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RESUMO

Diversidade genética de Qualea grandiflora Mart estimada por microssatélites em
quatro areas de Cerrado do estado de Séo Paulo

Este estudo trata da estrutura e diversidade genética de uma espécie tipica do Cerrado
brasileiro, Qualea grandiflora Mart (Vochysiaceae), presente nas diversas fisionomias do
bioma. Foram desenvolvidos oito locos microssatélites para analisar 420 amostras de
individuos adultos pertencentes a quatro populacGes distribuidas no estado de Sao Paulo,
sendo trés delas em unidades administradas pelo Instituto Florestal de Sdo Paulo (Assis,
Itirapina e Pedregulho) e uma em propriedade particular (Brotas) além de 300 progénies
coletadas de 25 matrizes na &rea de estudo em Assis. Os resultados mostraram a ocorréncia
média de 12,9 alelos por loco, sendo que o nimero médio de alelos efetivos foi seis, além de
terem sido encontrados 26 alelos exclusivos nas populagdes. A média dos valores de
Heterozigosidade esperada foi de 0,803 enquanto de Heterozigosidade observada foi de 0,512.
O Conteldo de Informacédo Polimorfica (PIC) variou de 0,708 a 0,801 nos locos estudados. A
média dos valores de fixacdo foi de 0,349 indicando a presenca de endogamia nas populacées.
N&o ha presenca de clones em nenhuma populagdo. O teste de adesdo ao Equilibrio de Hardy
Weinberg confirma o desvio de equilibrio em todas as popula¢fes. Ha formacéo de estrutura
populacional nas primeiras classes de distancia em todas as populagdes estudadas, variando de
30 a 40 metros e ha uma formacao de 3 possiveis grupos de genotipos. A influéncia do efeito
Wahlund foi variavel nas populacGes (de 8,5% até 53,3%). As estimativas de tamanho efetivo
populacional foram baixas (menos de 10 individuos) e a area minima viavel foi estimada de 4
a 184 hectares, considerando estimativas de curto, médio e longo prazos. Com relacdo ao
sistema reprodutivo, os resultados indicam que Q. grandiflora Mart se reproduz por
cruzamentos entre individuos parentes e ndo parentes (0,913). A taxa uniloco foi de 0,632,
indicando que h& mais cruzamentos entre ndo aparentados do que aparentados. A taxa de
autofecundacdo foi baixa (0,087) indicando que a espécie é alégama, com pouca pré
disposicao para autofecundacdo. Aproximadamente 35% das plantas dentro de progénies eram
parentes no grau de irmdos-completos e aproximadamente 57% eram meios-irmdos. Além
disso, aproximadamente 8% das progénies eram irmaos de autofecundacdo. O coeficiente de
coancestria estimado nas progénies foi de 0,139 enquanto o indice de fixacdo foi de
aproximadamente 27%. A estimativa do tamanho efetivo indicou que a representatividade
genética da descendéncia € inferior a esperada em progénies de cruzamentos aleatérios: as
amostras analisadas correspondem a apenas 13,2 individuos de uma populacdo panmitica
ideal. Os resultados demonstram que a espécie possui potencial para conservacdo genética in
situ embora a coleta de sementes para manter o tamanho efetivo deva utilizar de um nimero
elevado de arvores. Sugere-se que as areas estudadas sejam tratadas como Unidades
Significativas Evolutivas (USE) e como Unidades Independentes para o Manejo (UIM).

Palavras-chave: Cerrado; Pau terra; Sistema reprodutivo; Fluxo génico; Marcador
Molecular; SSR
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ABSTRACT

Genetic diversity of Qualea grandiflora Mart estimated by microsatellites in four
Cerrado areas of Sao Paulo

This study deals with the structure and genetic diversity of a species typical of the
Brazilian Cerrado, Qualea grandiflora Mart (Vochysiaceae), present in different
physiognomies of this biome. We developed eight microsatellite loci to analyze 420 samples
of adult individuals from four populations distributed in the state of Sdo Paulo, three of them
in units managed by the Forestry Institute of Sao Paulo (Assis, Itirapina and Pedregulho) and
one in a private property (Brotas). We also analyzed 300 progeny collected from 25 matrix in
Assis. The results showed an average occurrence of 12.9 alleles per locus. The average
number of effective alleles was six, and 26 exclusive alleles were found in the populations.
The average expected heterozygosity was 0.803 while the observed heterozygosity was 0.512.
The polymorphic information content ranged from 0.708 to 0.801 at the loci studied. The
mean fixation was 0.349, therefore indicating the presence of inbreeding within populations.
There is no presence of clones in the populations. The test of adherence to the Hardy
Weinberg Equilibrium confirms the deviation from equilibrium in all populations. There is
formation of population structure in the first distance classes in all populations studied,
ranging from 30 to 40 meters, and there is a formation of three possible genotype groups. The
influence of the Wahlund effect varied among populations (from 8.5% to 53.3%). The
effective population size estimates were low (less than 10 individuals) and the minimum
viable area was estimated between 4 to 184 hectares, taking into account estimates of short,
medium and long terms. Regarding the reproductive system, results indicate that Q.
grandiflora Mart reproduces by crosses between relatives and unrelated individuals (0.913).
The single locus rate was 0.632, indicating that there are more crosses between unrelated than
related individuals. The self-fertilization rate was low (0.087), therefore indicating that the
species is allogamous, with little predisposition for self-fertilization. Approximately 35% of
the plants within progenies were full-sibs and approximately 57% were half-sibs. In addition,
approximately 8% of progenies were self-fertilized brothers. The estimated coefficient of
coancestry in progenies was 0.139, while the rate of fixation was about 27%. The estimated
effective size indicated that the genetic representativeness of the offspring is lower than the
expected in random cross progenies: the samples analyzed account for only 13.2 individuals
in a ideal panmitic population. The results show that this species has potential for in situ
genetic conservation, although the collection of seeds to maintain the effective size should use
a large number of trees. It is suggested that the studied areas be treated as evolutionary
significant units and as independent units for management.

Keywords: Cerrado; pau terra; Reproductive system; Gene flow; Molecular markers; SSR
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1 INTRODUCAO

O Cerrado brasileiro comporta uma diversidade de paisagens, constituidas por
diferentes fisionomias de vegetacdo, vinculadas a fatores fisicos e fisiograficos. Sua flora
vascular tem um percentual de endemismo estimado em 44% (SILVA; BATES, 2002;
FELFILI et al., 2005). Por esta caracteristica, bem como a perda da maioria de sua extensao
original, enquadra-se como um hotspot, ou seja, uma das areas de alta biodiversidade mais
ameacada do planeta e tida como prioritaria para conservacdo (MYERS et al., 2000;
MITTERMEIER et al., 2005) que abrigam mais de 60% da vida do planeta, embora ocupem
apenas cerca de 2,3% da superficie da Terra (CONSERVATION INTERNATIONAL, 2005).

Uma estimativa sobre a vegetacdo natural remanescente indica que o Cerrado sofreu
um grande impacto. Cerca de 78,7% de sua area esta sob alguma forma de uso pelo homem, o
que significa que apenas 432.814 km? ainda se conservam intactos no planeta
(CONSERVATION INTERNATIONAL, 2005). Estes impactos trazem grandes danos
ambientais, dentre eles a fragmentacdo de habitats, que é responsavel pela diminuicdo da
biodiversidade e extincdo de espécies.

Em 2002 o Ministério do Meio Ambiente apresentou extenso relatério contendo
informacdes acerca da biodiversidade dos biomas brasileiros (BRASIL, 2002), propondo 87
areas prioritarias para conservagéo, incluindo o Cerrado. A delimitaco das areas foi realizada
com base nas distribuicGes de elementos da biota, enfatizando areas de alta riqueza de
espécies, com alto grau de endemismo bioldgico. Como resultado deste trabalho foram
propostas estratégias de monitoramento, selecionando-se espécies endémicas representativas,
espécies raras ou ameacadas e espécies de interesse econémico, estimulando-se todos os
estudos relacionados a conservacao.

Os avancos da biologia molecular tem permitido dar novas perspectivas para a
pesquisa em conservacdo de espécies e estudos de biologia populacional, de maneira que 0s
objetivos propostos pelo Ministério do Meio Ambiente (BRASIL, 2002) possam também ser
atingidos com o uso de ferramentas genéticas. Ou seja: a varia¢do encontrada nos organismos
pode ser analisada em nivel de DNA.

O estudo da diversidade genética em populacdes naturais compreende a descricdo dos
niveis de variagcdo genética mantida dentro das mesmas, bem como a forma em que a variagéo
genética é dividida entre elas (HAMRICK, 1996). Este enfoque permite fornecer informac6es
sobre a interacdo de caracteristicas da paisagem com processos de microevolucdo, tais como o

fluxo genético e selecdo de espécies. Permite também identificar limites criticos, que sdo
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rupturas dos genes que fluem através de populacfes sem causas Obvias e sem contatos entre
populagdes previamente isoladas (MANEL et al., 2003).

Em contraste aos estudos tradicionais de genetica de populagdes, este ambito de
pesquisa permite desvendar descontinuidades nos genes de populacdes (GUILLOT et al.,
2005), desvendar a estrutura genética de populacdes (MANEL et al.,2003; HOLDEREGGER,;
WAGNER, 2006) e identificar barreiras antropogénicas especificas que reduzem o fluxo
genéetico e a diversidade genética, consequentemente permitindo estabelecer corredores
bioldgicos potenciais para conservacdo (STORFER et al., 2007).

Trabalhos relacionados a estrutura e diversidade genética de popula¢Ges com espécies
arbéreas ja foram desenvolvidos com sucesso por varios pesquisadoes, como Zucchi et al.
(2005), Gusson, Sebbenn e Kageyama (2006), Estopa et al. (2006), Martins et al. (20086,
2008), Tarazi (2009), dentre outros. Estes trabalhos visam adquirir informacgdes genéticas
relevantes que possam ser empregadas em programas de conservacdo genética e

melhoramento florestal.

1.1 Objetivos

Este trabalho teve por objetivo geral estudar a diversidade genética de Qualea
grandiflora Mart em populac6es naturais em areas de Cerrado no estado de Sdo Paulo. E de
maneira especifica:
. Desenvolver marcadores microssatélites para a espécie Qualea grandiflora Mart;
. Caracterizar a variabilidade genética inter e intrapopulacional em populac6es naturais
de Qualea grandiflora Mart;
" Caracterizar o sistema reprodutivo de Qualea grandiflora Mart;
. Fornecer subsidios para estudos de Genética da Paisagem visando a conservacao

genética e ecoldgica do Cerrado.

1.2 Revisdo Bibliogréafica
1.2.1 O cerrado

O Cerrado é o0 segundo maior bioma brasileiro. Possui aproximadamente 2 milhdes de
km? e ocupa cerca de 24% do territério nacional (MMA, 2006). Sua maior &rea localiza-se
uniformemente no Planalto Central do Brasil (Figura 1.1), mas estende-se também em areas
denominadas periféricas, que abrangem os estados do Maranhdo, Piaui, Tocantins, Sdo Paulo
e Paranad (RIBEIRO; WALTER, 1998).
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Figura 1.1- Distribuigdo do Cerrado no Brasil. Fonte: WWF Brasil (2006)

O clima do Cerrado é predominantemente tropical estacional com um regime de
chuvas no verdo. A precipitacdo anual varia entre 750 a 2000 mm, com média anual de 1500
mm. Durante a estacdo das secas, os indices pluviométricos mensais reduzem-se bastante,
podendo chegar a zero. As temperaturas médias sdo em torno de 23°C na regido sul e 27°C na
porc¢éo norte (KLEIN, 2002).

Os solos do Cerrado sdo profundos, apresentam permeabilidade, porosidade e baixa
capacidade para retencdo de agua. A maior ocorréncia sdo os Latossolos, cobrindo 46% da
extensdo do bioma. Esses tipos de solos podem apresentar uma coloragdo variando do
vermelho para o amarelo, sdo profundos, bem drenados na maior parte do ano, apresentam
acidez, toxidez de aluminio e sdo pobres em nutrientes essenciais (como calcio, magnésio,
potassio e alguns micronutrientes) para a maioria das plantas. Ha ocorréncia também de solos
pedregosos e rasos (Neossolos Litélicos), arenosos (Neossolos Quartzarénicos), organicos
(Organossolos) e outros de menor expressio (REATTO; MARTINS, 2005;
SANZONOWICZ, 2007).

O Cerrado comporta uma diversidade de paisagens, constituidas por diferentes
fisionomias de vegetacdo e padrdes de composicao floristica, vinculados a fatores fisicos e

fisiograficos. Henriques (2005) propde agrupar o Cerrado em quatro fisionomias principais:
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Campo limpo, Campo sujo, Cerraddo e Cerrado sensu stricto (Figura 1.2). No entanto, a
classificacdo mais utilizada atualmente é a de Ribeiro e Walter (1998), que descrevem onze
tipos fisiondmicos gerais para o Cerrado, enquadrados como formacdes florestais, savanicas e
campestres, considerando a estrutura, formas de crescimento e possiveis mudancas

estacionais.

Campo limpo

Cerrado sensu stricto

Mata de
galeria

Figura 1.2 — Perfil esquematico das fisionomias de Cerrado com relagdo a profundidade do solo na vertente de
um vale (HENRIQUES, 2005 - p.78)

A biota do Cerrado, de acordo com Silva e Bates (2002), possui um elevado nimero
de espécies endémicas, mas também conta com espécies comuns ao campo limpo e as
florestas Umidas. Esta interacdo entre o Cerrado e formacGes adjacentes tem ganhado mais
atengdo na Gltima década, pois este se limita com todos os demais biomas de terras baixas da
América do Sul (SILVA; SANTOS, 2005).

Coutinho (2000) estimou a flora do Cerrado em 3.000 espécies, sendo
aproximadamente 2.000 do estrato subarbustivo e o restante do estrato arbdreo-arbustivo.
Walter (2006) cita adicionalmente a contribuicdo de pesquisadores como Goodland (1971) e
Heringer et al. (1977), que ampliaram consideravelmente a lista de espécies de Cerrado,
contrariando a visdo disseminada que se tinha a respeito da pobreza desse bioma em espécies
vegetais.

A lista mais atualizada para a flora vascular do Cerrado consta de 11.627 espécies
(MENDONCA et al., 2008), a qual ja alcangou um numero de espécies muito superior as mais
otimistas projecbes anteriores (WALTER, 2006), sendo, no entanto, necessario dar
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continuidade aos estudos floristicos para seu incremento. Para Mendonga et al. (2008) o
Cerrado tem se mostrado muito mais rico do que se previa e muitas das suas tipologias séo
endémicas da América do Sul e do Brasil. Devido a estas e outras caracteristicas, o Cerrado é
enquadrado atualmente como um dos 34 hotspots mundiais, ou seja, as zonas com maior
concentracdo de biodiversidade do planeta e que merecem atencdo especial por estarem em
constante ameaca de extingdo (MYERS et al., 2000; MITTERMEIER et al., 2005).

O desmatamento do Cerrado foi estimado em 3 milhdes de hectares/ano (MACHADO
et al., 2004). Segundo Sano et al. (2008), em quatro decadas cerca de 26% do territdrio
compreendido pelo Cerrado foi transformado em &reas de pastagem e 10% em agricultura.
Apenas 7,44% de sua area é protegida por unidades de conservacdo, federais, estaduais e
municipais (MMA, 2006), sendo que cerca de 20% das espécies endémicas e ameacadas
localizam-se fora dessas unidades de conservacdo (MACHADO et al., 2004).

No estado de S&o Paulo, o Cerrado apresenta-se sob a forma fragmentos isolados em
meio a canaviais, pastagens e outras formacdes florestais, totalizando uma area de 21.000
hectares (DURIGAN et al., 2007).

1.2.2 Estrutura e diversidade genética

A estrutura genética é a distribuicdo ndo aleatdria dos alelos e gendtipos dentro das
espécies (HAMRICK, 1983). Sua manutencdo ocorre devido a interacdo entre fatores
evolutivos, como selecdo, deriva, migracdo e mutacdo, com fatores ecoldégicos como o
sistema reprodutivo, distribuicdo espacial, tamanho efetivo, dispersdo de poélen e sementes. A
caracterizacdo da estrutura genética entre populacbes tem sido realizada por trés
metodologias: estatisticas F de Wright (WRIGHT, 1965); analise da variancia de frequéncias
génicas (COCKERHAM, 1969) e analise da diversidade genética em populac@es subdivididas
(NEI, 1973). As trés abordagens apresentam bases genéticas similares, procurando verificar a
distribuicdo da variabilidade genética entre e dentro das populagdes.

Modelos classicos de genética de populaces que descrevem a estruturacdo genética
de populacGes de plantas assumem que a atual estrutura genética reflete um equilibrio entre
deriva genética e fluxo génico (WRIGHT, 1951). Contudo, a troca genética é restrita em
muitos grupos, tanto pela larga distribuicdo geografica da espécie, quanto por limitada
dispersdo de podlen e/ou sementes (EHRLICH; RAVEN, 1969). Nesses casos, eventos
historicos, como expansdo, fragmentagdo e efeito gargalo, serdo fortes fatores determinantes

da estrutura genética atual dessas populagées (AVISE, 2000).
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O termo diversidade genética foi originalmente definido por Nei (1973) e se refere a
quantidade potencial de heterozigotos em uma dada populagdo considerando as frequéncias
genotipicas em equilibrio de panmixia (os individuos da populacao se reproduzem a partir de
cruzamentos ao acaso, sem nenhuma restricdo e a populacdo € grande o suficiente para
permitir que todos os gendtipos possam se manifestar na frequéncia do equilibrio). De acordo
com Hamrick (1983), o estudo da diversidade genética em populagdes naturais compreende a
descricao dos niveis de variagdo genética dentro das populacdes, bem como a forma que ela é
divida entre as mesmas.

Mais recentemente, o termo diversidade genética tem sido empregado para
caracterizar medidas objetivas (indices) que possam quantificar a variagdo genética em
populacdes (variacbes herdaveis encontradas que possam ser mensuradas em individuos,
populacdes e espécies). Os indices mais utilizados sdo: porcentagem de locos polimorficos,
namero médio de alelos por loco, heterozigosidade esperada ou diversidade génica em
equilibrio de Hardy-Weinberg, heterozigosidade observada e indice de fixacdo (BERG;
HAMRICK, 1997).

Segundo Loveless e Hamrick (1987), em espécies tipicamente aldgamas ocorre maior
variacdo genética dentro das populacdes e menor entre elas, sendo que a divergéncia entre
populacbes serd menor quanto maior for o fluxo génico. J& em populagdes que se reproduzem
por autofecundacgéo, onde se tem limitada disperséo de sementes, ocorre baixa variacdo dentro
das populacdes e alta entre elas. Em estudos com espécies arboreas, Hamrick (1983) verificou
que a distribuicdo dos alelos e gendtipos ndo é aleatoria dentro das populacBes, sendo
determinada pela dispersdo de pdlen e sementes, ambiente de distribuicdo e selecdo micro
ambiental.

A diversidade genética promove matéria prima para a adaptacdo das espécies, sendo
também a base para o melhoramento genético. Ela € a responsavel por parte das diferencas de
produtividade e reproducéo entre os individuos de uma espécie (LOWE; HARRIS; ASHTON,
2005). Sua determinacdo em espécies arboreas é de suma importancia ja que estas espécies
sdo fundamentais na estrutura dos ecossistemas florestais. Espécies que apresentam valores
baixos de diversidade genética podem ter reduzida sua capacidade de sobreviver a doencas e
nédo se adaptarem a mudancas ambientais. Assim a diversidade genética pode ser considerada
de fundamental importancia para a sustentabilidade e estabilidade dos ecossistemas
(RAJORA; PLUHAR, 2003).
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1.2.3 Fluxo génico em populagGes naturais

A dispersdo do polen e de sementes entre as populacdes é conhecida como fluxo
génico. Este mecanismo, que inclui todos os fatores que levam a movimentacdo de alelos
entre as populacdes, reduz a diferenciacdo genética entre as mesmas, podendo promover o
aumento da variabilidade genética (WRIGHT, 1951; SLATKIN, 1987). Sua relagdo com a
diversidade genética intra e interpopulacional, depende tanto da distribuicdo geogréfica da
espécie quanto da importancia dos fatores evolutivos (SLATKIN,1987).

Quando um individuo migra de uma populacdo para outra, ele carrega genes que sao
representativos de sua populacéo ancestral para a populagéo receptora. Caso ele tenha sucesso
em seu estabelecimento e realize cruzamentos, ele ird transmitir esses genes entre as
populacgdes, sendo que essa transferéncia é chamada de fluxo génico. Quando o pdélen atinge a
populacdo ele ja € incorporado por ela, enquanto que a semente tem que se transformar em
plantula e se desenvolver para ser incorporada. O fluxo génico € o fator evolutivo responsavel
pela homogeneizacdo das populacOes, restringindo os efeitos da deriva genética e selecdo
(RIDLEY, 2006).

As diferencas nos padrfes de dispersdo de sementes tém efeitos nos niveis de
distribuicdo da variacdo genética nas populagdes. Por exemplo, espécies que apresentam
polinizacdo por animais que percorrem grandes distancias, terdo maior diversidade genética
do que aquelas polinizadas pelo vento ou animais que percorrem curtas distancias. No
entanto, a dispersdo pelo vento gera maior diversidade genética dentro das populacGes
(HAMRICK; LOVELESS, 1986, 1989).

Os padrdes de fluxo génico em populagdes naturais podem ser estudados por diversos
métodos, dentre eles os indiretos, que sdo baseados na estrutura genética de populacdes,
utilizando-se de indices como o fluxo génico aparente (Fst), alelos privativos e autocorrelacdo
espacial. O indice Fst pode ser utilizado para estimar o nimero de migrantes por geracdo
(Nm) para um conjunto de populacBes ou de subpopula¢Ges (ZUCCHI, 2002). J& o uso de
alelos privativos para avaliacdo do fluxo génico, foi descrito por Slatkin (1985), e é baseado
na frequéncia média de alelos que sdo exclusivos de uma ou poucas populacdes (que podem
ser alelos raros). A frequéncia destes alelos € utilizada para estimar a média do namero de

migrantes permutados entre as populaces.

1.2.4 Espécie de estudo
Qualea grandiflora Mart (Vochysiaceae) € uma espécie arbdrea de ocorréncia em

cerrado strictu sensu, campos cerrados e cerraddo (RATTER et al. 2003). Pode atingir 20 m
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de altura, possui tronco tortuoso e casca grossa com fissuras transversais e longitudinais. E
considerada simbolo dos Cerrados (ALMEIDA et al., 1998), sendo conhecida popularmente
como pau terra, pau terra do campo, pau terra do Cerrado, entre outros (CORREA, 1978).

E uma espécie acumuladora de aluminio estando muito presente em solos distroficos,
apresentando em fung&o do solo uma distribuicdo muito variavel dentro das fitofisionomias de
Cerrado (ALMEIDA et al., 1998).

As folhas de Q. grandiflora Mart (Figura 1.3) sdo opostas, rigidas, de apice afilado
(acuminadas), com nervuras proeminentes na face superior e sulcadas na face inferior
(PAULA; ALVES, 1997). As inflorescéncias séo cachos compostos (tirso de cincinos), em
geral no &pice dos ramos, com muitas flores amarelas. As flores (Figura 1.4) tém uma sé
pétala de cor amarela e um prolongamento no célice (espora ou calcar) onde se acumula
néctar. Os frutos sdo alongados e lenhosos de cor castanha (capsula loculicida) abrindo-se em
trés partes (valvas) para liberar sementes aladas (PAULA; ALVES, 1997; ALMEIDA et al.,
1998).

Figura 1.3 - Aspecto das folhas de Q. grandiflora Mart. Imagem: Valdir Dala Marta, 2008
Figura 1.4 - Flor de Q. grandiflora Mart. Imagem: Valdir Dala Marta, 2008

E uma espécie que perde as folhas (decidua) durante a estacdo seca (DUTRA, 1987),
de abril a agosto. A floracdo inicia junto com o brotamento de folhas novas, de setembro a
outubro, no inicio da estacdo chuvosa e se estende no decorrer desta até dezembro e janeiro
(BARBOSA, 1983; DUTRA, 1987). A polinizacdo € realizada por mariposas
(SILBERBAUER-GOTTSBERGER; GOTTSBERGER, 1975) do tipo Sphingidae (BORGES,
2000). Os frutos (Figura 1.5) levam cerca de um ano para amadurecer, em agosto e setembro
do ano seguinte, com as plantas sem folhas (ALMEIDA et al., 1998). As sementes sdo
dispersas por anemocoria (WEISER; GODOY, 2001).



Figura 1.5 - Fruto de Q. grandiflora Mart imaturo (a) e em deiscéncia (b) Imagens: Valdir Dala Marta, 2008

O peso médio de 100 sementes é 12 g, sendo que estas possuem umidade inicial de
16% e apresentam 75% de viabilidade apds dessecacdo (WETZEL, 1997). Nao é necessario
tratamento pré-germinativo, mas as sementes perdem a viabilidade em poucos meses
(DAVIDE et al., 1995). A germinacdo observada em laboratério foi de 56% (WETZEL,
1997). Costa e Franco (2007) testaram o estabelecimento da espécie em campo sujo obtendo
germinacdo de 68% das sementes, enquanto no cerraddo apenas 38,58% conseguiram
germinar. Segundo Davide et al. (1995), os frutos devem secar ao sol até a deiscéncia para
gue em seguida as sementes possam ser removidas.

Com relacdo ao seu aproveitamento econémico, a madeira de Q. grandiflora Mart
pode ser utilizada para mourdes, carvao e lenha (PAULA; ALVES, 1997), sendo também
empregada em tabuas, forros, mdveis, brinquedos, caixotaria e pasta para papel. Suas
caracteristicas morfolégicas sdo adequadas para uso paisagistico embora apresente
crescimento muito lento. O cozimento de frutos permite extrair corantes verde e amarelo,
utilizados no tingimento de fios de algodéao para tecelagem (ALMEIDA et al., 1998).

Na medicina tradicional, a infusdo dos frutos de Qualea grandiflora Mart é usada no
tratamento de asma (CORREA, 1978) e a infusdo das cascas para limpeza externa de Ulceras e
feridas e também contra inflamacGes (ALMEIDA et al., 1998). O cha feito com as folhas ¢
utilizado para cdlicas intestinais, diarréias com sangue e amebiase (RODRIGUES;
CARVALHO, 2001).

Estudos realizados por Souza et al. (2007) relatam a atividade antioxidante de Qualea
grandiflora Mart. Ayres et al. (2008a, 2008b) identificam os flavon6ides como responsaveis

pela resposta antioxidante e relatam que o extrato etandlico das folhas de Q. grandiflora Mart
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apresenta atividade inibitoria classificada como moderada ou ativa sobre o crescimento
microbiano. Estes resultados pareceram bastante promissores, especialmente para as bactérias
Grampositivas, uma vez que este extrato apresentou um efeito inibidor tanto sobre as cepas

das espécies mais sensiveis como sobre as mais resistentes.

1.2.5 Areas de estudo

As areas de estudo possuem distancias bastante variaveis entre si (Tabela 1.1), sendo
trés delas em unidades administradas pelo Instituto Florestal do estado de Séo Paulo (Horto
Florestal de Assis, Estagédo Experimental de Itirapina e Parque Estadual Furnas do Bom Jesus
em Pedregulho) e uma em propriedade particular (Fazenda Marimbondo, em Brotas),

conforme Figura 1.6.

Tabela 1.1 - Distancia em quilémetros entre as quatro areas de estudo no estado de S&o Paulo

Brotas Itirapina Pedregulho
Assis 275 350 460
Brotas - 24 280
Itirapina - - 280
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Figura 1.6 - Localizagéo das areas de estudo no estado de S&o Paulo. Fonte: Atlas BIOTA FAPESP/Centro de
Referéncia em Informacdo Ambiental (2012). As areas em cinza referem-se & remanescentes de
Cerrado mapeados no estado.

A Floresta Nacional de Assis (Decreto Estadual 47.098/02) possui uma area total de
mais de 3.000 hectares (Figura 1.7), estando localizada nas coordenadas 22°36’00°’S e
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50°24°28°°0. A area de estudo fica proxima a represa do Horto Florestal, a 540 metros de
altitude e possui aproximadamente 2,2 hectares. Sua fisionomia € de Cerrado sensu stricto
(RIBEIRO; WALTER, 1998), com presenca de braquidria e cobertura arborea média de
46,3% (PINHEIRO; DURIGAN, 2009).

Figura 1.7 - Floresta Nacional de Assis, com a delimitagdo da area de estudo (em vermelho), préxima a represa
do Horto Florestal

A Fazenda Marimbondo em Brotas (22°22°18’S e 48°01°24°°0), possui
aproximadamente 400 hectares de Cerrado (Figura 1.8), constituido por fisionomias de
cerraddo e Cerrado strictu sensu. Seu entorno inclui areas de canaviais e de pastagens. A area
de estudo dentro da propriedade é de aproximadamente 0,9 hectares e estd a 650 metros de

altitude.

.f‘@'ﬂ?iz-

Figura 1.8 - Fazenda Marimbondo em Brotas, SP. Em vermelho a delimitacdo da area de estudo

A Estacdo Experimental de Itirapina (Decreto Estadual 22.335/84) possui uma area
aproximada de 3.212 hectares (Figura 1.9) e esta localizada nas coordenadas 22° 13°03”’S e

47° 50°15”°0. Seu entorno inclui canaviais, pastos, reflorestamento de Pinus sp e Eucalyptus
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sp além de fazer divisa com a Estacdo Ecologica de Itirapina, também administrada pelo
Instituto Florestal. A area de estudo ¢ conhecida como “Cerrado Valério” e tem
aproximadamente 1,4 hectares, localizados a aproximadamente 750 metros de altitude. A
fisionomia é do tipo cerraddo, segundo Ribeiro e Walter (1998), caracterizando-se por
apresentar flora com elementos do Cerrado sensu stricto e de mata, com cobertura arborea de
50-60%. O estrato arboreo é composto por individuos tortuosos e eretos, com alturas médias

de 8 a 15 metros.

Figura 1.9 - Estacdo Experimental de Itirapina, SP. Em vermelho a area de estudo (Cerrado Valério)

O Parque Estadual Furnas do Bom Jesus (Decreto Estadual 30.591/89), localiza-se em
Pedregulho, nas coordenadas 20°13°40°’S e 47°26°18”°0. Possui mais de 2.000 hectares de
extensdo (Figura 1.10), com &reas de Cerrado de diferentes fisionomias. A area de estudo fica
préxima ao alojamento do parque e do centro de visitantes. Possui aproximadamente 0,9
hectares e estad a 1000 metros de altitude. A fisionomia ¢é do tipo Cerrado sensu stricto do tipo
ralo (RIBEIRO; WALTER, 1998), com solo areno-pedregoso. Possui cobertura arbdrea de 5 a
20% e altura média de 2 a 3 metros.

AN

Figura 1.10 - Parque Estadual Furnas do Bom Jesus em Pedregulho SP. Em vermelho a area de estudo
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2 O USO DE MARCADORES MOLECULARES MICROSSATELITES EM ESTUDOS
DE DIVERSIDADE E CONSERVACAO DO CERRADO!

Resumo

Os avancos da biologia molecular nas ultimas décadas, aliados a crescente
preocupacdo do meio cientifico em avaliar as consequéncias genéticas que a fragmentacéo de
habitats exerce sobre as espécies, criaram novas perspectivas para os estudos de genética
populacional, permitindo que a biodiversidade seja estudada por meio da diversidade
molecular. As iniciativas relativas a gendmica da conservacao tem sido de grande valia para
delinear estratégias de conservacdo genética eficientes a médio e longo prazos. Discute-se
aqui o uso de marcadores moleculares do tipo microssatélites em estudos de diversidade
genética voltados para espécies do Cerrado. Sdo marcadores altamente informativos e
ocorrem abundantemente no genoma de plantas. Embora os custos envolvidos no
desenvolvimento de microssatélites sejam elevados, seu uso vem crescendo exponencialmente
nos estudos de ecologia reprodutiva, conservacdo e manejo de populagdes. Os resultados
obtidos com este tipo de ferramenta permitem identificar o sistema reprodutivo de espécies,
além de possiveis hibridizac6es, estimar riscos genéticos de extingdo, detectar populacGes
vulneraveis, determinar a area minima viavel de unidades de conservacéo, dentre outros.

Palavras- chave: Cerrado; Microssatélites; SSR; Diversidade genética

Abstract

Advances in molecular biology in recent decades and the growing interest of the
scientific community in assessing the genetic consequences of habitat fragmentation on
species have allowed the creation of new perspectives for research on population genetics,
where biodiversity is investigated by means of molecular diversity. The initiatives for
conservation genomics have been invaluable to delineate effective strategies for genetic
conservation in the short and long term. In this paper we discuss the use of microsatellite
molecular markers in studies of genetic diversity focused on species of Cerrado. Markers are
highly informative and occur profusely in the genome of plants. Despite the high costs
involved in developing microsatellites, their use has grown exponentially in reproductive
ecology, conservation and population management. This tool allows the identification of the
reproductive system of species and possible hybridizations, as well as the estimation of
genetic risks of extinction, detection of vulnerable populations and determination of the
minimum viable area of conservation, among others.

Keywords: Cerrado; Microsatellite; SSR; Genetic diversity

2.1 Introducao
A preocupacdo em avaliar as consequéncias genéticas que a fragmentacao de habitats
exerce sobre as espécies tem levado o meio cientifico a questionar a fragilidade genética de

populacOes e as estratégias envolvidas na conservacdo de espécies ameagadas de extingao.

1RITTER, L.M.O.; KAGEYAMA, P.Y. Apllication of microsatellite molecular markers in studies of genetic
diversity and conservation of cerrado. Artigo submetido a publicacdo na revista Scientia Forestalis.
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Para tanto, ha necessidade de se obter informacdes cada vez mais detalhadas sobre a estrutura
e diversidade genética de populacfes naturais.

A gendbmica vem ganhando importancia como ferramenta nos programas de
conservacdo da biota, pois permite que a biodiversidade seja estudada por meio da
diversidade molecular existente nas popula¢@es naturais de diversas espécies sob impacto
antropogénico direto ou indireto (SOLE-CAVA, 2001).

Fortemente criticadas pelos conservacionistas durante o fim da década de 80 (por
restringirem-se as estimativas de heterozigosidade em populacBes submetidas a gargalos
populacionais), as iniciativas relativas a gendbmica da conservagao vem sendo potencializadas
ao nivel de critério primordial na condugdo de programas internacionais de conservacao
(TORRES, 2003).

Estes estudos permitem descrever a variagdo genética de populacBes e seus
mecanismos de manutengdo desta variabilidade (NEI, 1987), disponibilizando um
instrumento vigoroso para a deteccdo das relacdes e dos limites entre espécies e linhagens
(AVISE, 1994), reconhecimento da dinamica reprodutiva, estrutura genética da populacdo
(MANEL et al., 2003; HOLDEREGGER; VAGNER, 2006), dinamica de migracdo e
dispersdo de espécies e populacbes (AVISE, 1994), além de desvendar descontinuidades nos
genes de populagdes (GUILLOT et al., 2005).

Como consequéncia deste ambito de pesquisa, surgiu a Genética da Paisagem
(MANEL et al., 2003), que emergiu integrando a ecologia da paisagem, estatistica espacial e
genética de populacdes. Analises genéticas da paisagem permitem identificar barreiras
antropogénicas especificas que reduzem o fluxo genético e a diversidade genética,
consequentemente permitindo estabelecer corredores bioldgicos potenciais para conservacao
(STORFER et al., 2007).

Estas analises vem sendo aliadas a Genética da Conservacdo, cujo objetivo é gerar
subsidios para a compreensdo de processos populacionais e evolutivos relevantes para a
conservacao de espécies ameacadas de extincdo (OURBORG; VERGEER; MIX, 2006). O
conhecimento das variacdes genéticas das espécies e populacdes tem sido de grande valia para

delinear estratégias de conservacdo genética eficientes a médio e longo prazos.

2.2 Marcadores Moleculares Microssatélites
A diversidade genética é introduzida continuamente nas populagdes por mutacao,
recombinacéo e fluxo génico e pode ser perdida por deriva genetica, endocruzamentos e pela

maior parte dos tipos de selecdo natural (NEI, 1987). A principal ferramenta para avaliar
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como a variabilidade genética encontra-se distribuida dentro e entre as populacGes sdo 0s
marcadores moleculares (SEBBENN, 2001; TELLES et al., 2003). E considerado marcador
molecular qualquer feno6tipo molecular oriundo de um gene expresso ou de um segmento de
DNA especifico que corresponde a regides expressas ou ndo do genoma (FERREIRA;
GRATAPAGLIA, 1998).

Dentre os diversos tipos existentes, os marcadores do tipo Microssatélites ou
sequéncias simples repetidas (SSR - Simple Sequence Repeats) sdo baseados em repeticdes
curtas (de 1 a 6 pares) de bases (LITT; LUTY, 1989), repetidas in tandem (lado a lado). Eles
representam regides instaveis do genoma, distribuidas ao acaso, formando locos genéticos
polimorficos que estdo sob alteragBes mutacionais a taxas maiores que as observadas nas
sequéncias de taxa Unica.

Os microssatélites sdo bons marcadores de DNA para estudos com plantas, pois sdo
informativos e podem ser analisados por PCR (Reacgéo de Cadeia Polimerase), baseando-se na
amplificacdo individual de regides contendo as sequéncias simples repetidas, utilizando um
par de primers especificos (de 20 a 30 pares de bases) e complementares as sequéncias Unicas
qgue flanqueiam o microssatélite. Cada segmento amplificado de tamanho diferente
corresponde a um alelo diferente do mesmo loco (FERREIRA; GRATAPAGLIA, 1998).
Além disso, sdo abundantes e uniformemente distribuidos no genoma (JARNE; LAGODA,
1996). Representam a classe mais polimorfica de marcadores moleculares atualmente
conhecidos e utilizados (FERREIRA; GRATAPAGLIA, 1998).

As ilhas de microssatélites sdo regides instaveis do genoma, que estdo sob alteracdes
mutacionais, geralmente do tipo adicdo ou delecdo de repeticbes em taxas mais elevadas que
as observadas nas sequéncias de DNA ndo repetitivo, sendo que esta taxa pode chegar até 1 a
cada 1000 pares de bases (ZUCCHI, 2003). E esta instabilidade que gera um grande ndimero
de locos polimorficos, o que é interessante no estudo de populacdes e mapeamento de genes,
favorecendo a mais completa cobertura do genoma.

Rafalski et al. (1996) considera que os SSR sdo 0s que se aproximam mais do
marcador ideal para estudos de genética de populacdes. 1sso porque possuem um namero de
alelos e de heterozigosidade muito maior em comparacao a outros dados, como por exemplo
0s gerados por isoenzimas.

Os marcadores SSR comegaram a ser utilizados em estudos ecologicos para
determinar grau de parentesco entre individuos (YANG et al. 1994; MELO, 2000). Também

passaram a ser utilizados com objetivo de esclarecer a estrutura genética ou a divisdo da
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variacdo entre individuos, populacbes e espécies (WHITE et al., 1999; DAYANANDAN et
al., 1999; COLLEVATTI et al., 2001b).

A desvantagem desta técnica € a necessidade de desenvolvimento prévio dos
marcadores, 0 que demanda custos elevados. No entanto estes estudos vem crescendo
exponencialmente nos ultimos anos e atualmente estes marcadores tém sido utilizados com
bastante frequéncia nos trabalhos de genética de populagdes de plantas, inclusive espécies do

Cerrado.

2.3 AplicacOes de microssatélites em estudos no Cerrado brasileiro

O desmatamento tem levado a perda de variabilidade genética de muitas espécies do
Cerrado (MARTINS et al., 2006). As alteracGes antrépicas reduzem a variabilidade genética
das espécies por efeito fundador ou gargalo (bootleneck), deriva genética, restricdo do fluxo
génico e aumento da endogamia, do isolamento e divergéncia genética entre populacdes. A
endogamia pode conduzir a fixacdo de alelos deletérios, levando certas populagdes presentes
neste habitat a extingdo (VENCOVSKY, 1987; COLLEVATTI et al., 2001a; ZUCCHI, 2003;
MORAES et al., 2007).

Os investimentos para estudos no Cerrado Brasileiro vém ganhando importancia
somente nos ultimos anos. Ainda sdo espécies para as quais se possui pouco conhecimento
bioecoldgico basico, ja que a maior parte do interesse nas pesquisas tradicionalmente tem se
voltado para os Biomas de florestas tropicais (MORAES et al., 2007). Os resultados obtidos,
vém apontando algumas direcGes importantes para se tomar como referéncia para as acdes de
minimizacdo dos impactos ambientais nesses ecossistemas (KAGEYAMA; GANDARA,;
SOUZA, 1998).

Marcadores SSR tém sido desenvolvidos para diversos tipos de estudos com espécies
tipicas do Cerrado brasileiro, como Caryocar brasiliense Camb (COLLEVATTI et al., 1999),
Copaifera langsdorffii Desf. (CIAMPI et al, 2000) Tabebuia aurea (Silva Manso) Benth. &
Hook. f ex S. Moore (BRAGA et al, 2007), Lychnophora pinaster Mart (HABER et al.,
2009), Anacardium humile Saint Hill (GRANDO, 2009), Tibouchina papyrus (Pohl) Toledo
(TELLES et al., 2011), Qualea grandiflora Mart (RITTER et al., 2012) dentre outras.

As finalidades de estudo sdo bastante varidveis. Enquanto alguns se voltam para a
ecologia reprodutiva de espécies de grande interesse econémico, como Caryocar brasiliense
Camb (COLLEVATTI et al., 1999, 2001a, 2001b, 2003), outros visam a caracterizacdo e
coleta de acessos para uso em programas de pré-melhoramento genético, como Eugenia

dysenterica DC (ZUCCHI, 2003). No entanto, resultados importantes foram obtidos em
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trabalhos voltados para conservacdo de populacdes de espécies tipicas do Cerrado, como
Dipteryx alata Vogel (SOARES et al., 2008, TARAZI et al, 2010), Copaifera langsdorffii
Desf. (TARAZI, 2009; SOUZA, 2011), Hymenaeae stygonocarpa Mart. ex. Hayne
(MORENO et al, 2009), Tabebuia ochracea (Cham.) Standl. (MOREIRA et al., 2009),
Tabebuia aurea (Silva Manso) Benth. & Hook. f ex S. Moore (SILVA, 2010), dentre outras.

Para realizar estudos de variabilidade genética a partir de marcadores microssatélites, é
preciso considerar dois diferentes aspectos de diversidade, segundo Frankel et al. (1996): a
riqueza alélica, medida através do numero total de alelos na populacdo ou amostra (A) e a
equitabilidade na frequéncia dos diferentes alelos presentes na populagdo, medida pelo
coeficiente de diversidade génica (He).

Outros indices que também podem ser utilizados sdo a heterozigosidade observada
(Ho), que segundo Weir (1996) é um importante indicador de diversidade genética, visto que
cada heterozigoto carrega alelos diferentes e representa melhor a variagdo existente em
populacbes autbgamas e alégamas; o nimero de alelos por loco, para caracterizar e comparar
0s niveis de variacdo genética nas populacdes (CONTE, 2004); e o indice de fixacdo de
Wright ( f) que mede o excesso ou deficiéncia de heterozigotos em relacdo ao esperado no
modelo equilibrio de Hardy Weinberg. Segundo Futuyma (1992) as discrepancias entre uma
populagéo “ideal” de Hardy Weinberg e as populagdes reais s@o os ingredientes da evolucéo.

Além destes indices, leva-se em consideracdo o conteudo de informacdo polimérfica
(PIC) que indica a qualidade do marcador utilizado. O valor do PIC varia de 0 para perfis
monomorficos, até 1 para perfis altamente polimorficos. Marcadores com valores de PIC
superiores a 0,5 sdo considerados muito informativos, valores entre 0,25 e 0,50 mediamente
informativos e valores inferiores a 0,25 s&o tidos como pouco informativos (BOTSTEIN et
al., 1980).

A analise dos resultados obtidos com este tipo de estudo, permite, segundo Moreno
(2009): (i) identificar e compreender o sistema sexual e reprodutivo, (ii) avaliar possiveis
ocorréncias de hibridizacdo ou introgressdo nas populagdes, (iii) estimar riscos genéticos de
extincdo, (iv) fornecer estratégias de translocacao/reintroducdo de espécies em programas de
recuperacdo, (v) identificar populacGes vulneraveis ou prioritarias para conservagao, (vi)
estimar o tamanho efetivo populacional e (vii) determinar a area minima viavel de reservas,
entre outros.

Segundo Moreno (2009), os estudos recentes tém adotado abordagens amplas para
entender de que forma a diversidade genética é gerada dentro das populagcfes e quantificar

com maior precisé@o as possiveis distancias de fluxo génico das espécies via polen e sementes,
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assim como estudar o fluxo génico historico e contemporaneo. Também busca-se detectar a
existéncia de propagacdo assexuada dentro de populagdes e suas interferéncias nos indices de
diversidade genética para poder aplicar de forma conjunta estes conhecimentos a fim de
delinear eficientes estratégias de conservacdo genética em longo prazo (KAGEYAMA, 2003;
ZUCCHI et al., 2005; MARTINS, et al. 2006; AZEVEDO, 2006 entre outros).

2.4 Consideracdes Finais

A variacdo geneética das espécies é essencial para sobrevivéncia de populacdes ao
longo das geragcdes, assim como a compreensdo dos padrdes de distribuicdo desta
variabilidade, permite entender os efeitos da fragmentacdo de habitats que colocam as
espécies em risco de extingcdo. Os estudos utilizando marcadores do tipo microssatélites (ainda
limitado pelos custos elevados) vém crescendo nos ultimos anos e se mostrado vantajosos,
permitindo adotar abordagens amplas no entendimento da variabilidade genética das espécies,
atingindo seus propositos de fornecer subsidios para programas de conservacdo e manejo,

permitindo o uso sustentavel de recursos.
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3 DESENVOLVIMENTO DE MARCADORES MICROSSATELITES PARA QUALEA
GRANDIFLORA MART (VOCHYSIACEAE), ESPECIE TIPICA DO CERRADO
BRASILEIRO?

Resumo

Marcadores moleculares do tipo microssatélites foram desenvolvidos para investigar a
diversidade genética e estrutura populacional de Qualea grandiflora Mart, espécie tipica do
Cerrado brasileiro. Oito microssatélites foram isolados, utilizando um protocolo de clonagem
e enriquecimento. Estes locos foram testados em uma populacdo de 109 individuos de Q.
grandiflora Mart, coletados num fragmento de Cerrado em uma propriedade particular
(Fazenda Marimbondo) em Brotas, Sdo Paulo. O nimero de alelos por loco variou de 7 a 19,
enquanto a média da heterozigosidade observada foi de 0,568 e o Conteudo de Informacéo
Polimorfica (PIC) teve média de 0,799. Os marcadores desenvolvidos mostraram-se altamente
polimorficos, indicando sua aplicabilidade em estudos de diversidade genética de populacdes
de Q. grandiflora Mart.

Palavras-chave: Microssatélites; Qualea grandiflora Mart; Cerrado

Abstract

Microsatellite primers were developed to investigate genetic diversity and population
structure of Qualea grandiflora Mart, a typical species of Brazilian Cerrado. Eight
microsatellite loci were isolated using an enrichment cloning protocol. These loci were tested
on a population of 110 individuals of Q. grandiflora Mart collected from a Cerrado fragment
in Sdo Paulo State, Brazil. The loci polymorphism ranges from 7 to 19 alleles and the average
heterozygosity value is 0.568, while the average Polymorphic Information Content (PIC) is
0.799. The developed markers were found to be highly polymorphic, indicating their
applicability to studies of population genetic diversity.

Keywords: SSR; Qualea grandiflora Mart; Cerrado

3.1 Introducéo

Estimativas recentes do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) revelam
que o Cerrado no Brasil foi reduzido a aproximadamente 50% de sua area original.
Consequentemente ha necessidade imediata de se gerar subsidios para programas de
conservacao, visto que as alteracGes antrdpicas levam a perda de variabilidade genética.

Os estudos em genetica tém sido de grande valia nos trabalhos de populagdes naturais,
devido a sua capacidade de descrever a variagdo genética em populacdes e estudar o0s
mecanismos de manutencdo dessa variabilidade (NEI, 1987). Embora ainda escassos para

espécies de Cerrado, e muitas vezes voltados para as que possuem maior potencial

2 Artigo publicado: RITTER, L.M.O. et al. 2012. Development of microsatellite markers for Qualea grandiflora
Mart (Vochysiaceae), a typical species of Brazilian Cerrado. American Journal of Botany: 99(3), e97-e98
doi:10.3732/ajh.1100405
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econdmico, resultados importantes no dmbito da conservacdo, foram obtidos para espécies
como a copaiba - Copaifera langsdorffii Desf. (TARAZI, 2009; SOUZA, 2011), o jatoba do
Cerrado - Hymenaeae stygonocarpa Mart. ex Hayne (MORENO et al., 2009) e o ipé amarelo
— Tabebuia aurea (Silva Manso) Benth & Hook ex S. Moore (SILVA, 2010), dentre outras.

Nos ultimos anos vem crescendo o numero de estudos de diversidade genética
utilizando marcadores moleculares Microssatélites ou Sequéncias Simples Repetidas (SSR).
Estes marcadores sdo baseados em repeticdes curtas (de 1 a 6 pares) de bases (LITT; LUTY,
1989), repetidas lado a lado. Representam regifes instaveis do genoma que estdo sob
alteracfes mutacionais a taxas maiores que as observadas nas sequéncias de taxa Unica.

A instabilidade dos microssatélites resulta em marcadores altamente polimorficos,
multialélicos, que sdo extremamente Uteis em estudos de genética de populacdes arbdreas
tropicais, pois podem ser analisados por PCR (Reacdo de Polimerase em Cadeia), detectando-
se diferentes alelos em um loco, além de abundantes e uniformemente distribuidos no genoma
(JARNE; LAGODA, 1996). O custo para construcdo das bibliotecas gendmicas, clonagens e
sequenciamentos necessarios para o desenvolvimento dos primers € relativamente elevado,
porém seu uso tem se tornado cada vez mais acessivel devido as inGmeras vantagens da
utilizacdo dos SSR.

Este trabalho teve por objetivo desenvolver marcadores microssatélites para estudos
genéticos com Qualea grandiflora Mart, espécie de elevada importancia econémica e

ecoldgica do Cerrado, ocorrente nas fisionomias strictu senso, cerraddo e mata de galeria.

3.2 Material e Métodos

O DNA gendmico total de Q. grandiflora Mart foi extraido de folhas frescas de um
individuo (registro no herbario HUPG — PR: Ritter LMO, HUPG, 17891) segundo o protocolo
de Doyle e Doyle (1990) adaptado (Anexo A), utilizando-se tampdo CTAB em concentracédo
de 3% (FERREIRA; GRATAPAGLIA, 1998).

A construgdo da biblioteca gendmica enriquecida para o desenvolvimento dos
iniciadores foi realizada no Laboratério de Diversidade Genética e Melhoramento de Plantas
do departamento de Genética da Esalg/USP, sob coordenagdo do professor Dr. José Baldin
Pinheiro. Foi seguido o protocolo adaptado de Billotte et al. (1999), utilizando-se uma
concentracdo de DNA de 250 ng/ uL = 5uL, conforme etapas a seguir.

A enzima Rsa (Invitrogen®) foi utilizada (6,0 pl) para digerir o DNA gendmico de Q.
grandiflora Mart, na concentracdo de 10 u/uL, 10uL tampao (fornecido pelo fabricante da

enzima) e 50uL agua Mili-Q autoclavada. A digestdo foi verificada por meio de eletroforese
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em gel de agarose a 1,2% durante 1,5 horas a 60 V e o material foi incubado a 37° C por 16
horas.

O produto da digestio foi ligado aos adaptadores Rsa2l (5°CTCTTG
CTTACGCGTGGACTA3’) e Rsa 25 (S’TAGTCCACGCGTAAGCAAGAGCACA3’) para
garantir que todos os fragmentos digeridos tivessem uma terminagdo comum e conhecida.
Esta reacdo foi realizada com 3uL. de DNA digerido, 1,5uL de Rsa 21, 1,5uL de Rsa 25, 2uL
da enzima T4 DNA ligase (1u/uL), SuL de tampao (fornecido pelo fabricante da enzima) e
12ul agua Mili-Q autoclavada e incubada por 2 h a 20°C em termociclador. Em seguida
realizou-se pré-amplificacdo via PCR para aumentar a quantidade de fragmentos ligados aos
adaptadores.

Todas as amplificacbes de PCR foram realizadas em 25 mL de volume de reacao
constituido de tampéo [20 mM] Tris-HCI (pH 8,4), 50 mM KClI e 1,5 mM MgCl;] e contendo
20 ng de DNA genémico, 0,8 mM de cada primer, 0,2 mM dNTPs e 1 U Tag DNA
polimerase (Invitrogen®). As reactes de PCR foram feitas em termociclador (BIO-RAD My
Cycler). O programa de amplificacdo consistiu em um passo inicial de desnaturacdo a 94 ° C
por 1 minuto, seguido por 35 ciclos de amplificacdo [94 ° C (1 minuto), 1 minuto a uma
temperatura especifica de anelamento de cada par de primer, 72 ° C (1 minuto)] e um passo
de elongacdo final a 72 °© C por 10 minutos. Os produtos da PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1,0% (p/v) em tampdo TBE 1X, contendo Syber Safe,
utilizando uma voltagem de 110 V por 1 hora. O Gene Ruler 100 bp DNA Ladder Plus
(Fermentas Life Sciences) foi utilizado como marcador de peso molecular.

Em seguida foram selecionados os fragmentos de DNA purificados que continham
microssatélites, utilizando-se de beads magnetizadas (Promega) e sondas biotiniladas,
contendo repeticdes de dinucleotideos CT e GT (biotlHI[CTT]10, biotllI[TA]J10 e biot
IN[GT]100. Os fragmentos contendo microssatélites foram amplificados via PCR e
submetidos a eletroforese em gel de agarose, seguindo as especificacdes ja citadas.

Em seguida, os fragmentos foram ligados a um vetor de clonagem pGem - TVector
(kit pGem-T Vector System | -Promega). A ligacao foi feita através de reacdo a 4°C por 15
horas, contendo 10 pL de tampdo, 1 pL de plasmideo, 1 yL da enzima ligase (todos
componentes fornecidos pelo kit) e 8 puL dos fragmentos. Células competentes de Escherichia
coli foram utilizadas (100 uL, adicionadas a 4 pL de fragmentos ligados ao vetor e deixadas
sobre gelo durante 20 minutos). Assim as células sofreram choque térmico, sendo
mergulhadas em banho-maria a 42°C por dois minutos, sendo retiradas e colocadas no gelo

por 5 minutos. Apds o chogue térmico, em camara de fluxo, adicionou-se 450 pL de meio LB
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(0,1% p/v de triptona, 0,05% p/v de extrato de levedura, 0,1 % p/v de NaCl em &gua
ultrapura, com pH 7,0) autoclavado e pré-aquecido a 37°C. O material permaneceu em estufa
a 37°C por 50 minutos.

Apds a incubacdo, o tubo contendo as celulas foi centrifugado por 30 segundos a
13000 rpm, e aproximadamente 350 pL do sobrenadante foi descartado. O volume restante
de 60 pL, incluindo o pellet, foi aliquotado sobre placa de Petri contendo meio LB solido
(0,1% p/v de triptona, 0,05% p/v de extrato de levedura, 0,1 % p/v de NaCl e 0,15% p/v de
Select Agar em agua ultrapura, com pH 7,0) contendo 100 pg/ml de ampicilina. Também
aliquotou-se na placa de Petri 60 puL de 20% p/v IPTG e 60 pL de 2% p/v X-GAL. As placas
de Petri foram deixadas em estufa a 37°C por 15 horas. Depois do tempo de crescimento das
colbnias, as de coloracdo branca foram selecionadas e colocadas em pocos de microplaca do
tipo ELISA (Costar) contendo 140 pL de meio 2YT-HMFM (1,6% p/v de triptona, 1% p/v de
extrato de levedura, 0,5% p/v de NaCl, 0,0076% p/v de MgSO4 (7H20), 0,045% p/v de
Citrato de Sddio, 0,09% p/v de (NH4)2S04, 4,4% p/v de glicerol, 0,18% p/v de KH2PO4 e
0,47% plv de K2HPO4 em agua ultrapura). Em seguida foi realizada nova amplificacdo via
PCR e verificacdo em gel de agarose, seguindo as especificacdes ja citadas anteriormente. As
colonias foram armazenadas em freezer (-80° C).

Apos a selecdo dos fragmentos contendo clones positivos para SSR os plasmideos
foram extraidos e sequenciados. Foi realizada uma reacdo com 1ug do plasmideo, 2 uL do
Mix Bid Dye (Applied Biosystem) e agua MilliQ para completar 20 pL. As placas contendo
os plasmideos extraidos foram congeladas a -20°C.

Antes do sequenciamento foi realizada ainda uma etapa de purificacdo. A cada poco
da placa foram adicionados 80upL de isopropanol 65%. Imediatamente antes do
sequenciamento as amostras foram desnaturadas em termociclador, a 90°C por trés minutos, e
depois imediatamente colocadas sobre gelo por cinco minutos. A reacdo de sequenciamento
foi preparada em &gua ultrapura autoclavada com 4 pL de plasmideo, 0,5 UM de primer SP6,
2 pL de Big Dye Terminator v3.1 (Applied Biosystems) e 2 uL de tampdo Save Money
(preparado com 10% (v/v) de MgCI2, 50 mM e 20% (v/v) de Tris HCI pH 9,0 em &gua
ultrapura autoclavada). O sequenciamento foi realizado no Centro de Citricultura do Instituto
Agrondmico em Cordeiropolis. Utilizou-se o sequenciador 3730 DNA Analyzer (Applied
Biosystems). As sequéncias obtidas foram transformada em formato “FASTA” pelo programa
BioEdit Sequence Aligment Editor (HALL, 1999) e os trechos referentes ao vetor e ao

adaptador foram excluidos.
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O programa Websat (MARTINS et al., 2009) permitiu a identificacdo de
microssatélites nas sequéncias obtidas. Os parametros utilizados para a identificacdo de
microssatélites foram 0s seguintes: microssatélites compostos por motivos dinucleotideos
devem ter no minimo sete repeticdes do motivo, microssatélites compostos por motivos
trinucleotideos devem ter no minimo cinco repeti¢fes do motivo e microssatélites compostos
por motivos tetranucleotideos (ou mais) deveriam ter no minimo trés repeti¢cées do motivo.

O programa Primer3 (ROZEN; SKATSKY, 2000) foi utilizado para o desenho dos
primers. Os critérios considerados foram: temperatura de anelamento (variando de 54° a 60°
C), conteido de Guanina Citosina (GC) entre 40 e 60% e intervalo entre 150 e 250 pares de
bases (compativel com a eletroforese em géis de poliacrilamida 7% corados com nitrato de
prata).

O software Gene Runner v. 3.1 (SPRUYT; BUQUICCHIO, 1994) foi utilizado para
confirmar os valores para cada um dos parametros citados e apontar a formacao de estruturas
secundarias, que sdo indesejaveis se ocorrerem em temperaturas proximas das temperaturas
da reacdo de PCR. Por fim, o software Chromas 2 (McCARTHY, 1996) foi utilizado para
avaliar a qualidade do sequenciamento nas regides dos iniciadores e dos microssatélites.

Os primers foram testados utilizando-se amostras de DNA provenientes de 109
individuos de Q. grandiflora Mart coletados num fragmento de Cerrado no municipio de
Brotas, SP, conforme dados da Tabela 3.1.

Foram utilizadas cubas verticais de eletroforese com placas de vidro contendo gel de
poliacrilamida a 5%. Antes da aplicacdo das amostras o gel foi submetido a pré-corrida
durante 40 minutos, de modo a fornecer uma boa temperatura para a corrida dos fragmentos,
que duraram em média uma hora e meia a 95 Watts de poténcia. Os géis obtidos foram
corados em solucdo de 0,2% de nitrato de prata e a leitura foi feita na forma de bandas. O
tamanho dos alelos foi determinado por comparacdo com um marcador de peso molecular
padrao (10 pb “ladder” — Invitrogen®). Os fragmentos amplificados de diferentes tamanhos
foram considerados alelos diferentes.

As estimativas das frequéncias alélicas, juntamente com o numero de alelos por loco,
das heterozigosidades observada e esperada foram realizadas com auxilio do programa
SPAGEDI (HARDY; VEKEMANS, 2002). O teste de aderéncia ao equilibrio de Hardy-
Weinberg foi verificado pelo teste exato de Fisher, utilizando o programa TFPGA (MILLER,
1997). O Contetdo de Informacdo Polimdrfica (PIC) foi obtido através do programa
CERVUS 3.0 (KALINOWSKI; TAPER; MARSHALL, 2007).
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Tabela 3.1 — Coordenadas geograficas e codigos das amostras de Q. grandiflora Mart coletadas no fragmento de
Cerrado em Brotas, S&o Paulo

Amostra Localizagdo geografica Amostra Localizagdo geografica Amostra Localizagdo geografica
Q1 S22°22°263”°/ W48°01°382”° Q64 $22°22°222°°/ W48°01°383”’ Q120 $22°22°210°°/ W48°01°368”’
Q2 S22°22°272°°/ W48°01°372”° Q65 $22°22°223”°/ W48°01°383”’ Q122 $22°22°200°°/ W48°01°368”’
Q3 S22°22°261°°/ W48°01°372”° Q67 $22°22°225°°/ W48°01°373”’ Q123 $22°22°201°°/ W48°01°378”’
Q4 S22°22°264°°/ W48°01°372”° Q71 $22°22°215”°/ W48°01°371”’ Q124 $22°22°201°°/ W48°01°370”’
Q5 S22°22°263”°/ W48°01°374”° Q79 $22°22°195”°/ W48°01°371”’ Q125 $22°22°202°°/ W48°01°378”’
Q8 S22°22°262°°/ W48°01°371”° Q80 $22°22°195”°/ W48°01°371”’ Q132 $22°22°204°°/ W48°01°376”’
Q9 S22°22°251°°/ W48°01°383”” Q84 $22°22°196°°/ W48°01°382”’ Q126 $22°22°195”°/ W48°01°384”’
Q12 S22°22°252”°/ W48°01°386”’ Q85 $22°22°197°°/ W48°01°384”’ Q127 $22°22°197°°/ W48°01°382”’
Q13 S22°22°255”°/ W48°01°382”” Q87 $22°22°198°’/ W48°01°381”’ Q128 $22°22°194°°/ W48°01°381”’
Q14 S22°22°257°°/ W48°01°393”° Q90 $22°22°219°°/ W48°01°389”’ Q129 $22°22°192°°/ W48°01°382”’
Q19 S22°22°236°°/ W48°01°394”° Q91 $22°22°219°’/ W48°01°388”’ Q130 $22°22°196°°/ W48°01°382”’
Q22 S22°22°233°’/ W48°01°385”’ Q92 $22°22°216°°/ W48°01°385”’ Q131 $22°22°197°’/ W48°01°382”’
Q23 S22°22°242°°/ W48°01°377”° Q93 $22°22°233”’/ W48°01°364”’ Q133 $22°22°199”/ W48°01°392”’
Q24 S22°22°231°°/ W48°01°377”° Q94 $22°22°234°°/ W48°01°373”’ Q134 $22°22°198°’/ W48°01°394”’
Q25 S22°22°233”°/ W48°01°379”° Q95 $22°22°228°’/ W48°01°373”’ Q136 $22°22°191°’/ W48°01°394”’
Q26 S22°22°232°/ W48°01°371”° Q96 $22°22°227°°/ W48°01°382”’ Q138 $22°22°192°°/ W48°01°394”’
Q42 S22°22°232°°/ W48°01°372”° Q97 $22°22°225”°/ W48°01°384”’ Q139 $22°22°193”’/ W48°01°396”’
Q30 S22°22°223°/ W48°01°364”’ Q98 $22°22°212°°/ W48°01°375”’ Q140 $22°22°183”’/ W48°01°397”’
Q31 S22°22°221°°/ W48°01°365”” Q99 $22°22°213”’/ W48°01°374”’ Q201 $22°22°264°°/ W48°01°377”’
Q34 S22°22°221°°/ W48°01°352”° Q100 $22°22°214°°/ W48°01°376”’ Q202 $22°22°265”’/ W48°01°378”’
Q37 S22°22°2317°/ W48°01°363”” Q102 S22°22°211°°/ W48°01°372”’ Q203 $22°22°260°°/ W48°01°377”’
Q38 S22°22°234°°/ W48°01°361”° Q107 $22°22°213”°/ W48°01°372”’ Q 204 $22°22°258”’/ W48°01°378”’
Q39 S22°22°235”°/ W48°01°361”° Q109 $22°22°212°°/ W48°01°373”’ Q205 $22°22°256°’/ W48°01°379”’
Q40 S22°22°232°/ W48°01°361”° Q101 $22°22°212°°/ W48°01°383”’ Q 208 $22°22°255”’/ W48°01°399”’
Q43 S22°22°233”°/ W48°01°368”° Q103 $22°22°2127°/ W48°01°382”’ Q 209 $22°22°256°’/ W48°01°381”’
Q46 S22°22°235”°/ W48°01°362”° Q104 S$22°22°212°°/ W48°01°384”° Q210 S$22°22°254°°/ W48°01°372”’
Q47 S22°22°241°°/ W48°01°373”° Q105 $22°22°2127°/ W48°01°381”’ Q211 $22°22°243”°/ W48°01°362”’
Q48 S22°22°241°°/ W48°01°373”° Q106 S$22°22°213”°/ W48°01°381”’ Q212 S$22°22°234°°/ W48°01°352”’
Q49 S22°22°251°°/ W48°01°373”° Q110 $22°22°217°°/ W48°01°387”’ Q219 $22°22°2317’/ W48°01°355”’
Q50 S22°22°2517°/ W48°01°372”° Q111 S$22°22°227°°/ W48°01°397”° Q213 S$22°22°232°°/ W48°01°364”’
Q51 S22°22°2517°/ W48°01°383”’ Q113 $22°22°2277°/ W48°01°394”’ Q214 $22°22°233”’/ W48°01°363”’
Q53 S22°22°251°’/ W48°01°394”° Q114 $22°22°217°°/ W48°01°393”’ Q215 $22°22°235”’/ W48°01°362”°
Q59 S22°22°221°°/ W48°01°395”° Q115 $22°22°217°°/ W48°01°392”’ Q216 $22°22°230”°/ W48°01°366”’
Q60 S22°22°222°°/ W48°01°395”’ Q116 $22°22°208°’/ W48°01°392”’ Q217 $22°22°237”’/ W48°01°367”’
Q61 S22°22°222°°/ W48°01°386”” Q117 $22°22°218”’/ W48°01°384”” Q218 $22°22°235”’/ W48°01°368”’
Q62 S22°22°222°/ W48°01°383”’ Q118 $22°22°219”°/ W48°01°374”’

Q63 S22°22°223”°/ W48°01°373”° Q119 $22°22°211°°/ W48°01°374”’

3.3 Resultados

Com base no sequenciamento de quatro placas de DNA de Q. Grandiflora Mart,
contendo 288 clones, foram desenhados 22 pares de primers, que foram testados com
diferentes amostras de DNA da espécie, sendo que 8 mostraram-se altamente polimérficos e
de facil leitura, sendo entdo escolhidos para o desenvolvimento dos estudos apés terem suas

temperaturas de anelamento otimizadas, conforme Tabela 3.2 e Figura 3.1.
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Tabela 3.2 - Sequéncias Forward e Reverse escolhidas para os estudos de diversidade genética de Q. grandiflora
Mart, temperaturas de anelamento em graus Celsius e nimero de registro no GeneBank

Primer Forward Reverse T (°C)  GeneBank
Qorl CACTGGCGATTCATTTCTCA AGCCCAACCGAGTAAACAAG 58 IN230425
Qor3 GCGACGATGAGTTTCATTAGC ATGATTGAGAATGGGGGACT 58 IN230426
Qgrd GATACAATGTCGGGGAGGAC CCACGTAAAACTCAATTCATCG 56 IN230427
Qgr7 ATCAGAGCACTCAAGCAACG CAGCAAACTAATGGAGGAGGA 58 IN230428

Qgrll CGCAAAATCCCCATCTTATC TGCTCCTTGAGTGCTGTGA 58 IN230429

Quri2 GGGCTTTATGTCTTTTGGTTTG CTTCTTCTTCTTCCTCGCAGA 58 IN230430

Qgri3 TGAATGTGTTCCAAACCAGTG AAGTGTGCGTGTGCGTGT 54 JN230431

Qgr20 CATGCGTAAGCGTAAAATCTC TACATTGCCACGGGAGTAAG 58 IN230432

O numero de alelos encontrados nas analises variou de 7 a 19 e a Heterozigosidade
observada (Ho) variou de 27 a 79% , valores inferiores a Heterozigosidade esperada (He),
com excecdo do loco Qgrl, indicando um elevado numero de homozigotos nesta populag&o.
Os valores de PIC (Contetdo de Informacdo Polimorfica) foram significativos (maiores que
0,5), indicando que os primers fornecem elevado grau de informacdo. Dois oito locos

testados, sete estdo em desvio do Equilibrio de Hardy Weinberg (Tabela 3.3).

Tabela 3.3 - indices de diversidade genética em Q. grandiflora Mart utilizando 8 locos SSR

Loco N Ho He PIC EHW
Qorl 9 073 068 0,629 0,66
Qor3 7 0,27 0,77 0,725 0
Qgr4 15 0552 0,869 0,848 0
Qgr7 19 0439 0,878 0,859 0
Qgri1 15 0,794 0,893 0,87 0,21
Qgr12 11 0,688 0,881 0,856 0,04
Qgr13 12 053 0821 0,787 0
Qgr20 12 0538 0,843 0,817 0

N= numero de alelos; Ho= Heterozigosidade observada; He= Heterozigosidade esperada. PIC= Conteudo de
Informagdo Polimérfica e EHW= Teste adesdo ao Equilibrio de Hardy Weinberg, onde resultados menores que
0,5 significam desvio do equilibrio. Ano base: 2010
3.4 Consideracdes Finais

Os marcadores microssatélites desenvolvidos mostraram-se altamente polimorficos,
fornecendo, assim, importante subsidio para continuidade dos estudos de diversidade genética
da espécie em Qualea grandiflora Mart. O uso destas ferramentas permitird uma melhor
compreensdo das caracteristicas reprodutivas da espécie e consequentemente terd um

importante papel no aumento de conhecimento acerca da diversidade genética do Cerrado.
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Figura 3.1 - Perfil de oito locos microssatélites desenvolvidos para Q. grandiflora Mart. Géis de poliacrilamida
corados com nitrato de prata. Amplitudes alélicas indicadas a direita na altura do tragco. De cima
para baixo estdo géis dos respectivos locos: Qgrl, Qgr3, Qgr4, Qgr7, Qgrll, Qgrl2, Qgrl3 e
Qgr20
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4 ESTRUTURA E DIVERSIDADE GENETICA DE POPULACOES DE QUALEA
GRANDIFLORA MART NO CERRADO DO ESTADO DE SAO PAULO

Resumo
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Este trabalho trata da estrutura e diversidade genética de uma espécie tipica do
Cerrado brasileiro, Qualea grandiflora Mart (Vochysiaceae), presente nas diversas
fisionomias do bioma. Foram utilizados oito locos microssatélites para analisar 420 amostras
de individuos adultos pertencentes a quatro populag@es distribuidas no estado de S&o Paulo,
com objetivo de ampliar o conhecimento genético sobre a espécie, fornecendo subsidios para
programas de conservagdo genética do Cerrado. Os resultados mostraram a ocorréncia média
de 12,9 alelos por loco, sendo que o numero médio de alelos efetivos foi seis, além de terem
sido encontrados 26 alelos exclusivos nas populages. A média dos valores de
Heterozigosidade esperada foi de 0,803 enquanto de Heterozigosidade observada foi de 0,512.
O Conteldo de Informacgéo Polimorfica (PIC) variou de 0,708 a 0,801 nos locos estudados. A
média dos valores de fixacéo foi de 0,349 indicando a presenca de endogamia nas populaces.
N&o ha presenca de clones em nenhuma populagdo. O teste de adesdo ao Equilibrio de Hardy
Weinberg confirma o desvio de equilibrio em todas as populac6es. Ha formacéo de estrutura
populacional nas primeiras classes de distancia em todas as populagdes estudadas, variando de
30 a 40 metros e ha formacdo de trés possiveis grupos de genotipos. A influéncia do efeito
Wahlund foi variavel nas populacGes (de 8,5% até 53,3%). As estimativas de tamanho efetivo
populacional foram baixas (menos de 10 individuos) e a area minima viavel estimada em 4 a
184 hectares, considerando estimativas de curto, médio e longo prazos. Os resultados
demonstram que a espécie possui elevado potencial para conservacdo genética in situ e que as
areas estudadas devem ser tratadas como Unidades Significativas Evolutivas e como
Unidades Independentes para 0 Manejo.

Palavras-chave: Cerrado; Qualea grandiflora Mart; Diversidade genética; Microssatélites

Abstract

In this work we deal with the structure and genetic diversity of a species typical of the
Brazilian Cerrado, Qualea grandiflora Mart (Vochysiaceae), found in different
physiognomies of this biome. We used eight microsatellite loci to analyze 420 samples of
adult individuals from four populations distributed in the state of Sdo Paulo, aiming at
broadening the genetic knowledge about the studied species, therefore supporting programs of
genetic conservation of the Cerrado. The results showed an average occurrence of 12.9 alleles
per locus, while the average number of effective alleles was six. Moreover, 26 exclusive
alleles were found in the populations. The average values of expected heterozygosity was
0.803, while the observed heterozygosity was 0.512. The polymorphic information content
ranged from 0.708 to 0.801 at the loci studied. The mean fixation was 0.349, therefore
indicating the presence of inbreeding within populations. There is no presence of clones in
any population. The test of adherence to Hardy Weinberg Equilibrium confirms the deviation
from equilibrium in all populations. There is formation of population structure in the first
distance classes in all populations studied, ranging from 30 to 40 meters, and there is a
formation of three possible genotype groups. The influence of the Wahlund effect varied
among populations (from 8.5% to 53.3%). The effective population size estimates were low
(less than 10 individuals) and the minimum viable area was estimated between 4 to 184
hectares, taking into account estimates of short, medium and long terms. The results show that
this species has potential for in situ genetic conservation and that the studied areas should be
treated as evolutionary significant units and as independent units for management.

Keywords: Cerrado; Qualea grandiflora Mart; Genetic diversity; SSR

4.1 Introducéao



54

O Cerrado é um bioma que comporta diferentes paisagens, constituidas por varias
fisionomias de vegetacgdo, vinculadas a fatores fisicos e fisiograficos (SILVA; BATES, 2002;
FELFILI et al., 2005).

Devido ao seu elevado grau de endemismo, bem como a perda da maioria de sua
extensdo original, o Cerrado enquadra-se como um hotspot, ou seja, uma das areas de alta
biodiversidade mais ameagada do planeta e tida como prioritéria para conservacdo (MYERS
et al., 2000; MITTERMEIER et al., 2005). Os hotspots abrigam mais de 60% da vida do
planeta, embora ocupem apenas cerca de 2,3% da superficie da Terra (CONSERVATION
INTERNATIONAL, 2005).

Muitos estudos tém sido desenvolvidos com intuito de aprofundar o conhecimento
sobre a biodiversidade do Cerrado, visando, dentre outros objetivos adquirir informacdes
genéticas relevantes que possam ser empregadas em programas de conservacdo genética e
melhoramento florestal. Entre eles, enquadra-se o estudo da diversidade genética em
populacBes naturais, que compreende a descricdo dos niveis de variacdo genética mantida
dentro das populacdes, bem como a forma em que a variagdo genética é dividida nestas
(HAMRICK, 1996). Estas informacBes permitem entender a interacdo de caracteristicas da
paisagem com processos de microevolugdo, tais como o fluxo genético e selecdo de espécies.
Permitem também identificar rupturas dos genes que fluem através de populacdes sem causas
6bvias e sem contatos entre populacdes previamente isoladas (MANEL et al., 2003).

Espécies arboreas geralmente apresentam grau relativamente alto de variagdes
genéticas quando comparadas a outras plantas (MITTON, 1983; LEDIG, 1986). Este elevado
grau é assumido como um reflexo de recentes eventos historicos e do sistema de reproducao,
mais do que um resultado de adaptacfes ambientais que coletivamente definem a estrutura
genética de uma populacdo (LEDIG, 1986).

Este trabalho teve por objetivo analisar a estrutura e diversidade genética de quatro
populacbes de Qualea grandiflora Mart em areas de Cerrado do estado de Sdo Paulo, bem
como sugerir estratégias para a conservacao da espécie e uso adequado dos recursos genéticos

disponiveis.

4.2 Material e Métodos
4.2.1 Areas de estudo e amostragem

As arvores foram mapeadas por meio de aparelho receptor GPSmap76 CSx (Garmin),
configurado no DATUM South American Brazil (SAD 69) e foram marcadas com plaguetas

metélicas identificadas por numeros. Os dados de georreferenciamento foram tratados
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utilizando-se os softwares MapSource 6.13.7 (Garmin Ltd) e GPS Trackmaker (Geo Studio
Technology).

Com uso de fita métrica, foram escolhidos individuos com Circunferéncia a Altura do
Peito (CAP) superior a 152 cm (Diametro a Altura do Peito equivalente a 5 cm),
considerados como adultos (com base em prévias observa¢Ges em campo, devido a escassez
de dados sobre a fenologia e biologia reprodutiva da espécie).

A coleta de tecido foliar foi realizada com auxilio de poddo, procurando-se 0s ramos
em estagio intermediario ou jovem, mas como nem sempre estas condicdes foram
encontradas, optou-se pela coleta de 02 folhas em cada estagio verificado nas arvores. O
material foliar foi acondicionado em sacos pléasticos de polietileno vedados. O transporte foi
feito em caixas de isopor com gelo, protegidas por camadas de jornal. Em laboratério as
amostras foram armazenadas em geladeira (5°C).

Foram analisadas quatro populacdes de Qualea grandiflora Mart, no estado de Séo
Paulo, sendo trés em unidades administradas pelo Instituto Florestal (Assis, lItirapina e
Pedregulho) e uma em propriedade particular (Brotas), conforme descricao a seguir.

(i) Populacdo Assis: Area de coleta aproximadamente 2,2 hectares localizada proximo a
represa do Horto Florestal da Floresta Estadual de Assis (coordenadas 22°36°00°’S e
50°24°28°’0, 540 metros de altitude). Sua fisionomia é de Cerrado tipico (RIBEIRO;
WALTER, 1998), com presenca de Braquiaria e cobertura arborea média de 46,3%
(PINHEIRO; DURIGAN, 2009). Foram coletadas amostras foliares de 113 individuos
adultos (Figura 4.1).

(i) Populacdo Brotas: Localizada na Fazenda Marimbondo, no municipio de Brotas
(22°22°18’S e 48°01°24°°0, 650 metros de altitude), possui fisionomia de Cerrado strictu
senso (RIBEIRO; WALTER, 1998) e seu entorno inclui canaviais e pastagens. A area de
coleta é de aproximadamente 0,9 hectares (Figura 4.2), onde foram coletadas amostras

foliares de 97 individuos adultos.
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Figura 4.1 - Area de estudo no Horto Florestal em Assis, SP. Em azul os individuos de Q. grandiflora marcados
para coleta foliar

Figura 4.2 — Area de estudo na Fazenda Marimbondo em Brotas, SP. Em azul os individuos de Q. grandiflora
marcados para coleta foliar

(iii) Populacéo Itirapina: a area de coleta tem aproximadamente 1,4 hectares, é conhecida
como “Cerrado Valério” e localiza-se na Estacdo Experimental de Itirapina (Figura 4.3), a 750
metros de altitude, sob as coordenadas 22°13°03°’S e 47°50°15°°0O. Foram coletadas amostras
foliares de 110 individuos adultos. A fisionomia é do tipo cerraddo (RIBEIRO; WALTER,
1998) caracterizando-se por apresentar flora com elementos do Cerrado sensu stricto e de
mata, com cobertura arbérea de 50-60%. O estrato arbéreo é composto por individuos

tortuosos e eretos, com alturas médias de 8 a 15 metros.
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Figura 4.3 - Area de estudo na Estacio Experimental de Itirapina, SP. Em azul os individuos de Q. grandiflora
marcados para coleta foliar

(iv) Populagdo Pedregulho: Localizada no Parque Estadual Furnas do Bom Jesus, a 1000
metros de altitude, nas coordenadas 20°13°40’’S e 47°26°18°0. A area de coleta fica
proxima ao alojamento do parque e do centro de visitantes. Possui aproximadamente 0,9
hectares (Figura 4.4), onde foram coletadas amostras foliares de 100 individuos adultos. A
fisionomia é do tipo Cerrado sensu stricto do tipo ralo (RIBEIRO; WALTER, 1998), com
solo areno-pedregoso. Possui cobertura arbdrea de 5 a 20% e a altura média dos individuos

varia de 2 a 3 metros.

Figura 4.4 - Area de estudo no Parque Estadual Furnas do Bom Jesus em Pedregulho. Em azul os individuos de
Q. grandiflora marcados para coleta foliar
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4.2.2 Extracdo de DNA e analises genéticas

O DNA das amostras foi extraido segundo o protocolo de Doyle e Doyle (1990)
adaptado (Anexo A), utilizando-se tampdo CTAB em concentracdo de 3% (FERREIRA;
GRATAPAGLIA, 1998).

Na etapa de amplificagdo dos locos microssatélites, foi utilizado um coquetel (13 plL)
para a realiza¢ao da PCR composto por 7,5 ng de DNA gendmico, 250 uM de dNTPs, 0,5 uM
de MgCI2, tampéo para PCR 1X (10 mM de Tris-HCI, 50 mM de KCI, 1,5 mM de MgCl,, pH
8,3), 2,5 ug / ml de BSA, 0,2 uM de cada primer e 1U da enzima Tag DNA polimerase
(Phoneutria®). As amplificagOes foram realizadas em termociclador MJ Research PTC-100,
utilizando-se o seguinte protocolo: 96°C por 2 minutos; 29 ciclos de 94°C por 1 minuto,
temperatura de hibridacdo especifica de cada par de iniciadores por 1 minuto; 72°C por 1
minuto e 72°C por 7 minutos.

Apo6s a amplificacdo, os fragmentos de DNA foram segregados em gel desnaturante de
poliacrilamida a 5%, em eletroforese de uma hora e trinta minutos em tampéo TBE 1X em
cuba vertical. Os fragmentos foram observados na forma de bandas, apds coloracdo com
nitrato de prata. O tamanho dos alelos foi determinado por compara¢do com um marcador de
peso molecular padrdo (10 pb “ladder” - Invitrogen®). Os fragmentos amplificados de
diferentes tamanhos foram considerados alelos diferentes.

Foram utilizados 8 locos microssatélites projetados por Ritter et al. (2012) para
Qualea grandiflora Mart (Tabela 4.1).

Tabela 4.1 - Sequéncias Forward e Reverse escolhidas para os estudos de diversidade genética de Q. grandiflora
Mart com suas respectivas temperaturas de anelamento em graus Celsius e o nimero de registro no

GeneBank
Primer FORWARD REVERSE Temp. (°C) GeneBank
Qorl CACTGGCGATTCATTTCTCA AGCCCAACCGAGTAAACAAG 58 JN230425
Qgr3 GCGACGATGAGTTTCATTAGC ATGATTGAGAATGGGGGACT 58 JN230426
Qgrd GATACAATGTCGGGGAGGAC CCACGTAAAACTCAATTCATCG 56 JN230427
Qar7 ATCAGAGCACTCAAGCAACG CAGCAAACTAATGGAGGAGGA 58 JN230428
Qoril CGCAAAATCCCCATCTTATC TGCTCCTTGAGTGCTGTGA 58 JN230429
Qgr12 GGGCTTTATGTCTTTTGGTTTG CTTCTTCTTCTTCCTCGCAGA 58 JN230430
Qor13 TGAATGTGTTCCAAACCAGTG AAGTGTGCGTGTGCGTGT 54 JN230431
Qgr20 CATGCGTAAGCGTAAAATCTC TACATTGCCACGGGAGTAAG 58 JN230432

4.2.3 Analise de dados

Com a finalidade de se conhecer a distribui¢do dos individuos nas areas estudadas, foi

calculado o indice de agregacédo de Clark-Evans conforme Clark e Evans (1954), utilizando-se
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o software SGS (DEGEN et al., 2001b). Esse indice de agregagdo, baseado no indice R,
estimado para diferentes classes de distancia geogréfica, permite a inferéncia do padréo de
distribuicdo espacial das arvores, em cada uma das populagdes. Os valores de R indicam: <1,
distribuicdo agregada; 1, distribuicdo aleatdria; e >1, associam-se a distribuicdo regular
(DEGEN, 2000; DEGEN et al., 2001a).

Para a analise da estrutura genética espacial (EGE) das populacdes, foi utilizado o
programa SPAGEDI (HARDY; VEKEMANS, 2002). A caracterizacdo da distribuicdo
espacial dos gendtipos dentro das populacbes foi realizada a partir das estimativas dos
coeficientes de coancestria recente (6y,) com base em Loiselle et al. (1995). Foram realizadas
10.000 permutacOes sobre a localizacdo de cada genotipo e sobre locos a fim de se obter
intervalos de confianca a 95%.

Este software também foi utilizado para calcular as estimativas das frequéncias
alélicas, do nimero de alelos por loco (A), das heterozigosidades médias observada (Ho) e
esperada (He) e dos indices de fixacdo (F). Para verificar a significancia de F foi realizado o
procedimento de 10.000 permutacdes sobre os locos ao nivel de 5% de probabilidade,
utilizando correcdo de Bonferroni. Para comparacdo das médias de A, Ho, He e F entre
populagdes foi calculado um intervalo de confianca a 95% a partir do erro padrao utilizando o
método Jackknife sobre locos.

O teste de aderéncia ao equilibrio de Hardy-Weinberg foi verificado pelo teste exato
de Fisher, utilizando o programa TFPGA (MILLER, 1997), além do calculo da distancia
genética entre as populacdes, conforme Nei (1987). O conteldo de informacdo polimorfica
(PIC) foi calculado através do programa CERVUS 3.0 (KALINOWSKI; TAPER;
MARSHALL, 2007).

A correcdo do efeito Wahlund nas populacgdes foi feita utilizando-se uma relacdo entre
as estatisticas f, conforme Bittencourt e Sebben (2007), onde a formula de Wright (1965) é
modificada para: form. (1)

f=1- [(lﬂ/(l-axy]] )

A estrutura de grupos dos individuos (K) foi analisada com o software Structure
(PRITCHARD et al., 2000). O algoritmo contido no programa constroi clusters genéticos a
partir de uma colegdo de gendtipos multilocos individuais, estimando para cada individuo as
fragbes do seu genoma que pertencem a cada cluster. Em contraste aos métodos que usam
distancias geneticas, informacg6es fenotipicas, locais de amostragem e origem suposta dos

individuos, ndo necessitam ser especificadas para o algoritmo a ser aplicado (ROSENBERG
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et al, 2002). A determinacdo do numero K utiliza valores de AK, segundo Evanno et al.
(2005).

O tamanho efetivo populacional de variancia (Ne) foi estimado conforme expressao
derivada por Cockerham (1969), envolvendo as estimativas do indice de fixacdo (F) e do

coeficiente de coancestria médio (0) da geracéo sob consideracdo: form. (2)

_ 0,5 2)
8(n-1/n) + [(1 +F)/2n

A é&rea minima viavel (AMV) para conservacdo genética in situ foi estimada em
funcéo do tamanho efetivo de referéncia (Negery= 50, 500 e 1000) proposto por Lynch (1996),
em que Ne/n = relacdo entre o tamanho efetivo e o tamanho amostral e d = densidade de

individuos por hectare: form. (3)

Ne
AMY = o Clref) (3)
AMY /d[ Nefn]

Através do software FSTAT (GOUDET, 2001), foram estimadas as divergéncias
genéticas com a estatistica F de Weir e Cockerham (1984) e as estatisticas de Nei (1987) (6, =
Fs) de populagBes subdivididas (H= diversidade genética total, Gs = diversidade genética
entre e Hs = diversidade genetica dentro). O indice Fs (6y), foi substituido por Rt e Gs* para
conhecer a magnitude do fluxo génico realizado e estandardizar o valor de Gg (Hedrick,
2005).

O fluxo génico aparente (Nm) entre populagdes foi estimado de acordo com o modelo
proposto por Crow e Aoki (1984), form. (4)

v (D)) z

Utilizou-se o programa BOTTLENECK versdo 1.2 (PIRY et al. 1999) para testar se as
populacGes encontram-se em Equilibrio entre Mutacdo e Deriva genética, conforme
metodologia descrita em Cornuet e Luikart (1996). Estes testes baseiam-se no principio de
que populacbes que experimentaram uma recente reducdo de seu tamanho efetivo
populacional exibem uma correlacionada reducdo do numero de alelos e da diversidade
génica (He ou heterozigosidade esperada pelas propor¢des de EHW) nos locos polimorficos.
No entanto, o numero de alelos é reduzido mais rapidamente do que a heterozigosidade (He),

o que faz com que H. se torne maior do que a heterozigosidade esperada sob Equilibrio entre
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Mutacdo e Deriva (Heq) porque Heq é calculada a partir do namero de alelos (e do tamanho
amostral). Ambas as medidas, de heterozigosidade (He) e de heterozigosidade esperada de
equilibrio (Heq) referem-se a diversidade génica de Nei (1987) e ndo a proporcdo de
heterozigotos observada (Ho). Com isso, ndo se estd testando para um excesso de
heterozigotos (Ho > He) e sim para um excesso de heterozigosidade (He > Heq).

O programa BOTTLENECK considera dois modelos de mutacdo independente. Um
deles € 0o Modelo de Passos de Mutacdo (Stepwise Mutation Model, OHTA; KIMURA,
1973), que € atualmente o mais aceito para explicar as caracteristicas evolutivas dos
microssatélites. Ele sugere que o ganho e a perda de unidades de repeticdo se ddo em igual
probabilidade, admitindo uma simetria no processo, independentemente do tamanho da
repeticdo. Por isso, dois alelos que diferem em somente uma repeticdo sdo mais relacionados
(dividem um ancestral comum) do que aqueles que diferem em mais repeti¢cbes. O segundo
modelo € o de Mutagdo de Alelos Infinitos (KIMURA; CROW, 1964), segundo o qual uma
mutacdo envolve qualquer nimero de repeticdes in tandem e sempre resulta em um estado
alélico previamente ndo encontrado na populacao.

Segundo Moraes e Derbyshire (2003), o excesso de diversidade génica tem sido
demonstrado apenas para locos que evoluem sob 0 Modelo de Mutagéo de Infinitos Alelos. Se
0 loco evoluir sob 0 Modelo de Passos de Mutacdo, havera situacbes em que o excesso de
heterozigosidade ndo sera observado (CORNUET; LUIKART, 1996, PIRY et al. 1999). No
entanto, poucos locos seguem o Modelo de Passos de Mutacdo e tdo logo os locos desviem
desse modelo em direcdo ao Modelo de Infinitos Alelos, eles exibirdo um excesso de
heterozigosidade como consequéncia de gargalo populacional. O software usa ambos 0s
modelos independentemente, por representarem os dois modelos extremos de mutagdo ao
longo de um continuum de modelos possiveis (CHAKRABORTY:; JIN, 1992). Todos os locos
se adequam a um modelo mutacional em algum lugar entre esses dois modelos extremos. A
significancia do excesso de diversidade génica (He > Heq) foi avaliada através do teste signed
rank de Wilcoxon, por ser 0 mais robusto quando utilizado para menos de 20 locos (PIRY et

al. 1999), baseando-se em 5.000 replicagdes.

4.3 Resultados e Discusséo
4.3.1 Distribuicgéo Espacial e Classes Diamétricas

As populacbes de Qualea grandilfora Mart das quatro areas de estudo apresentam-se
em alta densidade de individuos por hectare, ocorrendo de forma agregada. Durigan et al.

(2002) e Salustio et al. (2008) encontraram resultados bastante similares para a espécie em
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areas vizinhas de cerrado em Brotas e Itirapina. A distancia média do vizinho mais proximo
foi de 5,55 metros (Tabela 4.2). Durigan et al. (2002), estudando uma area de cerrado em
Brotas, aponta a ocorréncia de 25 espeécies (entre 78) com distribuicdo agregada. Associa esta
ocorréncia ao modo de regeneracdo dos individuos apds incéndios ou cortes. Segundo Condit
et al. (2000), esta € uma condi¢cdo comum para a maioria das espécies vegetais tropicais.

Sabe-se que a estrutura populacional de uma espécie (0 conjunto de caracteristicas
demogréaficas e genéticas) € resultado de mecanismos evolutivos e ecoldgicos (MARTINS,
1987) e pode fornecer informagbes sobre processo de regeneracdo (CLARK, 1994),
ocorréncia de perturbacdes e a forma como a espécie esta explorando o ambiente (HARPER,
1977).

Tabela 4.2 - Dados demograficos das popula¢fes de Qualea grandiflora Mart estudadas no estado de SP

Populacdo  Area(ha) N Ro R D DAP
Assis 2,2 113 0,698* 7,21 51,4 16,4
Brotas 0,9 97 0,542* 6,48 107,8 10

Itirapina 14 110 0,447* 4,21 78,6 17,3

Pedregulho 0,9 100 0,723* 4,32 111 17,6

N = nimero de individuos coletados; Ry = indice de agregacdo; * significativo R = Distancia do vizinho mais
préximo. D = Densidade média por hectare; DAP =Didmetro a altura do peito (média da populagdo em cm). Ano
base: 2010

Com relagdo as classes diamétricas, 0s histogramas de Brotas e Pedregulho
apresentaram curvas resultantes do tipo “J-invertido” (Figura 4.5), onde observa-se maior
quantidade de individuos com DAP menor que 10 cm e menor quantidade de individuos nos
maiores intervalos de classes, sugerindo um balan¢o positivo entre recrutamento e
mortalidade. Este padrdo corresponde a uma populacdo com capacidade de auto-regeneracéo,
com representantes em todas as classes de tamanho e em maior nimero nas classes menores.
Em literatura, assimila-se ao que se denomina ‘“sele¢dao natural direcional”, quando
determinado fendtipo é favorecido e tende a aumentar sua frequéncia na populagéo.

Segundo Barbour et al. (1987), esta € a estrutura de tamanho mais comumente
registrada em espécies arbdreas, com muitos individuos nas menores classes de tamanho que,
individualmente, representam uma pequena parte do total da biomassa da populacéo e poucos
individuos nas classes superiores, que individualmente representam uma grande parte da
biomassa total da populagdo. Um estudo de Bernasol e Lima-Ribeiro (2010), considerando

um fragmento de Cerrado sensu stricto em uma reserva ecoldgica no municipio de Jatai (GO),
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apontam a ocorréncia deste mesmo padrdo para Qualea multiflora Mart, Qualea grandiflora
Mart e outras espécies tipicas do Cerrado, como Butia purpurascens Glassman, Curatella
americana L. e Piptocarpha rotundifolia (Less) Baker. Segundo Seitz (1994), essa
caracteristica sugere a existéncia de um banco de plantulas que mostra uma dinamica natural

do ambiente, permitindo o recrutamento de individuos ao longo do tempo.
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Figura 4.5 - Distribuicdo diamétrica das popula¢des de Q. grandiflora Mart em Brotas (a) e Pedregulho (b). Ano
base: 2010

E de suma importancia que nas areas de Brotas e Pedregulho se mantenha um balanco
positivo entre recrutamento e mortalidade, pois o fragmento de Brotas é vizinho a area de
pastoreio, além de ser uma area com muitas trilhas abertas, exposta a pressdo antropica. Em
Pedregulho, embora o fragmento esteja protegido em Unidade de Conservacdo (Parque
Furnas do Bom Jesus), a criacdo desta € recente (1989) e antes disso a area encontrava-se sob
constante pressdo antropica, além de ter passado por um incéndio de grandes proporcdes ha
aproximadamente duas décadas. Tratam-se portanto de fragmentos de Cerrado alterados, que
ndo correspondem a vegetacdo primaria e que estdo suscetiveis a processos de regeneracao.

As populacdes de Assis e Itirapina (Figura 4.6) apresentaram curvas que variam ao
modelo “J-invertido”. Este padrdo corresponde em literatura ao que se denomina “sele¢ao
natural estabilizadora”, quando um fenétipo intermediério € favorecido. No mesmo estudo de
Bernasol e Lima-Ribeiro (2010), ha uma irregularidade do padrdo “J-invertido” pela variagao
de valores para as Ultimas classes de tamanho de Q. grandiflora Mart, porém o decréscimo
uniforme na frequéncia das classes posteriores, verificada estatisticamente e o elevado
coeficiente de determinacdo ao ajuste exponencial negativo indicam que a distribuicdo
diamétrica dessa espécie também tende ao equilibrio quando analisada no geral, embora com
sinais de irregularidade.

Este padréo observado nas areas de estudo pode estar associado a diversas situacoes,

como o fato das populagdes ndo se reproduzirem de maneira regular anualmente,
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caracteristica comum que foi observada em campo. Também é possivel que as condicGes
ambientais ndo sejam favordveis para o crescimento da espécie ou que o histérico de
antropizacdo tambem afete as caracteristicas da espécie, visto que a populagédo de Itirapina
localiza-se dentro da Estacdo Experimental e a de Assis é vizinha de culturas e ha presenca
invasiva da espécie Braquiaria. Por fim, é preciso considerar que os individuos com DAP

abaixo de 5 cm ndo foram incluidos no estudo.
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Figura 4.6 - Distribuicdo diamétrica das populagdes de Q. grandiflora Mart em Assis (a) e Itirapina (b). Ano
base: 2010

4.3.2 Diversidade genética

Nas quatro populagdes estudadas, o numero médio de alelos por loco variou de 11 a
14, sendo que o0 nimero de alelos efetivos variou de 4,5 a 6,8 (Tabela 4.3). Os alelos efetivos
sdo os que realmente contribuirdo para a formacdo da nova geragdo e nota-se uma grande
reducdo de seus valores, pois representam menos da metade dos alelos totais.

Com excec¢do do loco Qgrl na populacédo de Brotas e Pedregulho e do loco Qgrll na
populacdo de Pedregulho, todos os valores de Heterozigosidade observada (Ho) foram
menores que o de Heterozigosidade esperada (He), o que indica um excesso de homozigotos
nas populagdes. Salustio et al. (2008) utilizando locos enzimaticos também aponta excesso de
homozigotos na populacdo, embora com valores mais baixos para Ho (0,232) e He (0,329).

O Contetdo de Informacdo Polimérfica (PIC) médio variou de 0,708 a 0,801. Seus
valores podem variar de O (para perfis monomorficos) até 1 para perfis altamente
polimorficos. Segundo a classificacdo de Botstein et al. (1980), marcadores com valores de
PIC superiores a 0,5 s@o considerados muito informativos, enquanto valores entre 0,25 e 0,5
sdo mediamente informativos. Abaixo disso, sdo considerados pouco informativos, que é o
caso de perfis monomdrficos (valor 0). Sendo assim, todos os locos em todas as populacoes

forneceram elevado conteudo de informacéo.
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Tabela 4.3 - Indices de diversidade genética obtidos para 8 locos SSR nas populagdes de Q. grandiflora Mart
estudadas em Assis, Brotas, Itirapina e Pedregulho

Assis N A Ae Ho He PIC f (1C 95%)

Qorl 91 15 41 0,626 0,757 0,735 0,173

Qgr3 90 6 3 0,355 0,662 0,6 0,463

Qgrd 90 17 6,5 0,389 0,846 0,822 0,54

Qor7 87 16 5,9 0,655 0,83 0,809 0,21

Qoril 79 16 7,2 0,569 0,861 0,838 0,339

Qgri2 83 14 10,5 0,44 0,905 0,887 0,513

Qori3 61 9 5,8 0,393 0,828 0,795 0,525

Qgr20 84 17 5,6 0,559 0,822 0,798 0,319

Média 83,1 13,7 6,1 0,498 0,814 0,735 0,387(0,367-0,402)

Brotas N A Ae Ho He PIC f (1C 95%)

Qorl 83 9 31 0,734 0,68 0,629 -0,08

Qgr3 85 7 43 0,27 0,77 0,725 0,649

Qgrd 85 15 7,6 0,552 0,869 0,848 0,364

Qgr7 78 19 8,2 0,439 0,878 0,859 05

Qorii 68 15 9,3 0,794 0,893 0,875 0,111

Qgri2 48 11 8,4 0,688 0,881 0,856 0,219

Qori3 66 12 5,6 0,53 0,821 0,787 0,354

Qgr20 78 12 6,4 0,538 0,843 0,817 0,361

Média 73,9 12,5 6,6 0,568 0,829 0,799 0,315(0,256-0,336)

Itirapina N A Ae Ho He PIC f (1C 95%)

Qgri 81 12 2 0,382 0,509 0,489 0,248

Qor3 75 6 3.2 0,266 0,686 0,624 0,611

Qgr4 80 10 32 0,212 0,69 0,631 0,692

Qor7 77 14 45 0,558 0,777 0,754 0,281

Qgri1 55 11 5,4 0,545 0,814 0,781 0,33

Qgri2 77 15 5,7 0,506 0,826 0,799 0,387

Qgri3 62 9 45 0,21 0,778 0,734 0,73

Qgr20 80 16 7,7 0,449 0,87 0,849 0,483

Média 73,3 11,6 45 0,391 0,743 0,708 0,474(0,447-0,492)
Pedregulho N A Ae Ho He PIC f (1C 95%)

Qgri 97 17 5,6 0,978 0,821 0,802 -0,192

Qor3 99 8 4 0,081 0,75 0,704 0,892

Qgr4 99 15 39 0,454 0,741 0,712 0,387

Qor7 99 19 10,1 0,595 0,901 0,886 0,339

Qgri1 92 12 75 0,924 0,866 0,848 -0,067

Qgri2 87 10 39 0,352 0,742 0,705 0,525

Qgri3 82 16 11,4 0,671 0,912 0,897 0,264

Qgr20 91 15 8 0,681 0,875 0,858 0,221

Média 93,2 14 6,8 0,592 0,826 0,801 0,221(0,255-0,336)

N = namero de individuos amostrados; A = nimero alelos; Ae= nimero efetivo de alelos; Ho= heterozigosidade
observada; He= heterozigosidade esperada; PIC = Contetido de Informacéo Polimdrfica; f = indice de fixagao;
(IC 95%) = intervalo de confianca do indice de fixacdo a 95% de probabilidade usando 10.000 reamostragens
bootstrap sobre locos. Ano base: 2010
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Com excecéo dos locos Qgrl em Brotas e Pedregulho e Qgrll em Pedregulho, todos
os valores de indice de fixacdo foram positivos e significativamente diferentes de zero. Os
valores elevados (acima de 0,2) indicam a presenca de endogamia nas populaces. A média
dos locos por populacédo variou de 0,221 em Pedregulho a 0,474 em ltirapina. Estes resultados
sdo similares a outros estudos, tanto para espécies comuns do cerrado (Copaifera langsdorffii
Desf. - Carvalho et al., 2010) como para espécies raras (Hymenaea stigonocarpa Mart -
Defavari et al., 2009). Salustio et al. (2008) apontou um valor de 0,299 para a endogamia
numa populacdo de Qualea grandiflora Mart em Itirapina.

O teste de adesdo ao Equilibrio de Hardy Weinberg (EHW) confirma o desvio em
todas as populacfes. Assis e ltirapina apresentam desvio em 7 locos, Brotas em 6 e
Pedregulho em 4 (Tabela 4.4). Os desvios nas propor¢cdes de EHW podem ser causados por
diversos fatores, como por exemplo, mutacdo, deriva genética, selecdo, migracdo ou pelo
sistema misto de reprodugéo. O excesso de homozigotos é um indicativo deste desvio, tendo como

consequéncia a endogamia nas quatro areas de estudo, conforme discutido anteriormente.

Tabela 4.4 - Teste de adesdo ao Equilibrio de Hardy Weinberg para as quatro populac@es de Q. grandiflora Mart
estudadas no estado de SP e oito locos SSR, onde p < 0,5 é significativo(*) de desvio do
equilibrio. Ano base: 2010

Populacdo Qorl Qgr3 Qgr4 Qar7 Qgrll Qgrl2 Qgrl3 Qgr20

Assis 0* 0* 0* 0,64 0* 0* 0* 0*
Brotas 0,66 0* 0* 0* 0,21 0,04* 0* 0*
Itirapina 0* 0* 0* 0,11 0,03* 0* 0* 0,04
Pedregulho 0* 0* 0* 0,05 1 0* 0,67 0,05

Foi constatada a presenca de 26 alelos exclusivos nas populagdes. A populacdo de
Pedregulho apresentou o maior nimero (9) enquanto Assis e Brotas tiveram 0 menor nimero
(5). Em ltirapina foram identificados 7 alelos exclusivos, conforme Tabela 4.5. Destes alelos,
6 podem ser considerados raros (p < 0,05), sendo que 4 pertencem a populagédo de Pedregulho
e um a populacdo de Assis e outro a Brotas. A presenca destes alelos pode ser um indicativo
da restricdo de fluxo de genes nas areas, indicando um principio de diferenciacdo entre as
populagdes. O reconhecimento destes alelos é fundamental para o uso adequado dos recursos
genéticos e para que estratégias eficazes de conservagdo sejam tomadas a fim de assegurar a
manutencdo da variabilidade genética da espécie.

Né&o foi detectada a presenca de clones em nenhuma das populac6es de Q. grandiflora
Mart estudadas, o que descarta a possibilidade de ocorréncia de reproducéo vegetativa nestas

areas.
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Tabela 4.5 - Frequéncia de alelos exclusivos por loco nas quatro populagfes de Q. grandiflora Mart estudadas
no estado de Sdo Paulo. Ano base: 2010

Loco Alelo Assis Brotas Itirapina Pedregulho
Qorl 156 - - - 0,005*
Qorl 182 - - - 0,021
Qarl 170 - - - 0,129
Qgrl 200 - - 0,018 -
Qgrl 192 0,005* - - -
Qor3 208 - 0,006 - -
Qgr4 208 - - - 0,010
Qgr4 240 - - 0,006 -
Qgr4 222 - 0,005* - -
Qgr4 206 0,011 - - -
Qor7 266 - - - 0,005*
Qar7 258 - - - 0,005*
Qgr7 228 - - 0,006 -
Qgr7 246 - 0,006 - -
Qor7 224 - 0,006 - -
Qorl1 212 - 0,037 - -
Qorl1 230 0,006 - - -
Qgril 228 0,013 - - -
Qori2 204 - - 0,006 -
Qori2 240 0,012 - - -
Qgr13 186 - - - 0,018
Qgr13 218 - - - 0,018
Qgr20 224 - - - 0,005*
Qgr20 260 - - 0,025 -
Qgr20 216 - - 0,006 -
Qgr20 212 - - 0,006 -
Total 5 5 7 9

* = alelos raros

4.3.3 Estrutura genética espacial

Com relacdo a estrutura genética espacial das populacdes, na Tabela 4.6 estdo listados
os indices de fixacdo de alelos médio (f) e total (F) dentro das populages, além do coeficiente
de coancestria (0), que é a probabilidade de se amostrar, ao acaso, dois alelos idénticos por
descendéncia em dois individuos dentro das populagdes. As estatisticas F também se referem

a aderéncia das populaces ao Equilibrio de Hardy-Weinberg. Valores de F iguais a zero
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indicam aderéncia das populagfes ao EHW, enquanto valores positivos indicam excesso de
homozigotos e valores negativos indicam excesso de heterozigotos (WRIGHT, 1965). Os
resultados das estatisticas F foram positivos e significativos para todos os locos,
demonstrando que houve desvio de panmixia, com consequente estruturacdo, conforme
demonstram os indices de coancestria (0), também significativamente diferentes de zero. Para
Salustio et al. (2008) os altos valores de endogamia em contraste aos baixos valores de
heterozigosidade observada, indicam variabilidade restrita da espécie, sugerindo fluxo génico
restrito com predominancia de autocruzamentos ou cruzamentos entre individuos aparentados,

propondo entdo a hipotese de existéncia de estruturacdo familiar.

Tabela 4.6 - Estrutura genética de Q grandiflora Mart em 08 locos SSR. Média para quatro populagdes
estudadas no estado de S&o Paulo

Loco F f 0
Qorl 0,067 0,058 0,009
Qar3 0,678 0,028 0,669
Qord 0,514 0,059 0,483
Qgr7 0,370 0,053 0,335
Qgrl1 0,193 0,045 0,155
Qgrl2 0,474 0,072 0,434
Qgrl3 0,460 0,031 0,442
Qgr20 0,348 0,010 0,342
Média 0,388 0,044 0,359
(IC) (0,228-0,547) (0,027-0,061) (0,188-0,528)

F= Endogamia total das populagdes; f= Endogamia das subpopulacbes (média); 0= indice de coancestria,
medida de divergéncia entre as popula¢des; IC =Intervalo de confianca a 95% obtido por 10.000 reamostragens
bootstrap sobre locos. Ano base: 2010

Nas 4 populacdes estudadas, observa-se a formacédo de estrutura genética espacial nas
primeiras classes de distancia. Isso significa que ha tendéncia a estruturacdo familiar
(formacdo de pedigree) nas classes de distancia menores, com declinio conforme aumenta-se
a distancia entre os individuos. Ou seja: 0s agrupamentos de &rvores que se encontram
separadas a distancias menores que 30 metros em Brotas, 40 metros em Assis, ltirapina e
Pedregulho (Figura 4.7) sdo constituidos por individuos semelhantes geneticamente e
provavelmente aparentados, o que corrobora os resultados obtidos para o desvio do Equilibrio
de Hardy Weinberg discutidos anteriormente.

A distribuicdo espacial da variabilidade genética dentro de uma populagdo pode
influenciar significativamente a dindmica evolutiva da mesma (ENDLER, 1977). A
estruturacdo moderada em faixas curtas de distancia pode ser atribuida a dispersédo limitada de
sementes, a reproducdo vegetativa e a selecdo variando espacialmente (LOISELLE et al.
1995, SHAPCOTT, 1995).



By

0,02
0,04

0,06

0,04
0,03
0,02

By 0,01

0
0,01
0,02

-0,03

0,14
0,12
0,1
0,08
0,06
0,04
0,02
0
0,02
0,04

0,16
0,14
0,12

0.1
0,08

By 08
004
0,02

0

002 A

0,04

69

Brotas

LT -
LY g
e " “e weww
e ] saEssppppenpRREEEEE et

in 2l @0

rrrriesnrenna,,,,

Y LRl DR P

distancia em metros

Assisg

distancia em metros

Itirapina

70 20 a0

1o 20 30 40

(XX]
Tl AL T
L FriiernnpannnnnnES

distancia em metros

Pedregutho

atabl's REEEE -1 TELEY 1]

[Fsnssa@feass=3==sgqn=

distincia em metros

Figura 4.7 - Correlograma do coeficiente de coancestria (Oxy) em nove classes de distancias entre arvores de Q.
grandiflora Mart em Brotas, Assis, Itirapina e Pedregulho. Linhas tracejadas indicam o limite
inferior e superior do intervalo de confianca do erro a 95% de probabilidade e a linha continua
representa a estimativa do coeficiente de coancestria, segundo Loiselle et al. (1995). Ano base: 2010
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Segundo Gusson et al. (2006), o reconhecimento da existéncia de um certo nivel de
estruturacdo genética espacial nas populacdes da espécie auxilia no estabelecimento de
medidas de conservacdo genética, melhoramento genético, recuperacdo de areas degradadas,

bem como inferir sobre tamanhos minimos de area para a sua conservacao in situ.

4.3.4 Correcao do indice de fixacao para o efeito Wahlund

O indice de fixacdo foi corrigido para as quatro populagdes utilizando-se a primeira
classe de distancia da estrutura genética espacial (Tabela 4.7). A influéncia do efeito Wahlund
foi baixa em trés populagdes, variando de 8,5% na populacdo de Assis a 15,1% em ltirapina e
19% em Brotas. Na populacdo de Pedregulho o resultado foi bastante significativo:
aproximadamente 53,3% do valor de f foi devido a este efeito.

O efeito Wahlund acaba por subdividir as populacdes em unidades reprodutivas
diferenciadas e isoladas. Segundo Wright (1951), a subdivisdo da populacdo pode elevar a
probabilidade de cruzamentos entre aparentados, aumentando a coancestria e a endogamia.
Neste estudo, a estrutura genética espacial para as populacdes foi baixa, porém os indices de

endogamia foram elevados, principalmente nas populacdes de Assis, Brotas e Itirapina.

Tabela 4.7 - Correcao do indice de fixagdo para as quatro populacdes de Q. grandiflora Mart estudadas em SP

Populacéo f 0, Fn
Assis 0,387 0,051 0,354
Brotas 0,315 0,081 0,255

Itirapina 0,474 0,121 0,402
Pedregulho 0,221 0,132 0,103

f = indice de fixacdo; Oxy= valor mais alto da estrutura genética espacial; F, = valor corrigido do indice de
fixagdo. Ano base: 2010

Com a finalidade de verificar a ocorréncia de divisdo das populacdes estudadas, foi
utilizado o software Structure, que definiu o provavel nimero de grupos (K) nas amostras. De
maneira geral, a analise revelou que os grupamentos encontrados correspondem as populagdes
de Qualea grandiflora Mart amostradas nas quatro localidades do estado de Séo Paulo, exceto
pela similaridade de Assis e Itirapina que foram definidos como um grupo unico. Ao total,
foram definidos 3 grupos (vermelho, azul e verde) para as quatro populacdes estudadas
(Figura 4.8). Embora Brotas seja a populacdo mais proxima (geograficamente) de Itirapina,
percebe-se que este fator ndo influencia o compartilhamento de seu genoma, pois as duas

populacdes foram consideradas grupos diferentes. Outros estudos abordando esta mesma
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metodologia (por ex. FARIAS, 2010) tendem a obter resultados que revelam numero de

grupamentos respectivos as populagfes estudadas.
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Figura 4.8 - Grupos vermelho, azul e verde (K=3) definidos por semelhancas genotipicas para as quatro
populacGes de Q. grandiflora Mart estudadas no estado de SP (1= Assis; 2= Brotas; 3= Itirapina e
4= Pedregulho). Ano base: 2010

Na Figura 4.9 podem ser visualizados todos os individuos adultos estudados nas
quatro populagdes, onde nota-se a porcentagem do genoma pertencente a cada grupo. O grupo
vermelho esta concentrado na primeira metade da populacdo de Pedregulho. O grupo verde é
composto pelas populacdes de Assis e Itirapina. O grupo azul estd concentrado na populacao
de Brotas. Nota-se uma grande diferenciacdo entre a maior parte da populacdo de Pedregulho
com relacdo as outras, formando um grupo isolado com genoma de até 90% diferenciado dos
demais individuos. Valores acima de 80% ja permitem incluir um individuo majoritariamente
a um grupo. Estes resultados sdo condizentes com os apresentados para o Efeito Wahlund,
onde esta populacdo apresenta-se diferenciada das demais.

Com relacdo a similaridade genética das populacBGes de Assis e Itirapina, é possivel
considerar a hipotese de que a semelhanca de condi¢des ecoldgicas como do clima, solo e
altitude podem levar a similaridade genética entre individuos (GRAUDAL et al., 1997). Um
estudo abrangendo estas caracteristicas em conjunto com as analises genéticas poderia
demonstrar a validade de tal proposicéo.

As analises de fluxo génico também podem contribuir para explicar este fato, pois
sabe-se que o0 maior movimento dos genes entre as populacBes pode fazer com que
populacdes distantes se tornem geneticamente similares, consequentemente reduzindo as
chances de especiacdo. Quanto menor o fluxo génico entre duas populagdes, maior a
probabilidade de que um dia evoluam para duas espéecies (FUTUYMA, 1992).

O estudo de outras populacOes de Qualea grandiflora Mart no Parque Estadual Furnas
do Bom Jesus, em Pedregulho, também poderia ajudar a elucidar as questdes aqui levantadas,
verificando se estas populacbes se assemelham a estudada ou apresentam novos padrdes de

diversidade genética ainda ndo conhecidos ou similares as areas de Assis, Brotas e Itirapina.
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Figura 4.9 - Estrutura genética dos individuos adultos de Q. grandiflora Mart pertencentes a quatro populagdes
de estudo no estado de SP, sendo que o nimero do individuo é seguido da populacdo a qual
pertence: 1= Assis; 2= Brotas; 3= Itirapina e 4= Pedregulho. Ano base: 2010

Como medida de distancia genética entre as populagdes, foi utilizada a distancia
genética de Nei (1978). Foi construido um dendrograma (Figura 4.10) utilizando-se 0 método
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UPGMA ("Unweighted Pair Group Method Arithmetic Average"- Agrupamento ndo-
ponderado aos pares utilizando médias aritméticas). Nota-se que as populagdes de Assis e
Itirapina formam um grupo proximo e mais similar a Brotas com relacdo a Pedregulho, que
possui maior distancia genética das demais areas de estudo. Quando ha ocorréncia de elevada
diferencga genética entre as populacdes, todos os procedimentos relacionados a conservagao da

espécie devem considera-las separadamente.

1
Assis/Mirapina = 0, 096
3

Itirapina/Brotas = 0,249
r 4

Brotas/Pedregulho =0,293
4

Figura 4.10 - Dendrograma de distancias genéticas entre as populacfes de Q. grandiflora Mart das quatro areas
de estudo em SP, sendo: 1= Assis; 2= Brotas; 3= Itirapina; 4= Pedregulho. Ano base: 2010

A distancia genética (diferenciacdo) de uma populacdo das demais, a longo prazo pode
em alguns casos ser prejudicial, pois indiferente dos mecanismos que levaram a separa¢do da
populacdo (barreiras geograficas, climaticas, etc), estas popula¢ées podem caminhar, geracéo
apos geracao, para a deriva genética. Os desvios genéticos da populacdo original podem levar
ao desaparecimento de alelos e fixacdo de outros, completamente por acaso, independente de
seu valor adaptativo (FRANKHAM; BALLOU; BRISCOE, 2002). A redugdo da
variabilidade pela eliminacdo de alelos em populacdes pequenas, pode reduzir a capacidade
de adaptacdo a alteracBes ambientais, levando ao declinio da espécie, por fixacdo de alelos
menos favoraveis. Estes fatores devem ser considerados em questdes de manejo, pois muitas

vezes as populagdes precisam ser tratadas como unidades independentes.

4.3.5 Tamanho efetivo e area minima viavel

Sabe-se que o conceito de tamanho efetivo tem papel importante nas teorias evolutiva
(WRIGHT, 1938), genética de populacdes, genética quantitativa (CABALLERO; HILL,
1992) e conservacdo genética (SUGG; CHESSER, 1994). O tamanho efetivo tedrico pode,
contudo, diferir muito do tamanho senso de uma populacdo, sendo, usualmente, muito menor
(WRIGHT, 1938). As estimativas de tamanho efetivo populacional (N€) para Q. grandiflora

Mart foram todas de menos de 10 individuos. Ou seja: os individuos amostrados nas
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populacdes representam geneticamente, aproximadamente 9,6 plantas de uma populacdo

panmitica ideal (Tabela 4.8).

Tabela 4.8 - Estimativas da area minima viavel (AMV) para conservacao genética in situ em de Q. grandiflora
Mart nas quatro populagdes estudadas no estado de SP

Populacdo N Né D AMV(ig00p AMViEee AMVig
Assis 91 9,61 51,4 184,2 92,1 9,2
Brotas 84 9,43 107,8 82,6 41,3 4,1

Itirapina 83 9,61 78,6 110 54,9 54

Pedregulho 99 9,80 111 91 45,5 4,5

area
area

N = tamanho amostral; Né = tamanho efetivo populacional; D = densidade populacional; AMV 1000
necessaria para conter Neg.ry = 1000; AMV sqq) = area necessaria para conter Ne¢ rr ) = 500; AMV sy
necessaria para conter Ne(.ry = 50 Ano base: 2010

A &rea minima vidvel (AMV) para conservacdo genética in situ nos locais estudados
com base no tamanho de 50 (curto prazo), foi estimada entre 4,1 a 9,2 hectares. A médio
prazo (AMVs), variou de 41,3 a 92,1 ha e a longo prazo (AMV1g00) Variou entre 91 e 184,2
ha. Em Pedregulho sdo necessarias as menores areas para conservagdo enquanto em ltirapina
estdo as maiores.

A estimativa do tamanho efetivo das amostras analisadas foi baixa. Contudo, as areas
amostradas representam apenas uma fracdo do total da area de cada fragmento de cerrado.
Como Q. grandiflora Mart encontra-se em alta densidade em todas as &reas de estudo,
possivelmente o nimero de individuos existente em cada local de estudo possa ser suficiente
para alcancar um tamanho efetivo de 500. O mesmo raciocinio aplica-se na estimativa de area
minima viavel para conservacao, pois todos as areas de estudo estdo em fragmentos que
apresentam o tamanho suficiente para garantir a conservacgdo in situ da espécie tanto a curto,
quanto médio e longo prazos, incluindo também o potencial para conservacao ex situ (coleta

de sementes) e recuperacdo ambiental.

4.3.6 Fluxo génico aparente

Conforme apresentado anteriormente, a maior parte da divergéncia genética (96,4%)
encontra-se dentro das populac@es, considerando-se a media do indice de coancestria (0,36 -
ver Tabela 4.6). Apresenta-se aqui a divergéncia genética entre cada par de populagdes,
utilizando-se os trés indices mais adequados para esta analise (0, Rs e Gs) que mostram

baixos indices de divergéncia (Tabela 4.9).
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Tabela 4.9 - Divergéncia genética e fluxo génico realizado entre as populacdes de Q. grandiflora Mart estudadas
no estado de SP

Populacéo Fluxo 0, Rst Gst’
Assis x Brotas 3,47 0,031 0,037 0,163
Assis x Itirapina 4,16 0,026 0,058 0,104
Assis x Pedregulho 2,73 0,039 0,048 0,2
Itirapina x Pedregulho 1,71 0,061 0,065 0,265
Itirapina x Brotas 1,80 0,058 0,096 0,253
Brotas x Pedregulho 2,15 0,049 0,061 0,267

6, = indice de divergéncia genética entre populacdes; G’ = indice de divergéncia genética (Hedrick, 2005); Ry =
indice de diversidade genética (Goodman, 1997). Ano base: 2010

As diferencas nos resultados obtidos para as estimativas de G, 0, € Rs ocorrem
devido ao modelo mutacional utilizado no calculo. Enquanto 6, se baseia no modelo de alelos
infinitos, Ry utiliza 0 modelo de mutacdo aos passos. JA& 0 modelo Gy’ considera além das
frequéncias alélicas no modelo de alelos infinitos, os diferentes tipos de alelos existentes nas
populacdes. No entanto todos os valores foram proximos e baixos, indicando uma baixa
divergéncia genética nas populacBes e demonstrando novamente que a menor parte da
divergéncia genética encontra-se entre as popula¢des, enquanto o restante encontra-se dentro
delas.

Os valores obtidos sdo similares aos encontrados em outros estudos considerando os
mesmos indices para espécies do cerrado: Zimback et al. (2004) relataram que 12,5% da
variabilidade genética em populacGes de Trichilia pallida Sw. ocorre entre suas populagdes.
Para Eugenia dysenterica DC, Zucchi (2002) observou divergéncia genética de 27%. Estopa
et al. (2006), encontrou para o valor de 21% na variabilidade genética entre populacdes de
Eremanthus erythropappus DC. MacLeish.

A menor divergéncia genética observada é entre as populacGes de Assis X ltirapina
enquanto as maiores sdo entre Itirapina X Brotas e Brotas X Pedregulho. O fator de distancia
geografica ndo parece estar influenciando nos resultados, visto que as distancias entre estas
populacbes sdo similares e a diferenciacdo genética entre Brotas e Itirapina (que sdo areas
proximas) esta entre os valores mais elevados.

Por fim, os valores de numero de migrantes por geracao (também chamado de fluxo
génico aparente ou histérico) obtidos no presente estudo, variaram de 1,7 a 4,1. Govindajaru
(1989) distinguiu 3 niveis de fluxo génico: alto (acima de 1), intermediario (entre 0,25 e 0,99)

e baixo (abaixo de 0,25). Todos os valores obtidos foram considerados altos, suficientes para
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contrapor os efeitos da deriva genética. Importante ressaltar que o maior fluxo realizado é
entre as areas de Assis e ltirapina, consideradas como um mesmo grupo (genoma similar) e
com a menor distancia genética entre si.

Melo-Junior et al. (2004) estudando Caryocar brasiliense Camb, estimou valores de
fluxo génico variando de 1,9 a 15,5 em populacbes distantes entre si de 35 a 100 km.
Relacionou este resultado a baixa divergéncia genética encontrada entre elas (2%) e a
distancia geogréafica (maiores indices de fluxo em areas mais proximas). No entanto, esta
possibilidade ndo é valida para o estudo aqui apresentado, visto que as areas mais proximas
entre si (Brotas e Itirapina) apresentaram um dos menores resultados (1,8), enquanto areas
bastante distantes entre si (Assis e Itirapina, 360 km) apresentaram o maior valor (4,1).

E importante ressaltar que sendo a estimativa de fluxo génico calculada através do
indice Rst (6,), o fluxo ndo deve ser considerado contemporaneo, mas baseado na historia

genética destas populagdes.

4.3.7 Gargalos genéticos

Os testes de Wilcoxon de adequacdo ao Modelo de Passos de Mutacdo (KIMURA,;
OHTA, 1975) indicaram as ocorréncias de expansdes populacionais recentes - até 12
geracOes, segundo Van Rossum e Prentice (2004), nas 4 populagdes analisadas. Os testes de
Wilcoxon de adequacdo ao modelo de mutacdo de alelos infinitos (CORNUET; LUIKART,
1996; LUIKART; CORNUET, 1998; PIRY et al., 1999), indicaram a ocorréncia de gargalo

populacional recente no fragmento de Brotas (Tabela 4.10).

Tabela 4.10 - Testes de equilibrio entre mutacdo e deriva genética para as populag@es de Q. grandiflora Mart
nas quatro areas de estudo em SP, sob 0 modelo de Passos de Mutacédo e de Alelos Infinitos

Modelo de Passos de Mutagéo Alelos Infinitos
Populacdo D E P (Wilcoxon) D E P (Wilcoxon)
Assis 6 2 0,0195 4 4 1,0000
Brotas 7 1 0,0117 2 6 0,0195
Itirapina 7 1 0,0117 3 5 0,8437
Pedregulho 7 1 0,0078 2 6 0,4069

D= Locos em déficit de heterozigosidade. E= Locos em excesso de heterozigosidade. P (Wilcoxon) =
Probabilidade a 95% de ocorréncia de “bottleneck” para cada populagdo. Ano base: 2010

Nesses fragmentos, a populagdo exibe um namero significativo de locos com déficit
de heterozigosidade, a heterozigosidade esperada (He) pelas propor¢6es de EHW é menor do
que a heterozigosidade esperada sob equilibrio entre mutagéo e deriva (Heq). Um modelo de

equilibrio neutro prevé um mesmo numero de locos com excesso e deficiéncia de
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heterozigosidade em uma populagdo em que o tamanho efetivo tem permanecido constante
(LUIKART; CORNUET, 1998).

A identificacdo de populacGes submetidas a gargalos recentes é importante porque as
mesmas podem ndo ter tido o tempo necessario para se adaptarem aos problemas
frequentemente causados pelo tamanho populacional reduzido e consequentemente podem ter
um elevado risco de extin¢do (LEE et al. 2002). Quanto antes se detectar um gargalo, maior a
probabilidade de que efeitos deletérios do mesmo possam ser evitados ou minimizados
através de procedimentos mitigadores e de manejo, tais quais 0 enriquecimento de habitat ou
introducdo de imigrantes (LUIKART et al. 1998).

4.4 Consideracdes Finais

O tamanho efetivo da amostra encontra-se abaixo de 10 individuos, indicando uma
baixa representatividade das mesmas. Foi detectada uma baixa ocorréncia de alelos efetivos
nas quatro populagdes bem como elevada presenca de homozigotos, devido a ocorréncia de
endogamia. Estas populacdes estdo desviando-se do Equilibrio de Hardy Weinberg e
apresentando estruturacdo nas primeiras classes de distancia. Estes resultados podem inferir
nos procedimentos de coletas de sementes em programas de conservacéo, que ndo devem ser
realizadas em distancias menores que 40 metros.

A influéncia do efeito Wahlund foi de 8,5% até 53,3% nas populagdes, o que pode
levar a subdividir as mesmas em unidades reprodutivas isoladas, aumentando o cruzamento de
aparentados e, consequentemente, os valores de endogamia. No entanto, € importante ressaltar
que as areas de Assis e Itirapina apresentam elevado fluxo génico entre si, consequentemente
a menor divergéncia genética e maior similaridade do genoma, 0 que permitiu serem
consideradas como um grupo unico nas analises de grupos de gendtipos. Este fato pode ter
relacdo com a polinizacdo da espécie, realizada por mariposas do tipo Sphingidae, que
alcancam longas distancias.

A diferenca entre as outras populacdes (Brotas e Pedregulho) pode ocorrer por
diversos fatores, incluindo barreiras de fluxo génico e antropismo, pois a alteracdo dos
fragmentos pode elevar a estruturagdo de populagdes tornando-as cada vez mais diferentes
geneticamente.

Foi constatada a presenca de gargalos populacionais recentes em todas as populagdes,
Ou seja, € necessario utilizar de procedimentos especificos para 0 manejo e a conservagdo da

espécie nestas areas.
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Os resultados demonstram que a espécie possui potencial para conservagdo genética in
situ e que as areas estudadas devem ser tratadas como Unidades Significativas Evolutivas
(USE) e como Unidades Independentes para o Manejo (UIM).
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5 SISTEMA REPRODUTIVO E FLUXO DE POLEN EM PROGENIES DE QUALEA
GRANDIFLORA MART EM ASSIS, SP
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Resumo

Este trabalho teve por objetivo investigar o sistema reprodutivo e o padrdo de
dispersdo de polen em progénies de Qualea grandiflora Mart, visando contribuir com o
conhecimento da espécie, ainda pouco estudada do ponto de vista genético. O estudo foi
realizado numa Unidade de Conservacdo (Floresta Estadual de Assis, SP), numa area de 2,2
hectares, proxima a represa do Horto Florestal. Para a realizacao das anélises, foram utilizadas
300 sementes, provenientes de 25 matrizes (12 sementes de cada matriz), contando com uso
de marcadores microssatélites (SSR) especificos, previamente desenvolvidos para a espécie.
Os resultados da taxa de cruzamento indicam que a espécie se reproduz por cruzamentos entre
individuos parentes e ndo aparentados (0,913). A taxa uniloco foi de 0,632, indicando que ha
mais cruzamentos entre ndo parentes do que parentes. A taxa de autofecundacdo foi baixa
(0,087) indicando que a espécie é aldgama, com pouca pré disposicdo para autofecundacao.
Aproximadamente 35% das plantas dentro de progénies eram parentes no grau de irmé&os-
completos e aproximadamente 57% eram meios-irmdos. Além disso, aproximadamente 8%
das progénies eram irmédos de autofecundacdo. O coeficiente de coancestria estimado nas
progénies foi de 0,139 enquanto o indice de fixacdo foi de aproximadamente 27%. A
estimativa do tamanho efetivo indicou que a representatividade genética da descendéncia é
inferior a esperada em progénies de cruzamentos aleatdrios: as amostras analisadas
correspondem a apenas 13,2 individuos de uma populagéo panmitica ideal.

Palavras-chave: Fluxo génico; Sistema reprodutivo; Qualea grandiflora Mart

Abstract

This study aimed to investigate the reproductive system and the pollen dispersal
pattern of progenies of Qualea grandiflora Mart in order to increase the knowledge of a
species little studied from the genetic point of view. The study was conducted in a
conservation area (Floresta Estadual de Assis, SP) of 2.2 hectares near the dam of the Horto
Florestal. We used in the analyses 300 seeds from 25 matrix (12 seeds from each matrix)
applying specific microsatellite markers (SSR) previously developed for the considered
species. The results of the outcrossing rate indicate that the species reproduces by crosses
between relatives and unrelated individuals (0.913). The single locus rate was 0.632, showing
that there are more crosses between unrelated than related individuals. The self-fertilization
rate was low (0.087), therefore indicating that the species is allogamous, with little
predisposition for self-fertilization. Approximately 35% of the plants within progenies were
full-sibs and approximately 57% were half-sibs. In addition, approximately 8% of progenies
were self-fertilized brothers. The estimated coefficient of coancestry in progenies was 0.139,
while the rate of fixation was about 27%. The estimated effective size indicated that the
genetic representativeness of the offspring is lower than the expected in random cross
progenies: the samples analyzed account for only 13.2 individuals in a ideal panmitic
population.

Keywords: Gene flow; Reproductive system; Qualea grandiflora Mart

5.1 Introducéo
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A expansdo das fronteiras agricolas para a regido centro-oeste do Brasil, vem
ameacando o Cerrado, resultando em fragmentacdo da vegetacdo nativa, que estd se
resumindo a pequenos fragmentos, cercados de monoculturas.

A fragmentacdo pode causar danos graves para as populacdes vegetais. Além das
consequéncias demograficas, h4 consequéncias genéticas como o aumento da endogamia e a
diminuicdo do fluxo génico, que pode levar a modificacdes nos padrbes reprodutivos das
espécies.

Os estudos de sistema reprodutivo de populacfes naturais de espécies do Cerrado vem
ganhando espaco no meio académico, pois sdo fundamentais para se compreender a dinamica
de disperséo de pdlen e sementes (GOMES; MOURA, 2010). Servem como subsidio para 0s
programas de conservacao, que, segundo Barret e Kohn (1991), precisam ser bem elaborados,
visto que manter os niveis de variacdo genética das espécies nativas é considerado um grande
desafio.

Este trabalho teve por objetivo investigar o sistema reprodutivo e o padrdo de
dispersdo de pdlen em progénies de Qualea grandiflora Mart com o auxilio de marcadores
microssatélites, visando contribuir com o conhecimento da espécie, ainda pouco estudada do

ponto de vista genético.

5.2 Material e Métodos
5.2.1 Area de estudo e amostragem

A area de coleta possui aproximadamente 2,2 hectares e esta localizada préximo a
represa do Horto Florestal da Floresta Estadual de Assis, SP (coordenadas 22°36°00”°S e
50°24°28°’0). Sua fisionomia é de Cerrado tipico (RIBEIRO; WALTER, 1998), com
presenca de Braquiaria e cobertura arbérea média de 46,3% (PINHEIRO; DURIGAN, 2009).

As arvores foram mapeadas por meio de aparelho receptor GPSmap76 CSx (Garmin),
configurado no DATUM South American Brazil (SAD 69) e foram marcadas com plaquetas
metalicas identificadas por nimeros. Os dados de georreferenciamento foram tratados
utilizando-se os softwares MapSource 6.13.7 (Garmin Ltd) e GPS Trackmaker (Geo Studio
Technology).

Foram escolhidas 25 matrizes de Qualea grandiflora Mart, considerando-se como
critério a maior quantidade de frutos disponiveis nas arvores e maior distancia possivel umas
das outras (Figura 5.1). De cada arvore foram coletados 06 frutos e de cada fruto foram

extraidas duas sementes, totalizando 12 sementes por matriz e 300 amostras no total.
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Os frutos foram coletados com auxilio de podéo e acondicionado em sacos plasticos
do tipo “bolha”. O transporte foi feito em caixas de isopor, protegidas por camadas de jornal.

Em laboratdrio as amostras foram armazenadas em geladeira.

Figura 5.1 - Area de estudo no Horto Florestal em Assis, SP. Em azul os individuos adultos de Q. grandiflora
identificados no local e em vermelho as matrizes escolhidas para o estudo de progénies

5.2.2 Extracdo de DNA e analises genéticas

O DNA das sementes foi extraido segundo o protocolo de Doyle e Doyle (1990)
adaptado (Anexo A), utilizando-se tampdo CTAB em concentracdo de 3% (FERREIRA,
GRATAPAGLIA, 1998). Com auxilio de nitrogénio liquido, foi macerada uma semente
inteira em cada tubo (eppendorffs) de 2,0 mL, utilizando-se 900 mL de tampédo em cada
amostra.

Na etapa de amplificagdo dos locos microssatélites, foi utilizado um coquetel (13 plL)
para a realizacdo da PCR composto por 7,5 ng de DNA genomico, 250 uM de dNTPs, 0,5 uM
de MgCI2, tampé&o para PCR 1X (10 mM de Tris-HCI, 50 mM de KCI, 1,5 mM de MgCI2,
pH 8,3), 2,5 ug / ml de BSA, 0,2 uM de cada iniciador ¢ 1U de Tag DNA polimerase
(Phoneutria®). As amplificacbes foram realizadas em termociclador MJ Research PTC-100,
utilizando-se o seguinte protocolo: 96°C por 2 minutos; 29 ciclos de 94°C por 1 minuto,
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temperatura de hibridagdo especifica de cada par de iniciadores por 1 minuto; 72°C por 1
minuto e 72°C por 7 minutos.

Apds a amplificacao, os fragmentos de DNA foram segregados em gel desnaturante de
poliacrilamida a 5%, em eletroforese de uma hora e trinta minutos em tampdo TBE 1X em
cuba vertical. Os fragmentos foram observados na forma de bandas, apds coloragcdo com
nitrato de prata. O tamanho dos alelos foi determinado por comparagdo com um marcador de
peso molecular padrido (10 pb “ladder” - Invitrogen®). Os fragmentos amplificados de
diferentes tamanhos foram considerados alelos diferentes.

Foram utilizados 08 locos microssatélites projetados por Ritter et al. (2012) para
Qualea grandiflora Mart (Tabela 5.1).

Tabela 5.1 - Sequéncias Forward e Reverse utilizadas nos estudos de Q. grandiflora Mart com suas respectivas
temperaturas de anelamento em graus Celsius e o nimero de registro no GeneBank

Primer FORWARD REVERSE T(°C) GeneBank
Qgrl  CACTGGCGATTCATTTCTCA  AGCCCAACCGAGTAAACAAG 58 JN230425
Qgr3 GCGACGATGAGTTTCATTAGC ATGATTGAGAATGGGGGACT 58 JN230426

Qugrd  GATACAATGTCGGGGAGGAC CCACGTAAAACTCAATTCATCG 56 JN230427
Qogr7  ATCAGAGCACTCAAGCAACG CAGCAAACTAATGGAGGAGGA 58 JN230428

Qgrll CGCAAAATCCCCATCTTATC TGCTCCTTGAGTGCTGTGA 58 JN230429
Qorl2 GGGCTTTATGTCTTTTGGTTTG CTTCTTCTTCTTCCTCGCAGA 58 JN230430
Qgr1l3 TGAATGTGTTCCAAACCAGTG AAGTGTGCGTGTGCGTGT 54 JN230431
Qgr20 CATGCGTAAGCGTAAAATCTC TACATTGCCACGGGAGTAAG 58 JN230432

5.2.3 Anélise de dados

O sistema de reproducdo das populacbes foi analisado com base no modelo de
cruzamento misto de Ritland e Jain (1981), que pressupde que: i) os alelos de diferentes locos
segregam independentemente; ii) o conjunto de p6len é homogéneo para o cruzamento com
qualquer genotipo da populacéo, e iii) auséncia de selecdo entre o periodo da fertilizacédo e a
avaliacdo dos marcadores genéticos.

Os dados foram obtidos através do programa Multilocos MLTR (RITLAND, 1997),
que permite obter a taxa de cruzamento multilocos (f,,) e a taxa de cruzamento unilocos (f,)
para a populagdo, bem como as frequéncias alélicas do dvulo e do pdlen, pelo método de
maxima verossimilhanca, utilizando o algoritmo EM (Expectation Maximization).

O algoritmo EM (DEMPSTER; LAIRD; RUBIN 1977; McLACHLAN; KRISHNAN,
1997) é uma poderosa ferramenta computacional para maximizar a estimativa da

verossimilhanga com dados incompletos (falta de dados, elementos desconhecidos, variaveis
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latentes, tipos de censura de observacgdes, e assim por diante). Uma boa introducdo deste
algoritmo é apresentada por Flury e Zopper (2000).

Para estimar o erro padrdo das estimativas dos parametros, o programa utiliza o
método Bootstrap, onde a unidade de amostragem para as estimativas das taxas de
cruzamento individual e populacional foram as plantas dentro das progénies e as progénies,
respectivamente.

O Bootstrap é um procedimento de simulacdo estatistica para atribuir medidas de
precisdo a estimativas de parametros estatisticos. Este método responde problemas estatisticos
reais sem o uso de formulas complexas. Esta técnica foi introduzida por Efron (1979), como
abordagem ao calculo do erro padréo e de intervalos de confianga de pardmetros, no caso em
gue o numero de amostras € reduzido. Uma leitura mais completa sobre o assunto pode ser
vista em Efron e Tibshirani (1993).

~

Além disso, foi estimada a taxa de cruzamento entre aparentados (f, =f, —t.), a
correlacdo multilocos (f, ) € unilocos (F, ) de paternidade, donde derivam a proporcao de
irmaos completos entre individuos de cruzamentos dentro das progénies (f,) e meios-irmaos

p)-

Os indices de fixacdo para adultos (F) e progénies (Fp) e o coeficiente médio de

-~

(1-

coancestria dentro de progénies (0,) foram obtidos pela analise das frequéncias génicas da

populacdo, através do programa GDA (LEWIS; ZAYKIN, 2002), utilizando um intervalo de
confianga a 95% a partir do erro padrdo com o método Jackknife sobre locos. O tamanho

efetivo populacional (N) de adultos e progénies foi obtido através do método de Hill (1981)
modificado por Waples (2006).

5.3 Resultados e Discusséo

As frequéncias dos alelos nos 6vulos e polen nos 8 locos estudados (Tabela 5.2) foram
iguais, indicando que ndo houve violagdo do modelo de acasalamento misto proposto por
Ritland e Jain (1981), necessario para a correta estimagao da taxa de cruzamento multilocos.

Multiplicando-se a taxa de cruzamento multiloco pela correlacdo de paternidade
determinou-se que aproximadamente 35% das plantas dentro de progénies eram parentes no
grau de irmaos-completos e aproximadamente 57% eram meios-irmdos. Além disso,
aproximadamente 8% das progénies eram irmédos de autofecundacdo. Durante muito tempo
acreditou-se que a polinizacdo em populagdes naturais fosse gerada pela contribuicdo de um

grande numero de arvores polinizadoras e que 0s cruzamentos obtidos eram
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predominantemente aleatorios. No entanto, os resultados obtidos para Qualea grandiflora
Mart demonstram que parte das progénies séo irmaos completos. Portanto, assumir progénies
exclusivamente de meios-irméos para essa populacdo podera gerar erros nas estimativas de
parametros genéticos.

A estimativa da autocorrelacdo de autofecundacao (rs) ou a probabilidade de encontrar
um individuo gerado por autofecundacdo onde foi encontrar outro individuos de
autofecundacdes foi de aproximadamente 23%, mas significativa. 1sso sugere que existe
variacdo na taxa de cruzamento entre plantas individuais e que ha cruzamentos biparentais
(mesmas arvores materna e paterna envolvidas em sucessivos cruzamentos).

Segundo Allard (1971), o cruzamento entre aparentados pode gerar endogamia
biparental, apesar desse tipo de endogamia ser menos drastico que a autofecundacéo efetiva.

A correlacdo de paternidade permite medir a proporcdo de individuos de cruzamentos
que foram gerados por cruzamentos biparentais (parentes no grau de irmdos completos). O
resultado foi alto (0,379) e significativamente diferente de zero. De acordo com Giudice Neto,
Sebbenn e Kageyama (2005), os cruzamentos biparentais podem ser um fenémeno comum em
diversas espécies. Estudos com Caryocar brasiliense Camb (Collevatti et al. 2001) estimaram
a correlagdo de paternidade entre 0,212 e 0,324. Em uma populagdo natural de Chorisia
speciosa A. St. Hill (Souza et al. 2003) foi detectada correlacéo de 0,875.

Assim, a pressuposicdo de que espécies arbdreas reproduzem-se por cruzamentos
aleatorios, aparentemente, nem sempre é verdadeira, € sua ado¢do pode incorporar grandes
erros nas estimativas de pardmetros genéticos, no estudo da heranca de caracteres
quantitativos em programas de melhoramento e na determinacdo de tamanhos amostrais para
fins de melhoramento e conservacdo genética e coleta de sementes para reflorestamentos
ambientais (GIUDICE NETO; SEBBENN; KAGEYAMA, 2005).

A partir da correlacdo de paternidade é possivel estimar o0 numero médio de individuos
que efetivamente polinizaram as arvores maternas, ou seja, a média do nimero provavel de
individuos que contribuiram com polen no evento de reproducdo de uma arvore méde. O
resultado obtido foi baixo (2,6). Isto indica que apesar da alta densidade de arvores, a
dispersdo de polen é restrita na populagdo. Em consequéncia, o tamanho efetivo retido em
amostras de sementes deve ser baixo, comparado a uma populacdo perfeitamente panmitica
(GIUDICE NETO; SEBBENN; KAGEYAMA, 2005).
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Tabela 5.2 - Frequéncia dos alelos no pélen e no 6vulos, em oito locos estudados em progénies de Q.
grandiflora Mart

Qgrl Qgr3 Qgra Qgr7

A P o ) A P o () A P o ) A P o ()

7 0.628 0.628 0.053 3 0.626 0.626 0.074 18 0.251 0.251 0.071 12 0.386  0.386 0.066
8 0.025 0.025 0.010 5 0.035 0.035 0.013 19 0.120 0.120  0.046 2 0.037 0.037 0.016
3 0.047 0.047 0.014 4 0.290 0.290 0.074 20 0.107 0.107 0031 5 0.189 0.189 0.061
15 0.068 0.068 0.019 6 0.035 0.035 0.014 13 0.259 0.259  0.067 6 0.016 0.016 0.009
14 0.047 0.047 0018 2 0.006 0.006 0.004 17 0.033 0.033 0025 8 0.079  0.079 0.030
13 0.051 0.051 0.026 1 0.008 0.008 0.008 11 0.011 0.011 0.008 13 0.014 0.014 0.009
5 0.008 0.008 0.005 6 0.017 0.017 0.010 18 0.069 0.069 0.035
10 0.064 0.064 0.023 16 0.008 0.008  0.006 9 0.079 0.079 0.038
6 0.007 0.007 0.005 14 0.004 0.004 0.004 16 0.050  0.050 0.022
12 0.002 0.002 0.002 15 0.053 0.053 0.023 17 0.004  0.004 0.004
9 0.005 0.005 0.007 9 0.021 0.021 0.012 19 0.010 0.010 0.006
16  0.017 0.017 0.008 22 0.004 0.004 0.004 3 0.006  0.006 0.004
17 0.003 0.003 0.003 7 0.042 0.042 0021 11 0.016  0.016 0.007
11 0.010 0.010 0.005 3 0.005 0.005 0.004 10 0.017  0.017 0.009
1 0.002 0.002 0.002 5 0.027 0.027 0.015 14 0.004 0.004 0.004
19  0.003 0.003 0.003 21 0.008 0.008  0.08 4 0.017 0.017 0.010
20 0.003 0.003 0.003 8 0.000 0.000 0.002 15 0.004 0.004 0.004
4 0.002 0.002 0.002 4 0.004 0.004 0.004 7 0.002  0.002 0.003
2 0.007 0.007 0.005 1 0.004 0.004 0003 1 0.003  0.003 0.003

2 0.013 0.013  0.008
12 0.008 0.008  0.006
Qorll Qgril2 Qgr13 Qgr20

A P o () A P o () A P 0 () A P o} )

13 0136 0.136 0039 5 0.385 0.385 0.068 6 0.445 0.445 0.071 13 0.080 0.080 0.033
7 0.015 0.015 0.007 7 0468 0.468 0.065 13 0.041 0.041 0.020 16 0.157  0.157 0.054
9 0.097 0.097 0.030 4 0.007 0.007 0.005 8 0.021 0.021 0011 5 0.035 0.035 0.021
5 0.141 0141 0.035 1 0.004 0.004 0.003 15 0.000 0.000 0.005 4 0.007  0.007 0.007
4 0.027 0.027 0.011 3 0.029 0.029 0.021 2 0.044 0.044 0021 11 0.427 0.427 0.079
11 0096 0.096 0029 6 0.065 0.065 0.030 4 0.033 0.033 0014 3 0.010 0.010 0.005
3 0.011 0.011 0.009 8 0.029 0.029 0.011 11 0.015 0.015 0.008 1 0.016  0.016 0.015
6 0.052 0.052 0.021 2 0.004 0.004 0.004 3 0.067 0.067 0024 6 0.010 0.010 0.009
10 0.167 0.167 0039 9 0.011 0.011 0.007 12 0.052 0.052 0034 9 0.116  0.116 0.040
14 0.040 0.040 0.026 10 0.057 0.057 0025 2 0.070  0.070 0.037

12 0.015 0.015 0.007 5 0.072 0.072 0.024 15 0.016  0.016 0.013
15 0.104 0.104 0.036 1 0.077 0.077 0.022 7 0.028 0.028 0.028
8 0.077  0.077 0.025 9 0.067 0.067 0.028 10 0.003  0.003 0.003
2 0.009 0.009 0.006 7 0.008 0.008 0.008 14 0.007  0.007 0.005
16  0.006 0.006 0.004 17 0.003  0.003 0.003
1 0.007  0.007 0.007 12 0.010 0.010 0.006

8 0.003  0.003 0.003

A = Alelo; P = Pélen; O = Ovulo; () = intervalo de confianca a 95%. Ano base: 2010
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Estudos semelhantes, enfocando o sistema de reproducdo em espécies do Cerrado ja
apresentaram resultados similares a este. Para Myracroduon urundeuva Fr. All. no sudeste do
Brasil, Moraes et al. (2004) detectaram de dois a trés polinizadores efetivos.

Medeiros (2010), estudando Tabebuia aurea (Silva Manso) Benth. & Hook. f ex S.
Moore no Cerrado do Distrito Federal, detectou média de 4,8 polinizadores efetivos em
estacdes reprodutivas de um ano. No entanto, na mesma &rea de estudo, na estacdo
reprodutiva do ano seguinte, a média de polinizadores elevou-se para 8,1 indicando que este
numero pode ser bem variavel nas populagdes de acordo com cada estacao reprodutiva.

A diferenca entre as correlacOes de paternidade uniloco e multiloco tem sido utilizada
para quantificar a presenca de parentesco entre doadores de pdlen. O valor obtido foi
negativo, indicando que do pélen dos cruzamentos é bastante diversificado.

O coeficiente de coancestria estimado nas progénies foi de 0,139. Este coeficiente é
uma medida de parentesco que mede a probabilidade de amostrar-se aleatoriamente dois
alelos em dois individuos e eles serem idénticos por descendéncia (GIUDICE NETO;
SEBBENN; KAGEYAMA, 2005). Para a populacdo em estudo, existe aproximadamente 14%
de probabilidade de amostrar-se dois alelos em dois individuos e eles serem idénticos por
descendéncia. Essa alta coancestria em progénies de Q. grandiflora Mart é consequéncia do
sistema de reproducdo da espécie e dos cruzamentos biparentais, além da endogamia nas
arvores adultas, que foi de 0,38. Em progénies o indice de fixacdo também foi elevado
(aproximadamente 27%).

A estimativa do tamanho efetivo (Ne) indicou que a representatividade genética da
descendéncia € inferior a esperada em progénies de cruzamentos aleatorios. Ou seja: as 300
amostras analisadas correspondem a apenas 13,2 individuos de uma populacdo panmitica
ideal.

O valor méaximo assumido por Ne para amostras de tamanho infinito, ou na ordem de
centenas, em espécies algamas é 4n, onde n € o nimero de matrizes; assim, Ne/matriz
poderia atingir o valor 4. O Ne/matriz, foi baixo (0,53). Este valor decorre do tamanho finito
da prole da matriz (12 sementes). Por sua vez, o Ne poderia atingir o valor maximo de 100 (4
x 25). O valor obtido foi de 13,2 o que corresponde a 13% do maximo, revelando a existéncia
de homozigose no conjunto das progénies, em concordancia aos indices de fixagdo para
adultos e progénies, que foi de 0,38 e 0,27 respectivamente.

As estimativas de tamanho efetivo em progénies, podem contribuir em teremos
praticos para delinear estratégias para a coleta de sementes e para a conservacao genética da

espécie. O numero de arvore matrizes (m) para a coleta de sementes a fim de manter o
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tamanho efetivo de referéncia pode ser determinado a partir deste tamanho de referéncia e do
tamanho efetivo médio de cada matriz. Tomando-se como referencial o tamanho efetivo de 50
(FRANKEL; SOULE, 1981) e dividindo pela estimativa Ne/matriz = 0,53 (calculada acima)
obtem-se o valor de 95 arvores para a coleta de sementes, a fim de garantir a retencdo do
tamanho efetivo.

Os resultados obtidos estéo resumidos na Tabela 5.3.

Tabela 5.3 - Estimativas de pardmetros do sistema reprodutivo em progénies de Q.grandiflora Mart em Assis
SP. Ano base: 2010

Parametro Resultado (erro padréo)
indice de fixaco na populagio adulta ( F ) 0,38 (0,25-0,49)
indice de fixag&o nas progénies ( Fp ) 0,270 (0,15-0,38)
Taxa de cruzamento multiloco (fm) 0.913 (0.021)
Taxa de cruzamento uniloco (fS ) 0.632 (0.031)
Taxa de cruzamento entre parentes t, =f, —f; 0.281 (0.023)
Correlacéo de auto fecundacdo ( fs) 0.235 (0.046)
Correlagdo de paternidade ( fp ) 0.379 (0.047)
Presenca de parentesco entre doadores de pélen fp o fp ) -0.143 (0.047)
Numero médio de rvores doadoras de pélen (Ne, =1/ F,) 2,6
Proporcéo de irmdos de autofecundagdo (s = 1— fm ) 0,087
Proporcéo de meios-irmaos t, =1— fp 0,654
Coancestria média dentro de progénies 6, 0,139 (0,105-0,177)
Tamanho efetivo das progénies (N.) 13,2
NUmero de arvores para reter o tamanho efetivo de 50 (m) 95

5.4 Consideracdes Finais

Os resultados obtidos neste estudo permitem afirmar que ha cruzamentos endogamicos
em Q. grandiflora Mart e que a espécie se reproduz por alogamia, além de ndo ser auto-
incompativel.

Uma parte consideravel das progénies é aparentada no grau de irmdos completos, mas

a maioria delas é parente no grau de meios-irmdos. A mistura de parentesco entre plantas de
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diferentes familias, sejam meios-irmdos e irmdos completos, reduz o tamanho efetivo do
conjunto de progénies.

A coleta de sementes requer que seja utilizado um nimero grande de arvores (95) e de
preferéncia de frutos distintos, visando preservar a diversidade genética da espécie.
Atentando-se para este nimero, pode-se obter sementes com diversidade genética ideal para

serem utilizadas em programas de recuperagdo ambiental.
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6 CONCLUSOES

Os marcadores microssatélites desenvolvidos para Qualea grandiflora Mart
mostraram-se altamente polimorficos, fornecendo, assim, importante subsidio para
continuidade dos estudos de diversidade genética da espécie.

Qualea grandiflora Mart possui preferencialmente distribuicdo agregada, com elevado
namero de individuos por hectare. Apresenta excesso de homozigotos em todas as populagdes
estudadas, indicando presenca de moderados indices de endogamia e desvio das proporcdes
de Equilibrio de Hardy — Weinberg, bem como estruturacdo familiar em classes de distancia
até 40 metros. A maior parte da divergéncia genética da espécie encontra-se dentro das
populagdes.

N&o ha presenca de clones nas populacbes estudadas.

A espécie reproduz-se por cruzamentos entre individuos, com maiores taxas de
cruzamento entre ndo parentes do que parentes. E aldgama e possui pouca pré disposicao para
autofecundacéo.

A mistura de parentesco entre diferentes familias reduz o tamanho efetivo do conjunto
de progénies. A representatividade genética da descendéncia € inferior a esperada em
progénies de cruzamentos aleatorios: as 100 amostras analisadas correspondem a apenas 13,2
individuos de uma populagdo panmitica ideal.

A coleta de sementes requer que sejam utilizadas pelo menos 95 arvores para manter o
tamanho efetivo de 50, coletando de preferéncia de frutos distintos, visando preservar a
diversidade genética da espécie e contribuir em programas de recuperac¢do ambiental.

Todas as populacBes estudadas apresentam tamanho de area minima viavel para
conservacao da espécie a curto, médio e longo prazos. Sugere-se que sejam tratadas como
Unidades Significativas Evolutivas (USE) e como Unidades Independentes para o Manejo
(UIM).
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ANEXO A - PROTOCOLO DE EXTRACAO DE DNA GENOMICO - DOYLE E
DOYLE (1990) MODIFICADO POR FERREIRA E GRATAPAGLIA (1998)

Etapa |I: Maceracdo mecéanica de 250 mg de folhas (ou uma semente) em tubos eppendorf de
2 ml, na presenca de nitrogénio liquido, com a ajuda de um bastonete para romper as paredes
e membranas celulares do tecido.

Etapa I1: Ressuspencdo do tecido macerado em 950 ul do tampé&o de extracdo, contendo o
detergente CTAB (brometo de cetiltrimetilamonio) em concentragdo de 3%, antioxidante
EDTA (acido etileno diamono tetracético) e agente tamponante, visando a solubilizagdo de
membranas lipoprotéicas e desnaturacdo de proteinas, enquanto o DNA € protegido da acéo
de enzimas de degradacdo. Apds a suspensdo, submeter as amostras a banho maria, na
temperatura de 65° C, durante 60 minutos. A cada 10 minutos homogeneizar ligeiramente as
amostras para facilitar a solubilizacdo da suspenséo.

Etapa I11: Extracdo do DNA com 720 ul de cloroférmio-alcool isoamilico, (CIA, propor¢éo
24:1), desnaturando as proteinas e tornando-as insolUveis a fase aquosa, onde se encontram 0s
acidos nucléicos. Separacdo das fases organica e aquosa através de centrifugacdo (10 minutos
na velocidade de 13.000 rotacfes por minuto). Os lipidios, proteinas e a maioria dos
polissacaridios s&o mantidos na fase orgénica, disposta na porcéo inferior no eppendorf,
enquanto que o DNA, RNA e alguns polissacaridios sdo mantidos na fase aquosa (superior),
que é transferida para um novo tubo.

Etapa IV: Precipitacdo do DNA que foi transferido para um novo tubo, com o uso de 550ul
de isopropanol (-20° C). Manutencdo overnight das amostras para que o DNA (na presenca
de sal e alcool) forme um precipitado (pellet), que se torna visivel apds ser centrifugado
durante 10 minutos a uma rotacdo de 13000 rpm. Descarte do sobrenadante e lavagem do
pellet 2 vezes com 500 ul de etanol 70% (5 minutos) e 1 vez com alcool absoluto (5 minutos).
Secagem do pellet por algumas horas ou entéo de um dia para o outro.

Etapa V: Purificacdo o DNA com a ressuspensao do pellet, em 35 ul de tampédo Tris-EDTA
contendo RNAse (15ul/ml), para degradar o RNA restando apenas DNA gendmico. Colocar
as amostras em banho maria a temperatura de 37° C por uma hora, sendo agitadas de 10 em
10 minutos para facilitar a diluicio do DNA. Posteriormente, foram armazenadas em freezer

na temperatura -20° C.





