies com grande potencial econdmico
(CARAMORI; LIMA; FERNANDES, 2004), com uma atengdo especial as
espécies frutiferas nativas, que sdo amplamente utilizadas pelo seu valor
nutritivo na alimentagdo, pelas propriedades medicinais e até mesmo pelo
potencial madeireiro dessas arvores (RIBEIRO; RODRIGUES, 2006). Além do
fato de que muitas familias sdo mantidas e dependem economicamente dos
recursos gerados pelo extrativismo dessas espécies (ALMEIDA et al., 1998).
Atualmente, de acordo com relatério realizado pelo Ministério do Meio
Ambiente, restam apenas 46,74% de areas naturais preservadas neste bioma

(MMA, 2007).
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2.3. Descri¢ao, ocorréncia e potencialidades da Annona crassiflora

Annona crassiflora € uma espécie frutifera caracteristica e exclusiva do
cerrado brasileiro, conhecida também como araticum, pand, marolo, cabeca-de-
negro, cascudo e pinha-do-cerrado, pertence a familia Annonaceae (MELO,
2005). Seu fruto é do tipo baga subglobosa, de superficie tomentosa e
tuberculada, de cor verde com o fruto em desenvolvimento, € marrom, quando
maduro (LORENZI, 1998) , sendo uma das principais espécies arboreas do
Cerrado com potencial alimentar e econdomico a ser explorado (MELO, 2005).
Sua distribui¢@o ¢ bastante ampla, ocorrendo nos Cerrados dos estados de Minas
Gerais, Mato Grosso do Sul, Distrito Federal, Mato Grosso, Maranhdo, Goias,
Tocantins, Par4, Bahia e Piaui (RIBEIRO et al., 2000). A polpa ¢ levemente
adocicada e de cheiro agradavel. Além do consumo in natura do fruto, sdo
inimeras as receitas de doces e bebidas que levam o sabor perfumado e forte de
sua polpa.

Lorenzi (1998) descreve a A. crassiflora como uma espécie decidua,
xerofita e hermafrodita, podendo alcancar até 8m de altura. As flores sdo
polinizadas por pequenos coledpteros, sendo que o Cyclocephala octopunctata é
o mais frequente (CAVALCANTE et al.,, 2009). Apresenta baixa taxa de
frutificacdo (RIBEIRO et al., 1981; BRAGA FILHO, 2003), ¢ , de acordo com
Braga Filho et al. (2005) possui alta taxa de aborto dos botdes florais, podendo
alcangar cerca de 50% do total de frutos produzidos. A dispersdo dos frutos de
A. crassiflora ocorre primariamente por meio da gravidade (barocorica), porém
Melo (2005) descreveu que besouros também podem ser dispersores, pois eles
enterram a semente longe das plantas-mae. J4 Golin, Santos-Filho e Pereira
(2011) descreveram que a anta (Tapirus terrestris) ¢ responsavel pela dispersao

secundéria e efetiva da A. crassiflora, e que o besouro Spermologus rufus e a
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vespa Bephratelloides pomorum sdo predadores de suas sementes. A Figura 1

mostra a arvore, botdes florais e o fruto da 4. crassiflora.

FIGURA 1 Annona crassiflora Mart.: A: arvore; B: botdes
florais; C: fruto. (FONTE: COTA, 2008)

Devido ao desmatamento de areas do Cerrado, essa espécie corre risco
de extingdo local. O repovoamento e preservacdo de reservas ainda existentes
que tenham A. crassiflora possuem, além do valor econdmico, um valor

ambiental inestimavel.
2.4.Conservaciao Genética de Espécies Arboreas

O sucesso de programas de conservagdo e melhoramento genético
depende diretamente dos niveis de variabilidade genética das populagdes de
interesse, pois somente a partir da variabilidade é possivel que se selecione os
genotipos de interesse. Uma populacdo pode ser definida, do ponto de vista

genético, por um grupo de individuos da mesma espécie, que se cruzam,
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possuindo, por isso, propriedades comuns, ocupando o mesmo espago, bem
como tendo continuidade no tempo (SILVERTOWN; DOUST, 1993).

Para se adotar estratégias efetivas de manejo da conservagdo genética é
necessario conhecer a estrutura genética das populagdes, que envolve o
conhecimento dos niveis de variabilidade genética e como esta se distribui entre
e dentro das populagdes (KAGEYAMA, 1987; DIAS; KAGEYAMA, 1991).

Associado a isto, o conhecimento ¢ entendimento da estrutura genética
espacial ao nivel populacional sdo fundamentais para o manejo e conservagao
dos recursos genéticos (NG; LEE; KOH, 2004), pois a presenca de estruturagio
genética pode influenciar padrdes reprodutivos e evolutivos, sendo
imprescindiveis para o estabelecimento de estratégias de amostragem em
populacdes naturais, seja para fins de conservagdo ou melhoramento genético
(MYAMOTO; KURAMOTO; YAMADA, 2002). Ng, Lee e Kok (2004)
enumeram alguns processos evolutivos e ecologicos que podem afetar a
distribuigdo espacial dos gendtipos, tais como a dispersdo de sementes, a
competigdo inter e intraespecifica e a heterogeneidade do ambiente.

Em adicdo aos processos ecoldgicos e evolutivos, a estrutura genética
espacial dentro das populagdes também pode alterar os padrdes de distribuigao
espacial, pela dispersdo limitada de polen e sementes, deriva genética local,
endogamia e selecdo favorecendo o mesmo ou diferentes genotipos
(HEYWOOD, 1991; EPPERSON, 1995). Processos como migracdo, fluxo
alélico, deriva genética e selecdo podem ser indicados por meio de estruturacio
espacial dos genotipos (SOKAL; MENOZZI 1982). Segundo Sebbenn (1997),
quando ocorre estruturagdo genética espacial positiva, pode ser que exista a
ocorréncia de cruzamentos entre individuos aparentados, ou seja, presenca de
endogamia.

O fluxo alélico pode ser caracterizado como a movimentacdo de alelos

entre ¢ dentro populagdes naturais, sendo definido como o movimento dos
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gametas, sementes, individuos ou grupos de individuos e a recoloniza¢do de
populagdes inteiras (SLATKIN, 1981). O fluxo génico tem o efeito de
homogeneizar a composi¢do genética, de modo que se ele for o Unico fator
operante, todas as populacdes irdo convergir para uma mesma frequéncia alélica
(FUTUYMA, 1992).

Reis (1996) descreve o fluxo alélico como um dos eventos que melhor
caracterizam a dindmica da movimentacdo dos alelos entre as popula¢des
naturais, uma vez que este implica na quantificagdo do movimento entre as
populagdes, além de permitir a caracterizagdo dos mecanismos envolvidos. Por
condicionar a natureza e o nivel de variabilidade genética, entre e dentro das
populagdes, o fluxo alélico é de grande importincia entre os mecanismos
microevolutivos, devendo ser considerado no estabelecimento e manejo de

unidades de conservacao genética das espécies (MARTINS, 1987),

2.5. Marcadores Moleculares ISSR

Os marcadores moleculares s@o as principais ferramentas para descrever
os padrdes da variabilidade genética de uma populagdo natural, e com a sua
utilizagdo ¢ possivel também quantificar a variagdo intrapopulacional ou até
mesmo usar esta informacdo para se avaliar a distribui¢do da variagdo entre
populacdes (SEBBENN, 2001).

A técnica molecular chamada de Inter Simple Sequence Repeats
(intersequéncias simples repetidas) ou simplesmente ISSR, que propicia alta
reprodutibilidade dos resultados gerando abundante polimorfismo (LIU;
WENDEL, 2001), foi desenvolvida por Zietjiewicz, Rafalski e Labuda (1994),
que se basearam nos marcadores do tipo SSR. As sequéncias-alvo dos ISSRs sdo
abundantes ao longo do genoma de eucariontes e evoluem rapidamente

(ESSELMAN et al., 1999; FANG; ROOSE, 1997), sendo considerado um
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marcador  semi-arbitrario, amplificado por PCR em presenca de
oligonucleotideos complementares para o microssatélite designado, podendo ser
ancorado no final 3’ ou 5 com 1 a 4 bases de purina ou pirimidina (LIU;
WENDEL, 2001; PATZAK, 2001; SOUZA et al., 2005).

Estes marcadores oferecem uma abordagem flexivel para estudar a
variagdo de DNA na maioria dos genomas eucarioticos, com uso potencial em
estudos de genética de populagdes, taxonomia molecular, mapeamento
gendmico, bem como a triagem de mutacdo somadtica (ZIETKIEWICZ;
RAFALSKI; LABUDA, 1994), e foram bem popularizados com os trabalhos de
Wolfe, Xiang e Kephart (1998).

Portanto, ISSR tem provado ser util em estudos de genética de
populacdes e foram empregados em diversos estudos para andlise de
variabilidade de cultivares e em genética de populagdes (BELLUCCI et al.,
2010; BRANDAO, 2008; CULLEY; WOLFE, 2001; FERNANDES, 2008;
GANJERA, et al., 2010; LI et al., 2010; MELO JUNIOR, 2010; OLIVEIRA et
al., 2010; SLOTTA & PORTER, 2006; SOUZA et al., 2005; VIANA e SOUZA,;
LOVATTO, 2010; WOLFE; LISTON, 1998; WOLFE; XIANG; KEPHART,
1998; WOLFE; RANDLE, 2001; WOODS et al., 2005; WU et al., 2010; XIAO
et al., 2006).

2.6. Unidades Evolutivamente Significativas (ESUs) e Unidades

Operacionais (UOs) de Conservacio

A grande maioria das espécies apresenta-se em populagdes que podem
estar geograficamente estruturadas, podendo essas populagdes estar em contato
uma com as outras, terem pouco ou até mesmo nenhum contato por alguns
periodos de tempo (FERNADEZ-STOLZ, 2007). Essa auséncia de contato, e

consequente auséncia de fluxo alélico entre as populag¢des, podem levar a uma
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diferenciacdo genética das populagdes, o que torna justificavel e adequado o seu
manejo e conservacao de forma independente (GALLETTI JR. et. al., 2008). A
identificagdo de diferenciacdo genética entre as populagdes tem se tornado uma
ferramenta indispensavel e extremamente util para a elaboragdo de propostas de
conservacdo de espécies (LEITE, 2007). O conhecimento da magnitude e da
distribuigdo da variabilidade genética entre e dentro de populagdes, obtido por
dados moleculares, permite estimar o alcance do fluxo génico, sistema de
cruzamento, sistema reprodutivo, entre outras estimativas genéticas.

A analise da divergéncia genética entre as populagdes, aliada aos
padrdes espaciais de distribuicdo da divergéncia genética entre elas, permite a
identificacdo de wunidades evolutivas significativas (ESUs) e unidades
operacionais (UOs) (EIZIRIK, 1996). Essas informagdes sdo importantes na
definicdo de programas para a conservagdo de populagdes evolutivamente
significativas bem como para auxiliar no manejo racional e sustentavel dessas
populagdoes (NEWTON et al., 1999).

O conceito de unidades evolutivamente significativas — ESUs — foi
concebido como uma forma pratica para abordar a conservagdo dos recursos
genéticos (CAVERS et. al., 2003). Esse conceito define uma populagdo ou um
grupo de populacdes que se encontram diferenciadas em termos genéticos,
morfolégicos e/ou ecoldgicos das demais populagdes da mesma espécie
refletindo um isolamento geografico em niveis variaveis (RYDER 1986), e que
merecem ser consideradas como unidades independentes para conservagao por
possuirem caracteristicas proprias (EIZIRIK, 1996). Dadas a um amplo
reconhecimento da importdncia da diversidade genética na politica de
conservacdo, as ESUs fornecem uma base solida de prioridade para as atividades
de gestdo das populagdes (CAVERS, et. al., 2003). Outro conceito de ESUs,
dado por Crandall et. al. (2000) consiste em populagdes que apresentam baixo

fluxo génico entre si e estdo sob efeito de forgas seletivas, tais como selegdo e
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deriva genética. Essa proposta aborda diferencas adaptativas entre populagdes
baseadas em modificagdes genética e ecoldgicas, além do fato de se existirem
possibilidades histéricas ou recentes de ocorréncia de fluxo génico
(CRANDALL et al., 2000; FRANKHAM et. al., 2002).

Aliado ao conceito de ESUs existe também o conceito de Unidades
Operacionais (UOs ou Unidades de Manejo — UM), que segundo Moritz (1994),
sdo populacdes com divergéncia significativa na frequéncia dos alelos,
independente do qudo distintos sejam esses alelos entre si. Isso significa que o
baixo nivel de contanto atual entre essas populagdes tornaria improvavel uma
recolonizacdo da area de uma delas, no caso de sua extingdo, o que implicaria
em eliminagdo de gendtipos unicos nos ecossistemas locais, com efeitos
deletérios em termos demograficos, ecologicos € mesmo econdmicos para
comunidades humanas locais que utilizam estes recursos (EIZIRIK, 1996). Estas
unidades sdo as mais apropriadas para conservagio a curto prazo (FERNADEZ-
STOLZ, 2007), pois ocorrem em populagdes com separagdo geografica
suficiente para que haja divergéncia das frequéncias alélicas (EIZIRIK, 1996).
Portanto, a defini¢do de UO ¢ a forma mais adequada de se fazer a conservagao
genética, de forma que ndo ocorra perda de alelos em regides que estdo sujeitas a
forte impacto.

Diniz-Filho e Telles (2002, 2006) propuseram uma metodologia baseada
no padrio espacial da variabilidade genética para definicdo de unidades
operacionais intraespecificas. Essa abordagem possibilita a otimizagdo de
estratégias de conservagdo da variabilidade intrapopulacional, de forma a definir
unidades para conservagdo in situ ¢ delinear esquemas de amostragem para
colegdes de germoplasma. Estas unidades possuem entre si uma alta divergéncia
genética, o que reduz o esfor¢o ou custo para indicagdo de areas prioritarias para

a conservagao (DINIZ-FILHO et al., 2003; MANEL et al., 2003; TELLES et al.,
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2003; PEARSE; CRANDALL, 2004; TOMIMATSU et al., 2004; WATTS et al.,
2004).

A indicagdo de locais que possuem populacdes com atributos genéticos
significativos capazes de garantir a manutencdo de parte da heranca evolutiva
(ESU e UO), discernindo entre as diferentes populacdes ¢ uma informagdo
valiosa, pois estas seriam prioritarias para a conservagdo. Essa seria também
uma investigagdo importante e pré-requisito fundamental para o estabelecimento
de estratégias eficazes de conservacdo genética. Além disso, como cada
populacao ou espécie apresenta caracteristicas particulares, como nivel de fluxo
génico, distribuicdo e historia de vida, os objetivos associados a conservagao
devem ser atenciosamente analisados, ¢ ainda, os riscos de extingdo devem ser
identificados e considerados para que finalmente possam ser definidas as

unidades de conservacdo (TAYLOR; DIZON, 1999).

3. CONCLUSOES

e As populagdes de araticum (Annona crassiflora) estudadas
apresentaram altos niveis de diversidade genética (0,35), sendo que a
maioria da variabilidade genética se encontra distribuida dentro das
populacdes (85,61%);

e O fluxo alélico entre as populagdes ¢ de 2,03, valor este que pode ndo estar
sendo o suficiente para homogeneizar a diversidade genética entre as
populacdes, uma vez que o valor da divergéncia genética bayesiana entre as
populagdes estudadas foi considerado alto (0,16);

e Nas populagdes Curvelo 2 (C2), Grao Mogol (GM) e Januaria (JAN) os
genotipos encontraram-se  distribuidos de forma aleatoria, enquanto os
individuos das demais populagdes apresentaram estrutura genética espacial

(EGE) positiva, que pode ser resultado de um fluxo alélico restrito entre os
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individuos dentro destas populagdes, sugerindo que a fragmentacdo do Cerrado e
a perturbacdo do habitat natural dessa espécie tem afetado a estruturagdo
genética espacial dentro das populac¢des de araticum, bem como a distribuicao da
variabilidade genética entre as mesmas;

e Foi possivel indicar seis possiveis Unidades Operacionais para a
conservacao da diversidade genética de Annona crassiflora no estado de Minas
Gerais, sendo ela: Montes Claros (MC), Grao Mogol (GM), Januaria (JAN),
Morro da Garga (MG), Carmo da Cachoeira ¢ uma composta pelas trés
populagdes de Curvelo (C1, C2 e C3). Além disso, seria indicado que as
amostragens nessas areas respeitassem a distancia genética indicada pelo

correlograma matricial, que foi de 295 km.
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ARTIGO 1: DIVERSIDADE E ESTRUTURA GENETICA DE
Annona crassiflora Mart. EM POPULACOES DO ESTADO DE
MINAS GERAIS

RESUMO

Com o intenso processo de fragmentagdo no qual o Cerrado se encontra,
a variabilidade genética das espécies deste bioma tem se tornado cada vez mais
comprometida, podendo ser perdida com o avango desse processo de
degradagdo. Dentre estas espécies, a Annona crassiflora, conhecida como
araticum, possui grande importancia ecoldgica e econdmica, nos setores
alimenticios, farmacéuticos e de cosméticos, e por isso sofre intenso
extrativismo. Com o objetivo de caracterizar a diversidade e estrutura genética
de populacdes de A. crassiflora, foram coletados 192 individuos de oito
localidades no Estado de Minas Gerais. Dez primers ISSR foram utilizados para

obter os dados genéticos desta espécie. Obteve-se 61 fragmentos amplificados,
sendo que 57 foram polimorficos (93,4%). A diversidade genética (I:I .) para o

total das populagdes foi de 0,35, mostrando razoavel reserva de variabilidade
genética da espécie nos locais amostrados. A AMOVA mostrou que 14,39% e
85,61% da variagdo genética foram distribuidas entre e dentro das populagdes,
respectivamente, uma taxa considerada moderada para espécies arboreas. A
partir do dendrograma, construido pelo método UPGMA, pode-se distinguir dois
grupos, sendo o grupo I constituido pelas trés populagdes Curvelo (C1,C2 e C3),
Morro da Garga (MG) e Carmo da Cachoeira (CC), e o grupo Il por Montes
Claros (MC), Grao Mogol (GM) e Januaria (JAN). O teste de Mantel apontou a
existéncia de correlagdo positiva e significativa entre distdncia genética e

geografica (r = 0,46; P = 0,03). Os dados obtidos para A. crassiflora mostram
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que a espécie e os ambientes de sua ocorréncia devem ser priorizados em

programas de conservagdo genética

INTRODUCAO

A continua degradacdo e fragmentagdo dos ecossistemas florestais sdo
considerados atualmente um dos grandes desafios ambientais (LAURANCE et
al. 2002), podendo afetar diretamente a redugdo populacional das espécies
animais e vegetais (TURNER, 1996). Perturbagdes antropicas constantes em
regides onde o processo de destruicdo e fragmentacao se iniciou ha décadas se
tornam importantes ameagas a biodiversidade (GOMES et al., 2007; VIANA,
1995; TURNER 1996). Dessa forma faz-se necessario uma mudanca na forma
de utilizacdo dos recursos naturais, seja para ocupagdo urbana, industrial e/ou
para exploragdo agropecuaria (BARBOSA; MANTOVANI, 2000).

Processos ecologicos s@o altamente influenciados pela fragmentagio,
que pode levar a reducdo e divisdo das populagdes, e segundo Lowe et al.
(2005), dependendo das alteragdes e das caracteristicas da fragmentagdo, as
espécies vegetais podem responder de varias maneiras a este processo. Em
programas de conservagdo os dados sobre ecologia e genética das espécies
devem ser considerados, uma vez que a partir destes dados podem-se inferir
informagdes sobre padrdes populacionais, tais como distribuicdo da diversidade
genética, fluxo alélico, taxas e sistemas de cruzamento, dentre outras (NG; LEE;
KOH, 2004). Essas informag¢des sdo extremamente relevantes, ja que elas
revelam o potencial genético das espécies, condicdo esta primordial para
perpetuagdo das espécies (MYAMOTO; KURAMOTO; YAMADA, 2002).

O Cerrado ¢ reconhecido como a savana mais rica do mundo em
biodiversidade com a presenca de diversos ecossistemas (FONSECA, 2000), e ¢

o segundo maior bioma do Brasil, ocupando 21% do territério nacional
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(BORLAUG, 2002). Além disso, o Cerrado ¢ considerado um dos hotspots
mundiais de diversidade (MYERS et al., 2000). Conforme descrito por Machado
et al. (2004) a area desmatada do Cerrado até o ano de 2002 era de 54,9% da
area original (cerca de 1,58 milhdes de hectares), e, de acordo com relatério
realizado pelo Ministério do Meio Ambiente, restam apenas 46,74% de areas
naturais preservadas neste bioma (MMA, 2007). Com o grande aumento do
extrativismo e pela crescente expansdo das fronteiras agricolas, o Cerrado esta
perdendo sua area, sua riqueza e potencial (KLINK; MACHADO, 2005). As
consequéncias deste aumento de areas fragmentadas nesse bioma tém sido foco
de varias abordagens de estudos, tais como em ecologia ¢ genética, ndo somente
pela importancia deste bioma, mas também para que os conhecimentos
adquiridos possam ser utilizados na sua gestao.

Dentre as inumeras frutiferas nativas do Cerrado que apresentam
potencial de utilizacdo em sistemas tradicionais de produgdo agricola, o
araticunzeiro (Annona crassiflora Mart.), da familia Annonaceae, destaca-se
pelo sabor de seus frutos, que sdo muito apreciados e, por isso, facilmente
comercializaveis. Os frutos do araticunzeiro podem ser consumidos in natura,
como, também, ser utilizados na fabricacdo de compotas, doces, geleias,
sorvetes, sucos, licores e vinagres. Trata-se de uma planta que apresenta valor
ornamental ¢ medicinal, sendo empregada popularmente como antidiarréica
(sementes) e como antimicrobiana, por suas propriedades antifungicas e
antibacterianas (ALMEIDA, 1998).

As populagdes naturais de 4. crassiflora encontram-se em regioes que
estdo sofrendo intenso processo de devastacdo, principalmente em areas
utilizadas para pasto e intenso de extrativismo (RIBEIRO; PASQUAL, 2005), o
que a torna uma espécie importante para pesquisas referentes a caracterizacio

genética, com vista & sua conservagdo. Espera-se que as populagdes que se
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encontrem em regides de extrativismo possuam menor diversidade genética que
as demais populagdes.

Considerando que o conhecimento genético, como a estrutura e
diversidade genética entre populagdes naturais, ¢ importante para adogdo de
iniciativas de manejo e conservacdo, o objetivo deste trabalho foi quantificar a
diversidade e estrutura genética de populagdes naturais de Annona crassiflora

Mart. no Estado de Minas Gerais, em areas do Cerrado.

MATERIAL E METODOS

Locais de coleta

Os locais de coleta estdo situados no estado de Minas Gerais,
abrangendo as regides de ocorréncia da Annona crassiflora (Tabela 1). Folhas
jovens de 24 individuos adultos foram coletadas em cada populagdo,
identificadas, acondicionadas em sacos de papel ¢ mantidas em sacos de plastico
com silica gel. Essa amostragem foi realizada de forma aleatoria ao longo das
areas, sem distancia minima determinada para inclusdo dos individuos. Todos os
individuos foram marcados e identificados quanto as suas coordenadas
geograficas. Esse material foi conduzido ao Laboratério de Conservagido
Genética de Espécies Arboreas da Universidade Federal de Lavras - UFLA, e
ficou armazenado a -20°C até o momento dos procedimentos de extragdo do
DNA. Foi utilizado o método proposto por Santos e Vieira (2005) para avaliagdo
do estado de preservagdo das areas amostradas, onde foi avaliada a presenca de
gado, corte seletivo e fogo, e atribuiu-se notas de 1 a 5, e realizando a somatoria
dessas notas ao final, onde os maiores valores correspondem ao maior grau de

preservagdo (Tabela 1). Foi avaliada também a intensidade do extrativismo
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nessas areas, ¢ foram atribuidas notas de 0 a 5, com os maiores valores

indicando maior intensidade de extrativismo da espécie (Tabela 1).

Tabela 1 Populagoes amostradas de Annona crassiflora no Estado de Minas Gerais.
n = nimero de individuos. P = grau de preservagdo; E = intensidade de

extrativismo
Pop Localidade Latitude S  Longitude W  n P E
JAN Januaria 15° 48’ 33” 44° 36’ 65~ 24 3 5
GM Grao Mogol 16° 56° 66” 42° 89’ 98~ 24 3 5
MC Montes Claros 16° 71°67” 43° 86’ 66” 24 4 4
Cl Curvelo 18° 88’ 45” 44° 44° 64~ 24 2 1
c2 Curvelo 18° 82’ 34” 44° 52° 737 24 2 1
C3 Curvelo 18°77° 03” 44° 49’ 16” 24 2 1
MG Morro da Garga 18°50° 18~ 44° 57’ 93~ 24 2 1
CC Carmo da Cachoeira  21° 44’ 927 45° 08’ 99~ 24 3 2

As oito populagdes encontram-se em ambientes diversificados, descritos

a seguir.

Populacio JAN

Esta area se encontra dentro da Area de Protecio Ambiental do Rio
Pandeiros (APA-PANDEIROS), no municipio de Januaria, sendo que foi
constatada a presenga de gado, ¢ mesmo assim ndo apresenta sinais de
degradacdo, com auséncia de desmatamento ¢ queimadas, podendo assim ser
considerada como uma area preservada. Nesta regido ¢ realizado o extrativismo
dos frutos de Annona crassiflora para produgdo de produtos alimenticios e

vendidos a cooperativas da regido.

Populacio GM

A populagio GM encontra-se em uma reserva agroextrativista

denominada Projeto de Assentamento Americana, do municipio de Grdo Mogol,
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MG. Até a década de oitenta explorou-se nessa area espécies nativas com o
intuito de producdo de carvdo vegetal, com ocorréncia frequente de incéndio.
Atualmente, esta area se encontra em processo de regeneracdo, com auséncia de
incéndios, sendo que o ultimo aconteceu ha cinco anos. Nao ha presenca de
pasto nesta area, e os moradores realizam coleta de frutos de Annona crassiflora,
com a preocupagdo de ndo coletar todos os frutos, deixando alguns nas arvores.
Estes frutos sdo utilizados na producdo de polpas e doces, que sdo revendidos

para cooperativas da regido.

Populacio MC

A area de estudo pertence a uma reserva ecologica bem preservada,
existente ha dez anos, com predominancia de vegetacdo nativa de Cerrado
Stricto Sensu, com auséncia de pastos, cortes e queimadas. Atualmente ndo ha
coleta predatoria dos frutos de 4. crassiflora, porém, antes da implantagdo da

reserva, os moradores coletavam frutos para a comercializagao.

Populacio C1

Area de fragmento de Cerrado que ndo apresenta vestigios de corte raso
para a producdo de carvao, porém ha coleta de lenha seca caida no chdo por
parte da populagdo local. O fragmento é limitado por estradas, pastagens e
plantios de eucalipto, e ha vestigios de fogo no interior do fragmento. A 4.
crassiflora é uma das espécies mais abundantes neste fragmento, sendo que ha

presenca de regenerantes.
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Populacio C2 e C3

Estas areas sdo formadas principalmente por pastagem, A. crassiflora, com

regenerantes, e Caryocar brasiliense (pequi).

Populacao MG

Nessa area o pasto presente se encontra degradado e ¢ arborizada
principalmente com A. crassiflora e C. Brasiliense. Apesar de haver relatos de
rogada, a maior parte dos arbustos e regenerantes de A. crassiflora e C.
brasiliense foi deixada na area, inclusive os de pequeno porte, ¢ além disso ndo

ha coleta de frutos para fins comerciais, segundo os moradores da localidade.

Populacio CC

Pertencente a uma propriedade rural no Sul de Minas, esta area era uma
regido original de Cerrado Stricto Sensu, porém foi modificada em um sistema
silvopastoril, de aproximadamente 30 anos, com a presenca de Annona
crassiflora e Brachiaria decumbens. (MELQO, 2009).

A Figura 1 mostra a localizacdo geografica das oito populagdes
estudadas e a Tabela 2 representa a matriz de distdncia geografica entre as

populagdes.
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Figura 1 Localizac¢do geografica das oito populagdes de Annona crassiflora, no Estado
de Minas Gerais, selecionadas para o estudo (JAN, populagdo de Januaria; GM,
populacdo de Grao Mogol; MC, populacdo de Montes Claros; MG, populacao
de Morro da Garga; C1, C2, C3, populagdes de Curvelo; CC, populagdo de
Carmo da Cachoeira. Estrela: Belo Horizonte)

Tabela 2 Matriz de distdncia geografica entre as populagdes de Annona crassifora,
em quilometros

Cl1 C2 C3 MG CC MC GM JAN
C1 -
C2 10,9 -
C3 13,9 6,9 -
MG 44.9 36,2 31,1 -
CC 291,8  296,6 303,1 330,8 -
MC 2477 2435 236,88 2114 5394 -
GM 304,55 303,6 296,7 278,7 587,6 104,5 -
JAN 376,5 370,1 3640 3348 664,7 146,6 1975 -

Extracdo do DNA gendomico

O método de extragdo utilizado foi o Moog ¢ Bond (2003), sendo

utilizado 50mg de material foliar, macerado em 600uL de tampao de extracdo e

PVP (polivinilpirrolidona), em um almofariz. O tampao extragdo constituiu de

100mM de Tris pH 8,0; 50mM de EDTA 0,5M pH 8,0; 500mM de NaCl 5M;
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0,7% de SDS 7%; 50pg/mL de Proteinase K (10mg/mL) e 50pug/mL de RNAse
(10mg/mL). O material macerado foi colocado em tubos de 1,5mL, incubados
em estufa a uma temperatura de 37°C e deixados por aproximadamente 12 horas.
Em seguida os tubos foram retirados da estufa e adicionou-se 320uL de NaCl
5SM. Apods serem agitados (vortex), centrifugou-se por 5 minutos a 12000 rpm e
pipetou-se a fase superior (aquosa) para um novo tubo. Para precipitacdo do
DNA, adicionou-se 800uL de isopropanol e as amostras foram deixadas a -20°C
por 3 horas. Foi feita uma centrifugac¢do por 10 minutos a 12000 rpm a 4° C. A
este material acrescentou-se 500uL de etanol 70% e centrifugou-se a 4000 rpm
por 10 minutos, sendo que este procedimento foi realizado por duas vezes.
Efetuou-se entdo uma ultima lavagem, utilizando-se 500pL de etanol 100%. O
pellet foi deixado em temperatura ambiente para secar e, finalmente, os acidos
nucléicos foram solubilizados com tampao 200uL de TE (1mM de Tris e 0,1mM

EDTA).

Amplificacdo do DNA com primers ISSR

As reagdes de amplificacdo foram conduzidas em um termociclador
GeneAmp PCR System 9700, com volume total de 12uL, contendo 2uL de
DNA gendmico diluido 50X; 1,2uL de Tampao PCR 10X (500mM de Tris-HC1
pH 8,0; 200mM de KCI; 2,5mg/mL de BSA; 200mM de Tartrazine e 1% de
Ficol); 1,20uL de de ANTP + MgCl, (dNTP a 2,5mM; MgCl, a 25mM; 0,15uL
de Taq DNA polimerase (5U/uL) e 2uL de cada primer (2 mM). Os primers
utilizados encontram-se descritos na Tabela 2. Ap6s uma desnaturagdo inicial a
94°C, por 5 minutos, as reagdes foram submetidas a 37 ciclos de amplificacdo
iguais para todos os primers. Cada ciclo consistiu de 15 segundos a 94°C, 30
segundos a 47°C e 1 minuto a 72°C. Ao final do ultimo ciclo, a extensdo final,

foi por 7 minutos, a 72°C. Apds as reagdes, os fragmentos amplificados foram
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separados por eletroforese em gel de agarose 1,5%, corado com brometo de
etideo (5 mg/mL). O tamanho dos fragmentos foi estimado em compara¢do com
um marcador de peso molecular (“DNA ladder”) de 1 kb, e os géis foram
interpretados quanto a presenca (1) e a auséncia (0) de fragmentos, onde cada
fragmento amplificado foi considerado como um loco. Com base nesses
resultados, foi construida uma matriz de dados binarios para avaliar o nivel de

polimorfismo referente as populagoes.
Analise Genética dos Dados

A partir da matriz de dados bindrios foi estimado o conteudo
informativo de polimorfismo (PIC), cujo objetivo ¢ indicar o quanto o marcador
utilizado (primer) poder ser informativo. Este pardmetro ¢ calculado pela
férmula PIC = 2pi (1-Pi) (BHAT, 2002), onde, Pi ¢ a frequéncia de ocorréncia
de bandas polimorficas e 1-Pi é a frequéncia do alelo nulo, nos diferentes
primers. Este valor de PIC significa a probabilidade de encontrar o marcador em
dois estados diferentes (ausente ¢ presente) em duas plantas aleatoriamente da
populacdo. O valor de PIC varia de zero para os marcadores monomorficos e 0,5
para os polimérficos (ROLDAN-RUIZ, et al., 2000).

O numero de marcadores polimorficos foi analisado por bootstrap,
realizado pelo do programa GENES (CRUZ, 2001), para determinar se estes
foram suficientes para estimar precisamente os parametros genéticos desejados
nas populagdes. A andlise da diversidade genética intrapopulacional e de fluxo
alélico entre as populacdes foi realizada com o auxilio do programa
computacional PopGene (versdo 1.32) (YEH et al, 1997), assumindo o
Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) entre as popula¢des. Foram estimados o

numero de alelos observados (rna), o numero efetivo de alelos (ne), a

heterozigosidade esperada (I:I .), a porcentagem de locos polimorficos e o fluxo
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alélico indireto, calculado da seguinte forma: Nm = 0,5 (1 — GST)/GST
(MCDERMOTT; MCDONALD, 1993).

Para inferir sobre a estrutura genética das populagdes foi realizada a
Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) (EXCOFFIER; SMOUSE;
QUATTRO, 1992). Por meio da decomposicdo total dos componentes entre e
dentro das populagdes utilizando o software ARLEQUIN, versio 3.1
(EXCOFFIER; LAVAL; SCHNEIDER, 2007), assumindo-se que todos os
individuos dentro das populagdes possuiam o mesmo padrdo de acasalamento.

Foi realizada uma estimativa da divergéncia genética bayesiana & entre
os pares de populagdes, com auxilio do programa HICKORY v. 1.0
(HOLSINGER; LEWIS, 2003). A partir dessa estimativa foram realizados os
agrupamentos, pelo coeficiente de Jaccard, por meio do método UPGMA
(método da média aritmética ndo ponderada). A consisténcia dos agrupamentos
foi obtida por meio da utilizagdo de 1.000 permuta¢des com o programa TFPGA
(Tools for Population Genetic Analysis) versio 1.3 (MILLER, 1997).
Adicionalmente, foi realizado o teste de Mantel entre as populagdes, pelo
programa computacional NTSYS 2.0 (ROHLF, 2001), com 1.000 permutagdes,

para testar a correlagdo entre as distdncias genética e geografica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Sele¢do dos primers ISSR, qualidade do Marcador e numero 6timo de

fragmentos amplificados

Dentre 15 primers testados, 10 foram escolhidos, que apresentaram
fragmentos de amplificacdo e de boa intensidade. Com a utilizagdo desses

primers foi gerado um total de 61 fragmentos amplificados, sendo 57
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polimérficos e quatro monomorficos. O numero de fragmentos por primers
variou de 3 a 8 (Tabela 3).

Na Tabela 2 é descrito o valor do PIC (Conteudo Informativo de
Polimorfismo). Este pardmetro ¢ utilizado para indicar a qualidade do
marcardor. Segundo a classificacdo de Botstein et al. (1980), marcadores com
PIC superior a 0,5 sdo considerados satisfatorios em conteudo informativo, com
valores entre 0,25 e 0,50 mediamente informativos,e, com valores inferiores a
0,25 possuem pouca informagdo. Analisando os 10 primers utilizados nesse
estudo, pode-se observar que este parametro variou de 0,34 a 0,47, com valor
médio de 0,39, o que classifica esses locos como marcadores medianos em

conteudo de informagao.

Tabela 3 Nome, sequéncias, numero de fragmentos ¢ o Contetido Informativo de
Polimorfismo (PIC) de cada primer

N° de

Primer Sequéncia fragmentos PIC
(CA)6-R CAC ACA CAC ACAR 3 0,47
JOHN (AG)7-YC AGA GAG AGA GAG AGY C 6 0,38
MANNY (CAC)4-RC CAC CACCACCACRC 7 0,34
UBC 807 (AG)8-T AGA GAG AGA GAG AGA GT 8 0,39
UBC 834 (AG)8-YT AGA GAG AGA GAG AGA GYT 7 0,37
UBC 835 (AG)8-YC AGA GAG AGA GAG AGA GYC 8 0,44
UBC 840 (GA)8-YT GAG AGA GAG AGA GAG AYT 6 0,38
UBC 841 (GA)8-YC GAG AGA GAG AGA GAG AYC 5 0,46
UBC 855 (AC)8-YT ACA CAC ACA CAC ACA CYT 3 0,38
UBC 857 (AC)8YG ACA CAC ACA CAC ACA CYG 8 0,42
TOTAL 61 0,39

R = purina (A ou G) e Y = pirimidina (C ou T).

A Figura 2 mostra um gel de agarose fotografado com luz ultravioleta e

corado com brometo de etideo (Smg/mL) com o perfil de amplificagdo do
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primer UBC 841. Os fragmentos que apresentaram colora¢do fraca e baixa

resolugdo foram descartados.

Figura 2 Padréo de fragmentos resultante da amplificagdo do primer UBC 841
em individuos de Annona crassiflora Mart. L: ladder 1Kb. Seta:
fragmentos amplificados. Kb: peso molecular dos fragmentos do
ladder

O namero 6timo de fragmentos para se estimar com confiabilidade a
diversidade genética da espécie foi estimado em 41 (Figura 3), a partir do qual o
valor de estresse foi inferior a 0,05 ¢ a correlagdo de 0,948. A correlagdo se
aproximou do seu valor maximo (1) a partir desse niumero de fragmentos,
sugerindo que a quantidade de primers utilizados ¢ o nimero de fragmentos
amplificados obtidos foram suficientes para se analisar e obter associagdes entre
os individuos (KRUSKAL, 1964; SILVEIRA; RUAS; RUAS, 2003). Outros
estudos que utilizaram marcadores dominantes obtiveram resultados
semelhantes. Cavallari (2004), estudando a estrutura genética de Encholirium
(Bromeliaceae) por meio de marcadores RAPD, mostrou que a partir de 50
fragmentos ja era o suficiente se analisar a diversidade genética da espécie.
Branddo (2008), ao caracterizar a diversidade genética de Myrcia splendes
(Mytaceae) por marcadores ISSR em sistema corredor-fragmento, estimou 55

como numero 6timo de fragmentos. Para a espécie Aspidosperma polyneuron
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(Apocynaceae), Torezan et al. (2005) observaram que a obtencdo de 50
fragmentos RAPD foi suficiente para caracterizar a variabilidade genética da
espécie. Estudando a diversidade genética de Cavanillesia arborea em
populacdes do Norte de Minas Gerais, Melo Janior (2010) estimou em 57

fragmentos como nimero suficiente para suas analises.
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Figura 3 Coeficiente de correlagdo do nimero 6timo de fragmentos amplificados
para Annona crassiflora Mart.

Diversidade e Estrutura Genética das Populacdes

Os 10 primers utilizados geraram um total de 61 locos, dos quais 57
foram considerados polimoérficos, o que representa 93,4% do total. Os locos sdo
considerados polimérficos quando a frequéncia do alelo mais comum for menor
ou igual a 95% (NEI, 1987). Os valores dos pardmetros genéticos populacionais

sdo apresentados na Tabela 4. O nimero de alelos observados (Na) variou de
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1,50 a 1,82, e o numero de alelos efetivos (Ne) variou de 1,32 a 1,65, nas
populagdes JAN e C2, respectivamente. Os valores médios de Na ¢ Ne foram
1,93 e 1,61, respectivamente.

A porcentagem de locos polimorficos variou de 49,18%, para os
individuos da populacdo JAN a 81,97% para os individuos da populagdo C2.
Alguns trabalhos utilizando marcadores dominantes (BRANDAO, 2008; CHEN
et al., 2006; XIA et al, 2007) tém considerado a porcentagem de locos
polimorficos como medida de diversidade genética. Utilizando marcadores
ISSR, Su, Wang e Ouyang (2009) encontraram 73,14% de locos polimoérficos
para Pseudotaxus chienii, enquanto Shao et al. (2009) obtiveram uma
porcentagem de locos polimérficos de apenas 44,28% em Primula merrilliana.
Viana e Souza e Lovato (2010), estudando as espécies Dimorphandra wilsonni e
D. mollis, por meio de marcadores ISSR, encontraram uma porcentagem de
locos polimoérficos menor na primeira espécie (40%) em relagdo a segunda
(70,4%), indicando uma alta diferenciagdo genética para populagdes de D.
wilsonni. Jeong et al. (2010) encontraram 44,3% de locos polimorficos para a
espécie Megaleranthis saniculifolia com este mesmo tipo de marcador

molecular.

Tabela 4 Estimativas de diversidade genética em oito populagdes de A. crassiflora. Na:
numero de alelos observados; Ne: numero de alelos efetivos; He: diversidade
genética de Nei; P: porcentagem de locos polimorficos e Nm: fluxo génico

Populacdes N, N, H, P(%) Nm

JAN 1,50 (0,50)  1,32(0,36) 0,19 (0,20) 49,18 -

GM 1,60 (0,50)  1,40(0,39) 0,23 (0,20) 59,02 -

MC 1,60 (0,50) 1,42 (0,40) 0,24 (0,21) 59,02 -

Cl 1,72 (0,45) 1,55(0,38) 0,31(0,20) 72,13 -

C2 1,82 (0,38)  1,65(0,35) 0,35(0,18) 81,97 -

C3 1,65(0,47) 1,52(0,42) 0,28 (0,21) 65,57 -

MG 1,80 (0,40) 1,64 (0,36) 0,35(0,18) 80,33 -

CC 1,72 (0,45) 1,56 (0,41) 0,30(0,21) 72,13 -
Conj. das pops. 1,93 (0,25) 1,61(0,30) 0,35(0,14) 93,44 2,03

( ): desvio padrao.
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Utilizando marcadores RAPD, também dominante, Batistini et al. (2010)
conseguiram revelar 72,8% de locos polimoérficos para Anemopaegma arvense.
Também com marcador RAPD, Cota (2008) obteve, em popula¢des naturais de
Annona crassiflora nos municipios de Montes Claros, Grdo Mogol e Campo
Azul, no Norte de Minas Gerais, um total de 91,72% de locos polimoérficos,
valor este proximo ao encontrado para este pardmetro no presente estudo
(93,44%). Estas duas primeiras populagdes sdo proximas as amostradas no
presente estudo. Porém os valores deste indice para as populagdes MC (59,02%),
GM (59,02) e JAN (49,18) s@o menores do que os encontrado por Cota (2008)
em popula¢des proximas a essas, cujos valores foram 59,31% na populacdo de
Grao Mogol, 71,05% em Montes Claros e 76,55% em Campo Azul.

Avaliando-se a diversidade genética de Nei (H,), observou-se que o
menor indice foi de 0,19 para a populacdo JAN, enquanto as populagdes C2 e
MG apresentaram o maior valor, de 0,35. Analisando o conjunto das populagdes,
a diversidade genética média foi de 0,35, o que € considerado um alto indice de
diversidade genética para espécies arboreas. As populacdes JAN, GM sdo as
populagdes que estdo sob extrativismo, e a populagdo MC, mesmo ndo havendo
relatos de extrativismo atual, ja sofreu coleta de forma intensa ha mais de 10
anos atras. Esses fatores podem ter refletido em uma diversidade genética mais
baixa nessas populagdes, cujos valores foram de 0,19, 0,23 e 0,24
respectivamente. Utilizando marcadores ISSR, Fernandes (2008) obteve um
indice de diversidade genética de 0,35 para populacdes de Caryocar brasiliense
no Norte de Minas Gerais, espécie esta que também sofre extrativismo. Telles et
al. (2010) também encontraram um valor razoavel de diversidade genética (0,27)
para Tibouchina papyrus com o uso de marcadores RAPD e Oliveira et al.
(2008), estudando a variabilidade genética de Dimorphandra mollis (Fabaceae),

obtiveram um valor de H, de 0,30 para as populagdes estudadas.
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Em outros trabalhos com o auxilio de isoenzimas e com espécies da
mesma familia da Annona crassiflora (Annonaceae), como a Xylopia
emarginata (JAEGER et al., 2007), foi encontrado o valor de He de 0,39 e 0,45
para duas populagdes em campos rupestres e para a pindaiba (Xylopia
brasiliensis), o valor médio de He foi de 0,36 (PINTO; CARVALHO, 2004).
Observa-se que os valores aqui encontrados foram proximos aos trabalhos
supracitados, mesmo que os marcadores tenham natureza diferente, no caso as
isoenzimas, que sdo codominantes.

Telles et al. (2003), pesquisando populagdes naturais de A. crassiflora
com o auxilio de marcadores isoenzimaticos, encontraram valores de diversidade
genética que variaram entre 0,189 a 0,460, com um média de 0,357. Com o uso
de marcadores moleculares RAPD, Cota (2008) observou um valor de He médio
de 0,30 para A. crassiflora, sendo que esse indice variou de 0,21 a 0,30 entre as
populacdes estudadas.

Os valores encontrados nos trabalhos citados se assemelham aos niveis
de diversidade genética das populagdes analisada no presente estudo. No
entanto, ¢ importante salientar que estes dados foram obtidos de estimativas
historicas, pois os individuos estudados sdo adultos, e provavelmente ja se
encontravam nos ambientes antes do inicio do processo de fragmentacdo do
Cerrado. Para obter resultados mais definidos dos efeitos da fragmentacao de
ambientes na diversidade genética seriam necessarios estudos com varias
geracdes. No entanto, considerando a longevidade das espécies arboreas, estes
estudos se tornam inviaveis, sendo que estudos com progénies dessas
populagdes podem ser considerados para se acessar a diversidade genética das
demais geragdes.

A Tabela 5 apresenta valores de diversidade genética para algumas

espécies arboreas, obtidos com diferentes marcadores moleculares.
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Tabela 5 Indices de diversidade genética (He) em espécies arboreas, obtidos por
diferentes marcadores moleculares

Espécie 1:11/[:11;: c::ﬂ;; He Referéncia
Annona crassiflora Isoenzima 0,35 Telles et al. (2003)*
Annona crassiflora RAPD 0,30 Cota (2008)*

Astronium urundeuva ~ Microssatelite 0,63 Caetano et al. (2008)
Caryocar brasiliensis ISSR 0,35 Fernandes (2008)
Caryocar brasiliensis ~ Microssatelite 0,84 Collevz;‘;gsl((}zrgtg?}))agha ¢
Cavanillesia arborea ISSR 0,43 Melo Junior (2010)
Dimorphandra mollis Isoenzima 0,46 Gongalves et al. (2010)
Dimorphandra mollis RAPD 0,30 Oliveira et al. (2008)
Eremanthus erythopappus ISSR 0,36 Atrriel (2009)
Eremanthus glomerulatus ISSR 0,40 Arriel (2009)
Eremanthus incanus ISSR 0,34 Arriel (2009)
Mabea fistulifer RAPD 0,39 Goulart (2005)
Machaerium villosum Isoenzima 0,48 Botrel; Carvalho (2004)
Mpyrcia slpendens ISSR 0,33 ¢ 0,37 Brandao (2008)
Tabebuia aurea Microssatelite 0,89 Braga et al. (2007)
Tabebuia ochracea Microssatelite 0,40 Mggﬁéi;ﬂiegz%%?;
Tibouchina papyrus RAPD 0,27 Telles et al. (2010)
Vellozia epidendroides Isoenzima 0,46 Franceschinelli et al. (2006)
Vellozia leptopetalas Isoenzima 0,22 Franceschinelli et al. (2006)
Xylopia brasiliensis Isoenzima 0,36 Pinto; Carvalho (2004)*
Xylopia ermaginata Isoenzima 0,39 ¢ 0,45 Jaeger et al. (2007)*

*Annonaceae

A distribuicdo da variabilidade genética entre e dentro das populagdes

foi calculada de acordo com Nei (1978). Na Tabela 6 encontram-se os resultados

da analise de varidncia molecular (AMOVA) para as populagdes de A.

crassiflora.
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Tabela 6 Andlise da variancia molecular (AMOVA) em oito populacdes de Annona
crassiflora Mart. GL = graus de liberdade ¢ SQ = soma do quadrado dos
desvios. Fst=0,14

Fonte de Componentes Variacao
Variacao GL SQ da varidncia Total (%) P
Entre 7 136,02 0,64888 14,39 <0,001
populacdes
Dentro de 184 710,08 3,85915 85,61 <0,001
populacdes
Total 191 846,11 4,50
Fy 0,14

Esta andlise mostra que 85,61% (P< 0,001) da diversidade genética se
encontra dentro das populagdes de A. crassiflora. Estes resultados, além de
serem condizentes com os de outros trabalhos (APTE et al., 2006;
FERNANDES, 2008; FREITAS; LEMOS-FILHO; LOVATO, 2008;
GOULART; RIBEIRO; LOVATO, 2005; NYBOM, 2004; SOARES et al.,
2008; TELLES et al., 2003), corroboram o pressuposto de que em populacdes de
espécies perenes e de fecundagdo cruzada, as estimativas de diferenciacdo
genética entre populagdes, obtidas por meio de marcadores dominantes, sdo
normalmente menores que 28% (NYBOM; BARTISH, 2000). De uma forma
geral, as espécies arbdreas apresentam sistema misto de reprodugdo, bem como
uma eficiéncia na dispersdo de sementes ¢ de pdlen, o que favorece um fluxo
génico que ocorra a longas distancias, aumentando assim a variagdo genética
encontrada dentro das popula¢des diminuindo a divergéncia genética entre as
mesmas (LOVELESS; HAMRICK, 1984).

Por outro lado, o tipo de polinizacdo pode limitar o movimento do
polen, interferindo assim na distribui¢do genética entre e dentro das populagdes.
No caso do araticum, na auséncia do agente polinizador, ocorre a
autopolinizagdo, porém os frutos ndo sdo formados (CAVALCANTE et al.,
2009). Além disso, segundo Nybom (2004), espécies que tém suas sementes

dispersadas por gravidade possuem uma maior variacdo genética entre
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populagdes, quando comparadas com espécies que possuem dispersdo por
mecanismos mais eficientes, como animais, vento e/ou agua. Em A. crassiflora,
a poliniza¢do ocorre por coledpteros e a dispersdo primaria é barocorica. Estes
dois fatores podem resultar em valores intermedidrios de divergéncia genética
entre as populagdes (LOVELESS; HAMRICK, 1984), como o encontrado no
presente trabalho (14,39%).

As estimativas de distdncia genética bayesiana (6°) entre as oito
populagdes de A. crassiflora sdo mostradas na Tabela 7.

A média da distancia genética ©” entre as oito populagdes foi de 0,16. A
menor distancia genética foi de 0,10 entre as populagdes C1 ¢ C2, enquanto que
C2 e MC e C3 e MC sdo as mais distantes geneticamente (0,23). Vale ressaltar
que as menores distdncias estdo associadas aos genotipos mais semelhantes e as

maiores aos mais divergentes.

Tabela 6 Distancias genéticas entre pares de populagdes (6°) de Annona
crassiflora. C1, C2, C3, populagdes de Curvelo; MG, populagao
de Morro da Garga; CC, populacdo de Carmo da Cachoeira; MC,
populacdo de Montes Claros; GM, populacdo de Grao Mogol;
JAN, populagdo de Januaria

POP C1 C2 C3 MG CC MC GM JAN
C1 -

C2 0,10 -

C3 0,12 0,9 -

MG 0,13 0,11 0,05 -

CC 0,11 0,15 0,17 0,12 -

MC 0,20 023 023 0,19 0,18 -

GM 0,17 0,17 0,18 0,15 0,15 0,11 -

JAN 0,19 022 023 0,18 0,15 0,20 0,11 -

O valor de distancia genética (0,16) indica uma alta divergéncia genética
entres as populagdes, que pode ter sido influenciada pela distancia geografica

entre as mesmas, ¢ pelo sistema de polinizagdo e dispersdo dos frutos, que estdo
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intimamente relacionados ao fluxo alélico entre as populagdes. Neste estudo o
valor de fluxo alélico observado para o conjunto das populagdes foi igual a 2,03
(Tabela 4). Este valor pode ndo estar sendo o suficiente para contrapor os efeitos
da deriva genética nessas populagdes, uma vez que a dispersdo dos frutos ¢
realizada pela gravidade e a polinizagdo por pequenos besouros e ambos
mecanismos ndo alcancam longas distancias. Em principio, seria necessario um
fluxo alélico superior a quatro migrantes por geragdo, para que os efeitos da
deriva genética sejam contrapostos com consequente redugdo da divergéncia
genética entre as populagoes (SLATKIN, 1987; WRIGHT, 1951).

Um dendrograma foi construido pelo método do UPGMA a partir dos
dados de distancia genética bayesiana (6”) das populagdes de A. crassiflora
(Figura 4). Pela analise do dendrograma pode-se observar a formagdo de dois
grupos principais, apresentando consisténcia maxima do n6 (100%). Um grupo
foi formado por cinco populacdes (C1, C2, C3, MG e CC) e outro grupo
formado por trés populagdes (MC, GM, JAN).
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Figura 4 Dendrograma upgma das populagdes de annona crassiflora, calculado de
acordo com a distancia genética bayesiana (6”). Os niimeros acima dos
nés indicam a consisténcia dos mesmos, em porcentagem, ap6és 1.000
permutacdes. C1, C2 e C3: populagdes de Curvelo; MG: Morro da Garga; CC:
Carmo da Cachoeira; MC: Montes Claros; GM: Grao Mogol; JAN: Januaria

Esta divisdio em dois grupos pode estar associada a localizacdo
geografica dessas populagdes, ja que houve um agrupamento das populacdes
localizadas geograficamente, (Figura 4),

O resultado do Teste de Mantel revelou haver correlagdo positiva e
significativa entre as distancias genética e a geografica nas populagdes de A.
crassiflora (r = 0,46; P = 0,03). Telles et al. (2003) também reportaram a
existéncia de correlacdo entre distribuigdo espacial e genética em populagdes
naturais de 4. crassiflora, mas salientaram a importancia de se amostrar um

numero maior de populagdes.
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CONSIDERACOES FINAIS

As populagdes de Annona crassiflora estudadas apresentaram um
valor médio de diversidade genética igual a 0,35, porém, nas populagdes
MC, GM e JAN esta diversidade genética foi baixa (0,19, 0,23 e 0,24
respectivamente). A maioria da variabilidade genética se encontra
distribuida dentro das populagdes (85,61%), o que evidencia o potencial
destas para a conservagao genética da espécie. Apesar disso, a distancia
genética bayesiana média encontrada entre as populagdes foi de 0,16,
valor este considerado intermedidrio para espécies arboreas tropicais, o
que pode ser reflexo do fluxo alélico baixo entre as populagdes (Nm=
2,03). Niveis mais altos de fluxo alélico poderiam diminuir a perda da
diversidade genética e manter as populacdes viaveis em longo prazo
(GONCALVES et al., 2010). Porém, estas populacdes de 4. crassiflora se
encontram em ambientes fragmentados, principalmente as populagdes do
Norte de Minas Gerais que sofrem intenso extrativismo de seus frutos, e
assim acabam impedindo a dispersdo natural das sementes.
Consequentemente os niveis de diferenciagdo genética entre essas
populacdes pode aumentar nas proximas geragdes, tornado assim,
essencial a realizagdo de estudos nas progénies dessas populacdes, para
deste modo, entdo, avaliar os impactos genéticos causados pela

fragmentagao e o extrativismo nesta espécie.
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ARTIGO 2: ESTRUTURA GENETICA ESPACIAL EM
POPULACOES NATURAIS DE Annona crassilfora Mart. NO
ESTADO DE MINAS GERAIS

RESUMO

O araticum (Annona crassilfora Mart.) possui grande potencial frutifero, ¢
amplamente explorado economicamente e utilizado na alimentagdo regional. Por
este motivo, torna-se essencial conhecer a forma como ¢ a estrutura genética da
espécie, com o intuito de manejar e conservar o seu potencial evolutivo. Este
trabalho objetivou compreender a estrutura genética espacial (EGE) de oito
populacdes de araticum no Estado de Minas Gerais, gerando informacdes para a
sua conservacgao. Foram utilizados dez primers ISSR em 192 individuos de oito
populagdes do estado de Minas Gerais, sendo elas C1, C2 e C3 (populagdes de
Curvelo); MG (Morro da Garga); CC (Carmo da Cachoeira); MC (Montes
Claros); GM (Grao Mogol) e JAN (Januaria). Nas populagdes C2, GM e JAN os
genoOtipos encontraram-se distribuidos de forma aleatéoria (P > 0,05). Ja os
individuos das demais populagdes apresentaram EGE positiva. Em C1, a EGE
ocorreu na segunda e terceira classe de distancia (98 a 288m), com valores de
coancestria de 0,19 (P = 0,00) e 0,15 (P =0,007) respectivamente; em C3 a
coancestria se mostrou positiva e significativa na primeira e na segunda classe
(valores de 0,12, P = 0,01 e 0,15, P= 0,02, respectivamente) e nas populacdes
MG, CC e MC a coancestria foi positiva e significativa na primeira classe de
distancia (0 a 97, 0 a 42 ¢ 0 a 19m para cada populagdo), assumindo,
respectivamente, os valores de 0,19 (P = 0,00), 0,17 (P = 0,00) e 0,24 (P = 0,00).
A presenca de EGE nestas populagdes deve ser considerada em estratégias de

conservacao e de coleta dos frutos de araticum pelo extrativismo.

Palvras-chave: Annona crassiflora, distribuicdo espacial, coancestria.
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INTRODUCAO

O Cerrado ¢ considerado a savana de maior diversidade de espécies e
animais, resultado da diversidade de ambientes (FONSECA, 2000;
MITTERMEIER et al., 2005; MYERS et al., 2000), apesar de se encontrar
bastante negligenciado em termos de acdes para a sua conservacido (KLINK;
MACHADO, 2005). Mais da metade da sua paisagem se encontra modificada
em pastagens, agricultura e demais ocupagdes, sendo que essa destrui¢do das
florestas e bosques desta savana continua em ritmo acelerado (KLINK;
MACHADO, 2005). Além do fato de que muitas familias sdo mantidas e
dependem economicamente dos recursos gerados pelo extrativismo dessas
espécies (ALMEIDA et al., 1998). Como consequéncia, o Cerrado tem perdido
sua riqueza, mesmo existindo varias espécies com grande potencial econdmico
(CARAMORI et al., 2004). E necessaria uma aten¢io especial para espécies
frutiferas nativas, que sdo amplamente utilizadas pelo seu valor nutritivo na
alimentacdo, pelas propriedades medicinais e at¢é mesmo pelo potencial
madeireiro dessas arvores (RIBEIRO; RODRIGUES, 2006).

Populagdes continuas podem ser fragmentadas naturalmente, por
processos geoldgicos, alagamentos, flutua¢des climaticas, entre outros. Porém o
principal fator que atualmente tem levado a essa descontinuidade do habitat é a
expansdo das atividades humanas (FRANKHAM; BALLOU; BRISCOE, 2008),
tais como exploragdo florestal, mineracdo, desmatamento para agropecuaria,
urbanizacdo desordenada, constru¢do de barragens e estradas (BRASIL, 2002).
Os processos ecologicos e evolutivos podem sofrer alteragdes em decorréncias
dessa fragmentagdo continua e, consequentemente, podem modificar a
composic¢ao genética das espécies (HAMRICK, 2004).

Informagdes sobre dados ecoldgicos e genéticos em populagdes naturais

sdo essenciais para o entendimento da estrutura genética dessas populacdes
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(SANTANA et al, 2008) e, aliado a esses dados, o conhecimento e o
entendimento da estrutura genética espacial ao nivel populacional sdo
fundamentais para o manejo e conservagdo dos recursos genéticos (NG; LEE;
KOH, 2004). Isso porque a presenc¢a de estruturacdo genética pode influenciar
padrdes reprodutivos e evolutivos, sendo imprescindiveis para o estabelecimento
de estratégias de amostragem em populagdes naturais, seja para fins de
conservacdo ou melhoramento genético MYAMOTO et al., 2002).

Eventos histdricos, processos ecologicos e caracteristicas de historia de
vida, além de pressoes seletivas, podem levar a uma distribuicdo dos gendtipos
de forma ndo aleatoria, propiciando a existéncia de estrutura genética espacial
(EGE) nas populagdes naturais (BORN et al. 2008; COLLEVATTI et al., 2010;
VEKEMANS; HARDY, 2004). A presenca de EGE na populacdo, ou seja,
quando os individuos aparentados se encontram proximos geograficamente,
pode significar ocorréncia de cruzamentos endogamicos (SEBBENN, 1997),
sendo também, um indicativo de processos microevolutivos, tais como
migracdo, fluxo génico, deriva genética e selegdo (SETSUKO; ISHIDA;
TOMARU, et al., 2004). Dessa forma, informagdes sobre a EGE auxiliam o
entendimento dessas forgas, que direcionam a dindmica genética local
(GONCALVES et al., 2010) e sdo essenciais para a continuidade das espécies.

Annona crassiflora Mart., conhecida como araticum, marolo, cabeca-de-
nego, ¢ uma arvore hermafrodita (LORENZI, 1998), cujas flores t€m como vetor
de polinizagdo pequenos coledpteros (SILVA JUNIOR et al., 2005) e a sua
dispersdo primdria ocorre por barocoria (ALMEIDA et al., 1998), sendo que a
anta (Tapirus terrestres) atua como sua dispersora secundaria e efetiva (GOLIN;
SANTOS-FILHO; PEREIRA, 2011) E considerada uma espécie
preferencialmente alogama (BRAGA FILHO et al., 2005), apresentando baixa
taxa de frutificagdo (RIBEIRO et al., 1981; BRAGA FILHO, 2003) ¢ alta taxa

de aborto dos botdes florais, aproximadamente 50% conforme descreve Braga
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Filho et al., (2005). O araticum possui alto potencial frutifero, ¢ explorado
economicamente ¢ ¢ amplamente utilizado na alimentacdo regional (CHAVES;
NAVES, 1998; ALMEIDA et al., 1998), entretanto sdo escassos estudos sobre
biologia, ecologia e conservacao genética sobre essa espécies.

Assim, este trabalhou objetivou conhecer e entender o padrio de
distribuig@o espacial dos genoétipos de Annona crassiflora em oito populagdes no
Estado de Minas Gerais, gerando informagdes para a conservagdo desta espécie.
Espera-se que ocorra uma estruturagdo genética positiva nessas populagdes, com
individuos aparentados mais proximos geograficamente, uma vez que a

dispersao dos frutos de A. crassiflora ¢ limitada.

MATERIAL E METODOS

Locais de Coleta

As populagdes analisadas estdo localizadas no estado de Minas Gerais,
na area de ocorréncia da Annona crassiflora (Figura 1). Na Tabela 1 encontra-se
uma breve descricdo de cada area amostrada. De cada populacdo foram
amostradas 24 arvores, totalizando 192 individuos, sendo que de cada individuo
coletou-se amostras foliares. Essa amostragem foi realizada aleatoriamente em
cada area escolhida, sem distdncia minima estabelecida entre os individuos,
porém sé foram incluidos individuos em idade reprodutiva (adultos). As
amostras foliares foram mantidas em sacos de plastico com silica gel e foram
conduzidas ao Laboratorio de Conservacdo Genética de Espécies Arboreas da
Universidade Federal de Lavras - UFLA, ficando armazenadas a -20°C até o
momento dos procedimentos de extracdo. Todas as localidades e os individuos

amostrados foram georreferenciados.
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Figura 1 Localizacdo geografica das oito populagdes de Annona crassiflora, no Estado
de Minas Gerais, selecionadas para o estudo (JAN, populagdo de Januaria; GM,
populacdo de Grao Mogol; MC, populagido de Montes Claros; MG, populacdo de Morro
da Garga; C1, C2, C3, populagdes de Curvelo; CC, populagdo de Carmo da Cachoeira)

Tabela 1 Popula¢des amostradas de Annona crassiflora no Estado de Minas Gerais.

Populacio Latitude Longitude Descricio
Cl (Curvelo) 18° 88’457  44°44’° 64”  Fragmento de Cerrado, circundado por
pastagens e plantios de Eucalyptus
C2 (Curvelo) 18°82°34”  44°52°73”  Fragmento de Cerrado utilizado como
pastagem
C3 (Curvelo) 18°77°03”  44°49°16”  Fragmento de Cerrado utilizado como
pastagem
CC (Carmo  21°44°92”  45°08°99” Regido original de Cerrado Stricto
da Sensu, porém foi modificada em um
Cachoeira) sistema silvopastoril com a presenca de
Annoa crassiflora
GM (Grao 16°56° 66”  42°89°98”  Fragmento de Cerrado Stricto Sensu em
Mogol) regeneragdo pertencente a reserva
agroextrativista denominada Projeto de
Assentamento Americana
JAN 15°48°33”  44°36° 65 Area de Cerrado Stricto Sensu,
(Januaria) preservado ha 13 anos mas com
atividade extrativista, pertencente a
APA-Pandeiros
MC (Montes  16° 71°67”  43° 86’ 66”  Fragmento de cerrado Stricto Sensu
Claros) preservado ha 10 anos, sem indicios de
corte, desmatamento
MG (Morro 18°50° 18”  44°57°93”  Fragmento de Cerrado utilizado como
da Garga) pastagem, com indicios de rocada
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Extracido e Amplificacdo do DNA genémico

A extragdo de DNA foi realizada de acordo com o proposto por Mogg e
Bond (2003). Posterior a este processo, as amostras de DNA foram submetidas a
reacdes de amplificacdo conduzidas em um termociclador GeneAmp PCR
System 9700, num volume total de 12uL, contendo 2ul. de DNA gendmico
diluido 50X; 1,2uL. de Tampao PCR 10X (500mM de Tris-HCI pH 8,0; 200mM
de KCI; 2,5mg/mL de BSA; 200mM de Tartrazine e 1% de Ficol); 1,20uL de de
dNTP + MgCl, (ANTP a 2,5mM; MgCl, a 25mM; 0,15uL de Tag DNA
polimerase (5U/puL) e 2uL de cada primer (2 mM). Os primers utilizados
encontram-se descritos na Tabela 3. O ciclo da reagdo foi composto uma
desnaturacdo inicial a 94°C, por 5 minutos, seguida de 37 ciclos de amplificagdo.
Cada ciclo consistiu de 15 segundos a 94°C, 30 segundos a 47°C e 1 minuto a
72°C. Ao final do ultimo ciclo, a extensao final, foi por 7 minutos, a 72°C. Apds
as reagdes, os fragmentos amplificados foram separados por eletroforese em gel
de agarose 1,5%, corado com brometo de etideo (5 mg/mL). Os géis foram
interpretados quanto a presenca (1) e a auséncia (0) de fragmentos, onde cada
fragmento amplificado foi considerado como um loco. Com base nesses
resultados, foi construida uma matriz de dados binarios para avaliar o nivel de

polimorfismo referente as populacdes.
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Analise dos Dados

Para analise da estrutura genética espacial (EGE) dos genoétipos dentro
das populagdes de A. crassiflora, foi estimado, de acordo com o proposto por
Loiselle et al. (1995), o coeficiente de coancestria multiloco (F7ij) entre plantas
para diferentes classes de distdncia. Esta analise foi realizada com o auxilio do
programa SPAGeDi versdo 1.2 (HARDY; VEKEMANS, 2002). Este coeficiente
estima a probabilidade de identidade dos alelos em dois genes homologos
amostrados da mesma maneira (LOISELLE et al., 1995), sendo que foi assumida
auséncia de endogamia. O erro padrdo da media das estimativas, que foi obtido
por reamostragem jackknife, foi utilizado na construgcdo de intervalos de
confianca a 95% de probabilidade para o coeficiente de coancestria médio,
estimado para as classes de distdncia, conforme Hardy e Vekemans (2002).

Dentro de cada classe, realizou-se 1.000 permutacdes, com a finalidade
de se testar a ocorréncia de estrutura genética espacial. A extensdo da EGE nas
populagdes foi estimada pela estatistica Sp que permite que se compare a
magnitude da EGE entre populagdes diferentes (VEKEMANS; HARDY, 2004).
Essa magnitude foi calculada pela formula Sp = -bi,e/(1-Fjj1)), onde by € a
inclinacdo da curva de regressdo do coeficiente de coancestria e Fij;) ¢ a média

do coeficiente de coancestria da primeira classe de distancia (F}).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 10 primers ISSR utilizados geraram um total de 61 locos, com 57
polimérficos (Tabela 3). A média de loco por primer foi de 6,1, variando de 3 a

8.



Tabela 3 Primers utilizados, suas respectivas seqiiéncias e nimero de bandas

produzidas.

Primer Sequéncia (5° 2 3°) N° de locos
(CA)6-R CACACA CAC ACAR 3
JOHN (AG)7-YC AGA GAG AGA GAG AGY C 6
MANNY (CAC)4-RC CAC CAC CACCACRC 7
UBC 807 (AG)8-T AGA GAG AGA GAG AGA GT 8
UBC 834 (AG)8-YT  AGA GAG AGA GAG AGA GYT 7
UBC 835 (AG)8-YC  AGA GAG AGA GAG AGA GYC 8
UBC 840 (GA)8-YT GAG AGA GAG AGA GAG AYT 6
UBC 841 (GA)8-YC  GAG AGA GAG AGA GAG AYC 5
UBC 855 (AC)8-YT  ACA CAC ACA CAC ACACYT 3
UBC 857 (AC)8YG ACA CAC ACA CAC ACA CYG 8
TOTAL 61

R = purina (A ou G) e Y = pirimidina (C ou T).
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A distribuicdo espacial de cada individuo dentro de cada populagdo, a

partir das coordenadas UTM marcadas pelo GPS, encontra-se representada na

Figura 2.
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Figura 2 Posigdo e distribuigdo espacial de arvores de Annona crassiflora em
populagdes naturais de Minas Gerais. C1, C2, C3: popula¢des de
Curvelo; MG: Morro da Garga; CC: Carmo da Cachoeira MC:

Montes Claros; GM: Grao Mogol; JAN: Januéria
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Figura 3 Correlogramas do coeficiente de coancestria (kinship), por classes de
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Analisando os correlogramas das populagoes de A. crassiflora estudadas
(Figura 3) pode-se perceber uma auséncia de estruturacdo genética significativa
nas populagdes C2, GM e JAN (P > 0,05). Isto demonstra a existéncia de uma
distribuicdo aleatoria dos genotipos nestas populacdes, o que pode ser resultado
de um fluxo alélico constante entre os individuos de cada uma destas trés
populagdes que, segundo Doligez e Joly (1997), é suficiente para impedir a
divergéncia das frequéncias alélicas locais evitando assim o agrupamento de
individuos aparentados. Porém, nas demais populacdes foi observada a presenga
de estruturagdo genética, uma vez que os valores de coancestria foram
significativos (P < 0,05), e os valores da curva de regressao do coeficiente de
coancestria (b,,,) foram diferentes de zero e significativos a 95% de
probabilidade (Tabela 4).

A populacdo C1 apresentou coeficientes de coancestria significativos na
segunda e terceira classe de distancia (98 a 288m), com valores de 0,18 (P=0,00)
e 0,15 (P = 0,007) respectivamente; a partir da oitava classe de distancia (1861 a
2072m) o coeficiente de coancestria se tornou negativo e significativo (-0,02, P
= 0,04). Portanto, na populac¢do C1 existe EGE nos individuos que se encontram
a distancias de 98 a 202m entre si, resultando em uma coancestria positiva,
indicando que sdo mais proximos geneticamente, enquanto que individuos que
se encontram a distincias superiores a 1861m entre si possuem uma coancestria
negativa e significativa. Isto significa que a partir dessa distdncia geografica
(1861m) os individuos possuem menor similaridade genética.

Na populacdo C3 a coancestria se mostrou positiva e significativa na
primeira ¢ na segunda classe (valores de 0,12, P = 0,01 ¢ 0,10, P = 0,02,
respectivamente), tornando-se significativamente negativa na sétima (2885 a
3066m) e na décima classe (3353 a 3569m), cujos valores sdo de -0,08 (P =
0,04) e -0,12 (P = 0,00), respetivamente.
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Para as populagdes MG, CC e MC a coancestria foi positiva e
significativa na primeira classe de distancia (0 a 97, 0 a 42 ¢ 0 a 19m para cada
populagao), assumindo os valores de 0,19 (P = 0,00), 0,17 (P = 0,00) ¢ 0,24 (P =
0,00), respectivamente. Para a populacdo MG, o valor de coancestria se mostrou
negativo significativamente na nona (596 a 719m; Fij = -0,13; P=0,02) e décima
classe (720 a 1024m; Fij = -0,14. P = 0,00). O coeficiente de coancestria (Fij),
para a populagdo CC, foi negativo e significativo apenas na quarta classe de
distancia (105 a 138m), apresentando o valor de -0,10 ¢ P = 0,03. Na populacio
MC, a coancestria assumiu valores negativos e significativos nas trés ultimas
classes de distancia (106 a 125, 126 a 151 e 152 a 786m), sendo estes valores de
-0,13 (P=0,01), -0,25 (P=0,00) e -0,09 (P=0,00) para cada classe.

Nestas cinco populagdes, Cl, C3, MG, CC e MC, o padrio de
estruturacdo genética espacial foi semelhante: quanto mais préximos
geograficamente, os individuos também foram mais proximos geneticamente
(coancestria positiva), enquanto que a redugdo da similaridade genética ocorreu
com o aumento geografico dos individuos (coancestria negativa). Essa
estruturagdo genética espacial dentro das populagdes pode ocorrer devido a
dispersdao limitada de sementes e polen das espécies (LATTA et al, 1998;
LOISELLE et al., 1995; SMOUSE; PEAKALL, 1999). Outro fato que pode ter
levado a ocorréncia de estruturacdo genética ¢ que essas populacdes se
encontram em areas do Cerrado altamente fragmentadas, que pode estar
afetando os polinizadores do araticum, com consequente tendéncia de

cruzamento entre individuos mais proximos geograficamente.
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Tabela 4. Caracterizacdo da estrutura espacial de Annona crassiflora nas oito
populacdes, incluindo para cada populacdo o coeficiente de kinship (F)
para primeira classe de distdncia, os valores da curva de regressao do
coeficiente de coancestria B,,,, estatistica S, e valor de significancia (P)

POPULACOES Fij Blog Sp P
Cl 0,077  -0,095 0,103 0*

C2 0,057  -0,030 0,032 0,027*

C3 0,119  -0,048 0,054 0,003*

MG 0,188  -0,115 0,142 0,00%

CcC 0,173 -0,083 0,100 0,007*

MC 0,245  -0,097 0,128 0,00%

GM 0,079  -0,038 0,04 0,033*

JAN 0,087  -0,006 0,006 0,4066™°

MEDIA 0,128  -0,0643 0,076 -

" P<0,05; ™, ndo significativo.

Analisando os resultados da estatistica Sp da estrutura genética espacial
(Tabela 4), pode-se observar a existéncia de EGE significativa para a maioria
das populagdes estudadas. Segundo Wallace (2006), a estatistica Sp pode ser
utilizada para comparar padrdes de EGE entre populacdes e espécies diferentes.
No presente estudo, os valores de Sp variaram de 0,006 (JAN) a 0,142 (MG),
com média para as populagdes de 0,076. Esse valor é superior ao encontrado
para espécies de dispersdo por gravidade (0,028), com poliniza¢do por animais
(0,017) e para espécies de fecundacdo cruzada (0,037) (VEKEMANS; HARDY,
2004). Porém, este resultado ¢ semelhante aos de outros trabalhos com espécies
polinizadas por animais e dispersas por gravidade (CAUJAPE-CASTELLS;
PEDROLA-MONFORT, 1997, DUTECH et al., 2002; FRANCESCHINELLI;
KESSELI, 1999; ZORO BI; MAQUET; BAUDOIN, 1997). Essa forte presenca
de estruturacdo genética espacial para a maioria das populacdes de araticum
pode ser consequéncia da polinizagdo limitada nesses ambientes, em decorréncia

da degradacdo das regides amostradas, bem como por mudangas na taxa de



88

recrutamento das espécies, uma vez que a dispersdo barocorica atinge distancias
restritas.

Como as populagdes amostradas nesse trabalho se, encontraram em
regides de Cerrado, e considerando que este Bioma se encontra em constante e
avancado processo de fragmentagdo, o conhecimento sobre a estruturagdo
genética espacial do araticum ¢ de extrema importancia para sustentabilidade
dos recursos genéticos e ecologicos (EPPERSON; ALLARD, 1989; LACERDA;
KAGEYAMA, 2003), seja por meio de conservagdo in situ dessa espécie, bem
como para estratégias de amostragem de sementes para conservacao ex sifu
(GUSSON; SEBBENN; KAGEYAMA, 2005)

Dessa forma, ao se realizar amostragem de sementes, seja para
conservacdo ex situ, programas de melhoramento e/ou para programas de
recuperacdo de areas degradadas, é necessario que as coletas sejam realizadas
em distdncias minimas, em cada populacdo, indicada pelos correlogramas
(Figura 2). Para cada populagdo que apresentou estrutura genética espacial
positiva e significativa, a coleta deve ser efetuada com distdncias minimas entre
os individuos de 288m (C1), 243m (C3), 97m (MG), 72m (CC) e 37m (MC).
Com essas distancias estabelecidas, aumenta-se a probabilidade de se amostrar e

captar a maior variabilidade genética da espécie (FERNANDES, 2008).

CONSIDERACAOS FINAIS

As populagdes Cl, C3, MG, CC e MG apresentaram coancestria
positiva, que pode ser devido a dispersdo limitada de suas sementes. Além disso,
com esses resultados, pode-se sugerir que a fragmentagdo do Cerrado e a
perturbacdo do habitat natural dessa espécie podem estar afetando a estruturago
genética espacial dentro das populac¢des de araticum, bem como a distribui¢ao da

variabilidade genética entre as mesmas. é necessario um incremento de
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informagdes, como por exemplo, sobre biologia reprodutiva, estudos de
diversidade genética em progénies e regenerantes (GONCALVES et al., 2010).
Assim, aliado aos resultados da EGE nessas populacdes, ¢ possivel indicar
atitudes sustentdveis para a compreensao da dindmica dessa espécie, bem como

para validacao de praticas efetivas de conservagao do araticum.
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ARTIGO 3: CONSERVACAO GENETICA DE Annona crassiflora
MART. (ANNONACEAE) NO ESTADO DE MINAS GERAIS

RESUMO

O Cerrado se encontra atualmente em intenso processo de fragmentagdo,
degradacdo e desmatamento. Composto por inumeras espécies vegetais de
grande importincia ecoldgica e econdmica € necessario que programas mais
efetivos de conservacdo comecem a ser praticados nesse bioma. Nesse sentindo,
o araticum, Annona crassiflora, espécie frutifera, ¢ alvo de grande extrativismo,
sendo que suas populagdes naturais encontram-se devastadas, seja pela coleta
inadequada de seus frutos, ou para formagdo de pastos. Assim, este trabalhou
teve como objetivo analisar os niveis de diferenciagdo genética em oito
populagdes de A. crassiflora do Estado de Minas Gerais, e indicar as possiveis
unidades operacionais para conservacdo in situ. Foram analisados locos génicos
obtidos de 10 primers ISSR em 192 individuos de araticum distribuidos em oito
populacdes naturais de araticum. Foi efetuada a abordagem bayesiana nos dados,
que revelou alta diversidade genética entre as populagdes (¢ = 0,16). Por meio
da abordagem bayesiana pode-se observar que as oito populagdes, previamente
determinadas, se constituem de cinco populacdes distintas (K=5). Seis possiveis
unidades operacionais foram definidas para a conservagdo de Annona crassiflora
no estado de Minas Gerais pelas andlises do correlograma de Mantel e dos
limites genéticos e descontinuidade genética entre as populacdes. Com esta
estratégia pode se tornar a conservacao da diversidade genética desta espécie

mais efetiva e com menor esfor¢o amostral.

Palavras chaves: Annona crassiflora, correlograma de Mantel, Unidades

Operacionais
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INTRODUCAO

O potencial das espécies vegetais, principalmente as frutiferas, do
Cerrado ¢ enfatizado por Ribeiro e Rodrigues (2006), em razdo destas espécies
possuirem importdncia para a alimentacdo regional, além de propriedades
medicinais ¢ de ornamentagdo. A preservacdo da biodiversidade sofre uma
significativa ameaga devido a reducdo do tamanho de areas cobertas pela
vegetacdo original e a constante fragmentagdo destes remanecentes florestais
(BATISTINI et. al.,, 2009). Estudos de conservacdo genética de espécies
arboreas tém aumentando significativamente nos ultimos anos, devido a
necessidade de se avaliar a extensdo dos impactos causados pela agdo humana na
natureza e com a finalidade de se propor medidas para reduzir a destrui¢do dos
habitat naturais (VIANA e SOUZA; LOVATO, 2010).

O araticum, Annona crassiflora Mart., ¢ uma das frutas nativas do
Cerrado brasileiro, ainda ndo domesticadas, pode ser consumida in natura,
possuindo varias receitas de doces, bebidas, além da utilizacdo em indutrias
farmacéuticas e de cosmésticos, pelas propridades medicinais existentes
(MELO, 2009). O extrativismo do araticum ¢ lucrativo, especialmente, para
familias que tém a exploragdo como principal fonte de renda, devido ao
importante potencial frutifero, uma vez que existe mercado para o fruto, sendo
possivel encontrar o araticum sendo vendido nos mercados e nas feiras durante
os meses de fevereiro a abril (MELO, 2009). Desse modo, ¢ importante ressaltar
que, se o extrativismo continuar ocorrendo de forma descontrolada, podera
afetar a perpetuacdo da espécie (RIBEIRO; PASQUAL, 2005).

O Cerrado tem perdido sua area, sua riqueza e potencial devido ao
grande aumento do extrativismo e crescente expansdo das fronteiras agricolas
(KLINK; MACHADO, 2005) e a falta de diretrizes técnicas ¢ de consciéncia

ecoldgica na sua exploragdo tem acarretado em prejuizos ambientais irreparaveis
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(PAULA, 2006). Os remanescentes encontram-se perturbados e empobrecidos,
tanto em abundéncia quanto em riqueza de espécies, tornando-se cada vez mais
escassos e em alarmante processo de perda de variabilidade genética (CHAVES;
USBERTI, 2003).

Devido a este desmatamento do Cerrado as populagdes de araticum
correm risco de extingdo local ao longo das geragdes. O repovoamento ¢ a
preservacao de reservas ainda existentes que tenham A. crassiflora possuem,
além do valor econdémico, um valor ambiental inestimavel, pois as arvores,
geralmente, sdo consideradas as espécies chave dos ecossistemas florestais e
muitas associa¢des da fauna e flora dependem do ambiente, em decorréncia de
sua interagdo (RAJORA; MOSSELER, 2001).

A 1identificacdo de diferenciacdo genética entre as populagdes tem se
tornado uma ferramenta util para a elaboragdo de propostas de conservacao de
espécies (LEITE, 2007), bem como para auxiliar no manejo racional e
sustentavel dessas populacdes (NEWTON et al., 1999). Uma abordagem
proposta por Diniz-Filho e Telles (2002, 2006), permite que estratégias de
conservacdo da diversidade genética intrapopulacional seja otimizada, podendo
assim, ser possivel definir unidades operacionais de conservagao in situ, além de
delinear esquemas mais praticos de amostragem para bancos de germoplasma.
Estas unidades devem possuir entre si uma alta divergéncia genética, o que
reduz o esfor¢o ou custo para indicacdo de areas prioritarias para a conservagao
(DINIZ-FILHO et al., 2003; MANEL et al., 2003; PEARSE; CRANDALL,
2004, TELLES et al., 2003; TOMIMATSU et al., 2004; WATTS et al., 2004).

Espera-se que populagdes que apresentem maior divergéncia genética
entre si sejam consideradas como Unidade Operacionais distintas para
conservacdo da espécie. Dessa forma, neste trabalho, a divergéncia genética e o
padrdo espacial da variabilidade genética foram quantificados em populagdes de

Annona crassiflora, utilizando-se abordagem bayesiana, com o objetivo de
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definir unidades operacionais, de forma que estas sejam priorizadas em

programas de conservagao.

MATERIAL E METODOS

Locais de estudo e amostragem

O material utilizado para as andlises genéticas foi oriundo de arvores
naturais de oito localidades do Estado de Minas Gerais (Figura 1). Folhas de 24
arvores de cada localidade foram coletadas e armazenadas em sacos plasticos
com silica, transportadas ao laboratorio de Conservacao Genética de Espécies
Arboreas, da Universidade Federal de Lavras, UFLA, e guardadas em freezer a -
20°C até o momento da extracdo do DNA. As populagdes escolhidas abrangem
as regides de ocorréncia da espécie ao longo do Estado de Minas Gerais, sendo
que o rio Sdo Francisco separa a populacdo de Januaria das demais populagdes

(Figura 1).
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Figura 1 Localizagdo geografica das oito populagdes de Annona crassiflora, no
Estado de Minas Gerais, selecionadas para o estudo (JAN, populagdo
de Januaria, GM, populagdo de Grao Mogol; MC, populacido de
Montes Claros; MG, populagdo de Morro da Garga; C1, C2, C3,
populagdes de Curvelo; CC, popula¢do de Carmo da Cachoeira). Seta:
Rio Sao Francisco

Os dados sobre as localidades, o codigo das populagdes e as coordenadas

geograficas das areas amostradas encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1 Populagdes amostradas de Annona crassiflora no Estado de
Minas Gerais. n = numero de individuos

Populacio Localidade Latitude S Longitude W n
Cl Curvelo 18° 88457  44°44° 64 24
C2 Curvelo 18°82°34”  44°52° 737 24
C3 Curvelo 18°77° 037  44°49° 16> 24
CcC Carmo da Cachoeira 21°44”92”  45°08°99” 24
GM Gréao Mogol 16°56° 66”  42°89°98” 24
JAN Januaria 15°48° 337  44°36° 657 24
MC Montes Claros 16° 71’677  43°86° 66” 24

MG Morro da Garga 18°50° 18"  44°57°93” 24
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Descricao dos sitios de amostragem e das populagoes

Populacio C1

O local da coleta ¢ conhecido como Mascarani no municipio de
Curvelo-MG. Este fragmento de Cerrado ndo apresenta vestigios de corte raso
para a produgdo de carvao, porém ha coleta de lenha caida no chio por parte da
populagdo local. O fragmento ¢ limitado por estradas vicinais, pastagens de
Brachiaria e plantios de Eucalyptus. Ha vestigios de fogo no interior do
fragmento. O local ¢ utilizado para a cagca de minhocugu, sendo encontrados
muitos buracos feitos pelos cacadores.

Neste local ¢ relatada alta densidade de A. crassiflora, sendo esta uma das
espécies de maior presenca na area. Sao também observadas plantas jovens de
diversos tamanhos de A4. crassiflora, indicando que ha individuos regenerantes

no fragmento.

Populagio C2

O local da coleta é conhecido como Olhos d’Agua no municipio de
Curvelo-MG. A populagdo amostrada se encontra em pastagem de Brachiaria,
com a presenca de 4. crassiflora e Caryocar brasiliense (pequi). Sdo observadas
plantas jovens de 4. crassiflora, indicando que ha individuos regenerantes na

pastagem.

Populagio C3

O local da coleta é conhecido como Falcdo no municipio de Curvelo—

MG. A populagdo amostrada estd sobre pastagem de Brachiaria, arborizada
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principalmente com 4. crassiflora e C. brasiliense. A presenga de plantas jovens

na area indica a ocorréncia de regeneragdo de A. carassiflora.

Populacio CC

Essa area de estudo pertence a uma propriedade rural no municipio de
Carmo da Cachoeira, no sul de Minas Gerais. O local da coleta era uma regido
original de Cerrado Stricto Sensu, porém foi modificada em um sistema
silvopastoril com a presenca de araticuns, distribuidos aleatoriamente, e

Brachiaria decumbens associados nos ultimos 30 anos (MELO, 2009)

Populacio GM

A populacio GM encontra-se em uma reserva agroextrativista
denominada Projeto de Assentamento Americana, no municipio de Grdo Mogol,
MG. Até a década de 1980 explorou-se nessa area espécies nativas com o intuito
de producdo de carvdo vegetal. Entretanto atualmente a area se encontra em
processo de regeneracdo. Incéndios ocorrem frequentemente nessa area, sendo
que o ultimo aconteceu a aproximadamente cinco anos. Nao ha presenca de
pasto nesta area, ¢ os moradores realizam coleta de frutos de araticum para

producdo de polpas e doces, que sdo revendidos para cooperativas da regido.

Populacio JAN

Esta populacio pertence a Area de Protegio Ambiental do Rio Pandeiros
(APA-PANDEIROS), no municipio de Januaria, regulamentada pelo Decreto
Estadual n°® 38.744, de 09/04/1997 (BELO HORIZONTE, 1997). Na area em

que foi realizada a amostragem, ha presenga de gado, porém ¢ uma regido que
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pode ser considerada como preservada, com auséncia de desmatamento e

queimadas.

Populacio MG

O local da coleta ¢ conhecido como Morro da Garga no municipio de
Morro da Garga — MG. A popula¢do amostrada esta sobre pastagem degradada
de Brachiaria, arborizada principalmente com A. crassiflora e C. brasiliense.
Neste local ha relato de rogada, sendo que a maior parte dos arbustos e
regenerantes de A. crassiflora e C. brasiliense foi deixada na érea, inclusive os
de pequeno porte. Os moradores da localidade informaram que nesse local ndo ¢é

realizada a coleta comercial de frutos.

Populacio MC

Esta localidade se encontra em uma comunidade rural a
aproximadamente 20 km da cidade de Montes Claros, chamada Aboboras. As
coletas desta area foram realizadas dentro de uma reserva ecoldgica bem
preservada, existente ha dez anos, com predominédncia de vegetagdo nativa de

Cerrado Stricto Sensu, com auséncia de pastos, cortes e queimadas.

Extraciao e Amplificacao do DNA gendémico

A extragdo de DNA foi realizada de acordo com o proposto por Mogg ¢
Bond (2003). Posterior a este processo, as amostras de DNA foram submetidas a
técnica de PCR com a utilizagdo de primers ISSR. As reacdes de amplificagdo
foram conduzidas em um termociclador GeneAmp PCR System 9700, num

volume total de 12puL, contendo 2uL. de DNA gendmico diluido 50X; 1,2uL de
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Tampao PCR 10X (500mM de Tris-HCI pH 8,0; 200mM de KCI; 2,5mg/mL de
BSA; 200mM de Tartrazine e 1% de Ficol); 1,20uL de de ANTP + MgCl, (dANTP
a 2,5mM; MgCl, a 25mM; 0,15uL de Taq DNA polimerase (5U/uL) e 2uL de
cada primer (2 mM). Os primers utilizados encontram-se descritos na Tabela 3.
Apb6s uma desnaturacdo inicial a 94°C, por 5 minutos, as reagdes foram
submetidas a 37 ciclos de amplificacdo. Cada ciclo consistiu de 15 segundos a
94°C, 30 segundos a 47°C ¢ 1 minuto a 72°C. Ao final do ultimo ciclo, a
extensdo final, foi por 7 minutos, a 72°C. Apds as reacgdes, os fragmentos
amplificados foram separados por eletroforese em gel de agarose 1,5%, corado
com brometo de etideo (5 mg/mL). Os produtos da reagdo foram analisados por
meio da eletroforese em gel de agarose 1,5%, corados com brometo de etideo,

por duas horas e meia a 120V.

Analise dos Dados

Divergéncia genética bayesiana

A partir da genotipagem dos marcadores pela leitura dos géis de agarose,
foi gerada uma matriz bindaria, na qual se analisou a presenc¢a (1) e auséncia (0)
dos locos génicos.

Para estimar a magnitude relativa da divergéncia genética entre as
populagdes, foi utilizada uma metodologia baseada em estimadores obtidos pela
estatistica Bayesiana (HOLSINGER; LEWIS; DEY, 2002). A distribuicdo a
posteriori do estimador € (também analogo ao Fst de Wright, 1951) foi
numericamente aproximada pela simulacdo de Cadeia de Monte Carlo
Markov (MCMC). Esta analise foi realizada com o programa HICKORY v. 1.0
(HOLSINGER; LEWIS, 2003), que permite a estima¢do de quatro modelos

diferentes.
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O primeiro modelo, denominado fiu/l model (Modelo Completo), permite
a estimativa de & e f (o coeficiente de endogamia, similar ao Fis de Wright,
1951). O segundo e terceiro modelos assumem, respectivamente, que o & e f
sejam iguais a zero. No quarto modelo o valor de f € considerado livre para
variar, uma vez que as estimativas de f sdo geralmente viesadas, quando
baseadas em dados de marcadores dominantes. Sendo assim, este modelo
escolhe valores de f'aleatorios para uma distribuigdo a priori.

Apds as analises pelos quatro modelos, compararam-se os resultados por
meio do Deviance Informartion Criterion (DIC — desvio do critério de
informagdo), onde os menores valores de DIC determinam o melhor modelo
(HOLSINGER 1999; HOLSINGER; LEWIS; DEY, 2002; HOLSINGER;
WALLACE, 2004; SPIEGELHALTER et al., 2002). Outros dois parametros
também sdo utilizados para auxiliar na escolha do melhor modelo, sendo eles o
I, e a distancia H-d (HOLSINGER; LEWIS, 2003). O primeiro representa a
informagao fornecida na estimativa do parametro obtido para o conjunto de
dados, sendo que quanto maior o seu valor, mais informagdes foram extraidas
dos dados (HOLSINGER; LEWIS, 2003). Ja4 o valor de H-d, conforme
descrevem Holsinger e Lewis (2003), consiste na “distancia” ou diferenga entre
as simulagdes das distribui¢des a posteriori e a sua aproximacgao da distribui¢do
B, ou seja, representa a porcentagem da ndo sobreposicdo entre essas
distribui¢cdes. Quando este valor tende a zero, isso significa que as distribui¢des
sdo idénticas, por outro lado, se tende a um, elas s3o completamente diferentes
(HOLSINGER; LEWIS, 2003).

Foi realizada também uma estimativa de ¢ entre os pares de populagdes
e adicionalmente o teste de Mantel para teste de correlagdo entre as distancias
genética e geografica entre as populagdes, pelo programa computacional NTSY'S

2.0 (ROHLF, 2001), com 1.000 permutagdes.
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Numero provavel de populagoes distintas

Para avaliar a relacdo parental entre as populagdes e seu fluxo génico, e
assim, obter o numero provavel de populagdes distintas, foram realizadas
analises de agrupamento bayesiana por meio do programa STRUCTURE 2.3
(PRITCHARD; WEN; FALUSH, 2002). Utilizando o modelo de ancestralidade
ndo misturada com os alelos correlacionados (no admixture), foi estimado o
niumero de populagdes (K), sendo que K variou de um a oito. Dez corridas
independentes foram realizadas, com 100.000 repeticdes em Cadeia de Monte
Carlo Markov (MCMC), e um burn-in de 50.000, para cada valor de K. De
acordo com Falush, Stephens e Pritchard. (2003), o numero exato de
populagdes discretas € esperado ser o valor K méximo estimado pelo modelo
log-likelihood, log (P(X/K), no qual é considerado mais confidvel quando o

mesmo possui 0 menor nimero negativo de LnP (D).

Padrées Espaciais

As distdncias genéticas foram analisadas por escalonamento
multidimensional ndo-métrico (non-metric multidimensional scaling - NMDS)
que visa representar graficamente a dissimilaridade entre as populagdes. Além
disso, com o proposito de se avaliar o padrdo da estrutura espacial entre as
populacdes, foram utilizados as correlagdes matriciais e o teste de Mantel,
gerando o correlograma de Mantel. Foram definidas sete classes de matrizes de
conectividade, de acordo com as distdncias geograficas entre cada par de
populagdes que estejam “ligadas” uma com a outra, de modo que o nimero de
conexdes entre as populagdes fossem os mesmo. O limite superior de cada classe

definida se encontra na Tabela 2.
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Tabela 2 As sete matrizes de conectividade estabelecidas
para populac¢des de Annona crassiflora com seus
respectivos limites superiores, em quildémetros

(Km)
CLASSE LIMITE SUPERIOR (Km)

1? 35

24 150
3 245
4* 295
5% 305
6 373
s 665

Dessa forma foram calculados coeficientes de correlacdo matricial entre
as distancias genéticas e as matrizes de conectividade espacial, com o programa
NTSYS 2.0 (ROHLF, 2001), atribuindo-se valor 1,00 para pares de populagdes
conectadas quando a distdncia geografica entre elas se encontra dentro das
classes de distancia. Assim, foi possivel gerar um correlograma multivariado,
relacionando-se o coeficiente de correlagdo matricial com a distidncia geografica

(SOKAL; SMOUSE; NEEL, 1986).

Descontinuidade Genética

As populagdes foram localizadas em um mapa de acordo com suas
posicOes geograficas e conectadas entre si pelo método da triangulagdo de
Delauney (LEGENDRE; LEGENDRE 1998) com a finalidade de analisar a
descontinuidade genética baseada nas distancias genéticas, conforme o proposto
por Manel et al. (2003) e Telles et al. (2003). A rede de Delauney s6 pode ser
formada quando um conjunto de trés populacdes (A, B e C) sdo conectadas de

forma que essa ligacdo s ocorra se e somente se, quando se passar um circulo
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sobre elas, ndo haja nenhuma outra populagdo incluida além das trés
(LEGENDRE; LEGENDRE 1998).

Por meio desta rede e dos valores de distdncia genética, as
descontinuidades dos dados foram obtidas pela divisdo das distdncias genéticas,
associadas a cada ligacdo entre as populacdes ABC na rede de Delauney, pela
distancia geografica (LEGENDRE; LEGENDRE, 1998). Dessa forma, analisou-
se a descontinuidade genética mapeando uma dada propor¢ao dos valores mais
elevados da distribuicdo global das razdes ao longo da rede de Delauney
(LEGENDRE; LEGENDRE 1998; MANEL et al., 2003), sendo que a propor¢ao
escolhida neste trabalho foi de 30%, utilizando-se o programa computacional
BARRIER 2.2 (MANNI; GUERARD; HEYER, 2004).

Definicido de Unidades Operacionais para a conservac¢do da diversidade

genética de Annona crassiflora

Foi aplicado o procedimento proposto por Diniz-Filho e Telles (2002),
que utiliza o correlograma de Mantel como base para indicar quantas unidades
operacionais seriam necessarias para se conservar a variabilidade genética
medida pelos marcadores ISSR, em algumas populagdes de 4. crassiflora. Nesta
metodologia, as populagdes que se apresentam como unidades genéticas
independentes entre si sdo consideradas como Unidades Operacionais (UOs).
Estas UOs sdo as unidades indicadas como prioritarias para a conservagao
genética. A eficiéncia desse conjunto reduzido de populacdes, no sentido de
representar efetivamente a variabilidade genética, foi avaliada pela proporcao de
Unidades Operacionais que contém pelo menos um individuo com bandas para

todos os locos ISSR.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Com a utilizagdo de 10 primers ISSR foi gerado um total de 61
fragmentos amplificados, sendo 57 polimdrficos e quatro monomorficos. O

numero de fragmentos por primers variou de 3 a 8 (Tabela 3).

Tabela 3 Nome, sequéncia e o nimero de fragmentos de cada primer

Primer Sequéncia (5°>3’) frag;gﬁ tos
(CA)6-R CACACA CACACAR 3
JOHN (AG)7-YC AGA GAG AGA GAG AGY C 6
MANNY (CAC)4-RC  CAC CAC CACCACRC 7
UBC 807 (AG)8-T AGA GAG AGA GAG AGA GT 8
UBC 834 (AG)8-YT AGA GAG AGA GAG AGA GYT 7
UBC 835 (AG)8-YC AGA GAG AGA GAG AGA GYC 8
UBC 840 (GA)8-YT GAG AGA GAG AGA GAG AYT 6
UBC 841 (GA)8-YC GAG AGA GAG AGA GAG AYC 5
UBC 855 (AC)8-YT ACA CAC ACACACACACYT 3
UBC 857 (AC)8YG ACA CAC ACA CAC ACA CYG 8
TOTAL 61

R = purina (A ou G) e Y = pirimidina (C ou T).

A estatistica bayesiana foi utilizada para estimar paramétros de
variabilidade genética. Os valores de & e f para o conjunto de populagdes,
obtidos pelos quatro modelos estdo representados na Tabela 4. O full model
(modelo completo) foi o modelo escolhido, uma vez que este apresente 0 menor
valor de DIC (1635,62), no qual o ¢ assumiu valor de 0,16. Este valor sugere
uma alta divergéncia genética entre as populagdes amostradas. Porém, pode-se
observar que o valor de f'¢ alto em todos os modelos utilizados. De acordo com
Holsinger ¢ Lewis (2003) isso ocorre devido a artefatos gerados pelo pequeno

tamanho amostral de populagdes.
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Tabela 4 Resultados da analise bayesiana de divergéncia entre as oito
populacdes de Annona crassiflora, incluindo os modelos
testados, as estimativas de f, ©°, e DIC (Deviant Information

Criterion)
Modelo & f DIC
completo 0,16 0,36 1635,62
=0 0,13 0,00 1685,98
=0 0,00 0,18 2670,46
£ (livre) 0,19 0,51 1825,43

Analisando, ainda, qual dos quatro modelos apresenta estimativas mais
consistentes desses parametros pode-se entdo confirmar esses resultados (Tabela
5). A estimativa de 6%, de maior interesse, apresentou mais estabilidade entre os
quatro modelos, com o menor valor de H-d (0,0002), porém o maior valor de /e
foi apresentado pelo modelo onde f assume valor igual a zero. Porém, na
natureza pressupoe-se que f possua valor diferente de zero, o que leva, entdo, a
escolher o modelo completo como o mais adequado para representar os dados,
com valor de /e igual a 2,4593. Deve-se levar em consideracao o fato de que o

valor f'esteja superestimado.

Tabela 5 Resultados da andlise bayesiana de divergéncia entre oito
populacdes de Annona crassiflora, incluindo as estimativas de f,
©°, a medida de informacdo (Ie) e¢ as distdncia H-d entre a
distribui¢do a posteriori ¢ uma distribuigdo P, para os modelos

testados
Modelo f o
Ie 0,2639 2,4593
completo
H-d 0,0030 0,0002
Ie - 2,6317
f=0
H-d - 0,0008
b Ie 1,119 -
0’=0
H-d 0,009 -
Ie 0,0006 2,1727
f(ivre)

H-d 0,0018 0,0036
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A variagdo das distdncias genéticas, avaliadas por meio do pardmetro

6%, entre os pares de populagdes foram de 0,05 entre C3 e MG a 0,23, entre C2 ¢

MC (Tabela 6). O Teste de Mantel mostrou haver correlacao significativa entre

as distancias geografica e genéticas estimadas (r = 0,46; P = 0,02).

Tabela 6 Distancias genéticas entre pares de populagdes (6%) de Annona

crassiflora. C1, C2, C3, populagdes de Curvelo; MG, populagéo
de Morro da Garga; CC, populagdo de Carmo da Cachoeira; MC,
populacdo de Montes Claros; GM, populacdo de Grao Mogol,
JAN, populagdo de Januaria

POP C1 C2 C3 MG CC MC GM JAN
C1 -
C2 0,10 -
C3 0,12 0,09 -
MG 0,13 0,10 0,05 -
CC 0,11 0,15 0,17 0,12 -
MC 0,20 0,23 022 0,19 0,17 -
Gm 0,17 0,17 0,17 0,14 0,15 0,10 -
JAN 0,19 022 022 0,18 0,05 0,20 0,11 -

O padrao de distancia genética entre as populacdes de 4. crassiflora,

definido pelo método NMDS e agrupadas de acordo com as distancias 67,

sugere a presenga de um grupo separado dos demais, formado pelas populagdes

Cl1, C2, C3 e MG (Figura 2), cujo estresse foi de 0,18. Esse valor significa que o

padrao de distdncia genética estd representado de forma eficiente e ajustado.

Entretanto, para melhor analise da variabilidade genética e sua distribuigdo entre

as populacdes de A. crassiflora, € necessario que se faga uma amostragem de

maior niumero de populagdes e de localidades.
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Figura 2 Distribuigdo das populagdes pelo método NMDS em 2D,
agrupadas de acordo com as distincias 6°. C1, C2 e C3 =
populagdes de Curvelo, MG = Morro da Garga; CC =
Carmo da Cachoeira; MC = Montes Claros; GM = Gréo
Mogol e JAN = Januaria

A analise do ntimero provavel de populagdes distintas resultou em um
total de cinco grupos, identificados por K, como numero ideal de populagdes
existentes na amostragem, ¢ ndo oito, como foi definido previamente (Figura 3).
Na Tabela 7 ¢ descrito os valores de LnP (D) para cada valor de K assumido.

Analisando o resultado por meio do grafico que representa o valor Q
(Figura 4), pode-se observar nitidamente a presenca de apenas cinco grupos
reais. Este valor de Q ¢ a estimativa do coeficiente de participagdo de cada

individuo em cada grupo.
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Figura 3 Representacdo do numero prévavel de populagdes distintas de Annona
crassiflora, de acordo com a metodologia de Falush, Stephens e
Pritchard, (2003). LnP (D) = probabilidade log dos dados, mostrando
cinco como o niimero provavel de populagdes distintas.

Tabela 7 Valores de LnP (D) apoés 10 corridas
independentes para cada valor de K

K LnP (D)
-7284,42
-7041,73
-6972,14
-7432,8
-6735,34
-6776,89
-7186,4
741323

0 N AN U kAW =
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Figura 4 Distribui¢do dos 192 individuos de Annona crassiflora nos grupos de acordo com a analise do Structure (k=5), baseado em
61 marcadores ISSR. Os individuos estdo representados por barras verticais, sendo que cada cor esta associada a um grupo
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Essa formagdo das populagdes amostradas em cinco grupos distintos pode ser

explicada pela proximidade geografica entre algumas populagdes (Tabela 8).

Tabela 8 Matriz de distancia geografica entre as populacdes de Annona crassifora, em
quilometros
C1 C2 C3 MG CC MC GM  JAN
C1 -
C2 10,9 -
C3 13,9 6,9 -
MG 44,9 36,2 31,1 -
CcCC 291,8 296,6 303,1 330,8 -
MC  247,7 2435 236,8 2114 5394 -
GM 304,55 303,6 296,7 278,77 587,6 104,5 -
JAN 376,5 370,1 364,0 3348 664,77 146,6 1975 -

A Figura 5 representa a contribuicdo dos genotipos para cada populagdo.
Assim, pode-se notar que as populagdes C1, C2, C3 e MG possuem grande
quantidade de genotipos compartilhados, isso provavelmente pela pequena

distancia geografica entre elas (Tabela 8).

kN B ! ‘

2 4 2 6 ! 8

Figura 5. Representagdo da atribuicdo dos genotipos para cada populagdo. As cores
(vermelho, amarelo, azul, verde e rosa) representam cada atribuigdo,
assumindo 5 populagdes. 1=C1, 2=C3, 3=C3, 4=MG, 5=CC, 6=MC, 7=GM
e 8=JAN

Loo

0.z0

0.&0

0z0

000

O correlograma multivariado, representado na Figura 6, mostrou a
existéncia de similaridade genética entre populagdes proximas
geograficamente e a presenca de um padrao de isolamento por distancia (IBD),
sendo significante a partir da quarta classe de distdncia (295 km), onde o

intercepto corta o eixo 'x’.
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Figura 6 Correlograma de Mantel para a divergéncia genética estimada pelo ©” entre
oito populagdes de Amnona crassiflora em sete classes de distancias
geograficas. A seta indica a correlagdo matricial sobre a hipotese nula de
auséncia de agregacdo espacial

Este intercepto pode ser interpretado como o ponto no qual a distancia
genética se torna um indicador de manchas, ou dareas, genéticas (genetic
patches) que sdo geneticamente independentes. Ou seja, populacdes que se
encontram em distancias menores que a do intercepto podem ser consideradas
como um unico grupo genético. Ja populagdes que possuem distancias entre si
superiores ao valor do intercepto podem ser consideradas como grupos
distintos geneticamente ou unidades genéticas independentes para a
conservacdo da variabilidade genética desta espécie (SOARES et al., 2008).

Essa metodologia pode ser utilizada para estabelecer unidades
operacionais de conservacdo (UOs), de acordo com Diniz-
Filho e Telles (2002). Dessa forma, o intercepto do correlograma pode ser

utilizado com a finalidade de se otimizar as estratégias de amostragem e,
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consequentemente, em  planos de conservagdo (DINIZ-FILHO;
TELLES, 2002).

De acordo com a divegéncia genética () das populagdes amostradas
e de acordo com as distidncias geograficas entre elas, pode-se indicar trés
possiveis unidades operacionais, as quais possuem distdncias entre si
superiores a 295 km (Figura 7). A primeira formada pelas populacdes de
Januéaria (JAN), Montes Claros (MC) e Grdo Mogol (GM), a segunda pelas trés
populagdes de Curvelo (C1, C2 e C3) e Morro da Garga (MG), ¢ a terceira

repesentada pela populagdo de Carmo da Cachoeira (CC).

[— |
o 100 200 km

Figura 7 Possibilidade para a definicdo de Unidades Operacionais Intraespecificas
para Annona crassiflora definidas com base no correlograma multivariado.
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A triangulacdo de Delauney mostrou a existéncia de um unico limite
genético entre as populagdes estudadas (Figura 8). Este limite separa a
populacao de Januaria (JAN) das demais, inclusive daquelas que se encontram
mais proximas geograficamente desta (GM e MC). Pode-se supor que isso se
deva pela presenga do Rio Sdo Francisco, que separa fisicamente a cidade de
Januéria das demais cidades. Essa barreira fisica pode estar interferindo nos
processos de polinizagdo e dispersdao dessa populacdo, que sdo realizados por
coledpteros e gravidade, respectivamente, considerados mecanismos poucos
eficientes mesmo em ambientes naturais e conservados. Portanto, o rio Sado
Francisco pode estar atuando como uma barreira para o fluxo alélico entre a
populacao de Januaria (JAN) e as demais populagoes.

Porém, os 30% dos maiores valores da relacdo entre as distancias
genéticas e geograficas que foram mapeados sugerem a existéncia de
descontinuidade genética entre alguns pares de populagdes, apesar da pequena
distancia entre elas, que sdo: C2-MG, C1-MG, C3-MG, MC-JAN, MC-GM, C3-
MC, C2-MC, MG-MC, CI1-MC. Essa descontinuidade pode causar, segundo
Telles (2005), uma subestimativa da magnitude da redundéncia na variabilidade
genética medida pelo teste de Mantel. Dessa forma, conforme Diniz-Filho e
Telles (2002) propdem, ¢ necessario modificar o procedimento de escolha das

UOs, corrigindo essas descontinuidades espaciais.
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Figura 8 Triangula¢do de Delaunay com o limite genético (linha em vermelho) e a posicdo das localidades no mapa de Minas Gerais.
1, 2 e 3 = populacdes de Curvelo; 4 = Morro da Garga; 5 = Carmo da Cachoeira; 6 = Montes Claros; 7 = Grao Mogol e 8 =

Januaria



Assim, um novo mapeamento foi feito, com as possiveis unidades
operacionais de conservagdo, levando em consideragdo a presenca de limite
genético e descontinuidade genética, totalizando em seis grupos genéticos
independentes entre si (Figura 9). Nota-se que cinco destas unidades sdo
formadas somente por uma populagdo, JAN, MC, GM, MG e CC e que, uma

unidade compreende as trés populagdes de Curvelo, C1, C2 e C3.

[I— |
0 100 200 km

Figura 9 Possibilidade para a defini¢io de Unidades Operacionais Intraespecificas
para Annona crassiflora definidas com base no correlograma multivariado
e levando-se em conta a presenga de limite genético e descontinuidade
genética

Utilizando essas unidades operacionais como fontes para bancos de
germoplasma e para conservacdo da diversidade genética dessa espécie,

qualquer populacdo que faz parte da mesma UO pode ser utilizada sem
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prejuizos para a variabilidade genética, pois elas possuem o mesmo conjunto
géncio. Isto permitiria preservar a maior parte da variabilidade genética na
area, com menos esforco, o que ¢ uma importante consideracdo em razao dos
altos niveis de perda de habitat nas regides de estudo e dos altos custos e

esforgos para a conservagdo genética.

CONSIDERACOES FINAIS

As populagdes de Annona crassiflora estudadas aqui possuem alto
valor de divergéncia genética entre si (6° = 0,16), o que torna essencial a
conservacao genética das mesmas. Apesar de terem sido amostradas oito
populacdes previamente definidas como diferentes entre si, a analise do
numero provavel de populac¢des indicou um total de cinco populagdes reais e
distintas nesta amostragem (K = 5), o que pode ser explicado pela proximidade
geografica entre algumas populagoes.

Pela analise do correlograma multivarido e considerando a presenga de
limite genético e a existéncia de descontinuidade genética, pode-se indicar seis
possiveis Unidades Operacionais para a conservacdo da diversidade genética
de A. crassiflora no estado de Minas Gerais, sendo elas MC, JAN, GM, CC,
MG e uma formada pelas trés populagdes de Curvelo, C1, C2 e C3. Em
estratégias de conservagdo, e até mesmo para colegdo de germoplasma, seria
indicado que as amostragens ocorram em localidades com distancia entre si
superior a 295 km, como indicado pelo correlograma matricial. E esta distancia
deve ser considerada também para se preservar outras populacdes de A.
crassiflora. Com esta estratégia seria possivel conservar a maior parte da
diversidade genética na area, com menor esforgo, sendo isto, de extrema

importancia considerando os altos niveis de fragmentacdo no Cerrado.
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IMPLICACOES PARA O EXTRATIVISMO SUSTENTAVEL E
CONSERVACAO DE Annona crassiflora Mart. NO ESTADO DE MINAS
GERAIS

Conhecer os aspectos ecologicos e genéticos das espécies, que se
encontram em ambientes degradados e fragmentados, permite elaborar e
implementar medidas mais efetivas para a conservacgao in situ e ex situ. Neste
estudo a Annona crassiflora teve seus aspectos genéticos abordados e por meio
dos resultados obtidos foi possivel indicar unidades operacionais para a sua
conservacgao € manejo.

O trabalho permitiu analisar a diversidade e diferenciacdo genética entre
as populacdes, e estas, mesmo apresentando alta reserva de variabilidade
genética, ja apresentam taxas intermedidrias de diferenciacdo genética, podendo
ser explicada pelo baixo fluxo alélico entre as mesmas. Por este motivo, deve-se
ter uma atencdo prioritaria ao extrativismo dessa espécie, principalmente no
norte de Minas Gerais, regido de intenso extrativismo predatdrio da espécie, uma
vez que esta diferenciacdo genética entre as populacdes tende a aumentar ao
longo das geragoes.

Além disso, pode-se perceber que em algumas populagdes amostradas,
os individuos encontram-se estruturados espacialmente, indicando que o
processo de fragmentacdo do Cerrado pode estar afetando os padrdes de
reprodugdo desta espécie, o que pode levar ao cruzamento entre individuos
aparentados gerando endogamia. Esse processo faz com que a espécie, em longo
prazo, perca sua capacidade produtiva.

Dessa forma, os resultados deste trabalho demonstram a necessidade de
se conservar as populagdes naturais de A. crassiflora para que a sua
variabilidade genética ndo seja perdida ao longo das geragdes, afetando o seu

potencial evolutivo. Assim, seis Unidades Operacionais para a conservacdo da
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mesma foram indicadas, baseada no correlograma de Mantel, nos limites
genéticos e nas descontinuidades genéticas existentes entre essas populagdes.
Estas unidades sdo formadas pelas populagdes de Montes Claros (MC), Gréo
Mogol (GM), Januaria (JAN), Carmo da Cachoeira (CC), Morro da Garga (MG)
e pelas trés populacdes de Curvelo (C1, C2 e C3).

Aliado aos demais dados de ecologia existentes sobre a A. crassiflora, os
dados obtidos aqui servirdio de subsidios para o desenvolvimento de
metodologias para a preservagdo e manejo dessa espécie. E necessaria uma
atencdo especial as praticas extrativistas, de forma a nfdo prejudicar a
perpetuacgdo local da espécie, e que esta continue sendo fonte de renda para as

diversas populacdes que dependem desse recurso.



