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RESUMO

FERNANDES, Rogério Carvalho. Diversidade e estrutura genética em
populacoes naturais de pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.) no Norte de
Minas Gerais. 2008. 65 p. Dissertagdo (Mestrado em Engenharia Florestal) —
Universidade Federal de Lavras, MG.*

O Caryocar brasiliense Camb., popularmente conhecido como
pequizeiro, é uma espécie arborea nativa do Cerrado que, devido aos seus
multiplos usos, tem grande importincia socioecondmica para as populagdes
carentes do Norte de Minas Gerais. O presente trabalho foi realizado com o
objetivo de caracterizar a diversidade e a estrutura genética de 208 individuos de
C. brasiliense, distribuidos em sete populagdes naturais no Norte de Minas
Gerais, utilizando marcadores ISSR. Foram utilizados nove primers, que
geraram 80 locos, dos quais 79 foram polimérficos. O nimero de alelos
observados variou de 1,54 a 1,66. A heterozigosidade esperada e o indice de
Shannon variaram de 0,31 a 0,37 e de 0,46 a 0,54, respectivamente. Os
resultados da AMOVA mostraram que a diversidade genética dentro das
populagdes (86,97%) foi mais elevada do que a diversidade genética entre as
populagdes (13,03%). O teste de Mantel revelou ndo haver correlacdo entre
distancia genética e distincia geogréfica (r = -0,067; P = 0,416), refutando a
hipétese de isolamento por distancia entre as populagdes. O fluxo alélico
estimado para o conjunto das populacdes foi elevado (Nm = 4,0), suficiente para
contrapor-se aos efeitos da deriva genética. Observou-se estrutura genética
espacial significativa em cinco das sete populagdes amostradas, com valor
médio de Sp (0,023) condizente com o encontrado em espécies arbéreas de
fecundacdo cruzada. Apesar da elevada diversidade genética observada nas

populagdes, a fragmentacdo do Cerrado e o extrativismo intensivo dos frutos do

Comité Orientador: Dulcinéia de Carvalho — UFLA (Orientadora),
Eduardo Leite Borba — UFMG e Paulo Sérgio Nascimento Lopes - UFMG
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pequizeiro pdem em risco a sobrevivéncia da espécie, justificando a necessidade

de implantacdo de programas para sua conservagao.

i



ABSTRACT

FERNANDES, Rogério Carvalho. Diversity and Genetic Structure in Natural
Populations of Pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.) in the North of
Minas Gerais. 2008. 65 p. Dissertation (Master Program in Forest Engineering)
- Federal University of Lavras, Lavras, MG.*

Caryocar brasiliense Camb., known as pequizeiro, is a native tree
species of the Cerrado biome and has a socioeconomic important in the North of
Minas Gerais State due its multiple uses. Thus, the objective of the present study
was to characterize the diversity and genetic structure of 208 individuals of C.
brasiliense, located in seven natural populations in the North of Minas Gerais,
using ISSR markers. The nine primers used generated 80 loci, of which 79 were
polimorphic. The number of observed alleles ranged from 1.54 to 1.66. The
expected heterozygosis and the Shannon Index ranged from 0.31 to 0.37 and
from 0.46 to 0.54, respectively. AMOVA revealed that most of genetic
variations were found within its populations (86.97%) rather than between
them. The relatively low differentiation among populations can be attributed to
high gene flow (Nm = 4.0) and may be sufficient to prevent genetic drift. The
Mantel’s test (r = -0,067; P = 0,416) revealed no correlation between the genetic
and geographic distances, rejecting the hypothesis of isolation by the distance. A
significative spatial genetic structure was observed in five of the seven
populations analysed, with an average Sp (0.023) similar to that related for
outcrossing tree species. In spite of the high genetic diversity values, the Cerrado
biome fragmentation and the intensive extractivism of the pequizeiro endangers
the species, justifying the development of conservation programs for protection

of this species.

Guidance Committee: Dulcinéia de Carvalho — UFLA (Major Professor),

Eduardo Leite Borba — UFMG and Paulo Sérgio Nascimento Lopes - UFMG
1ii



1 INTRODUCAO

Apesar de toda sua diversidade e endemismo, o Cerrado vem sofrendo
um processo de crescente fragmentacdo (Myers et al., 2000; Colevatti et al.,
2001), causado pela eliminacdo da vegetacdo nativa, atividade freqiientemente
justificada com o argumento da busca pelo progresso e o desenvolvimento da
sociedade, pela abertura de novas dreas para a expansdo da fronteira agricola e
da pecudria, além da obtencdo de carvao vegetal.

O Caryocar brasiliense Camb. é uma espécie arbdrea nativa do Cerrado
que, por sua multiplicidade de usos, tem grande importincia socioecondmica
para as comunidades carentes que realizam o extrativismo dos seus frutos (Pozo,
1997). Porém, mesmo tendo seu corte proibido por lei (Portaria N° 54, de
05/03/1987 — IBDF - Instituto Brasileiro de Desenvolvimento Florestal), o
pequizeiro também € vitima do processo de fragmenta¢do do Cerrado, pois a
fiscalizacdo, muitas vezes, € ineficiente e ndo impede que a espécie sofra
reducdes no nimero de individuos que compdem suas populagdes. Entretanto,
mesmo o respeito a referida lei ndo é garantia de que o pequizeiro fique
incélume as conseqiiéncias do desmatamento perpetrado ao Cerrado. Um
exemplo disso é que, no Norte de Minas Gerais, ¢ comum encontrar grandes
dreas desmatadas, nas quais se encontra o pequizeiro como tnica espécie arbdorea
restante.

Assim, situado em habitats fragmentados, o pequizeiro pode sofrer
reducdo de sua diversidade genética, por processos como deriva, alteragdes da
dindmica reprodutiva e limitagao do fluxo alélico, além de um provavel aumento
da endogamia, tornando ainda mais dificil sua sobrevivéncia. Além disso,
devido a grande demanda pelos frutos, ocorre intenso extrativismo que,
provavelmente, prejudica a regeneracdo natural da espécie, podendo gerar

perdas de material genético.



A estrutura genética de Caryocar brasiliense Camb. foi estudada por
Colevatti et al. (2001), utilizando-se marcadores microssatélites, por toda a
distribuicdo geogréfica da espécie. Entretanto, hd a necessidade de um estudo
em menor escala, visando a geracdo de informagdes mais localizadas, que
subsidiem tanto a conservacgdo in situ quanto a conservagao ex situ da espécie no
Norte de Minas Gerais. Embora Melo Junior et al. (2004) tenham trabalhado em
escala local, os dados foram obtidos com marcadores aloenzimadticos, portadores
de baixo polimorfismo. Assim, o presente trabalho justifica-se pela necessidade
de uma amostragem em menor escala e com um marcador molecular de elevado
polimorfismo, caso do ISSR (Inter Simple Sequence Repeat). Outro fator
relevante é o fato deste ser o primeiro estudo com marcador ISSR em uma
espécie arbdrea no estado de Minas Gerais.

Este estudo foi realizado com os seguintes objetivos:

I) quantificar a diversidade genética dentro e entre amostras de sete

populagdes naturais de Caryocar brasiliense Camb.;

IT) analisar a estrutura genética espacial destas populacdes;

II) verificar se had correlagdo entre distdncia genética e distancia

geografica nas populacdes amostradas.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cerrado

Cobrindo, aproximadamente, 22% do territério nacional, o Cerrado
encerra cerca de 160.000 espécies, incluindo plantas, animais e fungos (Ratter et
al.,, 1997). No cerrado sensu stricto hd mais de 800 espécies arbdreas e
arbustivas, das quais aproximadamente 40% sdo endémicas. As frutas do
Cerrado ocupam um lugar de destaque, pois apresentam sabores marcantes e
peculiares, com elevados teores de vitaminas, proteinas, sais minerais e
acucares, entre outros (Almeida et al., 1987; Barbosa, 1996; Silva et al., 2001).

Dependendo das caracteristicas de solo, altitude, declividade e
ocorréncia de fogo, ocorrem, no Cerrado, 11 tipos de formagdes fisiondmicas: 4
formacdes florestais (mata ciliar, mata de galeria, mata seca e cerraddo) e 7
formagdes savanicas: cerrado sensu stricto, parque de cerrado, palmeiral, vereda,
campo sujo, campo rupestre e campo limpo (Eiten, 1993). O clima do Cerrado é
marcado por duas estacOes bem definidas: invernos secos e verdes chuvosos. O
periodo seco oscila entre cinco e seis meses e as chuvas sdo praticamente
concentradas de outubro a mar¢co. Também ocorre elevada diversidade térmica,
devido as diferentes latitudes e altitudes, enquanto o mecanismo atmosférico
geral confere ao bioma uma tendéncia de uniformidade pluviométrica (Nimer,
1989).

Apesar de toda essa diversidade, a devastacdo do Cerrado — fruto da
conversdo de dreas naturais em agroecossistemas, da ampliacdo da drea de
influéncia urbana, da erosdo e do assoreamento de cursos d’dgua, além da
constru¢do de hidrelétricas e mineracdo (Marinho-Filho, 1998) — atinge nimeros
impressionantes: dos seus 1.783.200 km” originais, restam apenas 20% (Figura
1) (Myers et al., 2000). Este, porém, nao € o exemplo mais extremo da

devastacdo das florestas brasileiras. Este papel cabe a Mata Atlantica, bioma no



qual a devastagio atinge nimeros ainda mais estarrecedores: dos 1.227.600 km®

de vegetacdo original s6 restaram 91.930 km? (7,5%) (Myers et al., 2000).

Area de distribuigao original do Cerrado

Principais remanescentes
de vegetagao nativa de Cerrado em 2(&)\2

"

CONSERVACAO
INTERNACIONAL
BRASIL

FIGURA 1 Comparacio entre a area de distribuicdo original do Cerrado e a area

restante, em 2002 (Conservagdo Internacional do Brasil).



2.2 Fragmentacao florestal

A expansdo da populacdo humana e suas atividades tém resultado na
destruicdo, na degradacdo e na fragmentacdo dos habitats, a tal ponto que este
processo é, agora, a maior causa do declinio da biodiversidade (Ehrlich, 1988).
A fragmentacdo afeta, de forma complexa, a biota nativa, o ciclo hidrolégico
local e regional e as condicdes econdmica e social da populacdo local
(Bierregaard et al., 1992; Bierregaard & Dale, 1996). Suas causas mais evidentes
sdo a expansdo da fronteira agricola, a falta de incentivo a pequenos produtores e
problemas relacionados ao contexto politico, social e administrativo (Laurance
et al., 1997).

O processo de fragmentacdo florestal interfere ainda no padrio de
biodiversidade, embora isto ndo seja facil de compreender, mesmo porque a
propria diversidade de espécies em florestas ndo ¢ um tema com conceitos bem
definidos. Em ecologia de florestas tropicais, um dos temas mais controvertidos
diz respeito aos mecanismos que originam e mantém a diversidade normalmente
alta de espécies arbéreas (Whitmore, 1990). De acordo com Young & Boyle
(2000), as implicacOes diretas da fragmentacdo sobre a biodiversidade geram
nao s6 a reducdo indiscriminada de dreas ecologicamente distintas como também
a diminuicdo da diversidade genética inter e intrapopulacional, aumentando,
assim, o cruzamento entre individuos aparentados, o que compromete a evolucao
natural das espécies e reduz a adaptagdo das mesmas as mudancas ambientais.

A avaliacdo das conseqiiéncias da reducdo e do isolamento de
populagdes ¢ fundamental para predizer o destino de espécies em fragmentos
florestais e para o planejamento efetivo de programas de manejo em pequenas
dreas de floresta. Essa avaliagdo € uma tarefa complexa porque o efeito da
fragmentacdo pode se estender indiretamente através de uma rede de intera¢des
interespecificas e a mais critica dessas interacdes talvez seja aquela que afeta

diretamente o sucesso reprodutivo (Vieira, 2005). O processo de polinizagdo,



por exemplo, pode ser interrompido pela fragmentacdo florestal, por meio de
efeitos diretos e indiretos nas plantas e polinizadores (Aizen & Feinsinger,
1994), causando reducdo e isolamento das populacdes de plantas e perda de
variabilidade (Murcia, 1996).

Dadas a universalidade e a constante expansdo dos desflorestamentos,
tornam-se fundamentais a avalia¢do e a divulgacdo das condi¢bes das espécies

arboreas situadas em ambientes fragmentados.

2.3 Descricao da espécie

Ao Caryocar brasiliense Camb. sdo atribuidos varios nomes populares,
como piqui, piquid-bravo, améndoa-de-espinho, grao-de-cavalo, pequid, pequid-
pedra, pequerim, suari, piquid e pequi (Lorenzi, 2002), sendo este tiltimo o mais
habitualmente utilizado. A palavra pequi origina-se do tupi pyqui, em que py =
casca e qui = espinhos, em referéncia aos espinhos do endocarpo do fruto
(Almeida & Silva, 1994; Lima, 1980; Ribeiro, 2000).

O C. brasiliense pertence a familia Caryocaraceae (exclusivamente
neotropical), constituida por 23 espécies em dois géneros: Caryocar L. e
Anthodiscus G.F.W. Meyer, das quais 16 pertencem ao género Caryocar. A
familia estende-se da Costa Rica ao sul do Brasil e ao Paraguai e a maioria das
espécies € importante por sua madeira, frutos ou sementes (Prance & Silva,
1973). O género Caryocar possui dezenove espécies, das quais oito ocorrem no
Brasil (Barradas, 1972). Segundo Rizzini (1971), nos cerrados, encontra-se,
além do Caryocar brasiliense Camb., o Caryocar coriaceum Wittm. A espécie
C. brasiliense divide-se, ainda, em duas subespécies: o Caryocar brasiliense
brasiliense e o Caryocar brasiliense intermedium. A primeira apresenta
pedinculos, pedicelos e foliolos densamente velutinos ou hirsutos e porte
arboreo; a segunda possui essas estruturas glabras e é de porte subarbustivo ou

arbustivo (Prance & Silva, 1973).



Planta semidecidua, helidfita e seletiva xerdfita (Lorenzi, 2002), o
pequizeiro, geralmente, cresce como uma arvore frondosa, esgalhada e de altura
variavel, podendo atingir 15 m nos cerrados de Minas Gerais. O tronco é
tortuoso, a casca é espessa, com fendas de cor escura, amarela ou pardo-claro-
amarela, bastante pesada e resistente a agentes de deterioracdo (Braga, 1976;
Cetec, 1983; Ferreira, 1980; Rizzini, 1971). Os ramos sdo grossos, as folhas sio
opostas e trifolioladas, com foliolos de margem crenada, rugosos e aveludados
na face superior. As inflorescéncias apresentam-se em racemos terminais, com
10 a 30 flores e 5 sépalas avermelhadas e arredondadas, com corola alva. Os
botdes localizam-se no dpice das sépalas e sdo globosos com tons rosados; as
flores sdo hermafroditas e actinomorfas. As pétalas sao alvas ou amareladas e os
estames muito numerosos (mais de 200), superando em tamanho as pétalas
(Barradas, 1972; Ferri, 1969; Vitta, 1992). O ovério € stpero e globoso, com 4 a
6 carpelos e um unico 6vulo por loco (Barradas, 1972). O fruto é drupdide,
contendo de um a quatro carogos (putdmens ou pirénios), podendo atingir até 6
unidades. O epicarpo é fino, verde ou arroxeado, enquanto o mesocarpo € mais
ou menos espesso, amarelado, muito rico em O6leo e com forte odor
caracteristico. Os pirénios s@o envolvidos por um tecido carnoso (a polpa
comestivel), de coloracdo, geralmente, amarelo-alaranjada, variando de laranja,
rdsea, amarela e branca. O endocarpo tem textura pétrea e € recoberto por fibras
esclerificadas, estreitamente compactas e por agulhas da mesma estrutura
(Barradas, 1973; Gomes & Amancio, 1995). Segundo Barradas (1973), no
aspecto morfoldgico, a semente € constituida de embrido, tegumento e vestigios
de endosperma.

Nativo em cerraddo distrofico e mesotrofico, cerrado denso, cerrado
sensu stricto e cerrado ralo (Almeida et al., 1998), a espécie se adapta, com
facilidade, aos diversos tipos de solos e de condi¢des de crescimento ocorrentes

na regido de Cerrado (Naves, 1999), ocorrendo tanto em formacgdes primdrias



como secunddrias e pioneiras (Lorenzi, 2002), em 4reas com boa luminosidade e
de menor fertilidade natural do solo (Silva, 1993), clima subtropical ou
tipicamente tropical, com estacdo seca bem definida, em solo profundo, silico-
argiloso e bem drenado (Andersen & Andersen, 1988). O pequizeiro possui
ampla distribuicdo geogréfica, sendo encontrado no Distrito Federal e nos
estados do Ceara, Goias, Tocantins, Maranhdo, Minas Gerais, Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul, Parana, Pernambuco, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Bahia,
Pard, Piaui e também no Paraguai (Prance & Silva, 1973; Rizzo, 1981; Ribeiro
et al., 1994; Silva et al., 1994). Aradjo (1994) observou a ocorréncia de 48 a 67
individuos de pequizeiro por hectare (ha), em dreas menos alteradas no norte de
Minas Gerais, com uma média ponderada de 63 4rvores por hectare.

Embora, até o momento, ndo existam trabalhos sobre as taxas de
recrutamento da espécie, acredita-se que esta seja deficiente, pois sdo escassas as
ocorréncias de plantas jovens no campo. De fato, a taxa de germinacdo € baixa
(20% a 30%), lenta e desuniforme - a emergéncia das plantulas ocorre dentro de
um intervalo de 60 dias a um ano (Heringer, 1970; Miranda et al., 1987; Melo &
Gongalves, 1991; Aradjo, 1994; S4 e Carvalho et al., 1994; Pereira et al., 2000;
Pereira et al., 2001; Silva et al., 2001). Outros fatores agravantes sdo o intenso
extrativismo perpetrado aos frutos pelos agricultores, diminuindo a quantidade
de sementes aptas a germinar, € as provdveis conseqiiéncias da devastacdo
infligida ao Cerrado nas populacdes de polinizadores e dispersores da espécie.

Em relagdo a fenologia, o pequizeiro renova a folhagem e floresce no
final da estacdo seca, entre agosto € novembro, com pico em setembro (Gribel,
1986). De acordo com Rizzini (1971), a deciduidade foliar representaria
adaptacdo contra a perda de agua e sobrevivéncia da espécie por um periodo
desfavoravel, havendo translocac¢do de nutrientes das folhas. Os frutos iniciam a
maturagdo em meados de novembro, prolongando-se até o inicio de fevereiro,

alcancando a maturidade 3 a 4 meses ap0s a floragdo. A floragao e a frutificacio



sd0 mais precoces ao norte e mais tardias ao sul, podendo ocorrer uma eventual
producdo tempora, menos abundante, em julho e agosto (Gribel, 1986). Em um
estudo no Norte de Minas Gerais, Aradjo (1994) observou que o periodo de
floragdo ocorreu antes do inicio da estacdo chuvosa, tendo o desenvolvimento e
a maturacio dos frutos terminado antes do periodo das chuvas. O autor também
observou a ocorréncia de eventual produgdo tempora.

O C. brasiliense possui flores de antese noturna e funcionais por uma
noite (Gribel & Hay, 1993), hermafroditas e tipicamente quiropterdfilas, com
modelo morfolégico do tipo “pincel de estames”. A polinizacdo € realizada por
pequenos morcegos nectarivoros (Glossophaga soricina € Anoura geoffroyi) e,
embora seja auto-compativel, a espécie produz maior quantidade de frutos por
fecundacdo cruzada (Gribel & Hay, 1993).

A dispersdo dos propdgulos a longa distancia € realizada pela ema (Rhea
americana), por endozoocoria. A gralha (Cyanocorax cristatellus) e a cotia
(Dasyprocta sp) promovem a dispersdo a curta distincia, por sinzoocoria. Outros
dispersores citados sdo o gambd-de-orelha-branca (Didelphis albiventris)
(Gribel, 1986), o rato-do-campo, pred, paca (Melo, 1987), as saivas — capazes
de carregar carocos e sementes — e 0 gado bovino, que come o0s carogos e expele
as sementes apds a ruminacdo (Barradas, 1972). Entretanto, uma provdvel
conseqiiéncia da fragmentacdo, diminuindo as populacdes naturais de
dispersores, pode comprometer a sobrevivéncia do pequizeiro.

Um grande atributo da espécie é a multiplicidade de usos aos quais se
presta. As raizes sdo utilizadas para a prepara¢do de cavernantes de pequenas
embarcagdes, enquanto o caule, com madeira bastante resistente e elevado poder
calorifico, € usado na fabricacdo de carvao sidertirgico e nas construgdes civil,
rural e naval (Laboriau, 1966; Corréa, 1984; Almeida & Silva, 1994). Uma
elevada resisténcia ao esmagamento faz com que a madeira seja usada na

fabricacdo de estacas, pilares, mourdes, dormentes e pildes (Laboriau, 1966;



Brasil, 1985). A casca e as folhas contém altos teores de taninos, constituindo
matéria-prima para a fabricagdo de tinturas (Barradas, 1973). As folhas sdo
ainda utilizadas no tratamento de gripes, bronquites e doencas do figado, na
regularizacdo do fluxo menstrual (Siqueira, 1982) e, segundo Oliveira et al.
(1968), o extrato etandlico apresentou atividade contra o sarcoma 180. A
castanha, comestivel, é utilizada na fabricacdo de pacoca e 6leo branco (Pozo,
1997). O fruto, conhecido como “pequi”, € o principal produto do pequizeiro e,
devido aos seus multiplos usos, estd incutido na cultura norte-mineira. Utilizado
no preparo de pratos tipicos, condimentos, 6leos e licores (Almeida e Silva,
1994; Aratjo, 1994), tem seu valor nutricional evidenciado por elevados teores
de proteinas, acucares, carotendides, tiamina, sais de cdlcio, ferro e cobre
(Branddo, 2001). O 6leo extraido da polpa também € utilizado como
expectorante (Almeida & Silva, 1994) e contra edemas. O fato de a colheita e a
comercializacdo dos frutos mobilizarem (durante os dois meses da safra de
verdo) 50% da populacdo que vive no campo, representando 54,7% da renda
anual do trabalhador rural (Pozo, 1997; Alencar, 2000), explicita a importancia
socioecondmica da espécie.

Segundo Lopes et al. (2006), ainda sdo escassos os estudos de
conservagdo genética de espécies do Cerrado e, para o pequizeiro, tem sido
desenvolvidos trabalhos, ainda na fase inicial, para a instalacdo de cole¢cdes em
institui¢des, tais como Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) Campus
Regional de Montes Claros, Embrapa Cerrados, Faculdades Federais Integradas
de Diamantina (FAFEID, Agéncia Goiana de Desenvolvimento Rural e
Fundiirio (AGENCIARURAL) e Universidade Federal de Goias (UFG). O
mesmo autor ainda destaca o papel da espécie no combate a degeneracdo das
dreas de Cerrado que ainda resistem aos impactos antropicos, por meio de sua
utilizacdo em sistemas agroflorestais, no enriquecimento de dreas do Cerrado, na

recuperacgdo de 4reas degradadas e na arborizacdo de pastagens.
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Enfim, considerando-se a importincia do pequi, considerado o “Rei do
Cerrado” por Ribeiro (2000), devem-se desenvolver, também, acdes que visem
uma exploracdo sustentdvel da espécie. Para a concretizagdo de tal intuito, no
entanto, sdo necessdrios estudos para reduzir os impactos do extrativismo, bem
como a proposi¢do de formas de plantio e manejo que privilegiem o aumento da
oferta de frutos, com inclusdo social e sem colocar em risco o ecossistema

Cerrado (Lopes et al., 2006).

2.4. Diversidade genética

A existéncia de diversidade genética € uma condi¢do fundamental para
que ocorra evolucdo. A selecdo natural atua entre as variantes dentro das
populacdes em relacdo a adaptacdo ao ambiente, proporcionando variabilidade
entre populagdes e, por fim, variabilidade entre espécies (Torggler et al., 1995).
Segundo Comes & Kadereit (1998), a diversidade genética de uma espécie ou de
uma populacdo deve-se aos efeitos combinados de sua histéria genealdgica e
processos evolutivos. De fato, a preservacdo da diversidade genética € essencial
para a sobrevivéncia das populacdes de espécies arbéreas as intempéries do
meio e faz-se cada vez mais necessaria, considerando-se a ocorréncia de
mudancas climéticas globais. A esse respeito, Hamrick (2004) considerou que,
ao lado da grande longevidade e do potencial para elevadas taxas de fluxo de
poélen, os altos niveis de diversidade genética dentro das populagdes podem fazer
com que as espécies arbdreas persistam durante periodos de alteragdes
ambientais.

A genética de populagdes tornou-se ferramenta importante por
possibilitar a descricdo da variabilidade genética em populagdes, bem como o
estudo dos mecanismos de manutengdo desta variabilidade (Nei, 1987).
Incrementos nos niveis de diversidade genética ocorrem por meio de mutacdes.

Entretanto, geralmente, estas ocorrem a taxas muito baixas e, por isso, sua
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importincia na genética de populagdes restringe-se a uma perspectiva de longo
prazo, cerca de centenas a milhares de geracOes (Allendorf & Luikart, 2007).
Perdas de diversidade ocorrem com freqiiéncia muito maior e por um grande
nimero de fatores, como, por exemplo, deriva genética, endogamia, selecdo
natural (no caso de genes neutros) (Nei, 1987), e reducdes do tamanho
populacional. A constituicdo genética das populagdes também pode ser
influenciada, dentre outros, por sua distribuicdo geogrifica (Ge et al., 2005),
modo de reproducdo, sistema de cruzamento, mecanismo de dispersdo de
sementes e o tipo de comunidade em que a espécie ocorre habitualmente
(Hamrick, 1983).

A diversidade genética em populagdes naturais € caracterizada por meio
de marcadores moleculares. Estes fornecem indices de diversidade, como a
heterozigosidade esperada (H.), o nimero médio de alelos observados (A), o
numero efetivo de alelos (A.) e a porcentagem de locos polimérficos.

Estimativas de diversidade genética sdo também bastante uteis para a
otimizacao de estratégias de amostragem (Hamrick & Godt, 1996).

Enfim, a mensuracdo dos niveis de diversidade genética é de grande
relevancia, por exemplo, na identificacdo de espécies prioritdrias para a
conservagdo, ja que sdo escassos os recursos para este fim. Avaliagdes dos niveis
de diversidade genética t€ém sido empregadas como ferramentas para subsidiar a
adocido de estratégias de manejo e de conservacio genética em inimeros estudos
(Peakall et al., 2003; Botrel & Carvalho, 2004; Zimback et al., 2004; Renau-
Morata et al., 2005; Tan et al, 2005). Dado o panorama atual de
desflorestamentos ininterruptos e mudangas climdticas globais, é crescente a

importincia de estudos com essa finalidade.
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2.5 Estrutura genética

Denomina-se estrutura genética a distribuicdo da diversidade genética
entre e dentro de populacdes. Em uma defini¢do mais ampla, a estrutura genética
¢ a distribui¢do ndo casual de alelos ou genétipos no tempo e no espago, sendo
desprezados outros fatores que possam afetar as freqii€ncias alélicas e
genotipicas, como a organizacdo do genoma e 0s processos meidticos. O
conhecimento do nivel e da distribuicao da variabilidade genética dentro de uma
espécie pode propiciar uma melhor compreensido de sua histéria ecoldgica e
evolutiva (Hamrick & Godt, 1996). Essa caracteristica da estrutura genética
também foi declarada por Weir (1990): o modo como a diversidade genética é
partilhada dentro e entre as populagdes é de particular interesse para a
conservacdo dos recursos genéticos e fundamental para o manejo racional dos
recursos de populacdes naturais, pois fornece matéria-prima para mudancgas
evolutivas futuras e niveis diferentes de variacdo em diferentes populagcdes
podem fornecer evidéncia de eventos evolutivos no passado.

Espécies arboéreas de florestas tropicais apresentam, geralmente, alta
propor¢do de locos polimérficos e maior nivel de diversidade genética dentro de
populagdes do que entre populagdes e o sistema de cruzamento € misto (Berg &
Hamrick, 1997), com predominéncia de alogamia (Ward et al., 2005). Em um
trabalho baseado em uma compilagdo de dados de pesquisas realizadas de 1993
a 2003, Nybom (2004) observou que, em estudos com marcadores dominantes
(RAPD), espécies de vida longa e fecundagado cruzada detinham a maior parte de
sua diversidade genética dentro das populagdes.

Resultando da combinacdo entre mutacdo, migragdo, selecdo e deriva
genética, a estrutura genética € influenciada pelo modo de reprodugao, o sistema
de acasalamento, o tamanho da populacdo, a distribuicdo geogréfica e o fluxo

alélico da espécie (Hamrick, 1983).
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De maneira geral, quanto maior o tamanho populacional, maior a
diversidade genética dentro da populagdo e, conseqiientemente, menor a
diferenciacdo entre populacdes. Ja espécies com pequenas populacdes, de
autofecundacio e ou propagagdo vegetativa, com limitada dispersao de pdlen e
sementes, tendem a apresentar baixa diversidade dentro das populacdes e alta
diferenciacdo entre elas (Loveless & Hamrick, 1984; Zanetti & Cavalli, 2003).
Um dos fatores mais preocupantes de um pequeno tamanho populacional € sua
alta susceptibilidade em relagdo a deriva genética, resultando em diminui¢des de
diversidade. O mesmo ndo ocorre em grandes populacdes, nas quais o efeito da
deriva sobre a diversidade € desprezivel. Segundo Barret & Kohn (1991), se uma
populagdo que sofreu uma reducdo em seu tamanho populacional recuperar seu
nimero de individuos rapidamente, o efeito da deriva serd menor do que se a
populacdo for mantida constantemente pequena. Outra conseqiiéncia de um
pequeno tamanho populacional sobre a diversidade genética é um provavel
aumento da endogamia, decorrente da maior probabilidade de autofecundagdo e
cruzamentos entre individuos aparentados (Kageyama et al., 1998; Keller &
Waller, 2002).

A distribuicdo geografica também € outro importante fator que influencia
a estrutura genética. Espécies de ampla distribui¢do sdo mais propensas a
influéncias das condi¢des ambientais locais e podem possuir altos valores de
diferenciacdo populacional, devido, pelo menos em parte, a deriva e a
endogamia (Meloni et al., 2006).

O fluxo alélico - definido por Neigel (1977) como o movimento de genes
em populacdes, incluindo todos os movimentos de gametas, propdgulos e
individuos que efetivamente trocam genes na distribuicdo espacial - reduz a
diferenciacdo genética entre populacdes, homogeneizando as freqii€ncias
alélicas, opondo-se aos efeitos da deriva genética (Hartl & Clark, 1977).

Espécies que apresentam intenso movimento de pdlen e sementes possuem
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menor diferenciacdo entre populacdes, quando comparadas com espécies de
fluxo alélico restrito (Hamrick, 1989).

O fluxo alélico entre as populagdes de espécies arbéreas pode ser explicado
por quatro diferentes modelos:

a) continente-ilha: o fluxo alélico ocorre de forma unidirecional de uma
populagao grande continental para uma populagdo menor isolada
(Wright, 1940);

b) modelo de ilha: a migragdo di-se ao acaso entre grupos de pequenas
populagdes (Wright, 1951).

c) stepping stone: o fluxo alélico ocorre apenas entre populagdes vizinhas
(Kimura & Weiss, 1964);

d) isolamento por distincia: considera uma populagdo continua, na qual o
fluxo alélico ocorre entre vizinhos préximos (Wright, 1943).

Para a andlise de dados dominantes, a estrutura genética ¢ comumente
estimada por meio do Gsr (Nei, 1973) ou pela andlise de variancia molecular ou
AMOVA (Excoffier et al., 1992). Embora produzam resultados bastante
similares quando aplicados a um mesmo conjunto de dados (Nybom & Bartish,

2000), esta ultima tem sido mais utilizada (Nybom, 2004).

2.6. Estrutura genética espacial

Entende-se por distribui¢do espacial dos genétipos, ou estrutura genética
espacial, a forma como os genétipos (plantas) estdo distribuidos - aleatoriamente
ou de forma agregada, por exemplo - dentro de uma populacdo. A distribuicao
espacial dos gendtipos pode ser utilizada tanto para estimar o grau de isolamento
de populacdes a partir das freqiiéncias alélicas ou genotipicas em cada
populagao (van Rossum & Prentice, 2004; Gonzalez & Hamrick, 2005), como
para auxiliar na detec¢do de agrupamentos de individuos aparentados (Doligez

& Joly, 1997; Ng et al., 2004). A estruturagdo espacial dos genétipos pode,
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ainda, servir como indicativo de processos como migragdo, fluxo alélico, deriva
genética, selecdo e, ainda, influenciar a dindmica da endogamia biparental e
depressdo endogdmica (Setsuko et al., 2004).

O padrao da distribui¢do espacial € influenciado por diversos fatores,
como heterogeneidade ambiental (Loveless & Hamrick, 1984; Kevin et al.,
2004), padrao de deposi¢cdo de sementes, dispersdo de podlen, densidade de
individuos adultos, selecio em micro-hdbitats, recrutamento (Howe &
Smallwood, 1982; Hamrick & Loveless, 1986), competicio inter e
intraespecifica (Kevin et al., 2004) e deriva genética local, endogamia e selecao
(Heywood, 1991; Epperson, 1995).

A caracterizagdo da distribui¢do espacial pode ser realizada pela
autocorrelacdo espacial, definida como a propriedade de varidveis assumirem
valores, em pares de localidades separadas por certa distdncia, mais similares
(autocorrelac@o positiva) ou menos similares (autocorrelacdo negativa) do que
seria esperado pela associacdo aleatdria dos pares observados (Legendre 1993).
A autocorrelacdo espacial tem sido usualmente mensurada pelo coeficiente I de
Moran (Doligez et al., 1998; Ueno et al., 2000), mas, recentemente, muitos
autores tém empregado os coeficientes de coancestralidade em estudos com
espécies arboreas (Myiamoto et al., 2002; Ruggiero et al., 2005). Coeficientes de
coancestralidade (ou parentesco) baseiam-se na probabilidade de identidade por
descendéncia entre alelos (Ritland, 1996), permitindo a detec¢do de presenca ou
da auséncia de estruturacdo e a avaliagdo do grau de parentesco entre os
individuos.

O conhecimento e o entendimento da estrutura genética espacial
populacional sdo cruciais para o manejo e a conservagao dos recursos genéticos
(Jin et al., 2003; Kevin et al., 2004), ja que a presenca de estruturagdo genética
pode influenciar padrées reprodutivos e evolutivos. Tal conhecimento também &

de fundamental importincia para o estabelecimento de estratégias de
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amostragem em populagdes naturais, seja para fins de conservacdo ou de
melhoramento genético (Miyamoto et al., 2002), permitindo a obtencdo de
amostras representativas, podendo, ainda, minimizar o impacto das praticas de
manejo na sustentabilidade dos recursos genéticos (Cloutier et al., 2007;

Gandara, 1996; Kelly et al., 2004; Oddou-Muratorio et al., 2004).

2.7 Marcadores ISSR
A partir do surgimento dos marcadores moleculares — definidos, por

Ferreira & Grattapaglia (1998), como todos e quaisquer fenétipos moleculares
oriundos de um gene expresso ou de um segmento especifico de DNA,
correspondente a regides expressas ou nao do genoma — e da constante evolucao
das técnicas neles baseados, principalmente em relagdo a capacidade de deteccao
de polimorfismo, acessibilidade e facilidade de execugdo, tem ocorrido
importante avanco do conhecimento aplicado ao melhoramento genético e a
genética de populagdes. Nesta tultima, a principal contribui¢do dos marcadores
moleculares consiste na deteccdo dos niveis de diversidade genética das
populagdes de interesse, informacao essencial para a elaboragdo de programas
de conservacdo genética.

A escolha da técnica molecular mais adequada para estudar a diversidade
genética é dependente das hipéteses a serem testadas. Geralmente, a quantidade
de variabilidade genética detectada por diferentes técnicas dentro de populagdes
ou espécies é concordante (Allendorf & Luikart, 2007).

Marcadores microssatélites, ou seqiiéncias simples repetidas (SSR —
simple sequence repeats) sdo pequenas seqiiéncias (“sequence motif”’) com 1 a 4
nucleotideos de comprimento, repetidas em tandem (Ferreira & Grattapaglia,
1998). Devido a sua expressdo co-dominante, multialelismo, abundéincia e ampla
distribuicdo gendmica, os microssatélites sdo, atualmente, um dos mais eficazes

marcadores moleculares. Entretanto, a necessidade de seqiienciamento das
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regides flanqueadoras para as quais os primers sdo construidos exige grande
quantidade de trabalho e tempo, além de ser bastante onerosa (Liu & Wendel,
2001).

Marcadores entre repeticdes de seqiiéncias simples (Inter Simple
Sequence Repeat ou ISSR) (Zietkiewicz et al., 1994) utilizam um primer
composto por repeti¢des di-, tri-, tetra- ou pentanucleotidicas, com ou sem uma
seqiiéncia de ancoragem de 1 a 3 nucleotideos (a auséncia da seqiiéncia de
ancoragem diminui a reprodutibilidade e a especificidade do primer) que tem os
microssatélites como seqiiéncia alvo. Assim como os microssatélites, os
marcadores ISSR amplificam segmentos gendmicos abundantes e amplamente
distribuidos ao longo do genoma dos eucariontes sem, no entanto, necessitarem
de seqiienciamento para a construgcdo dos primers (Xue-Jun Ge et al., 2005).
Embora apresentem heranca dominante e ndo se equiparem aos microssatélites
em relacdo ao multialelismo, os marcadores ISSR mostram-se superiores aos
marcadores RAPD (Williams et al., 1990), em funcio de seus maiores niveis de
reprodutibilidade e ou de polimorfismo (Zietkiewicz et al., 1994; Yang et al.,
1996; Nagaoka & Ogihara, 1997; Parsons et al., 1997; Esselman et al., 1999) e
melhor custo efetivo por polimorfismo (Wolfe & Randle, 2001). Sobre a maior
reprodutibilidade do ISSR, em comparagdo com o RAPD, segundo Nybom
(2004), isto se deve, supostamente, a0 maior comprimento e temperatura de
anelamento dos primers ISSR.

Durante a amplificagdo do DNA gendmico via PCR, o primer tnico - s6
uma das fitas de DNA € amplificada - de ISSR produz mudltiplos fragmentos de
tamanhos variados (bandas), cujo padrdo é analisado apds separagcdo por
eletroforese para avaliar a diversidade genética. Devido a heranca dominante, a
presenca da banda pode representar o homozigoto dominante ou o heterozigoto,

enquanto a auséncia pode ser devido ao estado homozigoto recessivo (Culley &
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Wolfe, 2001), a ocorréncia de inser¢des/delecdes, ou a adicdo ou a perda de um
sitio de reconhecimento do primer (Zietkiewicz et al., 1994; Yang et al., 1996).
Inicialmente, os marcadores ISSR tiveram seu uso restrito a espécies
cultivadas, como, por exemplo, milho (Kantety et al., 1995), sorgo (Yang et al.,
1996), arroz (Blair et al., 1999), batata (Prevost & Wilkinson, 1999) e citrus
(Fang & Roose, 1997). Porém, ja em 1998, Wolfe e colaboradores destacavam o
potencial da técnica para estudos em populagdes naturais, tanto no aspecto
populacional quanto no interespecifico (Robinson et al., 1997; Wolfe et al.,
1998). Enfim, os ISSRs tornaram-se uma ferramenta importante também na
avaliacdo da diversidade e da estrutura genética em populagdes naturais de
espécies arboreas (Deshpande et al., 2001; Fineschi et al., 2004; Jin & Li, 2007;
Roh et al., 2007), propiciando conhecimentos essenciais ao planejamento de

acdes conservacionistas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Populacoes e amostragem

Para as andlises genéticas foram avaliadas arvores oriundas de sete
populagdes naturais de Caryocar brasiliense, em sete municipios no Norte de
Minas Gerais: Bocailva, Buritizeiro, Francisco S4, Ibiracatu, Japonvar, Montes

Claros e Taiobeiras (Figura 2).
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FIGURA 2 Localizacao das populagdes naturais de Caryocar brasiliense Camb.
(BOC - Bocaitva, BTZ - Buritizeiro, FCS — Francisco S4, IBT - Ibiracatu, JAP -
Japonvar, MOC — Montes Claros e TAB - Taiobeiras), amostradas no Norte de

Minas Gerais.
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As populacOes amostradas estdo inseridas em importantes regides de
Minas Gerais, como a bacia do rio Sdo Francisco (na margem direita os
municipios de Bocaitiva, Francisco S4, Ibiracatu, Japonvar, Montes Claros e, na
margem esquerda, o municipio de Buritizeiro) e o vale do Jequitinhonha
(municipio de Taiobeiras).

Os dados sobre o municipio, o cédigo das populagdes, as coordenadas
geogrificas (tomadas da planta mais central em cada populacio) e a altitude das

areas amostradas encontram-se na Tabela 1.

TABELA 1 Municipio, cdédigo da populagdo, coordenadas geogréficas e

altitude dos individuos amostrados no Norte de Minas Gerais.

Municipio Populacio Coordenadas Altitude (m)

Bocaitva BOC 17°08'11" S 700
43°53727" O

Buritizeiro BTZ 17°19'58" S 545
44°5823" O

Francisco Sa FCS 16°19'47" S 950
43°18'50" O

Ibiracatu IBT 15°41' 18" S 840
44°10'16" O

Japonvar JAP 16°00123" S 580
44°1628" O

Montes Claros MOC 16°54'52" S 1010
43°55'48" O

Taiobeiras TAB 15°48'39" S 821
42°1028" O
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Em todas as populagdes, as drvores amostradas foram georreferenciadas
com aparelho GPS Garmin 12 e identificadas com placas de aluminio. O
georreferenciamento teve precisio média de 4,5 m. A distincia entre as
populagdes amostradas variou de 24,9 km (entre Bocaiiva e Montes Claros) a

342,9 km (entre Buritizeiro e Taiobeiras) (Tabela 2).

TABELA 2  Distancias geograficas (km) entre sete populacdes naturais de
Caryocar brasiliense. BOC: Bocaiiva, BTZ: Buritizeiro, FCS: Francisco S,
IBT: Ibiracatu, JAP: Japonvar, MOC: Montes Claros e TAB: Taiobeiras.

BOC BTZ FCS IBT JAP MOC TAB

BOC - 117,1 1084 163,0 131,6 249 2348
BTZ - - 208,8 201,1 164,6 1203 3429
FCS - - - 116,0 108,8 92,2 1348
IBT - - - - 36,9 138,1 2144
JAP - - - - - 107,0  226,0
MOC - - - - - - 223.8
TAB - - - - - - -

As populacdes de Ibiracatu e de Montes Claros localizam-se em area de
cerrado sensu stricto que sofreu perturbacdes no passado por meio do
desmatamento para a implantacdo de pastagens. Hoje, entretanto, ambas as
localidades estao cercadas, em processo de regeneracao e, além dos pequizeiros,
também s@o conservadas diversas espécies arbéreas do Cerrado. Em Ibiracatu, a
drea foi isolada para conservagdo ja ha 6 anos, mas, durante a amostragem, foi
observado grande nimero de drvores atacadas pela broca-do-caule (causada por
uma lagarta que abre galerias no interior do caule) e pelo mal-do-cip6 (causado
por Phomopsis sp., que ataca folhas e caules). Tal constatacdo alerta para um

provdvel comprometimento a sobrevivéncia dos pequizeiros nesta drea. Em
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Montes Claros, a drea amostrada é contigua & comunidade rural de Abdboras,
onde os agricultores realizam extrativismo dos frutos do pequizeiro.

As populagdes de Buritizeiro e Taiobeiras encontram-se em dreas de
pastagens, proximas a fazendas nas quais a soltura do gado nas dreas de Cerrado
¢ pratica comum, o que pode prejudicar o recrutamento, pois 0 pastejo provoca a
compactagdo do solo (dificultando a germinagdo das sementes) e elimina
plantulas. Todavia, os mesmos podem atuar como dispersores de curta distincia
(Barradas, 1972). Em ambas as populagdes € escassa a ocorréncia de outras
espécies arboreas do Cerrado. Na populacdo de Taiobeiras ocorrem rocadas e,
assim como na populacio de Ibiracatu, também foi observado grande nimero de
plantas atacadas pela broca-do-caule.

As populacdes de Bocaiuva e Japonvar localizam-se, em parte, num
cerrado sensu stricto e outra parte em regides de pastagem que sdo formadas por
individuos remanescentes da vegetacdo nativa. Em ambas as populagdes hd
ocorréncia de agricultura familiar, o que resulta em uma intensa coleta de frutos
de espécies nativas, principalmente do pequizeiro.

A populagdo de Francisco S4 estd presente em uma regido de Cerrado
menos antropizada (em virtude da topografia acidentada, com menor aptidao
para a agropecudria), na regido da Serra do Espinhaco. Em torno desta 4rea ha
grandes cultivos de Eucalyptus e Pinus.

Nas populacdes de Ibiracatu, Montes Claros, Buritizeiro e Taiobeiras, a
amostragem foi realizada em dezembro de 2006, de forma aleatdria, respeitando-
se uma distancia minima de 50 m entre cada planta, de forma a evitar a
sobreposicdo de geracdes. Em cada arvore realizou-se, por meio de trena,
medicdo da circunferéncia a altura do peito (CAP) e aos 30 cm do solo, sendo
esta ultima medida utilizada na classificagdo da 4rvore como adulta
(circunferéncia do caule aos 30 cm do solo maior do que 20 cm). Coletaram-se

folhas de 30 plantas adultas por populagdo (exceto a populagdo de Ibiracatu,
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com 28 plantas), totalizando 208 plantas. Apds coletadas, as folhas foram
identificadas e colocadas em saco plastico, acondicionadas em caixa de isopor
com gelo e transportadas até o Laboratdrio de Propagacdo de Plantas do Nicleo
de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Minas Gerais, campus Montes
Claros e armazenadas em freezer. Posteriormente, o material coletado foi
transportado para o Laboratério de Conservagdo de Recursos Genéticos
Florestais, no Departamento de Ciéncias Florestais da Universidade Federal de
Lavras (DCF/UFLA) e armazenado em deep freezer a -80°C. A extracdo do
DNA foi realizada em fevereiro de 2007.

As populagdes de Japonvar, Francisco S4 e Bocaidva foram coletadas em
outubro de 2001, para a realiza¢do do trabalho de Melo Junior et al. (2004). A
amostragem também foi aleatéria, porém, com uma distdncia minima de 100 m
entre cada planta adulta. As plantas também foram identificadas e
georreferenciadas, porém, ndo foram realizadas medidas de didmetro de caule. A

extracdo do DNA dessas populacgdes foi realizada logo apds a coleta.

3.2 Extracao e amplificacdo do DNA genomico

Para a extracdo do DNA pelo método CTAB (cationic hexadecyl
trimethyl ammonium bromide) (Doyle & Doyle, 1987), foram pesados,
aproximadamente, 100 mg de folhas de cada planta. Estas foram maceradas em
um almofariz contendo 900 microlitros de tampao de extracido (2% de CTAB;
100 mM de Tris pH 8,0; 20 mM de EDTA pH 8,0; 1,4 M de NaCl e 1% de
polivinilpirrolidona), 0,2% de B-Mercanotoetanol. areia lavada e
polivinilpirrolidona. Os materiais macerados foram, entdo, colocados em
microtubos de 1,5 mL, devidamente identificados e levados ao banho-maria por
50 minutos, a 65°C. A extracdo dos &4cidos nucléicos foi realizada com
cloroférmio-dlcool isoamilico (24:1), separando-se a fase organica da fase

aquosa por centrifuga¢do a 12.000 rpm, por 10 minutos, ao fim dos quais o
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sobrenadante (fase aquosa) foi coletado e transferido para novos microtubos. A
estes foram adicionados 450 pL de isopropanol gelado. Em seguida, os
microtubos foram armazenados em freezer, por 24 horas, para a precipitagdo do
DNA. Apds a precipitacdo, realizou-se nova centrifuga¢do — 12.000 rpm, por 10
minutos, a 4°C — seguida pelo descarte do sobrenadante e por “lavagem” com
100 pL de etanol 70%. Finalmente, os microtubos, agora contendo o pellet de
DNA, foram secados em temperatura ambiente. Apds a secagem, adicionaram-se
100 pL de TE para a solubilizagdo do DNA.

As quantificacdes do DNA solubilizado foram realizadas em um
fluorimetro Hoefer-TKO 100. Para tanto, utilizaram-se 2 pL. de DNA e 2 mL de
tampao TNE 10x (1,3% Tris base; 0,37% Na,EDTA.2H,0; 11,68% NaCl - pH
7,4), para cada amostra. Visto que foram obtidas quantidades muito pequenas de
DNA (entre 0 e 65 ng/mL, com média entre todas as populacdes de 14,5 ng/mL),
efetuou-se uma diluicdo padrdo na propor¢do de 5 pL. de DNA para 100 uL de
tampao TE (10% Tris 1 M pH 8,0; 2% EDTA 0,2 M).

Com o intuito de verificar a adequabilidade dos primers disponiveis,
foram realizadas amplificagdes utilizando-se 20 primers e DNA de 4 plantas
provenientes de 4 populacdes (1 planta por populacdo), totalizando 80 reacdes.
Dos vinte primers iniciais, nove amplificaram um maior nimero de fragmentos
de boa resolucdo e foram selecionados (Tabela 3).

Assim, as reagdes de amplificacio foram conduzidas em um
termociclador GeneAmp PCR System 9700, num volume total de 12 pL,
contendo 2 pL. de DNA genomico diluido 20 X; 1,20 uL. de Tampdo PCR 10 X
(500 mM de Tris-HCI pH 8,0; 200 mM de KCI; 2,5 mg/mL de BSA; 200 mM de
Tartrazine e 1% de Ficol), 1,04 uL de de dNTP + MgCl, (dNTP a 2,5 mM;
Mg Cl, a 25 mM), 0,96 uL de diluente da Taq DNA polimerase 0,30 uL. de Taq
DNA polimerase (SU/uL) e 2 pL de cada primer (2 mM). Apds uma

desnaturagdo inicial a 94°C, por 2 minutos, as reacdes foram submetidas a 37
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ciclos de amplificacdo. Cada ciclo constituiu-se de 1 minuto a 94°C, 2 minutos a
47°C e 2 minutos a 72°C. Ao final do ultimo ciclo, seguiu-se um periodo de

extensao final, por 7 minutos, a 72°C.

TABELA 3 Nome e seqiiéncia dos 9 primers ISSR utilizados para a
amplificacdo de Caryocar brasiliense.
Primer Sequéncia (57 -3")
Chris (CA)7-YG CAC ACACAC ACACAY G
John (AG)7-YC AGA GAG AGA GAG AGY C
M1 CAA-(GA)S CAAGAGAGAGAGA

Mao CTC CTC CTC CTCRC

Omar GAG GAG GAG GAGRC

R7 CTC TCT CTC TCT CTC TRG
UBC 841 GAG AGA GAG AGA GAG AYC
UBC 844 CTC TCT CTC TCT CTC TRC
UBC 898 CAC ACA CAC ACARY

*R=purina (A, G)
*Y= pirimidina (C, T)

3.3 Separacio e genotipagem dos fragmentos

Os produtos da amplificagdo corados com tartrazina (ja incluida no
tampao PCR 10 X) foram separados por eletroforese em gel de agarose 1,5%,
corado com brometo de etideo (5 mg/mL). As corridas eletroforéticas, efetuadas
em cuba horizontal (Bio-Rad Sub-Cell, modelo 192) sob tampao TBE (Tris-
Acido Bérico-EDTA) 0,5 X, tiveram duragao de 2 horas e 25 minutos, sob
voltagem de 120 V. Os géis foram reaproveitados até 4 vezes.

Ap6s a eletroforese, os géis foram visualizados em um transiluminador

de luz ultravioleta (254 nm) e fotodocumentados por meio do software de
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andlise de imagens UVP Doc Itls. O tamanho dos fragmentos foi estimado em
comparacdo com um marcador de peso molecular (“DNA ladder”) de 1 kb
(Amresco). Finalmente, os géis foram interpretados quanto a presenga (1) e a
auséncia (0) de fragmentos. Com base nesses resultados, foi construida uma
matriz de dados bindrios para avaliar o nivel de polimorfismo referente as

populagdes. Cada fragmento foi considerado como um loco.

3.4 Andlises estatisticas
3.4.1 Diversidade e estrutura genética

As andlises de diversidade genética intrapopulacional foram efetuadas
com o programa POPGENE, versio 1.32 (Yeh et al, 1997), utilizando
pardmetros para dados dipléides dominantes, ou seja, assumindo que as
populacdes encontram-se em equilibrio de Hardy-Weinberg. Foram estimados o
nimero de alelos observados (n,), o nimero efetivo de alelos (n,) (Kimura &
Crow, 1964), a heterozigosidade esperada (H,) (Nei, 1973), a porcentagem de
locos polimérficos, o indice de Shannon (/) (Lewontin, 1972), a
heterozigosidade total (Hy), a heterozigosidade média dentro da populacio (Hy),
a diversidade entre populagdes (Dsr = Hr — Hs) e o coeficiente de diferenciacio
populacional (Gsy = Dsi/yr). O fluxo alélico foi calculado indiretamente por
meio da férmula Nm = 0,5 (1 — Gg)/Gsr (McDermott & McDonald, 1993).

Para a divisdo da varidncia entre seus componentes dentro e entre as
populagdes foi conduzida uma andlise de variancia molecular (AMOVA), por
meio do programa Arlequin, versdo 3.1 (Excoffier et al., 2005), assumindo-se
que todos os individuos dentro das populacdes possuiam o mesmo padrio de
acasalamento. A AMOVA calcula uma matriz de distancia fenotipica para todos
os pares de comparagdes, utilizando um coeficiente de similaridade genética (o
quadrado das distincias euclidianas, a distdncia genética de Nei & Li ou a

similaridade genética de Jaccard, por exemplo). De acordo com Huff et al.
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(1993), Aide & Rivera (1998) e Jenczewski et al. (1999), citados por Nybom
(2004), esses coeficientes, quando aplicados na AMOVA, produzem resultados
praticamente idénticos. No presente trabalho, o cdlculo da AMOVA foi efetuado
utilizando-se o quadrado das distincias euclidianas. Para testar a significancia
dos componentes da varidncia e das estatisticas F, foram realizadas 10.000
permutagdes dos dados.

As similaridades genéticas entre as populagdes (Nei, 1978), estimadas no
programa TFPGA, versao 1.3 (Tools for Population Genetic Analysis) (Miller,
1997), foram utilizadas para a constru¢do de um dendrograma, por meio do
método UPGMA (Unweighted pair group method arithmetic average), na rotina
SAHN (Sequential Agglomerative, Hierarchical and Nested Clustering), no
programa NTSYS, versdo 2.11 (Rohlf, 2000). A consisténcia dos agrupamentos
do dendrograma foi verificada por meio do programa TFPGA, apés 1.000

permutacoes.

3.4.2 Estrutura genética espacial dos genétipos

Para a andlise da estrutura espacial dos genétipos dentro de cada
populacdo, estimou-se a coancestria, por meio do coeficiente kinship para
marcadores dominantes, entre pares de individuos para as classes de distancias,

proposto por Hardy (2003).

Este coeficiente € calculado da seguinte forma:
_[ Qi—On
Fij=|———
1—On
em que:
Fij = coeficiente kinship de coancestria genética entre os individuos i e j;
Qij = probabilidade de que amostras aleatérias dos individuos i e j sejam

idénticas por ascendéncia;
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Qm = probabilidade média de que amostras aleatérias tomadas na populacio

sejam idénticas por ascendéncia.

Para a estimativa do coeficiente kinship foi utilizado o programa
Spagedi, versdao 1.2 (Hardy & Vekemans, 2002), considerando-se o coeficiente
de endogamia igual a zero. O erro padrio da média das estimativas foi obtido
por reamostragem jackknife entre locos e, a partir dele, foram construidos
intervalos de confianca a 95% de probabilidade do coeficiente de coancestria
médio estimado para cada classe de distdncia. Para a obtengdo de classes de
distdncia mais apuradas, estas foram definidas de forma que a propor¢do de
todos os individuos representados pelo menos uma vez em cada intervalo de
distancia fosse superior a 50% e que o coeficiente de variagdo do niimero de
vezes que cada individuo € representado em cada intervalo fosse menor ou igual
a 1 (Hardy & Vekemans, 2002). A ocorréncia de estrutura genética espacial foi
testada dentro de cada classe de distancia utilizando-se 10.000 permutagdes. A
magnitude da estrutura genética espacial foi mensurada por meio da estatistica
Sp (Vekemans & Hardy, 2004), pelo seguinte célculo: Sp = - bg/(1 — F;), em que
F; € a média do coeficiente de coancestria (Fj) dos individuos dentro da
populacdo na primeira classe de distancia e bg é a inclinacdo da curva de
regressdo do coeficiente de coancestria. Os valores de Sp foram utilizados para
comparar a extensdo da estrutura genética espacial entre as populagdes. Para
testar uma possivel correlagdo entre distdncia genética (Nei, 1978) e distancia
geogrifica (em metros) das populagdes foi realizado o Teste de Mantel,
utilizando o programa PCord (McCune & Mefford, 1997), realizando 1.000

permutacoes.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Diversidade genética

Os nove primers utilizados amplificaram 80 locos (5 a 14 locos por
primer), dos quais 79 foram polimérficos. Na Figura 3 € mostrado o padrdo de
fragmentos gerados por marcador ISSR com o primer John, em amostras de
DNA de C. brasiliense. Como, em todas as populacdes amostradas, o tamanho
amostral foi inferior a 50, foram considerados polimérficos os locos nos quais a
freqiiéncia do alelo mais comum foi menor ou igual a 95% (Nei, 1987).

Na Tabela 4 sdo apresentados os valores de diversidade genética
intrapopulacional estimados nas populacdes de C. brasiliense. A porcentagem de
locos polimérficos (P) foi alta, variando de 85,0%, nas populacdes de pequizeiro
amostradas em Bocaitiva (BOC) a 96,25%, em Francisco S4 (FCS), com média
de 92,14%. Melo Junior et al. (2004) e Oliveira (1998), utilizando marcadores
aloenzimdticos, também encontraram elevada porcentagem de locos
polimérficos (100%) na espécie. Segundo Smith & Pham (1996), estimativas de
diversidade genética utilizando marcadores dominantes sdo algumas vezes
menores do que as estimativas por marcadores codominantes, como aloenzimas.

Entretanto, o padrdo geral é de encontrar maiores niveis de diversidade
genética por meio de marcadores dominantes, em comparagdao com marcadores
codominantes (Ge & Sun, 2001). Nas populagdes IBT, BTZ, TAB, JAP e FCS,
os valores de P (variando de 93,75% a 96,25%) foram bastante similares e mais
elevados do que nas populagbes MOC e BOC (87,50% e 85,00%,
respectivamente). O nimero de alelos observados (n,) variou de 1,85 a 1,96 e o
numero efetivo de alelos (n,) variou de 1,54 a 1,66 (Tabela 4). Nenhum desses
valores, entretanto, foi diferente entre as populacdes, de acordo com o desvio

padrdo.
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FIGURA 3 Padrao de um gel de ISSR utilizando o primer John, em individuos

de Caryocar brasiliense Camb.

A heterozigosidade esperada (H,) variou de 0,31 a 0,37 e, de acordo com
o desvio padrdo, ndo foi diferente entre as popula¢des. Os valores estimados
para o Indice de Shannon (/) variaram de 0,46 (BOC) a 0,54 (BTZ, TAB e FCS)
e também nao foram diferentes nas populacdes amostradas, de acordo com o
desvio padrao. Assim como os valores estimados de P, as estimativas de H, e [
evidenciaram altos niveis de diversidade genética dentro das populacdes. Melo
Junior et al. (2004), utilizando marcadores aloenzimaticos e Colevatti et al.
(2001), utilizando marcadores microssatélites, também encontraram valores
elevados de heterozigosidade esperada e observada em populacdes naturais de
pequizeiro. Outros estudos relatam elevados indices de diversidade genética em
espécies arbéreas do Cerrado, como araticunzeiro (Telles et al., 2003),
palmiteiro (Reis, 1996), copaiba (Pinto et al., 2004) e jenipapo (Sebbenn et al.,
1998).
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TABELA 4 Estimativas genéticas populacionais das sete populagdes naturais de
Caryocar brasiliense Camb. amostradas. n,: nimero de alelos observados; n,:

nimero efetivo de alelos H,: diversidade genética de Nei; I: indice de Shannon;

e P: porcentagem de locos polimérficos.

Populacoes n, n, H, 1 P

BOC 1,85 (0,359) 1,54 (0,365) 0,31(0,181) 0,46 (0,246) 85,00
BTZ 1,95 (0,220) 1,66 (0,319) 0,37 (0,150) 0,54 (0,196) 95,00
FCS 1,96 (0,191) 1,65 (0,298) 0,37 (0,136) 0,54 (0,174) 96,25
IBT 1,94 (0,244) 1,59 (0,322) 0,34 (0,151) 0,51 (0,198) 93,75
JAP 1,94 (0,244) 1,64 (0,328) 0,36 (0,156) 0,53 (0,204) 93,75
MOC 1,88 (0,333) 1,60 (0,349) 0,34 (0,170) 0,50 (0,223) 87,50
TAB 1,94 (0,244) 1,65 (0,314) 0,37 (0,147) 0,54 (0,192) 93,75
Média 1,92 1,62 0,35 0,52 92,14

(): desvio padrdo
BOC: Bocaiiva, BTZ: Buritizeiro, FCS: Francisco Sa, IBT: Ibiracatu, JAP:
Japonvar, MOC: Montes Claros e TAB: Taiobeiras.

4.2 Estrutura genética

A heterozigosidade genética total (Hr), a heterozigosidade média dentro
da populagdo e a diversidade entre populagdes (Dsr) sao mostrados na Tabela 5.
O valor de Hy (0,395) foi superior aos valores observados em plantas polinizadas
por animais (0,167) e também ao das espécies arboreas tropicais de ampla
distribuicdo (0,204) (Loveless & Hamrick, 1984; Hamrick & Godt, 1989;
Loveless, 1992).
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TABELA 5 Distribuicdo da diversidade genética em Caryocar brasiliense. Hr:
heterozigosidade total; Hy: heterozigosidade dentro das populagdes; Dgr:

diversidade entre populagdes e Ggr: proporcdo da diversidade genética entre as

populagdes.

Hr H Dsr Gsr
Média 0,395 0,351 0,044 0,111
Desvio padrao 0,014 0,012 - -

A propor¢do da diversidade genética entre as populacdes (Gsr) foi de
0,111 (Tabela 5), indicando que a variabilidade entre e dentro das populacdes
contribuiu com 11,1% e 88,9% da heterozigosidade total, respectivamente. O
valor de Ggr estd de acordo com os valores observados em espécies de
fecundacdo cruzada (0,099 - 0,216) (Hamrick, 1989). Embora estes valores
refiram-se a estudos com marcadores aloenziméticos, segundo Nybom & Bartish
(2000), o Ggr calculado com marcadores dominantes produz estimativas
similares aquelas obtidas com marcadores codominantes.

Os resultados da AMOVA foram bastante semelhantes aos valores de
Gsr, também mostrando que a maior parte da diversidade genética de Caryocar
brasiliense encontra-se dentro das populagdes (86,97%, P < 0,001) (Tabela 6).
Estimativas de diferenciacdo genética entre populacdoes de espécies de
fecundacgdo cruzada, calculadas pela AMOVA e obtidas por marcadores RAPD
(de herangca dominante, assim como os marcadores ISSR), sdo comumente
menores do que 28% (Nybom & Bartish, 2000). De fato, os resultados obtidos,
atestando a predominincia da diversidade genética dentro das populagdes
(86,97%), estdo em conformidade com os resultados encontrados para espécies
de fecundacdo cruzada e vida longa por meio de marcadores dominantes
(Nybom, 2004; Apte et al., 2006) e também para a maioria das espécies tropicais
(Hamrick & Loveless, 1989).
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O fluxo alélico (Nm), estimado com base nos valores de Gg; (McDermott
& Mcdonald, 1993), foi de 4,005. Esse resultado é condizente com a baixa
diferenciacdo genética entre as populacdes. Teoricamente, um fluxo alélico
maior do que quatro migrantes por geracdo (Nm>4) € suficiente para contrapor

os efeitos da deriva genética (Slatkin, 1987).

TABELA 6 Resultado da andlise de variancia molecular em sete popula¢des
naturais de Caryocar brasiliense Camb. amostradas no Norte de Minas Gerais.
Fonte de variagcdo GL SQ Componentes  Variagdo P

da variancia total (%)

Entre populagdes 6 173,79 0,80 13,03 < 0,0001
Dentro de 20 1068,0 5,31 86,97 < 0,0001
populagdes 1 8
Total 20 12418 6,11 100

7 7

GL = graus de liberdade; SQ = soma do quadrado dos desvios.
Os valores de Fgr obtidos para cada par de populacdes pela AMOVA

(Tabela 7) foram baixos e significativos (P<0,05), evidenciando baixa

diferenciacdo genética entre as populacdes amostradas.

34



TABELA 7 Valores de Fgr entre os pares de populagdes de Caryocar
brasiliense. BOC: Bocaiiva, BTZ: Buritizeiro, FCS: Francisco Sa, IBT:
Ibiracatu, JAP: Japonvar, MOC: Montes Claros e TAB: Taiobeiras.

Populagdes BOC BTZ FCS IBT JAP MOC TAB
BOC e

BTZ 0,111 -

FCS 0,122 0,141 -

IBT 0,115 0,074 0,171 -

JAP 0,099 0,072 0,045 0,115 -

MOC 0,193 0,052 0,213 0,142 0,171 -—--

TAB 0,125 0,130 0,130 0,181 0,077 0,228 e

As maiores diferenciacdes genéticas foram encontradas entre as
populagdes MOC e TAB (0,228) e entre as populagdes FCS e MOC (0,213).
Entre as populagdes BTZ e MOC (0,052) e JAP e FCS (0,045) foram

encontradas as menores diferenciagdes genéticas.

Na Tabela 8 sdo mostradas as estimativas de identidade e a distancia

genética de Nei (1978) entre as populacdes de Caryocar brasiliense.
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TABELA 8 Estimativas de identidade (acima da diagonal) e distincia genética
(abaixo da diagonal) de Nei (1978) entre as populacdes de Caryocar brasiliense.
BOC: Bocaiiva, BTZ: Buritizeiro, FCS: Francisco Sa, IBT: Ibiracatu, JAP:
Japonvar, MOC: Montes Claros e TAB: Taiobeiras.

Populagdes BOC BTZ FCS IBT JAP MOC TAB

BOC . 0,9376 09161 0,9399 09245 0,9014 09177
BTZ 0,0644 -—-- 0,9290 0,9635 0,9508 0,9653 0,9199
FCS 0,0876  0,0737 -—-- 0,9197 0,9785 0,8854 0,9463
IBT 0,0620 0,0372 0,0837 -—-- 0,9294 0,9570 0,9191
JAP 0,0785 0,0504 0,0218 0,0732 ---- 0,8955 0,9617
MOC 0,1038 0,0353 0,1218 0,0439 0,1103 - 0,8879
TAB 0,0858 0,0835 0,0552 0,0844 0,0391 0,1189 -

A distancia genética média entre as populacdes foi de 0,072. A menor
distancia genética foi encontrada entre as populacdes de JAP e FCS (0,0218),
enquanto as populacdes MOC e FCS apresentaram o maior valor de distancia
genética (0,1218).

Assim como os valores de Fgr, as estimativas de distdncia genética de
Nei mostraram baixa diferenciagdo genética entre as populagdes, o que sugere
eficiéncia do fluxo alélico entre elas. Este deve ocorrer predominantemente via
pdlen, pois a dispersdo de sementes da espécie € restrita e, provavelmente,
agravada pela presenca de barreiras geograficas como o rio Sdo Francisco
(separando a populacdo de Buritizeiro das demais) e o rio Verde Grande
(separando as populacdes de Taiobeiras e Francisco S4 das restantes).

A baixa diferenciacdo genética encontrada entre as populacdes permite
também a suposicio de que elas faziam parte de uma populacio continua. Dessa
forma, possiveis efeitos da fragmentacdo na diferenciacdo genética entre estas

populacdes poderdo ser avaliados por meio do estudo de progénies, ja4 que a
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fragmentacdo do Cerrado é um evento recente (aproximadamente 70 anos),
considerando o ciclo de vida da espécie. No presente estudo, somente individuos
adultos, presentes antes do inicio da fragmentacdo, foram amostrados.

A partir da matriz de identidade genética (Nei, 1978) entre as populagcdes

amostradas, construiu-se um dendrograma pelo método UPGMA (Figura 4).

IBT

MOC

BTZ

BOC

TAB

13,8

27,5

0.90 0.93 0.95 0.97 1.00
Identidade genética

FIGURA 4 Dendrograma UPGMA das populacdes de C. brasiliense amostradas,
calculado de acordo com a identidade genética de Nei (Nei, 1978). Os nimeros
acima dos nés indicam a consisténcia dos mesmos, apés 1000 permutacdes.
BOC: Bocaiiva, BTZ: Buritizeiro, FCS: Francisco Sa, IBT: Ibiracatu, JAP:
Japonvar, MOC: Montes Claros e TAB: Taiobeiras.
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Pela andlise do dendrograma, percebe-se a formacdo de dois
agrupamentos principais: o grupo I, com as populagdes IBT, MOC, BTZ e BOC
e o grupo II, com as populacdes TAB, JAP e FCS. Entretanto, ambos os grupos
apresentaram baixa consisténcia (inferior a 30%), ndo dando sustentacdo a
formagdo dos agrupamentos, corroborando com a hipdtese de que as populagdes
faziam parte de uma populagdo continua..

O resultado do Teste de Mantel, ap6s 1.000 permutagdes, revelou nao
haver correlacdo significativa entre a divergéncia genética e a distancia
geogrifica (r = -0,067; P = 0,416) entre as populacdes de Caryocar brasiliense.
Dessa forma, refuta-se a hipdtese de isolamento por distancia. Collevatti (2001)
analisou 10 populacdes (num total de 314 individuos) naturais de C. brasiliense,
por meio de microssatélites, encontrando correlacdo positiva e significativa (r =
0,518; P =0,0396) entre distdncia genética e distancia geografica. Entretanto, os
autores amostraram populagdes naturais ao longo de toda a distribuicio

geogréfica da espécie.
4.3 Estrutura genética espacial dos genétipos

A posicdo e a distribuicio espacial das plantas dentro das populacdes sdo

apresentadas na Figura 5.
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FIGURA 5 Posicdo e distribui¢io espacial de arvores de Caryocar brasiliense
Camb. em populagdes amostradas no Norte de Minas Gerais. BOC: Bocaiudva,
BTZ: Buritizeiro, FCS: Francisco S4, IBT: Ibiracatu, JAP: Japonvar, MOC:
Montes Claros e TAB: Taiobeiras.

Por meio da Figura 5 observa-se maior amplitude de amostragem
(intervalos de 100 m entre cada planta amostrada) nas popula¢des FCS, BOC e
JAP, em comparagdo com as populagdes IBT, MOC, BTZ e TAB (intervalos de
50 m entre cada planta amostrada).

A distribuicdo espacial dos gendtipos de C. brasiliense, dentro de cada
populagao, obtida por meio do coeficiente kinship de coancestria (Hardy, 2003)

entre plantas, para cada classe de distancia € apresentada na Figura 6.
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FIGURA 6 Correlogramas do coeficiente de coancestria (kinship) por classes de
distancia para individuos de Caryocar brasiliense; ---- intervalo de confianga a
95% de probabilidade. BOC: Bocaiiva, BTZ: Buritizeiro, FCS: Francisco S4,
IBT: Ibiracatu, JAP: Japonvar, MOC: Montes Claros e TAB: Taiobeiras.

Auséncia de estruturacdo genética significativa (P>0,05) foi observada
somente nas populagdes BTZ e BOC, denotando uma distribui¢do aleatéria dos
gendtipos dentro destas populacdes. Nas demais populacdes rejeitou-se a
hipétese nula de distribui¢do aleatéria da estrutura genética, pois os coeficientes
de coancestria foram baixos e significativos (P<0,05) e os valores de br foram

diferentes de zero e significativos, a 95% de probabilidade (Tabela 9).
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TABELA 9 Valores de Sp e de br nas populagdes de Caryocar brasiliense
Camb. que apresentaram distribui¢do espacial ndo aleatéria. FCS: Francisco S4,

IBT: Ibiracatu, JAP: Japonvar, MOC: Montes Claros e TAB: Taiobeiras.

Populacao br Sp P
FCS -0,014 0,014 0,029
IBT -0,036 0,037 0,001
JAP -0,024 0,025 0,041

MOC -0,031 0,032 0,002
TAB -0,005 0,005 0,009

Na populacdo IBT, os coeficientes de coancestria foram significativos
em todas as classes de distincias, assumindo valores de 0,032 (P = 0,001) e
0,049 (P = 0,001) nas duas primeiras classes, respectivamente (0 a210 m e 210 a
360 m) e negativos e significativos, com valores de -0,032 (P = 0,038), -0,050 (P
=0,002) e -0,028 (P = 0,038) nas demais classes de distancia (360 a 535 m, 535
ma8l6me 816 ma 1.872 m), respectivamente.

Na populagdo FCS, os coeficientes de coancestria foram significativos
somente na segunda classe de distancia (337 m a 1.860 m), com valor de 0,037
(P =0,012) e na ultima classe de distancia (10.184 m a 11.449 m), com valor de
-0,041 (P = 0,030).

Na populagdo JAP, a coancestria observada foi significativa apenas na
quarta classe de distancia (462 m a 584 m), assumindo o valor de -0,063 (P =
0,001).

Na populagdo MOC, os coeficientes de coancestria também foram
positivos e significativos, 0,025 (P = 0,038) e 0,047 (P = 0,001), nas duas
primeiras classes de distdncia (0 a 105 m e 105 m a 158 m), respectivamente. Na

quarta classe de distdncia (222 a 298 m), o coeficiente de coancestria foi
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negativo e significativo (-0,036; P = 0,035). Nas demais classes, os valores de
coancestria estimados nio foram significativos.

Na populagdo TAB, o valor de coancestria foi positivo e significativo
(0,014; P = 0,003) na primeira classe de distdncia (0 a 121 m) e negativo e
significativo (-0,017; P = 0,047) na dltima classe de distincia (344 a 6.040 m).

O padrio da estrutura genética espacial foi semelhante nas populagdes
IBT, MOC, TAB e FCS: individuos mais préximos geograficamente foram mais
similares geneticamente (coancestria positiva) e, com o aumento da distancia
geogrifica, houve reducdo na similaridade (coancestria negativa) entre o0s
individuos.

Na populagdo JAP pode-se afirmar que individuos mais distantes
geograficamente sdo distantes também geneticamente, mas ndo foi observada
similaridade genética entre individuos préximos.

A constatacdo de distribuicdo aleatéria dos individuos nas populacdes
BTZ e BOC permite supor que o fluxo alélico ocorre em quantidade suficiente
para impedir divergéncias aleatdrias das freqiiéncias alélicas locais (Doligez &
Joly, 1997).

Nas populacdes IBT, MOC, TAB, FCS e JAP, a presenca de
estruturacdo genética espacial deve ocorrer em resposta a restrita dispersdo de
sementes da espécie, sendo também agravada pela degradacdo das dreas
amostradas, o que diminui o nimero de individuos e, provavelmente, das
populagdes de polinizadores e dispersores (Aizen & Feinsinger, 1994; Fuchs et
al., 2003; Bacles et al., 2004).

As estatisticas Sp permitem a comparagdo direta dos padrdes da estrutura
genética espacial entre populacdes, espécies e estudos, mesmo aqueles com
diferentes esquemas de amostragem (Wallace, 2006). Nas populacdes que
apresentaram estruturacdo genética espacial significativa, os valores de Sp

(Tabela 9) variaram de 0,005 (TAB) a 0,037 (IBT). A maior estruturagdo
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espacial foi encontrada nas populacoes MOC e IBT (Sp = 0,032 e 0,037,
respectivamente). Os contrastes na intensidade da estrutura genética entre as
populagdes poderiam ser explicados por diferencas nas populacdes de
polinizadores e de dispersores, por diferencas nas taxas de recrutamento
(variando a influéncia da restrita dispersdo das sementes) ou, ainda, pelas
densidades populacionais nas dreas amostradas. Essas informag¢des, porém, nao
foram contempladas no presente estudo.

O valor médio (0,023) de Sp foi préximo ao de espécies de fecundacio
cruzada (0,013) (Vekemans & Hardy, 2004).

O valor de Sp também foi préximo ao encontrado por Epperson (2000),
em Rhus javanica, espécie que, como o pequizeiro, € de polinizacdo zoocdrica e
dispersdo mista (barocdrica e zoocérica) (Epperson, 2000).

O conhecimento da estruturagdo genética espacial populacional fornece
importantes informacdes para a defini¢do de estratégias de amostragem para fins
de conservacdo ou de melhoramento genético. Assim, coletas de sementes
visando a conservagdo ex situ ou o melhoramento genético, poderiam ser
realizadas a distancias minimas de 50 m e 100 m — pois a estruturacio genética
espacial nio foi testada para distancias inferiores a estas - entre individuos nas
populagdes BTZ e BOC, respectivamente, dada a auséncia de estruturagdo
genética espacial. A mesma situacdo se aplica as populacdes FCS e JAP, que
apresentaram distribuicdo aleatéria dos individuos na primeira classe de
distdncia. Nestas populagdes, a coleta de sementes poderia ser efetuada a
distancias minimas de 100 m entre individuos. J4 nas popula¢des IBT, MOC e
TAB, que mostraram estruturagio genética espacial significativa nas primeiras
classes de distincia, a coleta de sementes, visando captar a maior variabilidade
genética, deveria ser efetuada com distancias minimas entre os individuos de
360 m, em Ibiracatu (IBT), 158 m em Montes Claros (MOC) e 121 m em
Taiobeiras (TAB).
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Baseando-se apenas no resultado da estrutura genética espacial, nas
populagdes FCS, IBT, JAP, MOC e TAB, que apresentaram distribuicdo
espacial ndo aleatéria, estratégias de conservacdo in situ devem abranger toda a
drea ocupada por essas populagdes. Nas populacdes BOC e BTZ, a conservacao
in situ poderia ser efetuada em 4reas menores. Entretanto, estratégias de
conservacdo nao devem ser realizadas com base apenas nos resultados da
estruturagdo genética espacial. A eles devem ser somados o conhecimento dos
niveis de diversidade dentro e entre as populacdes, os quais fornecem uma
perspectiva histérica das mudangas evolutivas que caracterizam uma espécie,
permitindo previsdes sobre como as populacdes se comportardo quando
sujeitadas a futuros eventos de origem natural e artificial (Wallace, 2002).
Assim, como mais de 80% da diversidade genética distribui-se dentro das
populagdes, a conservagdo in situ de cinco populacdes estrategicamente
escolhidas pode conservar 99% de sua diversidade genética total (Hamrick,
1993) e, para a coleta de sementes visando a conservacio ex situ, a estratégia
mais adequada consiste na selecdo de um pequeno nimero de populacdes € no

aumento da quantidade de individuos amostrados por populacao.
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5 CONCLUSOES

As populagdes estudadas apresentaram elevados niveis de diversidade

genética que se mostrou distribuida majoritariamente dentro das populacdes.

A baixa diversidade entre as populacdes pode ser explicada pelo elevado

fluxo alélico detectado entre elas.

Nao foi detectada correlagdo entre a distancia genética e a distincia

geogrifica entre as populacdes amostradas.

O estudo da estrutura genética espacial revelou que, nas populacdes IBT,
MOC, TAB e FCS, o grau de parentesco é maior entre individuos préximos
geneticamente e decresce com o aumento da distincia geografica entre eles.
Na populagdo JAP, os individuos mostraram distribui¢do aleatéria nas
primeiras classes de distincia e menor parentesco com o aumento da
distancia entre individuos. Nas populacdes BTZ e BOC, os individuos

distribuiram-se de maneira aleatdria em todas as classes de distancias.

Com base nos resultados da estrutura genética espacial, aconselham-se, para
captar maior diversidade genética nas coletas de sementes objetivando a
conservagdo ex situ ou melhoramento genético, coletas com distincias
minimas de 50 m entre individuos na populagio BTZ; 100 m entre
individuos nas popula¢des BOC, FCS e JAP, e 360 m, 158 m e 121 m entre
individuos nas popula¢des IBT, MOC e TAB, respectivamente.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A elevada diversidade genética observada nas populacdes amostradas
pode representar um alento em relacio as preocupagdes com a conservagao do
pequizeiro. Entretanto, esses resultados podem se dever ao fato de a
fragmentacdo dos cerrados ser um evento relativamente recente
(aproximadamente 70 anos), de modo que perdas de diversidade podem vir a
ocorrer em longo prazo. E evidente que o extrativismo intensivo dos frutos do
pequizeiro diminui as taxas de recrutamento. Além disso, vérias areas no Norte
de Minas Gerais, incluindo quatro do presente estudo, tém sido visitadas varias
vezes, nos ultimos seis anos, para a realizacdo de estudos da biometria do
pequizeiro (Lopes et al., 2006), o que permitiu a observa¢do de um aumento na
incidéncia de pragas e de doencas (broca do caule, mal do cipd, broca do fruto)
na espécie.

Dessa forma, o enriquecimento de dreas do Cerrado, por meio do plantio
de mudas de pequizeiro é uma acdo necessdria a conservacdo da espécie. Em
virtude da implantacdo de programas de conservagdo genética para o pequizeiro,
deve-se pensar em formas que possibilitem sua explora¢do sustentdvel, haja

vista a importancia socioecondmica de seu fruto para as populacdes carentes.
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