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MARTINS, Gustavo Tavares. M.S. Universidade Estadual de Montes Claros. Junho de
2008. Efeitos da estrutura do habitat na diversidade genética do pequizeiro (Caryocar

brasiliense Cambess: Caryocaraceae). Marcilio Fagundes (orientador)

Resumo

Os marcadores moleculares tém sido cada vez mais empregados em estudos
relacionados a diversidade e estrutura genética de populagdes. Em geral, tais estudos
vém sendo conduzidos no sentido de se quantificar a variabilidade dentro de populagdes
e caracterizar a estrutura genética entre populagdes. As informagdes compiladas tém
sido recentemente aplicadas a consolidagdo das bases tedricas no campo da Biologia da
Conservagao, sobretudo em espécies tropicais. Para isso, os principais fatores bioldgicos
e genéticos envolvidos na constituicdo da diversidade e diferenciagdao genética tém sido
constantemente considerados. Dentre os diversos fatores que ascendem sobre a
diversidade e estruturacdo populacional de espécies arboreas tropicais, destacam-se o
tamanho populacional, fluxo génico, sistema reprodutivo, selecao natural, fragmentagao
florestal, aspectos fenoldgicos e atividade de polinizadores e dispersores. Este trabalho
teve como objetivo acrescer informagdes a respeito da diversidade e estrutura genética
de Caryocar brasiliense em fungdo da estrutura do habitat. O estudo foi conduzido em
duas localidades no norte do estado de Minas Gerais, distantes aproximadamente 5 km.
As estimativas de diversidade e estrutura genética da espécie foram obtidas utilizando
oito locos microssatélites. Os resultados revelaram um alto nivel de polimorfismo para
todos os alelos observados. O indice de fixagdo (f) indicou uma relevante similaridade
genética por classes e/ou areas, o que sugere uma inexpressiva ocorréncia de
acasalamentos aleatorios dentro e entre as populagdes estudadas. Em todas as condigdes

estudadas, os valores ® nunca se revelaram estatisticamente significativos, com valores
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de F sempre superiores, o que sugere uma baixa diferenciagcdo entre populacdes de C.
brasiliense devido a distribuicdo ndo aleatoria dos alelos. Além disso, a uma baixa
diferenciagdo entre populagdes pdde ser corroborada pela inferioridade dos valores Rgr
em funcdo de ®. A avaliacdo da ocorréncia de gargalo populacional nido evidenciou
efeito gargalo. Todavia, a divergéncia observada em relacdo aos pequizeiros jovens
entre habitats sugere uma possivel disrupc¢ao entre areas, o que pode estar relacionada a
alteracdes nas atividades dos polinizadores e na fenologia da planta em fungdo da
estrutura do habitat. Além disso, as estimativas de parentesco (ry,) entre pares de
individuos evidenciaram propor¢des mais elevadas de individuos geneticamente
aparentados para pequizeiros jovens da darea de pastagem. Esse resultado sugere a
tendéncia do aumento de eventos endogamicos em populagdoes de C. brasiliense em
areas perturbadas, mesmo se adjacentes e relativamente proximas a populagdes naturais.
Portanto, as populagdes C. brasiliense embora apresentem conteudos genéticos
equivalentes, devem estabelecer aumentos significativos de diferenciacdo genética com
o decorrer de geragdes, caso as estruturas dos habitats permanegam similares aos

observados.

Palavras-chave: Cerrado, Caryocar brasiliense, Diversidade genética, Estrutura

genética, Fragmentacao florestal, Estagio sucessional.
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MARTINS, Gustavo Tavares. M.S. Universidade Estadual de Montes Claros. June
2008. Habitat structure effects in the genetic diversity of pequizeiro (Caryocar

brasiliense: Caryocaraceae). Marcilio Fagundes (orientador)

Abstract

Molecular markers have been each time more used in studies related to the
diversity and genetic structure population. These studies are lead with intention to
quantify the inside variability and characterizing the genetic structure between
populations. The information compiled has been applied to theoretical basis of
Conservation Biology, over all in tropical species. For this, the main biological and
genetic factors involved to constitution of the genetic diversity and differentiation has
been considered. Amongst the diverse factors that happen over population diversity and
structure of tropical trees enhance the population size, gene flow, mating system,
cerrado selection, forest fragmentation, phenological aspects and pollination and seed
dispersal activity. The aim of this work was to add more information about genetic
diversity and structure from Caryocar brasiliense trees with different habitat structure.
This study was conducted in two localities from northern Minas Gerais State, about 5
km apart one another. The genetic diversity and structure estimates had been gotten
from eight microsatellite locos. The results have showed a high level of polymorphism.
The fixation index (f) has showed a great genetic similarity for age class and/or areas,
which has suggested inexpressive mating values between related individuals. The ®
value has never showed statistical significance, with the F value always higher, which
has suggested a low differentiation among C. brasiliense populations. Moreover, a low
differentiation among populations has been corroborated to lower Rsr values that @. It
was not observed the occurrence of bottleneck event. However, observed divergence

between young pequizeiros into habitats suggests a disruption of the areas, because
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changing of the pollination and seed dispersal behavior and phenological patterns due to
habitat structure. Moreover, the relationship estimative () between pairs has
evidenced higher levels of genetic related closely to young pequizeiros from pasture
area. This result has suggested an inbreeding increase of the C. brasiliense populations
in disturbed areas although located closely apart. Therefore, the populations of C.
brasiliense in spite of show similar genetic content, they should experiment significant
increasing in the levels of genetic differentiation along the future generations whether

the structure habitats remain like observed.

Key Words — Cerrado, Caryocar brasiliense, Genetic Diversity, Genetic Structure.

Gene Flow, Forest fragmentation, Sucessional stage.
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1 INTRODUCAO

Estudos de diversidade genética em populagdes naturais tém sido continuamente
desenvolvidos na tentativa de se mensurar o nivel de informagdes herdaveis em
individuos, espécies e populacdes (Lowe et al., 2004). Esses estudos comumente
empregam informagdes provenientes de marcadores moleculares para estimar os niveis
de diversidade e estrutura genética para um grande nimero de plantas e animais
(Bachmann, 1993). Além disso, o uso de marcadores moleculares tem permitido o
estudo da extensdo e distribuicdo da variagdo genética entre espécies e de investigacoes

taxonomicas e evolutivas (O'Hanlon et al., 2000).

Historicamente, os marcadores moleculares tiveram seu marco em meados da
década de 60 com o desenvolvimento de marcadores isoenzimaticos. Até entdo, todos
os estudos de genética se baseavam no controle por genes associados ou em caracteres
morfoldgicos (Ferreira & Grattapaglia, 1996). Em niveis populacionais, estudos
baseados na eletroforese de aloenzimas t€ém provido inimeras informagdes sobre a
variabilidade genética dentro e entre populacdes. Entretanto, por razdes concernentes a
obtencdo de baixos niveis de deteccdo de polimorfismo ou condi¢des de estocagem, as
aloenzimas nem sempre sdo consideradas apropriadas para tais estudos (Scribner et al.,

1994).

Com o avanco das técnicas de biologia molecular, foram estabelecidos métodos
de deteccdo de polimorfismo em nivel de DNA. Inicialmente, foram desenhados os
marcadores RFLP (““Restriction Fragment Length Polymorphism’) (Grodzicker et al.,
1974) e mais recentemente técnicas baseadas na amplificacdo em cadeia utilizando uma
DNA polimerase (PCR — “Polymerase Chain Reaction”) (Mullis & Faloona, 1987). O

surgimento da técnica de PCR, na década de 80, possibilitou a sintese enzimatica de
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milhdes de copias de determinados fragmentos de DNA. O desenvolvimento desta
técnica viabilizou a concep¢do de diversos marcadores, como RAPD (““Random
Amplified Polymorphic DNA”) (Williams et al., 1990), AFLP (“Amplified Fragment
Length Polymorphism™) (Vos et al.,, 1995) e microssatélites (“Simple Sequence
Repeats™) (Tautz, 1989). Desde entdo, os avangos no campo da biologia molecular vém
promovendo uma verdadeira revolugdo para estudos de variabilidade genética (Avise,
2004), cujos resultados contribuem expressivamente o estabelecimento de estratégias de

conservagao de recursos genéticos € manejo de espécies (Soulé¢ & Wilcox, 1980a).

As informagodes reveladas a partir do emprego de técnicas moleculares tém
fundamentado programas de conservagdo por fornecerem informagdes uteis sobre a
variabilidade genética de espécies ecologicamente importantes, o que permite uma
melhor compreensao de processos como dispersao e migracgao, historia demografica das
populacios, efeitos bottleneck e fundador, detecgdo de hibridos entre espécies, fluxo
génico e deriva génica, filogeografia, ecologia de paisagem e ecotoxicologia (De Young
& Honeycutt, 2005). Com o advento dos marcadores moleculares, inimeros trabalhos
demonstraram suas vastas aplicacdes em diversas espécies de plantas, eg. Dipteryx
panamensis (Hanson et al., 2008), Magnolia stellata (Setsuko et al., 2007; Tamaki et
al., 2008), Quercus semiserrata (Pakkad et al., 2008), Cedrus libani (Fady et al., 2008),
Pinus strobus (Marquardt et al., 2007), Manilkara huberi (Azevedo et al., 2007), Olea
europaea (Besnard et al., 2007), Carapa guianensis (Raposo et al., 2007), Theobroma
grandiflorum (Alves et al., 2007), Pinus elliottii (Williams et al., 2007), Magnolia
obovata (Isagi et al., 2007), Oryza glumaepatula, (Karasawa et al., 2007), Dalbergia
monticola (Andrianoelina et al., 2006), Caesalpinia echinata (Lira et al., 2003),
Pithecellobium elegans (Chase et al., 1996), Carapa guianensis (Dayanandan et al.,
1999), Neobalanocarpus heimii (Konuda et al., 2000), Caryocar brasiliense (Collevatti

et al., 2001b), Swietenia humilis (White & Powell, 1997).
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1.1 Marcadores microssatélites

Os marcadores microssatélites tém sido apontados como marcadores
extremamente poderosos, sendo notoriamente aplicados em diversas dareas do
conhecimento. Dentre suas principais vantagens, destacam-se a abundancia,
simplicidades de execugdo, codominancia e altos niveis de diversidade alélica. Além
disso, os microssatélites sdo considerados bastante robustos por ndo apresentarem em
geral influéncias ambientais, sendo qualificados como marcadores neutros (Morgante &

Olivieri, 1993; Goldstein & Schlétterer, 1999; Avise, 2004).

Os marcadores microssatélites sdo caracterizados por unidades de seqiiéncia de
repeticdes de nucleotideo de 1 a 6 pb, repetidas lado a lado (Tautz, 1989). Esses
marcadores estdo presentes nos genomas de procariotos e eucariotos (Goldstein &
Schlotterer, 1999), tanto em regides codificadoras quanto em regides nao codificadoras;
e usualmente apresentam altos indices de polimorfismo, devido ao alto nivel de variagao
no numero de repeticdes (Li et al., 2002). Além disso, os marcadores microssatélites
apresentam heranga codominante, o que permite a diferencia¢do entre individuos

homozigotos e heterozigotos (Rafalski et al., 1996).

A magnitude das propor¢des de polimorfismo observadas em marcadores
microssatélites tem sido associada a alta incidéncia de mutagdo sobre esses locos, cerca
de 10", quando comparada & proporcdes estimada de mutagdo pontual, de
aproximadamente 10™'° (Hancock, 1999). A proporgio de polimorfismo estabelecida por
esses marcadores sugerem que possam ser amplamente empregados para estudos de
divergéncia populacional. Contudo, estimativas sobre sua propor¢do e padrio de
mutacdo sdo necessarias para uma determinacdo mais ajustada da distdncia genética
entre populagdes (Di Rienzo et al.,, 1994). O modelo “Stepwise Mutation Model”

(SMM), proposto por Ohta & Kimura (1973), assume que as alteragdes da estrutura
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alélica ocorrem pela adi¢do ou delecdo de uma unidade de repeticdo. Em geral, as
mutagdes incidentes sobre os locos microssatélites sdao explicadas por ““Stepwise
Mutation Model”, embora tais eventos possam também ser explicados pelo Modelo de
Mutacao de Infinitos Alelos. O Modelo de Mutagdo de Alelos Infinitos (IAM) propde
que cada mutacdo envolve um numero varidvel de unidades de repeti¢do (Kimura,
1964). O modelo “Two-phase Mutation Model”” (TPM) assume que a maioria das
mutagdes resulta em um acréscimo ou decréscimo de uma unidade de repeti¢ao, embora
as mutacdes possam implicar em alteragdes de mais de uma unidade de repetigdo. A
freqliéncia de alteracdes sobre uma unidade de repeticdo ocorre com probabilidade igual
a p ¢ mutagdes envolvendo mais de uma unidade repetitiva, com probabilidade igual a
1-p (Di Rienzo et al., 1994). A percep¢ao do modelo de mutacao aplicavel é essencial
para se estimar certos parametros populacionais, sobretudo diferenciagdo genética e

numero de migrantes (Goldstein & Schlétterer, 1999).

Os marcadores microssatélites vém sendo apontados como os mais adequados
para estudos populacionais. Isso pode ser evidenciado em um estudo realizado por
Chase, Kessely, & Bawa (1996), o qual constatou que apenas quatro locos polimoérficos
apresentaram mais sensibilidade e resolug¢do do que os efeitos combinados de todos os
marcadores isoenzimaticos previamente detectados para Pithecellobium elegans
(Mimosoideae) em um periodo de cinco anos. Com isso, estudos utilizando marcadores
microssatélites para avaliacdes do sistema de reproducdo, fluxo génico, estudos de
paternidade e estrutura genética populacional em diversas espécies arboreas tropicais
tém sido expressivamente intensificados (Chase et al., 1996; Gaiotto et al., 2003). A
relevancia desses marcadores em estudos de espécies arbdreas tropicais pode ser
evidenciada em trabalhos com Pithecellobium elegans (Chase et al., 1996), Carapa

guianensis (Dayanandan et al., 1999), Neobalanocarpus heimii (Konuda et al., 2000),
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Caryocar brasiliense (Collevatti et al., 2001b), Swietenia humilis (White & Powell,

1997), Caesalpinia echinata (Lira et al., 2003), entre outros.

Nesse contexto, Danquah et al (2002), ao testarem cinco pares de “primers”
microssatélites, constataram altos indices de polimorfismo em trés espécies de
Echinochloa provenientes de trés areas geograficamente distintas. Todos os
microssatélites revelaram polimorfismo inter e intra-especifico, apresentando de trés a
sete alelos por loco. A diversidade gé€nica em quatros marcadores polimoérficos para
Echinochloa crus-gali foi estimada entre 0,12 e 0,61. Segundo os autores, os resultados
compilados sugerem que esses marcadores poderiam constituir uma classe bastante
aplicavel em estudos de diversidade intra-especifica. Adicionalmente, Broun et al
(1992) relataram que apesar de espécies vegetais autofecundantes apresentarem
menores indices de variabilidade genética, o que dificulta a distingdo entre individuos e
variedades, o uso de fragmentos de DNA amplificados a partir de regides especificas,
utilizando marcadores minissatélites, pode conferir resultados satisfatorios referentes a
obtengdo de polimorfismo. No mesmo contexto, Ramakrishnan et al (2002) concluiram
que, muito embora o sistema reprodutivo de Bromus tectorum seja restrito a
autofecundagdo obrigatdria, sua variabilidade genética pode ser claramente evidenciada

por meio de marcadores microssatélites.

1.2 Genética e conservaciao de populacées naturais

Os estudos realizados com o propdsito de se mensurar a variagdo genética de
populacdes t€m se prestado cada vez mais a fundamentagdes tedricas no dominio da
Biologia da Conservacao (Chase et al., 1996; White & Powell, 1997; Dayanandan et al.,
1999; Konuda et al., 2000; Collevatti et al., 2001b; Lira et al., 2003; Andrianoclina et

al., 2006; Alves et al., 2007; Azevedo et al., 2007; Besnard et al., 2007; Isagi et al.,
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2007; Karasawa et al., 2007; Marquardt et al., 2007; Raposo et al., 2007; Setsuko et al.,
2007; Williams et al., 2007; Fady et al., 2008; Hanson et al., 2008; Pakkad et al., 2008;
Tamaki et al., 2008). Para isso, os principais fatores biologicos e genéticos envolvidos
na constituicdo da diversidade e diferenciacdo genética t€ém sido constantemente
considerados. Dentre estes, destacam-se o tamanho populacional, o fluxo génico, o

sistema reprodutivo e a sele¢do natural (Lowe et al., 2004).

A aplicagdo da genética molecular para fins conservacionistas tém sido
propostos a partir do reconhecimento de niveis intensos de deplecdo de espécies
naturais, como conseqiiéncia do desenvolvimento irrestrito da populagdo humana
(O'Brien, 1994). Os trabalhos genéticos conduzidos sob a oOptica da biologia da
conservagao em geral contemplam aspectos sobre depressio endogimica, perda de
variagdo genética de pequenas populacdes, adaptacao genética a cativeiros e efeitos de
reintroducdo, depressdo exogamica, fragmentagdo de populagdes e reducdo em
migracdo e incertezas taxondmicas e introgressdo (Frankham, 1995). A compreensdo
desses parametros, bem como suas implicacdes e significados para a manutengdo das
interagdes ecologicas e evolutivas, tém sido fundamentais tanto para consideragdes a
respeito de conservagdes “in Situ™ e ““ex situ™ quanto para o uso de recursos genéticos

florestais. (Young et al., 2000).

Endogamia ¢ compreendida como um sistema de acasalamento no qual os
individuos parentais apresentam um grau de parentesco entre si maior do que a média
da populagdo, ou seja, estdo relacionados por ascendéncia. Em populagdes pequenas, o
aumento da freqiiéncia de cruzamentos entre individuos geneticamente semelhantes
pode conduzir ao rapido declinio da variabilidade genética devido a reducdo da
propor¢cdo de heterozigotos e ao aumento na incidéncia de alelos deletérios na
populacdo. O decréscimo da variabilidade genética devido ao aumento de cruzamentos

entre individuos aparentados ¢ denominado depressdo endogamica (Soulé¢ & Wilcox,
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1980b). De forma analoga, a variabilidade genética pode ser reduzida por meio de
deriva génica. A deriva génica é entendida como a alteracdo aleatéria da freqiiéncia
alélica da populagdo, sendo alguns alelos fixados e outros perdidos (Wright, 1931;
1951; Franklin, 1980; Frankham, 1995). Em populagdes pequenas a freqiiéncia génica
muda de geragdo a geragdo, mesmo na auséncia de sele¢ao, mutagdo ou migragdo. Tais
mudangas conduzem naturalmente a um aumento gradual na propor¢do de homozigose
da populacdo. Em ultima instdncia, o aumento de homozigotos na populagdo
proporciona a fixacdo de determinados alelos, sendo assim perdida a variabilidade

genética (Franklin, 1980).

O fluxo génico ¢ a propor¢ao de migragdo de genes em uma populagao. O termo
se aplica tanto para introdu¢do de novos genes por imigracdo quanto para a emigragao
de genes para outras populagdes. Para organismos estaciondrios, o fluxo génico se
constitui pelo movimento de gametas (pdlen) e zigotos (sementes). Conforme o padrdo
do fluxo génico, a estrutura populacional pode sofrer extensos impactos (Lowe et al.,
2004). O fluxo génico apresenta um efeito homogeneizador da composi¢do genética
entre populagdes (Slatkin, 1985; 1987; Futuyma, 1992). Os principais modelos de fluxo

génico sio:

(1) Modelo de “continente-ilha” que considera a orientacdo de fluxo unidirecional, de
uma fonte grande (continental) para uma pequena isolada (MaCarthur & Wilson,

1967);

(2) Modelo de ““ilhas™, o qual considera que as subpopulagdes apresentam o mesmo
tamanho e fluxo génico, independentemente da proximidade ou direcdo (Wright,

1942).

(3) Modelo ““Stepping-stone”, considera a dimensao espacial para a ocorréncia do fluxo

génico, ou seja, o fluxo somente ocorre entre populacdes adjacentes (Kimura, 1953).
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(4) Modelo de isolamento por distancia, a distribuicao dos individuos é espacialmente
continua, entretanto o fluxo génico € restrito a curtas distancias, o que estabelece a

formacao de “vizinhangas genéticas” (Wright, 1942; 1951).

Os fatores que determinam as propriedades do fluxo génico podem ser
intrinsecos (sistema reprodutivo, vagilidade e dispersao) e extrinsecos (barreiras fisicas
e gradientes de sele¢do) (Wright, 1942). Em situagdes cujo fluxo gé€nico € extenso,
espera-se a observacdo de uma baixa propor¢ao de endogamia dentro das populacdes e
baixa divergéncia genética entre populacdes. J& em circunstancias nas quais o fluxo
génico ¢ limitado, mas a troca génica entre individuos adjacentes ¢ intensa, espera-se a

observacao de uma alta propor¢do de endogamia dentro da populacdo e divergéncia

entre populagdes (Coles & Fowler, 1976).

Desflorestamento continuo, fragmentagdo florestal e aumento de poluicdo, além
de outras alteracdes na paisagem, podem afetar os processos demograficos e genéticos
de uma populagdo, influenciando sua composi¢do genética e, em ultima instincia,
levando-a a extingdo (Young et al., 2000). Dessa forma, a ocorréncia de distlrbios
naturais freqiientemente aumenta a probabilidade de extingdo em espécies (Foster,
1980). Os principais fatores que conduzem a extingdo sdo a perda de habitat, a
introducdo de espécies, a superexploracdo e a poluicdo. Esses fatores muitas vezes
ocasionam reducdes no tamanho populacional, cuja conseqiiéncia ¢ o aumento da
suscetibilidade a efeitos estocasticos, climaticos, demograficos ou genéticos (Frankham,
1995). Em geral, a redu¢do no tamanho de uma determinada populagdo aumenta a
probabilidade de extingdo devido a eliminagdo de pequenas populagdes (Foster, 1980)
ou por proporcionar desarranjos em sua distribuicdo espacial, ocasionando o
estabelecimento de populagdes pequenas, fragmentadas e isoladas. Esses eventos
poderiam conduzir a um processo denominado vortice de extingdo, cujas conseqiiéncias

levariam a extingao local da populacdo (Soul¢ & Gilpin, 1986).
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A fragmentagdo florestal tem exprimido relevantes modificagdes ao fluxo génico
e o desmatamento e corte seletivo tém promovido a reducio da densidade de espécies
arboreas (Dayanandan et al., 1999; Young & Boyle, 2000). Em termos gerais, tais
eventos tém proporcionado continuamente graves conseqii€ncias aos processos
genéticos concernentes a tais populagdes, pois estabelecem a longo prazo alteragdes em
seus padrodes reprodutivos e aumento de seus indices de endogamia (Dayanandan et al.,
1999). Para Young & Boyle (1999), além do aumento dos niveis de endogamia, a
fragmentacdo florestal vem exercendo continuamente a perda da diversidade genética
em populagdes e espécies, bem como promovendo mudangas na estrutura

interpopulacional.

O processo de fragmentacdo promove a perda da continuidade da vegetagdo
original, reduz o tamanho do habitat e aumenta o efeito de borda. Com isso, eventos de
fragmentacdo podem proporcionar alteracdes nos padrdoes locais e regionais da
biodiversidade devido a perda de micro-habitats, insularizagdo do habitat e
modifica¢des nos padroes de dispersao e migragdo das espécies (Soulé & Kolm, 1989).
Além disso, o estidgio sucessional (Kang & Bawa, 2003) e fragmentagdo do habitat
(Quesada et al., 2004; Lobo et al., 2005) podem afetar significativamente a atividade de

polinizadores e a fenologia de espécies arboreas tropicais.

A reducdo do tamanho populacional e o aumento da fragmentacdo do habitat
promovem diferenciagdo genética entre populagdes em funcdo da ocorréncia de eventos
como efeito fundador, deriva genética, aumento do indice de endogamia e reducdo do
fluxo génico interpopulacional (Ellstrand & Elam, 1993; Young et al., 1999). Como
conseqiiéncia, tais eventos tém estabelecido perdas e fixagdes aleatorias de alelos e
aumento no grau de parentesco dentro de populagdes (De Rochambeau et al., 2000).
Segundo Hamrick (1983) a incidéncia prolongada de eventos endogadmicos proporciona

a diminui¢do dos niveis de diversidade genética, cujos efeitos estabelecem em uma

23



baixa propor¢do de recrutamento, que culmina potencialmente em um aumento do risco

de extingdo da espécie.

Embora diversos estudos tenham buscado estabelecer as conseqiiéncias de
eventos de fragmentacdo, de corte seletivo e desmatamento sobre a variabilidade
genética de populagdes arboreas (Bawa, 1973; Ellstrand, 1990; Chase et al., 1996; Hall
et al., 1996; Dayanandan et al., 1999; Young et al., 1999; Sebbenn et al., 2000; Seoane
et al., 2000; Young & Boyle, 2000; Collevatti et al., 2001a; Quesada et al., 2003; Conte,
2004; Quesada et al., 2004; Fagundes et al., 2007; Franceschinelli et al., 2007; Isagi et
al., 2007; Raposo et al., 2007; Hanson et al., 2008; Tamaki et al., 2008), pouco se
conhece sobre sua aplicabilidade em sistemas tropicais. Isso se deve em funcio escassez
de conhecimentos sobre a ecologia de espécies nativas e das caracteristicas dos recursos
naturais em biomas tropicais (Mooney et al., 1980). Todavia, sabe-se que o principal
efeito esperado de reducdo e fragmentacdo de habitat ¢ a redugdo no tamanho
populacional. Como conseqiiéncia, a redugdo populacional poderd implicar na perda de
conectividade entre populacdes e deriva gé€nica, que aumentardo a possibilidade de
eventos endogamicos. A deriva génica e a endogamia poderdo resultar na diminui¢do
dos niveis de diversidade genética, que pode ser detectada por desvios significativos no
modelo de Hardy-Weinberg em termos da estimativa de Fis (Frankham, 1995; Reed &

Frankham, 2003).

Neste contexto, a concepgao pratica acerca do processo de fragmentacdo e suas
implicagdes para a diversidade genética tém aventado que a fragmentagdo florestal
comumente proporciona a redugdes expressivas do tamanho populacional, o que resulta
na instauragdo de gargalos genéticos ‘““bottlenecks™. Isso ¢ devido aos individuos
remanescentes conterem apenas parte do ““pool” génico original (Franklin, 1980;
Ellstrand & Elam, 1993; Young & Boyle, 2000). Além disso, em circunstancias de

continuidade de isolamento populacional subseqiiente a um evento “bottleneck™, a
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populacdo provavelmente sofrera perda de alelos devido a deriva genética, diminuindo a
variabilidade dentro de populagdes e aumentando a diferenciacdo entre populagdes
(Young & Boyle, 2000). A curto prazo, a perda da variabilidade genética poderia
reduzir a capacidade adaptativa da espécie, cujo resultado poderia culminar em sua
extingdo local (Charlesworth & Charlesworth, 1987). Enquanto, a longo prazo, limitaria
sua capacidade de resposta a alteracdes ambientais, o que poderia conduzir a
incapacidade de responderem a mudancas por acao de forgas seletivas (Franklin, 1980;

Charlesworth & Charlesworth, 1987).

Outra conseqiiéncia de eventos de fragmentacdo florestal ¢ o acréscimo do
nimero de acasalamentos entre individuos geneticamente aparentados. O aumento do
indice de endogamia pode resultar em um excesso de homozigose, o que possibilita a
instituicao de depressao endogamica (Franklin, 1980; Ellstrand & Elam, 1993; Young &
Boyle, 2000). Desse modo, os efeitos negativos da endogamia incidem diretamente
sobre o valor adaptativo da espécie (Charlesworth & Charlesworth, 1987), que podem
ser evidenciados quanto a quantidade de polen, numero de oOvulos, quantidade de
sementes, propor¢cdo de germinacdo e crescimento e capacidade competitiva (Frankham

etal., 2002).

O fluxo génico estabelece a homogeneizacdo entre populagdes arboreas
florestais por meio da transferéncia de pdlen e sementes. Com isso, eventos de dispersdo
podem mitigar ou eliminar efeitos desruptivos de selecdo e deriva genética (Ellstrand &
Elam, 1993; Hamrick & Nason, 2000). Embora a ocorréncia de redu¢des do tamanho
populacional em populagdes fragmentadas seja bastante comum, a ocorréncia de
migracdo entre populacdes podem contrabalancear efeitos de deriva génica, endogamia
e selecdo. Desse modo, um conjunto de pequenas populagdes podem se comportar como

uma grande populagdo de darea equivalente. Portanto, propor¢des adequadas de
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migragdo em pequenas populagdes podem compensar grandes perdas da variabilidade

devido a deriva génica (Ellstrand & Elam, 1993; Frankham et al., 2002).

Melo Junior (2003), estudando a variabilidade genética, o fluxo génico, o
tamanho efetivo populacional e a distribuigdo espacial de Caryocar brasiliense com
marcadores isoenzimaticos, observou elevados niveis de heterozigosidade esperada e
observada, auséncia de endogamia dentro e entre populagdes, baixa divergéncia entre

populagdes, alto fluxo génico e distribuicdo espacial aleatoria.

Collevatti et al. (2001a), estudando 10 populagdes de Caryocar brasiliense,
observaram de 20 a 27 alelos por loco para 10 marcadores microssatélites. Os
coeficientes de endogamia (f) das populacdes estudadas foram significativamente
diferentes entre populacdes de areas perturbadas e fragmentadas e areas continuas e
ndo-perturbadas. Os autores sugerem que o tipo de dispersdo de sementes (por
gravidade) e a magnitude da fragmentagdo do Cerrado podem estar limitando o fluxo
génico por dispersores e polinizadores, aumentando a propor¢do de acasalamento entre

individuos aparentados.

O presente trabalho teve como objetivos avaliar os efeitos da estrutura do habitat
sobre a diversidade e estrutura genética de C. brasiliense, a ocorréncia de gargalo

genético e 0 aumento do grau de parentesco.
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2  MATERIAL E METODOS

2.1 Caryocar brasiliense

Caryocar brasiliense ¢ uma espécie arbdrea tipica do cerrado pertencente a
familia Caryocaraceae (Lorenzi, 1998). A familia Caryocaraceae ¢ exclusivamente
neotropical e compreende 23 espécies e dois géneros (Caryocar e Anthodiscus) (Prance
& Silva, 1973). C. brasiliense, conhecido popularmente por piqui, pequi, piqui-do-
cerrado, almendro, barbasco, jiquid, pequizeiro ou piquirana, ¢ uma espécie
semidecidua, heliofita, seletiva xerdfita, marcantemente presente em toda a area do
Cerrado brasileiro (Lorenzi, 1998). A espécie se distribui do sul do estado do Para, ao
longo da borda da regido amazonica, até o estado do Parana e o Paraguai (Prance &

Silva, 1973).

O pequizeiro apresenta prioritariamente fecundagdo cruzada, sendo suas flores
polinizadas principalmente por duas espécies de morcegos glossofaringeos
(Glossophaga soricina ¢ Annoura geoffroyii), trés nao-glossofaringeos (Phyllostomus
discolor, Vampyrops lineatus e Carollia perspicillata) e duas espécies de mariposa
(Erinyis ello e Pseudosphinx tetrio). (Gribel & Hay, 1993). A dispersdo das sementes de
¢ notoriamente zoocorica. Dentre os principais agentes dispersores se destacam a ema
(Rhea americana), espécie de maior potencial dispersivo, cuja dispersdo dos diasporos
se caracteriza por endozoocoria, seguida da gralha (Cyanocorax crostatellus) e da cotia
(Dasyprocta sp.), as quais podem atuar como dispersoras de sementes por sinzoocoria

(Gribel, 1986).
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2.2 Area de estudo

O estudo foi realizo em duas localidades no municipio de Japonvar (15°59° S e
44°16> W), norte do estado de Minas Gerais. Ambas as localidades apresentavam
elementos tipicos de cerrado sensu stricto. A distancia geografica entre as areas ¢ de
aproximadamente 5 km. As areas foram escolhidas por se apresentarem em diferentes
estagios de sucessdo. As areas foram classificadas como pastagem (estagio inicial de
sucessdo) e Cerradao (estagio final de sucessdo). Em cada localidade foram marcados
aleatoriamente 45 individuos (30 individuos adultos e 15 individuos jovens). Para a
analise, os individuos foram classificados por classe etdria conforme os seguintes

parametros:

1) Jovens: Individuos com até 2 metros de altura e CAP méximo de 20 cm.

ii) Adultos: Individuos com cerca de 5 metros de altura e CAP minimo de 50 cm.

2.3 Extracio do DNA gendmico

O material amostrado foi constituido de folhas em estidgio intermediario de
desenvolvimento. As amostras foliares foram acondicionadas em gelo durante o periodo
de coleta. Apds a coleta, o material foi estocado em freezer a -20°C até o momento da

extracdo do DNA.

A extragdo do DNA gendmico foi desenvolvida utilizando protocolo baseado em
Doyle & Doyle (1990). O material foi macerado em tampao de extragdo (CTAB 2%,
NaCl 1,4M, PVP 1% (p/v), B-mercaptoetanol 0,2% (v/v), EDTA 20 mM, Tris-HCI 100
mM e proteinase K 0,05ng/ul) com o auxilio de um agitador FastPrep, marca Bio 101

Savant.
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2.4 Amplificacdo dos locos

A amplificagdo do material foi realizada utilizando dez pares de iniciadores

microssatélites previamente desenvolvidos para C. brasiliense (Collevatti et al ,1999).

Os marcadores “forward” foram previamente marcados com fluorescéncias HEX

(verde), NED (amarelo) e 6-FAM (azul) (Tabela 1).

Tabela 1 - Informagdes sobre os locos microssatélites de Caryocar brasiliense, com as
respectivas amplitudes alélicas, temperaturas de hibridizacdo (T,) e numero total de
alelos por loco esperado (A) (Collevatti et al., 1999).

Locos Seqiiéncia do iniciador (5°-3’) ;&lg;izgt(l;)?) (;1“ é) A
cbl F: [NED] GGTGTGAGCTTAGAGCTGAA 189 s4oC 18
R: GTCCAGCTTAATGTCCGACT 150-195
b3 F: [HEX] CAGCCATGGTTCACGTTAGT 158 56°C 19
R: CGCACATGGAAACGCTTA 130-175
b5 F: [6-FAM] GTCAGAATGAAGGCAGCTTG 153 56°C 16
R: ATAGAATCCAGGCCACACCA 130-180
b6 F: [NED] CTACCACAACTCGGAGACAA 123 56°C 14
R: GACACTCCTGCAACTCCATT 105-160
cbo F: [INED] ATCGAGATGAGCCAACCGAC 92 56°C 13
R: GGAAGGTGTTGCAGCACTGA 55-95
b1 F: [HEX] GGTCGTTATTGCTGTGGT 176 56°C 15
R: GTGAACATGAGCATCGGT 135-185
b12 F: [NED] GACATGTGGCAATAGGCGGT 179 56°C 20
R: TTGTGTGTGAAGGTGTGTTGGTT 150-210
b13 F: [HEX] AGCAGTTAGATGATGAAGTG 145 54C 15
R: CTATTGCCATATGTCGTAGT 125-170
b20 F: [6-FAM] TGACACAACCATCACATTCT 164 56°C 17
R: GCAACTGTCGCAATAAACAA 140-185
b3 F: [6-FAM] ATACCAGCTCTGACAGAA 153 56°C 23
R: AAGCCTGAGAGTAGAGAA 110-185

O DNA dos individuos foi amplificado por reagdes em cadeia de polimerase

(PCR), sendo desenvolvidas com um volume final de 10 pl contendo 9,0 ng de DNA

genomico, 1X tampao I B (500 mM KCI, 100 mM Tris-HCI, 1% Triton X-100, 15 mM
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MgCl,, pH 8,4), 0,25 mg de BSA, 250 uM de cada dNTP, 0,8 uM de cada “primer” ¢ 1

unidade de Taq DNA Polimerase (Photoneutria).

As reacdes de amplificacdo foram conduzidas em termociclador marca Applied
Biosystems, modelo GeneAmp PCR System 9700. A programagdo estabelecida para a
amplificagdo do DNA consistiu de uma desnaturacdo prévia de 2 minutos a 94°C;
seguida de 35 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 54°C ou 56°C, conforme
temperatura especifica dos “primers” (Tabela 1), e 1 minuto a 72°C; o programa foi

finalizado por uma etapa de alongamento de 30 minutos a 72°C.

2.5 Genotipagem

A genotipagem foi efetuada em seqiienciador automdatico de DNA marca
Applied Biosystems, modelo ABI Prism 377 DNA Sequencer. O material amplificado
foi reunido a um padrdo interno ROX de 500 pb (Applied Biosystems) e submetido a
eletroforese em gel de poliacrilamida 2%. Os eletroferogramas foram analisados
utilizando o software GeneScan, versdo 2.5 (Applied Biosystems). Os genotipos foram

obtidos utilizando o software Genotyper, versdo 2.5 (Applied Biosystems).

2.6 Analises estatisticas

2.6.1 Avaliacio de erros de genotipagem

Os eventuais erros de genotipagem (alelos nulos, “Stuttering” e “Dropout™)
foram avaliados utilizando o programa Micro-Checker 2.2.3 (Van Oosterhout et al.,
2004), baseada em 1.000 randomizagdes, com intervalo de confianga de 95%. Além

disso, utilizou-se a comparativamente a correcdo de Bonferroni (Goudet et al., 1996).
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2.6.2 Equilibrio de Hardy-Weinberg e equilibrio de ligacio

As freqiiéncias genotipicas por loco foram testadas para o equilibrio de Hardy-
Weinberg utilizando o programa GenePop 4.0 (Raymond & Rousset, 1995). A
significancia estatistica foi estimada por teste exato, utilizando os métodos de
enumeracio e cadeia de Markov e avaliados por y* através do Método de Fisher. Além
disso, os locos foram testados quanto ao equilibrio de ligagdo utilizando o programa

FSTATS 2.9.3.2 (Goudet, 2002).

2.6.3 Diversidade e estrutura genética

A diversidade genética foi estimada por estimativas de heterozigosidade
observada (H,) e heterozigosidade esperada segundo o equilibrio de Hardy-Weinberg

(H.), nimero médio de alelos por loco (A) e coeficiente de fixagdo de Wright (f).

A estrutura genética foi estimada a partir dos coeficientes de coancestralidade de
Cockerham (1969). Os coeficientes foram estimados a partir da varidncia das
freqiiéncias alélicas dos individuos, sendo F=F;t (coeficiente de endogamia total), f=F;g
(coeficiente de endogamia), ®=Fsr (coeficiente de coancestralidade), utilizando o
programa FSTATS 2.9.3.2 (Goudet, 2002), baseado em 1.000 randomizag¢des, com o
nivel de significancia de p < 0,05 corrigidas pelo teste de Bonferroni (Goudet et al.,

1996).

A estruturagdo populacional foi ainda avaliada utilizando o software Structure
2.2 (Pritchard et al., 2000). O nimero de “clusters” (K) da base de dados foi inferido a
partir de uma aproximagdo bayesiana sem informagdao prévia. A estimativa foi
desenvolvida assumindo um modelo “admixture”, com A=1 a 10, k=1 a 4 ¢ 1000

interagdes ¢ 1000 repeti¢des para o periodo “burn-in”.
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2.6.4 Gargalo populacional

A andlise de gargalo populacional foi realizada utilizando o programa
Bottleneck versao 1.2.02 (Piry et al., 1999). O teste foi desenvolvido a partir da
comparagdo entre heterozigosidade esperada (H.) e heterozigosidade esperada para
locos em equilibrio de mutagdo e deriva (Heq), sob o modelo de mutagdo “Stepwise
Mutation Model” — SMM. A interpretagdo do nimero de locos com excesso de

heterozigosidade pelo teste de Wilcoxon (Luikart et al., 1997).

2.6.5 Parentesco

Os coeficientes de coancestria (0y,) entre pares de individuos por classe e/ou
area foram estimados a partir dos coeficientes de parentesco (ryy) entre os pares de
individuos, conforme estabelecido por Queller e Goodnight (1989). Os coeficientes de
parentesco (rxy) foram estimados utilizando o programa Mark 2.0 (Ritland, 2004).
Simulagdo de Monte Carlo foi conduzida para estimar as variancias e os erros-padrao
dos coeficientes de parentesco entre pares de individuos. Os parentescos dos individuos
por classes e areas foram avaliados por analise de variancia (ANOVA), com modelos
lineares generalizados e distribuicdo de erros Quasipoisson (Crawley, 2002), seguidos

pelo teste de F, utilizando o programa R 2.6.2 (R Development Core Team, 2008).
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3 RESULTADOS

Os dez locos microssatélites utilizados apresentaram produtos de amplificagdo
conforme esperado, sendo perfeitamente empregéaveis para genotipagem de Caryocar

brasiliense (Figura 1).
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Figura 1 — Perfil dos eletroferogramas para 10 locos de Caryocar brasiliense.

3.1.1 Avaliacio de erros de genotipagem

A andlise dos erros de genotipagem revelou que locos cb 9, cb 13 e cb 23
apresentaram evidéncias de presenga de alelos nulos devido a constatacdo de desvios
significativos em func¢do das freqiiéncias de homozigotos (Figura 2) e de diferengas de

tamanho de alelos (Figura 3) esperados e observados.
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Figura 2 — Freqiiéncia de homozigotos

microssatélites em Caryocar brasiliense.
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Figura 3 — Freqiiéncia de diferencas do tamanho alélico (pb) esperados e observados
para 10 locos microssatélites em Caryocar brasiliense.
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Apbs a andlise dos possiveis erros de genotipagem inerentes aos 10 locos
microssatélites, os mesmos foram previamente caracterizados. A caracterizagao revelou
que o numero de alelos por loco variou de 11 (cb 5 e cb 23) a 18 (¢cb 9 e ¢cb 12), com
média de 13,5 alelos por loco. A heterozigosidade média esperada (H.) variou entre
0,599 e 0,894 e a heterozigosidade média observada (H,), entre 0,247 ¢ 0,92 (Tabela 2).
Exceto pelos locos ¢cb 9 e cb 13, todos os locos apresentaram valores elevados de
heterozigosidade, o que caracteristico de marcadores microssatélites devido a um

grande niimero de alelos por loco.

Tabela 2 — Caracterizacdo genética dos 10 locos microssatélites de Caryocar
brasiliense (N: niimero de individuos amostrados; A: numero total de alelos por loco;
Ho: niimero total de alelos homozigotos observados; He: numero total de alelos
homozigotos esperados; H,: heterozigosidade observada; He: heterozigosidade esperada
em equilibrio Hardy-Weinberg; f: coeficiente de endocruzamento.

Loco N A H: Het H, H. f

cb1 61 13 7 9,868 0,885246  0,845143  -0,047865™
cb3 75 12 16 16,820 0,786667  0,780940 -0,007383 ™
cb S 75 11 6 15,039 0,920000  0,804832  -0,144202"™
cb 6 75 12 11 13,148 0,840000  0,829172 -0,013148™
cb 9 75 18 49 8,533 0,360000  0,894318  0,599077*

cb 11 74 12 13 12,513 0,824324  0,836551 0,014714™
cb 12 75 18 14 14,593 0,813333  0,810828 -0,003111™
cb 13 73 15 56 29,013 0,246575  0,598961  0,590003*
cb 20 75 13 10 10,866 0,866667  0,860850 -0,006803 ™
cb 23 70 11 35 12,821 0,500000  0,822713  0,393977*

Média 13,5 21,7 14,321 0,704281  0,808431  0,129625™

* significativo para p<0,05; ™ N&o-significativo.

Todos os locos microssatélites foram ainda testados para verificagdo da
aderéncia de suas freqliéncias genotipicas ao modelo de equilibrio de Hardy-Weinberg e

desequilibrio de ligacdo (Tabela 3 e 4).

36



Tabela 3 — Teste para o desequilibrio de ligagao de 10 locos de C. brasiliense.

Loco «c¢b1 cb3 cb 5 ¢cb6 c¢cb9 cb11l c¢cb12 cb13 cb20 cb23

cb1 -

cb3 0,071 -

cb5 0,619 0,046 -

cb6 0931 0,524 0,001* -

cb9 092 0,517 0,131 0,027 -

cb11 0952 0,508 0,593 0,206 0,03 -

cb12 0,598 0,287 0,167 0,344 0,977 0,296 -

cb 13 0,063 0,093 0,021 0,194 0,582 0,756 0,524 -

cb20 0,798 0,778 0,092 0,047 0,501 0,848 0,327 0,348 -

cb23 0,211 0,037 0,317 0,049 0,201 0,337 0,378 0,231 0,934 -

* significativo para p<0,001, valor nominal ajustado.

Tabela 4 — Teste para equilibrio de Hardy-Weinberg de 10 locos de C. brasiliense.

Loco p-value
Jovem/Pastagem Jovem/Cerrado Adulto/Pastagem Adulto/Cerrado

cb1 0,3705 0,3137 0,5935 0,5733
cb3 0,0134 0,7748 0,0213 0,3285
cb 5 0,0962 0,7209 0,1300 0,1485
cb 6 0,0042 0,4034 0,0075 0,0767
cb9 0,0000* 0,0033* 0,0000* 0,0000*
cb 11 0,8761 0,4045 0,4680 0,0013
cb 12 0,7357 0,6378 0,3939 0,3732
cb 13 0,0040* 0,0012* 0,0000* 0,0000*
cb 20 0,1807 0,4563 0,0617 0,1944
cb 23 0,0000* 0,0006* 0,0000* 0,1347

* Altamente significativo, segundo método de Fisher.

A partir da avaliagdo da probabilidade de erros de genotipagem e os desvios do
equilibrio Hardy-Weinberg para os 10 locos microssatélites, as informagdes referentes
aos locos cb 9 e cb13 foram subtraidas dos demais dados, sendo utilizando os oito locos

remanescentes.
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3.1.2 Diversidade e estrutura genética

O nimero médio de alelos por loco polimorfico variou entre 11 (locos cb 5 e cb
23) e 18 (loco cb 12), sendo observados em média 12,75 alelos por loco. Os indices de
heterozigose esperada (H.) e observada (H,) variaram de 0,78 a 0,86 ¢ 0,5 a 0,92,
respectivamente. Os indices médios de heterozigose esperada (H.) e observada (H,)
foram 0,824 ¢ 0,804, respectivamente. Além disso, o maior indice de diversidade génica
foi observado para o loco c¢b 20 (0,861) ¢ o loco cb 3 apresentou a menor diversidade

génica (0,781) (Tabela 2).

A populagdo de C. brasiliense da area pastagem apresentou indice de
heterozigose ¢ maxima diversidade ligeiramente menores que a populagdo da area de
cerrado (Tabela 5). Por conseguinte, os indices de heterozigose esperada e de fixagao,
bem como a propor¢ao de diversidade maxima da populagdo de pequizeiros do cerrado

apresentaram valores mais altos que a populagdo da area de pastagem.

Tabela 5 — Estimativas de parametros genéticos para duas populacdes de C. brasiliense,
N: nimero de individuos amostrados; A: niumero médio de alelos por loco; H,:
heterozigosidade observada; H.: heterozigosidade esperada em equilibrio Hardy-
Weinberg; f: indice de fixagao.

Populacao N A H, H. f
Pastagem 36,4 11,4 0,688204 0,810650 0,15289
Cerrado 36,4 11,5 0,721312 0,793111 0,091733
Total 36,4 11,45 0,704758 0,801880 0,122659

As estimativas de estrutura genética para C. brasiliense, calculadas a partir dos
coeficientes de coancestralidade de Cockerham (1969), ndo apresentaram valores

significantemente diferente de zero (Tabela 6).
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Tabela 6 — Estimativa por bootstrapping para oito locos microssatélites de C.
brasiliense.

Intervalo de Confianca 95%

F ) f
-0,055 -0,004 -0,058
0,141 0,011 0,141

Os resultados das estimativas de estrutura genética para C. brasiliense tanto para
classe etdria quanto para area, baseada no indice de fixacdo, coeficiente de
coancestralidade, coeficiente de endogamia total e tamanho alélico, ndo apresentaram

valores diferentes de zero, constituindo uma unica populagdo (Tabelas 6 e 7).

Tabela 7 — Estrutura genética de C. brasiliense baseada na analise da variancia das
freqii€ncias alélicas e no tamanho dos alelos (Rst) de oito locos microssatélites.

Loco F Q) f Rst
cb1 -0,050 -0,008 -0,042 0,026
cb 3 -0,007 0,000 -0,007 -0,018
cb 5 -0,145 -0,002 -0,142 -0,001
cb 6 -0,010 -0,001 -0,008 -0,003
cb 11 0,015 0,000 0,015 -0,007
cb 12 0,003 0,022 -0,019 -0,011
cb 20 -0,001 0,019 -0,021 0,007
cb 23 0,393 -0,009 0,398 0,023
Total 0,025™ 0,003 ™ 0,022 ™ 0,0019™

Coeficiente de endogamia — f (significativo para p<0,00156, valor nominal ajustado);
indice de fixagdo — O (significativo para p<0,008333, valor nominal ajustado);
Coeficiente de endogamia total — F; Diferenciacdo genética baseada no tamanho dos
alelos — Rst. ™ Nao-significativo.

Apesar das estimativas de estrutura genética para C. brasiliense ndo tenham
apresentado valores estatisticamente diferentes de zero, a partir da andlise das
populagdes utilizando o software Fstats 2.9.3.2, utilizando o software Structure 4.0,
duas hipdteses puderam ser bem explicadas: de panmixia e de dois grupos estruturados.

No entanto, a hipotese da presenga de dois grupos estruturados apresentou o valor
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médio do parametro o de 2,4643, o que sugere uma grande mistura ente as duas

populacdes (Tabela 8; Figura 4).

Tabela 8 — Estrutura genética de C. brasiliense baseado em oito locos microssatélites.

K LnP(D) Var[LnP(D)] o Fst 1 Fst2 Fst3 Fst4
1 -2381.9 43.3 - 0.0018 - - -
2 -2376.6 98.5 2.4643 0.0008 0.1997 - -
3 -2464.2 382.3 0.2563 0.0014 0.0354 0.1309 -
4 -2521.6 566.1 0.1538 0.0166 0.0932 0.1477 0.0015
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Figura 4 — Estimativa de estrutura genética de C. brasiliense baseado em oito locos
microssatélites, assumindo K de 2 a 4 populagdes. As populagdes foram subdivididas da

seguinte forma:
4=Adulto/Cerrado
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3.1.3 Gargalo Populacional

A avaliagdo quanto a presenga de gargalo populacional por redugdes
populacionais drésticas evidenciou valores estatisticamente significativos para
individuos jovens da area de pastagem (Tabela 9). Esse resultado sugere a ocorréncia de
perturbagdes dissimilares entre areas, o que deve ser conseqiiéncia das diferentes
estruturas de habitat atualmente estabelecidas.

Tabela 9 — Estimativas de gargalo populacional em C. brasiliense, conforme o modelo

“Stepwise Mutation Model” — SMM. H.: heterozigosidade esperada em equilibrio
Hardy-Weinberg; Heq: heterozigosidade esperada em equilibrio de mutagao e deriva.

Jovem
Loco Pastagem Cerrado
He He p He Heq p
cb1 0,653 0,542 0,169 0,637 0,532 0,215
cb3 0,697 0,652 0,388 0,606 0,654 0,238
cb 5 0,567 0,523 0,459 0,602 0,529 0,339
cb 9 0,455 0,299 0,284 0,091 0,308 0,204
cb 11 0,628 0,529 0,245 0,645 0,533 0,185
cb 12 0,567 0,528 0,487 0,654 0,526 0,144
cb 20 0,606 0,650 0,252 0,636 0,654 0,356
cb 23 0,654 0,528 0,156 0,602 0,521 0,297
p (one tail H excess)* 0,00977 p (one tail H excess)* 0,19141
Adulto
Loco Pastagem Cerrado
He Heq P H. Heq P
cb1 0,648 0,618 0,450 0,637 0,624 0,463
cb3 0,606 0,608 0,415 0,646 0,604 0,435
cb 5 0,624 0,609 0,463 0,628 0,604 0,490
cb9 0,399 0,484 0,230 0,230 0,264 0,479
cb 11 0,630 0,481 0,103 0,610 0,485 0,175
cb 12 0,615 0,604 0,451 0,632 0,475 0,090
cb 20 0,624 0,604 0,495 0,561 0,610 0,255
cb 23 0,633 0,483 0,096 0,619 0,479 0,142
p (one tail H excess)* 0,03711 p (one tail H excess)* 0,03711

* Teste de Wilcoxon, todos os locos.
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Embora o teste de Wilcoxon tenha estimado valores de p<0,05 para os
individuos adultos de ambas as areas (Tabela 9), quando agrupados evidenciaram
p>0,05 (Tabela 10). O motivo de se desenvolver o teste para verificacdo de gargalo
populacional para individuos adultos agrupando as areas se deve pela historia de
ocupagao do cerrado, que ocorreu ha cerca de 70 anos. Por dedu¢do da idade dos
individuos adultos, acredita-se que os individuos tenham se estabelecido nas areas
quando ambas apresentavam estruturas de habitat semelhantes.

Tabela 10 — Estimativas de gargalo populacional em C. brasiliense, conforme o modelo

“Stepwise Mutation Model” — SMM. H.: heterozigosidade esperada em equilibrio
Hardy-Weinberg; Heq: heterozigosidade esperada em equilibrio de mutagao e deriva.

Jovem Adulto
Loco
H. Heq p He, Heq p

cb1 0,629 0,490 0,129 0,641 0,584 0,3670
cb3 0,656 0,613 0,401 0,622 0,589 0,4620
cb 5 0,572 0,490 0,294 0,620 0,583 0,4420
cb9 0,304 0,262 0,439 0,316 0,458 0,1590
cb 11 0,623 0,487 0,128 0,616 0,453 0,0940
cb 12 0,623 0,481 0,134 0,633 0,581 0,3800
cb 20 0,610 0,694 0,127 0,593 0,672 0,1370
cb 23 0,630 0,488 0,124 0,621 0,463 0,0910

p (one tail H excess)* 0,03711 p (one tail H excess)* 0,19141

* Teste de Wilcoxon, todos os locos.

3.1.4 Parentesco

Os coeficientes de coancestria (Oyy) entre pares de individuos indicaram que
16,96% dos individuos apresentaram grau de parentesco entre 0,050 e 0,125 (primos).
Além disso, observou-se também que 4,75% apresentaram coeficientes de coancestria
entre 0,125 e 0,250, (meio-irmaos) e 0,23% apresentaram valores superiores a 0,250
(irmaos). Finalmente, deve-se salientar que 78,05% dos pares de pequizeiros nao

apresentaram qualquer grau de parentesco (Figura 5).
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Figura 5 — Distribuicdo das estimativas de parentesco (ryy) entre pares de individuos de
C. brasiliense, estimados a partir do coeficiente de Queller & Goodnight (1989).

Os coeficientes de coancestria (®,,) entre pares de individuos por habitat,
indicaram que 17,77% dos pequizeiros da pastagem apresentaram grau de parentesco
entre 0,050 ¢ 0,125 (primos), 5,30% entre 0,125 ¢ 0,250 (meio irmaos), 0,25% superior
a 0,250 (irmdos) e 76,68% ndo apresentaram qualquer grau de parentesco. No cerrado,
os resultados indicaram que cerca de 16,18% dos pequizeiros apresentaram grau de
parentesco entre 0,050 e 0,125, 4,22% entre 0,125 ¢ 0,250, 0,21% superiores a 0,250 e
76,95% nao apresentaram qualquer grau de parentesco. Os coeficientes de coancestria
(®4y) por classe etaria apontaram que 17,07% dos individuos jovens apresentaram grau
de parentesco entre 0,050 e 0,125, 4,31% entre 0,125 ¢ 0,250, 0,15% acima de 0,250 e
78,47% nao apresentaram qualquer grau de parentesco. Entre adultos, os resultados
apontaram que cerca de 16,74% dos individuos apresentam grau de parentesco entre
0,050 e 0,125, 5,69% entre 0,125 e 0,250, 0,39% superiores a 0,250 e¢ 77,17% nao

apresentaram qualquer grau de parentesco (Tabela 11).
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Tabela 11 — Proporg¢do de individuos aparentados de C brasiliense por classe e arca
estimados a partir do coeficiente de Queller & Goodnight (1989).

Classe etaria Habitat
Parentesco
Jovem Adulto Cerrado Pastagem
Nao-aparentados 78,47% 77,17% 79,40% 76,68%
Primos 17,07% 16,74% 16,18% 17,77%
Meio-irmaos 4,31% 5,69% 4,22% 5,30%
Irmaos 0,15% 0,39% 0,21% 0,25%

Considerando-se a interagdo area x classe etdria pode-se observar que um maior
percentual de individuos geneticamente aparentados esta presente entre jovens da area
de pastagem (6,46% meio irmdos e 0,53% irmaos). Por outro lado, o maior percentual
de individuos ndo-aparentados foi observado entre jovens da area de cerrado (80,65%).
Do mesmo modo, pequizeiros adultos das areas de pastagem e cerrado apresentaram
também uma alta incidéncia de individuos ndo-aparentados (78,11% e 78,81%,

respectivamente) (Figura 5).

A estimativa de parentesco (ry) ndo variou entre areas ou classes etaria.
Contudo, a interag@o observada entre classe x area indica que o parentesco variou entre
classes em pelo menos uma éarea (Tabela 12). De fato, a estimativa de parentesco variou

apenas entre os individuos adultos da area de cerrado e jovens da pastagem (Figura 6).

Tabela 12 — Estimativa de valores-p para o grau de parentesco (rxy) entre pares de
individuos de C brasiliense por classes ¢ areas estimados a partir do coeficiente de

Queller & Goodnight (1989).

Classe/Area F SE p
CLASSEJovem 1,2629 0,003594 0,261150
AREAPastagem 0,5153 0,002890 0,472898
CLASSEJovem:AREAPastagem 7,0493 0,005107 0,007956*

* Significativo, p<0,05.

As estimativas de parentesco médio (ry) entre pares de individuos evidenciaram

que os individuos jovens da area de pastagem apresentam valores significativamente
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mais elevados que as demais condigdes, sendo o grau de parentesco estimado em
0,03190+0,00194. O parentesco médio para individuos jovens da area de cerrado foi
estimado 0,02518+0,00165. O parentesco médio dos individuos adultos de ambas as
areas apresentaram valores intermedidrios, sem apresentar variacdo estatisticamente
significativa. Os parentescos médios dos individuos adultos foram estimados em

0,02727+0,00117 para pastagem e 0,02596+0,00117 para cerrado (Figura 6).
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0,010 -

0,005 -

0,000 -
Jovens/Pastagem  Jovens/Cerrado  Adultos/Pastagem Adultos/Cerrado

Figura 6 — Estimativas de parentesco (rxy) entre pares de individuos de C brasiliense
por classes ¢ areas estimados a partir do coeficiente de Queller & Goodnight (1989) e
distribuicao de erros quasipoisson.
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4 DISCUSSAO

A diversidade e estrutura genética dos pequizeiros por habitat e classe etaria ndo
apresentaram valores estatisticamente diferentes de zero. Com isso, conclui-se que as
populagdes de pastagem e cerrado devem ser consideras uma Unica populacdo, embora
esses habitats se apresentem estruturalmente muito diferentes. A area de pastagem esta
localizada em uma matriz de cerrado, sendo os habitats contiguos. Com isso, supde-se
que o habitat de pastagem apresentava estrutura semelhante a observada no habitat de
cerrado, se diferenciando estruturalmente em razdo a ocupagdo humana do cerrado ha
cerca de 70 anos. Os resultados obtidos quanto a diversidade e estrutura genética foram
assim condizentes aos esperados, j4 que as areas se localizam relativamente proximas.
Além disso, a alteragdo estrutural do habitat deve ter ocorrido em um tempo
relativamente recente para que a deriva genética proporcione a redugdo da diversidade
génica e fixacdo de alelos deletérios, resultando num aumento da diferenciagdo génica
entre as populagdes. Um caso semelhante pode ser observado para Myrciaria floribunda

em fragmentos da Mata Atlantica (Franceschinelli et al., 2007) .

No ponto de vista da genética de populagdes, espera-se que haja um aumento do
grau de diferenciagdo entre populacdes quando isoladas (Wright, 1942). Em
contrapartida, o fluxo génico entre as populagdes proporciona um efeito
homogeneizador na composi¢ao genética (Futuyma, 1992), como pode ser constatado
no estudo da diversidade genética de Banksya cuneata, cuja combinagdo entre uma
eficiente polinizacdo por passaros e altas propor¢des de retrocruzamento da espécie
proporcionaram a manuten¢do de uma grande coesdo entre suas populagdes de B.

cuneata (Maguire & Sedgley, 1997). De modo geral, a troca de apenas um migrante
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“efetivo” por geracdo em geral é capaz de prevenir fortes diferenciacdes entre
populacdes, embora as freqiiéncias alélicas possam apresentar alteragdes (Ellstrand &
Elam, 1993). Com isso, embora as populagdes de C. brasiliense das areas de pastagem e
cerrado possuam conteudos genéticos equivalentes, com o decorrer de geragdes as
populacdes podem apresentar aumentos significativos de diferenciagdo genética caso o
fluxo génico estabelecido entre as areas esteja aquém do necessario para a manutengao

de sua homogeneidade.

De modo geral, as populagdes naturais de pequizeiro tendem a apresentar altos
niveis de heterozigosidade, sobretudo quando comparados a estudos com Euterpe
edulis, Cryptocarya moschata, Machaerium villosum ¢ Cedrela fissilis (Melo Junior,
2003). Provavelmente este fato estd associado aos habitos de forrageamento de seus
polinizadores, que visitam plantas adjacentes, tendendo a formacdo de demes
(Collevatti et al., 2001a; Fagundes et al., 2007). Os pequizeiros adultos, pertencentes a
dois habitats estruturalmente distintos devido ao estabelecimento de acdes antropicas
diferenciadas, compunham originalmente uma unica populacdo aniloga a area de
cerrado, o que justifica a inexisténcia de diferencas de diversidade e estrutura genética

entre as areas.

Os resultados ndo evidenciaram a presenca redugdo populacional quando
analisados apenas os pequizeiros adultos das areas, considerando apenas um habitat.
Entretanto, quando analisados separadamente, a avaliacdo tanto da area de pastagem
quanto da area de cerrado evidenciaram resultados condizentes a presenca de gargalo
populacional. Isso deve ser explicado devido aos individuos adultos das duas areas
estudadas constituirem apenas uma populacdo, cujo habitat se estabeleceu
estruturalmente diverso devido a condi¢des de ocupacgdo distintas. Em relacdo aos
individuos jovens, os testes para evidenciar a presen¢a de gargalo populacional foram

conduzidos adotando os mesmo critérios utilizados para os pequizeiros adultos. Embora
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ndo sejam empregadas rotineiramente analises desconsiderando individuos adultos, tal
pratica permitiu observar que os pequizeiros jovens apresentam resultados divergentes
conforme o habitat. A razdo de apenas os pequizeiros jovens da area de pastagem
evidenciarem resultados condizentes a presenga de gargalo populacional remete a
possibilidade de alteragdes relevantes nas atividades dos polinizadores e na fenologia da
planta em fungdo do estagio sucessional (Kang & Bawa, 2003) e fragmentagdo do

habitat (Quesada et al., 2004; Lobo et al., 2005).

O pequizeiro tende a formacdo de pequenas unidades panmiticas ou demes
provavelmente devido a restricdes de fluxo génico (Collevatti et al., 2001a). A restri¢ao
do fluxo génico pode ser explicada por padrdes de forrageamento de seus polinizadores,
que visitam o mesmo individuo ou grupos restritos de individuos (Collevatti et al.,
2001a; Fagundes et al., 2007), e por dispersdo de sementes (Collevatti et al., 2001a). As
estimativas de parentesco médio indicaram valores significativamente mais altos de
parentesco para pequizeiros jovens da area de pastagem do que de cerrado. Uma
possivel explicacdo para os resultados obtidos remetem a alteragdes na fenologia dos
pequizeiros. Assim a estrutura do habitat de pastagem poderia ter alterado os padrdes
fenologicos da espécie, tornando-os assincronicos em relacdo as areas de cerrado
adjacentes, restringindo conseqiientemente o fluxo génico entre habitats. A restri¢ao de
fluxo génico possibilitaria um maior nimero de cruzamento de individuos aparentados,
estabelecendo um aumento nos niveis de parentesco entre os individuos. Em casos de
fragmentacdo de habitat, em que ha restricdo de fluxo génico, maiores niveis de
endogamia puderam ser constatados para Tabebuia cassinoides (Sebbenn et al., 2000),

Euterpe edulis (Conte, 2004) e Myrciaria floribunda (Franceschinelli et al., 2007).

Com isso, os resultados obtidos sugerem que alteragdes na estrutura de habitat
podem conduzir a alteragdes na diversidade e estrutura genética de C. brasiliense, bem

como em seus niveis de parentesco. Tais alteragdes devem ser explicadas pelos efeitos
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negativos de habitats perturbados sob o comportamento de polinizagdo dos morcegos
(Quesada et al., 2003) e de alteragdes nos padrdes fenoldgicos da espécie devido ao
estagio sucessional (Fagundes et al., 2007). Como conseqiiéncia, espera-se que as
populagdes de C. brasiliense estabelegam niveis cada vez mais eclevados de
diferenciagdo genética, caso haja nimero de individuos suficientes para a manutengdo
da viabilidade das populagdes e se mantenha o disturbio sofrido pela populacio da area

de pastagem.
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5 CONCLUSAO

As populagdes de pequizeiros ndo apresentaram valores estatisticamente
diferentes de zero quanto a variabilidade e estrutura genética em nenhuma condig¢do
estudada. Com isso, embora os habitats sejam bastante distintos estruturalmente, a areas

compdem apenas uma populagdo de C. brasiliense.

Nao houve constatacdo da presenca de gargalo populacional. Todavia,
evidenciaram-se resultados divergentes em relacdo aos pequizeiros jovens entre
habitats, o que supostamente aponta a uma possivel disrupcao entre areas. Tal disrup¢ao
deve estar relacionada a alteracdes nas atividades dos polinizadores e na fenologia da

planta em fung¢do da estrutura do habitat.

Alteragdes na estrutura do habitat parecem conduzir a um aumento significativo
nos niveis de parentesco em populagoes C. brasiliense, que devem ser explicados pela
ocorréncia de uma maior incidéncia de endogamia, em fungdo de certa assincronia

fenologica entre os pequizeiros dos habitats de pastagem e de cerrado.

As populagdes de C. brasiliense das areas de pastagem e cerrado, embora
possuam conteudos genéticos equivalentes, com o decorrer de geragdes devem
apresentar aumentos significativos de diferenciacdo genética caso o disturbio sofrido

pela populacdo da area de pastagem seja ininterrupto.
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