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RESUMO

Estrutura genética e diversidade clonal de jatoba-do-cerrado (Hymenaea stigonocarpa
Mart. ex Hayne) em duas populacoes no Cerrado do Estado de Sao Paulo

Este trabalho teve como objetivo avaliar a estrutura populacional e genética de Hymenaea
stigonocarpa Mart. ex Hayne em duas dreas no Cerrado do Estado de Sdo Paulo. Para tanto,
foram transferidos oito iniciadores microssatélites nucleares (SSR) de Hymenaea courbaril para
H. stigonocarpa, além de cinco iniciadores microssatélites cloroplastidiais (cpSSR) universais. O
presente trabalho respondeu as hip6teses sobre a dispersao restrita de sementes, a existéncia de
propagacdo vegetativa e a viabilidade evolutiva das populacdes nas unidades de conservacao
analisadas. O estudo foi conduzido em duas unidades de conservacdo administradas pelo Instituto
Florestal do Estado de Sdao Paulo e representam alguns dos dltimos remanescentes protegidos de
Cerrado no Estado, com fisionomias e histéricos contrastantes. Na populagdo localizada na
Estacdo Ecoldgica de Itirapina (EEI), Itirapina, S.P., foram encontrados 68 individuos de H.
stigonocarpa dispostos em reboleiras. Utilizando marcadores SSR, foram constatados apenas 18
genotipos diferentes (genetes), evidenciando a propagacdo vegetativa na EEI. Apesar do nimero
reduzido de genetes na drea, esta populacdo apresentou excesso de heterozigotos. Mesmo assim,
a drea minima vidvel para conservacdo (AMYV ) foi maior do que a drea total da EEI devido a
baixa densidade de individuos. A andlise de paternidade, utilizando todas as sementes disponiveis
na EEI (n = 71), revelou que 42,46% tiveram doadores de pdlen fora na drea amostrada e o
tamanho efetivo de vizinhanga de polinizacdo foi de 1.283 ha, mostrando a importancia da
preservagdo de dreas particulares ou a expansdo da unidade de conservagdo. Houve dominancia
de doadores de pdlen e a distdncia média de polinizacdo foi de 2.325 m, variando de 0,35 a 3.570
m. Além disso, os marcadores cpSSR revelaram um forte efeito fundador, com a existéncia de
um unico haplétipo. Contrastando com a EEI, a populagdo estudada na Estacdo Ecoldgica de
Assis e na Floresta Estadual de Assis (EEA) apresentou 47 individuos distintos geneticamente
(genetes). O uso de marcadores SSR na populagdao da EEA revelou um alto e significativo indice

de fixagao ( f = 0,177), associado a uma significativa estrutura genética espacial (EGE) (éx);

0,075) até 750 m. A EGE foi resultante de uma dispersdo restrita de sementes, comprovada pelo
uso de marcadores cpSSR. A alta divergéncia genética demonstrada pelos marcadores SSR e o
nimero de hapldtipos privados encontrado na populacdo da EEA fez com que cada populagdo
fosse considerada uma Unidade Independente para o Manejo (UIM) e, a0 mesmo tempo uma
Unidade Evolutiva Significativa (USE). Essas designacdes implicam que, apesar das populagdes
da EEA e da EEI possuirem um tamanho efetivo (N,) e umaAMYV insuficientes para a

manutencdo da endogamia local de H. stigonocarpa em curto prazo, a localizacdo especifica
dessas unidades permitiu englobar reservatdrios génicos distintos, importantes para se iniciar uma
conservagdo evolutivo-adaptativa. Assim, programas visando a restauracdo florestal ou
melhoramento de H. stigonocarpa devem contemplar genétipos de cada USE. Além disso, a
coleta de sementes visando a conservagdo deve obedecer a uma distancia minima de 750 m
quando os individuos ndo estiverem dispostos em reboleiras.

Palavras-chave: Hymenaea stigonocarpa; Cerrado; Genética; Propagacdo vegetativa;
Conservagao
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ABSTRACT

Genetic structure and clonal diversity of jatoba-do-cerrado (Hymenaea stigonocarpa Mart.
ex Hayne) in two populations of the Cerrado in the State of Sao Paulo

This study aimed to evaluate the population and genetic structure of Hymenaea
stigonocarpa Mart. ex Hayne in two areas of Cerrado in the State of Sdo Paulo. For this, eight
nuclear microsatellite (SSR) primers from Hymenaea courbaril and five universal
chloroplastidial microsatellite primers (cpSSR) were transferred from Hymenaea coubaril to H.
stigonocarpa. This study answered the assumptions regarding restricted seed dispersal, vegetative
propagation and the existence of the populations’ evolutionary viability in the studied
conservation units. This study was conducted in two protected areas managed by the Forest
Institute State of Sdo Paulo and represent some of the last protected remnants of Cerrado in the
State with contrasting physiognomies and history. The 68 trees of H. stigonocarpa on the
population located in the Ecological Station of Itirapina (ESI), Itirapina, S.P., were spatially
clumped. Using SSR markers only 18 different genotypes (genets) were found, showing the
existence of vegetative propagation in ESI. Despite the limited number of genets in the area, this
population showed an excess of heterozygotes. Even so, the minimum viable area for
conservation (AMYV ) was greater than the total area of the ESI due to low density of individuals.
The paternity analysis using all the available seeds in ESI (n = 71) revealed that 42.46% of pollen
donors were outside the sampled area and the effective neighborhood size of pollination was
1283 ha demonstrating the importance of surrounding areas and the expansion of the protected
area. There was pollen donor dominance and the average distance of pollination was 2325 m,
ranging from 0.35 to 3570 m. Furthermore, the markers cpSSR revealed a strong founder effect,
with the existence of a single haplotype. In contrast to the ESI, the population studied in the
Ecological Station of Assis and in the Assis State Forest (EEA), had 47 trees, all genets. The use

of SSR markers in the population of the ESA revealed a high and significant fixation index ( f =
0177), associated with a significant spatial genetic structure (SGS) (éxy = 0075) up to 750 m. The

SGS was originated by a limited seed dispersal, as evidenced by the use of cpSSR markers. The
high genetic divergence shown by SSR markers and the number of private haplotypes found in
the population of the ESA are reasons to consider each population independent units for
management (IUM) and at the same time an Evolutionary Significant Unit (ESU). These
designations mean that, in despite of the populations of the ESI and ESA have insufficient
effective sizes (N,) and AMV for the maintenance of H. stigonocarpa inbreeding level in the

short term, the specific location of these units allowed to include different gene pools, important
in starting an adaptive-evolutionary conservation. Thus, programs aimed at forest restoration or
breeding of H. stigonocarpa shall address each ESU genotypes. Moreover, the collection of seeds
for conservation should have a minimum distance of 750 m among trees, when these are not
clumped.

Keywords: Hymenaea stigonocarpa; Cerrado; Genetics; Vegetative propagation; Conservation



11

1 INTRODUCAO

Considerado o segundo maior Bioma brasileiro, o Cerrado ocupa cerca de 2 milhdes de
km?®, ou cerca de 24% do territério nacional, sendo superado em drea apenas pela Amazdnia
(MMA, 2006). A biodiversidade total do Cerrado foi estimada em cerca de 160.000 espécies de
plantas, animais e fungos. O Cerrado possui a mais rica flora dentre as savanas do mundo
(KLINK; MACHADO, 2005) com uma marcante heterogeneidade floristica em sua ampla drea
de distribuicdo e um elevado nivel de endemismo, com 44% das espécies de plantas vasculares
endémicas (MYERS et al., 2000). Mendonga et al. (2008) elaboraram uma revisdo floristica e
descrevem 13.171 téxons e 12.356 espécies que ocorrem espontaneamente no Cerrado, sendo que
somente a flora vascular nativa engloba 11.627 espécies.

A riqueza de espécies do Cerrado, tanto para a produc¢do de alimentos como para
medicinais fitoterdpicos e 6leos essenciais, vem sendo utilizada por comunidades que usam e
protegem este Bioma, apontando importantes alternativas para o uso sustentdvel do mesmo. Esse
cabedal de conhecimento tradicional, aliado aos conhecimentos bdsicos de ecologia e genética
das espécies, pode ajudar a encontrar caminhos de uso e conservacdo do Cerrado, justamente
porque este Bioma tem sido um dos mais rapidamente destruidos no Brasil nas ultimas décadas,
cedendo lugar para extensas monoculturas, principalmente de soja, ou para pastagens (SILVA;
BATES, 2002; DURIGAN, 2003; KLINK; MACHADO, 2005; SILVA et al., 2006).

Dados do MMA (2006) indicam que a drea do Cerrado recoberta por vegetacdao nativa em
suas diversas fitofisionomias, considerando-se o ano base 2002, representa 60,42% do Bioma.
Destes, apenas 3,18% ou 6.233.193,73 ha do Bioma estdo protegidos e distribuidos entre 48
unidades de conservagdo federais, estaduais € municipais (MMA, 2006). Segundo Machado et al.
(2004) pelo menos 20% das espécies endémicas e ameagadas permanecem fora dos parques e
reservas existentes. Estes autores ressaltam ainda que o desmatamento do Bioma no Brasil chega
a 1,5% ou 3 milhdes de ha/ano. Desta forma, o Cerrado esta sendo destruido com uma velocidade
superior a capacidade de regeneracdo natural e ao conhecimento gerado para sua protecio e
conservacdo (AGUIAR; MACHADO; MARINHO-FILHO, 2004). No Estado de Sao Paulo,
manchas desta vegetacao correspondiam a cerca de 3,5 milhdes de ha de vegetacio natural, cerca
de 14% do estado (KRONKA et al., 1998). Hoje, o Cerrado ocorre sob a forma de fragmentos
isolados totalizando 210.000 ha, o que corresponde a 0,85% da superficie estadual. (KRONKA et
al., 2005).
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O desmatamento e o avanco das fronteiras agricolas tém alterado a dindmica populacional
de muitas espécies do Cerrado (DURIGAN, 2003). Os efeitos do desmatamento e da
fragmentacdo ambiental podem reduzir a variabilidade genética das espécies por deriva genética,
restringir o fluxo génico e consequentemente aumentar a endogamia. A endogamia pode conduzir
a fixacdo de alelos deletérios e a reducdo da adaptabilidade da espécie a mudancas,
principalmente as climdticas, ameacando as espécies presentes neste habitat. (COLLEVATTI;
BRONDANI; GRATTAPAGLIA, 1999; COLLEVATTI; GRATTAPAGLIA; HAY, 2001;
VENCOVSKY, 1987; ZUCCHI et al., 2003). Existe uma concordancia geral de que as reservas e
os parques florestais tropicais devem ser estabelecidos e manejados de maneira a preservar a
maxima variabilidade genética dentro das espécies (WHITMORE, 1980). O conhecimento da
estrutura genética, isto €, da forma como a variabilidade genética se distribui entre e dentro das
populacdes de uma espécie, permite determinar a viabilidade evolutiva das populagdes ao longo
das geragdes, estimar a drea minima vidvel para conservagdo e a intensidade ideal de coleta de
sementes e distdncia minima de coleta entre matrizes para fins de conservagdo genética in situ e
ex situ, ou ainda, de melhoramento genético (EPPERSON, 1990). Estes conhecimentos tém sido
beneficiados pelo emprego de marcadores genéticos, principalmente os codominantes, como as
isoenzimas e os microssatélites (SSR- Simple Sequence Repeat) (ALVES et al., 2003;
GRATTAPAGLIA, 2004). Porém, sem dados sobre a estrutura genética, decisdes sobre 0os meios
mais efetivos para preservacdo e uso sustentdvel do Cerrado ndo podem ser tomadas.

Nesse contexto, torna-se imprescindivel gerar informacdes relacionadas com variabilidade
genética dos poucos nucleos restantes do Cerrado, principalmente no Estado de Sao Paulo. Para
isso, a escolha de espécies-chaves, o conhecimento da biologia da espécie, da dinamica e
estrutura das populacdes sdo fatores importantes para que se promova uma conservacao genética
efetiva, proporcionando a espécie e ao ecossistema a expressao de seu potencial evolutivo.

Buscando atender aos critérios de selecdo de espécies prioritdrias para a conservagao
genética proposto por NAMKOONG (2000), a espécie Hymenaea stigonocarpa foi selecionada
como espécie-alvo para a realizagdo deste estudo. H. stigonocarpa (jatobd-do-cerrado) € uma
Leguminosae (Caesalpinoideae) de ampla distribuicdo e ocorréncia em formacdes abertas do
cerrado e campo-cerrado (ALMEIDA et al., 1998), sendo uma espécie lenhosa endémica deste

bioma e que apresenta multiplos usos (CARVALHO, 2007).
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1.1 Objetivos

Este trabalho teve como objetivo geral desenvolver estudos genéticos com Hymenaea

stigonocarpa Mart. ex Hayne em duas dreas no Cerrado do Estado de Sdo Paulo, avaliando sua

estrutura populacional e genética. De forma mais especifica os objetivos foram:

a)

b)

c)

d)

g)

Testar a amplificacdo de iniciadores de microssatélites desenvolvidos para Hymenaea
courbaril em Hymenaea stigonocarpa, uma vez que ainda ndo foram desenvolvidos
iniciadores especificos para a espécie em estudo;

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

Caracterizar a diversidade genética intra e interpopulacional por marcadores
microssatélites;

Estudar a estrutura genética espacial intrapopulacional;

Estimar o fluxo génico aparente e a contribui¢do relativa da migracdo de pdlen e
sementes;

Caracterizar o sistema de reproducao para uma populagdo da espécie;

Com base em indicadores genéticos, propor recomendacgdes para estratégias de

conservacao in situ e para coleta de sementes nas populagdes estudadas.

1.2 Hipoteses

O presente estudo teve como base as seguintes hipdteses:

a) A espécie considerada predominantemente alégama, com dispersdo via pélen realizada por

morcegos, deve apresentar elevada diversidade genética, porém, também deve apresentar uma

elevada endogamia associada a estrutura genética espacial dentro das populagdes, devido a

dispersdo de sementes espacialmente restrita € a propagacdo vegetativa;

b) Devido a um fluxo génico restrito via sementes e a grande distancia geografica entre as duas

populacdes, a divergéncia genética entre elas deve ser alta e cada populacdo deve ser considerada

uma Unidade Independente para o Manejo (UIM) e uma Unidade Evolutiva Significativa (USE).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O Cerrado

Considerado o segundo maior Bioma brasileiro, o Cerrado ocupa cerca de 2 milhdes de
km? ou, 24% do territério nacional e apresenta uma drea nuclear distribuida principalmente pelo
Planalto Central Brasileiro, nos Estados de Goids, Tocantins, a regido sul de Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, o oeste e¢ norte de Minas Gerais, oeste da Bahia e Distrito Federal e areas
consideradas periféricas, que abrangem os Estados do Maranhao, Piaui, Tocantins, Sao Paulo e
Parand (IBAMA, 2008). As interfaces com outros Biomas sdo particularmente importantes no
Cerrado, pois estes limitam-se com todos os demais Biomas de terras baixas da América do Sul,
ressaltando-se os ambientes contrastantes como as interfaces entre Cerrado e Caatinga e aquelas
entre Cerrado e Florestas Tropicais iumidas (FELFILI; SCARIOT; SILVA et al., 2005).

O clima do Cerrado € predominantemente tropical estacional com um regime de chuvas
no verdo, com intensidades intermedidrias entre as regides mais secas do Nordeste e as mais
umidas do Sudeste e do Norte brasileiros. A precipitacdo anual varia entre 750 e 2000 mm, com
uma média de 1500 mm. Em média esse nimero nio é muito inferior a quantidade de chuvas que
caem na Regido Amazonica (de 1500 a 3500 mm/ano) ou na Floresta Atlantica (de 2000 a 2500
mm/ano), o que difere é que nestas duas regides as chuvas sdao mais bem distribuidas ao longo do
ano (BIZERRIL, 2004). As temperaturas médias sdo de 22°C para a por¢ao Sul e de 27°C para a
porcao Norte.

No geral, o Cerrado encontra-se sobre um relevo suave, com menos de 300 m, mas
apresenta chapadas com até 2030 m (RIBEIRO; SILVA, 1996). Os solos sdao bem drenados,
profundos e na sua maioria distr6ficos, ou seja, sdo dcidos, ricos em ferro e aluminio e de baixa
fertilidade (KLINK; MACHADO, 2005). Do ponto de vista hidrolégico o Cerrado participa das
trés maiores bacias hidrogréficas Sul-americanas (Tocantins-Araguaia, Sao Francisco e Parand).
Por conter zonas de planalto, a regido possui diversas nascentes de rios e, conseqiientemente,
importantes dreas de recarga hidrica, que contribuem para grande parte das bacias hidrogréficas
brasileiras (LIMA; SILVA, 2005). Também pelos diversos aqiiiferos nele localizados, entre eles
o aqiiiffero Guarani, considerado um dos maiores reservatdrios de dguas subterraneas do mundo,

com um volume aproveitdvel de dgua da ordem de 40 km>/ano (BIZERRIL, 2004), o Cerrado é
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fundamental para a manutencdo do equilibrio hidrolégico do pais, contribuindo com 14% do total
da producdo hidrica superficial brasileira (LIMA; SILVA, 2005).

De acordo com Coutinho (1978), hd desde fisionomias predominantemente campestres,
como campo limpo, passando por formagdes savanicas, como campo sujo, campo cerrado e
cerrado sensu stricto (em ordem crescente de biomassa lenhosa), e florestais (cerraddo). O
cerrado sensu stricto (s.s.) ou sentido restrito, que ocupa aproximadamente 70% do Bioma, tem
paisagem composta por um estrato herbdceo dominado principalmente por gramineas e um
estrato de arvores e arbustos variando em cobertura de 10 a 60 % (EITEN, 1972). Segundo Eiten
(1994), as formas fisiondmicas do Cerrado dependeriam de trés aspectos do substrato: a
fertilidade e o teor de aluminio disponivel (baixa fertilidade, altos teores de aluminio), a
profundidade do solo e o grau de saturacdo hidrica das camadas superficial e subsuperficial do
solo.

Considerada uma das 25 regides prioritirias para o estudo e conservacdo da
biodiversidade no mundo (MYERS et al., 2000), o Cerrado possui a mais rica flora dentre as
savanas do mundo (KLINK; MACHADO, 2005) com 44% de plantas vasculares endémicas
(MYERS et al., 2000). Mendonga et al. (2008) elaboraram uma revisdo floristica e descrevem
13.171 taxons e 12.356 espécies que ocorrem espontaneamente no Cerrado, sendo que somente a
flora vascular nativa engloba 11.627 espécies, e a familia mais representativa é Leguminosaea
(Fabaceae, Mimosaceae, Caesalpiniaceae) com 108 géneros e 1.174 espécies. Esses resultados
praticamente dobram o numero de espécies descritas por Mendonga et al. (1998), de 7.000
espécies vasculares, e Coutinho (2000), de 3.000 espécies.

Roel e Arruda (2003) afirmam que o Cerrado apresenta grande potencial como fonte de
recursos naturais nos setores madeireiro, combustivel, ornamental, forrageiro, alimenticio e
farmacéutico. A riqueza de espécies medicinais, por exemplo, supera em muito a relatada por
Dias (1996), que estimou haver mais de 100 espécies medicinais em todo o Bioma. Vieira e
Martins (2000), em uma revisdo sobre plantas medicinais do Cerrado, compilaram 82 familias
botanicas contendo 270 espécies com indicacdio medicinal. Guarim Neto e Morais (2003)
adicionaram mais 291 espécies ndo relatadas por esses autores, o que faz com que o nimero
estimado de espécies vegetais medicinais do Cerrado, até o presente, se eleve para 561.

Ao lado da riqueza natural, o Cerrado abriga uma ampla diversidade cultural e social,

representado em cerca de 1500 municipios (MMA, 2006), cuja histéria remonta hd no minimo 11
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mil anos com os povos cagadores e coletores que se aproveitavam da diversidade de ecossistemas
e espécies tteis que o Cerrado oferecia (TELLES, 2007). Algumas comunidades indigenas ainda
hoje podem ser localizadas distribuidas pelo Bioma, contribuindo para enriquecer a vida no
Cerrado, a exemplo os Xavantes, Krah0s, remanescentes de quilombos e os Kalungas da Chapada
dos Veadeiros (TELLES, 2007).

Apesar da diversidade bioldgica e cultural que o Cerrado propicia, este Bioma tem sido
um dos mais rapidamente destruidos no Brasil nas ultimas décadas, cedendo lugar para extensas
monoculturas, principalmente de soja, ou para pastagens (SILVA; BATES, 2002; DURIGAN,
2003; KLINK; MACHADO, 2005; SILVA et al.,, 2006). Aspectos como facilidade de
mecanizagdo (dreas planas e/ou suavemente onduladas); correcdo dos solos; possibilidade de
irrigacdo; proximidades de centros consumidores e exportadores; redes vidrias, de extensdo, de
pesquisa e de comercializacdo; menor complexidade do ecossistema, se comparado com o
amazoOnico; e sem riscos de salinizacdo como boa parte do semi-drido brasileiro, aponta para a
regido do Cerrado como uma das de maior potencial agricola do pais. (KER; RESENDE, 1996).
De acordo com Klink e Moreira (2002), 40% da produgdo nacional de soja e 22% da produgao
nacional de milho, sdo provenientes da regido nuclear do Cerrado.

Esta regido também abriga 44% do rebanho bovino nacional, responsavel por 55% da
producdo de carne do pais (MACEDO; KICHEL; ZIMMER, 2000). As préticas agricolas no
Cerrado incluem o uso extensivo de fertilizantes e calcario (MULLER, 2003), os quais poluem
corregos e rios. Além disto, o amplo uso de gramineas africanas para a formacgdo de pastagens €
prejudicial a biodiversidade, aos ciclos de queimadas e a capacidade produtiva dos ecossistemas
(KLINK; MOREIRA, 2002; SILVA, 2005). Atualmente as pastagens plantadas com gramineas
de origem africana cobrem uma drea de 500.000 km? enquanto a drea total para conservacao € de
cerca de 33.000 km?, claramente insuficiente quando comparada com os principais usos da terra
no Cerrado (KLINK; MACHADO, 2005).

A ocupagdo humana e a construcdo de estradas fizeram com que uma massa continua de
drea com biota natural se transformasse numa paisagem cada vez mais fragmentada, composta
por ilhas inseridas numa matriz agricola (MMA, 2002). Levantamentos obtidos no 4mbito da
iniciativa PROBIO (MMA/CNPq/BIRD/GEF), indicam que em pouco mais de quatro décadas,
26% do territério compreendido pelo Bioma Cerrado foram transformados em areas de pastagem

cultivada e 10% em agricultura (SANO et al., 2008). Dados do MMA (2006) indicam que a drea
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do Cerrado recoberta por vegetacdo nativa em suas diversas fitofisionomias, considerando-se o
ano base 2002, representa 60,42% do Bioma. A drea de vegetagcdo nativa florestal, somadas as
diversas fitofisionomias nessa categoria, abrange 36,73% do Bioma, enquanto a drea de
vegetacdo nativa ndo-florestal recobre 23,68% deste. O restante refere-se aos 38,98% de area
antrépica, onde a categoria predominante é a de pastagens cultivadas (26,45% do Bioma), e a
0,6% de agua (Figura 1).

Atualmente apenas 3,18% ou 6.233.193,73 ha do Cerrado estdo protegidos e distribuidos
entre 48 unidades de conservagdo federais, estaduais e municipais (MMA, 2006). Segundo
Machado et al. (2004), cerca de pelo menos 20% das espécies endémicas e ameagadas

permanecem fora dos parques e reservas existentes.
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Figura 1 - Distribui¢do espacial de dreas com vegetacao nativa (verde), dreas antrdpicas (rosa) e massas d’agua (azul)

no Bioma Cerrado, ano base 2002 (MMA, 2006)
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Localizado no limite sul da extensa regido de dominio do Cerrado, o Estado de Sao Paulo
continha, no inicio do século XX, manchas desta vegetacdo que correspondiam a cerca de 3,5
milhdes de ha de vegetacdo natural, cerca de 14% do estado (KRONKA et al., 1998), dispersas
em uma paisagem predominantemente florestal. Entre 1962 e 1992 houve uma reducdo de 87%
desta darea (KRONKA et al., 1998). Hoje ocorre sob a forma de fragmentos isolados totalizando
210.000 ha, o que corresponde a 0,85% da superficie estadual. (KRONKA et al., 2005).

DURIGAN; SIQUEIRA; FRANCO (2007) estudaram o entorno de 81 fragmentos de
Cerrado no Estado de Sdo Paulo analisando os tipos de perturbacdo que ocorrem no ecossistema e
os resultados apontaram como ameacas mais freqilientes: gramineas invasoras (35% das dreas
parcial ou totalmente invadidas), presenca de gado (32%), desmatamento (21%) e fogo (21%). A
principal diferenca do Estado de Sdo Paulo, em relacdo ao cendrio nacional de destrui¢do do
Bioma, tem sido que os plantios de cana sdo os principais substitutos das dreas de Cerrado
(KRONKA et al., 2005; DURIGAN; FRANCO; SIQUEIRA, 2004), enquanto em outros estados
do nicleo do Cerrado a soja tem sido recentemente a principal causa do desmatamento, seguida
pelo milho.

Diversos estudos relacionados com a conservacdo genética de espécies do Cerrado vém
apontando que as alteracdes provocadas por atividades antrdpicas nas ultimas quatro décadas
possivelmente causaram a redugdo da variabilidade genética das espécies por deriva genética, a
restricdo do fluxo génico e conseqiientemente aumentaram a endogamia, o podem conduzir a
fixagdo de alelos deletérios, e a reducdo da adaptabilidade das espécies a efeitos estocasticos,
ameacando as espécies presentes neste habitat (COLLEVATTI; BRONDANI;
GRATTAPAGLIA, 1999; COLLEVATTI; GRATTAPAGLIA ; HAY, 2001; VENCOVSKY,
1987; ZUCCHI et al., 2003).

2.2 O género Hymenaea Linnaeus

O género Hymenaea Linnaeus pertence as Fabaceae da subfamilia das Caesalpinioideae
que representa um dos grupos mais importantes na produgdo de resinas e tém presenga destacada
em ecossistemas equatoriais da Africa e América do Sul (LEE; LANGENHEIM, 1975).

Ceratia foi o primeiro nome dado ao género Hymenaea descrito por Bauhin em 1623;

duas décadas mais tarde, Piso (1642) e Marcgraf (1648), apud LEE e LANGENHEIM (1975),
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descreveram o género com o nome de Jetaiba. Meio século depois, ainda, Plumier (1703), apud
LEE e LANGENHEIM (1975), escolheu o nome Courbaril para esse género. Apenas em 1737,
Linnaeus, ao se referir ao mesmo género, escolheu o nome Hymenaea, referéncia ao deus grego
do casamento, Himeneu, fazendo alusdo aos dois foliolos pareados das folhas. Linnaeus também
viria a descrever a brasileira H. courbaril (LEE; LANGENHEIM, 1975). Muitas outras espécies
desse género seriam descritas mais tarde por outros botinicos; por exemplo, Hayne, Bentham,
Huber, Ducke e Lee e Langenheim.

A mais recente revisdo de género foi feita por Lee e Langenheim (1975) com 14 espécies
que compdem o género, sendo que cinco delas se dividem em 12 variedades. Em sua maioria,
essas espécies ocupam dreas neotropicais. Treze dentre essas 14 espécies encontram-se
distribuidas pela América Central, América do Sul, oeste das Indias e uma espécie de ocorréncia
no Leste da Africa, a espécie Hymenaea verrucosa Gaertner (LEE; LANGENHEIM, 1975).
Segundo esses autores o centro de origem do género foi na Africa, enquanto o centro de
diversidade foi a regido amazonica.

O niimero cromossomico dipldide € de 24 para todas as espécies desse género, sendo que
nao ha evidéncia de hibridizagcdo ou poliploidia. Tal uniformidade é coerente com o padrao geral
das leguminosas arbdreas tropicais e nem sempre fica restrita a espécies de um mesmo género,
sendo também comum em nivel de tribo (LEE; LANGENHEIM, 1975), de tal modo que o
nimero cromossdmico € de pouco valor taxondmico na distingdo de espécies. A principal
dificuldade na delimitacdo da taxa se deve a grande variedade morfoldgica observada para esse
género.

No Brasil, as espécies mais freqiientes sao Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne, que
ocorre na Caatinga e no Cerrado e Hymenaea courbaril L. que pode ser encontrada desde a
floresta amazoOnica até a floresta estacional semidecidual no sudeste do pais, sob a forma de
diferentes variedades (CASTELENN, 2005). H4 uma grande plasticidade fenotipica dentro do
género, algumas espécies desenvolvem menos de trés metros de altura (H. stigonocarpa),
enquanto outras desenvolvem mais de 40 metros, como a H. courbaril var. altissima Ducke,
encontrada na Mata Atlantica. H4 também uma grande variacdo de densidade de individuos para
esse género, conforme o tipo de ecossistema (LEWINSOHN, 1980).

As flores quiropterdfilas de Caesalpinioideaea sdo relativamente pequenas € pouco

especializadas, estando as do género Hymenaea L. dentre as mais simples de todas as flores
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quiropterdfilas conhecidas (ARROYO, 1981). As flores sd@o sempre brancas, com excecdo da
espécie rara Hymenaea rubriflora Ducke, que apresenta coloracdo vermelha. As flores
apresentam quatro sépalas, cinco pétalas, dez estames e um pistilo; as inflorescéncias sdo do tipo
paniculo curto (e corimbosa, quando madura) (LEE; LANGENHEIM, 1975). As flores
quiropterdfilas do género Hymenaea L. também sdo polinizadas por mariposas. Contudo, o néctar
produzido leva a polinizagdo com voos de flor em flor (“trapline syndrome”), favorecendo a
polinizacdo cruzada (LEE; LANGENHEIM, 1975). Crestana e Mariano (1985) estudaram a
espécie Hymenaea courbaril var. stilbocarpa e identificaram além de morcegos, a visita de beija-
flores, himendpteros e dipteros.

A floracdo ocorre durante a estacdo seca ou na transi¢co para a estagdo chuvosa. Porém, o
periodo de floragdo pode variar bastante, uma vez que as espécies podem ocupar regides bastante
diversas. A espécie H. stigonocarpa, assim como vdrias outras desse género, produzem poucas
flores por dia, durante algumas semanas. Suas flores tém aroma forte e abrem-se ao pdor-do-sol
(antese noturna), entre 17 e 22 horas. No dia seguinte, por volta do meio-dia, as flores perdem o
calice, a corola e os estames (LEE; LANGENHEIM, 1975).

A reproducio por sementes predomina em Hymenaea L. No entanto, a espécie do presente
estudo (H. stigonocarpa) recorre, de forma facultativa, a reproducdo vegetativa (LEWINSOHN,
1980). Os frutos em Hymenaea L. sdo do tipo vagem, indeiscentes, ovoides a oblongos, de cor
marrom quando maduros e verdes quando imaturos, com endocarpo fariniceo cobrindo as
sementes ovoides a elipsdides de testa dura e lisa marrom a marrom escuro (LEE;
LANGENHEIM, 1975). O tamanho dos frutos atinge o tamanho maximo dois meses depois da
fertilizagdo. Contudo, os frutos permanecem nas drvores por mais 6 ou 8 meses, tempo necessario
para a maturacdo completa das sementes (LEE; LANGENHEIM, 1975).

Quanto a dispersdo das sementes, ocorre por dgua doce (igapds e virzeas na Amazonia) e
também por mar. Em terra, a dispersdo ¢ predominantemente zodfila — roedores e outros
mamiferos, como porcos do mato, quebram as vagens, que contém a polpa farinicea, e as
ingerem junto com as sementes. No trato digestivo, sdo escarificadas pela solucdo dcida,

ocorrendo a quebra da dorméncia (LEE; LANGENHEIM, 1975).
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2.3 Importancia econdomica do género Hymenaea Linnaeus

As resinas de cor amarela e avermelhada, produzidas pelas arvores do género Hymenaea
L., sdo produtos economicamente valiosos. Podem ser usadas em esculturas, na fabrica¢do de
joias (indios pré-colombianos ja as utilizavam para esses fins), como cimento, incenso, € até,
quando dissolvidas em xilol, no preparo de laminas permanentes para a microscopia (LEE;
LANGENHEIM, 1975). Conhecidas também como copal sul americano sdo utilizadas na
fabricacdo de vernizes e com fins medicinais (LANGENHEIM; LEE; MARTIN, 1973). A
extracdo ocorre por meio do processo de sangria do tronco ou por escavagdo do solo, onde a
resina se acumula. Nesse género, a resina pode converter-se em ambar. Foram encontradas
resinas fosseis datadas do Terciario na Colombia, México e Brasil (CASTELENN, 2005).

Segundo Rizzini (1971), as espécies pertencentes a este género fornecem boa madeira
para a marcenaria e carpintaria e mesmo na industria naval. Indios amazonicos utilizam a casca,
que pode chegar a 4 cm de espessura, na fabricacdo de canoas. As folhas e pedacos de casca
macerados em cachaga sdo utilizados com fins medicinais, e a polpa farinicea é comestivel e

utilizada no preparo de bolos e biscoitos.

2.4 Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne

A Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne, conhecida como jatoba-do-cerrado, jutai,
jatobda-capo, jatoba-de-cascafina, jitai ou jutaicica é uma espécie da familia das Leguminosae-
Caesalpinoideae (CARVALHO, 2007).

A espécie H. stigonocarpa ocupa formagdes abertas do Cerrado (ALMEIDA et al., 1998),
sendo uma espécie lenhosa endémica deste Bioma. Ocorre em solos secos e em solos de
fertilidade quimica baixa (CARVALHO, 2007), tendo pouca resisténcia a baixas temperaturas.
Apresenta ampla abrangéncia latitudinal ocorrendo naturalmente nos estados brasileiros do
Amazonas, Bahia, Ceara, Distrito Federal, Goias, Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,
Minas Gerais, Piaui, Pernambuco, Sdo Paulo (CARVALHO, 2006) (Figura 2), sendo encontradas
também no Paraguai (LEE; LANGENHEIM, 1975) e Bolivia (CARVALHO, 2007).

Sado conhecidas atualmente trés variedades dessa espécie - Hymenaea stigonocarpa var.

stigonocarpa Mart., Hymenaea stigonocarpa var. brevipetiolata N.F. Mattos e Hymenaea
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stigonocarpa var. pubescens Benth. (LEE; LANGENHEIM, 1975). Cabe destacar a grande
variacdo intrapopulacional, e até entre folhas de uma mesma darvore. A pilosidade e
tomentosidade variam com a idade do individuo, e com a idade e grau de sombreamento da folha
individual (LEWINSOHN, 1980). Por essa razdo, a variacdo intra-especifica ndo parece ser

adequadamente demarcada para estas trés variedades.
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Figura 2 - Locais de ocorréncia natural de H. stigonocarpa no Brasil (CARVALHO, 2006)

A darvore da espécie H. stigonocarpa é hermafrodita, de pequeno a médio porte, com
tronco tortuoso, atingindo de trés a 20 m de altura na idade adulta (LEE; LANGENHEIM, 1975)
e 50 cm de DAP (didmetro a altura do peito, medido a 1,30 m do solo), na idade adulta (Figura

3a). Suas folhas sdo compostas, com um par de foliolos coridceos, glabros ou densamente pilosos
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nas duas faces, com laminas bastante grandes (cerca de 24 x 16 cm ou mais) (Figura 3b), com
pontuacdes translicidas imersas em todo o limbo (LEE; LANGENHEIM, 1975).

Paiva e Machado (2006) identificaram pela primeira vez no género Hymenaea L. a
presenca de nectdrios extraflorais (NEF) nas folhas de H. stigonocarpa. Os NEF estao
distribuidos por todo o limbo, sendo mais concentrados nos ter¢os basal e médio de cada foliolo e
tém atividade secretora limitada a fase juvenil da folha, tornando-se ndo funcionais nas folhas
mais velhas. Os NEF, por serem expostos e acessiveis, atraem formigas, que, por sua vez,
defendem essa fonte de alimento contra predadores (PAIVA; MACHADO, 2006).

H. stigonocarpa usualmente forma agrupamentos de individuos, estes agrupamentos
podem conter mais de 20 individuos (LEWINSOHN, 1980; DEFAVARI et al.,, 2007). A
ocorréncia destes agrupamentos pode ser relacionada a propagacdo vegetativa. Segundo
LEWINSOHN (1980), a espécie apresenta raizes gemiferas que lhe facultam a reprodugdo
vegetativa. Este autor comprovou a ocorréncia de ligacdes subterrdneas entre individuos
aparentemente distintos em uma populacdo de H. stigonocarpa no municipio de Matinho Prado,
Estado de Sao Paulo.

A densidade de individuos por hectare pode variar de 0,005 e 0,01, no Estado de Sao
Paulo (DEFAVARI et al., 2007; MORAES; KAGEYAMA; SEBBENN, 2007) a 50 na regido de
Cuiabd, MT, (OLIVEIRA FILHO, 1989).

Segundo Lee e Langenheim (1975), a espécie apresenta as maiores flores encontradas no
género. Possui inflorescéncias em cimeira terminal, bracteada, contendo até 30 flores, com
pétalas pouco excedentes ao cdlice (CARVALHO, 2007) (Figura 3b). Em cada inflorescéncia
abrem de uma a cinco flores por noite, perdendo suas pétalas na manha seguinte (OLIVEIRA,
20006). As flores secretam néctar a partir de um disco nectarifero localizado na base do pistilo e
acumulado no hipanto (GIBBS; OLIVEIRA; BIANCHI, 1999). Lee e Langenheim (1975)
sugeriram, com base no tipo de inflorescéncia, na largura da flor e na presenca de um nectério no
hipanto, que a H. stigonocarpa, assim como em outras dez espécies do gé€nero, seriam

polinizadas por morcegos.
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Figura 3 - Individuo adulto (a), folhas e flores (b), frutos (c), sementes (d), tronco (e¢) e madeira (f) de H.
stigonocarpa (LORENZI, 2002)
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Figura 4 - Polinizagdo de flor de H. stigonocarpa por morcego (GIBBS; OLIVEIRA; BIANCHI, 1999)

A visitacdo de morcegos e mariposas as flores de H. stigonocarpa foi observada por
Gibbs, Oliveira e Bianchi (1999) (Figura 4). Contudo, aparentemente apenas 0S morcegos entram
em contato com as anteras e os estigmas durante a visita. Quatro espécies de morcegos foram
observadas visitando as flores - os especializados Glossophaga soricina e 0S menos
especializados frutivoros Platyrhinus lineatus e Carollia perspicillatta. Além dessas espécies,
Oliveira (2006), observou a polinizacdo por morcegos das espécies Artibeus jamaicensis,
Artibeus lituratus e Sturnira lillium (Stenodermatinae). Lewinsohn (1980) observou a visitagao
de vespideos e esfingideos, constando que estes ndo eram, de fato, polinizadores da H.
stigonocarpa.

Conforme Gibbs, Oliveira e Bianchi (1999), dentre as cinco espécies do grupo de
quiropterdfilas de cerrados brasileiros, a H. stigonocarpa é a inica que apresenta floracdo durante
a estagdo chuvosa (janeiro-marco). A espécie € preferencialmente alégama, autocompativel e
existem indicios de selecdo pds-zigética nas flores autofecundadas.

Quanto a floragao e frutificacdo de H. stigonocarpa, ocorrem variagdes conforme a regiao
e regime de chuvas. No Estado de Sao Paulo, a floracio ocorre entre janeiro e fevereiro
(LEWINSOHN, 1980; MORO, 2007); entre outubro e dezembro, no Mato Grosso do Sul
(MATTOS et al., 2003); de outubro a abril, no Distrito Federal (ALMEIDA et al., 1998), e em

dezembro, no Piaui.
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A maturacgao dos frutos ocorre entre novembro e dezembro em Sao Paulo (LEWINSOHN,
1980; MORO, 2007); de abril a julho, no Distrito Federal (ALMEIDA et al., 1998); de julho a
novembro, em Mato Grosso do Sul (MORAES et al., 2001; MATTOS et al., 2003), e em agosto,
em Minas Gerais. Nessa espécie, os frutos sdo do tipo legume seco, indeiscente, monospérmico
ou polispérmico (mais comum), alongado, dpice arredondado ou levemente retuso, medindo
8,7cm a 20cm de comprimento, 2,1cm a 6,5cm de largura e 2,0cm a 4,3cm de espessura; a textura
¢é rugosa devido a presenca de pontuacdes, pequenas, salientes e arredondadas; apresenta a linha
de sutura proeminente circundando todo o fruto; a cor varia do castanho-avermelhado ao
marrom-escuro (Figura 3c). Em cada fruto, ocorrem de uma a treze sementes (LEWINSOHN,
1980; CARVALHO, 2007).

As sementes de H. stigonocarpa sido castanho-avermelhadas, globosas, largo-oblongas,
obovadas, comprimidas, com dpice arredondado ou levemente truncado e base arredondada ou
afinada; superficie irregular, com algumas depressdes, medindo 17,8mm a 284mm de
comprimento € 9,3mm a 19,7mm de espessura (Figura 3d). O nimero de sementes por quilo varia
de 290 a 320 (LORENZI, 2002). Botelho et al. (2000), estudando cinco procedéncias, encontrou
uma varia¢do média de 238 a 338 por quilo.

Os frutos de H. stigonocarpa atraem periquitos, papagaios, bugios, roedores, lobinhos e
insetos, sendo estes possiveis dispersores e pela grande interagdo com a fauna H. stigonocarpa
pode ser util nos plantios em dreas degradadas destinadas a recomposi¢do da vegetacio arbdrea
(LORENZI, 2002; SILVA et al., 1994; BOTELHO et al., 2000). Além disso, os frutos e as
sementes de jatoba-do-cerrado sdo alvo dos ataques de coledpteros. No solo, as sementes podem
ser destruidas por cupins, quando comeca a germinacdo (HERINGER; FERREIRA, 1975).
Viarios fungos foram identificados nessa espécie: Handersonia hymenaea, Camosporium
handersonoides, Aphanopeltis baubinae, Asteromella ovata, Dictyosporium hymenearum,

Johansonia anadelpha e Plenotrichella penseae (HERINGER,1971).

2.5 Importancia econdomica de H. stigonocarpa

A madeira do jatoba-do-cerrado € de excelente qualidade, muito dura e resistente, sendo
empregada em cercas, esteios e postes (Figura 3f). As resinas dessa espécie sdo utilizadas na

industria de vernizes. Pelo processo de coccdo extrai-se tinta cor cango-avermelhada, utilizada na
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tintura de fios de algoddo. A casca do tronco € ainda utilizada para fabricacdo de canoas
(CARVALHO, 2007).

Virias partes da H. stigonocarpa (casca do caule, resina, polpa dos frutos, sementes) sao
amplamente utilizadas por populacdes tradicionais do Bioma Cerrado para solucionar problemas
tipicos rurais como diarréia (antidiarréico), verminoses (vermifugo), doencas respiratdrias
(expectorante) doengas do aparelho reprodutor (afrodisiaco), inflamag¢des (antiinflamatério,
cicatrizante), além de utilizadas para tratar doencas como cistite, anemia, asma (VIEIRA;
MARTINS, 2000; GUARIM NETO; MORALIS, 2003).

As sementes de H. stigonocarpa sdo envoltas pelo arilo, amarelo-esverdeado, macio,
fibroso-farindceo, com cheiro caracteristico e sabor doce, constituindo a polpa (CARVALHO,
2007). Esta polpa apresenta alto teor de fibras totais, porém baixo teor de proteinas e lipidios
(MATUDA; NETTO, 2005). O elevado contetido de fibra alimentar da farinha de jatoba-do-
cerrado resulta em grande potencial para utilizacdo na preparacdo de produtos como “cookies” e
“snacks” (CHANG et al., 1998; SILVA; SILVA; CHANG, 1998; SILVA; SILVA; CHANG,
1999). Na alimentacdo, utiliza-se a polpa farindcea do fruto, bastante apreciada pela populagdo
rural que a ingere in natura ou e na forma de geléia, licor, farinha para bolos, paes e misturada ao

leite sob a forma de mingau (ALMEIDA et al., 1998; LORENZI, 2002).

2.6 Diversidade genética em populacoes naturais

O termo biodiversidade surgiu no final da década de 80 e define variagdes em todos os
niveis de organizacOes dos organismos. Segundo Primack (1993) a biodiversidade ou diversidade
bioldgica refere-se a variedade de formas de vida presente na Terra (diversidade de espécies), aos
genes que as constituem (diversidade genética) e aos ecossistemas dos quais sdo parte
(diversidade de ecossistemas).

A diversidade de ecossistemas engloba variedade, nimero e freqiiéncia de habitats, além
de processos ecoldgicos e comunidades bidticas. J4 a diversidade de espécies considera as
variagdes entre os ecossistemas e as adaptacdes nos diferentes nichos ecoldgicos. E em termos
genéticos, a diversidade envolve informacdes sobre seqiiéncias de DNA, e consequentemente a

estrutura do genoma, diferencas e similaridades entre individuos de uma espécie, incluindo
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especiacdes e as suas interacdes entre organismos que compdem as comunidades (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998; VALOIS; NASS; DE GOES, 2001).

O desenvolvimento da civilizagdo humana ao longo dos tltimos dois séculos provocou a
transformacdo de grandes dreas naturais em paisagens antropicas, resultando em um processo de
fragmentacdo dos habitats que modificou a estrutura, distribuicdo e funcionamento dos
ecossistemas naturais (SAUNDERS; HOBBS; MARGULES, 1991). Conseqiiéncias imediatas
deste processo incluem a perda de habitat, a formacdo de manchas remanescentes de habitat com
variadas formas e tamanhos, uma reducio no tamanho das populagdes, € um aumento no grau de
isolamento das populacdes remanescentes, imersas em uma matriz antropogénica
(MCGARIGAL; CUSHMAN, 2002; FAHRIG, 2003). Fatores estes considerados os principais
responsdveis pela da perda de biodiversidade nos ecossistemas terrestres em todo o planeta
(SALA et al., 2000).

A diversidade genética € introduzida continuamente nas populagdes por mutagdo,
recombinagdo e fluxo génico e pode ser perdida por deriva genética, endocruzamentos e pela
maior parte dos tipos de selecdo natural (NEI, 1987). As forcas que geram e amplificam a
variabilidade genética sdo fundamentais para o processo evolutivo, pois a adaptacdo de cada
espécie ao longo das geracdes depende da existéncia da variabilidade sobre a qual a sele¢do
natural possa atuar (BRAMMER, 1993). Quando populacdes se mantém em condi¢des isoladas
ao longo de vérias geracdes pode ocorrer a reducdo da diversidade genética devido a selecdo e ao
aumento da endogamia. Em populacdes de polinizagdo cruzada, a endogamia pode acarretar no
aumento de alelos deletérios recessivos, € por conseqiiéncia, tem-se a diminui¢do da fecundidade,
aumento da mortalidade de sementes e plantulas, redu¢do da taxa de crescimento dos individuos,
eventualmente conduzindo as populagdes a extingdo (YOUNG; BOYLE; BROWN, 1996).

A partir das ultimas décadas ouve um crescente interesse em avaliar as conseqiiéncias
genéticas da fragmentacdo de habitas em plantas como podemos constatar em diferentes
trabalhos sobre o assunto (YOUNG; BOYLE; BROWN, 1996; SEOANE et al., 2005; MORAES;
KAGEYAMA; SEBBENN, 2007; MARTINS et al, 2008, dentre outros). Esta preocupagio tem
levantado questdes sobre topicos como: a fragilidade genética de populagdes pequenas,
estratégias genéticas para a conservacdo de espécies ameagadas e problemas correlatos, que
naturalmente demandam informagdes sobre a variabilidade genética de populacdes naturais

(MATIOLL 2006).
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A genética de populagdes tornou-se uma ferramenta importante devido a sua finalidade de
descrever a variacdo genética em populacdes e estudar os mecanismos de manutengdo desta
variabilidade (NEI, 1987). Para espécies arboreas tropicais, diversos autores relatam que o
conhecimento do nivel de variagdo genética e da sua distribuicdo permite direcionar estratégias
de melhoramento, maximizar os ganhos genéticos e manejar as populagdes naturais por meio do
uso racional e sustentdvel dos recursos, visando a conservacdo genética (DIAS; KAGEYAMA,
1991; GRIBEL, 2001). Para tanto, a principal ferramenta para avaliar como esta variabilidade
encontra-se distribuida dentro e entre as populagdes sdo os marcadores moleculares (SEBBENN,
2001; TELLES et al., 2003). Entre os marcadores moleculares, os microssatélites (SSR) sdo os
que possuem todas as caracteristicas desejdveis a serem utilizadas esses estudos, por
apresentarem alto polimorfismo, serem codominantes e seletivamente neutros (POWELL;
MACHRAY; PROVAN, 1996), além disso, sdo os que possuem o mais elevado conteido de
informacdo de polimorfismo, ou seja, “PIC” (Polymorphism Information Content) na
terminologia de marcadores moleculares (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

As andlises de variabilidade genética a partir de marcadores microssatélites sao
comumente realizadas utilizando-se os seguintes parametros: nimero de alelos por loco (A),
porcentagem de locos polimérficos (P), heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade
esperada segundo o equilibrio de Hardy-Weinberg (He), o indice de fixacdo (f) e o contetido de
informacdo polimoérfica (PIC).

O niimero de alelos por loco (A) e a porcentagem de locos polimérficos (P) t€m sido
empregados como indices de diversidade em populagdes naturais no sentido de caracterizar e
comparar os niveis de variacdo genética nestas populagdes (CONTE, 2004). Autores como Weir
(1996) e Nei (1973) consideram a freqiiéncia de heterozigotos um importante indicador de
diversidade genética, pois cada heterozigoto carrega alelos diferentes representando melhor a
variagdo existente tanto em populacdes de espécies autdgamas como aldgamas.

O conteudo de informacgdo polimérfica (PIC) € um indicador da qualidade do marcador
em estudos genéticos (BOTSTEIN et al.,, 1980). O valor do PIC varia de O para perfis
monomorficos, até 1 para perfis altamente polimoérficos. Segundo a classificacdo de Botstein et
al. (1980), marcadores com valores de PIC superiores a 0,5 sdao considerados muito informativos,
valores entre 0,25 e 0,50 mediamente informativos e valores inferiores a 0,25, pouco

informativos.
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Ja o indice de fixacdo (f) mede o excesso ou a deficiéncia de heterozigotos em relacio ao
esperado no modelo equilibrio de Hardy—Weinberg. Por sua vez, o teorema de Hardy—Weinberg
assume as premissas de tamanho populacional efetivamente infinito; os individuos cruzam-se ao
acaso; os alelos sdo igualmente competentes na sintese de copias de si mesmos (isto implica
auséncia de selecdo) e ndo ocorre introducdo de novas copias de qualquer alelo a partir de fonte
externa, ou seja, ndo hd migracdo ou mutagdo. Segundo FUTUYMA (1992) as discrepancias
entre uma populacdo “ideal” de Hardy-Weinberg e as populagdes reais sdo os ingredientes da
evolucdo. Dessa forma, tomando-se como referéncia o teorema de Hardy-Weinberg, as principais
forcas microevolutivas podem ser tomadas como causadoras de desvios deste equilibrio. Ou seja,
a distribui¢do espacial e temporal desta diversidade € influenciada por forcas evolutivas tais
como: mutagcdo, migracdo, selecdo e deriva genética que atuam na populacdo interferindo na
distribuicdo heterogénea (ndo aleatéria) dos alelos e gendtipos no espaco € no tempo

(HAMRICK, 1982).

2.7 Estrutura genética

A migracdo ou fluxo génico promove a homogeneidade genética, enquanto a mutacio, a
deriva genética e a selecdo favorecem adaptagdes as condi¢des ambientais locais que podem levar
a diferenciacdo genética de populagdes (FUTUYMA, 1992). Fatores intrinsecos a espécie, como
mecanismo de dispersdo de pdlen e sementes, sistema de reproducdo, distribui¢do espacial,
tamanho efetivo, bem como alguns fatores ambientais também podem influenciar ou direcionar a
forma como a diversidade genética estd distribuida (estruturada) (HAMRICK, 1982).

O uso do termo estrutura genética tem sido usado de vdrias maneiras, entre as diversas
defini¢des, uma das mais abrangentes e ao mesmo tempo sucintas foi dada por Loveless e
Hamrick (1984), como distribui¢io nao casual de alelos ou genétipos no tempo e no espago. Esta
pode apresentar-se estruturada espacialmente em diferentes escalas, tais como: populagdes,
subpopulacdes ou entre individuos vizinhos devido aos sistemas de reproducdo e dispersao, e
também histdria de vida das espécies, gerando um maior grau de parentesco dentro dos grupos do
que entre 0S grupos.

Virios sdo os métodos estatisticos que permitem caracterizar a estrutura genética das
populacdes naturais, por meio de marcadores moleculares ou caracteres quantitativos. Com

marcadores moleculares codominantes € possivel utilizar trés metodologias sem a necessidade de
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estimd-los por modelos restritos: estatisticas F' de Wright (WRIGHT, 1965); andlise da variancia
das freqiiéncias génicas (COCKERHAM, 1969) e andlise da diversidade genética em populagdes
subdivididas (NEI, 1973). As trés abordagens procuram verificar a distribuicdo da variabilidade
genética entre e dentro das populagdes.

As estatisticas F' de Wright possibilitam a caracterizacdo da distribuicdo da variabilidade
genética entre as populacdes (Fst), bem como dos valores médios de endogamia em nivel
populacional (Fig) e total (Fir), (WRIGHT, 1965).

A avaliacdo da divergéncia em diferentes niveis hierdrquicos e a obtencdo de estimativas
ndo viesadas de endogamia sdo obtidas por meio dos coeficientes de coancestria de Cockerham
(0), (COCKERHAM, 1969; VENCOVSKY, 1992; WEIR, 1996). E através da andlise da
diversidade genética em populagdes subdivididas € possivel a comparacdo dos niveis de
heterozigosidade entre e dentro das populacdes, bem como a obten¢do de uma estimativa de
divergéncia (Gsr), a partir de uma base diferente daquela que fundamenta as estimativas de Fsr e
6 (NEL 1977).

Recentemente, uma estatistica andloga ao € de Cockerham tem sido utilizada em estudos
com marcadores microssatélites. Trata-se da estatistica Rst que comporta em seu cdlculo o
“stepwise mutation model” — modelo passos de mutagdo — proposto por Slatkin, (1995) em que a
mutagdo para um novo alelo de um determinado marcador microssatélite ocorre em passos, assim
alelos com tamanhos mais proximos sdo considerados mais similares do que os alelos com

tamanhos mais distantes (BALLOUX; LUGON-MOULIN, 2002).

2.8 Fluxo génico

O fluxo génico pode ser definido como um termo coletivo que inclui todos os mecanismos
que resultam no movimento efetivo de genes de uma populacdo para outra (SLATKIN, 1985), ou
seja, € uma medida da fertilizac@o, no caso de pélen, ou estabelecimento de individuos férteis, no
caso de sementes, em razdo da distancia percorrida da fonte até o local onde a dispersdo ocorreu
(LEVIN; KERSTER, 1974). Ao movimentar a informagao genética contida nos gametas (p6len)
e (ou) nos embrides (sementes, rizomas, estoldes), o fluxo génico promove a homogeneizaciao da

diversidade genética das populacdes, restringindo os efeitos da deriva genética e selec@o. O fluxo
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génico contribui também para o aumento da diversidade genética, ji que introduz novas
combinacgdes alélicas nas populagdes (MARTINS, 2005; GARANT; FORDE; HENDRY, 2007).

O fluxo génico pode ser quantificado por métodos diretos: via marcadores morfoldgicos e
analise da paternidade, e por métodos indiretos via fluxo génico realizado ou aparente (Fsr; Gsr;
Op; Rsr), alelos privados, autocorrelacdo espacial, andlise TWOGENER e por meio de
marcadores organelares.

A andlise de paternidade tem sido o método direto mais empregado no estudo de fluxo
génico via pélen. Esta andlise usualmente emprega gendtipos multilocos para inferir os pais de
progénies de sementes de maes conhecidas, fornecendo a descricao da estrutura individual com
detalhes. Para isso utiliza-se de locos genéticos para identificar o mais provavel pai de um
conjunto de pais candidatos e apds a identificagdo deste, pode-se ter uma idéia do padrao de
movimento do pdlen na populacdo (DICK et al., 2008). A estatistica Delta (A), definida por
Marshall et al. (1998), auxilia na determinacdo da paternidade e é baseada no método da maxima
probabilidade que tolera erros de genotipagem e define o individuo com mais chance de ser o pai
com base nas freqiiéncias alélicas. A anélise considera o niimero de candidatos a pai, a propor¢ao
de individuos amostrados e as falhas ou erros nos dados genéticos.

Os métodos indiretos sdo baseados na estrutura genética das populagdes, sendo eles via
Fsr, alelos privados e estrutura genética espacial. O Fsr € empregado para estimar o nimero de
migrantes por geracdo (Nm) para um conjunto de populacdes ou de subpopulacdes. Este também
¢ chamado de fluxo génico aparente ou realizado. O uso de alelos privativos para avaliagdo do
fluxo génico foi descrito por Slatkin (1985), e € baseado na freqii€éncia média de alelos que sdo
exclusivos de uma ou poucas populacdes (alelos raros). A freqiiéncia destes alelos € utilizada
para estimar a média do nimero de migrantes permutados entre as populacdes. Para estimar o
fluxo génico através da estrutura genética espacial sdo geralmente utilizadas as andlises de
autocorrelagdo espacial, utilizando o indice / de Moran que quantifica a similaridade genética
entre pares de individuos espacialmente adjacentes (DINIZ-FILHO; TELLES, 2006), o
coeficiente de coancestria recente que se baseia na probabilidade de se amostrarem
aleatoriamente dois alelos em dois individuos e eles serem idénticos por descendéncia (0x,) € as
estatisticas Sp que é o coeficiente de regressdo baseada na andlise do coeficiente de coancestria

recente (VEKEMANS; HARDY, 2004).
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Outro método indireto que avalia a distancia de dispersdo de pdlen € através da andlise

TWOGENER (SMOUSE et al., 2001), que baseia-se na divergéncia genética do conjunto de
alelos contido no pdlen das arvores-mae (P 7). Esse método € util para estudar o fluxo gé€nico

via pdlen quando ha dificuldade de localizar todos os individuos potencialmente reprodutivos e
para testar estatisticamente diferencas entre médias de distancias de dispersdao de pdlen entre
locais e ambientes (DYER et al., 2004).

De acordo com Sork, Nason e Campbell (1999) estimativas de fluxo génico também tém
sido realizadas utilizando marcadores organelares (cpDNA e mtDNA), que possuem
predominantemente heranca unilateral, em diversos trabalhos (por exemplo HAMILTON, 1999;

CLOUTIER et al., 2005; MARTINS et al., 2006; AZEVEDO et al., 2008).

2.9 Estrutura genética de populacoes de plantas clonais

A reprodugdo assexuada em plantas ocorre fundamentalmente de duas maneiras
diferentes: por reprodugdo vegetativa e por agamospermia. Em plantas clonais, a reprodugdo
vegetativa produz novos rametes por brotacdo de raizes, rizomas, caules, Orgdos de
armazenamento, tais como tubérculos ou (mais raramente) folhas e inflorescéncias
(SILVERTOWN, 2008). Ja a agamospermia € a producdo partenogénica de sementes, também
conhecida como apomixia (no sentido estrito), que consiste na producdo de sementes sem que
ocorra a polinizagdo, sendo, portanto, clones da planta-mae (RICHARDS, 1997).

Existem varias evidéncias que indicam a ampla distribui¢cdo e ocorréncia da reproducdo
vegetativa nas savanas. Uma das principais caracteristicas destas plantas € a grande producdo de
caules oriundos de 6rgdos subterrineos. Nas estruturas subterraneas de plantas do Cerrado, a
reproducdo vegetativa ocorre quando um individuo originado de um zigoto formado sexualmente
(genete) cresce lateralmente, formando novos individuos separados apenas espacialmente, mas
que num determinando momento se tornardo fisiologicamente independentes (rametes) (JAMES,
1984). O tempo de duracdo da conexao vascular entre as plantas-maes e os filhos varia dentro e
entre espécies (SILVERTOWN, 2008).

A rebrota de raizes confere a ocupagdo horizontal do espaco, mas esta distancia é
relativamente curta, comparada a probabilidade de alcance na dispersao de poélen e propagulos, ja

que estd restrita a arquitetura do sistema subterraneo (LACEY; JOHNSTON, 1990). Penha
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(1998) verificou uma distancia mdxima de seis metros em relagdo ao tronco principal. Porém,
distancias maiores que 20 m foram observados por Rodrigues et al. (1999).

Considerando a hipétese de que os clones emitidos a partir de raizes crescem e atingem a
maturidade reprodutiva, algumas possibilidades podem ser apontadas em relacdo a mudangas nos
padrdes de biologia reprodutiva e, por conseqiiéncia, na diversidade genética destas populacdes.
Nas espécies com sistema misto de reproducao sexuada, por exemplo, a reproducio vegetativa a
partir de raizes poderia gerar um aumento nas taxas de endogamia, devido ao cruzamento entre
aparentados (HANDEL, 1985). Certamente podem ocorrer também autofecundagdes entre
rametes diferentes ou entre o gemete e o ramete, desde que houver compatibilidades.

Revisdes sobre diversidade genética em plantas clonais (DIGGLE; LOWER; RANKER,
1998; KHUDAMRONGSAWAT; TAYYAR; HOLT, 2004) tém demonstrado que essas
populacdes ndo sdo geneticamente empobrecidas. Estudos tedricos confirmam que a diversidade
genética, medida pelo nimero de alelos por loco ou heterozigosidade, ndo diminui e pode até
aumentar com o aumento da assexualidade se os clones forem heterozigotos (BALLOUX;
LEHMANN, 2003). No entanto, dados mostram que a diversidade de gendtipos € reduzida pela
reproducdo assexuada, podendo algumas populacdes tornar-se homogéneas geneticamente.

Apesar do grande nimero de espécies apresentarem clonalidade em uma ampla variedade
de taxons e habitats, teorias e modelos evolutivos s@o baseados principalmente na singularidade
genética de individuos. Isto se deve, provavelmente, porque estudos ecolégicos e particularmente
evolutivos de plantas clonais eram dissuadidos pela dificuldade em discriminar individuos
geneticamente distintos e repeti¢cdes clonais, ou seja, discriminar genetes e rametes (ARNAUD-
HAOND et al., 2007). O advento e posterior desenvolvimento de marcadores genéticos
poderosos o suficiente para identificar a identidade genotipica tem agora estimulado os esforgos
de investigacdo da estrutura genética de populacdes de plantas clonais (ARNAUD-HAOND et
al., 2007).

Esta crescente demanda de trabalhos publicados nessa drea, especificamente com plantas
clonais, foi constatada por Arnaud-Haond et al. (2007), por meio de uma pesquisa bibliogréfica
no ISI Web of Knowledge, onde este autor constatou que 83% dos artigos publicados ao longo
das tltimas trés décadas (1973-2003) foram produzidos somente depois do ano de 1995, com um
aumento abrupto a partir de 1998, coincidindo com o advento do uso de marcadores

microssatélites, marcadores estes considerados os mais poderosos ainda disponiveis para essa
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finalidade. Porém, Arnaud-Haond et al. (2007) ressaltam que a maior parte dos artigos
caracterizava a estrutura genética de populacdes clonais através da computagdo de indices gerais
de estrutura genética, tais como heterozigosidade, estimativas de endogamia ou andlise de
autocorrelagdo espacial, sendo estes métodos desenvolvidos para organismos ndo clonais e,
portanto, ndo explicitamente abordavam a questido da clonalidade. Estes autores ainda ressaltam
que as implicacdes da clonalidade na natureza dos organismos estudados sdo tdo complexas que
afetam o estudo da genética populacional ainda na fase de coleta das amostras, aspecto este
geralmente ndo abordado, possivelmente levando a erros na utilizacdo e interpretacao dos indices
aplicados.

De maneira geral, os softwares disponiveis para estudos de genética de populacdes nao
incluem, no geral, andlises e opgdes para organismos clonais, sinal da falta de conhecimento
suficiente das especificidades da clonalidade e da necessidade de um conjunto de indices e
métodos especificos (ARNAUD-HAOND et al., 2007). Alguns softwares especificos foram
desenvolvidos nos ultimos anos, permitindo a andlise de alguns componentes em nivel
intrapopulacional de clones MLGSIM (STENBERG; LUNDMARK; SAURA, 2003);
GENALEX (PEAKALL; SMOUSE, 2006) GENOTYPE e GENODIVE (MEIRMANS; VAN
TIENDEREN, 2004); GENCLONE 2.0 (ARNAUD-HAOND; BELKHIR, 2007).

2.10 Genética da conservacio

Durante as ultimas duas décadas, o papel da genética na biologia da conservacdo e na
ecologia em geral, tem sido muito enfatizado (HEDRICK 2001; FRANKHAM 2005).
Contribui¢des importantes para a compreensdo dos efeitos da fragmentacdo dos habitats que
acompanham a erosdo genética e o risco de extin¢do, a dinamica de adaptacdo das espécies as
novas condi¢des ambientais foram unidas, formando uma nova disciplina cientifica: a genética da
conservagdo cujo objetivo € gerar estudos que atuem como base para a compreensao de processos
populacionais e evolutivos relevantes para a conservagdo de espécies ameacadas de extin¢ao
(OUBORG; VERGEER; MIX 2006).

De maneira aplicada as informagdes sobre a variabilidade genética das espécies e de como
esta se encontra distribuida permitem: identificar e compreender o sistema sexual e reprodutivo,
avaliar possiveis ocorréncias de hibridizacdo ou introgressdo, estimar riscos genéticos de

extin¢do, fornecer estratégias de translocagdo/reintroducdo de espécies em programas de
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recuperacio, assim como: identificar populagdes vulnerdveis ou prioritdrias para conservacao,
estimar o tamanho efetivo populacional e determinar a drea minima vidvel de reservas, entre
outros.

No decorrer desses 20 anos do surgimento da Genética da Conservacdo, mais de 2.600
trabalhos ja foram desenvolvidos dentro deste ramo da ciéncia (ISI WEB OF KNOWLEDGE,
2008). No Brasil os principais trabalhos foram desenvolvidos na Mata Atlantica por ser um
Bioma altamente ameacado. Mas atualmente os estudos estdo abrangendo todos os Biomas,
principalmente a Amazodnia e o Cerrado, por causa da grande fragmentacdo de dreas ocorrida nos
ultimos anos.

Os primeiros trabalhos voltados para conservacdo genética no Brasil foram baseados na
estimativa da variabilidade genética dentro e entre populagdes e sistemas reprodutivos utilizando
marcadores moleculares alozimicos (ver revisio em KAGEYAMA et al., 2003, entre outros). A
substituicdo de marcadores alozimicos por marcadores microssatélites, assim como os recentes
avancos tedricos, a criacdo de novos programas computacionais € métodos quantitativos, € o
aumento do poder estatistico permitiram que os dados obtidos a partir das andlises genéticas se
tornassem mais dindmicos e informativos (ZHANG; HEWITT, 2003; PERTOLDI; BIJLSMA;
LOESCHCKE, 2007).

Conseqiientemente, os recentes trabalhos buscam estudar novas ou mais amplas
abordagens tais como: entender de que forma a diversidade genética é gerada dentro das
populacdes; quantificar com maior precisdo as possiveis distancias de fluxo gé€nico das espécies
via pélen e sementes, assim como estudar o fluxo génico histérico e contemporaneo; detectar a
existéncia de propagacdo assexuada dentro de populacdes e suas interferéncias nos indices de
diversidade genética e finalmente aplicar de forma conjunta estes conhecimentos a fim de
delinear eficientes estratégias de conservagdo genética em longo prazo (por exemplo,
KAGEYAMA, 2003; ZUCCHI et al., 2005; MARTINS, et al. 2006; AZEVEDO, 2006; entre

outros).
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2.11 Marcadores microssatélites

Microssatélites ou SSR (Seqiiéncias Simples Repetidas) sdo também conhecidos como
STR (Short Tandem Repeat), SSLP (Single Sequence Length Polymorphisms), VNTR (Variable
Number of Tandem Repeat) ou STMS (Sequence Tagged Microsatellites) e foram descritos pela
primeira vez no ano de 1989 por trés diferentes grupos de pesquisadores: Litt; Luty (1989);
Weber; May (1989); Tautz (1989). Microssatélites sdo repeti¢cdes de pequenas seqiiéncias de um
a seis nucleotideos adjacentes, repetidos em série (tandem) e que podem ser encontrados
amplamente distribuidos, de forma aleatéria, pelo genoma da maior parte dos eucariotos
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998; ZANE; BARGELLONI; PATARNELLO, 2002), tanto
em regides codificantes de proteinas quanto em regides ndo codificantes. Estes autores
constataram, em um estudo com 34 espécies de plantas, que os microssatélites estdo associados,
predominantemente, a regides nao codificantes do genoma, sendo rara sua ocorréncia em regioes
codificadoras de proteinas.

Os microssatélites sdo cerca de cinco vezes menos abundantes em plantas do que em
humanos, onde ocorre um microssatélite (maior que 20 pb) a cada 6 Kb. Nas monocotiledoneas, é
esperado um microssatélite a cada 65 Kb enquanto nas dicotiledoneas, um a cada 21 Kb. O
dinucleotideo AT/TA é o mais comum nas plantas, seguido de AA/TT e GA/CT. Ja o
dinucleotideo GT/CA ¢ significativamente menos abundante nas plantas e o mais freqiiente em
humanos (PINTO et al., 2001).

Os microssatélites sdo classificados de acordo com o tipo de repeticdo em perfeitos,
imperfeitos, interruptos ou compostos. Uma seqiiéncia microssatélite perfeita € aquela que nédo €
interrompida por qualquer base que ndo seja o motivo da repeticio (ex.
TATATATATATATATA). Enquanto que, no microssatélite imperfeito, hd uma interrup¢ao de
um par de bases que ndo pertence ao motivo (ex. TATATATACTATATA); ja no interrupto, ha
uma pequena seqiiéncia dentro do motivo (ex. TATATACGTGTATATATATA). Um
microssatélite composto contém duas seqiiéncias de repeticdo adjacentes diferentes (ex.
GTGTGTGTTATATATA) (OLIVEIRA et al., 2006).

Apesar de serem normalmente considerados como evolutivamente neutros, a significincia
funcional de alguns microssatélites tem sido demonstrada, especialmente para os microssatélites
compostos por trés nucleotideos (LI et al., 2002). Microssatélites podem estar envolvidos na

organizacdo da cromatina, na regulacdo de processos metabdlicos do DNA e na regulacdo da
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expressao de alguns genes (LI et al., 2002), ou com algumas doencas humanas (JARNE;
LAGODA, 1996; OLIVEIRA et al., 2006).

Os microssatélites representam regides instdveis do genoma, que estdo sob alteracOes
mutacionais a taxas muito maiores do que as observadas nas seqiiéncias de copia unica (PINTO
et al., 2001), variando de 10° a 10 mutagdes por geracio, sendo que a maioria é causada por
alteracOes no numero das unidades de repeticdo (EISEN, 1999). Acredita-se que esta
instabilidade surge através de um mecanismo especifico de mutacdo chamado deslizamento
(slippage) da DNA polimerase (TAUTZ; SCHLOTTERER, 1994), que ocorre durante a
replicacio do DNA e conduz ao aumento ou a diminuicdo do numero de repeticdes. Outra
provavel causa € o pareamento ndo homologo das seqiiéncias durante o “crossing-over” (EISEN,
1999).

Ainda que as regides microssatélites estejam sujeitas a altas taxas de mutacdo, as
seqiiencias de DNA que flanqueiam os SSR s@o geralmente conservadas entre individuos de uma
mesma espécie, permitindo a selecdo de iniciadores (primers) especificos que amplificam, via
PCR, fragmentos contendo o DNA repetitivo em todos os genétipos (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998; BOREM; CAIXETA, 2006).

O polimorfismo dos marcadores microssatélites € revelado por meio de uma rea¢do em
cadeia da polimerase (PCR), por amplificacio do DNA gendomico total, utilizando-se dois
primers unicos, compostos de seqiiéncias curtas de nucleotideos, que flanqueiam e, portanto,
definem o loco de microssatélite. As reacdes de amplificagdo podem ser iniciadas com pequenas
quantidades de DNA e os produtos da amplificacio s@o separados em géis de agarose e
visualizados por meio de iluminagdo ultravioleta apds coloragdo com brometo de etideo (PINTO
et al., 2001). A separagdo pode também ser feita em gel de poliacrilamida (PINTO et al., 2001) e
as bandas visualizadas por meio de coloragdo com nitrato de prata (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998), ou deteccio por fluorescéncia em analisador automético
(seqiienciador). Pode ser utilizado ainda um sistema de eletroforese capilar (RAPOSO, 2007). O
uso de analisadores automaticos seja por eletroforese capilar ou com uso de gel de poliacrilamida
apresenta vantagens sobre as metodologias convencionais incluindo: minimiza¢cdo da
manipulacdo manual, rapidez e precis@o na geracdo dos dados e andlise simultinea de varios

locos (AZEVEDO, 2006).
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A interpretacdo de géis de microssatélites pode ser considerada simples. Cada segmento
amplificado de tamanho diferente representa um alelo diferente do mesmo loco. Como cada loco
¢ definido por um par de iniciadores (foward/reverse), nos heterozigotos ha duas bandas
enquanto nos homozigotos hd s6 uma banda. Entretanto, a amplificacdo de repeticOes de
dinucleotideos tem se mostrado vulnerdvel a formacdo das chamadas bandas stutter. Sao também
denominadas de bandas sombra ou produtos do deslize da DNA polimerase, e diferem em
tamanho do alelo principal por um nimero a mais ou a menos de repeti¢cdes. No caso dos locos de
repeticdes dinucleotidicas, a banda stutter € menor (em dois nucleotideos) que a banda
correspondente ao alelo principal. Esse padrdo de multibanda dificulta a interpretacdo dos locos
de repeticdes dinucleotidicas. Em geral, a amplificacdo de locos com repeti¢des tetranucleotidicas
¢ de interpretacdo mais facil (PINTO et al., 2001). Quando utilizado o seqiienciador automédtico
para realizacdo das eletroforeses, a deteccdo e a estimativa do tamanho dos alelos (apresentados
em forma de picos) de cada individuo sdo realizadas com o uso de programas computacionais
como o GeneScan (APPLIED BIOSYSTEMS versdo 3.7, 2001) e o Genotyper (APPLIED
BIOSYSTEMS versio 2.0, 1996) (RAPOSO, 2007).

A ocorréncia de alelos nulos ou silenciosos pode levar a interpretagdes erroneas dos géis.
Por defini¢do, um alelo nulo é qualquer alelo que falha em amplificar em reacdes PCR e ocorre
devido a uma mutacdo na seqiiéncia iniciadora do loco. Como conseqiiéncia, individuos
heterozigotos que possuam um alelo nulo serdo considerados erroneamente como homozigotos, o
que diminui a variabilidade genética observada em populacdes avaliadas por locos microssatélites
(JARNE; LAGODA, 1996). Neste caso, alelos nulos podem ser detectados em estudos
populacionais pelo teste de aderéncia das freqiiéncias observadas nas propor¢des de Hardy-
Weinberg (PINTO et al., 2001), ou pela observacdo e comparacao direta dos gendtipos maternos
com os de suas progénies.

A homoplasia de microssatélites € outro caso que pode causar distor¢des nas estimativas a
respeito da estrutura genética de populacdes e filogenia de espécies (ESTOUP; JARNE;
CORNUET, 2002). Isto se deve a alta taxa de mutacdo em locos microssatélites e ao fato do
nimero de repeticdes possiveis nestes locos terem um limite (BALOUX; LUGON-MOULIN,
2002). Isso ocorre quando alelos de locos microssatélites com o mesmo nimero de repeticdes,
nao necessariamente com um ancestral comum, sdo idénticos por simples acaso (ESTOUP;

JARNE; CORNUET, 2002).



40

Apesar de poder ocorrer essas dificuldades de interpretacdo, os microssatélites possuem
caracteristicas altamente desejdveis como descritas anteriormente e, por apresentar essas
caracteristicas, os marcadores microssatélites tém sido cada vez mais utilizados como um
instrumento eficaz para a compreensdo da estrutura genética de populagdes, fluxo génico, grau de
parentesco, viabilidade de populagdes, além de permitir a quantificacdo dos efeitos da
fragmentacdo de habitats e estabelecer estratégias para a conservacdo de espécies (LEMES et al.,
2003).

O desenvolvimento de marcadores microssatélites para uma nova espécie exige
isolamento, clonagem, seqiienciamento e caracterizacdo dos locos. Vdrias metodologias estdo
disponiveis para melhorar a eficiéncia do enriquecimento e isolamento de bibliotecas gendmicas
de microssatélites, mas os custos ainda sdo elevados (ZANE et al.,, 2002). Entretanto, a
conservacdo das regides flanqueadoras dos microssatélites pode ocorrer entre espécies
relacionadas, possibilitando a utilizacdo de iniciadores especificos em outras espécies
pertencentes a um mesmo género ou entre géneros de uma mesma familia (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998), esta transferibilidade entre locos é conhecida como amplificacdo
heteréloga (CIAMPI, 1999).

Esta caracteristica dos marcadores microssatélites permitiu que indmeros estudos
genéticos populacionais fossem realizados com espécies que ndo possuiam marcadores
especificos desenvolvidos. Em espécies do Cerrado, podemos citar como exemplos Collevatti,
Brondani e Grattapaglia (1999) que obteve sucesso na transferibilidade de iniciadores
desenvolvidos para Caryocar brasilienses em Caryocar coriaceum, C. edule, C. glabrum, C.
pallidum e C. villosum; Zucchi et al. (2002) de Eucalyptus spp para Eugenia dysenterica; Martins
et al. (2006) de Capsicum spp para Solanum lycocarpum; Medeiros, Pereira e Collevatti (2006)
de Tabebuia aurea para Tabebuia ochracea, T. serratifolia, T. impetiginos e T. roseo-alba;

Ciampi et al. (2008) de Hymenaea courbaril para Hymenaea stigonocarpa, entre outros.

2.12 Marcadores cloroplastidiais

A estrutura genética em populagdes de plantas estd altamente relacionada ao padrio de
migracdo de pdlen e sementes que ocorrem entre e dentro das populagdes (CLOUTIER et al.,

2005). O DNA de cloroplasto € de origem predominantemente materna em Angiospermas, sendo
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disperso via sementes, o que permite elucidar as contribui¢cdes do fluxo de sementes e de pdlen
para a estrutura genética de populacdes naturais, comparando marcadores cloroplastidiais e
nucleares (ENNOS et al., 1999; AGARWAL; SHRIVASTAVA; PADH, 2008). Pode também ser
um bom indicador histérico de pontos de estrangulamento, de efeito fundador e de deriva
genética (PROVAN; POWELL, 2001).

Os genomas plastidiais sdo tipicamente nao recombinantes, além de serem efetivamente
hapléides (OLSMSTREAD; PALMER, 1994). As seqiiéncias do genoma de cloroplasto sdo
altamente conservadas e tém sido consideradas como uma ferramenta universal para avaliar a
estrutura genética dentro e entre populagdes (AGARWAL; SHRIVASTAVA; PADH, 2008),
apresentando altos niveis de variabilidade intraespecifica em diversos estudos (PROVAN;
POWELL, 2001).

Nos ultimos anos, pesquisas referentes a genética de populagdes de plantas utilizando
cpDNA tém sido desenvolvidas com maior freqiiéncia (AZEVEDO et al., 2008). Resultados
obtidos utilizando cpDNA em plantas dos trépicos sugerem que os modelos espacial-temporal de
variagdo no genoma de cloroplasto sdo produtos de dispersdo de sementes historica e
contemporanea (CLOUTIER et al., 2005).

Weising e Gardner (1999) desenvolveram marcadores microssatélites (SSR) de
cloroplasto universais para Angiospermas. Estes marcadores permitem verificar a heranga
materna de plantas como, por exemplo, o estudo de Martins et al. (2006) que estudaram
diversidade haplotipica em populagdes naturais de Solanum lycocarpum A.St.-Hil, e puderam
verificar quais delas haviam sido fundadas por um maior nimero de sementes. Martins (2005),
por meio de estudo com populacdes naturais € em individuos situados em margem de estradas,
pode inferir sobre a distancia de migra¢do de sementes em S. lycocarpum. Provan et al. (1999)
realizaram estudo com cpSSR para contrastar com os resultados obtidos com cpRFLP para Pinus
torreyana Parry ex Carriere, e comprovando que essa espécie € descendente de uma populagdo
original monomorfica.

Em Annona crassiflora Mart. (araticum) pode-se observar elevada diversidade genética
em termos de polimorfismo de cpDNA, porém, apesar dessa alta diversidade genética, as
populacdes se encontravam em um eminente processo de diferenciagdo como resultado provavel
da fragmentacdo pelo qual seu ambiente de origem (Cerrado) vem passando nos ultimos anos

(BLANCO et al., 2007). Pereira (2007) utilizou SSR nuclear para A. crassiflora e, também,
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detectou divergéncia genética relativamente alta e significativa para essa espécie, corroborando
com os autores supracitados. Azevedo et al. (2008) encontraram resultados semelhantes para
estudos com cpDNA e SSR nuclear em Manilkara huberi (Ducke) Chevalier; estes autores
indicam a presenga de estruturacdo genética espacial em sua populacdo de estudo e ainda
afirmam que a populagdo estudada foi fundada por subpopulagdes, resultantes de fluxo gé€nico
restrito.

Cloutier et al. (2005) verificaram estruturagdo genética em Carapa guianensis Aubl.,
espécie dispersa por hidrocoria, e sugeriram limitado fluxo génico via sementes, que levaram os
autores a discutir que isso, provavelmente, ocorre pelo fato de que a hidrocoria ndo ocorre em
larga escala e que muitos individuos em terras altas ndo tem a oportunidade de dispersar suas
sementes a longas distancias.

Ramos, Lemos-Filho e Lovato (2009) detectaram trés haplétipos em comum entre as
espécies Hymenaea courbaril L. e Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne, indicando que as
espécies sdo muito similares, havendo maior divergéncia entre populagdes de mesma espécie que
entre espécies diferentes, o que levou os autores a sugerir que a diferenciacdo dessas espécies de
Hymenaea é recente. Porém, esses mesmos autores, ainda, sugerem revisao taxondmica para esse
género.

Esses sdo alguns trabalhos desenvolvidos recentemente em que se pode verificar a
contribuicdo que os marcadores cloroplastidiais tém dado a genética de populagdes. Apesar
desses estudos terem aumentando nos ultimos anos, ainda sdo poucos os trabalhos referentes ao
tema, em especial ao Cerrado. De acordo com Martins (2005), no Cerrado a eficiéncia na
dispersdao de sementes para fundacdo de novas populacdes de plantas naturais € um fator muito
importante, devido as constantes queimadas que ocorrem nesse Bioma, pois ajuda a manter a
variabilidade genética e a persisténcia de espécies em longo prazo. Sendo assim, o estudo de
populacdes de plantas nativas do Cerrado, utilizando cpDNA, € importante para o conhecimento

histérico e contemporaneo desse Bioma.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Areas de estudo e amostragem

A pesquisa foi realizada em duas dreas de Cerrado do Estado de Sao Paulo, abrangendo os
municipios de Itirapina e Assis (Figura 5). Ambas localizam-se em Estagdes Ecolodgicas e
Floresta Estadual administradas pelo Instituto Florestal do Estado de Sao Paulo. A distancia entre
as duas areas de coleta € de 266 km. A escolha destas dreas buscou avaliar o grau de conservagao
genética de populacdes naturais de H. stigonocarpa em alguns dos ultimos remanescentes
protegidos de Cerrado do Estado de Sdo Paulo com fisionomias e histéricos contrastantes. A
caracterizacdo das fisionomias da vegetacdo das dreas em estudo se baseou na classificacdo
apresentada por Coutinho (1978).

O levantamento de possiveis populagdes de H. stigonocarpa em Unidades de
Conservagdo no Estado de Sao Paulo foi realizado, primeiro, a partir de consultas em materiais
depositados em herbério e busca bibliografica de levantamentos floristicos realizados. A posterior
localizacdo dos individuos de H. stigonocarpa se deu por meio de viagens a campo e

comunicagao pessoal com técnicos e pesquisadores das Estagdes Ecoldgicas.

F— 100 ki

Figura 5 - Mapa da localizacdo geografica dos municipios de Assis-SP e Itirapina-SP
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3.1.1 Estacao Ecolodgica de Itirapina

A Estacdo Ecoldgica de Itirapina (EEI) (22°15°S; 47°49") pertence ao Instituto Florestal
do Estado de Sao Paulo. Criada pelo Decreto de n°22. 335, de 7 de junho de 1984, localiza-se
aproximadamente a 226 km da capital do Estado, englobando partes do municipio de Itirapina e
Brotas. (GIANNOTTI; LEITAO-FILHO, 1992). A 4rea total da EEI é de 2.300 ha (Figura 6),
constituida principalmente por fisionomias abertas de cerrado (lato sensu), particularmente
campo cerrado, campo sujo e campo limpo, além de algumas manchas localizadas de cerraddo e
cerrado (stricto sensu) (TANNUS; ASSIS; MORELLATO, 2006). Nas baixadas timidas dos
fundos de vale, onde o solo se encontra sob influéncia do lengol fredtico superficial, ocorrem
extensas dreas cobertas por campos umidos e, ao longo dos cursos d’dgua, encontram-se
fragmentos de matas ciliares (TANNUS; ASSIS; MORELLATO, 2006). A EEI representa um
dos tnicos remanescentes bem preservados e protegidos do Estado de Sdo Paulo que apresenta
formacdes campestres de Cerrado (INSTITUTO FLORESTAL, 2005). O entorno da EEI inclui
monoculturas de Eucalyptus spp e Pinus spp, (localizados na Estacao Experimental de Itirapina,
situada contigua a esta UC), citricos, canaviais, pastos e a represa do Lobo (ou do Broa), além de
um remanescente de campo cerrado com cerca de 300 ha pertencente a USP campus Sao Carlos.

A altitude maxima encontrada é de 750 m e a minima de 705 m. O solo € classificado
como Latossolo Vermelho-Amarelo fase rasa (LVr) por Ventura, Berengut e Victor (1965/66). O
clima € do tipo Cwa de Koppen, tropical de altitude com inverno seco e verdo quente e chuvoso,
com precipitagdo média anual de 1.450,1 mm e temperatura média de 21°C. A estagdo chuvosa
compreende o periodo de outubro a marco, enquanto a estacdo seca inclui o periodo de abril a
setembro (CEPAGRI/UNICAMP, 2006).

Dentro da EEI foi realizado um censo de 680 ha onde todos os individuos de H.
stigonocarpa foram marcados com plaquetas metdlicas, devidamente numeradas e
georreferenciados com auxilio de um aparelho GPS (Garmin GPSMAP 76S). Foi utilizado o
programa de georeferenciamento GPS Trackmaker (FERREIRA, 2002) para transferir os dados
do aparelho GPS para o computador. Os individuos que se encontravam dentro de reboleiras e
muito préximos entre si foram mapeados manualmente, usando-se coordenadas X e Y a partir de
um ponto de referéncia. Apds a marcagdo dos individuos, foram medidas as circunferéncias na

altura da base (CAB) usando-se uma fita métrica e as alturas usando-se uma régua dendrométrica.
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Figura 6 - Localizacdo aérea da Estacao Ecoldgica de Itirapina (contorno em vermelho) no municipio de Itirapina-SP

Para realizacdo de andlises genéticas com uso de marcadores microssatélites (SSR), todas
as amostras foliares e sementes coletadas foram armazenadas em sacos de papel devidamente
identificados com o numero da arvore de origem. As amostras foliares foram secas
imediatamente em recipientes contendo silica gel (previamente secas em estufa a 85° C por 48
horas) e encaminhadas ao Laboratério de Reproducdo e Genética de Espécies Arboreas -
LARGEA, onde ficaram armazenadas até a realizacdo das andlises. Os frutos coletados foram
beneficiados e germinados no LARGEA e as mudas foram acondicionadas em laboratério até a
realizacdao das andlises. A colecdo testemunha foi depositada no herbdrio do Departamento de

Ciéncias Biologicas da ESALQ/USP.
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3.1.2 Estacao Ecoldgica de Assis e Floresta Estadual de Assis

A Estacdo Ecologica de Assis (EEA) esta localizada no municipio de Assis, no Oeste do
Estado de Sao Paulo. Criada pelo Decreto Estadual de n° 35.687, de 21 de setembro de 1992, com
area de 1.312,38 ha a partir do desdobramento da drea entdo denominada Estacdo Experimental
de Assis. Em 2002 a drea foi ampliada pelo Decreto Estadual n® 47.097 de 18 de Setembro de
2002, com a incorporacdo de antigos talhdes de Eucalyptus spp e Pinus spp, passando a ocupar
1.760,64 ha (INSTITUTO FLORESTAL, 2008) (Figura 7). A ampliacdo da drea teve como
principal objetivo a preservacdo de mananciais, uma vez que a drea incorporada contém a
principal nascente que abastece a populag@o urbana do municipio de Assis (VITALLI, 2007).

De acordo com o Instituto Florestal (2005), o Cerrado da EEA é considerado muito rico e
diversificado, com cerca de 200 espécies de arvores distribuidas em seus 1.760,64 ha e muitas
outras de arbustos e ervas, riqueza esta conseqiiéncia da diversidade de fisionomias e da condi¢do
ecotonal. A EEA possui vegetacdo predominante de cerraddo, mas apresenta também cerrado
stricto sensu e tipos florestais ripdrios como mata de brejo e mata ciliar. Situando-se nas
coordenadas de latitude 22°35°S e longitude 50°22°W, é uma das dreas mais ao sul do pais a
apresentar este tipo de ambiente. Suas altitudes variam de 500 a 590m. Possui dois tipos de solo:
Latossolo Vermelho Distréfico e Argissolo Vermelho-Amarelo Distréfico tipico, dcidos e de
baixa fertilidade, com elevados teores de aluminio.

Por sua vez, a Floresta Estadual de Assis (FEA) (Figura 7) possui 2.719,36 ha e tem como
objetivo a producdo de madeira dos géneros Pinus e Eucalyptus para multiplos usos. Contudo, a
FEA apresenta inimeras manchas de cerrado stricto senso e mata ciliar, protegidas pelo Instituto
Florestal de Sao Paulo.

No decorrer do presente estudo, as unidades de conservagdo Estagdo Ecoldgica de Assis e
Floresta Estadual de Assis, que juntas somam um total de 4.480 ha, foram consideradas uma

unica populacio, identificada como EEA.
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Figura 7 - Localizacdo aérea da Estacdo Ecoldgica de Assis (contorno em vermelho) no municipio de Assis-SP

O levantamento de individuos deu-se por caminhamento por todas as estradas dentro da
EEA e da FEA, onde foram coletadas amostras foliares de 47 individuos de Hymenaea
stigonocarpa, que foram marcados com plaquetas metdlicas devidamente numeradas e
georreferenciados com auxilio de GPS (Garmin GPSMAP 76S). Para a realizacdo de andlises

genéticas, repetiu-se a metodologia utilizada para a populagdo da EEI.

3.2 Coleta de sementes e producao de mudas

A coleta de frutos, com o objetivo de produzir progénies para se estudar o sistema de
reproducdo da espécie e fluxo génico, foi realizada na populacdo da EEI no més de setembro de
2007. Os frutos foram coletados com o auxilio de uma tesoura de poda e trazidos para o
LARGEA para que fosse feito o beneficiamento.

Para a extracdo das sementes, os frutos foram quebrados e as sementes foram deixadas em
bandejas com dgua destilada por aproximadamente quatro horas, para a fermentacdo da polpa. A

retirada da polpa foi feita através do atrito das sementes em peneira e apds a limpeza passaram
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por assepsia, com dgua sanitdria, durante dois minutos. Posteriormente, para acelerar o processo
germinativo, foi feita a escarificacio manual das sementes com lixa, na extremidade oposta ao
eixo-embriondrio, com base no trabalho realizado por Guimardes et al. (1995), e embebidas em
dgua destilada por 24 horas. As sementes foram colocadas para germinar em bandejas de
polietileno (Figura 8), tendo como substrato vermiculita autoclavada (80°C por 24 horas). A
iluminacdo empregada foi continua, com luz branca fluorescente e a temperatura constante de

30°C e luz constante em camaras germinadoras (BOD).

-

Figura 8 - Sementes de H. stigonocarpa em processo de germinacgao nas bandejas de polietileno

Ap6s a germinacdo das sementes, as plantulas foram transplantadas diretamente em sacos
de polipropileno preto (15,0 x 25,0 x 0,1cm) (Figura 9) e como substrato utilizou-se terra de
subsolo e esterco de boi curtido na propor¢do 3:1. As mudas foram regadas duas vezes por
semana com agua destilada e foram mantidas em bancadas no laboratério até o momento da

extracao.
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Figura 9 - Semeadura das plantulas de H. Stigonocarpa em sacos de polipropileno

Ap6s uma semana da transferéncia das plantulas para os sacos de polietileno, teve inicio a
morte dos individuos de forma muito répida, tendo sido constatada como causa a infestacdo por
fungo. Apods consulta pessoal com a equipe do viveiro de mudas do Departamento de Ciéncias
Florestais da ESALQ/USP, foi tomada a decisdo de se pulverizar as mudas com solugdo de
fungicida Benlate® 0,1% do principio ativo (Benonil). A morte dos individuos continuou de
forma répida e houve a necessidade de dar inicio a extracdo de DNA das amostras, incluindo os

individuos mortos, para o desenvolvimento das andlises genéticas.

3.3 Procedimentos laboratoriais

3.3.1 Extracio e quantificacao do DNA

Para a realizagdo das andlises genéticas foram coletadas folhas jovens de todos os
individuos H. stigonocarpa presentes em 680 ha da EEI (n = 68) e de suas progénies (n = 97) e
para a populacdo da EEA foram coletadas folhas jovens de todos os individuos encontrados no
caminhamento (n = 47). A extracdo do DNA gendmico total das amostras foi realizada a partir de
cerca de 150 mg de tecido vegetal macerado com nitrogénio liquido. O protocolo utilizado foi o
CTAB descrito por Ferreira e Grattapaglia (1998), de acordo com as seguintes etapas: (1) Em
tubos do tipo eppendorffs de 1,7 ml, devidamente identificados para cada amostra, foram
adicionados 700 pL de tampao de extragdo (pré-aquecido a 65°C) nos cerca de 150 mg do tecido

macerado, entdo agitados para ressuspender o tecido no tampao; (2) foram levados ao banho-
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maria (65°C) por 60 minutos, agitando-os manualmente a cada 10 minutos; (3) apds serem
retirados do banho-maria e resfriados até temperatura ambiente, foram adicionados aos tubos 600
pL de cloroférmio-dlcool isoamilico (24:1) e agitados invertendo-os por pelo menos 50 vezes até
fazer uma emulsdo homogénea; (4) os tubos foram centrifugados por 15 minutos a 15.000 rpm;
(5) o sobrenadante de cada amostra foi transferido para um novo tubo também identificado; (6)
foram adicionados 400 pl de isopropanol frio (mantido a -20°C) e homogeneizado suavemente até
formar um precipitado; (7) os tubos foram armazenados em freezer (-20°C) por 60 minutos; (8)
posteriormente foram centrifugados durante 15 minutos a 15000 rpm para formacao dos pellets;
(9) foi descartado o méximo de sobrenadante invertendo os tubos sem perder os pellets; (10) estes
foram lavados em 500 pL de etanol 70% por duas vezes e com 500 pL de etanol 95% por uma
vez; (11) foi retirado o médximo de etanol dos tubos sem perder os pellets; (12) os tubos
permaneceram a temperatura ambiente sobre bancada overnight para a secagem dos pellets; (13)
cada pellet foi diluido em 50 pL de tampao TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM de EDTA, pH 8,0)
acrescido de RNAse (15mg/mL) e deixado sobre bancada overnight. As amostras foram entdo
armazenadas a -20°C.

Ap6s a extragdo, realizou-se a quantificacio do DNA presente nas amostras por meio da
andlise comparativa de cada amostra com amostras de DNA de concentracdo conhecida (DNAAL),
submetidos a eletroforese durante 25 minutos em gel de agarose a 1% corado com brometo de
etidio e visualizado sob luz ultravioleta (Figura 10). Posteriormente foram diluidos em dgua

MiliQ a concentracdo de 2,5ng/ul.
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Figura 10 - Perfis de DNA de individuos de H. stigonocarpa para quantificacdo. Géis de agarose corados com
brometo de etideo. As trés primeiras colunas apresentam concentracdes ascendentes de A DNA: 20,
100, e 300 ng/pl, respectivamente

3.3.2 Amplificacao dos locos microssatélites

Uma vez que ainda ndo foram desenvolvidos iniciadores que amplificam regides de
microssatélites para H. stigonocarpa, foi testada a transfereabilidade de iniciadores
desenvolvidos para Hymenaea courbaril. As seqiiéncias destes iniciadores foram obtidas pela
Dra. Ana Y. Ciampi no Laboratério de Genética de Plantas da EMBRAPA Recursos Genéticos e
Biotecnologia, com base na andlise de amostras de individuos adultos de Hymenaea spp
(SUGANUMA; CIAMPI, 2001), sendo que apenas parte destas seqiiéncias ja se encontra
publicada (CIAMPI et al., 2008).

O coquetel (13ul) para a realizagdo da PCR foi composto por 7,5ng de DNA gendmico,
250uM de dNTPs, 0,5uM de MgCl,, tampao para PCR 1X (10mM de Tris-HCI, 50mM de KCl,
1,5mM de MgCl,, pH 8.3), 2,5ug/ml de BSA, 0,2uM de cada iniciador e 1U de Tag DNA
polimerase (Phoneutria). As amplificagdes foram realizadas em termociclador do tipo MJ
Research PTC-100, utilizando-se o seguinte protocolo: 96°C por 2 minutos; 29 ciclos de 94°C
por 1 minuto, temperatura de hibridacao especifica de cada par de iniciadores por 1 minuto, 72°C

por 1 minuto e terminando com 72°C por 7 minutos. Apds a amplificacdo, os fragmentos de
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DNA foram separados em gel desnaturante de poliacrilamida a 5%, em corrida de uma hora e
trinta minutos em tampao TBE 1X em cuba vertical. Os fragmentos foram observados na forma
de bandas, apos coloracdo com nitrato de prata, seguindo o protocolo desenvolvido por Creste,
Tulmann Neto e Figueira (2001). O tamanho dos alelos foi determinado por comparacdo com um
marcador de peso molecular padrdo (10-pb “ladder” - Invitrogen®). Fragmentos amplificados de
diferentes tamanhos foram considerados alelos diferentes.

Para as andlises com microssatélites cloroplastidiais foram utilizados cinco pares de
iniciadores desenvolvidos para angiospermas dicotiledoneas por Weising e Gardner (1999). As
condicdes de amplificacdo, eletroforese, coloracio e interpretagdao dos locos foram similares as

realizadas para microssatélites nucleares.

4 ANALISE DOS DADOS

4.1 Aspectos demograficos

Com a finalidade de se conhecer a distribui¢do de individuos nas dreas estudadas, ou a
afinidade destes por alguma fisionomia de Cerrado, assim como comparar esta distribui¢do entre
as dreas, foi calculado o indice de dispersdo de Clark-Evans conforme Clark e Evans (1954):

form. (1)

R="1o (1)

Se R = 1 distribui¢do aleatéria, R < 1 distribuicdo agregada (0 = minimo) e R > 1
distribui¢@o uniforme (2.149 = méaximo).
Onde:

Ro= distancia média observada do vizinho mais préximo: form. (2)

R, = % ()

r; = distancia do vizinho mais préximo
n = nimero de observagao;

Rk = distancia esperada do vizinho mais préximo: form. (3)
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N 3)

d = densidade média de individuos/mz;

Para a significincia estatistica foi utilizado o teste Z: form. (4)
7 - R0~ Re| @)
s

s = desvio padrdo

4.2 Caracterizacao da diversidade genética

4.2.1 Descriminacao de clones e diversidade clonal

Antes de estimar os vdrios parametros de caracterizagdo da diversidade genética foi
necessdrio discriminar possiveis clones nas populacdes da EEI e da EEA devido a presenca de
reboleiras na populacdo da EEI e de individuos proximos na EEA. Desta forma, para que as
estimativas ndo fossem comprometidas devido a réplicas nos gendtipos, todas as andlises de
diversidade genética apresentadas nesta dissertacdo foram realizadas com a presenca de clones e
posterior retirada dos mesmos, a fim de conhecer a magnitude da influéncia da propagacao clonal
nas estimativas de diversidade genética e estrutura genética espacial. Foi utilizado o programa
GenClone 2.0 (ARNAUD-HAOND; BELKHIR, 2007) para os cdlculos relacionados com a
discriminacgdo de clones e anélise da diversidade clonal.

Assim, genetes (individuos gerados por um zigoto) e rametes (partes potencialmente
independentes de um genete) (ERIKSSON, 1993; SILVERTOWN; LOVETT-DOUST, 1993)
foram discriminados através do método proposto por Young et al. (2002), que leva em conta o
coeficiente de endogamia de Wright (1951). Desta forma, a probabilidade de genétipos

multilocos distintos [ p,,, (F,;)] serem idénticos ao acaso foi dado por: form. (5)

Pgen (FIS ) = Hizl [(f, 8i )(1 + (Zi (FIS(i) )))]2/1 . &)

Em que, [ representa o numero de locos, £ o numero de locos heterozigoticos, f;, e g,

sdo as freqiiéncias alélicas dos alelos f e g no i""loco (quando f e g foram idénticos para
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homozigotos, F e F,; foram estimados para o i loco através do método de reamostragem

round-robin. Para locos homozigodticos z, = 1 e para locos heterozigéticos z; = -1).

A diversidade clonal foi calculada de acordo com Dorken e Eckert (2001): form. (6)

G-1
DC=——.
N_1 (6)

Em que, G representa o nimero de genetes encontrados na amostra e N o nimero total de
rametes amostrados.

A heterogeneidade clonal, ou seja, a probabilidade de duas unidades amostrais escolhidas
ao acaso do total amostral pertencer 2 mesma linhagem clonal foi calculada a partir do Indice de
Simpson (SIMPSON, 1949) adaptado para diversidade genotipica (D*) (PIELOU, 1969), onde
sua estimativa ndo viesada para um tamanho amostral N foi calculado como: form. (7 e 8)

D*=1-L, (7)

em que
Gl _ 8
=3[zl =1)] ®)
FLN(N-1)
Desta forma, G/ € o niimero de linhagens multilocos detectados em uma amostra, n; € o

nimero de amostras dentro das linhagens multiloco e N o nimero total de rametes amostrados.

D* variade 0 a 1—(1/GI).

4.2.2 Diversidade genética e parametros afins

As estimativas das freqii€ncias alélicas juntamente com o nimero de alelos por loco (A),

o numero efetivo de alelos por loco (Ae =1/ z p} ), das heterozigosidades médias observada
(I-AIO) e esperada (I:Ie) e dos indices de fixacdo intrapopulacional ( fi), foram realizadas

empregando-se o programa GDA (LEWIS; ZAYKIN, 2001). Para fl estimado foi realizado o

procedimento de 10.000 reamostragens do tipo “bootstrap” sobre os locos para obter os intervalos
de confianga ao nivel de 5% de probabilidade utilizando o programa computacional GDA

(LEWIS; ZAYKIN, 2001). A taxa de cruzamento aparente foi estimada para individuos adultos a

partir do f, em cada amostra “bootstrap” como sugerido por Carlini-Garcia, Vencovsky e Coelho
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(2001). O teste de aderéncia ao equilibrio de Hardy-Weinberg foi verificado pelo teste exato de
Fisher através do programa CERVUS 3.0 (KALINOWSKI; TAPER; MARSHALL, 2007).

4.2.3 Diversidade haplotipica

Cada combinacdo alélica tnica entre os cinco locos cpSSR analisados foi considerada um
haplétipo. Cada haplétipo, por sua vez, foi analisado como um alelo diferente de um tnico loco

hapléide. Foram estimados o nimero de haplétipos (7, ), a quantidade de haplétipos privados por

populagdo (71,) e a propor¢do de alelos privados (7, / i, ). A diversidade haplotipica
(fz =[n,/(n, —D]A- Z pl.z) e o numero efetivo de haplétipos (ﬁe=1/ Z pf ) foram estimados de

acordo com Nei (1987), em que, n, = o nimero de individuos amostrados na populagdo k e p,

= a freqiiéncia do i-ésimo haplétipo.

4.2.4 Deteccao de gargalos genéticos

Para a detec¢do de redugdes recentes no tamanho efetivo populacional foi utilizado o
programa computacional BOTTLENECK (PIRY; LUIKART; CORNUET, 1999). Foram
utilizados os métodos SMM (Modelo de Passos de Mutagdao) (OHTA; KIMURA, 1973) e TPM
(Modelo de Duas Fases) (DI RIENZO et al., 1994) por serem mais apropriados para locos
microssatélites. Foi utilizado o teste de significancia de Wilcoxon com 1.000 iteracdes para SSM
e TPM, uma vez que foram utilizados menos de 20 locos microssatélites como recomendado por
Luikart e Cornuet (1998).

Segundo Piry, Luikart e Cornuet (1999), populacdes que tiveram reducdes recentes no
tamanho efetivo populacional exibem uma redu¢do do nimero de alelos e da heterozigosidade

nos locos polimérficos. Mas, o nimero de alelos € reduzido de maneira mais rdpida do que a
heterozigosidade esperada (I:Ie). Quando Fle ¢ maior que a heterozigosidade esperada no
equilibrio de mutagdo-deriva (H,,) hd indicios de deriva devido a redugdo populacional. H., €

calculada a partir do niimero de alelos e H , das freqiiéncias alélicas. O programa computacional
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BOTTLENECK (PIRY; LUIKART; CORNUET, 1999) testa a hipétese de I—AIE> H., sob

diferentes modelos evolutivos.

4.2.5 Estrutura genética espacial

Para a andlise da estrutura genética espacial (EGE) dentro das populacdes foi utilizado o
programa SPAGEDI (HARDY; VEKEMANS, 2002). A caracterizacdo da distribui¢do espacial
dos gendtipos dentro das populacdes foi realizada a partir das estimativas dos coeficientes de

coancestria recente (6,,) com base em Loiselle et al. (1995) entre plantas dentro das classes de

distancia definida para cada k alelo em cada par de individuos, x e y, como: form. (9)

A 21 Zk (szk — Pu )(pylk - 1_71/<)+ 1 )
exy B Z/ zk (1_ Py )ﬁlk {Zl (211, - IJ '

Em que, p.u € pyi s@o as freqiiéncias do alelo k no loco / nos individuos x e y (assumindo

valores de 0, 0,5 e 1 em individuos homozigotos para o alelo alternativo, heterozigotos e
homozigotos para o alelo sob consideragdo, respectivamente) e p, a média da freqii€ncia do
alelo k no loco [ na subpopulacao com n; (numero de genes) no loco /.

O coeficiente de coancestria recente (6,,) com base em Loiselle et al. (1995) ndo ¢

viesado pela presenca de alelos raros na populacdo. Foram realizadas 10.000 permutacdes sobre a

localizac@o de cada gendtipo a fim de se obter intervalos de confianca.
4.2.6 Correcoes do indice de fixacao para o efeito Wahlund

Na presenca de estrutura genética espacial, o valor do indice de fixacdo tende a se elevar
dentro da populacio devido ao efeito Wahlund (DICK et al., 2008; HARDY et al., 2006). Este
indice de fixacdo intrapopulacional ( fi) pode ser corrigido pela eliminacdo do efeito Wahlund
usando a relacdo entre estatisticas F descrito em Bittencourt e Sebbenn (2007), onde a férmula de

Wright (1965) (1-F,,)=(1-F)1—Fy,) é derivada em fy =1-[(1-,)/(1-8,)] assumindo

que Fy =6, onde Fy € a média do coeficiente de coancestria entre individuos de

A A

subpopulagdes e 6, ¢ o valor mais alto da estrutura genética espacial; Fj, = f;, ja que o indice
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de fixacdo intrapopulacional ( fi) representa o indice de fixacdo total dentro de uma populacio

estruturada (F,.); e F=f,, onde o novo valor corrigido do indice de fixacdo (fy) é a

estimativa apenas relacionada com o sistema reprodutivo.

4.2.7 Tamanho efetivo populacional e drea minima viavel para conservacao

Foram estimados os tamanhos efetivos populacionais (N .) para H. stigonocarpa nas
populagdes EEI e EEA com base em Crossa e Vencovsky (1999): form. (10)

_ N
7 (10)

e

Em que, N € o nimero de individuos amostrados e f a estimativa do indice de fixagdo da
populacdo.
No caso de existéncia de coancestria entre individuos dentro da populagdo, o tamanho

efetivo populacional foi estimado segundo Sebbenn e Seoane (2005): form. (11)
2
Ry 11
(1+ 7 Josn+ I 0, (1D)

n n A N . . .
Em que, Zx_l ZM 6., corresponde a soma de todas as estimativas de coancestrias entre

os pares de individuos de uma populacdo, n o tamanho amostral e f a estimativa do indice de
fixacdo da populacao.
A érea minima vidvel (AMV ) para conservacao genética in situ foi estimada em func¢do do

tamanho efetivo de referéncia (N, = 1000, 500 e 50) proposto por Lynch (1996): form (12)

N N
e(ref)
AMV =—— . 12
d iN . / n) (12
Em que, N ./ n = relacdo entre tamanho efetivo e tamanho amostral e d = densidade de

individuos por hectare.
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4.2.8 Fluxo génico contemporaneo

Inferéncias sobre o fluxo génico na populacdo da EEI foram realizadas através da anélise
do genitor mais provavel. Essa andlise foi realizada nas plantulas originadas a partir das sementes
coletadas em cada arvore matriz da populagdo, utilizando o método de alocagdo categérica
(SANCRISTOBAL; CHEVALET, 1997) através do programa CERVUS 3.0 (KALINOWSKI;
TAPER; MARSHALL, 2007). Para determinar os possiveis genitores, todos os genetes foram
utilizados como candidatos. A paternidade foi determinada utilizando a estatistica A
(MARSHALL et al.,1998). Para encontrar o valor critico de A para cada intervalo de confianca
na andlise de paternidade, foram realizadas simula¢des utilizando o programa CERVUS 3.0. Para
estas simulagdes foram utilizadas 100.000 repeticdes, com uma proporcao de 0,01 de erro de

genotipagem por loco, um intervalo de confianga restrito de 95%.

A drea efetiva de vizinhanca para polinizacdo (Aep) foi calculada para cada arvore matriz

a partir da variancia da dispersio de pélen (o), assumindo uma drea circular central ao redor da

arvore matriz: Aep = 270" (Levin, 1988).

4.2.9 Estrutura genética entre populacdes e fluxo génico realizado

A estrutura genética e o fluxo génico entre as duas populagdes foram calculados com a
finalidade de propor se cada unidade de conservacdo representa uma unidade significativa
evoluciondria (USE) e/ou uma unidade independente para manejo (UIM) segundo classificagdes

propostos por Palsboll, Bérubé e Allendorf (2007). Para esta finalidade, foram estimadas as
divergéncias genéticas com a estatistica F de Weir e Cockerham (1984) (éP: Fst), segundo

Slatkin (1995), com seu modelo para passos de mutacdo (Rgy) e as estatisticas de Nei (1987) de
populacdes subdivididas (Hr = diversidade genética total, Gst = diversidade genética entre e Hs

diversidade genética dentro) utilizando o programa computacional FSTAT (versdo 2.9.3) de

Goudet (2001). Para estandardizar o valor Gsr foi utilizado o G, ',

proposto por Hedrick (2005):

GST(1+HS)

form. (13) Gy'= (I-H.) (13)
N
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O fluxo génico aparente ou realizado (Nm) entre populacdes foi estimado de forma
indireta, segundo modelo de ilhas proposto por Crow e Aoki (1984), o qual corrige a analise para

pequeno nimero de populagdes: form. (14)

2]

em que Fg, € a divergéncia genética entre populagdes e (n) a correcdo para o numero de

A

populagdes, sendo: o = [n/(n-1)]%. Utilizaram-se os estimadores 8, IAQST, G, € GST

no lugar do

F; , para conhecer a magnitude do fluxo génico realizado e a varia¢do dada por cada estatistica.



60

5 RESULTADOS
5.1 Aspectos demograficos

Os resultados comparativos dos aspectos demogréficos entre as populagdes da EEI e da
EEA encontram-se na Tabela 1. Dentro de uma drea de 680 ha na EEI foram encontrados 68
individuos de H. stigonocarpa, distribuidos em dez locais diferentes da Estacdo (Figura 11a). A
maioria dos individuos da populag@o estava disposta em reboleiras, ou seja, as arvores formam
agrupamentos de 3 a 28 plantas (Tabela 2). Contudo, trés individuos ocorrem de forma isolada. O

indice de dispersdo de Clark-Evans revelou que a distdncia média do vizinho mais proximo (R, )

entre individuos foi de 18,94 m, variando de 0,09 a 3,793 m e o indice de dispersdo para os
individuos foi significativo (R = 0,144*%*), indicando um alto grau de agrega¢do. Contudo, a
distribui¢do dos pontos (reboleiras) ocorreu de forma aleatéria pela EEI (R = 0,799™) (Tabela 1)
e a distincia média entre pontos foi de 345,4 m, variando de 16 a 3.793 m. Os individuos
apresentaram uma altura média de 3,33 m e a circunferéncia média na altura da base de 26,21 cm
(Tabela 1).

Ja na EEA, foram localizados 47 individuos na sua maioria em areas mais abertas de
Cerrado, onde a vegetacdo era menos densa, principalmente nas margens de pequenas estradas
que cortam a Estagdo (Figura 11b). Em apenas trés locais foram localizados individuos isolados,
nos demais pontos o nimero de individuos variou entre 2 e 19 (Tabela 3). O indice de dispersdo
de Clark-Evans revelou uma distribui¢do agregada dos individuos pela EEA (R = 0,260%*) com

R, = 118,14 m, variando de 1,26 a 8.368,46 m. Contudo, a distribui¢do dos pontos teve uma
tendéncia a distribui¢cdo uniforme (R =1,623**) (Tabela 1) com R, = 1.604 m, variando de 833 a

7.987 m. Os individuos apresentaram uma altura média de 5,27 m e a circunferéncia média na

altura da base foi de 39,9 cm (Tabela 1).
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Tabela 1 - Aspectos demograficos de H. stigonocarpa nas populagoes da EEI (Estagcdo Ecoldgica de Itirapina) e da
EEA (Estagdo Ecolégica de Assis), SP

CAB média (cm) Altura média (m)

Populagﬁo N R individuos R pontos . .
(DP; Min. — Max.) (DP; Min. — Max.)
26,21 3,33
EEI 68 0,144%** ns
0,799 4,24; 1,6 - 64) (0,53, 0,56 —5,7)
39,9 5,27
EEA 4 260%** 1,623%* ’ ’
7 0,260 ,623 (34,31;3,8 - 142) (3,03;1-13)

N: nimero de individuos localizados na populacdo; R jgiviaus: indice de dispersio de Clark e Evans para os

individuos; R pontos: indice de dispersdo de Clark e Evans para os pontos; CAB média (cm): média da
circunferéncia a altura da base em centimetros; Altura média (m): média da altura em metros; DP: desvio
padrio; Min. — Max.: valor minimo e maximo encontrado na populagdo

Tabela 2 - Numero de individuos de H. stigonocarpa encontrados em cada localidade (ponto) de coleta na Estagdo
Ecolégica de Itirapina, Itirapina-SP

Pontos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
N° de individuos 7 13 3 4 7 3 1 1 28 1

Tabela 3 - Numero de individuos de H. stigonocarpa encontrados em cada localidade (ponto) de coleta na Estagdo
Ecoldgica e Floresta Estadual de Assis, Assis-SP

Pontos 1 2 3 4 5 6 7 8 9
N° de individuos 1 7 3 1 2 2 1 19 11

Figura 11 — a. Localizag@o dos pontos de coleta (1 a 10) de H. stigonocarpa na populagdo da Estacdo Ecolédgica de
Itirapina, Itirapina-SP; b. Localizacdo dos pontos de coleta (1 a 9) de individuos de H. stigonocarpa na
populacao da Estacdo Ecoldgica e Floresta Estadual de Assis, Assis-SP
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Foram observados poucos individuos frutificando em toda a area da EEI (n = 5) e uma
significativa varia¢do na quantidade de sementes produzidas em cada matriz (Tabela 4). Além da
coleta de todos os frutos das cinco matrizes, foram coletados frutos encontrados no chio da

reboleira nimero 1, totalizando 97 sementes obtidas.

Tabela 4 - Numero de sementes obtidas em cada matriz e seus respectivos pontos

Matriz seioeﬁ:es Ponto n°
Adulto 1 31 1
Adulto 4 7 1
Adulto 5 18 1
Adulto 6 12 1
Adulto 1 3 10
ndo identificado 26 1
Total 97 2%
Nota: * Nuimero total de pontos que tiveram individuos frutificando na populacio da Estagdo Ecoldgica de Itirapina

em 2007

5.2 Transfereabilidade e amplificacao dos locos microssatélites nucleares

Foram testados 14 iniciadores de Hymenaea coubaril em pelo menos duas temperaturas
diferentes de anelamento cada um, visando eliminar a amplificacdo de regides inespecificas.
Destes, trés ndo transferiram (HC06, HC12, HCI13) e 11 geraram fragmentos em H.
stigonocarpa, ou seja, 78,57% de transferéncia. Dos 11 locos que amplificaram em H.
stigonocarpa, foram selecionados oito pares de iniciadores que apresentaram fragmentos mais
nitidos de interpretacdo e indicios de polimorfismo (Figura 12).

Os pares de iniciadores HC14, HC21 e HC25 nao geraram locos passiveis de
interpretacdo, devido a permanéncia de amplificacdes ndo especificas. O loco HC33 caracterizou-
se monomorfico para os adultos e progénies (Figura 12a) da populagdo da EEI e também da
populacdo da EEA. A maior amplitude alélica observada foi de 294 pares de base, para o loco HC
35 (Figura 12d); a menor amplitude foi observada para o loco HC49, com 94 pares de base
(Figura 12h). O presente estudo foi realizado com a utilizacdo de oito locos microssatélites

nucleares (Tabela 5).
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Tabela 5 - Locos de microssatélites nucleares com os motivos, as seqiiéncias dos iniciadores, as amplitudes alélicas

em pares de base, as temperaturas de anelamento em graus Celsius (7)) e os nimeros de acesso no

Genebank

Locos Motivo Seqiiéncia dos iniciadores (5’-3”) Ampl;;ubd)i : élica Ok Acesso n°

Hcl7 (TC)13 F: AACCGAGTCTCCCTCCATCT 112-152 58 EU244704
R: TGTCACAAGAATAGCAAGGGAG

Hc33 (AG)16 F: GAACAAATCAACTTTCTTTGAAGC 114-114 58 EU244706
R: TTGACGCTTATTTTGCACCA

Hc34 (TG)9(AG)12 F: CCAGCCCATGACGAAGT 188-214 58 EU244707
R: GGTGTCGTGTTGTGTATGGC

Hc35 " F: CTTGCACCTTTCACCCATTT 268-294 58 "
R: CTCTTTGCTTCCCTCTCCCT

Hc40 (AG)26 F: CCTCTCTCCCAAATTCACGA 158-196 58 EU244708
R: TGCAATAGAATTTCCGAGGC

Hc42 (CA);T(AG),y F: TGGCTAAAAGTTGGGAGGGT 116-146 60 EU244709
R: TTCCCCCTTITTCATGTTGTC

Hc48 s F: TTCCTTTCTTTGGTACTGTTGG 144-184 60 s
R: CAAACTTCATTCTCCATCTTTTC

Hc49 F: CCACCTCTCTCCACCCAATA 94-110 60

%

R: TGCGGGAACTGCTTAATTTG

*Dados nao publicados.
** Amplitudes encontradas para H. stigonocarpa no presente estudo
***Temperaturas de anelamento utilizadas no presente estudo



* 190ph

* 130pk

+ 150pk

- 120pb

* 160ph

* 100pb

64

Figura 12 - Perfis de locos microssatélites nucleares transferidos para H. stigonocarpa. Estdo representados: (a) loco
monomorfico HC33, (b) loco HC17, (c) loco HC34, (d) loco HC35, (e) loco HC40, (f) loco HC42, (g)
loco HC48 e (h) loco HC49. Géis de poliacrilamida corados com nitrato de prata. Tamanho dos

fragmentos em pares de base indicado a direita
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5.3 Transfereabilidade e amplificacio dos locos microssatélites cloroplastidiais

Dos cinco iniciadores cloroplastidiais, desenvolvidos para angiospermas dicotiledoneas
(ccmp2, ccmp3, ccmpS, ccmp?, ccmpl0) (WEISING; GARDNER, 1999) (Tabela 6) e testados
em individuos de H. stigonocarpa, todos amplificaram. Na populacdo da EEI constatou-se a

existéncia de um unico haplétipo em todos os locos analisados (Figura 13a-e).
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Figura 13 - Perfis de géis de microssatélites cloropastidiais transferidos e utilizados nas andlises de H. stigonocarpa
da populacdo da Estacdo Ecoldgica de Itirapina, Itirapina-SP. Estdo representados os locos
monomorficos: (a) loco ccmp2, (b) loco ccmp3, (¢) loco ccmpS, (d) loco ccmp7, (e) loco ccmp10. Géis de
poliacrilamida corados com nitrato de prata; tamanho dos fragmentos em pares de base indicado a direita

Para a populacido da EEA, dois locos mantiveram-se monomorficos (ccmp3 e ccmpl10). A
maior amplitude alélica observada foi de 280 pares de base, para o loco ccmp2 (Figura 14a); a
menor amplitude foi observada para o loco ccmplO com 106 pares de base (Figura 14e). O

numero de alelos por loco variou de dois (ccmp3) a quatro (ccmp7) (Tabela 6).
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Figura 14 - Perfis de géis de microssatélites cloropastidiais transferidos e utilizados para andlises de H. stigonocarpa
da populacdo da Estacdo Ecoldgica de Assis, Assis-SP. Estdo representados os locos: (a) loco ccmp2, (b)
loco ccmp3, (c) loco ccmpS, (d) loco cemp?, (e) loco ccmp10. Géis de poliacrilamida corados com nitrato
de prata.Tamanho dos fragmentos em pares de base indicado a direita
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Tabela 6 - Locos de microssatélites cloroplastidiais com as respectivas temperaturas de hibridacdo (Tm), seqiiéncia
dos iniciadores, motivo, amplitudes alélicas em pares de base, nimero de alelos para a populagdo da
EEA, Assis, SP

Locos Ty (°C) Seqﬁénda(:f ;l)n iciadores Motivo*  Alelos Ampm(‘;)‘:; alélica
cemp02 58 S?gg%icgggfggggﬁggﬂ% (A 3 250-280
oy si CECOMMCTSOT @
cops 5o TTCAMMCTICTICNTT O/ 3 i
a6 CMOTMECATION 0, e
ccmpl0 56 TTTTTTTTTAgTgAACgTgTCA D | 106119

TTCgTCgDCgTAgTAAATAg

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

5.4 Caracterizacao dos locos microssatélites nucleares transferidos

(A) Estacao Ecologica de Itirapina

Para os 68 individuos genotipados da EEI foram obtidos 34 alelos (Tabela 7). O
polimorfismo foi baixo para todos os locos, inclusive com a fixa¢do do loco HC33; os locos

restantes variaram de sete alelos para o loco HC48 a trés alelos para o loco HC42, com média de
4,71 alelos por loco polimérfico e o nimero efetivo de alelos (Ae) variou de 1,46 a 4,39 alelos

por loco polimérfico (Tabela 7). O conteido polimérfico informativo (PIC) teve um valor
moderado, mas o poder de exclusdo combinado dos parentais foi alto, permitindo a utilizacdo de
andlise de paternidade com pouco erro associado. Seis dos sete locos polimérficos analisados
apresentavam-se fora do equilibrio de Hardy-Weinberg e o indice de fixacdo foi, em média,
significativamente negativo ( fl =-0,126) (Tabela 7).

Com o polimorfismo dos marcadores SSR e utilizando o método para detec¢ao de clones

proposto por Young et al. (2002) (p,,, (F,S)), foi possivel se obter um poder de exclusdo de

identidade clonal de 99,99%; desta forma, foi possivel detectar com precisdo os clones na
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populacdo da EEI Dos 68 individuos presentes na populacdo da EEI, foram detectados apenas 18

genotipos diferentes (genetes) e 50 rametes.

Tabela 7 - Descrigdo dos locos de SSR nucleares para todos os individuos adultos (genetes e rametes) da populagdo
da Estagd@o Ecolégica de Itirapina, Itirapina-SP

Loco N A A, H, H, PIC  P(Ex,) HW f (Cys)
HC17 68 5 362 0897 0724 0671 0661 0,242
HC33 68 1 1 0 0 0 0 NC

HC34 68 5 275 0838 0637 0583 0565  ** 0.3
HC35 68 5 390 0676 074 0693 0676 0,092
HC40 66 5 209 0515 0521 0483 0484 NS 0,012
HC42 68 3 146 0368 0316 0287 0268  ** 0,165
HC48 68 7 4,39 1 0772 0,734 0748 *x 0,298
HC49 68 3 164 0323 039 0354 0444 0,171

0,126

Média 6771 471 242 066 058 0,544 0997

(0,123 ¢ -0,132)

N= nimero de individuos amostrados; A= nimero alelos; A.= nimero efetivo de alelos; H,= heterozigosidade
observada; H, = diversidade génica; PIC= contetido polimérfico informativo; P(Ex;,)= probabilidade de
exclusdo combinada do pai 1 e 2; HW= Equilibrio de Hardy-Weinberg; ** = significativo a 0,01; NC=

nio calculado; NS= nio significativo; f = indice de fixacdo, (IC) intervalo de confianga a 95% de

probabilidade usando 10.000 reamostragens “bootstrap” sobre locos

O censo realizado, incluindo os clones na populacao da EEI, gerou uma superamostragem

dos individuos heterozigotos, expressando um valor superestimado da diversidade génica e do

indice de fixagdo (Tabela 7).

Nas andlises dos locos SSR nucleares transferidos, removendo os clones da populacdo

(Tabela 8), houve mudanca nas freqiiéncias alélicas, uma reducdo na diversidade génica, no

numero efetivo de alelos, na heterozigosidade observada, no PIC, mas houve aumento no poder

de exclusdo combinado P(Ex;,) e principalmente o valor do indice de fixacdo que ficou préximo

de zero, porém significativamente diferente de zero (Tabela 8). Nao foi possivel efetuar o cdlculo

para o equilibrio de Hardy-Weinberg devido ao baixo nimero de genetes.
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Tabela 8 - Descri¢do dos locos de SSR nucleares para os genetes da populagdo da Estacdo Ecoldgica de Itirapina,

Itirapina-SP

Locos N A A, H, H, PIC  P(Ex;;) HW  f (ICysq)
HC17 18 5 452 0889 0779 0717 0708  NC 0,145
HC 33 18 1 1 0,000 0,000 0,00 0000  NC -
HC34 18 5 2,71 0778 0,632 05565 0564  NC 0,240
HC35 18 5 463 0500 0784 0726 0330  NC 0,369
HC40 18 5 3,10 0667 0678 0609 0592  NC 0,017
HC42 18 3 1,69 0,500 0408 0350 0216  NC 0,233
HC48 18 7 4,74 1,000 0789 0734 0750  NC 0,277
HC49 18 3 1,71 0333 0417 0370 0348  NC 0,206

0,041
Média 18 4,71 227 0583 0560 0509 0998

(0,054 € -0,042)

N= nimero de individuos amostrados; A= niimero alelos; A.= nimero efetivo de alelos; H,= heterozigosidade
observada; H.= diversidade génica; PIC= contetido polimérfico informativo; P(Ex;,)= probabilidade de
exclusdo combinada do pai 1 e 2; HW= Equilibrio de Hardy-Weinberg; ** = significativo a 0,01; NC=

nio calculado; NS= nio significativo; f = indice de fixacdo, (IC) intervalo de confianga a 95% de

probabilidade usando 10.000 reamostragens “bootstrap” sobre locos

Para as progénies, o nimero de alelos teve um pequeno aumento, com 41 alelos totais

(Tabela 9). O ntimero de alelos por loco polimérfico também aumentou, variando de quatro para

0 loco HC49 a sete para o loco HC48, porém o loco HC33 continuou fixado. A média de alelos

por loco polimérfico foi 5,71 e a média do nimero de alelos efetivos foi de 2,35 (Tabela 9).

Para a populacdo da EEI, nove alelos foram exclusivos em compara¢do aos da EEA

(Tabela 11), sendo cinco deles encontrados apenas nas progénies, sugerindo que a drea

reprodutiva da populacio pode ser maior do que a amostrada.

Quando comparamos todos os individuos da drea (genetes e rametes) com apenas OS

genetes e com as progénies, constata-se diferenca significativa entre os indices de fixacdo. Neste

sentido, observa-se um claro aumento do indice de fixacdo entre genetes e as progénies, assim

como entre o conjunto de genetes e rametes em comparagao com apenas os genetes.
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Tabela 9 - Descri¢do dos locos de SSR nucleares para as progénies da populagdo da Esta¢do Ecoldgica de Itirapina,
Itirapina-SP

Locos N A A, H, H, f (ICosq,)
HC17 70 5 2,09 0,686 0,521 -0,319
HC33 70 1 1 0 0 0
HC34 71 6 2,02 0,634 0,505 -0,257
HC35 70 6 4,08 0,400 0,755 0,472
HC40 63 6 2,56 0,460 0,61 0,247
HC42 71 6 3,58 0,873 0,721 -0,214
HC48 70 7 3,57 0,843 0,720 -0,173
HC49 71 4 1,24 0,211 0,197 -0,075

-0,02
Média 69,43 5,71 2,35 0,587 0,575

(-0,021 ¢ -0,038)

N= nimero de individuos amostrados; A= numero alelos; A.= numero efetivo de alelos; H,=

heterozigosidade observada; H.= diversidade génica; fA = indice de fixacdo, (IC) intervalo de confianca a 95% de

probabilidade usando 10.000 reamostragens “bootstrap” sobre locos
(B) Estacao Ecoldgica de Assis

Para a populacdo da EEA foram analisados 47 individuos com os mesmos marcadores
SSR nucleares utilizados para a populagdo da EEIL. O numero de alelos obtidos foi
significativamente maior do que o encontrado para a populacdo da EEI, obtendo-se um total de
76 alelos (Tabela 10). Destes 76 alelos da populacdo da EEA, foram encontrados 39 alelos
exclusivos e 23 alelos que apresentavam freqiiéncia abaixo de 0,05 (5%) (Tabela 11).

O polimorfismo foi significativamente maior nesta populacdo, para todos os locos, com
excecdo do loco HC33 que permaneceu monomoérfico. O niimero de alelos variou de oito para os
locos HC42 a 14 para o loco HC40, com média de 10,71 alelos por loco polimorfico (Tabela 10).

O numero efetivo de alelos variou de 3,38 a 8,26 por loco (Tabela 10).
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Tabela 10 - Descri¢do dos locos de SSR nucleares para os individuos adultos da populacdo da Estacdo Ecoldgica e
Floresta Estadual de Assis, Assis-SP

Locos N A A, H, H, PIC P(Exqs) HW f (ICo54,)
HC17 47 9 3,38 0,745 0,704 0,663 0,683 NS -0,059
HC33 47 1 1 0 0 0 0 NC
HC34 47 12 4,67 0,787 0,786 0,746 0,772 NS -0,002
HC35 46 9 3,56 0,587 0,719 0,667 0,662 ok 0,186
HC40 46 14 7,63 0,826 0,869 0,851 0,898 NC 0,049
HC42 46 8 3,88 0,413 0,742 0,701 0,722 ok 0,446
HC48 39 12 8,26 0,436 0,879 0,868 0,911 NC 0,508
HC49 47 11 3,65 0,681 0,726 0,685 0,709 NS 0,062
0,177

Média 45,63 10,71 4,63 0,627 0,784 0,648 0,999 (0.167 € 0.177)

N= nimero de individuos amostrados; A= niimero alelos; A.= nimero efetivo de alelos; H,= heterozigosidade
observada; H.= diversidade génica; PIC= contetido polimérfico informativo; P(Ex;,)= probabilidade de
exclusdo combinada do pai 1 e 2; HW= Equilibrio de Hardy-Weinberg; ** = significativo a 0,01; NC =

nio calculado; NS= nio significativo; f = indice de fixacdo, (IC) intervalo de confianga a 95% de
probabilidade usando 10.000 reamostragens “bootstrap” sobre locos

A heterozigosidade observada variou de 0,413 (HC42) a 0,826 (HC40), com média de
0,627. A heterozigosidade esperada variou de 0,704 (HC17) a 0,879 (HC48) com média de 0,784
(Tabela 10). O contetdo polimérfico informativo (PIC) teve um valor moderado, mas o poder de
exclusdo combinado dos parentais foi muito alto, permitindo a utilizacdo de andlise de
paternidade com maior precisdo quando comparada a populacdo da EEI. Apenas dois dos sete
locos polimérficos analisados apresentavam-se fora do equilibrio de Hardy-Weinberg e o indice
de fixacdo para individuos presentes na drea amostrada da populacio da EEA foi em média
significativamente positivo (ﬂ= 0,177) (Tabela 10). Nao foi observado nenhum indicio de
propagacdo clonal na populagdo da EEA, desta forma esta populacdo é composta por 47

genotipos diferentes (genetes).
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Tabela 11 - Freqiiéncia alélica observada em cada loco nas populac¢des de H. stigonocarpa de Assis, SP (individuos
adultos) e de Itirapina, SP (genetes e rametes; genetes € progénies)

Assis Itirapina
Locos Alelos Adultos Genetes e Genetes Progénies
Rametes

HC17 112 0,489 0,059 0,056 0,014
114 0,170 0,338 0,306 0,179
116 0,011 0,368 0,278 0,657
118 0,106 0,096 0,139 0,136
120 0,021 - - -
122 - 0,140 0,222 0,014
124 0,149 - - -
128 0,011 - - -
140 0,011 - - -
152 0,032 - - -

HC33 114 1 1 1 1

HC34 182 0,011 - - -
188 0,351 - - -
192 0,266 0,537 0,556 0,676
194 0,128 0,015 0,028 0,014
196 0,032 0,059 0,083 0,021
198 0,096 0,184 0,25 0,014
200 0,032 - - -
202 - - - 0,099
204 - 0,206 0,083 0,176
206 0,021 - - -
208 0,043 - - -
210 0,011 - - -
214 0,011 - - -

HC35 268 0,413 - - -
274 0,054 - - -
276 0,054 0,294 0,194 0,136
278 0,011 0,029 0,111 0,136
280 0,315 0,338 0,361 0,150
282 0,011 0,213 0,139 0,157
290 0,022 - - 0,014
292 0,109 0,125 0,194 0,407
294 0,011 - - -

(Continua)
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Tabela 11 - Freqiiéncia alélica observada em cada loco nas populac¢des de H. stigonocarpa de Assis, SP (individuos

adultos) e de Itirapina, SP (genetes e rametes; genetes e progénies) (Continuagao)
Assis Itirapina
Locos Alelos Adultos Genetes e Genetes Progénies
Rametes

HC40 116 0,011 - - -
158 0,085 0,110 0,222 0,317
160 0,011 0,184 0,194 0,024
164 0,032 0,676 0,500 0,532
170 0,117 - - -
172 0,255 - - -
174 0,074 - - -
176 0,032 0,030 0,056 -
178 0,064 - - 0,016
182 0,181 - - -
184 - - - 0,008
190 0,043 - - -
192 0,021 - - -
194 - 0,038 0,194 0,103
196 0,032 - - -
198 0,043 - - -

HC42 112 - - - 0,099
116 0,435 0,816 0,750 0,430
128 0,207 - - -
130 0,152 - - -
132 0,043 0,051 0,056 0,261
134 0,033 - - 0,141
136 0,022 0,132 0,194 0,028
144 - - - 0,042
146 0,087 - - -
148 0,022 - - -

HC48 144 0,141 - - -
150 - - - 0,200
152 - 0,015 0,028 -
154 0,051 0,125 0,139 0,086
156 0,218 0,176 0,250 0,400
158 0,103 - - -
160 0,103 - - 0,014
164 0,141 0,213 0,111 -
166 0,013 0,037 0,028 0,014
168 0,038 0,368 0,361 0,279
170 0,064 0,066 0,083 0,007
174 0,090 - - -
178 0,013 - - -

184 0,026 - - -
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Tabela 11 - Freqiiéncia alélica observada em cada loco nas populac¢des de H. stigonocarpa de Assis, SP (individuos

adultos) e de Itirapina, SP (genetes e rametes; genetes € progénies) (Conclusdo)
Assis Itirapina
Locos Alelos Adultos Genetes e Genetes Progénies
Rametes

HC49 94 0,032 - - -
98 0,457 - - -
100 0,106 0,765 0,750 0,894
104 0,021 0,132 0,111 0,063
106 0,096 - - -
108 0,223 - - -
110 0,011 - - -
114 0,011 - - -
116 0,021 - - -
118 0,011 - - 0,021
120 0,011 0,103 0,139 0,021

N total de 76 34 34 40

5.5 Diversidade e heterogeneidade clonal

A diversidade clonal (DC) ou a proporcdo de genetes existentes e encontradas na
populagdo da EEI foi de 0,254. A heterogeneidade clonal (D*) para esta populacdo ou a maneira
como estd distribuida esta diversidade pelas linhagens clonais foi de 0,886, com D* maximo de
0,944. Por sua vez, na populacdo da EEA ndo foi encontrado nenhum individuo originado por
propagacdo assexuada, a diversidade clonal (DC) para 47 individuos amostrados foi de 1 e a
heterogeneidade clonal (D*) foi de 0,979, valor correspondente ao seu D* maximo.

Em ambas as populagdes a heterogeneidade clonal foi alta mostrando que os genétipos
encontram-se bem distribuidos nos diferentes sitios amostrados dentro das populag¢des. Contudo,
na populacdo da EEI apenas 25,4% dos individuos amostrados sdo responsaveis pela existéncia
da diversidade genética na drea.

A distancia média entre clones foi de 2,96 m, variando de 0,09 a 16,02 m. A Figura 15
demonstra a extensdo da propagacdo vegetativa, ou seja, o nimero de combinagdo entre pares de

clones alocados em 17 classes de distancias de 1 m.



75

MNumero de combinacées entre clones

o1 2 3 4 5 & 7 8 9% 10 11 12 13 14 15 16 17
Classzes de distincias (m)

Figura 15 - Nimero de combinagdes entre pares de clones alocados em 17 classes de distancias de 1 m, para os
individuos de H. stigonocarpa da Estagdo Ecoldgica de Itirapina, Itirapina-SP

5.6 Deteccio de gargalos genéticos

Na populacdo da EEI, para o conjunto de rametes e genetes, ndo foram detectadas
reducdes recentes no tamanho efetivo populacional. O Modelo de Passos de Mutagdo (SMM) e
Modelo de Duas Fases (TPM) convergiram para inexisténcia de gargalos genéticos. Através do
modelo SMM detectou-se quatro locos com deficiéncia de heterozigotos e trés com excesso,
enquanto o modelo TPM encontrou dois locos com deficiéncia de heterozigotos e cinco com

excesso (Tabela 12).
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Tabela 12 - Andlise de redugdes recentes no tamanho efetivo populacional para o conjunto de genetes e rametes de
H. stigonocarpa, na Estacdo Ecolégica de Itirapina, Itirapina-SP, a partir de oito locos SSR

Loco Observado TPM SMM
N k, H, Hq P -valor H,, P -valor

HS17 68 5 0,724 0,585 0,091 0,659 0,252
HS33 68 1 - - - - -
HS34 68 5 0,637 0,573 0,384 0,660 0,319
HS35 68 5 0,744 0,580 0,035 0,666 0,164
HS40 66 5 0,521 0,582 0,252 0,662 0,082
HS42 68 3 0,316 0,376 0,344 0,449 0,180
HS48 68 7 0,772 0,685 0,154 0,762 0,449
HS49 68 3 0,390 0,820 0,454 0,445 0,292

SMM = Modelo de Passos de Muta¢do; TPM = Modelo de Duas Fases; N = ndimero de individuos analisados; k, =
alelos analisados; H, = heterozigosidade esperada (NEI, 1978); H., = heterozigosidade esperada no
equilibrio de mutagdo-deriva

Na populacdo da EEI, analisando-se apenas os genetes, os resultados continuaram
apontando para inexisténcia de reducdes recentes no tamanho efetivo populacional. Mesmo com
mudancas nas freqiiéncias alélicas, o modelo SMM e o modelo TPM convergiram para a
inexisténcia de gargalos genéticos. O modelo SMM detectou cinco locos com deficiéncia de
heterozigotos e dois com excesso, enquanto o modelo TPM encontrou trés locos com deficiéncia

de heterozigotos e quatro com excesso (Tabela 13).
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Tabela 13 - Andlise de redugdes recentes no tamanho efetivo populacional para genetes de H. stigonocarpa, na
Estacdo Ecoldgica de Itirapina, Itirapina-SP, a partir de oito locos SSR

Loco Observado TPM SMM
N k, H, Heq P -valor H,, P -valor

HS17 18 5 0,779 0,653 0,046 0,702 0,095
HS33 18 1 - - - - -
HS34 18 5 0,632 0,656 0,330 0,704 0,159
HS35 18 5 0,784 0,646 0,029 0,705 0,086
HS40 18 5 0,678 0,650 0,486 0,703 0,293
HS42 18 3 0,408 0,449 0,360 0,493 0,231
HS48 18 7 0,789 0,762 0,408 0,800 0,328
HS49 18 3 0,417 0,441 0,394 0,494 0,257

SMM = Modelo de Passos de Mutac¢do; TPM = Modelo de Duas Fases; N = nimero de individuos analisados; k, =
alelos analisados; H, = heterozigosidade esperada (NEI, 1978); H,, = heterozigosidade esperada no
equilibrio de mutagdo-deriva

Nas progénies da EEI foram detectadas redugdes recentes no tamanho efetivo
populacional com o modelo SMM. Desta forma, através do modelo SMM foram detectados cinco
locos com excesso de heterozigotos e dois com deficiéncia. Com o modelo TPM, encontrou-se
quatro locos com deficiéncia de heterozigotos e trés com excesso. Através do teste Wilcoxon,
para o total de locos, 0 modelo SMM foi significativo (p = 0,020), enquanto o modelo TPM nio
foi significativo (p = 0,289) (Tabela 14).

Na populagdo da EEA foram detectadas reducdes recentes no tamanho efetivo
populacional com o modelo SMM. Desta forma, através do modelo SMM foram detectados seis
locos com excesso de heterozigotos e um com deficiéncia. Com o modelo TPM, encontrou-se
cinco locos com deficiéncia de heterozigotos e dois com excesso (Tabela 15). Através do teste
Wilcoxon para o total de locos, 0 modelo SMM foi significativo (p = 0,008), enquanto o modelo

TPM nio foi significativo (p = 0,148).
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Tabela 14 - Andlise de reducdes recentes no tamanho efetivo populacional para progénies de H. stigonocarpa, na
Estacdo Ecoldgica de Itirapina, Itirapina-SP, a partir de oito locos SSR

Loco Observado TPM SMM
N k, H, Heq P -valor H,, P -valor

HS17 70 5 0,521 0,575 0,261 0,661 0,079
HS33 70 1 - - - - -
HS34 71 6 0,505 0,634 0,139 0,720 0,016
HS35 70 6 0,755 0,643 0,108 0,716 0,327
HS40 63 6 0,610 0,647 0,285 0,723 0,071
HS42 71 6 0,721 0,641 0,255 0,718 0,438
HS48 70 7 0,720 0,691 0,472 0,761 0,184
HS49 71 4 0,197 0,484 0,065 0,581 0,007

SMM = Modelo de Passos de Mutac¢do; TPM = Modelo de Duas Fases; N = nimero de individuos analisados; k, =
alelos analisados; H, = heterozigosidade esperada (NEI, 1978); H,, = heterozigosidade esperada no
equilibrio de mutagdo-deriva

Tabela 15 - Andlise de reducdes recentes no tamanho efetivo populacional para genetes de H. stigonocarpa, na
Estacdo Ecoldgica e Floresta Estadual de Assis, Assis-SP, a partir de oito locos SSR

Observado TPM SMM
Loco
N k, H, Hq P -valor H, P -valor

HS17 47 9 0,704 0,777 0,123 0,825 0,009
HS33 47 1 - - - - -
HS34 47 11 0,786 0,819 0,210 0,862 0,010
HS35 46 9 0,719 0,775 0,177 0,826 0,024
HS40 46 14 0,869 0,866 0,491 0,895 0,127
HS42 46 8 0,742 0,745 0,383 0,801 0,096
HS48 39 12 0,879 0,846 0,113 0,877 0,453
HS49 47 11 0,726 0,820 0,052 0,860 0,003

SMM = Modelo de Passos de Muta¢do; TPM = Modelo de Duas Fases; N = nimero de individuos analisados; k, =
alelos analisados; H. = heterozigosidade esperada (NEI, 1978); H,, = heterozigosidade esperada no
equilibrio de mutagdo-deriva
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5.7 Estrutura genética espacial

Na populagdao da EEI foi detectada uma expressiva e significativa estrutura genética
espacial (EGE) para o conjunto de genetes e rametes analisados em cinco classes de distancia de

um metro (Figura 16). A estimativa do coeficiente de coancestria recente demonstra a existéncia

de possiveis irmaos clonais até 1 m de distancia (61\,: 0,35) e irmdos completos até 5 m de

distancia (éxy: 0,25). Com a remoc¢do dos rametes, ndo foi possivel se analisar a EGE dos

genetes na mesma escala devido a falta de individuos. Logo, numa distancia de até 5 m, a EGE

para genetes € inexistente.

Xy

-0.05 - 1 2 3 4 5
-0.1 -

Distancia (m)

Figura 16 - Correlograma do coeficiente de coancestria recente em cinco classes de distancia de 1 m, para individuos
de H. stigonocarpa da Estagdo Ecoldgica de Itirapina, Itirapina-SP

Para contornar o problema gerado pela falta de individuos, optou-se pela andlise da média

do coeficiente de coancestria recente entre todos os pares de genetes com o respectivo intervalo
de confianca de 95% dado pela média +1,96*E.P. Para os genetes, o HAX), médio foi de 0,118
(0,087-0,149) com os individuos relacionados no grau de meios irmdos (0,125), contrastando
com 0 HAX}, médio do conjunto de genetes e rametes que foi de 0,171 (0,163-0,179), valor

significativamente maior do que os dos genetes.

Para a populacdo da EEA, a estrutura genética espacial foi significativa até 750 m de

distancia, com individuos relacionados no grau de primos (éxy: 0,075) (Figura 17). A andlise da
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média do coeficiente de coancestria recente entre todos os pares de genetes com o respectivo

intervalo de confianca de 95% foi de 0,103 (0,095-0,111).

0.08 -
0.06 -

0.04 -

9 0.02 -

Xy

0

-0.02 4

-0.04 4

Distincia (m)

-0.06 -

Figura 17 - Correlograma do coeficiente de coancestria recente em nove classes de distdncia de 300 m, para
individuos de H. stigonocarpa da Estagio Ecoldgica de Itirapina, Itirapina-SP

5.8 Correcoes do indice de fixaciao para o efeito Wahlund

A populacdo da EEI tanto para o conjunto de genetes e rametes, como para genetes,
apresentou indices de fixacdo negativos, ndo havendo como corrigir estes indices pela
inexisténcia de endogamia. Outro resultado foi a inexisténcia de estrutura genética espacial para
os genetes da EEI. Por outro lado, a populacdo da EEA apresentou um elevado indice de fixacdo
(fi = 0,177) e EGE (6,,=0,075). Desta forma, o novo indice de fixa¢ao corrigido (f,), foi de 0,110,

demonstrando que 35% do valor do indice de fixacdo era devido ao efeito Wahlund.

5.9 Tamanho efetivo populacional e area minima viavel para conservacao

Os tamanhos efetivos populacionais (V) para H. stigonocarpa nas populacdes da EEI e

da EEA estimados com base em Crossa e Vencovsky (1999), N, = Nf , foi de 68 para genetes
1+

e rametes da EEI, 18 para os genetes da EEI e 40 para a EEA. Como ndo hd endogamia na

A

populacio da EEI o N, foi igual ao N (niimero de individuos encontrados), demonstrando que a
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amostragem de rametes na populac@o ocasionou um valor superestimado do tamanho efetivo. Na

populacdo da EEA houve uma reducio de 14,9% no tamanho efetivo devido ao elevado valor do

A

Utilizando-se estes tamanhos efetivos estimados com base em Crossa e Vencovsky

(1999), a drea minima vidvel (AMV) para conservacdo genética in situ para EEA e para EEI

encontram-se na Tabela 16. Independente do tamanho efetivo de referéncia, a AMYV da EEI foi

subestimada quando comparado o conjunto de genetes e rametes com apenas os genetes, devido a

uma superestimativa na densidade e N, do conjunto de genetes e rametes.

Tabela 16 - Estimativas da drea minima vidvel (AMV) para conservacdo genética in situ para EEA e para EEI, SP

Populacao n ]\Af . d AE (ha) Al\(’:l‘;;ooo Al:;[l;’)soo A?::;SO
Itirapina
Genetes e rametes 68 68 0,100 2.300 10.000 5.000 500
Genetes 18 18 0,027 2.300 37.037 18.519 1.852
Assis
Genetes 47 40 0,100 4.480 11.764 5.882 588

n : tamanho amostral; /N, : Tamanho efetivo populacional; d : densidade populacional em plantas por ha; AE : drea
atual estimada de cada fragmento; AMV o: drea necessdria para reter N e(ref) = 1000; AMV5q: area

necessdria para reter N
e Vencovsky (1999)

=500; AMVs5: drea necessdria para reter [N =50, com base em Crossa

e(ref) e(ref)

Como existe coancestria entre individuos dentro das populagdes da EEI e da EEA,

calculou-se também o tamanho efetivo populacional utilizando-se como base a expressdao

2
apresentada por em Sebbenn e Seoane (2005): ]\76 = ( 0,51

1+ 7)0.5n+ >0,

obtidos foram de 12 para o conjunto de genetes e rametes para a EEI, 10 para os genetes da EEI e

) Os valores

14 para a EEA. A partir destes tamanhos efetivos e considerando o coeficiente de coancestria

recente, a drea minima vidvel (AMV ) para conservacdo genética in situ para EEA e para EEI

encontram-se na Tabela 17.
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Tabela 17 - Estimativas da drea minima vidvel (AMV) para conservacdo genética in situ para EEA e para EEI, SP

Populacio n N . d AE (ha) Al\&:;ooo Al:fl;’)soo A?l’ll:;so
Itirapina
Genetes e rametes 68 12 0,100 2.300 56.818 28.409 2.841
Genetes 18 10 0,027 2.300 66.667 33.333 3.333
Assis
Genetes 47 14 0,100 4.480 33.670 16.835 1.684

n : tamanho amostral; ]\7 , - Tamanho efetivo populacional; d : densidade populacional em plantas por ha; AE: drea

atual estimada de cada fragmento; AMV o: drea necesséria para reter N = 1000; AMV5q: drea

e(ref)

necessdria para reter N = 500; AMVsy,: 4rea necessdria para reter N e(ref) = 50, considerando o

e(ref)
coeficiente de coancestria, de acordo com Sebbenn e Seoane (2005)

5.10 Fluxo génico contemporaneo

Apbs a discriminagdo clonal, constatou-se que quatro individuos dos quais foram
coletados frutos (adultos 1, 4, 5 e 6) pertencem a um Unico genete, individuo 1 da reboleira 1 que
produziu um total de 68 sementes, as outras trés sementes analisadas foram do adulto 10 que se
encontrava isolado. Das 71 sementes coletadas diretamente das matrizes e analisadas, 41
(57,54%) tiveram doadores de pdlen presentes na drea amostrada e 6 (8,50%) foram geradas por
autofecundacdo. Dos 18 genetes presentes na drea, 13 (72%) contribuiram com pdlen. Houve
dominancia de doadores de pdlen produzindo em média 3 filhos por matriz, variando de 1 a 11
filhos. A distancia média de polinizac¢io foi de 2.325 m variando de 0,35 m a 3.570 m. O maior
numero de encontros entre uma tnica matriz € um unico doador de pdlen foram 11 com 3.570 m
de distancia. O tamanho efetivo de vizinhanca de polinizacao foi de 1.283 ha.

Devido ao baixo poder de exclusdo relacionado apenas com o primeiro parental (80%) ou
com o segundo parental (94%), as sementes que se encontravam depositadas no chdo do ponto de
coleta 1 (reboleira) ndo foram analisadas devido ao grande erro associado com a andlise de

paternidade.
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5.11 Fluxo génico realizado

Todos os estimadores utilizados apresentaram alta e significativa divergéncia genética e
um fluxo génico realizado quase inexistente entre a populacdo da EEI e da EEA (Tabelas 18 e
19). Todos os estimadores utilizados também apresentaram um aumento na divergéncia genética
quando clones estavam inseridos na populagdo da EEI e desta forma o fluxo génico realizado

ficou ainda mais reduzido. O valor do G, ' foi o maior entre os estimadores utilizados e também

0 que apresentou maior oscilacdo quando foram realizadas as andlises entre populacdes com e
sem clones. O valor do Rgr foi o segundo maior entre os estimadores utilizados e apresentou a

menor oscilagdo quando foram realizadas as anélises entre populacdes com e sem clones.

Tabela 18- Divergéncia genética e fluxo génico realizado entre EEI (genetes) e EEA

Fyr 9 Gsr Gsr Ryr

P

0,283 0,283 0,171 0,446 0,327
Nm 0,158 0,158 0,303 0,078 0,129

Tabela 19 - Divergéncia genética e fluxo génico realizado entre EEI (rametes e genetes) e EEA

Fr 0, Gsr G’sr Rgr

0,327 0,327 0,191 0,755 0,332

Nm 0,129 0,129 0,265 0,020 0,126

5.12 Diversidade de marcadores cloroplastidiais

Para os cinco pares de marcadores cpDNA a populacio da EEI apresentou a amplificagdo
de um tunico fragmento e conseqiientemente obteve-se um tnico haplétipo, demonstrando que foi
fundada por uma unica linhagem materna. A populagdo da EEA apresentou a amplificacdo de

onze fragmentos e houve a formagdo de seis haplétipos (77, = 6) com uma diversidade
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haplotipica (ﬁ: 0,667+0,094) moderada (Tabela 20), demonstrando que a da EEA foi fundada
por um numero pequeno de linhagens maternas. Foram encontrados cinco haplétipos privados na
populagdo da EEA. O niimero efetivo de haplétipos (7, = 2,965) foi praticamente metade do
numero total de haplétipos (Tabela 20). A heterogeneidade das freqiiéncias dos haplétipos foi que

contribuiu para a baixa estimativa do 7n, (Figura 18).

Tabela 20 - Estimativa de parametros de diversidade genética para haplétipos cloroplastidiais

Populacao ﬁh ﬁe n p n » / ﬁh f;
EEI 1 1 0 0 -
EEA 6 2,965 5 83% 0,667

A

n, = nimero de haplétipos; ﬁe= nimero efetivo de haplétipos por loco; 7 ,= numero de haplétipos privados;

n » / n ,» = propor¢do de haplétipos privados, h = diversidade haplotipica

-
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Figura 18 - Freqiiéncias dos diferentes haplétipos da populagdo da EEA, Assis-SP

A andlise de estrutura genética espacial dos haplétipos na populacdo EEA utilizando o /
de Moran revelou que a maior concentracdo de haplétipos semelhantes encontra-se num raio de
25 m e esta semelhanca tende a diminuir gradualmente até os 75 m, com a completa ausé€ncia de
EGE aos 100 m (Figura 19). Numa escala menos refinada, com classes de distancia de 250, 750,
1500 e 3000 m, o indice demonstra que o limite da EGE obteve valor mdximo de um e foi aos

750 m (Figura 20).
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Figura 19 - Correlograma do 7 de Moran pela distancia dos haplétipos na Estacdo Ecoldgica de Assis, Assis-SP
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Figura 20 - Correlograma do I de Moran pela distincia dos haplétipos na Estacdo Ecoldgica de Assis, Assis-SP
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6 DISCUSSAO

6.1 Aspectos demograficos

As dreas do presente estudo representam dois padrdes fitogeogréficos distintos de
remanescentes de Cerrado no Estado de Sao Paulo. A Estacdo Ecoldgica de Assis (EEA), situada
ao leste do Estado, apresenta uma fisionomia de cerraddo e ec6tono entre Cerrado e Floresta
Estacional Semidecidual. Por sua vez, a Estacdo Ecoldgica de Itirapina (EEA), situada ao limite
oeste do Cerrado no Estado, apresenta a fisionomia de cerrado aberto. Nessas duas dreas os
individuos da espécie em estudo encontravam-se agregados e a distribuicdo dos conjuntos desses
individuos (pontos) ocorreu de maneira aleatéria na EEI e uniforme na EEA. Segundo Durigan et
al. (2003), os padroes de distribuicdo em grandes escalas, neste caso referindo-se a distribui¢do
espacial dos pontos, podem estar relacionados a fatores como fertilidade dos solos e condigdes
climdticas. Sendo assim, a distribui¢cdo nao agregada dos pontos pelas dreas da EEA e da EEI
sugere nao haver um diferencial para germinagdo ou estabelecimento de plantulas de acordo com
o tipo de solo. Tendo em vista que a EEI € na sua maior parte composta por Neossolos arenosos
bem drenados (SILVA, 2005), e a EEA é composta por dois tipos de solo que apresentam
caracteristicas similares de baixa fertilidade e com pouca reten¢do hidrica, essa aparente
homogeneidade de solos, nas duas dreas, ndo conduziu a uma distribui¢do agregada dos pontos.

Contrariamente aos resultados obtidos para os pontos, em ambas as dreas a distribui¢do
espacial dos individuos de H. stigonocarpa ocorreu de maneira agregada. Esse resultado
corrobora com outros estudos realizados em formagdes savanicas, inclusive no Cerrado
brasileiro, onde a maioria das espécies apresentou uma distribui¢do espacial agregada (LIMA-
RIBEIRO; PRADO, 2007). Segundo Condit et al. (2000), a maioria das espécies vegetais
tropicais ocorre de forma agregada e essa agregacdo pode ser causada, em parte, pela dispersdao
restrita de sementes, fatores edaficos ou ainda por propagacdo vegetativa. Com a utilizacdo de
marcadores microssatélites, nucleares e cloroplastidiais, e com a andlise da estrutura genética
espacial foi possivel apontar que a dispersao restrita de sementes foi a principal responsavel pela
agregacao de individuos na EEA e na EEIL

Numa escala ainda mais refinada, utilizando apenas marcadores microssatélites nucleares,
descobriu-se ainda que a alta agregacdo de individuos na EEI foi devida principalmente a

propagacdo vegetativa, na qual dos 68 individuos analisados apenas 18 eram genetes. Segundo
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Bulhao e Figueiredo (2002), a propagacdo vegetativa ocorre em poucas espécies leguminosas que
exibem raizes diagravitropicas que crescem paralelamente a superficie do solo, como no caso de
H. stigonocarpa. Appezzato-Da-Gléria' (comunicacio pessoal), utilizando técnicas de escavagdo
realizadas na EEI, com os mesmos individuos de H. stigonocarpa do presente estudo, observou
que individuos dentro das reboleiras apresentavam-se conectados através de raizes (Figura 21).
Assim, a sobrevivéncia da espécie, aparentemente, além de depender da producdo regular de
sementes, germinacdo e estabelecimento de plantulas, tem a vantagem de estabelecer-se por

propagacdo vegetativa.

Figura 21 - Individuos de H. stigonocarpa com o sistema subterrdneo exposto apds a escavagdo na EEI. Detalhe do
sistema subterraneo espessado, em posi¢do horizontal ao solo, com um ramete originado a partir do
sistema subterraneo. Fonte: Beatriz Appezzato-Da-Gldria,2008

N ~

A alta agregacdo de individuos devido a propagacdo vegetativa no Cerrado estd,
provavelmente, associada ao modo de regeneracdo dos individuos apds incéndios ou cortes.
Ressalta-se que a maioria das espécies de Cerrado pode regenerar-se facilmente por brotacdo de

estruturas subterraneas, muitas vezes gerando vdrios individuos geneticamente idénticos, a partir
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de um tnico individuo pré-existente (DURIGAN et al., 2002), fato possivelmente ocorrido nos
individuos de H. stigonocarpa da populagdo da EEI.

Lewinsohn (1980) e, Bulhdo e Figueiredo (2002) ja haviam constatado que H.
stigonocarpa apresenta brotamento nas raizes nos meses subseqiientes a injuria, evidenciando a
propagacdo vegetativa. Considerando-se o historico de perturbagcdes ambientais ocorridas na drea
da EEI, como o registro de ao menos dez incéndios ocorridos entre os anos de 1998 e 2007
(MOTTA-JUNIOR; GRANZINOLLI; DEVELEY, 2008), sendo alguns consecutivos e de
grandes proporcdes, além de severas geadas (MIRANDA-MELO, 2004), acredita-se na hipdtese
de uma relagdo direta entre a ocorréncia de rebrota de propagacido vegetativa, a partir de raizes
em individuos de H. stigonocarpa, a ocorréncia destes distirbios. Mais um indicio dessa relagio
deve-se ao fato de ndo haver individuos clonais na populacdo da EEA, protegida da a¢do do fogo
desde a sua criacdo em 1962.

Outras questdes relacionadas entre a propagacdo vegetativa que ocorre na EEI e a sua ndo
ocorréncia na EEA sdo as diferentes formas fisiondmicas de Cerrado que refletem em diferentes
composicdes de material combustivel e, conseqiientemente, no regime de queimadas. Na
fisionomia de campo cerrado, da EEI, o material combustivel corresponde as espécies de
gramineas, que secam facilmente ao sol e no periodo de seca. No entanto, no cerraddo, fisionomia
tipica da EEA, as copas das arvores proporcionam um microclima desfavoravel ao fogo, uma vez
que o aumento das espécies lenhosas aumenta a cobertura do solo, o que reduz o risco de
incéndio (MIRANDA; BUSTAMANTE; MIRANDA, 2002; EITEN; SAMBUICHI, 1996). Desta
maneira, o fogo tem um importante efeito na demografia de plantas lenhosas do Cerrado através
do seu impacto na sobrevivéncia, no crescimento e na morte de biomassa aérea (HOFFMANN;
SOLBRIG, 2003). Esse tipo de perturbacio reduz a dominancia de plantas estabelecidas, aumenta
o estabelecimento e crescimento de plantulas, diminui a taxa de recrutamento, aumenta a
mortalidade de plantas juvenis (HOFFMANN, 1998) e provoca maior perda nutricional do solo
(COUTINHO, 1990).

As ocorréncias de fogo e fortes geadas na drea da EEI podem ter ocasionado a redugdo ou
a morte da parte aérea dos individuos, influenciando no porte reduzido e homogéneo de altura e
de diametro desses, quando comparados aos da populacio da EEA, com valores
significativamente maiores e heterogéneos. Considerando que a ocorréncia de fogo eventual tem

sido referida como normal, principalmente no cerrado tipico, pode-se considerar estes resultados
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obtidos como passivelmente extrapoldveis para outros locais. Em tema, merece melhor
investigacdo e aprofundamento. Além disso, os tamanhos maximos para altura e CAB dos
individuos da EEI foram muito menores daqueles encontrados para a média da espécie
(CARVALHO, 2007). Resultados similares foram encontrados na EEI para Caryocar brasiliense
e Diospyros hispida (IBANES et al., 2008). Esses resultados estdo provavelmente relacionados
com restricoes eddficas encontradas na EEI, que € formada por Neossolos arenosos,
nutricionalmente pobres (SILVA, 2005).

Apesar de desconhecer a natureza de ligagdo dos marcadores moleculares com as
caracteristicas fenotipicas, ndo se pode descartar a hipotese que a baixa diversidade genética e a
presenca de um tnico haplétipo tenham influenciado no porte homogéneo dos individuos da EEI,
ao contrdrio da EEA onde os individuos apresentaram heterogeneidade no porte, possivelmente

associado com uma alta diversidade genética e haplotipica.

6.2 Transferibilidade dos locos microssatélites e propagacao vegetativa

Ao comparar a média de alelos por loco (EEI adultos = 4,71 e progénies = 5,71 e EEA =
10,71) com outros trabalhos desenvolvidos em Hymenaea courbaril, ou seja, com a espécie para
a qual os marcadores microssatélites nucleares foram desenvolvidos, Toledo (2005), Castellen
(2005) e Guidugli (2007) obtiveram uma média de alelos de 6,38, 9,50 e 9,32, respectivamente.
Desta forma, nota-se que a transferibilidade dos locos para H. stigonocarpa ndo reduziu o
numero de alelos por loco, efeito comum causado pela transferéncia de locos microssatélites
(SANTOS et al.,, 2007). Os locos microssatélites nucleares utilizados no presente estudo
mostraram-se eficientes para avaliar a diversidade genética das populacdes, a detecg@o de clones,
assim como para se avaliar o fluxo génico contemporaneo baseado em anélise de paternidade.

O sucesso da transferéncia dos locos microssatélites e o auxilio do programa
computacional GenClone para espécies clonais foram fundamentais para avaliar a ocorréncia de
clones nas populacdes de H. stigonocarpa. Foi possivel observar um poder de exclusdo para
identidade clonal de 99,99% e, desta forma, detectou-se com precisdo a presenca de clones na
populacdo da EEI. Os resultados constataram que dos 68 individuos da populagcdo da EEI, apenas
18 gendtipos foram geneticamente diferentes (genetes). Estes avangos metodoldgicos eliminaram

a necessidade de esforcos amostrais de campo, uma vez que existe grande dificuldade de se
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realizar escavagdes em maiores distancias, como por exemplo, a distdncia médxima encontrada
entre pares de clones neste estudo (16,02 m), além de minimizar impactos na vegetacdo causados
pelas escavagoes.

Os resultados deste estudo corroboram com os descritos por Defavari et al. (2007) e
Lewinsohn (1980) que evidenciaram a ocorréncia de propagagdo vegetativa em H. stigonocarpa
no Estado de Sdo Paulo. Em relagdo a extensdo da propagagdo vegetativa obtida na EEI, a média
foi de 2,96 m, sendo que 97,27 % das combinagdes entre pares de clones estavam a menos de 6

m. Vale ressaltar que a andlise da estrutura genética espacial detectou elevada coancestria em até
5 m de distancia, com possiveis irmaos-clonais at¢ 1 m (0)@: 0,35), classe de distancia que

alocou a maior quantidade de pares de clones. A deteccdo de elevada coancestria a curtas
distancias € um possivel indicio da existéncia de propagagdo vegetativa, revelando-se uma andlise
util para estudos que abordem a relacdo de parentesco entre individuos, neste caso, de irmaos-
clonais.

Um dos aspectos positivos que podem ser relacionados com a propagacdo vegetativa € a
presenca de rametes oriundos do sistema subterraneo que podem conferir eficiéncia a reproducao
de H. stigonocarpa. Isto porque os rametes permitem que a espécie colonize localmente a drea
através de genétipos adaptados (ERIKSSON, 1993), o que parece ser o caso da populagdo da
EEI, onde houve predominancia de individuos heterozigédticos, baixa diversidade clonal e alta
heterogeneidade entre pontos. Além dessa caracteristica, também héd a possibilidade de maior
producdo de sementes por genotipo. Essa hipotese € aceitavel quando todos os rametes produzem
sementes na mesma época reprodutiva, desta forma, competindo vantajosamente pela ocupagdo
de novos habitats.

Entretanto, ndo se podem descartar os aspectos negativos gerados pela propagacdo
vegetativa. Estudos tedricos (SILVERTOWN, 2008) apontam que clones que atingem a
maturidade reprodutiva ocasionam mudancas nos padrdoes de biologia reprodutiva e, por
conseqii€ncia, na diversidade genética das populagdes. Essas mudangas na diversidade genética
podem ser expressas em aumentos na taxa de endogamia, devido ao cruzamento entre
aparentados ou as autofecundacdes entre diferentes rametes de um genete, desde que haja
compatibilidade genética.

As autofecundagdes parecem ser uma das possiveis causas da baixa produgao de sementes

de H. stigonocarpa na EEI, devido ao sistema de auto-incompatibilidade pds-zigética (GIBBS;
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OLIVEIRA; BIANCHI, 1999) que causa abortos de 6vulos autopolinizados. Isto porque existe
um grande nimero de rametes potencialmente reprodutivos na drea de estudo, em relacdo a uma
menor quantidade de genetes fornecedores de pdlen intraespecifico compativel. Contudo, parece
ndo haver atuacdo de um sistema de auto-incompatibilidade nas populacdes estudadas de H.
stigognocarpa, uma vez que o resultado do teste de paternidade demonstrou a presenga de 8,5%
das sementes originadas por autofecundagdo, resultado condizente ao encontrado por Moraes,
Kageyama e Sebbenn (2007). Porém, para a confirmagdo desta hipétese de baixa producdo de
frutos, ocasionada por um sistema de auto-incompatibilidade, seriam necessdrias observagoes
diretas do nimero de flores presentes em cada drvore, do nimero de plantas polinizadas e do

numero final de sementes geradas.
6.3 Diversidade genética, estrutura genética espacial e parametros afins

Na populagdo da EEI a tnica estimativa de diversidade genética que nao foi influenciada
pela presenca da propagacao vegetativa foi o niimero de alelos na populagdo. Portanto, o presente
estudo corrobora com estudos tedricos, os quais confirmam que: o aumento da assexualidade,
quando existem clones heterozigéticos, promove um aumento na heterozigosidade média, e, com
isso, varios indices de diversidade genética e outros derivados a partir deles sdo superestimados
(ARNAUD-HAOND; BELKHIR, 2007; BALLOUX; LEHMANN, 2003). Desta forma, todas as
discussdes comparativas deste estudo foram baseadas nas estimativas de diversidade genética
obtidas, desconsiderando os individuos clonais, sendo realizadas apenas para os genetes.

O numero médio de alelos por loco foi inferior ao obtido por Moraes, Kageyama e
Sebbenn (2007) para adultos (A =7,00) e para progé€nies (A = 11,67) em duas populagdes de H.
stigonocarpa do Mato Grosso do Sul, e por Ciampi et al. (2008) em populac¢des nos Estados da
Bahia e Minas Gerais (A = 6,43). O loco HC33 ndo apresentou variacdo nas duas populacoes
(EEA e EEI) de H. stigonocarpa, mas foi mantido por ter-se apresentado como polimérfico nos

trabalhos de Moraes, Kageyama e Sebbenn (2007) e Ciampi et al. (2008).

Para a populagdao da EEI, a heterozigosidade esperada (H ., = 0,560) foi inferior a da
populacdo da EEA (H . = 0,784) e as daquelas populagdes estudadas por Moraes, Kageyama e

Sebbenn (2007) (I:I . =0,633). Por sua vez, o indice de fixac¢do da populacdo da EEI ( f =-0,041),
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foi significativamente negativo, contrastando com os valores positivos e significativos da EEA
( f =0,177) e das populacdes estudadas por Moraes, Kageyama e Sebbenn (2007) ( f =0,301).

Essa baixa heterozigosidade esperada no modelo equilibrio de Hardy-Weinberg, associada a um
indice de fixacdo negativo na populacdo EEI, sugere um recente efeito gargalo ou ainda a
possibilidade de um efeito fundador. Um recente efeito gargalo ndo foi confirmado pela andlise

gerada pelo programa BOTTLENECK (PIRY et al., 1999), na qual dois dos oito locos

polimorficos apresentaram H, >H . Segundo Piry et al. (1999), quando H, > H,, hé indicios

de que ocorreu deriva devido a redu¢@o populacional. Populacdes que tiveram redugdes recentes
no tamanho efetivo exibem uma redu¢do do nimero de alelos e da heterozigosidade nos locos
polimérficos. Sendo que a reducd@o no numero de alelos ocorre mais rapidamente do que a

redugdona H,.

Apesar do programa BOTTLENECK (PIRY et al., 1999) ndo apontar para a ocorréncia de
gargalos recentes na populacdo, um efeito fundador deve ter ocorrido nesta populacdo hd mais de
cinco geracdes. Isto porque o limite do modelo para detec¢do de gargalos pelo programa
BOTTLENECK (PIRY et al., 1999) ¢ menor do que cinco geracdes. Além disso, os dados de
diversidade haplotipica demonstram a existéncia de um unico haplétipo (linhagem materna) para
a populagdo e baixa diversidade genética utilizando marcadores nucleares. Ramos et al. (2007),
utilizando marcadores cloroplastidiais, revelaram em uma populacdo proxima da EEI a
dominancia de um tnico haplétipo (linhagem materna), fato que corrobora com a hipétese para o
efeito fundador na EEI: colonizac¢do de propagulos gerados por mdes com a mesma ascendéncia.

Os resultados obtidos para a populagdo da EEA, utilizando o programa BOTTLENECK
(PIRY et al., 1999), nao foram conclusivos, uma vez que houve divergéncia entre os modelos
TPM e SMM. Um ntiimero maior de locos, aproximadamente 20, deveria ser utilizado para a
obtencdo de um resultado conclusivo. Contudo, sugere-se que a populacdo da EEA ndo tenha
passado por gargalos genéticos recentes ou efeito fundador, por apresentar diversidade
haplotipica e alto numero de alelos com base nos locos microssatélites nucleares.

O indice de fixacdo, positivo e significativo, obtido para a populacio da EEA foi
ocasionado por uma significativa estrutura genética espacial de até 750 m de distancia, que gera o
efeito Wahlund. O Efeito Wahlund mede o grau de subdivisdo da populacdo como um todo, e
tende a reduzir a freqiiéncia de heterozigotos (FUTUYMA, 1992). Resultados similares foram
obtidos por Moraes, Kageyam e Sebbenn (2007), que estimaram uma EGE até 500 m de
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distancia. Segundo esses autores, a EGE aliada a uma alta quantidade de irmaos-completos
produzidos por endocruzamentos nas populagdes ocasiona o alto e significativo indice de fixagao.
No presente estudo foi possivel afirmar que a EGE na populacdo da EEA foi causada por uma
dispersdo restrita de sementes e ndo por uma dispersdo restrita de pdlen, isto porque a EGE
também foi avaliada com marcadores cloroplastidiais que se revelou positiva e significativa até
750 m de distancia.

Com a estimativa da EGE para populacdo da EEA foi possivel corrigir o indice de fixagao
para separar o efeito Wahlund de uma estimativa mais aproximada com a endogamia gerada pelo
sistema reprodutivo. Desta forma, o novo indice de fixacdo corrigido (f,) foi de 0,110,
demonstrando que 35% do valor do indice foi causado pelo efeito Wahlund. Mesmo assim, o
valor foi alto e significativo, indicando que a populacdo analisada pode ter sido originada por
endocruzamentos, como demonstrado por Moraes, Kageyama e Sebbenn (2007) para duas
populacdes de H. stigonocarpa no Mato Grosso do Sul.

Contrastando com a populacido da EEA, a da EEI s6 apresentou uma EGE significativa na
presenca dos clones. Para os genetes, a EGE foi inexistente devido ao baixo nimero de
individuos disponiveis, e por estes encontrarem-se distribuidos aleatoriamente pela EEIL. Contudo,
a coancestria calculada para os 18 genetes foi alta e significativa, com grau de parentesco
aproximado de meios-irmaos. A magnitude da coancestria total calculada foi importante para os
calculos relacionados com tamanho efetivo populacional e drea minima vidvel para conservacao
de caracteres quantitativos. Pois, desconhecendo-se a coancestria entre individuos dentro de uma
populacdo, pode-se superestimar o tamanho efetivo e subestimar a drea minima vidvel
(SEBBENN; SEOANE, 2005).

Tanto para a populacdo da EEA quanto para a da EEI, o tamanho efetivo foi insuficiente
para manter a endogamia estdvel em curto prazo, de até dez geracdes (FRANKEL; SOULE,
1981). O valor baixo do tamanho efetivo deve-se principalmente a uma alta coancestria entre os
individuos e ndo necessariamente uma alta endogamia, fato confirmado pela populacdo da EEI,
que apresentou auséncia de endogamia, mas alta coancestria. A drea minima vidvel para
conservacao revelou que as Unidades de Conservacdo EEI e EEA apresentam &rea insuficiente
para manter uma populacdo minima vidvel (médio prazo). Uma das principais razdes para as
AMVs serem maiores do que as dreas das Estagdes Ecoldgicas foi a reduzida densidade de

individuos por hectare, associada a um baixo tamanho efetivo. Além disso, ndo se pode descartar
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a hipétese de que a raridade dos individuos nas populacdes da EEI e da EEA deva estar
relacionada com a localizacdo das areas, que sdo proximas ao limite austral do Cerrado e num

ambiente desfavoravel ao seu desenvolvimento.

6.4 Fluxo génico contemporaneo via pélen

O célculo da AMV demonstrou que a EEI e a EEA possuem dreas insuficientes para
conservacao de H. stigonocarpa e o calculo da drea efetiva de vizinhanca para polinizacdo na EEI
evidenciou que cada arvore matriz utilizou 1283 ha para a polinizacdo, quase a metade do
tamanho da EEI. A distncia de polinizacdo média encontrada foi de 2325 m, o que demonstra
que 44% dos doadores de pdlen estdo fora da drea de estudo (680 ha dentro da EEI). Logo, os
possiveis doadores podem estar protegidos na EEI ao redor da area de estudo, mas segundo
Tarazi (comunicac@o pessoal), em estudos no restante da EEI ndo foram observados individuos
de H. stigonocarpa. O mesmo pode ser dito em relagdo a presenca de individuos de H.
stigonocarpa numa drea anexa a EEI, onde Durigan et al. (2002), num levantamento
fitossocioldgico, ndo registraram a presenca de individuos nessa drea. A ultima e mais provavel
possibilidade, porém preocupante, € a de que os possiveis doadores devem estar desprotegidos
em fragmentos com menos de 10 ha no entorno da EEI, demonstrando assim a necessidade
imediata do Estado em adquirir dreas anexas a EEI para proteger a H. stigonocarpa da extin¢ao
gerada pela acdo antrOpica, assim como outras espécies que podem se encontrar em igual
situacdo.

Outro dado preocupante gerado pela andlise de paternidade foi o da dominéncia de
doadores de pdlen. Essa dominancia eleva a coancestria dos futuros propdgulos que irdo fixar-se
dentro da EEI, reduzindo ainda mais o tamanho efetivo da populagdao e provocando futuros
gargalos genéticos (ALDRICH; HAMRICK, 1998; BITTENCOURT; SEBBENN, 2007). Além
disso, a dominancia de doadores de pélen aumenta a probabilidade de futuros individuos gerarem
cruzamentos correlacionados e entre aparentados, como foi observado nas populagdes estudadas

por Moraes, Kageyama e Sebbenn (2007).
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6.5 Implicacoes para conservacao

A alta divergéncia genética encontrada entre as populacdes da EEA e da EEI,
independentemente do parametro utilizado, demonstrou que essas populacdes devem ser tratadas
como Unidades Significativas Evolutivas (USE) e como Unidades Independentes para o Manejo

(UIM). Essas designac¢des implicam que, apesar da EEA e da EEI possuirem um N,e uma

AMYV insuficientes para manter estdvel a endogamia local de H. stigonocarpa em médio prazo, a
localizagdo especifica das duas unidades de conservagdo permitiu englobar reservatorios génicos
distintos, importantes para dar inicio a uma conservacao evolutivo-adaptativa (CEA) (FRAZER;
BERNATCHEZ, 2001). Entre os aspectos importantes de designar uma USE, seria a necessidade
de conservacdo e monitoramento dos caracteres evolutivos dentro de diferentes reservatorios
génicos espalhados numa macro ou mesoregiao (FRASER; BERNATCHEZ, 2001). Desta forma,
assumem-se formas independentes para o manejo e conservacdo de cada populacido, sem
interferir em aspectos evolutivos de cardter regional, como na adaptabilidade local (PALSBOLL;
BERUBE; ALLENDOREF, 2007). Assim, programas visando a restauracdo florestal ou o
melhoramento de H. stigonocarpa devem contemplar os gendtipos de cada USE para que ndo
sejam comprometidos no futuro com uma falta de adaptacdo local (CAMPBELL; 1979;
BOWER; AITKEN, 2008; MCKAY et al., 2005).

Vale ressaltar que a diversidade genética e o potencial evolutivo devem ser mantidos em
cada USE. Logo, para fins de conservacao in situ e ex situ nas populagdes analisadas, a coleta de
sementes deve obedecer a uma distancia minima de 750 m quando os individuos nio estiverem
dispostos em reboleiras. Entretanto, quando os individuos estiverem em reboleiras, deve-se optar
pela coleta de sementes de apenas um individuo por reboleira a fim de maximizar a diversidade
alélica, caracter importante para bancos de germoplasma, pois, amostrando-se individuos ndo
aparentados, reduzem-se os efeitos futuros gerados pela depressdao endogamica. Contudo, por
causa da baixa densidade de individuos na EEA e na EEI, a coleta de sementes, que deveria
respeitar uma distancia minima de 750 m entre matrizes e realizar-se a partir de pelo menos doze
matrizes ndo-endogamicas e ndo-aparentadas, torna-se invidvel (VENCOVSKY, 1987). Para
esses casos, seria necessdrio coletar sementes de matrizes que estivessem localizadas em dreas de
reserva legal (RL) ou em dreas de protecdo permanente (APP) no entorno das unidades de
conservacao em estudo. Assim, isso demonstra a importancia da manutengdo das RLs e APPs na

conservacao da H. stigonocarpa e de outras espécies do Cerrado.
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7 CONCLUSOES

A transferéncia de primers microssatélites de H. courbaril para Hymenaea stigonocarpa
permitiu a amplificagdo de produtos sem reducdo da diversidade alélica, demonstrando sua
utilidade em andlises de estrutura genética e paternidade para demais populacdes de H.
stigonocarpa.

A transferéncia de primers cloroplastidiais universais para Hymenaea stigonocarpa
permitiu a amplificacdo de vdrios hapldtipos em uma tnica populacdo, mostrando-se ttil para
estudos de aspectos filogeograficos e de andlise da estrutura genética espacial (EGE).

A EGE nas populagdes estudadas foi influenciada principalmente pela dispersdo restrita
de sementes e, especificamente, pela propagacao vegetativa na EEIL

A ocorréncia de propagacdo vegetativa nos individuos de Hymenaea stigonocarpa da EEI,
cerrado tipico onde ocorre fogo, pode explicar a sua ndo ocorréncia na EEA, cuja fisiomonia € o
cerraddo, onde o fogo € muito raro.

Os dados de estrutura genética foram influenciados pela propagacdo vegetativa na EEI,
demonstrando a necessidade de identificacdo de clones, para que as estimativas ndo apresentem
erros devido a duplicidade de gendtipos na amostra.

Em decorréncia de um fluxo génico restrito via sementes e da grande distancia geografica
entre as duas populacdes, a divergéncia genética entre as mesmas foi alta, fazendo com que cada
populacdo fosse considerada uma Unidade Independente para o Manejo (UIM) e, ao mesmo
tempo, uma Unidade Evolutiva Significativa (USE).

A EEA e a EEI apresentaram um tamanho efetivo (N,) e uma 4rea minima vidvel
(AMYV ) insuficientes para manter estdvel a endogamia local de H. stigonocarpa em médio prazo.
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