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RESUMO

RODRIGUES, E. B. Sistema reprodutivo e fluxo génico via pélen em uma colecéo de
germoplasma de Eugenia dysenterica DC. 2012. 80f. Dissertacdo (Mestrado em Genética
e Melhoramento de Plantas) - Escola de Agronomia e Engenharia de Alimentos,
Universidade Federal de Goiés, Goiania, 2012.1

A defini¢do de qualquer programa de melhoramento ou de conservacdo de recursos
genéticos depende, inicialmente, do conhecimento do fluxo génico, do sistema reprodutivo e da
variabilidade genética existente nas populagdes. Nesse sentido, as cole¢bes de germoplasma podem
funcionar como um método de conservacdo in vivo e ex situ, em que amostras da variabilidade
genética de determinada espécie é conservada fora do habitat da espécie. O objetivo geral desse
estudo foi avaliar o fluxo via pélen de uma geracdo, o sistema reprodutivo e caracterizar
molecularmente os individuos que compdem a colecdo de germoplasma in vivo e ex situ de
Eugenia dysenterica DC., mantida pela Escola de Agronomia e Engenharia de Alimentos da
Universidade Federal de Goias. Para tanto, foram coletadas folhas das 404 arvores e frutos de 23
arvores (matrizes) que compdem a colecdo de germoplasma. Para a obtencdo dos gendtipos das
arvores e das progénies foram utilizados oito locos microssatélites, quatro desenvolvidos para
espécie e 0s outros quatro desenvolvidos para Eucalyptus ssp. e transferidos para E. dysenterica.
Com base nos genotipos foram realizadas as analises descritivas de variabilidade genética, testes de
paternidade, distancia de dispersao de polen e taxa de fecundagdo cruzada para todas as progénies.
Para os oito locos analisados, 0 nimero de alelos foi igual a 88, variando entre 4 e 20 com uma
média igual a 11 alelos por loco. Os valores médios de heterosigozidade esperada (He) e observada
(Ho) foram iguais a 0,646 e 0,423. Avaliada a variabilidade genética nas duas geracgdes foi possivel
concluir que a colegdo de germoplasma de E. dysenterica esta preservando bem a diversidade
genética oriunda das populacdes naturais da regido sudeste do Estado de Goias. Adicionalmente, a
probabilidade de exclusdo combinada (QC) foi igual a 0,99579 e a probabilidade de identidade
combinada (IC) foi igual a 7,9x10°®. As taxas de cruzamento multiloco (Z,,) e uniloco () foram
altas e iguais a 0,957 e 0,848, respectivamente. A diferenca da taxa de cruzamento multiloco e
uniloco (t,, — t;) combinada para todas as familias analisadas também foi positiva e significativa,
indicando a ocorréncia de 10,9% (t,, —ts = 0,109) de fecundagdo cruzada entre individuos
aparentados. A correlacdo de paternidade foi baixa (fp = 0,119) sugerindo que 11,9% dos
individuos das progénies sdo filhos do mesmo doador de p6len. Em média 10,79% das progénies
analisadas foram originadas por cruzamentos biparentais, sendo aparentados no grau de irmé&os
germanos, 84,70% foi formada por cruzamentos, sendo aparentados no grau de meios-irmaos e
somente 4,6% das sementes foram formadas por autofecundagdo. Na anélise de paternidade, apenas
32% (171) das sementes tiveram seus doadores de polen atribuidos para um nivel de confianca de
95%, 0 que pode ser explicado por trés fatores: a presenca de individuos juvenis ndo amostrados; a
presenca de outros individuos de E. dysenterica em outras estagdes experimentais proximas a
colecdo de germoplasma; ou pela bateria de locos, que ndo apresentou os valores considerados
6timos para a probabilidade de exclusdo combinada. O efeito da floragdo “big-bang” e a
distribuicao agregada dos individuos adultos torna predominante os eventos de fecundagao cruzada
em curtas distancias na colecdo de germoplasma de E. dysenterica. O alcance maximo de disperséo
de polen foi de 224 m, esse valor abrange quase toda a area experimental da colecdo de
germoplasma.

Palavras-chaves: colecdo de germoplasma, Eugenia dysenterica, fluxo génico via pdlen, sistema
reprodutivo

! Orientadora: Profa. Dra. Mariana Pires de Campos Telles. ICB-UFG
Co-orientadora: Profa. Dra. Rosane Garcia Collevatti. ICB-UFG



ABSTRACT

RODRIGUES, E. B. Mating system and pollen-mediated gene flow in a germplasm
collection of Eugenia dysenterica DC. 2012. 80f. Dissertation (Master in Genetic and Plant
Breeding) - Escola de Agronomia e Engenharia de Alimentos, Universidade Federal de Goias,
Goiania, 2012.1

The success of any breeding program or genetic resources conservation depends on
the knowledge about gene flow, reproductive system and genetic variability in the studied
populations. For perennial plants, germplasm collection maintained ‘in vivo’ and ‘ex situ’ can be an
efficient method for conserving the genetic variability of a species is maintained outside its
original habitat. This study aimed to evaluate the reproductive system and pollen-mediated gene
flow in one generation of Eugenia dysenterica DC. from the germoplasma collection of the Escola
de Agronomia e Engenharia de Alimentos from Universidade Federal de Goias. We collected
leaves from 404 adult plants and seeds from 23 mother-trees in the germplasm collection.
Genotypes were obtained using eight microsatellite loci, four of them developed for E. dysenterica,
and four transferred from Eucalyptus spp. The total number of alleles was 88, ranging from 4 to 20
for the eight loci analyzed (mean of 11 alleles per locus). The mean expected (He) and observed
(Ho) heterozygosity were equal to 0.646 and 0.423, respectively. Additionally, the high combined
paternity exclusion probability (QC= 0.99579), and the low combined probability of identity (IC =
7.9 x10°®) indicate that markers can be reliable for this kind of analysis. Multilocus outcrossing
rates (£,, = 0.957) and single locus outcrossing rates (£, = 0.848) were high. Biparental
inbreeding (t,, —t; = 0,109) ) combined for all families analyzed was also high and significant,
sugesting the occurrence of 10.9% of cross-fertilization between related individuals. Paternity
correlation was also low (fp = 0,119), with 11.9% of the progeny sired by cross-fertilization with
the same pollen donor. On average 10.79% of the progeny analyzed were derived by biparental
cross, whereas 84.70% were formed by multi-parental crosses, being related to the degree of half-
sibs. Only 4.6% of the seeds were formed by selfing. Paternity was successfully assigned with 95%
of confidence to 32% (171) of the seeds analyzed, most likely due to non-sampled candidate pollen
donors or because the loci battery could not demonstrated the optimal values for the combined
exclusion. The maximum pollen dispersal distance (224 m) corresponded to the length of the
orchard. The “big-bang” flowering pattern and the aggregated spatial distribution of adults may
have favored short distance pollen dispersal at the germplasm collection of E. dysenterica. Our
results show that the E. dysenterica germplasm collection preserves the genetic diversity present in
natural populations of southeastern Goias and can be a reliable approach for maintenance of genetic
diversity of the species for the future.

Keywords: pollen dispersal, in situ conservation, Cerrado, pollen-mediated gene flow, mating
system

! Adviser: Profa. Dra. Mariana Pires de Campos Telles. ICB-UFG
Co-adviser: Profa. Dra. Rosane Garcia Collevatti. ICB-UFG



1 INTRODUCAO

O Brasil é considerado um dos paises de maior biodiversidade no mundo,
calcula-se que nada menos de 10% de toda a biota terrestre encontram-se no pais
(Mittermeier et al., 1998; Myers et al., 2000) Devido as suas dimensdes continentais, 0
Brasil retne uma grande diversidade floristica, que se encontra distribuida pelos mais
diferentes ecossistemas (Klink & Machado, 2005). Embora as estimativas de riqueza
variem enormemente, 0 universo das espécies vegetais conhecidas para os principais
grupos taxondmicos ja é suficiente para colocar o pais no primeiro lugar mundial em
termos de espécies. Além do tamanho, o isolamento geografico observado no passado
remoto e a grande variacdo de ecossistemas seriam as razbes que explicam tal
biodiversidade (Machado et al., 2004).

Dentro da grande diversidade vegetal, as espécies frutiferas do Cerrado
destacam-se pelo seu elevado valor econdmico. Além disso, muitas dessas frutas sdo
importantes fontes de alimento e de sustento para as populac6es de baixa renda em varias
partes do pais (Silva-Junior, 2004). Para Naves (1999) varias dessas espécies frutiferas
estdo ameacadas e, portanto, merecem lugar de destaque em estudos de conservacéo e
manejo sustentavel.

A maioria das especies frutiferas nativas do Cerrado encontra-se em estado
selvagem, e apresentam enorme variabilidade genética em diversos caracteres (Chaves,
2002). Apesar de sua grande importancia como alternativa econdmica para o
aproveitamento sustentado da regido, poucas informacdes estdo disponiveis sobre estas
espécies e, além disso, muitas delas apresentam forte tendéncia ao desaparecimento,
devido a exploracdo irracional do ecossistema em que ocorrem (Almeida & Sano, 1998).
Myers et al. (2000) acreditam que a presenca destas espécies, muitas endémicas, em um
ecossistema altamente ameagado como o Cerrado, refor¢a a necessidade de estudos para
sua conservagao em particular, bem como do bioma como um todo.

A definicdo de um programa de conservacgédo de recursos geneticos que venha

efetivamente dar condicbes para a manutencdo de uma espécie nativa depende,



inicialmente, do conhecimento do fluxo génico, do sistema reprodutivo e da diversidade
entre populagdes (Clement, 2001). Assim, a conservagdo dos recursos genéticos vegetais
de uma espécie a partir do conhecimento dessas caracteristicas, visa a manutencdo da
variabilidade genética de interesse atual e de potencial para 0 homem. Nesse sentido, as
colecbes de germoplasma servem ao duplo propoésito de prover material para o
melhoramento no presente e conservar a diversidade genética para o futuro (Nass, 2001,
Vallois et al., 2001). As colecbes de germoplasma podem funcionar como um método de
conservacao in vivo e ex situ, em que amostras da variabilidade genética de determinada
espécie pode ser conservada fora do seu habitat natural (Yorinori & Kiihl, 2001; Nass,
2001; Scariot & Sevilha, 2007).

Grande parte das espécies frutiferas nativas que apresentam potencial de
utilizacdo econdmica pertence a familia Myrtaceae, incluindo dezenas de espécies
endémicas do Cerrado brasileiro (Proenca & Gibbs, 1994). No entanto, embora as espécies
da familia Myrtaceae apresentem um grande potencial de utilizacdo na fruticultura
nacional, Gressler et al. (2006) relatam que os estudos destas espécies, tanto basicos quanto
aplicados, sdo ainda incipientes.

Dentre as diversas frutiferas da familia Myrtaceae que apresentam potencial de
utilizacdo em sistemas tradicionais de producdo agricola, a Eugenia dysenterica DC.
(cagaiteira) merece destaque pelo seu amplo potencial econdmico (Almeida & Sano,
1998). Além do consumo in natura, sdo inimeras as receitas de doces e bebidas que levam
0 sabor de sua polpa (Chaves & Telles, 2006). Esse aproveitamento é bastante difundido
entre os habitantes do Cerrado, podendo ser encontrados, inUmeros pratos tipicos da
regido, com destaque para os doces, geleias, licores, sorvetes e sucos (Almeida & Sano,
1998; Naves, 1999).

Neste contexto, € indispensavel a implantacdo, manutencdo, conservacéao,
caracterizacgéo, avaliacao e utilizacdo das cole¢des de germoplasma de Eugenia dysenterica
DC. com o objetivo de preservar a espécie da degradacdo do ambiente em que se encontra
e fornecer suporte para 0 manejo sustentavel da espécie. Os marcadores microssatélites
podem ser considerados descritores moleculares ideais para a estimacdo de pardmetros
genéticos de populagdes mantidas em colecbes de germoplasma. Esse tipo de marcador ¢
atil para a compreensdo da diversidade genetica neutra e dos padrbes de fluxo génico e
parentesco, bem como a elucidacéo do sistema reprodutivo de uma espécie (Goldstein &

Scholotter, 1999; Scholotterer, 2000). Sd marcadores moleculares abundantes e
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uniformemente distribuidos pelo genoma de plantas, além de serem co-dominantes,
multialélicos e com alta heterosigozidade (Ferreira & Grattapaglia, 1998; Faleiro, 2007).
Em decorréncia das informacdes moleculares complementarem as informacdes
ecologicas, morfoldgicas e agronémicas dos recursos genéticos, este trabalho teve por
objetivo geral caracterizar geneticamente os individuos que compdem a colecdo de
germoplasma in vivo e ex situ de Eugenia dysenterica DC., mantida pela Escola de
Agronomia e Engenharia de Alimentos da Universidade Federal de Goias, além de avaliar
0 sistema de cruzamento e o fluxo génico contemporaneo de uma geracao.
Para tanto, os seguintes objetivos especificos foram estabelecidos:
I. Estimar a diversidade genética preservada nos individuos da colecdo de
germoplasma, por meio de marcadores microssatélites;
ii. Estimar o parentesco entre os individuos das progénies oriundas da colecdo de
germoplasma;
ii. Avaliar as taxas de autofecundacdo e fecundacdo cruzada em uma estagédo
reprodutiva dos individuos da colecdo de germoplasma;
iv. Determinar a distancia de dispersao de polen na colecdo de germoplasma;
V. Determinar o tamanho efetivo de variancia na colecdo de germoplasma, bem

como a &rea efetiva média de vizinhanca de polinizagao.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 CONSERVACAO DOS RECURSOS GENETICOS VEGETAIS

A biodiversidade ou diversidade bioldgica é representada por todas as espécies
de plantas, animais e microorganismos, em interacdo com 0S ecossistemas e 0S processos
ecologicos do quais essas espécies fazem parte (Mittermeier et al., 1998). Goedert (2007)
divide a biodiversidade em trés niveis: diversidade genética que consiste na informacéo
contida nos genes dos individuos; diversidade de espécies, que se refere a diversidade de
organismos Vvivos na Terra; e diversidade de ecossistemas, que corresponde a variedade de
habitats, comunidades bioldgicas e processos ecoldgicos.

Apesar do aumento do conhecimento cientifico em diversidade bioldgica ser
evidente nos Ultimos anos, varios ecossistemas brasileiros ainda sofrem degradagdo
continua (Durigan et al., 2006). De acordo com Costa (2004), da area inicial do Cerrado,
de cerca de dois milhdes de km?, aproximadamente dois tercos foram profundamente
alterados pela acdo humana. A acdo humana direta ou indireta tem destruido a diversidade
bioldgica em propor¢des comparadas as cinco extingdes em massa reveladas pelo registro
fossil, o que faz com que seja considerada a sexta extingdo em massa da historia evolutiva
(Frankham et al., 2008).

No sentido de conservar a biodiversidade dos trépicos, nas Gltimas décadas
aumentou-se a percepc¢do da necessidade de preservar as espécies animais e vegetais do
Cerrado ameacados de extincdo, com especial atencdo aquelas com potencial econdémico,
como as frutiferas. Para tanto, varias pesquisas sdo conduzidas para conhecer melhor as
especies sob 0s aspectos genético, ecologico, fisiologico, e ainda, preservar 0s recursos
geneéticos (Costa, 2004).

Os recursos genéticos sdo uma parte bastante importante dessa biodiversidade e
sdo definidos pelo Decreto Legislativo n°. 2.519, de 16 de margo de 1998, como o material

genético de valor real ou potencial usado pelo homem para a promoc¢do do
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desenvolvimento sustentavel. Neste contexto, 0s recursos genéticos vegetais compreendem
plantas cultivadas e espécies silvestres com valor comprovado ou mesmo com elevado
potencial agricola, industrial ou medicinal que precisam ser urgentemente mantidos
(Walter & Cavalcanti, 2005).

Goedert (2007) acrescenta que, 0s recursos genéticos tratam da variabilidade
genética entre as espécies (variabilidade interespecifica) de grupos de plantas de interesse
para as suas regides de origem. Nesse caso, diz-se recursos genéticos de frutiferas do
Cerrado, recursos genéticos de forrageiras dos Campos Sulinos. Adicionalmente, o
elemento dos recursos genéticos que maneja a variabilidade dentro de cada espécie
(variabilidade intraespecifica), com fins de utilizacdo em programas de melhoramento e em
biotecnologia, denomina-se germoplasma. Diz-se, portanto, germoplasma de citros,
cagaiteira, mangaba, etc. Segundo Vencovsky et al. (2007), o germoplasma representa um
aglomerado de fatores genéticos organizados de sorte a dar a populagdes de plantas e seus
individuos as condigBes necessarias para sua sobrevivéncia em seu meio ambiente.

No contexto conservacionista e de manejo da diversidade bioldgica, ha duas
estratégias de conservacdo dos recursos genéticos vegetais que sdo complementares, a
conservacao de colegdes in situ e ex situ (Nass, 2001; Rao, 2004). A escolha da estratégia
depende de aspectos relacionados a espécie, dos objetivos e prioridades do programa de
manejo. A conservacdo in situ consiste na manutencédo e recuperacao de recursos genéticos
nos seus habitats naturais (Rao, 2004; Scariot & Sevilha, 2007). Ja a conservacdo ex situ é
a manutencdo do germoplasma fora de seu habitat natural, sem riscos de alteracfes na sua
composicdo genética (Karp et al., 1997; Vallois et al., 2001).

A esséncia da conservagdo in situ estd na conservacdo do germoplasma na
localidade em que € encontrado, seja em seus locais de origem ou onde desenvolveu suas
caracteristicas distintas (Scariot & Sevilha, 2007). Neste contexto, ndo estdo incluidas
aquelas situagbes em que o germoplasma foi transportado para uma localidade distante
com o objetivo de facilitar a conservagao.

Para populac@es naturais, especialmente de espécies ameacadas, a conservagado
in situ é apontada como a mais apropriada (Nass, 2001; Chaves, 2002). Neste caso, a
conservacao se daria em reservas geneticas, especialmente criadas para este fim, levando-
se em consideracao a possibilidade de se manter a dindmica das populagdes naturais, com
0 minimo de erosdo genética e, em consequéncia, a continuidade dos processos evolutivos

qgue originam e mantém a biodiversidade (Naves, 1999; Chaves, 2002). No Brasil, a
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conservagdo in situ é realizada segundo dois modelos: unidades de conservagdo de uso
indireto e de uso direto. A primeira destina-se a conservacao da biodiversidade, a pesquisa
cientifica, a educacdo ambiental e a recreacdo. Nessas unidades ndo se permite a
exploracdo dos recursos naturais, podendo-se apenas usufruir indiretamente dos seus
beneficios. Essas unidades incluem as reservas bioldgicas, 0s parques nacionais, areas de
interesse ecoldgico, as reservas particulares do patrimdnio nacional e as areas sob protecdo
especial. A segunda destina-se a conservacdo da biodiversidade, porém é permitido o uso
de seus recursos naturais de forma sustentavel. Essa categoria inclui as florestas nacionais,
as areas de protecdo ambiental e as reservas extrativistas (Nass, 2001).

Embora a conservacédo in situ seja a estratégia mais adequada par populagdes
naturais, esta deve ser completada pela conservacao ex situ (Telles et al., 2001). Neste caso
devem-se priorizar as areas de maior risco de erosdo genética por alteracdes antrdpicas,
coletando amostras para a conservacdo em bancos de germoplasma ou colegdes in vivo. A
conservacao ex situ € uma estratégia preconizada para manter, em longo prazo e com
méaxima integridade genética e bioldgica, 0os genotipos de espécies fora de seu ambiente
natural (Santos & Saloméo, 2007).

A conservacao ex situ de recursos genéticos inclui conservagdo de sementes, de
material vegetativo in vivo, de DNA, de pdlen e de cole¢Bes a campo. Santos & Salomao
(2007) sugerem que as frutiferas do cerrado sejam mantidas em germoplasma em cole¢des
a campo in vivo, em que a espécie pode responder as intempéries ambientais e aos estresses
bidticos e abidticos. Na medida do possivel, esta conservacdo é feita sob condi¢cbes de
armazenamento que propiciem o aumento do periodo de sobrevivéncia e garantam a
estabilidade genética do material conservado. A necessidade da conservacdo ex situ
geralmente é motivada pela acdo antropica e pela destruicdo do habitat natural, como o que
tem ocorrido com as florestas tropicais, cerrados, mangues e outros biomas hoje em
processo de degradacdo, onde ocorrem espécies de uso atual (via extrativismo) e potencial,
além de parentes silvestres de espécies cultivadas (Nass, 2001). Nas colecBes de
germoplasma o0s recursos genéticos da espécie sdo armazenados para a manutencdo da

variabilidade genética visando & utilizagdo em programas de melhoramento e conservagéo.
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2.2 COLECOES DE GERMOPLASMA

A contribuicdo e o pioneirismo dos trabalhos realizados pelo botanico russo
Nikolai Vavilov, no inicio do século XX, representaram um marco inicial para os estudos
de conservacdo e uso dos recursos genéticos vegetais. Vavilov foi o primeiro a
compreender a importancia e os beneficios potenciais a serem alcancados com as coletas
de germoplasma ao redor do mundo e pela organizacdo dessas amostras em forma de
colecdo. Esses esforgos iniciais foram essenciais para a estruturagcdo das colegdes de
germoplasma em todo o0 mundo (Nass, 2001).

As colecdes de germoplasma sdo os locais em que se estocam, em condic6es
adequadas, amostras de gendtipos que representam parte da variabilidade genética de uma
espécie objeto da conservagdo ou do manejo sustentado (Nass, 2001). Desse modo, 0
objetivo principal das colecdes de germoplasma é o de preservar a variabilidade genética
existente para determinada espécie em um ambiente controlado, sendo por este motivo
considerado um método de conservacgao ex situ.

O desenvolvimento das colecBes de germoplasma é resultado de uma
preocupacdo constante entre os profissionais envolvidos na conservagdo e melhoramento
de plantas, que € a erosdo genética ou perda de alelos (Sigrist, 2009). A perda de alelos
diminui a variabilidade genética disponivel, tornando o processo de selecdo menos eficaz.
Além disso, uma baixa variabilidade implica em uma maior vulnerabilidade a pragas,
doencas e condicOes adversas (Yorinori & Kiihl, 2001).

As colecbes de germoplasma tém sido mantidas em diversas instituicdes que
tém por responsabilidade: i) garantir a sua diversidade genética (seja pela iniciativa de
coletar periodicamente recursos genéticos, seja por favorecer o intercambio com outras
colecBes de germoplasma); ii) multiplica-las; iii) distribui-las aos usuérios e, iv) promover
a sua caracterizacdo por diferentes metodologias. Segundo Vasconcelos et al. (2007), cerca
de 6,1 milhdes de acessos de plantas sdo conservados em todo 0 mundo e esses acessos
encontram-se dispostos em 1.320 colec¢Oes de germoplasma. Essas cole¢es encontram-se
distribuidas pelos 157 paises que compdem a Comissdo de Recursos Fitogenéticos da
FAO. No Brasil, existem mais de 200 mil acessos de plantas conservados ex situ, em cerca
de 160 colecOes de germoplasma implantados em mais de 50 locais (Scariot & Servilha,
2007).
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As colecBes de germoplasma podem ser caracterizadas como: colecdes de base,
ativa, nuclear, de trabalho, colecéo in vitro, a campo, em criopreservagao e banco genémico. A
colecdo de base agrupa toda a variabilidade possivel da espécie-alvo, incluindo parentais
selvagens, cultivares, variedades crioulas e elites. A colecdo de base tem a finalidade de
conservacdo do germoplasma em longo prazo. Nesse sentido ha preocupagdo com possiveis
perdas de material e ndo com a distribuicdo. Nessa colecdo sdo armazenadas sementes em
condicdes de baixa umidade e temperatura. A colecdo ativa faz a conservagédo a curto e medio
prazo, com a finalidade de gestéo e distribuicdo do germoplasma. Nestes locais sdo mantidas
amostras provenientes da colecdo de base, mas a preocupacdo € com a avaliacao,
documentacdo e intercdmbio do material. A colecdo nuclear, por sua vez, relne a maior
variabilidade genética de uma espécie no menor nimero possivel de amostras. Os acessos
duplicados sdo eliminados, o que reduz as amostras similares. Esse tipo de colecdo tem a
finalidade de facilitar a gestéo e subsidiar a utilizacdo do germoplasma. A colecdo de trabalho
é aquela que fornece o material para o melhorista ou para instituices de pesquisa que fazem
melhoramento. As sementes sdo conservadas em curto prazo, o tamanho costuma ser limitado
e é composto por germoplasma elite. Na colecdo in vitro os materiais disponiveis sdo células,
Orgdos e tecidos vegetais em meios de cultura que podem ser regenerados e aclimatados. Na
conservacdo a campo as sementes sdo germinadas e a planta é mantida. Essa estratégia é
adotada para espécies de propagacao vegetativa, ou que apresentam sementes recalcitrantes.
Na criopreservacdo o germoplasma é mantido em nitrogénio liquido a -196 °C, ou em sua fase
de vapor a -150 °C. Esse tipo de estratégia é adotada para conservagdo de embrides e polen de
espécies que produzem sementes sensiveis a dessecacdo. O banco gendmico, por sua vez,
consiste na preservacdo de DNA (Valois, 1996; Santos & Salomé&o, 2007).

Embora 0s recursos genéticos sejam a base para o melhoramento, a
variabilidade genética disponivel nos acessos preservados nas colegdes de germoplasma
permanece pouco explorada. VVasconcelos et al. (2007) acreditam que apenas cerca de 4%
de todos os acessos sao utilizados no mundo. Entre as principais causas desta baixa
utilizacdo estdo a falta de documentacdo, descricdo e avaliacdo adequada dos materiais
com informacGes desejadas pelos melhoristas (Nass, 2001). Portanto, fica clara a
importancia estratégica de atividades relacionadas a caracterizagdo do germoplasma,
principalmente no sentido de incentivar a utilizacdo destes recursos em programas de
melhoramento e manejo.

Portanto, a eficiéncia e o sucesso de qualquer programa de conservacéo in situ

ou ex situ e melhoramento genético vegetal passam primeiro pela caracterizacdo e
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avaliacdo das colecdes de germoplasma, que possibilita estimar a diversidade genética
presente nos acessos do germoplasma (Vallois et al., 2001; Telles et al., 2003). Essa
caracterizacdo pode ser morfo-agrondmica, citologica, bioquimica, fisioldgica ou
molecular. Independente do método empregado, o importante € que os resultados
possibilitem boa distin¢do dos acessos, permitam identificar duplicatas e também acessos
com caracteristicas relevantes para diversos programas de melhoramento (Conti et al..
2002).

2.3 CARACTERIZACAO DAS COLECOES DE GERMOPLASMA

A importancia da caracterizacdo do germoplasma para 0s programas de
melhoramento e conservacdo da diversidade genética possibilita a quantificacdo e a
utilizacdo da variabilidade genética conservada de modo eficiente e sustentavel. Portanto,
caracterizar uma colecdo de germoplasma significa basicamente, identificar e descrever as
diferencas entre os acessos (Vallois et al., 2001; Walter & Cavalcanti, 2005). Em termos
genéticos, refere-se a deteccdo da variacdo resultante de diferencas em sequéncias de DNA
ou genes especificos (Vicente et al., 2005).

Em plantas perenes, essa atividade desempenha papel preponderante por
eliminar duplicatas, reduzir gastos consideraveis na manutencdo, quantificar a diversidade,
otimizar estratégias de amostragens, pelo conhecimento dos niveis de estruturacdo
genética, além de identificar acessos desejaveis para programas de melhoramento genético.
Em consequéncia disso, 6rgaos de pesquisas detentores de germoplasma desse grupo de
plantas vém envidando esfor¢os para viabilizar estudos dessa natureza (Karp et al., 1997).

A caracterizacdo de germoplasma pode ser realizada por diferentes métodos,
incluindo desde préticas tradicionais, que envolvem o uso de lista de descritores
morfologicos e agronémicos, a aplicacbes bioquimicas para detectar diferencas entre
isoenzimas, proteinas e marcadores moleculares (Vicente et al., 2005).

Nas colegOes de germoplasma a caracterizagdo tem sido feita tradicionalmente,
com a utilizacdo de descritores botanicos, morfoldgicos e agronémicos, 0s quais podem ser
obtidos por mensuracdo (quantitativos) ou por observacdo (qualitativos). Neste tipo de
caracterizagdo, tem sido frequente o emprego de estatisticas univariadas para quantificar a
diversidade, mas esta metodologia tem baixa precisdo no aproveitamento dos dados,
devido a interacdo genotipos x ambientes (Borem & Caixeta, 2009). Por este motivo, em
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algumas instituicOes, essa atividade vem sendo complementada pela aplicagéo de
marcadores moleculares, que fornecem um estudo direto do gendétipo por detectar
diferencas no nivel do DNA.

Para Dias (2007), a caracterizacdo por meio de marcadores moleculares,
combinada a obtida por descritores morfoldgicos e agrondémicos, parece mais apropriada
para estudo de diversidade em colecGes de germoplasma. Mesmo assim, em alguns casos,
podem ocorrer discrepancias, sugerindo que padrGes evolutivos morfologicos e

moleculares sdo distintos.

2.3.1 Descritores morfo-agronémicos

A caracterizagdo morfo-agrondmica tem sido efetuada em colegdes de
germoplasma para gerar informacgdes sobre a descricdo e a classificagdo do material
conservado, na discriminacdo de caracteres mais importantes e, principalmente, para
subsidiar programas de melhoramento genético por identificar individuos desejaveis e
quantificar a diversidade disponivel (Le&o, 2008).

Na maioria das colecBes € de praxe a obtencdo de dados morfoldgicos e
agrondmicos concomitantemente, o que explica a fusdo dos nomes. Em plantas perenes, 0s
caracteres podem ser obtidos em diferentes estadios (germinacdo, juvenil e adulto), grupos
(vegetativo, reprodutivo, produtivo) e modos, ou seja, por observacdes, registradas em
escalas de notas (qualitativos), e ou por mensura¢es (quantitativos). A obtencdo de
descritores em varias etapas € feita com o objetivo de identificar caracteres que possam ser
Uteis na selecdo precoce. Dessa forma, tém sido comuns a observacao e ou mensuracéo de
varios caracteres em um mesmo gendtipo (Cury, 1993).

Nas colecdes de germoplasma, o termo descritor é utilizado para se referir a um
atributo ou carater que se observa ou Se mensura Nnos acessos, com o objetivo de
discriminar um acesso de outro. Nesses locais, frequentemente, ha um grande numero de
acessos que necessita ser caracterizado e avaliado, além de ser regra geral a observacéo e a
mensuracdo de um grande namero de caracteres (Querol, 1993).

Em muitos casos, 0s caracteres sdo obtidos sem um critério da sua real
contribuicdo para a variabilidade e esse tipo de procedimento, aléem de produzir a
duplicacdo da mesma informacéo para muitos caracteres, tem contribuido para uma anélise

multivariada confusa e de dificil interpretacdo. No geral, todo carater deve apresentar uma
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parcela de contribuicdo na variacdo do germoplasma analisado. Mas, hd uma tendéncia de
que o aumento do numero de descritores avaliados ocasione a presenca de caracteres
redundantes, estando esses caracteres quase sempre associados a outros. Logo, a
eliminacdo dos redundantes seria uma decisdo vantajosa, pois reduziria o trabalho de
tomada de dados sem ocasionar perda na precisdo da caracterizacdo, especialmente se
esses caracteres forem de dificil mensuracdo e apresentarem baixa variabilidade e

estabilidade de expressdo (Leédo, 2008).

2.3.2 Marcadores moleculares no manejo de germoplasma

A habilidade para identificar a variacdo genética é indispensavel para 0 manejo
eficiente e 0 uso dos recursos genéticos. A dificuldade em utilizar caracteres morfoldgicos
deve-se ao fato de que a grande maioria dos caracteres vegetais sdo influenciados por
fatores ambientais, exibindo variacdo continua e um alto grau de plasticidade fenotipica.
Na tentativa de solucionar esse problema, marcadores moleculares passaram a serem
utilizadas para monitorar a variabilidade genética (Zucchi et al., 2003; Faleiro, 2007).

Estudos na area de biologia molecular a partir da década de 1960 abriram
novas perspectivas para a pesquisa em conservacao de espécies e para estudos de biologia
populacional como um todo. Pela primeira vez a variagdo encontrada em plantas ou
animais pdde ser analisada em nivel molecular. Diferencas na sequéncia génica podem ser
observadas e descritas com um elevado grau de precisdo (Ferreira & Grattapaglia, 1998).
Os marcadores moleculares sdo uma dessas técnicas em biologia molecular, amplamente
utilizados em estudos populacionais.

Borém e Caixeta (2009) relatam o uso do termo marcador para designar fatores
morfologicos, fisioldgicos ou genéticos passiveis de serem identificados e que permitem o
estudo comparativo de genotipos e de suas progénies. Os primeiros marcadores
moleculares a surgirem na década de 1960, foram as isoenzimas. As isoenzimas sdo
baseadas na analise do produto da expressdo de genes (Leoi, 2003).

No entanto, as isoenzimas ndo detectam a variabilidade existente diretamente
da molécula de DNA. Somente com o desenvolvimento das técnicas moleculares é que o
DNA passou a ser o ponto final no desenvolvimento de novos marcadores (Alfenas, 1998).
Para Griffiths et al. (2006), os distintos tipos de marcadores moleculares que surgiram ap0s
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as isoenzimas diferenciam-se pela tecnologia utilizada para revelar variabilidade no DNA,
pelo polimorfismo molecular, expressdo genética, distribuicdo no genoma, custo e
operacao.

Os primeiros marcadores moleculares a detectar a variabilidade diretamente na
molécula do DNA baseiam-se na acdo de enzimas de restricdo (Ferreira & Grattapaglia,
1998). Por RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) (Boistein et al., 1990)
entende-se, em uma traducdo literal, o polimorfismo no comprimento de fragmentos
obtidos por corte da fita dupla de DNA. Tal polimorfismo é evidenciado pela fragmentacao
do DNA através do uso de enzimas de restricdo e na hibridizacdo desses fragmentos com
sequéncias homdlogas de DNA marcadas com radioatividade ou compostos que
desencadeiam uma reacdo de luminescéncia. Os fragmentos de DNA podem, entdo, ser
separados segundo seu comprimento por eletroforese em gel de agarose. Os fragmentos
separados sdo transferidos para um suporte sélido (membrana de nitrocelulose) e
hibridizados com sondas, que sdo fragmentos de DNA de sequéncia Unica marcados por
radioatividade. O fragmento de DNA que se hibridizar com a sonda pode, entdo, ser
visualizado na auto-radiografia e revelado como uma banda no filme. A grande vantagem
dos marcadores RFLP é sua ampla distribuicdo no genoma, além de ter expressao co-
dominante e alta estabilidade. No entanto, esse tipo de marcador detecta poucos alelos por
locus, requer muita quantidade de DNA e no caso do uso de fésforo-32, instalacbes
adequadas ao manuseio e objeto de material radioativo (Faleiro, 2007).

Os Minissatélites ou locos VNTR (Variable Number of Tandem Repeats)
(Jeffreys et al., 1985) sdo sequéncias adjacentes que se repetem em nimero variavel, lado a
lado. Possuem de 15 a 100 pares de bases e, em cada loco hipervariavel, sdo repetidas até
50 vezes. O nome minissatélite decorre do fato de sequéncias repetitivas formarem um
pico gendmico na separacdo do DNA em gradientes de cloreto de césio, por conter em uma
proporcdo de pares de base G-C diferente do resto do genoma. Os minissatélites estdo
dispersos por todo o genoma, e perfazem uma proporcdo detectdvel do mesmo,
constituindo-se em varios locos em diferentes cromossomos (Goldfarb, 1986; Amar &
Amar, 1991).

Com o advento da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) desenvolvida
por Kary Mullis nos anos de 1980, apresentou-se uma nova opg¢ao ao uso de marcadores
moleculares (Mullis & Faloona, 1987). Tal método permite a amplificacdo in vitro de

milhGes de cdpias de um segmento especifico de DNA, usando-se dois oligonucleotideos
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que hibridizam com as fitas opostas, em regides que flanqueiam o segmento a ser
amplificado (Ferreira & Grattapaglia, 1998; Borem & Caixeta, 2009). Nesse grupo
incluem-se os marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) (Williams et al.,
1990); SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions); STS (Sequence Tagged Sites)
(Paran & Michelmore, 1993); Microssatélites (Litt & Luty, 1989); e AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism) (Vos et al., 1995).

O RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) surgiu na década de 1990.
Esse marcador molecular utiliza como primer ou iniciador oligonucleotideos curtos,
comumente com 10 nucleotideos, de sequéncia nucleotidica arbitraria (Ferreira &
Grattapaglia, 1998). A deteccdo de marcadores co-dominantes tipicamente sé é possivel
ser feita em experimentos que envolvam a andlise de segregacdo de marcadores em
progénies lado a lado com os parentais como, por exemplo, durante a construcdo de mapas
genéticos. Os marcadores RAPD ndo necessitam de informag&o prévia do DNA, requerem
baixa quantidade de DNA, e sdo acessiveis e de baixo custo (Zucchi, 2002; Leoi, 2003).

Marcadores SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions) permitem
verificar o polimorfismo de DNA a partir da amplificacdo de fragmentos obtidos pela
digestdo com enzimas de restricdo (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Ja os marcadores STS
(Sequence Tagged Sites) correspondem a uma pequena regido do DNA, aproximadamente
200-300 pb, cuja localizagdo e fungdo no genoma sdo completamente desconhecidas.
Permitem verificar o polimorfismo de DNA a partir da amplificacdo de fragmentos obtidos
pela digestdio com enzimas de restricdo. Sua grande desvantagem esta no baixo
polimorfismo detectado (Faleiro, 2007).

Em 1993, os dois pesquisadores Zabeau e Vos, desenvolveram outro marcador
molecular denominado AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism). Essa técnica
baseia-se na digestdo do DNA com enzimas de restricdo e amplificacdo destes fragmentos
via PCR, com adaptadores especificos para cada enzima utilizada. E uma combinac&o dos
marcadores RFLP e RAPD. O AFLP ¢é uma técnica molecular € de elevado custo e grande
complexidade (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

No fim dos anos de 1980, os microssatélites, também denominados SSR
(Simple Sequence Repeat), foram isolados e descritos simultaneamente por dois grupos de
cientistas (Litt & Luty, 1989; Tautz, 1989). Os microssatélites séo altamente polimorficos
e informativos. Sua heranga € co-dominante, 0 que permite a discriminagdo entre

homozigoto e heterozigoto (Ferreira & Grattapaglia, 1998; Oliveira et al., 2006; Brondani
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et al., 2007). Ellegren (2004) caracteriza 0 microssatélite como um tipo de marcador
molecular constituido basicamente de segmentos curtos de DNA que se repetem
sucessivamente, ladeadas por sequéncias unicas no genoma. O microssatélite esta presente
em todos 0s seres vivos e € conhecido por outros nomes como SSR, STR (Short Tandem
Repeats), STMS (Sequence Tagged Microssatelite Site) ou ainda SSLP (Simple Sequence
Lenght Polymorphism) (Caixeta et al., 2009).

Os microssatélites sdo constituidos por motivos que possuem de 1 a 6 pares de
bases. Essas sequéncias sdo repetidas de 5 a 50 vezes, e, em alguns casos, podem chegar a
centenas de vezes, como afirmam Ellegren (2004) e Chin et al. (1996). De acordo com
Caixeta et al. (2009), os microssatélites podem ser classificados em: i) Perfeitos: quando a
sequéncia repetida ndo € interrompida por qualquer base que nao pertenca ao motivo, por
exemplo: TATATATATATATA,; ii) Imperfeitos: quando existe entre 0s motivos, pares de
bases que n&do correspondem ao mesmo, por exemplo: TATATATACTATATA e iii)
Compostos: quando a sequéncia contém duas sequéncias repetidas distintas adjacentes, por
exemplo: TATATATAGTGTGTGTGT.

Presentes em regifes codantes e ndo-codantes do genoma, 0s microssatélites
sdo usualmente caracterizados pelo alto polimorfismo que é decorrente das altas taxas de
mutacdo presente nesses locos. Diferentes hipoteses tém sido formuladas para explicar os
mecanismos que levam as altas taxas de mutacdo que variam de loco para loco, sendo esta
variacdo de 102 a 10° nucleotideos por loco por geracdo (Scholotterer, 2000). O
“deslizamento” (slippage) da DNA polimerase durante a replicacdo do DNA é considerada
a principal causa de variagdo no nimero de repeti¢des nesses locos (Levinson & Gutman,
1987; Leoi, 2003; Ellegren, 2004). Entretanto, essas sequéncias podem ser geradas também
por recombinacdo, através de crossing-over desigual ou conversdo génica quando se trata
de sequéncias em “tandem” mais longas (Goldstein & Scholotter, 1999).

As sequéncias que flanqueiam esses motivos repetidos sdo geralmente Unicas
no genoma e conservadas entre individuos da mesma espécie e até entre espécies
relacionadas. Essas sequéncias Unicas servem como molde para a sintese de
oligonucleotideos iniciadores (primers) de microssatélites, 0s quais permitirdo a
amplificacdo do segmento de DNA que possui esses motivos repetidos, via PCR, ou seja, a
amplificagéo do loco unico de microssatelite (Faleiro, 2007; Borem & Caixeta, 2009).

Desta forma, quando os microssatélites sdo individualmente amplificados,

usando o par de iniciadores complementar as sequéncias Unicas que os flanqueiam, eles
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quase que invariavelmente mostram extensivo polimorfismo para tamanho. Esta variagao
no tamanho dos produtos de PCR é consequéncia da ocorréncia de diferentes nimeros de
unidades repetidas dentro da estrutura do microssatélite (Oliveira et al., 2006). Desse modo
varios alelos podem ser detectados para uma determinada populacdo. Individuos
homozig6ticos possuem o mesmo numero de repeticbes nos cromossomos homdlogos,
enquanto individuos heterozig6ticos possuem numero de repeticbes diferentes nos dois
homologos (Ferreira & Grattapaglia, 1998; Oliveira et al., 2006).

Os marcadores moleculares microssatélites apresentam as caracteristicas mais
desejaveis: sdo co-dominantes, ou seja, ambos os alelos de um individuo heterozigoto sdo
visualizados no gel; estdo amplamente e uniformemente distribuidos pelo genoma dos
eucariotos, sdo multialélicos; sdo amplificados via PCR, o que facilita sua obtencdo mesmo
com poucas quantidades de DNA (Tautz, 1989; Oliveira et al., 2006). Deste modo, esse
tipo de marcador molecular € ideal para analises de diversidade genética para estudos
populacionais e de conservacdo (Rajora et al., 2000), além, de permitir a construcdo de
mapas genéticos, identificacdo de locos controladores de caracteristicas de interesse e
selecdo assistida por marcadores (Borém & Miranda, 2005).

Segundo Ferreira & Grattapaglia (1998), os microssatélites constituem uma das
classes de marcadores moleculares mais polimérficos. Entretanto, atualmente, os SNP
merecem destaque em funcdo de revelar quase 80% de todo o polimorfismo conhecido em
humanos, sendo possivel encontrar um SNP a cada mil pares de bases nesta espécie.
Apesar dos SNPs serem bastante frequentes e mutacionalmente mais estaveis do que os
microssatélites, eles sdo predominantemente bialélicos o que 0s torna menos informativos.

Embora exista grande numero de marcadores genéticos-moleculares, o
principio da andlise desses marcadores € o mesmo. Cada uma das tecnologias de
marcadores moleculares apresenta vantagens e desvantagens. O uso de uma ou de outra
dependerd do objetivo do estudo, da infra-estrutura, dos recursos financeiros e da
disponibilidade de recursos (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

A aplicacdo das informacdes obtidas com marcadores moleculares em recursos
genéticos pode ser assim resumida (Faleiro, 2007; Caixeta et al., 2009):

1. Quantidade da diversidade: quantificacdo da diversidade presente em nivel intra e
interespecifico;
2. Estrutura da diversidade: como a diversidade esta distribuida entre e dentro de

populagdes no espago e no tempo;
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3. Historia evolutiva: historia da populacao, linhagens genéticas, genealogias de genes
e distingdo entre diversidade, isto é, entre eventos atuais e passados;

4. Distancia genética: medida do grau de diferenca existe entre genes, sequéncias,

populacdes e espécies;

Relacdes genéticas: grau de relacionamento entre parentes;

Identidade: se individuos sdo geneticamente idénticos ou distintos;

Fluxo génico: extensdo no qual os genes foram intercambiados;

© N o O

Desequilibrio de ligacao e correlacéo inter-loco da variacéo alélica.

2.4 SISTEMA REPRODUTIVO

O sistema de reproducéo refere-se a forma como um individuo, populacéo ou
espécie recombina sua variabilidade genética a cada geragdo para formar sua descendéncia
e seu conhecimento é de fundamental importancia para a manipulacdo de populacdes em
programas de conservacdo e melhoramento genético (Wright, 1921). O sistema reprodutivo
tem grande efeito sobre a estrutura genética das populagdes das espécies vegetais, visto que
determina como as informacbes genéticas sdo transferidas de uma geragdo a outra
(Loveless & Hamrick, 1984; Holsinger, 2000).

O modo de reproducdo assexuada em plantas ocorre de duas formas, por meio
da propagacdo vegetativa e da agamospermia. A propagacdo vegetativa produz clones
através de estruturas somaticas que podem tornar-se independentes da planta genitora em
qualquer estagio ontogenético. A agamospermia, por sua vez, consiste na producdo
partenogenética de sementes (Holsinger, 2000; Silvertown, 2008). O modo de reproducao
sexuada envolve meiose e a unido de gametas, e é controlada pelo sistema sexual, sistema
de reproducdo, mecanismos de auto-incompatibilidade, padrdes de florescimento e
sindromes de polinizacao (Barrett & Harder, 1996).

Segundo Brown (1990), as espécies vegetais se enquadram em cinco classes de
sistema reprodutivo, predominantemente autégama, predominantemente aldgama, sistema
misto de cruzamento, parcialmente apomiticas e parcialmente autdgamas nos gametofitos.
Ja Fryxell (1957), classifica em quatro os sistemas reprodutivos mais comuns entre as
angiospermas: alogamia, autogamia, apomixia e sistema misto. Em um levantamento

realizado por Goodwillie et al. (2005) de um total de 345 espécies de angiospermas
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estudadas, 44% apresentaram predominancia de cruzamentos (alogamia), 42% sistema
misto de reproducéo e 14% apresentaram sistema de autofecundacgéo (autogamia).

Por adotarem diferentes sistemas reprodutivos, as angiospermas empregam
diversas estratégias de cruzamento as quais, buscam otimizar estes sistemas (Karasawa,
2009). Nas espécies autdgamas, o polen pode se movimentar de duas formas: primeiro
através da transferéncia de polen dentro de uma unica flor ou entres flores diferentes de um
mesmo individuo (Goodwillie et al., 2005; Karasawa, 2009). Na alogamia, a polinizacao
ocorre entre flores de individuos diferentes, ou seja, trata-se de cruzamentos entre
individuos. O sistema misto geralmente ocorre em espécies polinizadas por insetos e que
nédo apresentam sistema de auto-incompatibilidade (Endress, 2001; Karasawa, 2009).

Dentre as diferentes formas de reproducdo, a polinizagdo cruzada — alogamia é
a reproducdo sexual que possui maior potencial de rearranjo da diversidade genética,
gerando infinitas combinacdes, as quais servem de substrato para os fatores evolutivos
(Brown, 1990; Vogler & Kalisz, 2001). Contudo, estudos que empregam marcadores
isoenzimaticos e moleculares tém demonstrado que a autofecundacdo ndo € rara entre as
plantas do Cerrado. A grande maioria desses € classificada como alégama ou de sistema
misto, com predominio de alogamia (Collevatti et al., 2001; Telles et al., 2001; Zucchi,
2002; Telles et al., 2010).

Diversos fatores genéticos e ecoldgicos interferem no sistema reprodutivo de
uma espécie. Dentre eles, podemos citar: o sistema sexual (monoicia, dioicia ou
hermafroditismo) e a presenca de auto-incompatibilidade (Murawski & Hamrick, 1991,
Lee, 2000); o tamanho e a densidade populacional, que corresponde ao nimero de arvores
florescendo por hectare (Routley et al., 1999; Franceschinelli & Bawa, 2000); a estrutura
espacial, relativa ao modo de distribuicdo das arvores em florescimento; a fenologia do
florescimento, relacionada a variagdes entre os periodos de floracdo das plantas (Boshier et
al., 1995); o modo de polinizagdo e o comportamento dos polinizadores (Franceschinelli &
Bawa, 2000).

Estudos do sistema de reproducdo podem ser conduzidos para conhecer qual é
a taxa de cruzamento, taxa de autofecundagéo, a propor¢ao dos cruzamentos que ocorrem
entre individuos parentes (cruzamentos endogamicos) e envolvem 0s mesmos parentais
mais de uma vez (cruzamentos biparentais), o nimero de parentais envolvidos na
reproducdo de uma planta, o tamanho da &rea de vizinhanca reprodutiva das populacdes, a

divergéncia no pdlen cruzado entre plantas, a distancia de dispersdo de polen e as
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propor¢des de polen que vem de dentro e de fora da populacdo (fluxo génico). Tais estudos
podem ser eficientemente realizados por técnicas tradicionais de observacdo, ou com a
utilizacdo de marcadores genéticos, em especial os de heranca codominante e altamente
polimorficos, como os microssatélites, desde que se adote uma amostragem delineada
adequadamente para os objetivos do estudo (Paiva et al., 1993; Sebben et al., 2000).

Os métodos tradicionais para avaliacdo do sistema reprodutivo baseiam-se na
observacao dos cruzamentos e do comportamento dos agentes polinizadores, no exame da
morfologia floral e de resultados de experimentos de polinizacdo controlada (Ellstrand,
1992). As taxas de cruzamentos sdo inferidas pela anélise das progénies, mediante
marcadores morfoldgicos conhecidos. Esses métodos fornecem indicagfes sobre o sistema
reprodutivo de uma espécie, mas nao permitem uma medida direta do sucesso reprodutivo
de populaces (Paiva et al., 1993).

O uso de marcadores genéticos para o estudo do sistema de reproducdo requer
a utilizacdo de modelos genéticos para descrever padres de reproducdo. Ritland & Jain
(1981) desenvolveram um algoritmo que permite estimar os valores da taxa de cruzamento
e da frequéncia do polen simultaneamente, usando gendtipos compostos (informacdes
simultdneas de varios locos) para determinar quais progénies foram geradas por
autofecundagdo e quantas por cruzamentos e quanto dos cruzamentos ocorreram entre
individuos correlacionados em termos genéticos ou foram biparentais.

Quando se utiliza os marcadores genéticos, dois modelos basicos sdo usados
para estimar as taxas de cruzamento e autofecundacdo, um modelo direto em que progénies
individuais resultantes de cruzamentos séo identificadas e o indireto que assume que as
proporcdes genotipicas observadas estdo nas propor¢des de equilibrio de endogamia. Estes
métodos devem dar resultados similares se a taxa de cruzamento tem sido constante sobre
varias geracdes, isto €, se ela atingir as proporc¢des do equilibrio com endogamia e também
se os efeitos da sele¢do, fluxo génico e deriva genética sobre as frequéncias genotipicas em
recentes geracdes ndo sdo muito grandes (Clegg, 1980; Sebbenn et al., 2000). Como todos
estes fatores evolutivos podem afetar as frequéncias genotipicas, as estimativas dos efeitos
da endogamia em organismos de autofecundacdo parcial sdo usualmente medidos pelo
indice de fixagdo. Contudo, ambas as estimativas diretas e indiretas do indice de fixagéo
deveriam ser iguais ao coeficiente de endogamia se as proporcOes genotipicas sé@o

determinadas somente pelo sistema de reproducdo (Ellstrand, 1992).
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Dos dois modelos, o direito, também conhecido como modelo misto de
reproducdo € o mais difundido para avaliacdo do sistema de reproducéo em plantas a partir
de marcadores genéticos (Clegg, 1980). As pressuposi¢cdes basicas do modelo misto séo: i)
0s gendtipos foram gerados por cruzamentos aleatérios ou autofecundacéo; ii) as
frequéncias alélicas do pdlen sdo homogéneas para todos 0s cruzamentos com genotipos
maternos; iii) a taxa de cruzamento é independente do gendtipo materno; e iv) ndo existe
selecdo atuando nos marcadores entre o periodo de cruzamento e avaliacdo genética das
progénies (Ritland & Jain, 1981; Ritland, 1990).

O sistema de reproducgéo, juntamente com 0s mecanismos de dispersdo de
polen e sementes, tem papel fundamental na determinagdo da estrutura genética espacial e
temporal das populacdes, além de ajudar a entender a distribuicdo da variacdo genética
entre os individuos (Loveless & Hamrick, 1984; Hamrick & Godt, 1996). Tem se
observado, por exemplo, que em espécies predominantemente al6gamas, a maior parcela
da variacdo genética encontra-se dentro de populagBes, enquanto que, em espécies
autdgamas a maior parte da variacdo encontra-se entre as populacbes (Murawski &
Hamrick, 1991).

Informagdes a respeito do sistema de reproducdo sd@o de fundamental
importancia na implementacdo de programas de melhoramento e conservacdo genética
(Boshier et al., 1995; Souza et al., 2003). Com essas informacfes, é possivel avaliar o
efeito da acdo humana sobre esses processos e estabelecer as estratégias mais adequadas
gue otimizem a amostragem da variabilidade genética (Brown, 1990; Boshier et al., 1995;
Martins et al., 2006) e a adocdo de modelos genéticos-estatisticos adequados para a
estimativa de parametros genéticos (Souza et al., 2003).

2.5 FLUXO GENICO EM ESPECIES VEGETAIS

O termo fluxo génico é utilizado para todos 0s mecanismos que resultam em
movimentos de genes dentro de uma populacdo e de uma populacdo para outra (Slatkin,
1987). Dessa forma, enquanto os efeitos da selecdo natural, mutacdo e deriva genética
levam a diferenciacdo dentro e entre populagdes, o fluxo génico atua no sentido contrario,
homogeneizando a variacdo genética espacial dentro e entre populagdes, alem de poder

induzir nova variagdo (Wright, 1949; Hamrick et al., 1993). Portanto, o conhecimento
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sobre a dinamica do fluxo génico é essencial na compreensdo do potencial evolutivo da
espécie, fornecendo subsidios para a conservacao e manejo.

As plantas dispersam seus genes durante dois estagios do seu ciclo de vida:
antes da fertilizacdo, pelo movimento de polen, e apos a fertilizacdo e desenvolvimento do
embrido, por meio da dispersdo de sementes. Uma vez que o fluxo génico via polen e via
semente sdo eventos independentes, espécies de plantas com dispersdo de polen efetiva de
longo alcance, porém, com dispersdo de semente localizada pode ter menos variagédo
genética entre populacbes geograficamente separadas, o que desencadeia ocorréncia de
grupos de individuos aparentados (Nason & Hamrick, 1997). O reconhecimento desses
estagios de dispersdo génica é fundamental para se compreender a distribuicdo da
diversidade genética entre e dentro de populacdes de plantas (Levin, 1981), além de
fornecer bases para compreensdo dos padrdes demograficos e formacdo das comunidades
vegetais (Hardy et al., 2006).

De acordo com Futuyma (1992), diferencas na estrutura da populacdo sdo
correspondentes aos diversos modelos de fluxo génico (Figura 1), dentro os quais se
destacam: a) modelo continente-ilha, que se baseia no movimento unidirecional de uma
fonte efetivamente grande (continental) para uma menor e isolada (ilha) (Wright, 1943); b)
0 modelo de ilhas em que uma populacdo é subdividida em subpopulacbes (demes)
separadas geograficamente e o fluxo génico ocorre ao acaso entre as subpopulaces e todas
contribuem da mesma forma com o fluxo génico (Wright, 1931); ¢) o modelo “stepping
stone” no qual a migracao acontece por passos somente entre populagdes vizinhas (Kimura
& Weiss, 1964); d) o de isolamento por distancia no qual o fluxo génico ocorre com maior
frequéncia entre individuos espacialmente mais préximos do que entre 0s mais distantes,
levando a uma diferenciacdo entre grupos de individuos que estdo espacialmente mais
distantes na populacdo (Wright, 1943).

As estimativas de fluxo génico em plantas podem ser obtidas de forma direta
ou indireta. As medidas diretas referem-se ao fluxo génico contemporéaneo, enquanto que
as indiretas sdo baseadas na estrutura de populacoes e referem-se ao fluxo génico historico
(Levin, 1981; Ellstrand, 1992; Zucchi, 2002). Os métodos diretos se baseiam na
observacdo da dispersdo de pdlen ou semente, atraves da utilizacdo de corantes e
marcadores morfologicos. Atualmente, varios marcadores moleculares estéo disponiveis e
entdo, muitos trabalhos empregam a andlise de paternidade para se estimar o fluxo de

polen contemporéneo. Essa analise consiste na utilizacdo de um conjunto de marcadores
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polimérficos como, por exemplo, os microssatélites, para obtengdo dos genotipos dos
individuos da progénie e dos doadores de poélen de uma populacdo. Obtendo-se a distancia
espacial entre a mae e o doador de pdlen a distancia de fluxo de pélen ¢é obtida (Marshall et
al., 1998).
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Figura 1. Modelos de fluxo génico. a) Modelo continente-ilha; b) Modelo de ilhas; c)
Modelo “stepping stone”; d) Modelo de Isolamento por Distancia (Fonte:
Zucchi, 2002).

Os primeiros estudos de analise de paternidade eram baseados na estimativa de
exclusdo. Entretanto, este método pode identificar erroneamente um doador de pdlen
verdadeiro por apresentar alguns problemas causados por erros de genotipagem ou
mutacdes (Marshall et al., 1998; Jones & Ardren, 2003). A estatistica Delta (A), definida
por Marshall et al. (1998), auxilia na determinacdo da paternidade e é baseada ho método
da méxima verossimilhanca. Esse método tolera erros de genotipagem e define o individuo
com mais chance de ser o verdadeiro doador de polen com base nas frequéncias alélicas da
populacdo e no compartilhamento de alelos de frequéncias menores entre um candidato a
doador de poélen e do individuo da progénie que esta sendo testada (Marshall et al., 1998;
Kalinowski et al., 2007).

Os métodos indiretos baseiam-se na estrutura genética das populagdes, isto €,
na distribuicdo da diversidade genética entre populacBes para obter a estimativa do nimero
efetivo de migrantes por geracdo, em um escala de tempo evolucionaria (Sork et al., 1999;
Martins et al., 2006). Pela abordagem indireta, a distribui¢do dos alelos é quantificada e um
modelo genético populacional é aplicado para estimar qual taxa de fluxo génico resultaria
em uma distribuicdo similar. Uma analise para esse tipo de estimativa foi proposta por
(Smouse et al., 2001), através do programa TWOGENER. As estimativas da extensdo do

movimento de polen sdo obtidas com base na diferenciagdo do conjunto de polen recebido
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pelas arvores maes (®r). Com base nessa diferenciagdo, é fornecida a distancia média de
dispersdo de polen e o numero efetivo de doadores de polen (Smouse et al., 2001;
Robledo-Arnuncio et al., 2007). Outro método indireto de estimar o fluxo génico é através
da estrutura genética espacial intrapopulacional. Essa abordagem avalia principalmente a
dispersdo restrita de sementes, uma vez que, para a existéncia de um evento de fluxo
génico faz-se necessario o estabelecimento de sementes no habitat (Hardy et al., 2006).

Contudo, para efetivacdo de qualquer estratégia de conservacdo e manejo dos
recursos genéticos vegetais do Cerrado, é essencial o conhecimento dos niveis de da
distribuicdo da variabilidade genética de uma espécie. Por sua vez, esta estrutura genética é
0 resultado da interacéo de varios fatores reprodutivos e evolutivos (selecdo natural, deriva
genética e fluxo génico). De fundamental importancia é conhecer o fluxo génico
contemporaneo, dado que este determina como 0s genes sdo transmitidos de uma geragéo
para outra (Ellstrand, 1992; Cottrell et al., 2009).

2.6 A ESPECIE Eugenia dysenterica DC.

A regido do Cerrado é muito rica em espécies frutiferas nativas, oferecendo
uma grande quantidade de frutos comestiveis, com formas variadas, cores atrativas e sabor
caracteristico, muitos de excelente aceitacdo no mercado local (Trindade, 2001). Algumas
dessas espécies frutiferas do Cerrado constituem fontes potenciais de exploracdo
econbmica, desde que a pesquisa e o desenvolvimento de tecnologias viabilizem seu
aproveitamento sem promover erosdo genética (Chaves & Telles, 2006). Neste contexto,
insere-se a Eugenia dysenterica DC. (cagaiteira) (Figura 2), uma espécie frutifera nativa do
Cerrado, aproveitada pela populacdo local para uso alimentar e medicinal (Almeida &
Sano, 1998; Silva et al., 2008).

Pertencente a familia Myrtaceae, a E. dysenterica, também conhecida como
cagaiteira em razdo de suas propriedades laxativas, € uma arvore frutifera que apresenta
grande potencial de utilizacdo em sistemas tradicionais de producdo agricola. A familia a
qual pertence essa espécie é composta por 14 géneros, representados por 211 espécies de
ocorréncia natural no bioma Cerrado, sendo uma das 10 familias mais representativas do
bioma que juntas contribuem com mais de 51% de sua riqueza floristica (Chaves & Telles,
2010).
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Figura 2. Eugenia dysenterica DC. A ramos com frutos verdes e maduros; B) ramos com
flores; C) individuos adultos da colecdo de germoplasma in vivo da Universidade
Federal de Goiéas (Fonte: o autor).

Segundo Naves (1999), a cagaiteira ocorre em maior densidade nos Latossolos
Vermelho-Amarelos, sendo frequente em areas com temperaturas médias anuais variando
entre 21°C e 25°C e altitudes de 380 m a 1.100 m. E uma planta tipica nos cerraddes,
cerrado stricto sensu e campos sujos dos Estados de Goids, Tocantins, Bahia, Minas
Gerais, Sdo Paulo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Pard, Piaui, Maranhdo e Distrito
Federal (Brito et al., 2003; Chaves & Telles, 2010) (Figura 3).

Legenda
Regido do Cerrado
¢ Distribuicdo da cagateira 940
Km

Figura 3. Distribuicdo natural de Eugenia dysenterica em 110 localidades entre 376
levantamentos realizados no Bioma Cerrado (Fonte: Ratter et al., 2000).



31

Corréa (1984) acrescenta a classificacdo de Cruz (1979) que a espécie E.
dysenterica constitui-se em uma arvore de porte médio, possuindo de quatro metros a dez
metros de altura, tronco tortuoso e cilindrico, com vinte a quarenta centimetros de diametro
e uma casca suberosa e fendada bem caracteristica. Sua copa é alongada e densa, com
ramos quadrangulares e glabros, exceto os bot6es, pedicelos, folhas e ramos jovens que sdo
pubérulos. E uma planta decidua, heliofita e seletiva xerdfila. Apresenta folhas
membranaceas, opostas, simples, curto-pecioladas a subsésseis, glabras, aromaticas e
caducas na floracdo. Suas flores, sempre axilares, solitarias ou organizadas em arranjos de
trés, sdo hermafroditas e completas, com 1,5 cm a 2 cm de didmetro, dotadas de pétalas de
coloragéo branca (Lorenzi, 2002).

No Cerrado, o florescimento da E. dysenterica da-se de agosto a setembro,
geralmente sincronizado com o inicio das primeiras chuvas ou até mesmo antes delas, ndo
durando mais que uma semana. Juntamente com o florescimento surge um fluxo de novas
brotacdes ricas em pigmentacdo vermelha (Proenca & Gibbs, 1994). No espaco de um més
ocorre o florescimento, producéo de nova folhagem e frutificacdo (Sano et al., 1995).

Proenca e Gibbs (1994), desenvolvendo trabalho sobre a biologia reprodutiva
de oito espécies da familia Myrtaceae do Brasil Central, concluiram que E. dysenterica
apresentou polinizacdo por abelhas (incluindo Bombus ssp.), com as flores se abrindo pela
manha e se mantendo abertas por um dia, seguindo um padrédo de floracdo que os autores
denominaram de “big-bang”, ou seja, ocorre uma floragdo muito intensa das plantas por
um periodo relativamente curto de tempo. Embora os resultados obtidos ndo tivessem
sugerido a existéncia de nenhuma forma de auto-incompatibilidade, os autores concluiram,
com base em dados de cruzamentos controlados, que esta espécie deve apresentar um
sistema de reproducdo predominantemente por alogamia. Certo grau de alogamia em
espécies auto-compativeis pode ser conseguido por uma estratégia de florescimento de
condigdes uniformes (Pisidium firmum) ou comportamento oportunista dos polinizadores
em espécies com estratégias de florescimento em massa, tais como E. dysenterica e Myrcia
rhodosepala.

O fruto da cagaiteira € uma baga globosa-achatada, amarelo-palida, de 2 cm a 3
cm de didmetro, contendo de 1 a 3 sementes brancas, envoltas em uma polpa levemente
acida. Apresenta um célice seco aderido ao fruto, casca brilhante membranécea, mesocarpo
e endocarpo suculentos. A cagaiteira é considerada uma espécie de interesse econémico,

principalmente por causa do aproveitamento de seus frutos na culinaria. Além do consumo
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in natura, sdo inumeras as receitas de doces e bebidas que levam o sabor de sua polpa.
Esse aproveitamento € bastante difundido entre os habitantes do Cerrado, podendo ser
encontrados, inumeros pratos tipicos da regido, com destaque para os doces, geleias,
licores, refrescos, sorvetes e sucos. Seus frutos, porém, quando consumidos em excesso ou
quentes, podem causar diarréia e embriaguez. Ainda imaturos podem ser utilizados como
forragem para o gado. De sua polpa também sdo obtidos vinagre e alcool (Corréa, 1984;
Sano et al., 1995).

A melhoria do sistema de producédo da cagaiteira € extremamente necessaria, ja
que se verifica um aumento na procura de espécies nativas para a exploracdo comercial,
atentando-se para um mercado em expansdo e a necessidade de novas alternativas
econbmicas para populacdes regionais (UFLA, 2008). Além desse apelo comercial, a
devastacdo do Cerrado em virtude da expansdo agricola tem conduzido muitas espécies
endémicas a uma acentuada erosdo genética (Chaves & Telles, 2010). Portanto, torna-se
imprescindivel investir em programas de domesticacdo e conservagdo da cagaiteira, para
que possa ser cultivada de forma comercial e sem riscos de erosdo genética.

A variabilidade genética dentro de uma espécie é fundamental para garantir seu
potencial adaptativo frente as adversidades ambientais. Quantificar essa variabilidade
dentro das populagdes é crucial para avaliar como as espécies enfrentam o ambiente e se
mantém vivas e reprodutivas ao longo dos tempos, principalmente na regido do Cerrado,
considerado um dominio rico em biodiversidade (Ribeiro & Rodrigues, 2006). A
quantificacdo dessa variabilidade dentro de colecbes de germoplasma fornece bases para a
protecdo de alelos que poderdo ser utilizados, futuramente, em estratégia de melhoramento
ou que sdao ameacados de erosdo genética devido a exploracdo humana (Vallois et al.,
2001).

Nesse sentido, a espécie Eugenia dysenterica DC. tem sido estudada ao longo
das ultimas décadas, com objetivos variados. Em 1994, Proenca & Gibbs avaliaram oito
espécies da familia Myrtaceae brasileiras, incluindo a cagaiteira. Os autores avaliaram
aspectos fenologicos e a biologia reprodutiva dessas espécies. Na ocasido foram
observados que as abelhas do género Bombus sdo 0s seus principais polinizadores
cagaiteira. No ano seguinte, Sano et al. (1995) estudaram a fenologia de dez populacgdes de
cagaiteira em um Cerrado de Planaltina — DF. Neste trabalho os autores concluiram que
todas as atividades de troca das folhas, floracéo e frutificagdo ocorrem no inicio do periodo

das chuvas, entre agosto e outubro.



33

Silva et al. em 2001 avaliaram dados fenotipicos das arvores e dos frutos de
cagaiteira de 10 &reas da regido sudeste do Estado de Goiés. Os autores observaram que,
para todos os caracteres de frutos, a variacdo entre as plantas dentro de subpopulacédo e
entre as subpopulacdes foi significativa. Com relacdo aos dados fenotipicos das arvores,
observou-se que na subpopulagdo que ocorre em uma area urbana as plantas apresentaram
altura média e area basal superior as demais. No mesmo ano, Telles et al. (2001) avaliaram
112 progénies provenientes de coletas realizadas nas 10 subpopulagbes naturais
distribuidas na regido sudeste do Estado de Goids, que haviam sido avaliadas
fenotipicamente por Silva et al. (2001). As plantas foram avaliadas geneticamente a partir
de marcadores isoenzimaticos. Foram utilizados também dados edaficos dos locais de
origem dessas 10 subpopulacdes, referentes ao solo. Os resultados mostraram que a
variabilidade genética entre as subpopulacGes de cagaiteira esta correlacionada com as
variaveis relativas ao fen6tipo das arvores por um efeito indireto do padréo espacial, o que
pode ser explicado por um processo estocastico de diferenciacdo. Foi observado ainda que
os fendtipos das arvores sdo influenciados pelo tipo de solo onde a populagéo se encontra,
que sao independentes da distribuicdo espacial e da divergéncia genética.

Zucchi et al. (2003) avaliaram 116 plantas de cagaiteira provenientes das 10
subpopulagdes utilizadas por Telles et al. (2001) e Silva et al. (2001). Na ocasiéo as plantas
foram avaliadas a partir de 10 pares de iniciadores microssatélites desenvolvidos para
Eucalyptus grandi e Eucalyptus urophilla por Brondani et al. (1998) e transferidos para
Eugenia dysenterica DC. por Zucchi et al. (2002). Os resultados desse trabalho revelaram
que a variabilidade genética esta fortemente estruturada nas subpopulacGes e que a espécie
se comporta como alégama. As mesmas 10 subpopulagdes do sudeste do Estado de Goias
também foram avaliadas com marcadores RAPD por Zucchi et al. (2005). Os resultados
apoiam a forte estruturacdo apontada pelos microssatélities e também a existéncia de uma
correlacdo positiva significativa entre distancia genética e distancia geogréfica (r = 0,77; p
< 0,001) sugerindo que as subpopulacdes estdo se diferenciando de acordo com o modelo
de isolamento por distancia.

Trindade & Chaves (2005) avaliaram plantas de cagaiteira provenientes de 13
areas do nordeste do Estado de Goias com o0 objetivo de caracterizar a estrutura genetica
das subpopulacdes dessa regido a partir de caracteres morfologicos e marcadores RAPD.
Os autores evidenciaram que a maior propor¢do da variabilidade, tanto fenotipica quanto

genotipica est dentro das subpopulagGes. O peso dos frutos foi o caradter morfométrico que
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mais contribuiu para a divergéncia entre as subpopula¢fs. O nivel de estruturacdo da
variabilidade genética nas subpopulagdoes foi baixo (®st = 0,08), bem inferior ao
encontrado para as subpopula¢des do sudeste do Estado de Goias (®st = 0,27) por Zucchi
et al. (2005). Os autores discutem que essa discrepancia pode ser em funcdo da
proximidade das subpopulacGes estudadas, indicando um fluxo génico atual mais intenso
entre elas.

Aguiar et al. (2009) estimaram parametros genéticos de caracteres quantitativos
de progénies de cagaiteira, que fazem parte da colecdo de germoplasma da Escola de
Agronomia e Engenharia de alimentos da Universidade Federal de Goias. Essas progénies
foram formadas a partir de sementes coletadas nas 10 subpopulacgdes naturais avaliadas por
Telles et al. (2001) e Zucchi et al. (2003; 2005). Os autores observaram altos niveis de
variacdo genética para os caracteres avaliados, sendo que a maior parte encontra-se dentro
das subpopulacBes. As estimativas dos parametros genéticos sugerem ainda bons
progressos esperados com a sele¢éo, indicando que a colegdo pode ser convertida em um
pomar de sementes por mudas, sem desbaste, coletando as sementes das arvores

fenotipicamente superiores.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAL DE ESTUDO E COLETA

O presente estudo foi conduzido em uma colecdo de germoplasma in vivo e ex
situ de Eugenia dysenterica DC. mantida em uma estacdo experimental pela Escola de
Agronomia e Engenharia de Alimentos da Universidade Federal de Goids (EA/UFG), em
Goiania-GO. A colecdo foi implementada ha mais de doze anos em uma area experimental
que se localiza nas seguintes coordenadas geograficas: 16°35'12" de latitude sul e
49°21'14" de longitude oeste a 730 m de altitude. As primeiras prospeccdes e coletas para a
formagé&o dessa colecéo foram realizadas em com o objetivo de obter germoplasma oriundo
de dez localidades da regido sudeste do Estado de Goias (Tabela 1). Para a formacdo da
colecdo, as plantulas foram obtidas a partir de sementes amostradas de 110 matrizes,
variando de 8 a 12 matrizes por localidade, que foram posteriormente transferidas para o
solo da estagéo experimental da EA/UFG em janeiro de 1998, obedecendo ao espagamento
de 6,0 m x 6,0 m, em blocos completos casualizados, com quatro repeticdes e uma planta

por parcela, constituindo 440 plantas.

Tabela 1. Localidades amostradas e coordenadas geogréaficas das popula¢es de Eugenia
dysenterica na regido sudeste do Estado de Goiéas, 1996.

N. dos acessos Localizacdo da populacdo (GPS)

Localidade

o
o
©

na colecéo Latitude Longitude  Altitude
1 lao12 Cataldo 18°07° 35 47° 54’ 207 880
2 13 a0 24 Cataldo 18°02° 0,3” 48° 02’ 31” 860
3 25 a0 36 Catalao 18°13°39”  47°58”12” 800
4 37 a0 48 Trés Ranchos 18°17 157 47° 48’ 417 820
5 49 a0 60 Campo Alegre de Goids  17°39° 11~ 47°46° 377 930
6 6la72 Campo Alegre de Goids ~ 17° 34’ 24~ 47°42’° 127 780
7 73 a0 80 Cristalina 17°10° 47 47°31° 077 890
8 81 a092 Luziania 16°28° 48  47°48 40> 900
9 93 a0 100 Goiania 16° 40’ 30” 49° 14’ 42> 740
10 101 a0 112 Senador Canedo 16°37° 13 49°04° 29” 840

Fonte: Telles (2000).
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Foram coletadas folhas de todas as arvores da colecdo de germoplasma com
origem na regido sudeste do Estado de Goias, sendo amostradas um total de 404 plantas, o
que representa 92% das plantas, que sdo as que sobreviveram na colecdo apds o plantio.
Além das folhas, também foram coletados frutos de 23 arvores (matrizes) da colecéo
amostradas aleatoriamente (Figura 4). Foi coletado um total de 542 sementes, variando
entre 15 a 44 por matriz, dependendo da disponibilidade de frutos em cada arvore naquele

periodo.
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Figura 4. Esquema experimental da colecdo de germoplasma de Eugenia dysenterica DC.
mantida em uma estacdo experimental pela Escola de Agronomia e Engenharia
de Alimentos da Universidade Federal de Goias (EA/UFG), em Goiania-GO. Os
circulos representam as arvores matrizes.

3.2 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DO DNA GENOMICO

A etapa de coleta de dados moleculares foi realizada no laboratério de Genética
& Biodiversidade, da Universidade Federal de Goias, em Goiénia, Goias. O DNA
gendmico total dos adultos, incluindo as matrizes, foi extraido, a partir do tecido foliar,
conforme o protocolo de extracdo proposto por Doyle & Doyle (1987) e descrito por
Ferreira & Grattapaglia (1998). O DNA gendmico dos cotilédones das sementes, também,
foi extraido seguindo 0 mesmo protocolo. Apds a extracdo, o0 DNA total foi quantificado
com o auxilio de um marcador de peso molecular (Low DNA mass ladder da Invitrogen®),
em gel de agarose 1% e tampéo para eletroforese TBE 1X. Em seguida, 0 DNA foi diluido
para uma concentragdo de trabalho de, aproximadamente, 2,5 ng uL* e armazenado a -
20°C.

Para as reacdes de amplificacdo via PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase)
com o DNA de cada individuo, foram utilizados oito pares de iniciadores para regides
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microssatélites, em que, quatro foram originalmente desenvolvidos para Eucalyptus ssp. e
transferidos para Eugenia dysenterica (Zucchi et al., 2002), e os outros quatro iniciadores
foram desenvolvidos para a espécie Eugenia dysenterica (Telles et al., submetido) (Tabela
2). As reacdes foram preparadas a partir de um coquetel de ragentes para um volume final
de 15 pl, contendo cerca de 15 ng pl™ de DNA gendmico, 1X Tampé&o da Enzima 10X; 1,6
mM MgCl; 0,21 mM dNTPs; 2,16 mg BSA; 0,26 mM Iniciador (foward + reverse) e 1U
de Taq DNA Polimerase.

Tabela 2. Relacdo dos pares de iniciadores de regiGes microssatélites utilizados e suas
caracteristicas, em que AVA refere-se a variacdo da amplitude alélica de cada
loco microssatélite e Ta a temperatura de anelamento do iniciador.

SSR Motivo Ta (°C) AVA
SSR desenvolvidos para Eucalyptus spp. e transferidos para E. dysenterica
EMBRA-14 (AG)sAAC(AG)zs 56 103/167
EMBRA-72 (AG)14 56 135/175
EMBRA-172 (GA)19 56 182/208
EMBRA-210 (TC)25 56 180/254
SSR desenvolvidos para E. dysenterica
ED-004 (GA)14 64 222/266
ED-005 (GA)16 61 210/240
ED-008 (AG)10 60 186/196
ED-009 (AG)10 62 206/218

Para a amplificacdo do DNA a partir dos iniciadores desenvolvidos para
cagaita, o programa de termociclagem foi composto dos passos descritos a seguir: (1°)
desnaturacdo do DNA a 95°C por 5 minutos; (2°) 94°C por 1 minuto; (3°) temperatura
especifica de anelamento do iniciador por 1 minuto; (4°) extensdo da molécula pela enzima
Taq DNA polimerase a 72°C por 1 minuto; (5°) 30 ciclos seguindo do 2° ao 4° passo; (6°)
passo final de extensdo de 7 minutos para finalizar os produtos amplificados. Para a
amplificagdo do DNA a partir dos iniciadores transferidos de eucalipto foi empregado os
seguintes passos de termociclagem: (1°) desnaturacdo do DNA a 96°C por 3 minutos; (2°)
94°C por 30 segundos; (3°) temperatura especifica de anelamento do iniciador por 1
minuto; (4°) extensdo da molécula pela enzima Taq DNA polimerase a 72°C por 1 minuto;
(5°) 30 ciclos seguindo do 2° ao 4° passo; (6°) passo final de extensdo de 7 minutos para
finalizar os produtos amplificados.

Apos a amplificacdo, os fragmentos de DNA resultantes foram separados em

gel desnaturante de poliacrilamida a 6%, utilizando tampé&o TBE 1X, como 85W por cerca
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de duas horas e meia. A coloragéo foi realizada com nitrato de prata, sequindo o protocolo
de Creste et al. (2001) e, apds a secagem das placas, o tamanho das alelos foi determinado
por comparacdo com o marcador de peso molecular padrdo com intervalo de 10 pares de
bases (Invitrogen®).

Apo6s a conclusdo da obtencdo dos gendtipos de todos os individuos, a
confirmagdo de cada um dos alelos foi realizada a partir de uma nova eletroforese,
contendo uma amostra de cada um dos alelos existentes, confirmando, assim, a existéncia e
o0 tamanho de todos os alelos. Além disso, a fim de detectar a evidéncia de possiveis erros
durante a determinacdo dos genotipos, foi utilizado o programa Micro-Checker (Van
Oosterhout et al., 2004), que possibilita investigar a existéncia de alelos nulos, stutter e

dropout.

3.3 CARACTERIZACAO DA VARIABILIDADE NOS LOCOS
MICROSSATELITES

Para a caracterizacdo dos locos microssatélites e da diversidade genética
presente na colecdo de germoplasma de E. dysenterica, foram utilizados os gendtipos dos
individuos das duas geracdes (individuos adultos da colecéo e progénies) para os oito locos
microssatélites. Para cada loco e depois para o conjunto de locos foram estimados os
seguintes parametros genéticos basicos: nUmero médio de alelos por loco (A), frequéncias
alélicas e heterosigozidade esperada sob condicGes de equilibrio de Hardy-Weinberg (He).
Essas estimativas foram obtidas utilizando o programa FSTAT (Goudet, 1995; Goudet,
2001)

Utilizando as frequéncias alélicas obtidas para todos os locos dos individuos
adultos da colecdo, e a fim de conhecer o poder de discriminacdo dos locos, foram
estimados dois parametros importantes para estudos de parentesco e paternidade: a)
probabilidade de identidade genética (1) (Paetkau et al., 1995), que corresponde a
probabilidade de dois individuos amostrados ao acaso apresentarem o mesmo gendtipo
para um determinado loco e b) probabilidade de exclusao de paternidade (Q) (Weir, 1996),
que corresponde ao poder que determinado loco tem de excluir um individuo erroneamente

designado como pai. Adicionalmente, também foi estimada a probabilidade de identidade
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genética combinada, IC =[]I;, e a probabilidade de exclusdo combinada, QC =1 —

[TT(1 — Q,)], para todos os locos caracterizados.

3.4 AVALIACAO DO SISTEMA REPRODUTIVO

A avaliacdo das caracteristicas do sistema reprodutivo de E. dysenterica foi
realizado com base nos modelos de cruzamento misto de Ritland & Jain (1981) e
cruzamentos correlacionados (Ritland, 1989), utilizando o programa “Multilocos MLTR”
(Ritland, 2002). O modelo de cruzamento misto assume que as progénies resultam de uma
mistura de autofecundacéo e fecundacéo cruzada.

As pressuposi¢cdes do modelo misto, descritos por Ritland & Jain (1981) séo: i)
0 conjunto de pdlen é homogéneo para o cruzamento de todos 0s genotipos maternos; ii) a
fecundidade é uniforme entre as plantas, isto €, todas as plantas tém igual capacidade de
gerarem descendentes; iii) os alelos de diferentes locos segregam independentemente
(equilibrio de ligacdo); iv) os locos avaliados ndo sofreram selecdo ou mutacdo entre o
periodo de fertilizacdo e a analise dos individuos.

O programa MLTR (Ritland, 2002) foi utilizado para se obter as seguintes
estimativas: frequéncias alélicas do dvulo e do polen envolvidos nos cruzamentos; indice
de fixacdo nas matrizes (F,,q¢); taxa populacional de cruzamento multiloco (£,,); taxa
populacional de cruzamento uniloco (£); taxa de cruzamento entre individuos aparentados
(t,, — t); correlagdo multiloco de paternidade (f»am ) € correlagdo uniloco de paternidade
(fp(s)). O desvio padrdo (DP) das estimativas foi obtido através de 1000 reamostragens
bootstraps e usado para calcular o intervalo de confianca de 95% de probabilidade,
ICys0, = 1,96 (DP/+/), em que n representa o nimero de progénies.

Os parametros do sistema de cruzamento, em especial as correlacbes de
paternidade foram utilizadas para estimar outros pardmetros demogréaficos e genéticos. O
namero efetivo de doadores de pdlen ou tamanho da vizinhanca reprodutiva foi calculado
da correlagdo de paternidade por Nep = 1/7,. Dos parametros de cruzamento foram
estimados ainda a proporcdo média de pares de irmdos de autofecundacio (P, = S),
irmaos-completos (P = £,,f,) e meios-irmdos (Py; = t,(1—7,)) contidos nas

progeénies.
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A homogeneidade nas frequéncias alélicas do pdlen e dos 6vulos é uma das
pressuposices basicas do modelo misto de reprodugdo proposto por Ritland & Jain
(1981). ViolacGes desta pressuposicdo causam poucos efeitos nas estimativas da taxa de
cruzamento multiloco (Ritland & Jain, 1981) e permitem estudar outras facetas do sistema
reprodutivo em populagdes naturais como desvios de cruzamentos aleatorios (Sebbenn et
al., 2000; Bittencourt & Sebbenn, 2007). A homogeneidade entre as frequéncias alélicas
dos conjuntos de 6vulos e pdlen foi avaliada pela estimativa de Fst (Nei, 1977), como uma
medida de divergéncia genética entre as frequéncias alélicas de grupos distintos. A
significancia de Fst, para cada loco, foi testada pelo método do qui-quadrado proposto por
(Workman & Niswander, 1970):

x?=2nFg(k—1) GL=(k-1(g-1)
Em que, n é o numero de individuos nos dois grupos, k o namero de alelos e g equivale ao
namero de grupos.
A fim de conhecer o parentesco em uma geracdo de progénies oriundas da
colecdo de germoplasma de E. dysenterica, estimou-se o coeficiente médio de coancestria

(ny) entre individuos dentro de progénies. O coeficiente de coancestria foi obtido a partir

do coeficiente de correlacdo dentro de progénies, calculado a partir de parametros do

sistema reprodutivo conforme derivacdes de Ritland & Jain (1989):

fiy = 0,25(1 + F)[48 + (£2 + A1 + 7,)]
Sendo F o coeficiente de endogamia na geracéo parental e § a taxa de autofecundacéo, e 0s
demais parametros foram definidos anteriormente. Em espécies dipléides, na auséncia de
endogamia, o coeficiente de parentesco () € o dobro do coeficiente de coancestria (ny),
de forma que 6y, = /2.
Adicionalmente, para conhecer a representatividade genética das progénies,
estimou-se o tamanho efetivo de variancia (N,,) da progénie com base na variancia

amostral das frequéncias (Cockerham, 1969):
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Em que, n corresponde ao tamanho amostral (numero de plantas por progénie) e Fp é 0
indice de fixacdo nas progénies.

O valor tedrico maximo do tamanho efetivo de variancia esperado em uma
progénie de uma populacdo ideal (tamanho infinito, sob panmixia, sem a ocorréncia de
selecdo, mutacdo, deriva genética e migracdo) é aproximadamente quatro. Com as

estimativas do tamanho efetivo de variancia (N,), estimou-se o nimero de matrizes
necessarias para reter um tamanho efetivo (Ne(ref)) igual a 100, sendo este namero

calculado pela divisdo (ﬁe(re ) /1\76(1,)), como apresentado por Sebben (2000).

3.5 ANALISE DE PATERNIDADE E DISTANCIA DE DISPERSAO DE
POLEN

Para as analises de atribuicdo de paternidade, os gendtipos das 542 sementes
oriundas de 23 arvores matrizes foram utilizados, conforme ilustrado na Figura 4. Para
determinar os possiveis doadores de polen para o conjunto de sementes avaliadas, foram
utilizados como candidatos os 404 individuos adultos e as 23 matrizes. A paternidade foi
estimada utilizando o método de alocacdo categorica (Jones & Ardren, 2003) através do
programa CERVUS 3.0 (Kalinowski et al., 2007).

O programa CERVUS 3.0 permite inferir a paternidade através da razdo de
verossimilhanca (likelihood ratio, LR) entre as probabilidades de duas hipoteses
alternativas para cada candidato a doador de pdlen. A hipo6tese Hi representa o candidato a
doador de polen verdadeiro e Ho representa um candidato a doador de polen de ocorréncia
aleatoria na populagdo, de modo que razao de verossimilhanca é:

H
LR = H_:)

Para cada candidato é calculada um LR total, por multiplicacdo das LR de cada
loco individual, assumindo-se segregacao independente entre locos. O logaritmo natural
(In) deste LR total & denominado de LOD score. Um LOD score positivo indica que o
candidato é mais provavel de ser o doador de polen verdadeiro, do que o outro selecionado
aleatoriamente. Quando dois ou mais candidatos apresentaram um LOD score positivo,
uma estatistica A (delta) foi aplicada. Essa estatistica ¢ definida como sendo a diferenca do

LOD score entre o doador de polen mais provavel (maior LOD score positivo) e o segundo
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doador de polen mais provavel (segundo maior LOD score positivo). A significancia dos
valores de A ¢ testada por testes de paternidade simulados pelo proprio programa.

A simulacdo utiliza as frequéncias alélicas observadas na populacdo para
simular dados genéticos e conduzir testes de paternidade para um grande numero de
progénies, com o objetivo de gerar distribui¢des do A. As simulagdes levam em conta o
namero de candidatos a doador de polen, a propor¢do amostrada de candidatos a doador de
polen, a proporcdo de locos que foram genotipados nos individuos e a frequéncia de erros
de genotipagem. Na etapa final da simulacdo sdo gerados valores criticos de A, de modo
que a significancia dos valores de A encontrados nos testes de paternidade conduzidos na
populacdo estudada possa ser determinada. A arvore candidata a doador de pélen com o
maior LOD score serd indicada se a diferenca entre o seu LOD score e o do segundo
candidato a doador de polen (4 score) for maior do que o A critico.

Os parametros usados nas inferéncias de paternidade com o programa
CERVUS foram os seguintes: admitiu-se que cada semente tinha 404 provaveis doadores
de pdlen; que a proporcdo de arvores adultas amostradas foi 90%; que a proporc¢édo de locos
genotipados foi de 100% e que a taxa de erro de genotipagem foi de 0,01. Foram usadas
10.000 repeticBes nas simulacdes e os niveis de confianca restrito de 99% e relaxado de
95%, para determinar o verdadeiro doador de p6len. Em seguida, repetiu-se a simulagdo de
paternidade alterando os niveis de confianca para o restrito de 95% e o relaxado de 85%.

A distancia de dispersdo contemporanea de polen foi analisada por meio das
atribuicoes de paternidade das sementes, com o nivel de confianca de 95% e 99%. A area
efetiva média de vizinhanca de polinizacdo (Ae¢p) foi calculada para cada arvore matriz a
partir da variancia da dispersdo de pélen (c2), assumindo uma area circular central ao

redor da arvore matriz.

Kep = 2n6°

Na expressdo acima, a variancia de dispersdo de pélen (a2) foi estimada a
partir da distancia entre as arvores matrizes que originaram as sementes e seus respectivos
doadores de podlen alocados pela analise de paternidade. Ap6s o conhecimento dos
doadores de polen foi gerada a distribuicdo de frequéncia das distancias de dispersao de
polen pelo programa STATISTICA (Statsoft, 2005).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 VARIABILIDADE GENETICA PRESERVADA NA COLECAO DE
GERMOPLASMA

Para os oito locos analisados, o numero medio de alelos foi igual a 11 alelos,
variando entre 4 e 20 com um total de 88 alelos presentes nos oito locos avaliados. A
amplitude de variacdo do tamanho dos alelos, em pares de bases, foi verificada entre 103 a
254, considerando todos os locos (Tabela 3). Os valores de heterosigozidade esperada (He)
e observada (Ho), considerando o conjunto de locos foram iguais a 0,646 e 0,423 para
todos os locos, em que a heterosigozidade observada foi menor que a esperada pelo
equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabela 3). Nas Figuras 5 e 6, pode se observar os perfis
eletroforéticos dos locos avaliados. Os iniciadores EMBRA-14 e EMBRA-210

amplificaram um maior nimero de locos, 20 e 17 alelos, respectivamente.

EMBRA-172 EMBRA-210
190pb oS
é 2
190pb = A =
e e B
EMBRA-72 EMBRA-14
130pb = = 130pb 3
— -
- - - * :"'
- - -
>

Figura 5. Perfil eletroforético de marcadores microssatélites utilizando iniciadores
transferidos de Eucalyptus ssp. para E. dysenterica.
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Figura 6. Perfil eletroforético de marcadores microssatélites utilizando iniciadores
desenvolvidos para E. dysenterica.

Tabela 3. Caracterizacdo da variabilidade genética em locos microssatélites de individuos
da colecdo de germoplasma de E. dysenterica. Sendo que, A representa o
namero de alelos; AM a amplitude alélica; He a heterosigozidade esperada; Ho
a heterosigozidade observada; Q indica a probabilidade de exclusdo de
paternidade e | a probabilidade de identidade genética.

Loco A AM He Ho [ Q
ED-004 13 222/266 0,566 0,407 0,211 0,374
ED-005 10 210/240 0,721 0,545 0,102 0,530
ED-008 4 186/196 0,327 0,082 0,485 0,161
ED-009 7 206/218 0,748 0,611 0,105 0,519
EMBRA-14 20  103/167 0,827 0,453 0,042 0,690
EMBRA-72 9  135/175 0,421 0,123 0,347 0,262
EMBRA-172 8  182/208 0,713 0,510 0,118 0,493
EMBRA-210 17  180/254 0,843 0,655 0,042 0,694
Média 11 - 0,646 0423 1C=7,956x10° QC =0,99579

Adicionalmente, a probabilidade de exclusdo (Q) variou entre 0,161 e 0,694,

apresentando um valor combinado igual a 0,99579, que pode ser considerado de moderado
a alto (Collevatti et al., 1999; Moreira et al., 2009) (Tabela 3). Por se tratar de um valor

que mede o poder de exclusdo de paternidade, o valor ideal seria de 0,99999 (Collevatti et
al., 1999; Collevatti et al., 2001; Braga et al., 2007), entretanto, esse valor de 0,99579 pode

ser considerado pertinente para analises de estrutura genética espacial e de distancia de
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fluxo génico via pélen utilizando atribuicdo de paternidade (Braga et al., 2007). Para o
conjunto de locos analisados a probabilidade de identidade combinada foi de 7,9x107,
valor considerado bom para este tipo de analise, por isso a probabilidade de identidade
combinada deve ser praticamente nula para demonstrar que o0 microssatélite € um 6timo
marcador para discriminar individuos (Collevatti et al., 1999).

Esses resultados demonstram que os locos avaliados apresentaram um nivel
moderado de polimorfismo. Esse valor de polimorfismo encontrado para E. dysenterica foi
menor que o encontrado para outras espécies nativas do Cerrado também estudadas com
microssatélites, como por exemplo, em Tabebuia aurea - média de 36 alelos por loco
(Braga et al., 2007); Annona crassiflora — média de 13,8 alelos por loco (Pereira et al.,
2008); Caryocar brasiliense — média de 16,1 alelos por loco (Collevatti et al., 1999);
Eugenia uniflora — média de 14,4 alelos por loco (Ferreira et al., 2008). Entretanto, o
polimorfismo encontrado neste trabalho para E. dysenterica foi maior, quando comparado
com outras espécies do Cerrado, tais como: Lychnophora ericoides — média de 8,6 alelos
por média (Rabelo et al., 2011); Dipteryx alata — média de 4,3 alelos por loco (Soares et
al., 2012); Tibouchina papyrus — média de 3,4 alelos por loco (Telles et al., 2011);
Tabebuia roseo-alba — média de 8,9 alelos por loco (Feres et al., 2009); Solanum
lycocarpum — média de 5,9 alelos por loco (Martins et al., 2006).

Os oito locos microssatélites utilizados neste estudo apresentaram um nivel
moderado de polimorfismo nas duas geracGes de individuos de E. dysenterica analisados.
A geracdo de adultos, conforme citado anteriormente, apresentou entre 4 e 20 alelos por
loco (média igual a 11 alelos) e, na geracdo seguinte (progénies) quase todos os alelos
foram representados, porém, com uma média de alelos um pouco menor, igual a 10,5. Essa
queda se deve ao fato de cinco alelos ndo terem sido repassados para as progénies
estudadas (Figuras 7 e 8).

Os quatro locos de microssatélites desenvolvidos para E. dysenterica pela
técnica de “shotgun” (Tuskan et al., 2004; Burgess et al., 2006; Soares et al., 2012)
apresentaram um baixo polimorfismo, quando comparado com os transferidos. O nimero
de alelos nesses locos variou entre 4 e 13 (Figura 7). Os alelos 252 e 266 pb, no loco ED-
005 ocorreram somente nos individuos adultos. Para o0s locos microssatélites
desenvolvidos para eucalipto e transferidos para cagaiteira, o polimorfismo foi superior,
com um numero de alelos por loco variando entre 8 e 20. Deste conjunto, trés alelos

também foram exclusivos para os individuos adultos (Figura 8). Esses resultados sugerem
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que a geracdo das progénies estudadas, apesar de um menor polimorfismo, representa

grande parte (94,3%) da variabilidade genética da colegdo de germoplasma, considerando

os locos avaliados.
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Figura 7. Distribuicdo das frequéncias alélicas encontradas para os quatro locos

microssatélites desenvolvidos para E. dysenterica. As barras azuis
representam as frequéncias alélicas dos individuos adultos da colecdo de
germoplasma, as vermelhas representam as frequéncias nas progénies.

Em um trabalho realizado com cagaiteira por Zucchi (2002), nas dez

populacbes de E. dysenterica, que deram origem a essa colecdo de germoplasma, foi

observado um nivel de variacdo genética de moderada a alta em todos os locos avaliados,

semelhante aos verificados neste trabalho. O nimero médio de alelos foi igual a 10,4 e a

heterosigozidade média esperada foi igual a 0,442, maior que a encontrada por Telles et al.
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(2001) em estudo similar com as mesmas populacBes de cagaiteira, porém utilizando
marcadores isoenzimaticos. Esses resultados, quando comparados com os resultados
obtidos neste trabalho, evidenciam que a variacdo genética presente nas populacfes
naturais se mantém preservada na colecdo de germoplasma, uma vez que 0s cruzamentos

estdo ocorrendo de forma a manter a variabilidade genética existente.
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Figura 8. Distribuicdo das frequéncias alélicas encontradas para os quatro locos
microssatélites desenvolvidos para Eucalyptus spp. e transferidos para E.
dysenterica. As barras azuis representam as frequéncias alélicas dos
individuos adultos da cole¢do de germoplasma, as vermelhas representam as
frequéncias nas progeénies.

O conhecimento dos niveis de variacdo genética em espécies vegetais nativas
do Cerrado tem implicacGes imediatas sobre as estratégias Otimas de amostragem de

individuos ou populagdes, na conservacdo e manutencdo da diversidade genética do
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germoplasma tanto in situ quanto ex situ (Karasawa, 2009). Isto é particularmente
verdadeiro para a E. dysenterica, considerando que a espécie ja apresenta uma colecdo de
germoplasma bem estabelecida, em que, se preserva individuos de dez popula¢des naturais

da regido sudeste do Estado de Goiaés.

4.2 SISTEMA REPRODUTIVO

4.2.1 Frequéncias alélicas nos évulos e polen

As frequéncias alélicas nos gametas femininos e masculinos apresentaram
divergéncias ao nivel de 1% para a maioria dos locos avaliados, com excecdo de apenas
dois locos, ED-004 e Ed-008 (Tabela 4). Dessa forma, pode-se afirmar que o pool de polen
da colecdo representa as frequéncias alélicas dos doadores de polen, sugerindo, assim, a
existéncia de equilibrio entre as geracdes para esses dois locos. Esses resultados ja eram
esperados, pois, esses locos apresentam poucos alelos muito frequentes, e baixa
heterosigozidade (Oliveira et al., 2002).

A homogeneidade nas frequéncias alélicas do pdlen e do 6vulo é uma das
pressuposi¢cbes do modelo misto de reproducdo de Ritland & Jain (1981). Contudo,
segundo esses autores, quando se analisam mais de quatro ou cinco locos, a violagdo
quanto a pressuposi¢do de homogeneidade das frequéncias alélicas do pdlen e 6vulo tem
pouco efeito sobre a estimativa da taxa de cruzamento multiloco na populagéo.

Sebbenn et al. (2000) e Seoane et al. (2005) afirmaram que as causas dos
desvios entre as frequéncias alélicas do polen e dos 6vulos podem estar associadas a
diferencas relativas entre as fun¢des masculinas e femininas das plantas, imigracdo de
poélen de outras populagdes, assincronismo no florescimento das arvores, habitos dos
polinizadores, cruzamentos aparentados ou, mais provavelmente, devido a cruzamentos
correlacionados ou por efeito de amostragem.

Diversos estudos tém detectado divergéncias significativas entre as frequéncias
de polen e ovulo, em espécies arblreas tropicais, tais como: Caryocar brasiliense
(Collevatti et al., 2001); Tabebuia roseo-alba (Feres, 2009); Solanum lycocarpum (Martins
et al., 2006); Eremanthus erythropappus (Barreira et al., 2006); Senna multijuga (Ribeiro

& Lovato, 2004); Acacia aroma e Acacia macracantha (Casiva et al., 2004).



49

Tabela 4. Divergéncia genética (Fs;) entre as frequéncias alélicas do pdlen e dos 6vulos

nas progénies de E. dysenterica.

Locos Alelos Poélen Ovulo Fst GL v Valor de p
ED-004 236 0,622 0,652
238 0,238 0,261
234 0,031 0,022
244 0,037 0
222 0,006 0
240 0,008 0,022
242 0,013 0
228 0,027 0,022
232 0,006 0
250 0,008 0
230 0,004 0,022 0,0018 10 18,43 0,0481
ED-005 222 0,419 0,565
210 0,237 0,174
232 0,021 0,065
220 0,118 0,109
218 0,083 0
240 0,031 0
228 0,024 0,043
224 0,028 0,022
230 0,036 0,022
212 0,004 0 0,0128 9 118,31* 2,96x10%
ED-008 186 0,915 0,891
194 0,026 0,043
188 0,057 0,065
196 0,002 0 0,0013 3 3,98 0,2627
ED-009 208 0,337 0,543
212 0,444 0,304
210 0,04 0,043
206 0,157 0,043
216 0,006 0
218 0,013 0,065
214 0,004 0 0,0298 6 182,92* 8,13x10°%
EMBRA-14 125 0,42 0,391
135 0,059 0,065
133 0,078 0,13
115 0,029 0,065
127 0,053 0,043
119 0,15 0,174
147 0,016 0,022
123 0,033 0
129 0,006 0
131 0,052 0,022
145 0,026 0,043
155 0,01 0,022
121 0,019 0
141 0,019 0
111 0,004 0
139 0,002 0
143 0,006 0
103 0,018 0,022
153 0,002 0 0,0028 18 51,85* 3,95x10°°

Continua...
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Continuacao

Locos Alelos Polen Ovulo FST GL 12 Valor de p
EMBRA-72 135 0,84 0,804
157 0,004 0
175 0,069 0,13
161 0,002 0
147 0,008 0,022
133 0,002 0
149 0,035 0,043
145 0,027 0
155 0,01 0
159 0,004 0 0,0049 9 45,16* 8,05x107
EMBRA-172 190 0,528 0,587
188 0,125 0,13
182 0,143 0,065
196 0,111 0,065
186 0,085 0,109
184 0,006 0,043
208 0,002 0 0,0053 6 32,55* 1,28x10°
EMBRA-210 226 0,27 0,304
240 0,288 0,304
212 0,02 0,043
190 0,144 0,109
192 0,067 0,087
202 0,093 0,022
180 0,037 0
254 0,016 0,022
206 0,021 0
224 0,012 0
208 0,01 0,065
218 0,009 0,022
204 0,006 0
214 0,002 0
222 0,008 0
232 0 0,022 0,0045 15 68,92* 6,94x10°°

Provavelmente os desvios nas frequéncias alélicas do polen e dos évulos dos

individuos de E. dysenterica da colecdo de germoplasma devem ter sido causados por

vérios fatores. E importante ressaltar aqui, que as 24 matrizes amostradas na colecio de

germoplasma ndo tem representantes de todas as populacfes naturais. Pode-se observar na

Tabela 5 que ndo foram amostradas matrizes das popula¢fes naturais 4 (Trés Ranchos), 6

(Campo Alegre) e 9 (Goiania). A auséncia de matrizes que representam essas populacoes

se deve basicamente ao florescimento e a frutificacdo tardia desses individuos na cole¢do

de germoplasma. Dessa forma, é possivel afirmar que o efeito da amostragem pode ser um

dos principais fatores que influenciaram nos desvios das frequéncias alélicas. No entanto,

identificar o fator que mais interferiu nos desvios e ainda quantifica-lo € importante.
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4.2.2 Taxas de cruzamento

As taxas de cruzamento multiloco (£,,) e uniloco (£;) foram altas e
significativamente diferentes da unidade em todas as familias (Tabela 5). A estimativa da
diferenca entre a taxa de cruzamento multiloco e uniloco (t,, — t;) combinada para todas
as familias analisadas também foi positiva e significativa (Tabela 6), indicando a
ocorréncia de 10,9% (t,,, — t; = 0,109) de cruzamento entre individuos aparentados.

Essas baixas taxas indicam que os individuos de E. dysenterica da colecdo de
germoplasma estdo se reproduzindo predominantemente por fecundacdo cruzada. Estes
resultados corroboram com aqueles encontrados por Zucchi, (2003) e Telles (2003) para a
mesma espécie. Além disso, a diferenca entre a taxa de cruzamento multiloco e uniloco
tem sido utilizada para quantificar a ocorréncia de endogamia biparental ou, em outros
termos, o cruzamento entre individuos aparentados (Lee, 2000; Ritland, 2002). Essa
pequena frequéncia de fecundacgdo cruzada entre parentes na colecdo de germoplasma era
esperado, uma vez que, os individuos amostrados na colecdo sdo provenientes de dez
localidades diferentes do Estado de Goiés e foram plantadas no esquema experimental de

blocos casualizados.

Tabela 5. Taxa de cruzamento multiloco (tm) € uniloco (ts) por familia.

Familia Populagéo N tm ts tm-ts
20.1 2 (Catalao) 20 1 0,817 0,183
76.1 7 (Cristalina) 25 1 0,825 0,175
40.1 5 (Campo Alegre) 25 0,927 0,747 0,18
17.1 2 (Catalao) 26 1 0,894 0,106
43.1 5 (Campo Alegre) 25 1 1 0
21.1 2 (Catalao) 20 1 0,899 0,101
1.2 1 (Catalédo) 26 0,962 0,921 0,041
28.2 3 (Catalao) 25 0,961 0,895 0,066
24.2 2 (Catalao) 15 1 0,899 0,101
34.2 3 (Catalao) 25 0,89 0,704 0,186
78.2 7 (Cristalina) 25 0,97 1 -0,03
81.2 8 (Luziania) 25 0,965 0,897 0,068
3.3 1 (Catalédo) 20 0,953 1 -0,047
40.3 5 (Campo Alegre) 25 1 1 0
76.3 7 (Cristalina) 25 0,882 0,675 0,207
24.3 2 (Cataldo) 44 0,988 0,995 -0,007
73.3 7 (Cristalina) 31 0,923 1 -0,077
108.4 10 (Senador Canedo) 26 0,846 0,922 -0,076
27.4 3 (Catalao) 17 1 1 0
314 3 (Catalao) 15 0,935 0,811 0,124
112.4 10 (Senador Canedo) 18 0,833 0,514 0,319
76.4 7 (Cristalina) 21 1 0,891 0,109

444 5 (Campo Alegre) 18 0,889 0,773 0,116
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Assumindo o equilibrio de endogamia de Wright, a endogamia esperada (Fe), a
partir da taxa de autofecundacdo foi igual a 0,022. Assim, aproximadamente 19,81%
[(0,022/0,111)x100)] da endogamia observada nas progénies pode ser explicada pela taxa
de autofecundacdo e o restante pela fecundagdo cruzada entre parentes.

A taxa de cruzamento em plantas hermafroditas, como E. dysenterica, depende
de fatores tais como a presenca e intensidade de auto-incompatibilidade; grau de
protogenia e protandria; comportamento de forrageiro dos polinizadores entre e dentro de
arvores, o qual é influenciado pela densidade de florescimento na populacdo e; aborto
seletivo de frutos e sementes de autofecundacdo (Murawski & Hamrick, 1991). No
entanto, estudos que testem a influéncia desses fatores nas taxas de cruzamento de E.

dysenterica ainda sdo carentes, embora, extremamente necessarios.

Tabela 6. Parametros de endogamia e sistema reprodutivo em E. dysenterica.

Parametros Estimativas (SD)*

Numero total de arvores matrizes (m) 23
Numero total de progénies (n) 542
Endogamia nos parentais 0,018 (0,049)
Endogamia nas progénies 0,111
Endogamia no equilibrio de Wrigth (F¢) 0,022
Taxa de cruzamento multiloco (tm) 0,957 (0,012)
Taxa de cruzamento uniloco (ts) 0,848 (0,041)
Taxa de cruzamento entre parentes (tm — t) 0,109 (0,033)
Correlacéo de autofecundagao (rs) -0,962 (0,175)
Correlacdo multiloco de paternidade (rpm)) 0,119 (0,067)
Coeficiente de coancestria (Oxy) 0,146
Cruzamentos envolvendo arvores polinizadoras parentes (rpc) - Mpm) 0,064 (0,077)
NUmero médio de arvores doadores (Nep = 1/rpm)) 8,85
Proporéo de irmaos-germanos (Pic = rptm) 0,107
Proporéo de meios-irmaos (Pmi = tm(1-1p)) 0,847
Proporc¢do de irmdos de autofecundacgao (Pia = 1-tm) 0,046

* Entre parénteses esta o erro padréo da média

A estimativa da correlacdo de autofecundacéo, ou a probabilidade de encontrar
um individuo gerado por autofecundacdo onde foi encontrado outro individuo de
autofecundacdo foi negativa (7, = —0,962) (Tabela 6). Correlagdes significativas de
autofecundagéo justificam as variagdes na taxa de cruzamento individual (Tabela 5). Sendo
assim, embora a taxa de cruzamento multiloco tenha sido alta e proxima a uma unidade, se
existir sistema de auto-incompatibilidade na espeécie, existe variacdo genética para este
sistema e algumas plantas podem se autofecundar com maior taxa do que outras. Essas

variagfes tém sido relatadas em Mimosa scabrella (Sobierajski et al., 2006); Shorea
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congestiflora (Murawski et al., 1994); Eremanthus erythropappus (Barreira et al., 2006);
Tabebuia roseo-alba (Feres, 2009).

A correlacdo de paternidade, que mede a proporc¢éo de individuos gerados por
cruzamentos biparentais (irméos-completos), foi baixa (fp = 0,119) sugerindo que em
média 11,9% dos individuos das progénies sdo filhos do mesmo doador de polen. Esses
resultados sugerem que o nimero de polinizadores de E. dysenterica nao € restrito e que
também pode haver paternidade multipla entre sementes do mesmo fruto e/ou entre frutos
de uma mesma matriz (Tabela 6). A partir das correlacdes de paternidade, foi possivel
ainda estimar o nimero médio de individuos que efetivamente polinizaram as matrizes,
que foi igual a 8,85.

Combinando as estimativas de t,, e #, foi possivel conhecer a proporcéo dos
diferentes tipos de progénies na descendéncia da colecdo de germoplasma de E.
dysenterica. Em média 10,79% das progénies analisadas foram originadas por cruzamentos
biparentais, sendo aparentados no grau de irmédos germanos, e que a grande maioria delas
(84,70%) foi formada por fecundagdo cruzada, sendo aparentados no grau de meios-
irmdos. Além disso, pode-se afirmar que somente 4,6% das progénies foram formadas por
autofecundacdo. As estimativas indicando cruzamentos entre individuos aparentados e
cruzamentos biparentais ndo surpreende, uma vez que se trata de uma colecdo de
germoplasma in vivo, em que os individuos amostrados estdo distantes uns dos outros em
apenas seis metros.

Essas proporcdes constituem-se mais evidéncias de que a E. dysenterica é uma
espécie que apresenta sistema reprodutivo misto, combinando autofecundacdo e
fecundacdo cruzada, com predominio de cruzamentos aleatérios. Estimativas de taxa
aparente de fecundacdo cruzada, com uso de marcadores moleculares e enzimaticos,
confirmam a predominancia de alogamia na espécie E. dysenterica. A partir dos dados
isoenzimaticos foi estimada uma taxa de cruzamento igual a de 83,5% (Telles et al., 2003),
enquanto para dos dados de microssatélites a taxa estimada foi igual a de 100% (Zucchi et
al., 2003).

4.2.3 Parentesco e tamanho efetivo de variancia

O coeficiente médio de coancestria dentro de progénies foi estimado em 0,146,

ou seja, 17,32% superior ao esperado em progénies de meios-irmdos (0,125) (Tabela 6).
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Em concordancia com as estimativas da correlagéo de paternidade, esse valor indica que 0s
cruzamentos biparentais e autofecundagdes estdo ocorrendo na cole¢cdo de germoplasma,
mas com baixa frequéncia.

O coeficiente de coancestria tem papel importante em programas de
melhoramento e conservacdo de recursos genéticos, na estimativa do coeficiente de
correlagéo de parentesco entre plantas dentro de progénies e tamanho efetivo de variancia.
Esse coeficiente é a base para o calculo da variagdo genética aditiva e para o coeficiente de
herdabilidade e ganho de selecdo (Sebbenn et al., 2000; Seoane et al., 2005; Barreira et al.,
2006). Dessa forma, em cole¢des em que as progénies sdo perfeitamente de meios-irmaos
o coeficiente de parentesco estima 25% da variacdo genética aditiva (Ritland, 1989;
Sebbenn et al., 2002; Gusson et al., 2006). Assim, para a estimativa da variancia genética
aditiva e de parametros genéticos a partir de caracteres quantitativos em progénies da
colecdo de germoplasma de E. dysenterica, o ideal seria usar o coeficiente de parentesco

igual a 0,292 (f*xy =2§xy), ao invés de 0,25, caso contrario as estimativas serdo
superestimadas. Coeficientes de coancestria semelhantes foram detectados em outras
espécies tropicais: 0,289 para Calophyllum brasiliense (Souza, 2006); 0,253 para llex
paraguariensis (Wendt et al., 2009) e 0,138 para Solanum lycocarpum (Martins et al.,
2006).

O valor estimado para o tamanho efetivo de varidncia (1\73(,,)), que mede a

representatividade genética de uma populacdo, em funcdo de alteracbes nas frequéncias
alélicas entre geracGes devido a efeitos de deriva genética no processo de reproducdo, para
a colecdo de E. dysenterica foi de 3,42. Este valor estd bem préximo do valor tedrico
maximo esperado (aproximadamente 4) em uma progénie de uma populacdo referencial
ideal, ou seja, de tamanho infinito praticando cruzamentos aleatérios, sem selecdo,
mutacdo, deriva genética e migracao.

A estimativa do tamanho efetivo de variancia € particularmente importante
quando se pensa em manejo de uma colecdo de germoplasma para a conservagdo genética
ex situ, inicio de um programa de melhoramento e coleta de sementes para a recuperagao
ambiental (Sebbenn et al., 2000; Barreira et al., 2006). Diante de tais situacdes deseja-se
reter um determinado tamanho efetivo que permita a manutengdo da diversidade genética
por um certo periodo de tempo ou Vvarios ciclos de selecéo recorrente. Por exemplo, para a
conservacao de espécies frutiferas do Cerrado, como a cagaiteira, por suas caracteristicas

de vida longa e sobreposicdo de geracOes, deve-se procurar reter um tamanho efetivo de
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pelo menos 100. Assim, dividindo o tamanho efetivo alvo do programa (conservacao,
melhoramento ou coleta de sementes para recuperacdo ambiental) pelo tamanho efetivo de
variancia de uma simples progénie, é possivel determinar o nimero de arvores necessarias
para a coleta de sementes. Neste caso a coleta de sementes em aproximadamente 30
(100/3,42) arvores matrizes garantiria a retencdo do tamanho efetivo alvo de 100 desde

gue o numero de sementes de cada genitor tenda ao infinito.

4.3 ANALISE DE PATERNIDADE E DISTANCIA DE DISPERSAQ DE
POLEN

Das 542 sementes coletadas na cole¢@o de germoplasma de E. dysenterica, foi
possivel determinar o doador de pdlen para 304 sementes, ou seja, em 56% dos individuos
o A score foi superior ao A critico no nivel de 85% de probabilidade. Destes, 171 (32%)
sementes apresentam o A SCOre superior ao A critico no nivel de 95% e 92 (17%) superior
ao A critico no nivel de 99% de probabilidade (Tabelas 7 e 8).

Tabela 7. Resultado do teste de paternidade realizado na colecdo de germoplasma de E.
dysenterica.

. Doador de Trio LOD Trio Nivel de Distancia de
Semente Matriz Pdlen score Delta Confianca dispersao (m)
13(1.2) 1.2M 24.2M 11,90 8,44 * 18,00
4(112.4) 1.2M 1.2M 6,78 4,15 + 0,00
1(108.4) 108.4M 111(B4) 15,90 6,97 * 12,00
12(40.1) 108.4M 98(B1) 19,20 15,60 * 188,40
12(76.1) 108.4M 94(B4) 24,20 15,90 * 21,63
14(81.2)  108.4M 85(B4) 15,10 15,10 * 36,50
17(76.4) 108.4M 93(B3) 13,40 7,63 * 67,08
19(34.2) 108.4M 6(B4) 5,74 4,97 + 18,97
20(108.4) 108.4M 108.4M 10,30 6,11 * 0,00
5(108.4) 108.4M 61(B1) 9,99 6,87 * 216,75
6(1.2) 108.4M 108.4M 14,70 10,00 * 0,00
7(112.4) 108.4M 108.4M 7,85 4,31 + 0,00
7(78.2) 108.4M 75(B3) 10,60 6,07 * 49,48
9(20.1) 108.4M 111(B4) 15,90 6,97 * 12,00
1(40.1) 112.4M 99(B2) 15,00 15,00 * 102,70
12(112.4)  112.4M 99(B1) 19,70 19,20 * 204,09
13(112.4)  112.4M 26(B4) 15,50 10,30 * 30,00
14(43.1)  112.4M 26(B4) 19,10 7,00 * 30,00
15(112.4)  112.4M 26(B4) 19,10 7,00 * 30,00
16(108.4) 112.4M 112.4M 8,21 8,21 * 0,00
17(112.4)  112.4M 83(B1) 21,00 20,60 * 223,29
18(112.4) 112.4M 112.4M 15,00 14,60 * 0,00
22(34.2) 112.4M 112.4M 14,80 14,80 * 0,00
3(112.4) 112.4M 112.4M 17,50 10,50 * 0,00

Continua...
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Continuacao...

Semente Matriz Doaglor de Trio LOD Trio Nl'vgl de Disténgia de
Pdlen score Delta Confianca disperséo (m)
4(20.1) 112.4M 87(B1) 6,70 6,70 * 175,65
4(76.3) 112.4M 86(B2) 9,97 9,33 * 108,66
5(112.4) 112.4M 99(B4) 7,15 5,70 + 8,49
5(78.2) 112.4M 111(B4) 17,10 11,20 * 13,42
14(78.2) 12.1M 76.1M 10,50 8,73 * 36,50
15(12.1) 12.1M 75(B4) 9,91 5,14 + 183,56
16(112.4) 12.1M 2(B1) 5,70 4,72 + 37,95
16(44.4) 12.1M 1.2M 5,31 4,47 + 64,62
18(12.1) 12.1M 28(B4) 10,60 6,60 * 216,08
18(20.1) 12.1M 7(B1) 6,23 5,20 + 51,26
25(73.3) 12.1M 7(B1) 7,86 4,56 + 51,26
7(76.4) 12.1M 34(B1) 8,12 5,71 + 38,42
5(17.1) 17.1M 22(B1) 6,04 4,07 + 19,70
6(3.3) 17.1M 44(B1) 6,92 5,28 + 54,59
7(108.4) 17.1M 36(B1) 8,27 5,50 + 58,82
9(17.1) 17.1M 81.2M 5,58 4,24 + 129,03
15(108.4) 20.1M 63(B4) 5,58 4,05 + 200,26
15(73.3) 20.1M 1.2M 7,42 6,28 * 78,23
2(108.4) 20.1M 78(B1) 8,78 5,90 + 12,00
3(12.1) 20.1M 12(B2) 12,70 12,70 * 56,92
6(108.4) 20.1M 38(B1) 5,65 4,05 + 18,97
1(81.2) 24.2M 33(B3) 8,03 6,38 * 61,19
11(44.4) 24.2M 80(B3) 11,50 11,50 * 64,62
15(31.4) 24.2M 28.2M 6,07 4,69 + 36,50
34(24.3) 24.2M 33(B3) 7,83 6,38 * 61,19
4(24.2) 24.2M 84(B2) 13,50 13,50 * 16,97
1(34.2) 24.3M 89(B4) 8,66 6,83 * 85,91
13(12.1) 24.3M 25(B3) 8,87 5,68 + 36,00
13(73.3) 24.3M 89(B4) 8,66 6,83 * 85,91
13(78.2) 24.3M 45(B4) 8,42 6,97 * 83,57
19(78.2) 24.3M 45(B4) 8,42 6,97 * 83,57
25(40.3) 24.3M 2(B1) 10,50 6,58 * 144,12
42(24.3) 24.3M 87(B2) 7,75 7,75 * 68,41
5(76.3) 24.3M 32(B1) 7,03 4,72 + 114,00
11(112.4) 27.4M 85(B2) 9,33 9,33 * 108,66
5(27.4) 27.4M 75(B4) 9,89 5,14 + 26,83
16(76.4) 28.2M 4(B2) 8,98 5,73 + 36,50
31(24.3) 28.2M 14(B4) 7,11 5,41 + 126,14
1(3.3) 3.3M 14(B3) 11,09 8,20 * 32,31
10(24.2) 3.3M 36(B3) 6,84 4,88 + 34,99
11(12.1) 3.3M 111(B3) 19,21 4,54 + 72,99
16(34.2) 3.3M 82(B3) 10,68 10,68 * 36,50
18(3.3) 3.3M 27(B2) 6,05 4,70 + 26,83
18(81.2) 3.3M 26(B4) 19,77 12,41 * 93,15
2(24.3) 3.3M 102(B3) 18,51 17,33 * 60,00
2(3.3) 3.3M 104(B3) 20,94 15,92 * 21,63
23(78.2) 3.3M 102(B3) 18,51 17,33 * 60,00
25(34.2) 3.3M 13(B3) 8,25 4,73 + 48,37
3(3.3) 3.3M 3.3M 6,35 6,04 * 0,00
5(12.1) 3.3M 111(B3) 19,21 4,54 + 72,99
5(40.1) 3.3M 104(B4) 20,55 13,66 * 126,57
10(44.4) 31.4M 9(B3) 6,75 4,45 + 66,27
20(43.1) 31.4M 101(B4) 9,66 6,60 * 43,68
11(108.4) 34.2M 64(B1) 6,65 4,99 + 42,00

Continua...
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Continuacao...

Semente Matriz Doaglor de Trio LOD Trio Nl'vgl de Disténgia de
Pdlen score Delta Confianca disperséo (m)
13(17.1) 34.2M 2(B1) 9,00 4,87 + 80,05
13(34.2) 34.2M 8(B2) 7,12 4,52 + 21,63
18(73.3) 34.2M 90(B2) 9,09 6,61 * 18,97
2(76.1) 34.2M 89(B2) 15,00 15,00 * 6,00
5(76.1) 34.2M 64(B1) 10,00 8,09 * 42,00
1(112.4) 40.1M 89(B4) 7,95 5,14 + 190,68
11(27.4) 40.1M 40.3M 8,26 6,59 * 107,33
15(40.1) 40.1M 89(B4) 8,05 5,14 + 190,68
4(12.1) 40.1M 15(B2) 7,80 5,49 + 34,99
8(76.3) 40.1M 47(B3) 6,85 4,91 + 118,19
15(76.4) 40.3M 99(B4) 7,14 5,07 + 87,36
15(81.2) 40.3M 91(B1) 9,27 4,96 + 136,82
8(76.1) 40.3M 57(B1) 9,80 7,10 * 132,54
10(43.1) 43.1M 33(B4) 7,70 4,32 + 181,59
11(17.1) 43.1M 75(B1) 11,00 6,87 * 37,95
11(43.1) 43.1M 75(B1) 9,96 4,74 + 37,95
12(43.1) 43.1M 20.1M 7,74 5,50 + 24,00
16(3.3) 43.1M 62(B3) 9,41 7,68 * 120,15
16(43.1) 43.1M 64(B1) 8,58 5,72 + 18,00
20(3.3) 43.1M 76(B2) 7,88 6,64 * 30,59
23(43.1) 43.1M 85(B1) 6,54 4,54 + 8,49
3(40.1) 43.1M 58(B1) 10,70 6,03 * 38,42
6(12.1) 43.1M 76(B2) 7,44 5,55 + 30,59
7(43.1) 43.1M 87(B1) 11,30 6,59 * 30,00
8(43.1) 43.1M 87(B1) 11,40 6,59 * 30,00
9(3.3) 43.1M 76(B2) 8,18 6,64 * 30,59
1(44.4) 44.4M 44.4M 12,70 12,70 * 0,00
10(31.4) 44.4M 106(B3) 11,10 11,10 * 84,85
13(44.4) 44.4M 44.4M 12,70 12,70 * 0,00
17(44.4) 44.4M 104(B4) 19,10 10,80 * 12,00
18(44.4) 44.4M 100(B4) 23,00 17,50 * 6,00
18(78.2) 44.4M 106(B3) 6,77 6,70 * 84,85
19(43.1) 44.4M 111(B4) 14,10 11,10 * 45,69
37(24.3) 44.4M 77(B4) 11,90 11,90 * 30,00
5(24.2) 44.4M 106(B3) 18,20 18,20 * 84,85
5(24.3) 44.4M 100(B2) 21,90 21,30 * 150,00
5(3.3) 44.4M 108.4M 5,51 5,51 + 53,67
8(78.2) 44.4M 106(B3) 14,80 14,80 * 84,85
9(44.4) 44.4M 100(B4) 23,00 17,30 * 12,00
2(40.3) 73.3M 87(B1) 7,46 6,18 * 90,80
23(73.3) 73.3M 52(B2) 4,87 4,87 + 78,23
27(73.3) 73.3M 45(B4) 8,41 6,39 * 100,58
7(24.2) 73.3M 87(B2) 8,92 4,43 + 55,32
8(112.4) 73.3M 72(B4) 7,86 5,02 + 100,58
9(78.2) 73.3M 87(B2) 7,16 6,03 * 55,32
12(108.4) 76.1M 78(B1) 5,45 5,45 + 21,63
14(44.4) 76.1M 12.1M 8,19 4,49 + 36,50
16(40.3) 76.1M 89(B3) 11,30 5,59 + 121,34
22(108.4) 76.1M 60(B1) 7,90 6,27 * 37,95
24(34.2) 76.1M 91(B1) 4,30 4,30 + 6,00
25(76.1) 76.1M 57(B1) 7,98 7,19 * 24,74
12(76.4) 76.3M 12.1M 8,53 6,60 * 110,63
15(44.4) 76.3M 2(B1) 10,80 8,61 * 122,38
32(24.3) 76.3M 2(B1) 10,50 8,60 * 122,38

Continua...
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Continuacao...

Semente Matriz Doaglor de Trio LOD Trio Nl'vgl de Disténgia de
Pdlen score Delta Confianca disperséo (m)
7(76.3) 76.3M 99(B4) 7,02 5,92 + 96,00
10(78.2) 76.4M 90(B2) 9,36 6,78 * 84,85
20(76.4) 76.4M 88(B4) 7,86 5,91 + 6,00
25(43.1) 76.4M 28(B4) 9,47 6,12 * 45,69
4(78.2) 76.4M 15(B2) 7,07 4,97 + 120,15
9(1.2) 76.4M 90(B2) 7,83 4,22 + 84,85
11(3.3) 78.2M 106(B3) 18,90 14,80 * 72,25
14(112.4) 78.2M 38(B2) 10,20 5,62 + 13,42
17(43.1) 78.2M 90(B4) 9,21 9,21 * 129,24
2(44.4) 78.2M 6(B1) 6,38 4,30 + 64,62
25(78.2) 78.2M 88(B2) 8,81 5,76 + 13,42
30(24.3) 78.2M 25(B3) 8,30 4,45 + 60,30
4(24.3) 78.2M 84(B2) 6,36 6,36 * 40,25
43(24.3) 78.2M 89(B3) 11,40 5,59 + 68,41
7(28.2) 78.2M 17(B2) 11,00 7,24 * 43,27
7(3.3) 78.2M 47(B3) 6,87 4,80 + 60,00
8(3.3) 78.2M 25(B3) 9,88 6,86 * 60,30
17(3.3) 81.2M 65(B2) 8,31 5,80 + 36,50
20(73.3) 81.2M 28(B4) 10,60 7,01 * 126,14
21(76.4) 81.2M 33(B4) 7,59 5,01 + 90,20
21(78.2) 81.2M 57(B4) 9,47 7,59 * 84,00
25(81.2) 81.2M 91(B2) 5,96 4,89 + 43,27

* Paternidade determinada em P<0,01, delta = 4.53 (nivel de confianca de 99%)
+ Paternidade determinada em P<0,05, delta = 3.94 (nivel de confianga de 95%)

A Tabela 8 representa um resumo das atribuicdes de paternidade para
diferentes niveis de confianca em cada familia analisada. As analises de paternidade
revelaram um baixo nimero de sementes que tiveram o seu doador de pdlen determinado,
32% (171) assumindo um nivel de confianca de 95%. Esse baixo indice de atribuicdo pode
ser explicado por varios fatores: o primeiro deles é a presenca de individuos de E.
dysenterica na colecdo de germoplasma oriundos da regido nordeste do Estado de Goias
que, apesar de juvenis, podem ter contribuido com o pool de pélen dentro da colecéo.

O segundo fator é a presenca de individuos de E. dysenterica em outras
estacOes experimentais localizadas nos arredores da Universidade Federal de Goias que
também podem ter contribuido com o pool de pélen. Levando-se em consideracdo que o
principal grupo de polinizadores de E. dysenterica sdo as abelhas da familia Apidae
(Lughadha & Proenga, 1996) e que as mesmas possuem um raio de forrageamento, em
busca de néectar e pdlen, que pode variar entre 750 metros a 24 quildmetros, é possivel
sustentar a hipétese de fluxo de pdlen a grandes distancias.

O terceiro fator diz respeito a bateria de locos microssatélites utilizada, que ndo
apresentou os valores considerados 6timos para a probabilidade de excluséo de paternidade
combinada. Nesse aspecto, varios trabalhos, entre eles o de Collevatti et al. (2001) afirmam
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que a probabilidade de exclusdo ideal deve ser maior ou igual a 0,99999. Nos locos
avaliados a probabilidade foi de 0,99579 (Tabela 3), considerado um valor de médio poder

de exclusao.

Tabela 8. Resultados dos testes de atribuicdo de paternidade para 542 sementes
descendentes dos individuos da colecdo de germoplasma de E. dysenterica,
para diferentes niveis de confianga.

Matriz n 99% 95% 90% 85%
20.1M 20 2 5 5 9
76.1M 25 2 6 6 12
40.1M 25 1 5 5 12
17.1M 26 0 7 7 12
43.1M 25 7 13 13 17
12.1M 20 2 8 9 10
1.2M 26 1 3 3 13
28.2M 25 0 2 2 13
24.2M 15 4 5 6 10
34.2M 25 4 9 10 13
78.2M 25 5 13 14 16
81.2M 25 2 5 5 11
3.3M 20 8 13 13 14
40.3M 25 1 3 3 14
76.3M 25 3 4 5 12
24.3M 44 6 10 10 16
73.3M 31 5 10 10 14
108.4M 26 10 12 13 18
27.4M 17 1 2 2 11
31.4M 15 1 2 3 13
112.4M 18 13 14 14 14
76.4M 21 2 7 8 15
44.4M 18 12 13 13 14
Total 542(100%) 92(17%) 171(32%) 179(33%) 303(56%)

Scariot & Sevilha (2007) e Nass (2001) afirmam que uma caracteristica
fundamental das colecdes in vivo de germoplasma é o fato das mesmas permanecerem
isoladas de outras populagdes, evitando contaminacdo através de fluxo génico. Portanto,
considerando os fatores que influenciaram no sucesso das atribui¢fes de paternidades, faz-
se necessario desenvolver uma nova bateria de locos microssatélites e amostrar os
individuos da regido nordeste do Estado de Goids, pois s6 assim, sera possivel afirmar se a
colecdo de germoplasma de E. dysenterica constitui uma coleg@o de polinizacdo aberta e
isolada de outras populacdes.

Com base nas 171 sementes que tiveram seu doador de pélen determinado com
95% de confianca na colecdo de germoplasma de E. dysenterica, a distancia de dispersao
de polen variou entre 0 (autofecundacGes) e 240 m, com média de 64,26 m (£ 7,77 m)

(Figura 9). A partir da distancia de dispersdo contemporanea de polen, a area efetiva média



de vizinhanca de polinizacdo (Aep), considerando-se autofecundagdes, foi estimada em
16.892 m? e sem autofecundagdes essa area foi de 16.056 m?2,
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Figura 9. Distribuicdo de frequéncia das distancias de dispersdo de polen na cole¢édo de
germoplasma de E. dysenterica, para doadores de p6len atribuidos com 95% de
confianca.

Considerando apenas os doadores de poélen atribuidos com 99% de confianca,
as frequéncias de distancias de dispersao parecem ndo sofrer modificacdes significativas,
com média de 62,88 m (£ 10,03 m) (Figura 10). Neste caso, a area efetiva média de
vizinhanga de polinizagdo (Aep), considerando-se autofecundagdes, foi estimada em 17.764
m? (aproximadamente 2 ha) e sem autofecundacdes essa area foi de 16.627 m?. No entanto,
em ambas estimativas, a maioria dos genitores esta distante uns dos outros entre 20 m a 40
m e que, a medida que a distdncia entre os individuos aumenta a quantidade de

cruzamentos diminui.
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Figura 10. Distribuicdo de frequéncia das distancias de dispersdo de pdlen na colecdo de
germoplasma de E. dysenterica, para doadores de polen atribuidos com 99% de
confianca.
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Embora o alcance da dispersédo de polen tenha sido superior a 200 metros, a
maioria dos eventos de polinizacdo ocorreu em distancias inferiores a 40 metros (Figura 9
e 10). Esse resultado é reflexo da distribuicdo agregada dos individuos na colecdo de
germoplasma e da interacdo arvore-polinizador. De acordo com a teoria de forrageamento
6timo (Macarthur & Pianka, 1966), quando a populagdo € grande, a distancia de vdo do
polinizador entre individuos sera dependente da densidade, isto €, quanto maior a distancia
entre os individuos maior sera a distancia media de v6o do polinizador. Em Tabebuia
aurea, uma especie tropical e polinizada por abelhas, por exemplo, verificou-se baixa
proporcdo de eventos de polinizagdo em longas distancias (Moreno, 2009; Medeiros,
2010). Ao contrario das espécies Dicorynia guianensis e Platypodium elegans que
apresentaram alta proporcéo de eventos de polinizacdo em longas distancias (Hamrick &
Murawski, 1990; Latouche-Hallé et al., 2004). A diferenca entre esses dois grupos de
espécies esta na densidade, enquanto a Tabebuia aurea apresenta distribuicdo agregada, as
espécies Dicorynia guianensis e Platypodium elegans apresentam baixa densidade.

E importante ressaltar que outros fatores, além da distribuicdo espacial, afetam
a dispersdo de pdlen dentro e entre individuos (Levin, 1981). De acordo com Jones et al.
(2008) o comportamento dos polinizadores podem ser influenciados por varias
caracteristicas da espécie. Essas caracteristicas morfoldgicas e fenoldgicas incluim: a
fenologia de florescimento, a estrutura da flor e a abundéancia de polen e néctar.

Janzen (1971) afirmou que os polinizadores, em especial as abelhas, tendem a
permanecer dentro de um dossel ou podem se mover nas copas das arvores vizinhas,
quando ha alta densidade de individuos florescendo. No entanto, os vo0s podem ser
longos, quando os recursos florais sdo escassos. Dessa forma, aos eventos autofecundagéo
e fedundacdo cruzada em curtas distancias na colecdo de germoplasma de E. dysenterica
pode ser explicado, principalmente, pelos efeitos da floragdo ‘“big-bang” e pela
proximidade entre os individuos adultos vizinhos.

E importante ressaltar ainda que o alcance méaximo de dispersdo de pdlen de
224 m abrangeu quase toda a area experimental da colecdo de germoplasma (254 m por 54
m). Neste caso, pode-se afirmar que o fluxo génico entre os individuos da colecdo esta

sendo bem abrangente espacialmente e eficiente (Figura 11).
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44 IMPLICACOES PARA AO MELHORAMENTO GENETICO DA
ESPECIE

A colecdo in vivo de germoplasma de Eugenia dysenterica mantida pela
Universidade Federal de Goias foi implantada em 1996, e desde entdo, ja foi avaliada
quanto ao tamanho efetivo e caracteres morfolégicos de desenvolvimento, além da
caracterizagdo genetica das populagdes de origem por marcadores moleculares e
enzimaticos (Silva et at., 2001; Telles et al., 2003; Zucchi et al., 2003; Aguiar et al., 2009).
Nesse sentido, o presente trabalho complementou as informacGes ja obtidas para esta
colecdo, e ainda, podera fornecer suporte aos futuros programas de melhoramento e
manejo da espécie, tendo como bases 0s estudos baseados em marcadores moleculares.

O conhecimento da diversidade genética existente na colecdo de germoplasma
de cagaiteira permitira ao melhorista manipular o germoplasma disponivel, buscando
genotipos que, através de metodologias adequadas, possam gerar materiais genéticos
superiores. Além disso, por meio da analise da diversidade genética pode-se determinar
locais para futuras coletas de germoplasma da espécie.

O conhecimento do sistema reprodutivo da espécie, bem como o fluxo génico
contemporaneo de uma populacdo é sempre um fator relevante no melhoramento e manejo
da espécie. A importancia da paternidade refere-se ndao somente ao aspecto do
conhecimento da dispersao de pdélen, mas também a sua utilizacdo em futuras etapas de
melhoramento, bem como a correta multiplicacdo das sementes e de individuos. Outro
aspecto relevante no que diz respeito a paternidade e ao fluxo génico esta relacionado ao
controle da pureza genética em campos de producdo de sementes. Assim, é possivel
utilizar a colecdo de germoplasma de cagaiteira como pomar de sementes; selecionando-se
as melhores matrizes entre e dentro de progénies, com polinizacdo aberta, o que

corresponde a uma selecdo apenas de gametas femininos.
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i)

CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir que:

A colecéo in vivo de germoplasma de Eugenia dysenterica DC. mantida pela
Escola de Agronomia e Engenharia de Alimentos da Universidade Federal de
Goiads apresenta grande variabilidade genética, detectada pelos marcadores

microssatélites;

A fecundacdo cruzada entre parentes e a autofecundacdo estdo ocorrendo na

colecdo de germoplasma com baixa frequéncia;

Corroborando a literatura os individuos de E. dysenterica da colecdo de
germoplasma  apresentam  sistema  reprodutivo  misto, combinando

autofecundacéo e fecundacéo cruzada, com predominio de cruzamentos;

As disténcias curtas de polinizagdo sdo mais frequentes em funcdo do padréo de
distribuicdo dos individuos de E. dysenterica da colecdo de germoplasma;

Compreendendo quase toda a area experimental da cole¢do de germoplasma, o

fluxo génico via pdlen foi considerado abrangente e eficiente.
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