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RESUMO

OLIVATTL A. M. AVALIACAO DA OCORRENCIA E DOS PADROES DE FLUXO
GENICO CONTEMPORANEO EM UMA COLECAO DE GERMOPLASMA DE
Hancornia speciosa Gomes (Apocynaceae). 2013. Dissertacdo (Mestrado em Genética e

Melhoramento de Plantas) - Escola de Agronomia, Universidade Federal de Goids,
Goiania, 2013.

Hancornia speciosa Gomes é uma espécie frutifera que habita diversas regides do Brasil. E
uma espécie de grande importdncia para a fauna das regides em que ocorre € possui um
elevado potencial econdmico. A espécie ¢ dividida em seis variedades botanicas e o que
distingui essas variedades sdo principalmente caracteristicas morfologicas. Porém, nenhum
trabalho mais aprofundado foi feito a fim de identificar diferengas genéticas entre essas
variedades. Além disso, pouco se sabe sobre o sistema de cruzamento e os padrdes de fluxo de
polen dessa espécie. Nesse sentido, o objetivo geral do estudo foi avaliar o fluxo génico
contemporaneo (via pdlen) e o sistema reprodutivo em uma estagdo reprodutiva na colegdo de
germoplasma in vivo e ex situ de H. speciosa Gomes, mantida pela Escola de Agronomia da
Universidade Federal de Goias. Foram amostrados todos os 274 individuos adultos da colecéo,
28 arvores (matrizes) foram selecionadas e de cada uma dessas foram coletados 20 frutos. Uma
semente de cada fruto foi plantada em casa de vegetagdo, totalizando 560 sementes. Houve
germinagdo em 57% das sementes plantadas e dessas foram coletadas folhas para as analises
de paternidade. Todos os individuos foram genotipados com sete locos microssatélites
desenvolvidos para a espécie. Para o conjunto de locos analisados foi possivel encontrar uma
média de 18,6 alelos por loco nos individuos adultos e 15,7 para as progénies. Nao houve
diferenga significativa entre a heterozigosidade esperada e observada nos adultos e nas
progénies. Quando foram avaliadas as variedades botanicas separadamente, ndo foi possivel
encontrar diferencas significativas entre o numero de alelos, e a heterozigosidade esperada e
observada, para cada variedade. A bateria de locos utilizada € capaz de discriminar individuos
e excluir a paternidade de um doador de pélen que ndo seja o verdadeiro (/C=3,34,10"" ¢
0C=0,9999). As taxas de fecundacao cruzada multiloco (#,) e uniloco (¢,) foram altas e iguais
a 0,990 e 0,899, respectivamente. A diferenca da taxa de cruzamento multiloco e uniloco
combinada para todas as familias analisadas foi significativa, indicando a ocorréncia de 9,1%
de cruzamento entre individuos aparentados. A correlacdo de autofecundagdo foi negativa
indicando que ndo houve a ocorréncia de formagao de sementes oriundas de autofecundagao e
isso corrobora a hipdtese da espécie ser autoincompativel. A correlacdo de paternidade foi
muito baixa, 0,076, e isso significa que apenas 7,6% das sementes de cada matriz s3o filhas do
mesmo doador de poélen, isto € sdo irmaos germanos. Foi possivel determinar a paternidade
para 71,56% (229) das sementes analisadas, todas as variedades botanicas de H. speciosa
contribuiram para os eventos de cruzamento, ndo havendo assim, restricdo ao fluxo génico
entre as variedades. A distancia de dispersdo de polen variou de 5 m, entre vizinhos, a 165,6 m,
com média de 53 m e 64% dos eventos de polinizacdo ocorreram a distdncias menores que 60
m. A area efetiva média de vizinhanga de polinizagdo, considerando todas as atribuigdes, foi
igual a 8.702 m”. Dentre os eventos de cruzamento, 29% envolveram doadores de polen que
ndo estdo na colegdo, demonstrando que esta havendo contaminacdo de polen na colegdo de
germoplasma.

Palavras-chaves: cole¢do de germoplasma, fluxo génico contemporaneo, Hancornia speciosa,
sistema reprodutivo.

Orientadora: Rosane Garcia Collevatti
Co-orientador: Lazaro José Chaves



ABSTRACT

OLIVATTI, A. M. EVALUATION OF OCCURRENCE AND STANDARDS OF
CONTEMPORARY GENE FLOW IN A GERMPLASM COLLECTION OF
Hancornia speciosa Gomes (Apocynaceae) . 2013. Dissertacdo (Mestrado em Genética e
Melhoramento de Plantas) - Escola de Agronomia, Universidade Federal de Goids,
Goiania, 2013.

Hancornia speciosa Gomes is a fruit species inhabiting different regions of
Brazil. It's kind of great importance for the fauna of the regions in which it occurs and has
a high economic potential. The species is divided into six botanical varieties and to
distinguish these varieties are mainly morphological characteristics. However, no further
work was done to identify genetic differences between these varieties. Furthermore, little is
known about the mating system and pollen flow patterns of this species. Accordingly, the
general objective of the study was to evaluate the contemporary gene flow and the
reproductive system in a reproductive station in the germplasm collection in vivo and ex
situ of H. speciosa, maintained by the Escola de Agronomia, Universidade Federal de
Goiés. It sampled every 274 adults in the collection, 28 trees (matrices) were selected and
each of these 20 fruits was collected. A seed of each fruit was planted in a greenhouse,
totaling 560 seeds, 57% of the seeds germinated and these leaves were collected for
analyzes of paternity. All subjects were genotyped with seven microsatellite loci developed
for the species. For the set of loci analyzed was possible to find an average of 18.6 alleles
per locus in adults and 15.7 for the progenies. There was no significant difference between
the observed and expected heterozygosity found in adults and progenies. When the
botanical varieties were evaluated separately, we could not find significant differences
between the number of alleles, and observed and expected heterozygosity for each variety.
The battery of loci used is capable to discriminating individuals and exclude the paternity
of a false pollen donor (CI = 3.34 x10-11 and QC = 0.9999). Multilocus outcrossing rates
(tm) and single locus outcrossing (t;) were high and equal to 0.990 and 0.899, respectively.
The difference of multilocus outcrossing rate and single locus outcrossing combined for all
families analyzed was significant, indicating the occurrence of 9.1% crossover between
related individuals. The correlation of selfing was negative indicating no occurrence of the
formation of seeds produced by selfing and this corroborates the hypothesis be self-
incompatible species. The paternity correlation was very low, 0.076, and this means that
only 7.6% of the seeds of each mother are daughters of the same pollen donor. Paternity
was determined for 71.56% (229) of the analyzed seeds, all botanical varieties of H.
speciosa contributed to the events of crossing, without thereby restricting the gene flow
between varieties. The pollen dispersal distance varied from 5 m between neighbors,
165.6 m, averaging 53 m and 64% of pollination events occurred at distances of 60m. The
effective neighborhood area of pollination, considering all paternity assignments, was
equal to 8702 m”. Among the events crossing, 29% involved pollen donors that are not in
the collection, showing that there is contamination of pollen in germplasm collection.

Keywords: contemporary gene flow, germplasm collection, Hancornia speciosa,
reproductive system.

Leader: Rosane Garcia Collevatti
Co advisor: Lazaro José Chaves



1 INTRODUCAO

Hancornia speciosa ¢ uma espécie neotropical, popularmente conhecida como
mangabeira, amplamente distribuida pelo Nordeste e Centro-Oeste do Brasil (Vieira Neto,
1994), que ocorre também em paises vizinhos como Paraguai, Bolivia, Peru e Venezuela
(Lederman et al., 2000). O género a que a mangaba pertence ¢ considerado monotipico e,
portanto, sua unica espécie € H. speciosa, descrita por Monachino (1945) e Manica (2002)
que as separaram em seis variedades botanicas. Essas variedades se distinguem por
caracteres morfoldgicos, principalmente pela morfologia de folhas e flores. Coelho &
Valva (2001) afirmam que a existéncia de diferentes variedades sugere uma historia
evolutiva com restri¢ao ao fluxo génico por um longo periodo de tempo. Sem a restri¢ao
do fluxo génico, a diferenca entre as variedades pode ser devida a um polimorfismo
mendeliano e, portanto, ndo héd razdo para se considerar variedades diferentes (Chaves,
2006).

A espécie tem importante papel ecoldgico por servir de alimento para a fauna
(macacos e micos, aves e insetos) das regides onde ocorre (Pereira et al., 2006). H.
speciosa tem, também, uma grande potencial econdmico, pois a frutifera ¢ fonte de renda
para as populacdes rurais que a utilizam para fabricagdo de sucos, polpas, doces, compotas,
geléias, licores, xaropes, vinhos, vinagres € na medicina popular (Soares et al., 2006).
Apesar de sua importancia econOmica, ndo hd para a espécie plantios ou pomares
significativos e quase a totalidade dos frutos comercializados ¢ oriunda de atividades
extrativistas nas populagdes naturais.

Darrault & Schlindwein (2006) em estudo de polinizagdo manual feito com a
espécie relataram que H. speciosa ¢ uma espécie autoincompativel e, portanto, depende de
agentes polinizadores para sua reprodugdo. No entanto, ndo ha estudos, principalmente
genéticos, que tenham avaliado o sistema de cruzamento e os padrdes de fluxo génico da
espécie. O sistema e modo de reproducdo, em espécies vegetais, tém grande influéncia na
estrutura genética das populagdes e na organizacdo da mesma no espago € no tempo, visto
que determina como a informacgdo genética ¢ transferida de uma geragdo para outra
(Wright, 1921; Holsinger, 2000; Silvertown, 2008). Esse sistema, juntamente com o

comportamento dos agentes polinizadores, afetam diretamente os padrdes de fluxo génico,
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devido a movimentagdo do pdlen dentro de uma populag@o ou entre diferentes populagdes.
O fluxo génico funciona de forma antagonista as forcas evolutivas como mutacdo e
sele¢do, pois enquanto essas for¢as tendem a diferenciar as populagdes o fluxo gé€nico
tende a homogeneiza-las (Slatkin, 1985). Em plantas o fluxo génico ocorre tanto pela
dispersdo de polen quanto de semente (Levin & Kerster, 1974). Porém, a dispersao de
pélen e semente so acarretard em fluxo génico efetivo se o grao de polen migrante resultar
no estabelecimento de um embrido ou se as sementes migrantes se estabelecerem na
populagdo receptora (Hamrick & Nason, 2000).

Diversos estudos tém sido conduzidos a fim de avaliar a ocorréncia e os
padrdes de fluxo génico tanto para populacdes naturais quanto para colegdes de
germoplasma. Nesse sentido muito esfor¢o tem sido aplicado com o intuito de estimar a
taxa de autofecundagdo (Stoehr & Newton, 2002; Moriguchi et al., 2004), taxa de
imigracdo ou contaminagdo de cole¢des de germoplasma por poélen externo (Adams et al.,
1997; Buiteveld et al., 2001; Stoehr & Newton, 2002; Burczyk et al., 2004; Moriguchi et
al., 2004; Kaya et al., 2006), variacdo na fertilidade ou contribui¢ao polinica (Plomion et
al.,, 2001; Stoehr & Newton, 2002), distancia de fluxo de pdlen dentro das colegdes
(Burczyk et al., 2004), averiguagdo do niimero de doadores de pdlen (Moriguchi et al.,
2004; Slavov et al., 2005) e selecdo nas colegdes (Grattapaglia et al., 2004; Rodrigues,
2012). Os marcadores moleculares, principalmente os microssatélites, tém auxiliado nesse
tipo de estudo, pois com eles € possivel obter uma estimativa real (direta) do movimento de

genes, tanto via polen quanto via semente, dentro das colegoes.



2 OBJETIVOS

2.1  OBJETIVO GERAL
Avaliar o fluxo de pdlen e o sistema de cruzamento em uma estagao reprodutiva da
colecao germoplasma in vivo e ex situ de Hancornia speciosa Gomes, mantida pela Escola

de Agronomia da Universidade Federal de Goias.

2.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estimar a diversidade genética conservada na colecdo de germoplasma de H.

speciosa da EA/UFG, por meio de marcadores microssatélites.

2. Comparar a diversidade genética das quatro variedades botanicas de H. speciosa
presentes na cole¢do, sendo elas: H. speciosa var. speciosa, H. speciosa var.

cuyabensis, H. speciosa var. gardneri € H. speciosa var. pubescens.
3. Estimar a taxa de fecundag¢ao cruzada ¢ verificar a ocorréncia de autofecundacao.

4. Determinar a area efetiva de polinizagdo e a distancia média de fluxo de polen

dentro da colegao.

5. Avaliar se ha e em qual taxa ocorre imigracdo de pdlen para a colecao de

germoplasma de H. speciosa.

6. Determinar se hd fluxo génico entre as variedades botanicas de H. speciosa

presentes na cole¢do de germoplasma.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1  Hancornia speciosa
3.1.1 Taxonomia e nomenclatura

Hancornia speciosa, popularmente conhecida como mangabeira pertence a
divisdo Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, ordem Gentianales, familia Apocynaceae,
género monotipico Hancornia, segundo a classificagdo de Cronquist (1988) citado por
Silva Junior & Ledo (2006). Monachino (1945) e Manica (2002) descreveram seis
variedades botanicas para a espécie: Hancornia speciosa var. speciosa (Gomes), H.
speciosa var. maximilliani (A. DC.), H. speciosa var. lundii A. DC., H. speciosa var.
cuyabensis (Malme), H. speciosa var. gardneri (A. DC. Muell. Arg.) e a H. speciosa var.
pubescens (Nees & Martius) Muell. Arg.

As seis variedades se distinguem por caracteres morfoldgicos, principalmente
pela morfologia de folhas e flores (Monachino, 1945), no entanto Silva-Junior & Ledo
(2006) sugerem que estudos mais aprofundados devem ser realizados acerca da origem e
ocorréncia dessas variedades no Brasil. A existéncia dessas variedades pressupoe
adaptacdes locais e uma histéria evolutiva com restrigdo ao fluxo génico por um longo
periodo de tempo ou a existéncia de plasticidade fenotipica e pequenas mutagdes em
caracteres controlados por poucos genes. Contudo, algumas variedades descritas sao
simpatricas, onde ¢ possivel observar plantas com caracteristicas intermediarias (Coelho &

Valva, 2001; Chaves, 2006).
3.1.2  Area de ocorréncia

Hancornia speciosa ¢ uma espécie neotropical, encontrada vegetando
espontaneamente em varias regides do Brasil, desde tabuleiros costeiros e baixadas
litoraneas do Nordeste, onde ¢ mais abundante, at¢ as areas sob Cerrado das regides
Centro-Oeste, Norte e Sudeste (Vieira Neto, 1994), ocorrendo também em paises vizinhos

como Paraguai, Bolivia, Peru e Venezuela (Lederman et al., 2000).
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As variedades de H. speciosa geralmente ocorrem em areas distintas, no
entanto algumas variedades co-ocorrem em uma mesma regido. A variedade tipica
speciosa, predominante no Nordeste do pais, ocorre desde o Rio de Janeiro até¢ o Norte
(Chaves & Moura, 2003). Hancornia speciosa var. maximiliani tem ocorréncia em Minas
Gerais, enquanto H. speciosa var. lundii é relatada em Minas Gerais, Pernambuco, Babhia,
Goias e também no Espirito Santo. Hancornia speciosa var. cuyabensis ¢ encontrada no
Mato Grosso nas proximidades da Chapada dos Guimardes e H. speciosa var. pubescens
em Goids, Minas Gerais, nas caatingas da Bahia e de Pernambuco. Hancornia speciosa
var. gardneri tem uma ocorréncia ampla, sendo encontrada em todo o Brasil Central

(Monachino, 1945).

Hancornia speciosa encontra condigdes favoraveis de sobrevivéncia
principalmente em areas de solos marginais para fins agricolas, acidentados, pedregosos,
arenosos ou areno-argilosos, pobres e acidos, sujeitos a longos periodos de estiagem. No
Cerrado, a espécie ocorre principalmente nas encostas pedregosas, em formacdes abertas,
com padrdo de distribuicdo agregado. A planta resiste ao fogo que constitui fator seletivo
da vegetacdo nessas regides (Almeida et al., 1998). A espécie € tolerante a periodos de
déficit hidrico e nas ¢épocas de temperatura mais elevada, apresenta melhor
desenvolvimento vegetativo (Andersen & Andersen, 1988; Vieira Neto, 1994). A planta ¢
semi decidua ou decidua, trocando a folhagem durante o periodo mais seco do ano. No
apice dos ramos das plantas adultas surgem brotacdes contendo flores e folhas novas, fato
que leva a tendéncia de maior floracdo e maior producdo de frutos em plantas mais

ramificadas (Pereira Neto et al., 2006).
3.1.3 Morfologia e fenologia

A mangabeira ¢ uma arvore perene, de porte médio, que mede de 2 m a 10 m
de altura podendo chegar raramente até os 15 m (Figura 1). Possui copa ampla, as vezes
mais larga que alta com galhos pendentes e de folhagens reduzidas. Seu tronco ¢
geralmente tortuoso com até 30 cm de diametro e apresenta cortice levemente suberoso e

enrugado (Monachino, 1945; Silva et al., 2001).
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Figura 1. Individuos adultos de H. speciosa da colecdo de germoplasma da EA, mostrando
a deiscéncia das folhas na época seca (Fonte: Autora).

As folhas sdao simples, alternas e opostas, geralmente deciduas, coridceas,
oblongas ou elipticas-lanceoladas medindo de 3,5 cm a 10 cm de comprimento, pilosas ou

glabras e possuem peciolo curto (Figura 2).

Figura 2. Folhas de H. speciosa, mostrando as diferencas morfologicas entre as
variedades. A: Hancornia speciosa var. pubescens, B: Hancornia speciosa var.
speciosa e C: Hancornia speciosa var. gardneri (Fonte: Autora).

A flor da mangabeira ¢ hermafrodita gémea ou trig€mea no apice dos ramulos,
branca, campanulada e aromatica (Figura 3 a e b). Possui tubo floral longo e estreito de
3 cm a 4,5 cm de comprimento. O androceu ¢ dotado de cinco estames epipétalos, anteras

lanceoladas de filetes curtos e deiscéncia rimosa. O gineceu com ovario pequeno,
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unicarpelar, dotado de muitos 6vulos, estilete longo com estigma em carretel (Aguiar Filho
et al., 1998). A inflorescéncia ¢ do tipo dicdsio ou cimeira terminal com 1 a 7 flores
(Almeida et al., 1998), ocorrendo at¢ 10 flores por apice. A mangabeira normalmente
apresenta duas floradas por ano, uma na estacdo chuvosa e outra no periodo seco, ainda

com os frutos da florada anterior (Figura 3 c) (Aguiar Filho et al., 1998).

Figura 3. Floragdo e frutificagdo de H. speciosa, mostrando os detalhes da inflorescéncia
(A), da flor (B) e a presenca de frutos da floracao anterior junto com flores (C)
(Fonte: Autora).

A antese das flores da mangabeira inicia-se entre as 15h e 16h30min e dura até
as 10h da manha do dia seguinte. As flores se abrem e fecham sincronicamente e liberam o
odor adocicado durante toda a noite para atrair os agentes polinizadores. Embora as flores
sejam hermafroditas elas apresentam uma dicogamia temporal, sendo que as fases
femininas (periodo de receptividade dos estigmas) e masculinas (periodo de liberagdao do
polen) ocorrem em momentos nitidamente distintos (Darrault & Schlindwein, 2006; Silva
Junior & Ledo, 2006). Darrault & Schlindwein (2006) relataram o desenvolvimento inicial
de frutos provenientes de flores autopolinizadas manualmente, o que pode estar
relacionado a um mecanismo de autoincompatibilidade tardio. Dessa maneira, os autores
sugerem a realizacao de estudos anatomicos e genéticos para o esclarecimento do tipo de

mecanismo de autoincompatibilidade envolvido.

Apesar de algumas vezes ocorrer especializacao por parte de alguns visitantes
florais, em geral as flores atraem diversos grupos de polinizadores (Janzen 1980; Waser et
al., 1996; Fleming et al., 2001). As flores de H. speciosa atraem visitantes florais noturnos
e diurnos de varias espécies, principalmente Lepidopteras. Darrault & Schlindwein (2005)
nao detectaram qualquer relagdao espécie-especifica entre a planta e seus visitantes florais.
Porem, todos os insetos que contribuem para a polinizagdo de H. speciosa possuem lingua

longa e isso esta relacionado com a morfologia da flor. Entre os diferentes grupos
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taxonémicos de polinizadores de H. speciosa, destacam-se: Sphingidae, abelhas

(Euglossini), Hesperiidae e Nymphalidae (Heliconius) (Darrault & Schlindwein, 2006).

Os frutos sdo arredondados ou piriformes (forma de péra), com variagdes no
tamanho, de coloragdo verde quando imaturo, e amarelo com manchas vermelhas quando
maduros (Figura 4). Os frutos sdo aromaticos, delicados e com sabor agradavel ao paladar
humano. A polpa ¢ branca, fibrosa e recobre as sementes (Lorenzi, 2002). O peso dos
frutos varia de 5 a 50 g no Nordeste (Aguiar Filho et al., 1998) e de 30 a 260 g no Cerrado
(Silva et al., 2001). As sementes sdo achatadas e discéides, com 7 mm a 8 mm de didmetro,
cor castanho-clara (Lederman et al., 2000; Silva et al., 2001) e podem ser do tipo
poliembridnicas com duas e trés plantulas por semente que apresentam desenvolvimento
uniforme. A dispersdo de H. speciosa ¢ do tipo zoocorica em que as sementes sdo dispersas
por animais que se alimentam dos frutos (Salomao & Allem, 2001; Silva-Junior & Ledo,

2006).

Figura 4. Detalhes dos frutos imaturos de H. speciosa (Fonte: Autora).
3.1.4 Importancia e perspectivas da cultura

A espécie ¢ um importante componente dos ecossistemas onde ocorre
principalmente no cerrado e no litoral nordestino, servindo de fonte de alimentacdo para as
populacdes locais e para a fauna (macacos e micos, aves e insetos) (Pereira Neto et al.,
2006). A frutifera ¢ fonte de renda para as populagdes rurais que a utilizam para fabricacao
de sucos, polpas, doces, compotas, geléias, licores, xaropes, vinhos e vinagres. Além disso,
outras partes da planta sdo empregadas na medicina popular: a casca, por exemplo, possui

propriedades adstringentes; o latex ¢ empregado contra a tuberculose, Ulceras, herpes,
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dermatoses e verrugas; o cha da folha ¢ usado para cdlica menstrual; e o decocto da raiz,

para tratar luxagdes e hipertensao (Soares et al., 2000).

O interesse pela cultura de H. speciosa tem crescido muito (Lederman &
Bezerra, 2006). Apesar desse crescente interesse, a principal forma de exploragdo da
espécie continua sendo o extrativismo (Vieira Neto, 2001) e areas em que se pratica o
cultivo tecnificado sdo quase inexistentes, o que constitui uma barreira ao aproveitamento
de todas as suas propriedades (Lederman et al., 2000). Nao hd nenhum levantamento sobre
o tamanho da area de ocorréncia natural de H. speciosa, porém sabe-se que com a
expansao agricola essa area vem diminuindo drasticamente, em niveis muitas vezes
preocupantes. Isso ocorre principalmente no Nordeste onde a espécie concorre com a

ocupag¢do urbana e com o cultivo de cana-de-agucar (Lederman & Bezerra, 2006).

Um dos principais fatores que impedem o desenvolvimento de areas de cultivo
de H. speciosa ¢ o lento desenvolvimento da planta até atingir a fase reprodutiva (trés a
cinco anos) e sua sazonalidade, na qual a colheita dos frutos se concentra em quatro meses
do ano (Lederman & Bezerra, 2006). Nesse sentido a identificagdo de materiais genéticos
que, além de mais produtivos, apresentem qualidade superior para o aproveitamento
industrial e/ou consumo in natura ¢ de fundamental importancia tanto para a conservagao

da espécie quanto para a formagao de pomares produtivos (Chitarra & Chitarra, 1990).

3.2  SISTEMA REPRODUTIVO

O sistema e modo de reproducdo, em espécies vegetais, tém grande influéncia
na estrutura genética das populagdes e na organizagdo da mesma no espago € no tempo
(Loveless & Hamrick, 1984), visto que determina como a informacdo genética ¢
transferida de uma geracao para outra (Wright, 1921; Holsinger, 2000; Silvertown, 2008).
As espécies vegetais podem se reproduzir tanto de forma sexuada, com a troca de gametas,

quanto de forma assexuada.

A reproducdo assexuada em plantas ocorre de duas formas, por meio da
propagacao vegetativa e da agamospermia, em ambos os casos ha a formagao de clones da
planta genitora. A propagacao vegetativa se da pela produgdo de rametes, a partir de

estruturas somaticas, que podem tornar-se independentes em qualquer estdgio de vida. A
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agamospermia ¢ a produ¢do partenogenética de sementes, também chamada de apomixia.
As sementes apomiticas dependem de estruturas reprodutivas da planta genitora, assim
como as plantas de reprodugdo sexual, para seu desenvolvimento e dispersao (Holsinger,

2000; Silvertown, 2008).

A reproducao sexuada envolve a ocorréncia de meiose € a unido de gametas, e
¢ controlada pelo sistema sexual, sistema de reproducdo, mecanismos de
autoincompatibilidade, padrdes de florescimento e sindromes de polinizagdo (Boshier,
2000; Holsinger, 2000). Os trés principais sistemas sexuais sdo a dioicia, a monoicia € o
hermafroditismo (Boshier, 2000). A dioicia ¢ quando a planta s6 produz flores unissexuais,
isto ¢, ha plantas com flores femininas e plantas com flores masculinas. A monoicia ¢
quando a planta ¢ hermafrodita, apresentando flores femininas e masculinas no mesmo
individuo. J4 o hermafroditismo ¢ quando a planta apresenta flores bissexuais (feminina e

masculina) no mesmo individuo (Bawa, 1974; Crawford et al., 2009).

O sistema sexual determina os possiveis eventos reprodutivos que podem
ocorrer entre os membros de uma populagdo, afetando o percentual de autofecundacao e de
fecundacdo cruzada (Finkeldey, 1998). Por exemplo: espécies didicas, por terem 0s sexos
masculinos e femininos separados nos individuos, s6 se reproduzem por fecundagdo
cruzada, visto que os gametas masculinos e femininos sdo produzidos sempre em
individuos diferentes; em espécies monoicas e hermafroditas, em que os gametas sao
produzidos no mesmo individuo, o sistema sexual aumenta a probabilidade de unido de

gametas gerados por esse individuo (Bawa, 1980; Boshier, 2000).

O sistema reprodutivo de uma espécie pode ser classificado de acordo com a
taxa de fecundacdo cruzada (¢ =1— s) em trés tipos principais: 1) sistema de cruzamentos
ou alogamia (¢ > 0,80); 2) sistema misto de reprodugao (0,20 < ¢ < 0,80) ou; 3) sistema de
autofecundagdo ou autogamia (¢<0,20) (Schemske & Lande, 1985; Goodwillie et al.,
2005).

O pdlen pode se movimentar de diferentes maneiras em cada espécie de acordo
com seu sistema reprodutivo, e esse movimento afeta a taxa de fecundacdo cruzada. O
termo alogamia se refere a polinizagdo entre flores, que pode ser de um mesmo individuo

ou entre individuos diferentes. Xenogamia ¢ o termo utilizado para caracterizar a
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transferéncia de polen entre flores de individuos diferentes, ou seja, refere-se a fecundagao

cruzada.

Quando se fala em autofecundagdo, o movimento do pélen pode ocorrer de
duas formas: dentro de uma tnica flor que ¢ autogamia ou entre flores diferentes de um
mesmo individuo, fenomeno denominado de geitonogamia. Para prevenir a ocorréncia de
eventos de autofecundacdo existem barreiras mecanicas, fisiologicas e genéticas, que
diferem de uma espécie para outra (Endress, 1994; Barret, 2003). A dicogamia temporal
em flores bissexuais pode elevar a taxa de fecundagdo cruzada, ja4 que ha uma separagao
entre a liberacdo do podlen e a receptividade do estigma. A dicogamia espacial ou
hercogamia, que ¢ a diferenga no tamanho, forma e disposicao das anteras em relagdao ao

estigma, também favorece a fecundagado cruzada.

Muitas ~ espécies  vegetais  apresentam  ainda  mecanismos  de
autoincompatibilidade (Barret, 2003), que podem ser pré ou pos-zigoticos. Os mecanismos
pré-zigodticos geralmente incluem a inibicao do crescimento do tubo polinico no estigma ou
pistilo, e sdao controlados por um ou vdarios locos. Os mecanismos pds-zigoticos,
usualmente relacionados com o aborto, manifestam-se em qualquer estagio de
desenvolvimento do embrido. E importante notar que muitas vezes os mecanismos pos-
zigbticos confundem-se com os efeitos gerados pela depressdo endogamica e por isso

devem ser estudados com maior cautela (Boshier, 2000; Goodwillie et al., 2005).

Outros mecanismos que alteram a taxa de fecundagdo cruzada sdo os padroes
de florescimento e consequentemente a presenca € o comportamento dos agentes
polinizadores (Franceschinelli & Bawa, 2000). Diferentes populacdes de uma mesma
espécie podem apresentar assincronismo ou sincronismo no florescimento. Usualmente, o
sincronismo tende a ser vantajoso para a competicdo por servi¢os dos polinizadores, e
permite maior troca de pdlen entre individuos (Bawa, 1980; Boshier, 2000). Além disso,
espécies que apresentam sincronismo e superabundancia de flores tendem a uma melhor e
maior dispersdo de polen, do que aquelas classificadas como “estaveis”, espécies que
produzem poucas flores diariamente durante um longo periodo (Gentry, 1974; Augspurger,

1983).

A polinizagdo apresenta um importante fator que altera a taxa de fecundacao

cruzada e influencia diretamente a dispersdo de polen em plantas (Boshier, 2000;
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Holsinger, 2000). A evolugdo e a estabilidade do sistema reprodutivo misto estdo
relacionadas com a predominéncia da polinizagdo por animais (Barrett et al., 1996; Vogler
& Kaliz, 2001). Isso ocorre porque a autofecundagao garante o sucesso reprodutivo quando
ha poucos polinizadores ou baixa densidade de individuos reprodutivos. Além disso, a
descontinuidade de poélen gerado por falta de polinizadores faz com que o custo da
fecundacdo cruzada seja maior do que de autofecundagdo, assim promovendo menores

taxas de fecundacao cruzada (Goodwillie et al., 2005).

A fim de conhecer o sistema de reproduc¢dao de uma espécie vegetal sdo feitos
estudos para estabelecer as taxas de fecundagdo cruzada, taxas de autofecundacgdo, a
propor¢ao dos cruzamentos que ocorrem entre individuos aparentados, o nuimero de
parentais envolvidos na reprodu¢do de uma planta, o tamanho da d&rea de vizinhanga
reprodutiva das populacdes, a divergéncia no polen cruzado entre plantas, a distdncia de
dispersdo de polen e a ocorréncia de fluxo génico em uma populagdo. Esses estudos podem
ser realizados por meio de observacdes dos agentes polinizadores ou com a utilizagdo de

marcadores genéticos (Paiva et al., 1993; Sebbenn et al., 2000).

Os métodos tradicionais se baseiam na observagdo do comportamento de
agentes polinizadores, no exame da morfologia floral e em resultados de experimentos de
polinizagdo controlada (Ellstrand, 1992). As taxas de cruzamento sdo inferidas pela analise
das progénies, mediante marcadores morfologicos conhecidos. Esses métodos sdo ditos
como indiretos e fornecem indica¢des sobre o sistema reprodutivo de uma espécie, mas

ndo permitem uma medida efetiva do sucesso reprodutivo (Paiva et al., 1993).

O uso de marcadores moleculares para avaliar o sistema de reproducao de uma
espécie pode ser feito a partir de trés abordagens. A primeira abordagem se baseia na
realizagdo de andlises de paternidade, comparando o genotipo materno com a segregacao
de sua progénie (Coates et al., 2007). A segunda abordagem se baseia no Equilibrio de
Wright ou de Endogamia, em que a taxa de fecundagdo cruzada (¢ = 1— s) ¢ estimada pelo
coeficiente de endogamia [F =s (2 — s)] (David et al., 2007). A ultima abordagem refere-se
ao modelo misto de cruzamento, em que Ritland & Jain (1981) desenvolveram um
algoritmo que permite estimar os valores da taxa de fecundagao cruzada e a frequéncia do
poélen simultaneamente, usando gendtipos compostos (varios locos) para determinar a

quantidade de progénies geradas por autofecundag¢do e por fecundagdo cruzada. Essa
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ultima abordagem ¢ a mais difundida para avaliacdo do sistema de reprodugdo em plantas a

partir de marcadores moleculares (Clegg, 1980).

O sistema de reprodu¢do, juntamente com os mecanismos de dispersdao de
polen e sementes, tem papel fundamental na determinacao da estrutura genética espacial e
temporal das populagdes e ajuda a entender a distribuicdo da variagdo genética entre os
individuos (Loveless & Hamrick, 1984; Hamrick & Godt, 1996). Observou-se que em
espécies predominantemente aldgamas a maior parcela da variacdo genética encontra-se
dentro de populagdes, enquanto que, em espécies autdgamas a maior parte da variagdo

encontra-se entre as populagdes (Murawski & Hamrick, 1991).

Além disso, informagdes a respeito do sistema de reproducao siao de
fundamental importancia na implementagdo de programas de melhoramento e conservacao
genética (Boshier et al., 1995; Souza et al., 2003). Com as informacdes do sistema de
reproducdo ¢ possivel estabelecer estratégias adequadas que otimizem a amostragem da

variabilidade genética (Brown, 1990; Boshier et al., 1995; Martins et al., 2006).

3.3  DIVERSIDADE GENETICA E FLUXO GENICO CONTEMPORANEO

A diversidade genética ¢ um dos atributos mais importantes de uma populagao,
pois ¢ matéria prima para os processos evolutivos. Essa diversidade confere a uma
populagdo a habilidade de se adaptar as mudancas ambientais bem como as diferentes
situacdes ecoldgicas como predagdo, competicdo e interagdo com agentes patogénicos
(Amos & Harwood, 1998). Sendo assim, ¢ indispensavel para a manutencao do potencial
evolutivo e valor adaptativo das espécies (Frankhan et al., 2008). A diversidade e estrutura
genética atual de uma populacao sdo reflexo de diversos fatores evolutivos e historicos tais

como mutac¢ao, selecdo, deriva genética e fluxo génico (Crowhurst et al., 2011).

A magnitude da variabilidade genética pode ser estimada, basicamente por trés
pardmetros: a propor¢do de locos polimoérficos, o nimero médio de alelos por loco
polimoérfico e a frequéncia de heterozigosidade esperada na condi¢cdo de equilibrio de
Hardy-Weinberg (Berg & Hamrick, 1997). Fatores como a endogamia, deriva genética ou
selecdo podem alterar a frequéncia de certos alelos, causando a formagao de grupos

divergentes dentro das populacdes. No entanto, esta diferenciacdo pode ser
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contrabalanceada pela presenca de fluxo génico, uma vez que espécies com intenso
movimento de pélen e sementes t€m menor diferenciacdo genética entre populagdes do que

espécies com fluxo génico restrito (Loveless & Hamrick, 1984).

O termo fluxo génico ¢ utilizado para descrever os mecanismos que resultam
na movimentacdo de genes dentro de populacdes e entre populacdes (Slatkin, 1985). De
acordo com Sork et al. (1999), uma pequena quantidade de fluxo génico a longas distancias
¢ capaz de retardar a diferenciacdo entre popula¢des quando se consideram os alelos
neutros. Sendo assim, o fluxo génico funciona de forma antagonista aos fatores evolutivos
como mutacdo e selecdo, pois enquanto esses fatores tendem a diferenciar as populagdes o

fluxo génico tende a homogeneiza-las (Slatkin, 1995).

O papel do fluxo génico na distribui¢dao da diversidade genética entre e dentro
de populagdes dependera da forca dos demais fatores evolutivos e da distribuigdo
geografica da espécie (Slatkin, 1985). Em espécies com altas taxas de fluxo génico havera
mais variacdo genética dentro das populacdes do que entre as populacdes uma vez que o
fluxo génico as homogeneiza, por outro lado se o fluxo génico ¢ mais restrito as

populacdes tenderdo a ser mais diferenciadas entre si (Hamrick & Nason, 2000).

O fluxo génico em populagdes de plantas ocorre durante as geragdes
gametofiticas e esporofiticas, tanto pela dispersdao do pdlen quanto de semente (Levin &
Kerster, 1974). Porém, ¢ necessario considerar que a dispersdo de pdlen e semente sO
acarretara em fluxo génico efetivo se o grao de polen migrante resultar no estabelecimento
de um embrido ou se as sementes migrantes se estabelecerem na populagdo receptora

(Hamrick & Nason, 2000).

As espécies de plantas apresentam uma grande diversidade de sistemas
reprodutivos, desde aqueles envolvendo reproducdo assexuada até os sistemas de
autogamia e alogamia (Solbrig & Solbrig, 1979). Dessa forma o fluxo de genes via polen
tanto dentro como entre populagdes dependera da estrutura reprodutiva das espécies, sendo
praticamente nulo em casos de reproducdo assexuada e ocorrendo de diferentes modos e
graus no caso de populagdes com reproducdo sexuada (Jain, 1982). Em plantas com
polinizagdo ou dispersdo de sementes por animais, as limitagdes dos agentes polinizadores
e dispersores de semente em populacdes fragmentadas podem levar a uma redugdo da

variabilidade genética, aumento da diferenciagdo entre populacdes e ao aumento dos niveis
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de endocruzamento (Franklin, 1980), ja que o fluxo génico, representado pelo movimento
de polen e de sementes, ¢ um dos fatores que mantém a diversidade genética dentro das
populagdes (Slatkin, 1994). Além disso, a falha na dispersdao de polen nao afeta somente a
estrutura da populagdo, mas também o sucesso reprodutivo de espécies auto-incompativeis

que dependem exclusivamente dos polinizadores para se reproduzirem (Kenta et al., 2004).

O fluxo génico pode ser estudado de duas formas distintas, por abordagens
diretas, que fornecem estimativas atuais, ou indiretas, que indicam niveis de fluxo génico
historico. E possivel estimar taxas de fluxo génico por métodos diretos de diversas
maneiras, os primeiros estudos utilizando essas abordagens foram feitos por meio da
observacdao do movimento de agentes polinizadores e dispersores de sementes marcados
com corantes (Slatkin, 1985; Ouborg et al., 1999), porém esses estudo fornecem resultados
indicativos das distancias de dispersao de polen e semente, eles ndo permitem identificar se

o fluxo génico foi efetivo.

As abordagens indiretas se baseiam na obtengdo de estimativas de nimeros de
migrantes por geragdo, por meio da distribuicao da diversidade genética entre populacoes,
em uma escala temporal (Sork et al., 1990; Hamrick & Nason, 2000). Esse tipo de
abordagem ¢ baseada no modelo de “ilhas”, no qual a migracdo ocorre entre
subpopulagdes, nesse modelo a migracao ¢ multidirecional porque as subpopulacdes sao
consideradas com o mesmo tamanho efetivo (Wright, 1940). Para tanto, a distribuicao
alélica ¢ quantificada e um modelo genético populacional ¢ aplicado para estimar qual a

taxa de fluxo génico seria capaz de gerar uma distribui¢@o de alelos similar.

Segundo Sork et al. (1999) a melhor abordagem para se estimar a fluxo génico
efetivo ¢ por meio de andlise de paternidade com marcadores moleculares. Nesse caso
utiliza-se uma progé€nie cuja matriz ¢ conhecida para se inferir a paternidade em um
conjunto de potenciais doadores de polen. Este método de estimagdo do fluxo génico ¢
extremamente atrativo, pois permite identificar os provaveis pais envolvidos nos
cruzamentos, conhecer sobre o sucesso reprodutivo dos individuos, detectar contaminagdo
de polen externo e inferir sobre os padrdes de dispersao do pdlen e sementes (Lian et al.,
2001; Wang, 2004; Robledo-Arnuncio & Gil, 2005). A resolugdo deste procedimento ¢
dependente do nimero de locos polimérficos, nimero de alelos por loco, frequéncia alélica

e numero de pais potenciais (Zucchi, 2002).
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Atualmente, muitos trabalhos tém sido desenvolvidos a fim de determinar a
dispersdao contemporanea de polen e sementes dentro de populagdes arboreas com base em
marcadores moleculares altamente polimodrficos, como microssatélites (Sato et al., 2006;
Bittencourt & Sebbenn, 2007; Lacerda et al., 2008; Carneiro et al., 2009; Nakanishi et al.,
2009; Barluenga et al., 2010; Collevatti et al., 2010; Gaino et al., 2010; Moraes &
Sebbenn, 2010; Sebbenn et al., 2011).

3.4  RECURSOS GENETICOS

Os recursos genéticos sdo definidos como o material genético de valor real ou
potencial para o ser humano (Decreto legislativo n®. 2.519, de 16 de margo de 1998). Os
recursos genéticos vegetais compreendem plantas cultivadas e espécies silvestres com
valor comprovado ou mesmo potencial € a manutengao desses recursos realiza-se por meio
do estabelecimento de areas de protecao ambientais e pela coleta e manutencdo in situ e ex

situ desses materiais (Walter & Cavalcanti, 2005).

Segundo a FAO (1984), ¢ importante apontar a diferenga entre um recurso
genético que tem valor atual ou potencial. O recurso genético atual seria a variabilidade
intraespecifica de uma planta empregada corretamente para as necessidades humanas, ou
de outras espécies que podem ser usadas para o melhoramento daquelas plantas. Um
recurso genético potencial seria a variabilidade que poderia contribuir a um fundo de genes
com técnicas melhoradas, ou também espécies que ndo se empregam na atualidade, mas

que podem sé-lo no futuro.

Os elementos dos recursos genéticos que representam a variabilidade dentro de
cada espécie (variabilidade intraespecifica), com fins de utilizagdo em programas de
melhoramento e em biotecnologia, denomina-se germoplasma. Segundo Vencovsky et al.
(2007), o germoplasma representa um aglomerado de fatores genéticos organizados de
sorte a dar a populacdes de plantas e seus individuos as condi¢des necessarias para sua

sobrevivéncia em seu meio ambiente.

A manutengdo adequada de germoplasma depende, em grande parte, da
avaliacdo e caracterizagdo da variabilidade genética contida no mesmo. Esta avaliagao

contribui para prevengdo de possiveis perdas genéticas, como as que podem acontecer
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durante as multiplicagdes dos acessos coletados e, possibilitam o estabelecimento dos sitios
ou areas de coletas que contenham maior variabilidade. A avaliagdo da variabilidade
genética em germoplasma depende da disponibilidade de marcadores polimoérficos e
neutros do ponto de vista do efeito ambiental. Neste sentido, avaliagdes de variabilidade
genética em germoplasma de plantas realizam-se utilizando varios marcadores baseados na
analise direta do DNA (Powell et al., 1995; Galgaro et al., 1998; Leon et al., 1998;
Gimenes et al., 2000, Manifesto et al., 2001).

No sentido de conservar a biodiversidade dos trdpicos, nas ultimas décadas
aumentou-se a percepcao da necessidade de preservar as espécies animais e vegetais do
Cerrado ameagadas de extingdo, com especial atencdo aquelas com potencial econémico,
como as frutiferas. Para tanto, varias pesquisas sdo conduzidas para conhecer melhor as
espécies sob os aspectos genético, ecoldgico, fisioldgico, e ainda, preservar os recursos

genéticos (Costa, 2004).

Conservar ¢ manter todas as combinag¢des de genes resultante da evolucao de
uma espécie, nesse sentido, Frankel & Bennett (1970) colocam que a estratégia de
conservagdo depende da natureza do material e do objetivo e escopo da conservagdo. As
estratégias basicas para manutencdo de recursos genéticos passam pela conservagdo in situ
e ex situ. A conservagdo in situ refere-se a manutencdo das espécies selecionadas no seu
habitat natural em parques, reservas bioldgicas ou reservas ecologicas, estas populacdes
em areas naturais sdo consideradas reservas genéticas e nelas ndo ocorre interrup¢ao dos
processos evolucionarios das espécies, ficando as mesmas submissas a efeitos ambientais e
a agdo antropica. J& na conservacdo ex sifu coletam—se sementes, estacas, Orgaos
subterraneos e brotos, em seus habitats ou lugares de disponibilidade, que sdo devidamente
identificadas para representar a sua populagdo de origem. Na conservagdo ex situ, portanto
ocorre conservacao de espécies vegetais fora do seu ambiente natural, em cole¢des de
plantas no campo, de bancos de sementes ou de cole¢des de plantulas em bancos in vitro

(Vieira, 1999).

Um programa de conservagao de recursos genéticos de espécies nativas deve se
basear prioritariamente na conservacao in situ (Nass, 2011), porém a conservagao ex situ €
de suma importancia para complementar esses programas, principalmente quando ha

populacdes com risco de erosdo genética (Naves, 1999).
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A eficiéncia e o sucesso de qualquer programa de conservagdo in situ, ex situ
ou de melhoramento genético vegetal passam primeiro pela caracterizagdo e avaliacdo dos
bancos e cole¢des de germoplasma, para se estimar a diversidade genética presente nas
colecdes. Essa caracterizacdo pode ser morfoagrondmica, citoldgica, bioquimica,
fisiolégica ou molecular. Independente do método empregado, o importante ¢ que os
resultados possibilitem boa distincdo dos acessos, permitam identificar duplicatas e
também acessos com caracteristicas relevantes para diversos programas de melhoramento

(Conti et al., 2002).

3.5 MANUTENCAO DA DIVERSIDADE GENETICA DE COLECOES DE
GERMOPLASMA

No sentido de conservar a variabilidade genética sao montadas as colecdes de
germoplasma que sdo repositdrios de material genético e representam a manutengao parcial
ou total dessa variabilidade de determinada espécie. O desenvolvimento das colegdes de
germoplasma ¢ resultado de uma preocupagdo constante entre os profissionais envolvidos
na conservacao 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. Nesse sentido, as colegdes de germoplasma sdo
utilizadas tanto como “fonte genética” pelos melhoristas para desenvolver novas cultivares

quanto como estratégia de conservacao (Borém & Miranda, 2005).

Além disso, uma baixa variabilidade implica em uma maior vulnerabilidade a
pragas, doencas e condigdes adversas (Yorinori & Kiihl, 2001). As colegdes de
germoplasma tém sido mantidas para: i) garantir a sua diversidade genética (seja pela
iniciativa de coletar periodicamente recursos genéticos, seja por favorecer o intercimbio
com outras cole¢des de germoplasma); i1) multiplica-las; ii1) distribui-las aos usuarios e,
1v) promover a sua caracterizagdo por diferentes metodologias. Segundo Vasconcelos et al.
(2007), cerca de 6,1 milhdes de acessos de plantas sdo conservados em todo o mundo e

esses acessos encontram-se dispostos em 1.320 colecdes de germoplasma.

As colegdes de germoplasma podem ser de diversos tipos: colegdes de base,
ativa, nuclear, de trabalho, colecdo in vitro, a campo, em criopreservacdo e banco

genomico. As colecdes de base agrupam toda a variabilidade possivel da espécie-alvo,
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incluindo parentais selvagens, cultivares, variedades crioulas e elite. A cole¢do de base tem
a finalidade de conservacdo do germoplasma em longo prazo. Nessas colecdes sao
armazenadas sementes em condigdes de baixa umidade e temperatura. As colegdes ativas
fazem a conservagao a curto e médio prazo, com a finalidade de gestdo e distribuicao do
germoplasma. As colecdes nucleares relinem a maior variabilidade genética de uma
espécie no menor nimero possivel de amostras. Esse tipo de cole¢do tem a finalidade de
facilitar a gestdo e subsidiar a utilizagao do germoplasma por pesquisadores. Nas colegdes
in vitro os materiais disponiveis sdo células, 6rgaos e tecidos vegetais em meios de cultura
que podem ser regenerados e aclimatados. Na conservagdo a campo as sementes sdo
germinadas e a planta ¢ mantida no campo, essa estratégia geralmente ¢ adotada para
espécies de propagacdo vegetativa, ou que apresentam sementes recalcitrantes. Na
criopreservacdo o germoplasma ¢ mantido em nitrogénio liquido para conservaciao de
embrides e polen de espécies que produzem sementes sensiveis a dessecagdo. Os bancos
gendmicos preservam a variabilidade através de DNA (Vallois, 1996; Santos & Salomao,
2007).

Embora as colegdes de germoplasma sejam alvo de cuidados intensos, a
variabilidade contida nessas cole¢des pode ser perdida em casos de incéndio e outras
catastrofes naturais. Portanto, ¢ fundamental recombinar variagdo genética em pomares de
sementes e expandi-la por meio de reflorestamentos ambientais, essa estratégia garante
maior conservacao dessas espécies (Sebbenn et al., 2007). A transformacao de bancos de
germoplasma em pomares de sementes constitui-se uma estratégia eficiente para expandir
a variacdo genética retida nos bancos. Nesse caso, as melhores arvores das melhores
procedéncias e progénies sdo selecionadas para compor a populagdo de recombinagdo nos
pomares, além disso, as sementes podem ser utilizadas em reflorestamentos ambientais,
contribuindo para a preservagdo das espécies na natureza. A recombinagdo, a partir de
cruzamentos entre esses individuos selecionados, d4 origem a sementes com qualidade
genética superior para os caracteres usados na selecdo (Siqueira et al., 1993; 2000; Ettori et

al., 1999; Freitas et al., 2006; 2007).

Diferente das estratégias de sele¢do utilizadas no melhoramento florestal, que
visam a sele¢do de arvores superiores para caracteres de interesse econdmico € causam a
restricdo e direcionamento da base genética no sentido desejado, a selegdo em bancos de

germoplasma deve ser realizada em baixa intensidade e apenas dentro de procedéncias e/ou
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progénies. Assim, a variabilidade genética retida nos bancos sera mantida, recombinada
durante o processo de reproducdo e expandida a partir de reflorestamentos realizados com

sementes do pomar (Sebbenn et al., 2007).

A qualidade genética das sementes produzidas pelo pomar ¢ influenciada pelo
sistema de reproducao, taxa de autofecundagao, contaminagao por polen nao melhorado de
fora do pomar, variagcdes na fenologia de florescimento, variagdo individual na fertilidade
masculina e distancia de dispersdo de polen. Todos estes fatores podem reduzir a qualidade
genética das sementes e os ganhos preditos para o pomar. Por isso estudos dos padrdes de
isolamento, reproducdo e fluxo gé€nico sdo extremamente importantes para assegurar a
qualidade genética das sementes produzidas em pomares de sementes (Ritland & El-

Kassaby, 1985; Wang, 2004).

Embora pomares de sementes sejam geralmente isolados de plantios da mesma
espécie, para evitar a contaminacdo por pélen externo ndo melhorado, e implantados
seguindo delineamentos especificos, que favorecem a reproducdo por grande numero de
diferentes genotipos, varios estudos tém revelado intensa contaminagao por poélen externo,
auto-fecundacdes e desvios de cruzamentos aleatdrios (Plomion et al., 2001; Burczyk et al.,

2004; Grattapaglia et al., 2004; Kaya et al., 2006).

Os padrdes de isolamento e dispersdo de pdlen em pomares de sementes sdo
geralmente avaliados utilizando-se analises de paternidades. Este tipo de andlise permite
verificar o grau de isolamento do pomar, quantificar a taxa de autofecundagdo, descrever a
distancia e os padroes do fluxo génico, bem como avaliar a contribuicao polinica efetiva

dos individuos para as sementes (Wendt et al., 2009).

Nesse sentido os marcadores microssatélites ou SSR (sequéncias simples
repetidas) tém sido altamente utilizados em estudos com espécies nativas devido a sua
reprodutibilidade e por apresentarem alto polimorfismo (Meyer, 1995; Schlétterer, 1992).
Sao ideais para mapeamento genético, identificacao e discriminagdo de gendtipos e estudos
de genética de populagdes (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Além disso, a codominancia
aliada ao alto nivel de polimorfismo torna os microssatélites ideais para analise de sistemas
de cruzamento em plantas, determinacao da origem do pdlen e consequentemente o quanto

de fecundagao cruzada e de autofecundagao ocorre dentro de uma populagao ou progénie.



4 MATERIAL E METODOS
4.1  AREA DE ESTUDO E AMOSTRAGEM

A colecao de germoplasma de Hancornia speciosa foi implantada na Escola de
Agronomia da Universidade Federal de Goids em dezembro 2005, utilizando mudas
produzidas a partir de sementes coletadas em outubro e novembro de 2004. A colecdo ¢
constituida por progénies de polinizacao aberta originadas de 109 plantas amostradas em
32 populagdes naturais do Cerrado brasileiro em cinco estados: Goias, Tocantins, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul e Bahia (Figura 5). H4 na cole¢do atualmente 274 individuos
de quatro variedades botanicas: Hancornia speciosa var. pubescens, H. speciosa var.
gardneri, H. speciosa var. speciosa e H. speciosa var. cuyabensis. A colecao da EA/UFG
(Figura 6) estéd localizada no municipio de Goiania, GO (16°35°12” S; 49°21°14” W; 730
m de altitude) e os individuos da espécie estdo distribuidos conforme delineamento
experimental de blocos completos casualizados com 57 tratamentos (progénies), quatro

repeticdes e uma planta por parcela no espagamento de 5 x 6 m (Ganga et al., 2009).
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Figura 5. Mapa do Brasil com a distribui¢do das 32 populagdes onde os individuos foram
coletados para implantagao da cole¢dao de germoplasma.
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ESTRADA ENTRADA
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B 1ndividuos sem informagao de variedade * Individuos que morreram.
G = H. speciosa var. gardneri, P = H. speciosa var. pubescens, C = H. speciosa var. cuyabensis,
S = H. speciosa var. speciosa.

Figura 6. Colegdao de frutiferas nativas do Cerrado da EA/UFG, demonstrando a
disposi¢do da colecdo de H. speciosa e distribuigdo das plantas por variedade.

Para a caracterizacdo da diversidade genética e avaliagdo da ocorréncia de
fluxo génico na cole¢do foram coletadas amostras foliares de todos os 274 individuos
presentes, que constituiram os provaveis doadores de pdlen para o experimento de fluxo
génico. Foram escolhidas, dentre as plantas que estavam frutificando, 28 plantas adultas
(matrizes) e de cada uma delas foram coletados 20 frutos para as analises de fluxo génico.
Dentre as matrizes havia 14 de H. speciosa var. gardneri, 7 de H. speciosa var. pubescens
e 7 de H. speciosa var. cuyabensis. Como H. speciosa var. speciosa nao frutificou no ano

desse estudo ndo foi possivel amostrar seus frutos para as analises de fluxo génico.

Apb6s o amadurecimento dos frutos colhidos as sementes foram retiradas
manualmente para o plantio, para separar as sementes da polpa foi utilizada uma peneira e

agua corrente. Foi plantada uma semente de cada fruto, totalizando 560 sementes, as
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sementes foram plantadas em tubetes identificados contendo substrato pronto Quali Fibra
(Chao Preto Misturadora Agricola) em estufa telada na EA/UFG (Figura 7). O plantio
seguiu delineamento experimental de blocos completos casualizados. Esse delineamento
foi escolhido, pois as progénies plantadas também foram utilizadas para avaliagdo de

caracteres quantitativos.

Figura 7. Preparo das sementes para plantio. A) Separacdo manual das sementes; B)
Plantio em tubetes identificados; C) Estufa telada com o plantio das 560
sementes (Fonte: Autora).

42  EXTRACAO DE DNA E GENOTIPAGEM

As folhas coletadas de todos os individuos adultos e das plantulas foram
armazenadas em silica gel por cerca de trés dias para secagem e posteriormente 0 DNA
gendmico foi extraido de acordo com o protocolo de extracdo de DNA vegetal com CTAB
2%, com adaptacdes (Anexo 1) (Doyle & Doyle, 1987). As amostras foram quantificadas
em gel de agarose 1%, corado com brometo de etideo. Para a quantificacio do DNA
extraido utilizou-se o marcador de peso molecular Low DNA Mass Ladder (Invitrogen). As
amostras de cada individuo foram preparadas com a adi¢do de tampao de carregamento e
posteriormente submetidas a eletroforese horizontal em gel de agarose 1% contendo
brometo de etidio, a uma voltagem constante de 80 V, durante duas horas. O gel ap6s o
tempo de corrida foi visualizado em luz ultravioleta e fotografado com o auxilio de um
fotodocumentador. Apds a quantificagdo, o DNA de todas as amostras foi diluido para uma

concentracdo final de Sng/uL e armazenados a -20°C.

Para a genotipagem foram feitas reacdes de amplificagdo via PCR (Reagdo em
Cadeia da Polimerase) com o DNA de cada individuo utilizando sete locos microssatélites

desenvolvidos para H. speciosa por Rodrigues (2009) (Tabela 1). Nessa etapa os locos
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foram marcados com fluorescéncia 6-FAM, HEX e NED. As reacdes foram preparadas a
partir de um coquetel de reagentes para um volume final de 15 pl, contendo cerca de 10 ng
de DNA gendmico, 1X tampao da enzima (10 mM Tris-HCI, pH 8,3, 50 mM KClI, 1,5 mM
MgCly), 0,21 mM dNTPs; 2,16 mg BSA, 2,16 mM de cada primer (foward e reverse) e
1U de Tag DNA polimerase (Phoneutria, MG).

Tabela 1. Locos microssatélite utilizados no estudo e suas caracteristicas. TA: temperatura
de anelamento, IVA: intervalo de variagao alélica de cada loco.

Tipo do

Loco Motivo . f1e TA IVA
microssatélite
(GCA)s (TC)20
Hs 01 (GCA)s Composto 48°C 236-290
15 6
Hs 05 (GA)™(TGC) Composto 48°C 160-222
14
Hs 06 (GA) Perfeito 46°C 106-142
6 17
Hs 08 (CAY(CT) Composto 42°C 232-284
17
Hs 11 (GA) Perfeito 44°C 130-132
12
Hs 16 (GA) Perfeito 58°C 106-148
Hs 30 ( A(})IO Perfeito 56°C 194-200

A amplificagdo do DNA via PCR foi feita a partir do seguinte programa: 1?
etapa — um ciclo de desnaturacdo do DNA a 95°C por 5 minutos. 2* etapa — 30 ciclos
compostos por trés passos cada um: desnaturagdo a 95°C por 1 minuto, anelamento dos
primers a0 DNA a uma temperatura especifica por 1 minuto, extensdo da molécula pela
enzima Tag DNA polimerase a 72°C por 1 minuto. 3* etapa — extensao final da fita a 72°C
por 30 minutos. A extensdo foi mais longa para que a 7ag DNA polimerase adicione a base

adenina no maior numero possivel de fragmentos, o que diminui os erros de genotipagem.

Os produtos das amplificagdes foram submetidos a eletroforese horizontal em
gel de agarose 3% para verificacdo da amplificacdo dos fragmentos. Apos a verificagdo os
produtos da PCR foram unidos em multiplex de aplicacao (Tabela 2) e entdo genotipados

em sequenciador automatico de DNA ABI Prism 3100 (Applied Biosystems, CA). As
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amplificacdes foram diluidas sempre que necessario e foram adicionados 0,25 pL de
padrdo interno GeneScan 500 internal lane standard (ROX, Applied Biosystems, CA) e
8,75 uL de formamida deionizada. As amplificagdes foram entdo aquecidas a 95°C por 5
minutos para desnaturacdo, colocadas em gelo imediatamente apds e submetidas a
eletroforese no sequenciador. Os fragmentos foram analisados automaticamente para a
atribuicdo do tamanho dos alelos usando o programa GENEMAPER (Applied Biosystems,

CA) e depois conferidos manualmente para certificar uma atribuicao correta.

Tabela 2. Multiplex formadas para genotipagem em sequenciador dos individuos de H.

speciosa.
Multiplex 1 Multiplex 2
Loco (Fluorocromo) Amplitude Loco (Fluorocromo) Amplitude
Hs 01 (HEX) 236 —290 Hs 06 (NED) 106 — 142
Hs 05 (NED) 160 — 222 Hs 08 (6-FAM) 232 —284
Hs 11 (HEX) 130 -132 Hs 16 (6-FAM) 106 — 148

Hs 30 (HEX) 194 - 200

43 ANALISES ESTATISTICAS

4.3.1 Caracterizacdo da variabilidade genética existente nos individuos adultos e

nas progénies da coleciao de germoplasma de H. speciosa.

Para caracterizar a variabilidade genética existente nos individuos adultos e na
progénie da cole¢do de germoplasma de H. speciosa, foram estimados o numero de alelos
por loco, as frequéncias alélicas e genotipicas, bem como a heterozigosidade observada e
esperada pelo equilibrio de Hardy- Weinberg para cada loco e para todos os locos em

conjunto com a utilizagdo do programa Fsrat 2.9.3.2 (Goudet, 1995; 2002). A heterozigose

esperada (He) foi estimada seguindo o proposto por Nei (1978): He=1- ZX ’ @ 21 1)
i1 n=

A partir das frequéncias alélicas obtidas dos individuos adultos e a fim de
conhecer o poder de discriminagdo dos locos, foram estimados dois parametros
importantes para estudos de parentesco e paternidade: a) probabilidade de identidade

genética (1) ( Paetkau et al., 1995), que ¢ a probabilidade de dois individuos amostrados ao
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acaso serem idénticos para um mesmo loco; b) probabilidade de exclusdo de paternidade
(O) (Weir, 1996), que ¢ o poder de determinado loco excluir um individuo que tenha sido
designado como pai erroneamente. Adicionalmente, também foi estimada a probabilidade
de identidade genética combinada, IC = [][; e a probabilidade de exclusdo de paternidade
combinada, QC =1 —[][(1 — Q;), para todos os locos caracterizados. Estas estimativas

foram obtidas utilizando o software Identity 1.0 (Wagner & Sefc, 1999).

Para comparar as diferencas encontradas nos valores de heterozigosidade
observada e esperada sobre o equilibrio de Hardy-Weinberg, entre os adultos e suas
progénies, foram feitos testes de permutagdo (10000 permutagdes) utilizando o programa

Fsrar 2.9.3.2 (Goudet, 1995; 2002).

4.3.2 Caracteriza¢do da variabilidade genética existente nas variedades botanicas

presentes na colecio de germoplasma de H. speciosa.

Para caracterizar a variabilidade genética existente nas quatro variedades
botanicas de H. speciosa presentes na colecdo, os individuos adultos foram separados por
variedade. Para cada variedade foi estimado o numero de alelos por loco, as frequéncias

alélicas, a heterozigosidade observada e esperada para cada loco e para todos os locos.

Para comparar os valores de heterozigosidade observada e heterozigosidade
esperada sobre o equilibrio de Hardy-Weinberg, entre variedades, foram feitos testes de
permutagdo (10000 permutacdes) utilizando o programa Fgrar 2.9.3.2 (Goudet, 1995;
2002), entre os pares de grupos: gardneri € pubescens, gardneri e cuyabensis, gardneri e

speciosa, pubescens e cuyabensis, pubescens e speciosa, cuyabensis e speciosa.
4.3.3 Analise do sistema reprodutivo

O sistema de reproducao de H. speciosa foi analisado com base nos modelos de
reproducdo misto e cruzamentos correlacionados, que assumem que as progénies resultam
de uma mistura de autofecundagdo e fecundacdo cruzada, para essas andlises foram
utilizado o programa “Multilocos MLTR” (Ritland, 2002). O modelo misto descrito por
Ritland & Jain (1981) pressupde que: 1) o conjunto de pdlen ¢ homogéneo para o
cruzamento de todos os gendtipos maternos; 2) todas as plantas tém a mesma capacidade

de gerarem descendentes (fecundidade igual); 3) os locos estdo em equilibrio de ligagdo
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(os alelos de diferentes locos segregam independentemente); 4) os locos avaliados ndo

sofreram sele¢do ou mutacdo entre o periodo de fertilizacdo e a analise dos individuos.

Os parametros estimados foram: taxa de fecundacio cruzada multiloco (7 ,);
taxa de fecundagdo cruzada uniloco (7,); endogamia biparental ou taxa de fecundagio
cruzada entre individuos aparentados (7 ,-f); coeficiente de endogamia dos gendtipos
maternos (I:“m); correlagdo multiloco de paternidade (7 ,); correlagdo de autofecundagédo

(7 ); frequéncias alélicas do 6vulo e do polen envolvidos nos cruzamentos. Para todas as
estimativas, os intervalos de confianca (95%) foram obtidos por meio de 1000 re-

amostragens do tipo bootstrap.

A comparagdo entre as frequéncias alélicas do polen (p,) e dos 6vulos (p,) foi

feita com base na estimativa da estatistica Fsy (Nei, 1977), da seguinte forma:

Fy =1-———*%— em que:

e(média)

k k

N _ 5 A B )
He(o'vulo) - l_zpa He(po'len) - l_zpp
i=l i=1
~ k S ]:I . + [:[ B
_ 2 _ e(ovulo) e( polen)
He(média)_l_zpm He_ 2

i=1

Para testar se as frequéncias alélicas do 6vulo e do polen sao homogéneas, foi

feito um teste qui-quadrado como proposto por Workman & Niswander (1970),
X =2nFsr(k-1) ; GL = (k-1)(s-1)
em que z ¢ o numero de individuos, k£ o numero de alelos, s o nimero de grupos testados.

A partir das estimativas do sistema de cruzamento obtidas foi possivel estimar
outros parametros demograficos e genéticos da cole¢do de germoplasma. O nimero efetivo
de doadores de polen isto €: o tamanho da vizinhanga reprodutiva foi calculado a partir da

1

correlagdo multiloco de paternidade (7 (m)): Nep =

A

p(m)
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Calculou-se também a propor¢ao de meios irmédos B, =7, (1—7r,,)) e de irmdos

germanos B, =1, xr,.

O coeficiente médio de coancestria (6,,) foi obtido a fim de conhecer o

parentesco entre os individuos da progénie em estudo, a partir do coeficiente de parentesco

da progeénie (r,, ), da seguinte forma:
P, =025 F)[45+ (i +AiS)(1+7F,),

em que: F ¢é o coeficiente de endogamia nas matrizes, § ¢ a taxa de autofecundacdo, 7 ¢ a

taxa de fecundagdo cruzada multiloco, 7,¢ a correlagdo multiloco de paternidade e 7 ¢ a

correlacdo de autofecundagdo. Sabendo-se que em espécies dipldides, na auséncia de

endogamia, o coeficiente de coancestria (6,,) ¢ a metade do coeficiente de parentesco

I”Xy

(r, ), temos que: 6, =

Para determinar a representatividade genética das progénies, o tamanho efetivo
de variancia da progénie foi estimado tendo como base a variancia amostral das

frequéncias alélicas (Cockerham, 1969), da seguinte forma:

- 0,5
e(v) — A
[(”‘1)]+ 1+Fp

n 2n

6,

Para a conservacdo de espécies frutiferas do Cerrado, como H. speciosa,
devido suas caracteristicas de vida longa e sobreposicdo de geracdes, deve-se procurar
reter um tamanho efetivo de pelo menos 100. A partir da estimativa do tamanho efetivo de
variancia , estimou-se o nimero minimo de matrizes necessarias para reter um tamanho
efetivo (Ne,,) igual a 100, sendo este niimero calculado de acordo com o

Ne,.

apresentado por Sebbenn (2000), da seguinte forma: m = N
€



39

A diferenciacdo global do pool génico do pdlen entre as arvores matrizes foi
estimado a partir do nimero efetivo de doadores de polen, segundo Smouse et al. (2001) da

,
seguinte maneira: @ , = £

4.3.4 Analise de fluxo génico contemporaneo

Para determinar a distancia de fluxo de pdlen, a ocorréncia de fluxo entre
variedades e a ocorréncia de imigracdo de polen externo foram feitas analises de
paternidade utilizando o programa CERVUS 3.0 (Kalinowski et al., 2007). Para
determinar os possiveis doadores de polen, para as 320 sementes avaliadas, foram

utilizados como candidatos todos os individuos adultos, incluindo as matrizes.

O programa CERVUS 3.0 permite inferir a paternidade por meio da razdo de

verossimilhanca (likelihood ratio, LR) entre as probabilidades de duas hipoteses

alternativas para cada candidato doador de polen LR = , , de modo que hipotese H;
0

representa o candidato doador de polen verdadeiro e Hy representa um candidato doador de

pélen de ocorréncia aleatdria na populacao.

Para cada candidato ¢ calculada um LR total, por multiplicacdo das LR de cada
loco individual, assumindo-se segregacdo independente entre locos. O logaritmo natural
(In) deste LR total ¢ denominado de LOD score. Um LOD score positivo indica que o
candidato ¢ mais provavel de ser o doador de pélen 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 pdlen mais provavel (maior LOD score positivo) e o segundo
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 simulagdo utiliza as frequéncias alélicas observadas na populagdo para
simular dados genéticos e conduzir testes de paternidade para um grande nimero de
progénies, com o objetivo de gerar distribuicoes do A. As simulacdes levam em conta o

numero de candidatos doadores de polen, a propor¢ao amostrada de candidatos doadores
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de polen, a propor¢do de locos que foram genotipados nos individuos e a frequéncia de
erros de genotipagem. Na etapa final da simulagdo sdo gerados valores criticos de A, de
modo que a significancia dos valores de A encontrados nos testes de paternidade
conduzidos na populagdo estudada possa ser determinada. Foram feitas duas simulagdes,
uma admitindo autofecundacdo e a outra ndo, ambas foram utilizadas na andlise de

paternidade para verificar a ocorréncia de eventos de autofecundacao.

A érvore candidata a doador de pdlen com o maior LOD score foi indicada
quando a diferenca entre o seu LOD score e o do segundo candidato (4 score) for maior do
que o A critico (Marshall et al., 1998). Os parametros usados nas inferéncias de
paternidade com o programa CERVUS foram os seguintes: admitiu-se que cada semente
tinha 274 provaveis doadores de podlen (todos os individuos adultos da colegdo); que a
proporcao de arvores adultas amostradas foi 95% (pois pode haver individuos da espécie
nos arredores da colecdo de germoplasma); que a propor¢ao de locos genotipados foi de
100% e que a taxa de erro de genotipagem foi de 0,01. Foram usadas 10.000 repeti¢des nas
simulagdes e os niveis de confianga restrito de 95% e relaxado de 90%, para determinar o

verdadeiro doador de polen.

Apoés serem feitas as atribuicdes de paternidade foi possivel estabelecer as
distancias de fluxo génico via polen, a partir das distancias fisicas entre doadores e
receptores de polen na coleg¢dao e se houve migracdo de polen externo a colegdo. Também
foi possivel determinar se houve fluxo génico entre variedades botanicas e se a espécie
apresenta eventos de autofecundacdo ou se ¢ de fato autoincompativel como relatado por

Darrault & Schlindwein (2006).

A area efetiva média de vizinhanca de polinizagdo (/Alep) foi calculada para

cada arvore matriz a partir da variancia da dispersao de polen, assumindo uma area circular

A

- N,

central ao redor da arvore matriz, de forma que: 4 <

o =~ »emque: d € a densidade de

W

arvores reprodutivas por area.

Assumindo que a dispersdao de polen ¢ circular e homogénea ao redor de uma

arvore materna, pode-se estimar o raio efetivo de fluxo de pélen de uma arvore materna

A A A A
(re ) da rea de vizinhanca efetiva de polinizagéo ( 4,,) da seguinte forma: 7o = -

IT1 -
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Sabendo-se quem ¢ o doador de pdlen e sua distancia fisica até a matriz foi
gerada uma distribui¢do de frequéncia das distancias de dispersdo de polen utilizando o
programa STATISTICA (Statsoft, 2005). Foram gerados dois graficos, um deles contendo

as atribuicoes com 90% de nivel de confianga e o outro com 95% de nivel de confianga.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DA VARIABILIDADE GENETICA EXISTENTE NOS
ADULTOS E EM SUAS PROGENIES

Foi possivel obter os genotipos dos 274 individuos adultos presentes na
colecao de germoplasma de H. speciosa. Para os sete locos analisados nesses individuos, o
nimero médio de alelos foi igual a 18,6 e variou entre 2 e 27 alelos por loco (Tabela 3). Os
valores de heterozigosidade esperada (He) variaram de 0,307 a 0,928 com média igual a
0,782. Enquanto a heterozigosidade observada (Ho) variou de 0,307 a 0,779 com média
igual a 0,606 (Tabela 3). Os valores encontrados podem ser considerados altos quando
comparados a outras cole¢des de germoplasma, por exemplo: Rodrigues (2012) ao
caracterizar a variabilidade genética da cole¢do de Eugenia dysenterica encontrou um
menor nimero médio de alelos por loco (11), além de menores valores de heterozigosidade
esperada e observada para o conjunto de locos analisados (0,646 e 0,423 respectivamente).
Na colecao de germoplasma da espécie amazdnica Myrciaria dubia (camu-camu), também
foi encontrado um valor menor de alelos por loco (12,8) e uma heterozigosidade esperada

de 0,797 (Rojas et al., 2011), que se assemelha a encontrada no estudo com H. speciosa.

Da mesma forma, os valores encontrados para o numero de alelos foram altos
quando comparados a populacdes de outras espécies do Cerrado como, por exemplo,
Lychnophora ericoides com média de 8,6 alelos por loco (Rabelo et al., 2011); Dipteryx
alata com 4,3 alelos por loco (Soares et al., 2012). Entretanto, esses valores foram
similares a outras espécies, Annona crassiflora com média de 13,8 alelos por loco (Pereira
et al., 2008) e Caryocar brasiliense com 16,1 alelos por loco (Collevatti et al., 1999); que
embora tenham apresentado valores médios menores que Hancornia speciosa a variancia

no numero de alelos por loco nessas espécies também foi menor.
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Tabela 3. Caracterizagcdo da variabilidade genética dos individuos adultos da colegdo de H.
speciosa. A: nimero de alelos; Ho e He: valores de heterozigosidade observada
e esperada; I. probabilidade de identidade; Q: probabilidade de exclusdo de
paternidade; /C: probabilidade de identidade combinada; QC: probabilidade de
exclusdo de paternidade combinada.

Loco A He Ho 1 0

Hs 01 27 0,926 0,734 0,010 0,846
Hs 05 27 0,928 0,756 0,010 0,850
Hs 06 19 0,927 0,779 0,010 0,849
Hs 08 20 0,884 0,740 0,024 0,766
Hs 11 2 0,307 0,307 0,528 0,129
Hs 16 21 0,927 0,637 0,010 0,849
Hs 30 4 0,580 0,292 0,218 0,351

Média 18,6 0,782 0,606  IC=3,34,10""  0C=0,9999

A probabilidade de identidade variou entre 0,01 e 0,52 por loco e a combinada
para todos os locos foi baixa e igual a 3,34,107" (Tabela 3). A probabilidade de exclusio
de paternidade variou entre 0,129 e 0,850 por loco, com probabilidade combinada alta e
igual a 0,9999 (Tabela 3). Os valores encontrados podem ser considerados bons para a
realizagdo de estudos de fluxo génico, pois indicam que a bateria de locos ¢ capaz tanto de
discriminar individuos quanto de excluir a paternidade de um doador de polen que nao seja

o verdadeiro (Collevatti et al., 1999; Collevatti et al., 2001; Braga et al., 2007).

Das 560 sementes plantadas 57% (320) germinaram, sendo que as sementes da
matriz 13 ndo apresentaram germinacdo e as matrizes 1, 2, 3 e 4 apresentaram 95% de
germinacdo (Tabela 4). A taxa de germinagdo média encontrada condiz com o encontrado
na literatura, que ¢ de aproximadamente 60% para sementes de frutos coletados imaturos
(Parente & Machado, 1986). Das 320 sementes que germinaram foi possivel obter o

genotipo para os locos analisados para 298.

Tabela 4. Germinacdo das sementes por matriz.

. Variedade N*de Porcentagem de
Matriz A sementes .2 o
botanica . germinacio (%)
geminadas
Matriz 1 Gardneri 19 95
Matriz2  Cuyabensis 19 95
Matriz 3 Gardneri 19 95

Matriz4  Cuyabensis 19 95



Matriz VariAe d‘a de sell\llloeﬁet:es Porce.entag~em de
botanica geminadas germinacio (%)
Matriz 5 Gardneri 2 10
Matriz6  Gardneri 15 75
Matriz8  Pubescens 16 80
Matriz9  Pubescens 14 70
Matriz 10  Cuyabensis 9 45
Matriz 11 Gardneri 13 65
Matriz 12 Pubescens 7 35
Matriz 13 Cuyabensis 0 0
Matriz 14 Gardneri 13 65
Matriz 15  Pubescens 8 40
Matriz 16 ~ Gardneri 15 75
Matriz 17 Gardneri 3 15
Matriz 18  Cuyabensis 8 40
Matriz 19  Gardneri 5 25
Matriz 20  Gardneri 15 75
Matriz 21  Pubescens 6 30
Matriz 22  Cuyabensis 15 75
Matriz 23  Gardneri 8 40
Matriz 24 Gardneri 14 70
Matriz 25 Cuyabensis 18 90
Matriz26  Pubescens 8 40
Matriz27  Gardneri 8 40
Matriz 28  Gardneri 10 50
Total - 320 57
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O niimero de alelos amostrados nas progénies foi aparentemente menor do que

o amostrado nos adultos da colecao e variou de 2 a 24 com média igual a 15,7 alelos por

loco (Tabela 5), porém essa diferenga ndo foi significativas (p>0,05) (Tabela 6).

Diferentemente do encontrado em H. speciosa, Feres et al. (2009) estudando uma colecao

de germoplasma de Hymenaea courbaril var. stilbocarpa, encontraram um nimero médio

de alelos maior nas progénies (15,2) do que nos adultos (13,2) e uma heterozigosidade
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observada maior na geragdo dos adultos. Neste trabalho as diferengas nao foram testadas

estatisticamente.

Tabela 5. Caracterizagdo da variabilidade genética das progénies de H. speciosa.
A: niimero de alelos; Ho e He: valores de heterozigosidade observada e
esperada, respectivamente.

Loco A He Ho

Hs 01 24 0,899 0,734
Hs 05 23 0,875 0,756
Hs 06 19 0,907 0,779
Hs 08 19 0,875 0,740
Hs 11 2 0,326 0,307
Hs 16 19 0,900 0,637
Hs 30 4 0,401 0,292
Média 15,7 0,740 0,606

Tabela 6. Comparagdo entre a variabilidade existente em adultos e progé€nies. A: nimero
de alelos; Ho e He: valores de heterozigosidade observada e esperada,
respectivamente; SD: desvio padrao.

A He (SD) Ho (SD)
Adultos 18,6 0,782 (0,245) 0,606 (0,214)
Progénie 15,7 0,740 (0,258) 0,606 (0,214)

As frequéncias alélicas também apresentaram diferencas entre as geragdes e

alguns alelos foram encontrados apenas na geragao dos adultos (Figura 8). Com excecao

dos locos Hs 11 e Hs 30, a frequéncia dos alelos foi menor do que 0,3 e isso contribuiu

para o grande numero médio de alelos e valores consideravelmente altos de

heterozigosidade encontrados.
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Figura 8. Distribuicao das frequéncias alélicas encontradas para locos microssatélites
desenvolvidos para H. speciosa. As barras cinza representam os adultos, as
barras roxas representam as progénies. As setas vermelhas indicam os alelos

que estdo presentes apenas nos adultos.
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52  CARACTERIZACAO DA VARIABILIDADE GENETICA EXISTENTE NAS
VARIEDADES BOTANICAS

Ao analisar os individuos adultos separados por variedade botanica foi possivel
verificar uma diferenga aparente no numero médio de alelos em cada variedade, que foi
maior para H. speciosa var. gardneri (15,8) € menor para H. speciosa var. cuyabensis
(10,3) (Tabelas 7 a 10). Essa diferenga aparente também foi observada ao analisar os
valores de heterozigosidade, H. speciosa var. speciosa apresentou os menores valores
encontrados de He e Ho, 0,093 ¢ 0,095 (Hs 11), respectivamente (Tabela 10). Os maiores
valores médios de He e Ho foram encontrados para H. speciosa var. gardneri (Tabela 7)
enquanto o menor valor médio de He foi encontrado para H. speciosa var. pubescens
(Tabela 8) e de Ho para H. speciosa var. cuyabensis (Tabela 9). Porém ao realizar testes
estatisticos, as diferencas tanto no numero médio de alelos quanto nos valores de
heterozigosidade encontrados nas variedades botanicas nao foram significativas (p>0,05)

(Tabela 11).

Tabela 7. Caracterizagdo da variabilidade genética de H. speciosa var. gardneri. A:
numero de alelos, He ¢ Ho: valores de heterozigosidade esperada e observada,

respectivamente.

Loco A He Ho

Hs 01 24 0,917 0,739
Hs 05 23 0,921 0,759
Hs 06 19 0,935 0,765
Hs 08 18 0,888 0,727
Hs 11 2 0,373 0,406
Hs 16 21 0,937 0,625
Hs 30 4 0,564 0,319

Média 15,8 0,790 0,620
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Tabela 8. Caracterizagdo da variabilidade genética de H. speciosa var. pubescens. A:
numero de alelos, He e Ho: valores de heterozigosidade esperada e observada,

respectivamente.

Loco A He Ho

Hs 01 20 0,884 0,759
Hs 05 20 0,883 0,736
Hs 06 19 0,930 0,836
Hs 08 17 0,880 0,815
Hs 11 2 0,211 0,164
Hs 16 28 0,918 0,691
Hs 30 4 0,440 0,218
Média 14,3 0,735 0,602

Tabela 9. Caracterizacdo da variabilidade genética de H. speciosa var. cuyabensis. A:
numero de alelos, He e Ho. valores de heterozigosidade esperada e observada,

respectivamente.

Loco A He Ho

Hs 01 13 0,904 0,654
Hs 05 17 0,898 0,792
Hs 06 14 0,856 0,769
Hs 08 10 0,851 0,615
Hs 11 2 0,340 0,346
Hs 16 12 0,843 0,692
Hs 30 4 0,521 0,231
Média 10,3 0,744 0,585

Tabela 10. Caracterizacdo da variabilidade genética de H. speciosa var speciosa. A:
nimero de alelos, He e Ho: valores de heterozigosidade esperada e
observada, respectivamente.

Loco A He Ho

Hs 01 18 0,940 0,857
Hs 05 16 0,937 0,905
Hs 06 14 0,887 0,810
Hs 08 10 0,835 0,762
Hs 11 2 0,093 0,095
Hs 16 13 0,905 0,550
Hs 30 4 0,670 0,300

Meédia 11 0,752 0,611
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Tabela 11. Comparacdo entre a variabilidade das variedades botanicas de H. speciosa. N:
numero de individuos analisados; A: nimero de alelos; Ho e He: valores de
heterozigosidade observada e esperada, respectivamente; SD: desvio padrio.

Variedade N A He (SD) Ho (SD)
H. speciosa var. gardneri 15,8 0,790 (0,227) 0,620 (0,183)
H. speciosa var. pubescens 14,3 0,735 (0,288) 0,602 (0,285)
H. speciosa var. cuyabensis 10,3 0,744 (0,222) 0,585 (0,214)
H. speciosa var. speciosa 11,0 0,752 (0,305) 0,611 (0,309)

As frequéncias alélicas variaram entre as variedades botanicas de H. speciosa e
alguns alelos foram encontrados apenas em uma das variedades como, por exemplo, para o
loco Hs 01 os alelos 238, 246 e 262 foram encontrados apenas para H. speciosa var.
gardneri ¢ o alelo 290 foi encontrado apenas nos individuos de H. speciosa var.
cuyabensis. Porém, a maioria dos alelos estd presente nas quatro variedades estudadas.

(Figura 9).
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Figura 9. Distribuicao das frequéncias alélicas encontradas nas variedades botanicas para
os locos microssatélites analisados em H. speciosa. As barras roxas
representam H. speciosa var. gardneri, as verdes H. speciosa var. pubescens,
as cinzas H. speciosa var. cuyabensis € as rosas H. speciosa var. speciosa.

53  ANALISE DO SISTEMA REPRODUTIVO

5.3.1 Frequéncia alélica do pool de 6vulo e do pool de polen

As frequéncias alélicas do pool de polen e do pool de ovulo foram
heterogéneas para quase todos os locos com exce¢do do loco Hs 30 (Tabela 12), o que
indica que para esse loco a frequéncia alélica na progénie representa a frequéncia alélica da
cole¢do como um todo. A heterogeneidade nas frequéncias alélicas do pdlen indica que os
graos de polen ndo foram amostrados aleatoriamente em cada arvore mae, o que representa

uma violagdo do modelo de cruzamento misto proposto por Ritland (2002).

Diferengas nas frequéncias alélicas entre polen e dvulos podem ser causadas
por diversos fatores como diferengas nas fungdes masculina e feminina das arvores,
migracdo de polen de fora da populacdo, selecdo entre o periodo de polinizacdo e
amostragem das progénies. Além disso, reprodu¢do ndo aleatoria dos gendtipos como, por
exemplo, cruzamentos endogamicos (biparentais e autofecundacdes) também podem
causar essas diferencas. Ou ainda, o baixo tamanho amostral no numero de plantas
maternas ou desigual nimero de plantas acessadas por progénies (Ritland & Jain, 1981;
Sebbenn et al.; 2000 e Seoane et al.; 2005). No presente estudo, as hipoteses mais
plausiveis sdo: migracdo de polen de fora da colecdo, haja vista que existem outros
individuos da espécie nas proximidades da cole¢do, em um arboreto na Escola de

Agronomia; a floragdo e frutificagdo desigual entre e dentro das variedades que ocorreu na
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colecdo de germoplasma na estagdo reprodutiva estudada; e ainda o baixo tamanho

amostral das matrizes.

Viarios estudos com espécies de darvores tropicais tém demonstrado
divergéncias significativas entre nas frequéncias de polen e 6vulo, tais como: Caryocar
brasiliense (Collevatti et al., 2001); Acacia aroma e Acacia macracantha (Casiva et al.,
2004); Senna multijuga (Ribeiro & Lovato, 2004); Solanum lycocarpum (Martins et al.,

2006) e Tabebuia roseoalba (Feres et al., 2009).

Tabela 12. Frequéncia alélica no pool de poélen e 6vulo, por loco. GL: graus de liberdade.

Loco Alelo Polen Ovulo Fst GL X Valor de p

Hs 01 252 0,029 (0,016) 0,063 (0,046)
276 0,047 (0,015) 0,042 (0,028)
242 0,233 (0,035) 0,167 (0,058)
288 0,023 (0,016) 0,021 (0,021)
250 0,092 (0,022) 0,125 (0,054)
272 0,027 (0,010) 0,042 (0,027)
260 0,031 (0,013) 0,063 (0,045)
286 0,012 (0,006) 0,000 (0,000)
280 0,008 (0,005) 0,000 (0,000)
264 0,061 (0,017) 0,083 (0,048)
266 0,084 (0,029) 0,083 (0,049)
268 0,054 (0,014) 0,000 (0,000)
254 0,159 (0,037) 0,146 (0,048)
270 0,031 (0,014) 0,021 (0,021)
236 0,009 (0,007) 0,042 (0,029)
238 0,023 (0,019) 0,000 (0,000)
278 0,012 (0,006) 0,000 (0,000)
282 0,019 (0,009) 0,021 (0,020)
262 0,016 (0,015) 0,000 (0,000)
244 0,008 (0,005) 0,000 (0,000)
256 0,004 (0,004) 0,000 (0,000)
274 0,008 (0,006) 0,083 (0,049)
246 0,004 (0,004) 0,000 (0,000)
284 0,008 (0,007) 0,000 (0,000) 0,00543 23  79,996* 3,17x10®

Hs 05 170 0,210 (0,043) 0,295 (0,078)
192 0,029 (0,013) 0,045 (0,031)
160 0,162 (0,035) 0,182 (0,077)
208 0,027 (0,016) 0,000 (0,000)
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Loco

Alelo

Pélen

Ovulo

Fst

GL

XZ

Valor de p

Hs 06

Hs 08

168
172
176
206
196
184
180
182
186
190
194
198
222
202
178
188
162
200

106
114
126
118
112
128
108
110
120
116
122
134
124
132
136
138
130
142
140

242
252

0,101 (0,024)
0,006 (0,004)
0,035 (0,014)
0,012 (0,006)
0,004 (0,004)
0,101 (0,034)
0,072 (0,019)
0,053 (0,018)
0,043 (0,015)
0,027 (0,017)
0,043 (0,015)
0,004 (0,004)
0,008 (0,005)
0,016 (0,010)
0,004 (0,008)
0,019 (0,013)
0,004 (0,004)
0,021 (0,021)

0,093 (0,026)
0,165 (0,033)
0,048 (0,020)
0,070 (0,016)
0,107 (0,024)
0,052 (0,017)
0,023 (0,012)
0,097 (0,025)
0,032 (0,011)
0,031 (0,011)
0,041 (0,014)
0,042 (0,014)
0,031 (0,013)
0,045 (0,017)
0,023 (0,014)
0,036 (0,011)
0,035 (0,012)
0,012 (0,006)
0,019 (0,012)

0,053 (0,022)
0,198 (0,032)

0,045 (0,046)
0,000 (0,000)
0,023 (0,022)
0,023 (0,022)
0,000 (0,000)
0,091 (0,047)
0,068 (0,049)
0,045 (0,030)
0,023 (0,025)
0,091 (0,056)
0,000 (0,000)
0,000 (0,000)
0,023 (0,022)
0,000 (0,000)
0,023 (0,023)
0,023 (0,022)
0,000 (0,000)
0,000 (0,000)

0,146 (0,062)
0,250 (0,073)
0,021 (0,021)
0,000 (0,000)
0,188 (0,069)
0,042 (0,032)
0,042 (0,028)
0,083 (0,047)
0,021 (0,022)
0,000 (0,000)
0,042 (0,029)
0,104 (0,050)
0,021 (0,021)
0,021 (0,021)
0,000 (0,000)
0,021 (0,021)
0,000 (0,000)
0,000 (0,000)
0,000 (0,000)

0,020 (0,020)
0,180 (0,064)

0,00568

0,00864

22

18

80,037*

99,540*

1,59 x10®

2,68 x10™"
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Loco

Alelo

Polen

Ovulo

Fst

GL

X2 Valor de p

Hs 11

Hs 16

248
240
284
258
250
256
232
254
246
244
262
270
280
260
264

130
132

118
130
122
116
124
112
114
126
132
128
120
136
138
140
110
134
144
142
146

0,041 (0,010)
0,140 (0,035)
0,004 (0,004)
0,031 (0,015)
0,105 (0,025)
0,163 (0,037)
0,008 (0,005)
0,082 (0,023)
0,077 (0,032)
0,019 (0,009)
0,022 (0,008)
0,012 (0,008)
0,023 (0,020)
0,017 (0,010)
0,004 (0,004)

0,688 (0,029)
0,312 (0,029)

0,132 (0,039)
0,037 (0,015)
0,052 (0,011)
0,136 (0,031)
0,044 (0,014)
0,012 (0,008)
0,065 (0,022)
0,052 (0,013)
0,103 (0,033)
0,051 (0,016)
0,014 (0,006)
0,092 (0,028)
0,051 (0,017)
0,039 (0,015)
0,007 (0,005)
0,036 (0,013)
0,008 (0,005)
0,054 (0,017)
0,016 (0,009)

0,040 (0,039)
0,020 (0,020)
0,000 (0,000)
0,000 (0,000)
0,280 (0,073)
0,200 (0,075)
0,000 (0,000)
0,080 (0,046)
0,100 (0,048)
0,000 (0,000)
0,020 (0,019)
0,020 (0,019)
0,000 (0,000)
0,000 (0,000)
0,040 (0,039)

0,870 (0,049)
0,130 (0,049)

0,152 (0,061)
0,022 (0,022)
0,022 (0,021)
0,283 (0,084)
0,087 (0,050)
0,000 (0,000)
0,087 (0,038)
0,022 (0,022)
0,022 (0,021)
0,022 (0,021)
0,000 (0,000)
0,065 (0,049)
0,065 (0,035)
0,043 (0,029)
0,022 (0,021)
0,065 (0,047)
0,000 (0,000)
0,022 (0,022)
0,000 (0,000)

0,0149

0,0481

0,0103

18

1

18

172,131* 13,44 x10™

30,784* 2,88 x10™

119,678* 4,82 x10"
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Loco Alelo Polen Ovulo Fsr GL X Valor de p

Hs30 196 0,781 (0,045) 0,778 (0,075)
200 0,004 (0,004) 0,019 (0,018)
194 0,068 (0,024) 0,019 (0,019)
198 0,147 (0,039) 0,185 (0,073) 0,00281 3 5396 0,1449

* valores significativos (p <0,05).

5.3.2 Taxas de cruzamento e parentesco

A taxa de fecundagdo cruzada multiloco (¢,) foi igual a um em todas as
familias (1,0) e a uniloco (%) foi alta variando de 0,693 a 1,206 o que indica que na colegdo
ndo ocorre eventos de autofecundagdo e isso pode ocorrer pela presenca de algum
mecanismo de autoincompatibilidade como proposto por Darrault & Schlindwein (2006).
Murawski (1995) mostrou que pelo menos 34% das espécies hermafroditas de arvores
tropicais possuem algum mecanismo que impossibilita a autofecundacdo. A estimativa da
diferenca entre a taxa de fecundacao cruzada multiloco e uniloco variou de -0,206 a 0,307
(Tabela 13) mostrando uma alta variagdo na ocorréncia de endogamia biparental entre as
familias. As matrizes que apresentaram maiores taxas de cruzamento entre individuos

aparentados foram a matriz 22 (30%), matriz 4 (23%) e matriz 17 (20%).

Tabela 13. Andlise do sistema reprodutivo de H. speciosa por matriz. t,: taxa de
fecundacao cruzada multiloco, #: taxa de fecundagdo cruzada uniloco, #,-t:
taxa de fecundagao cruzada entre individuos aparentados, SE: desvio padrao.

Sementes

Familia Analisadas tm SE ts SE tm —ts
Matriz 1 19 1,000 0,001 0,927 0,034 0,073
Matriz 2 19 1,000 0,001 1,033 0,008 -0,033
Matriz 3 19 1,000 0,001 0,810 0,073 0,190
Matriz 4 19 1,000 0,001 0,777 0,059 0,223
Matriz 5 2 1,000 0,001 1,000 0,001 0,000
Matriz 6 15 1,000 0,001 1,083 0,030 -0,083
Matriz 7 14 1,000 0,001 1,073 0,010 -0,073
Matriz 8 16 1,000 0,001 0,994 0,036 0,006
Matriz 9 14 1,000 0,001 1,037 0,021 -0,037
Matriz 10 9 1,000 0,001 0,983 0,030 0,017

Matriz 11 13 1,000 0,001 1,000 0,001 0,000
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Familia ~ocmentes SE ts SE  tm—ts
Analisadas

Matriz 12 7 1,000 0,001 0,992 0,008 0,008
Matriz 14 13 1,000 0,001 0,959 0,052 0,041
Matriz 15 8 1,000 0,001 1,007 0,025  -0,007
Matriz 16 15 1,000 0,001 0912 0,073 0,088
Matriz 17 3 1,000 0,000 1,206 0,001  -0,206
Matriz 18 8 1,000 0,000 1,065 0,032  -0,065
Matriz 19 5 1,000 0,001 0971 0,031 0,029
Matriz 20 15 1,000 0,001 0972 0,032 0,028
Matriz 21 6 1,000 0,001 0,994 0,047 0,006
Matriz 22 15 1,000 0,001 0,693 0,052 0307
Matriz 23 8 1,000 0,000 1,069 0,011  -0,069
Matriz 24 14 1,000 0,000 1,036 0,008  -0,036
Matriz 25 18 1,000 0,001 1,000 0,001 0,000
Matriz 26 8 1,000 0,001 0,968 0,028 0,032
Matriz 27 8 1,000 0,001 0,946 0,065 0,054
Matriz 28 10 1,000 0,001 0,894 0,042 0,106

Ao analisar todas as familias em conjunto, a taxa de fecundagdo cruzada
multiloco (¢,) foi igual a 0,990 e a uniloco () foi igual a 0,899 (Tabela 14). A alta taxa de
fecundagdo cruzada observada na colecdo de germoplasma de H. speciosa € esperada tanto
pelo fato da espécie ser considerada autoincompativel, quanto pela alta densidade em que
os individuos ocorrem na colecao (190,3 individuos/ha). Murawski & Hamrick (1991)
observaram a tendéncia de espécies com alta densidade apresentarem maiores taxas de
cruzamento multiloco em comparagdo a espécies de baixa densidade. Espécies que
ocorrem em alta densidade populacional aparentemente apresentam maior taxa de
fecundacdo cruzada devido a proximidade das arvores o que pode favorecer o0 movimento

dos polinizadores, em casos de espécies polinizadas por animais, como H. speciosa.
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Tabela 14. Parametros do sistema reprodutivo de H. speciosa. SD: Desvio padrao.

Parametros Estimativas (SD)
Numero total de arvores matrizes (m) 27
Numero total de progénies () 320
Endogamia nos parentais (F,) 0,240 (0,051)
Endogamia nas progénies (F},) 0,086
Taxa de fecundacao cruzada multiloco (z,,) 0,990 (0,007)
Taxa de fecundagao cruzada uniloco (%) 0,899 (0,016)

Taxa de fecundagdo cruzada entre parentes (¢, — t;)
Correlacao de autofecundagao (s)

0,091 (0,016)
-0,999 (0,107)

Correlagdo multiloco de paternidade (7)) 0,076 (0,014)
Correlagdo uniloco de paternidade (7)) 0,100 (0,026)
Coeficiente de coancestria (6x)) 0,118
Divergéncia genética do pdlen cruzado (O ;) 0,038
Cruzamentos envolvendo arvores aparentadas (7(s) - ¥p(m)) 0,024 (0,025)
Numero médio de doadores de polen (N, = 1/7p(m)) 13,15
Propordo de irmdos-germanos (Pic = rpom) X tm) 0,071
Propordo de meios-irmaos (P = tw(1-7pm))) 0,876

A diferenca entre a taxa de fecundacdo cruzada multiloco e uniloco (¢, — )
combinada, que ¢ utilizada para quantificar a ocorréncia de endogamia bi parental, foi
positiva (0,091) e significativamente diferente de zero, indicando a ocorréncia de 9,1% de
cruzamento entre individuos aparentados. Darrault & Schlindwein (2006) relataram que H.
speciosa € uma espécie autoincompativel, assim como muitas outras espécies de arvores
tropicais (Cascante et al., 2002 e Fuchs et al., 2003) e para essas espécies nao ocorre
endogamia devido a autofecundagdo e, consequentemente toda a endogamia encontrada ¢
devido a acasalamento entre individuos aparentados. Na cole¢do de germoplama de H.
speciosa essa baixa taxa de fecundacdo cruzada entre individuos aparentados ¢
compreensivel, pois ainda que os individuos sejam oriundos de matrizes de 32 populagdes
naturais eles foram plantados no esquema experimental de blocos completos casualizados,
com uma Unica planta por parcela, de forma que plantas irmas situam-se sempre em blocos
diferentes. Isso diminui a probabilidade de ocorréncia de cruzamentos entre individuos
aparentados, porém nao elimina a possibilidade de que tais eventos ocorram. Dessa forma
pode-se inferir que os individuos da cole¢ao de germoplasma estdo se reproduzindo por

fecundagdo cruzada (alogamia) e que ha uma pequena taxa endogamia biparental.
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A estimativa da correlagdo de autofecundacdo, isto ¢ a probabilidade de se
encontrar um individuo gerado por autofecundagao onde foi encontrado outro individuo de
autofecundagdo, foi negativa (-0,999) indicando que ndo houve a formacdao de sementes
oriundas de autofecundagdo o que  corrobora com a hipotese da espécie ser

autoincompativel (Tabela 14).

A correlagdo de paternidade multilocus (7)) foi significativamente diferente

de zero e igual a 0,076 (Tabela 14). Em H. speciosa essa correlagao foi muito baixa o que
significa que apenas 7,6% das progénies de cada matriz sdo irmdos completos, ou seja,

filhos do mesmo doador de poélen. Esse resultado foi bem diferente do encontrado para

outras especies polinizadas por insetos como: Bagassa guianensis (rpim) = 0,140, Silva et
al., 2008); Caryocar brasiliensis (rpm) = 0,160, Collevatti et al., 2001) e Cedrela odorata

(rpemy = 0,160, James et al., 1998). Isso mostra que varias arvores da colegdo estdo
florescendo e contribuindo com fluxo génico, esse resultado indica também que os agentes
polinizadores percorrem grande parte da colecdo de germoplasma durante o

forrageamento, nao se limitando a buscar recurso somente nos individuos vizinhos.

A autofecundagdo ¢ o mecanismo que mais produz endogamia em plantas, ela
¢ responsavel por gerar um coeficiente de endogamia de pelo menos 0,5 na prole. Outro
mecanismo capaz de produzir endogamia ¢ o acasalamento entre individuos aparentados
(cruzamentos endogamicos), mas o grau de endogamia criado por este mecanismo depende
do coeficiente de coancestria entre os individuos. Por exemplo, o cruzamento entre dois

meios-irmdos (6, = 0,125) ird produzir 12,5% cruzamentos endogamicos, enquanto que o
acasalamento entre dois irmdos completos (6,, = 0,25) produzird 25% de cruzamentos
endogamicos. O valor calculado do coeficiente de correlagdo de parentesco (r,,) foi de
0,237. Desse coeficiente foi estimado o coeficiente de coancestria (6, ) e para a cole¢do de
germoplasma de H. speciosa o 6, encontrado foi de aproximadamente 0,118 que ¢ um

valor proximo ao esperado em progénies de meios-irmaos (0,125). O significado dessa
estimativa para o presente estudo ¢ de que existem aproximadamente 11,8% de
probabilidade de se amostrar dois alelos idénticos por descendéncia em diferentes

individuos da progénie.
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O numero médio de doadores de polen na colecdo foi de 13,15. Esse nimero
foi maior do que o encontrado para outras espécies tropicais, em ambiente natural, como
por exemplo: foi encontrado um valor de 10,2 doadores de pdélen em Solanum lycocarpum
(Martins et al., 2006); 5,9 doadores em Manilkara huberi (Azevedo et al., 2007); 7,1
doadores em Bagassa guianensis (Silva et al., 2008) e 6,8 doadores em Myracrodruon
urundeuva (Gaiano et al., 2011). Para Hymenaea courbaril, uma espécie que também ¢
autoincompativel, o numero de doadores de polen encontrado foi de 6,3 (Lacerda et al.,
2008) esse numero também foi menor do que o encontrado para H. speciosa. O numero
alto de doadores de pdlen por arvore encontrado pode ser atribuido a forma com que os
individuos estdo distribuidos na colecdo e também a alta densidade, pois, isso pode

influenciar no comportamento dos agentes polinizadores.

O tamanho efetivo de variancia de cada progénie (]\76 ) calculado foi igual a

)
3,69. Este valor esta bem préximo de quatro, que € o valor tedrico maximo esperado em
progénies de meios irmdos em uma populacdo referencial ideal (uma populacdo de
tamanho infinito praticando cruzamentos aleatdrios na auséncia de selecdo, mutacao,
deriva genética e migracao) (Vencovsky & Crossa, 2003). Isso indica que a progénie
representa a diversidade genética presente na colecdo e esse alto valor obtido estd de

acordo com o fato de que a progénie é composta principalmente por meios irmaos (87,6%).

A estimativa do tamanho efetivo de variancia ¢ bastante importante quando se
pensa em manejo de uma colecao de germoplasma para a conservacao genética ex situ,
inicio de um programa de melhoramento e coleta de sementes para a recuperacao
ambiental (Sebbenn et al., 2000; Barreira et al., 2006). Para se reter um tamanho efetivo
igual a 100, que permita a manuten¢do da diversidade genética por determinado periodo de
tempo ou por varios ciclos de selecao recorrente na colecdo de germoplasma estudada de

H. speciosa seria necessario coletar muitas sementes de pelo menos 27 arvores da colegao.

O valor de ¢, que indica a diferenciagdo do pool de polen recebido por cada

arvore matriz, encontrado na coleg¢ao de H. speciosa (0,038) foi baixo e menor do que o
relatado por outros autores em estudos com espécie polinizadas por animais como Dizinia
excelsi, (Dick et al., 2003) e Symphonia globulifera (Degen et al., 2004). Esse valor indica
que as arvores matrizes estdo recebendo uma chuva de polen similar, ou seja os agentes

polinizadores distribuem o pélen de forma eficiente na colecgao.
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54  ANALISE DE FLUXO GENICO CONTEMPORANEO

Ao fazer a andlise de paternidade, mesmo assumindo que a espécie poderia
apresentar eventos de autofecundacao, ndo foi possivel encontrar eventos desse tipo. Isso
sugere que essa espécie, embora tenha flores hermafroditas, seja dependente de agentes
polinizadores devido a presenca de algum sistema de autoincompatibilidade, conforme
demonstrado por Darrault & Schlindwein (2006) e pelo estudo do sistema reprodutivo feito
neste trabalho. Para a andlise de paternidade foi considerado o nivel de confianga estrito

de 95% com A critico igual a 3,88 e relaxado de 90% com A critico igual 2,32.

Das 27 matrizes em que houve germinacdo de sementes foi possivel analisar
um total de 298 sementes e dessas foi atribuida a paternidade para 229 (76,84%). A nao
atribuicao de paternidade para as demais sementes (69) pode ser devido a falhas de
genotipagem, falhas na bateria de locos ou ainda migracdo de polen de fora da colecdo de
germoplasma. Como os gendtipos foram revistos varias vezes e a bateria de locos
apresenta excelentes valores de probabilidade de exclusio de paternidade e de
probabilidade de identidade, a ocorréncia de fluxo génico externo ¢ a hipdtese mais
plausivel, uma vez que a cole¢do ndo estd isolada e ha presenga de outros individuos da

espécie nas proximidades.

Houve cruzamento entre todas as variedades botanicas presentes na colegdo,
porém H. speciosa var. speciosa foi a que menos contribuiu com a polinizagdo das
sementes analisadas. Hancornia speciosa var. gardneri foi a variedade que mais contribuiu
com o fluxo de pdlen sendo responsavel por 56% dos eventos de polinizagdo (Tabela 15).
A ocorréncia de polinizagdo cruzada entre as variedades botanicas simpatricas (Hancornia
speciosa var. gardneri € Hancornia speciosa var. pubescens ) sugere que ndo ha restricao
de fluxo génico entre essas variedades e provavelmente as diferengas entre elas sdo apenas
morfologicas, assim como o relatado por Chaves (2006), para as populacdes das outras
variedades botanicas a restri¢do ao fluxo génico deve ocorrer devido ao isolamento por

distancia.

Essa grande diferenca na contribuicdo com a chuva de pdlen recebida pelas
arvores matrizes parece estar relacionada tanto com a floragao desigual entre as variedades,
quanto pela representatividade de cada variedade botanica na cole¢ao. Hancornia speciosa

var. speciosa quase ndo floresce na cole¢do e isso pode estar relacionado com a diferenca
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de clima entre a regido de origem dessa variedade e a colecdo de germoplasma. Além
disso, as variedades apresentam diferente representatividade na cole¢do, em numero de
individuos e em localidade de origem desses individuos. Hancornia speciosa var.
gardneri, por exemplo, ¢ a variedade mais bem representada na colecdo de germoplasma
da EA/UFG, sendo responsavel por 148 dos 274 individuos presentes na cole¢do (54%)
que foram coletados em 19 populagdes de Goias, Tocantins, Mato Grosso e Mato Grosso

do Sul.

Tabela 15. Atribuicdo de paternidade, demonstrando que diferentes variedades
contribuiram com a poliniza¢do das matrizes. G: H. speciosa var. gardneri,
P: H. speciosa var. pubescens, C: H. speciosa var. cuyabensis, S: H.
speciosa var. speciosa.

. N° de N° de Porcentagem N° de o
Matriz — e~ o e~ N° de doadores
Variedade sementes atribuicoes de de atribuicio doadores or variedade
analisadas paternidade (%) de polen P
5-G
1-G 19 15 78,9 10 1-P
4-C
5-G
5-P
2-C 19 12 63,2 12 L-C
1-S
9-G
3-G 19 16 84,2 12 3.p
6-G
1-P
4-C 19 13 68,4 9 L-C
1-S
5-G 2 2 100 2 2-P
5-G
2-P
6-G 15 13 86,7 10 ’-C
1-S
7-G
7-P 14 14 100 11 3-P
1-C
8—P 16 9 56,2 6 6-G
5-G
9-P 14 7 50 6
1-C
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. N°de N°de Porcentagem N° de o
Matriz — e~ e o N° de doadores
Variedade sementes atribuicoes de de atribuicio doadores por variedade
analisadas paternidade (%) de polen

3-G
10-C 9 7 77,8 6 1-P
2-C
6-G
11-G 13 9 69,2 9 1-P
1-C
2-G

12-P 7 4 57,1 3
’ 1-S
5-G
14-G 13 10 76,9 9 4_p
1-G

15-P 8 3 37,5 3
’ 2-P
6-G
2-P

16-G 15 12 80 12
3-C
1-S
17-G 3 1 33,3 1 1-P
4-G

18—C 8 6 75 6
2-P
2-G
19-G 5 4 80 4 1-P
1-G
4-G
20-G 15 9 60 8 3-P
1-C
1-P
21-P 6 3 50 3 1-C
1-S
7-G
22-C 15 11 73,3 9 1-P
1-C
2-G
1-P
23-G 8 6 75 5 1_C
1-S
3-G
2-P

24 -G 14 10 71,4 9
’ 2-C
1-S
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. N° de N° de Porcentagem  N°de o
Matriz — e~ oo~ N° de doadores
Variedade sementes atribuicoes de de atribuicio doadores or variedade
analisadas paternidade (%) de podlen P
8—-G
25-C 18 15 83,3 14 4-P
2-C
2-G
26—P 8 5 62,5 4 1-P
1-S
1-G
27-G 8 4 50 4
3-P
4-G
9 4-P
28— G 10 9 90
1-C

Um total de 121 individuos adultos contribuiu para o fluxo génico na colegao,
na estagao reprodutiva estudada, e o nimero de doadores de pdlen por matriz variou de 1 a
14, com um nimero médio efetivo de aproximadamente 13 doadores de pdlen por matriz
(Tabela 16). Aproximadamente 89% das atribui¢des de paternidade foram feitas com o

nivel de confianca estrito (95%) e o restante (11%) com o nivel relaxado de 90%.

Tabela 16. Resultado do teste de paternidade realizado na progénie de H. speciosa.

Trio ) ) Distancia de
Matriz Semente Doa(’lor LOD Trio Trio dispersao de
de Polen score Delta confidence pélen (m)
M1 MI1F1 A239 704 126 + 60,29
M1 MI1F2 A23 180 275 + 7,8
M1 MI1F6 Al12 831 569 * 88,3
Ml MIF8 A100 739 631 * 34,65
M1 M1F9 A93 559 887 * 127,28
M1 MI1F10 A228 101 704 * 118,07
Ml MIF11 A93 599 599 * 127,28
Ml MI1F12 A100 740 643 * 34,65
M1 MI1F13 A66 135 662 * 110,65
M1 MIF15 A93 599 494 * 127,28

Ml MI1F16 A108 870 870 * 69,28



Trio Distancia de

Matriz Semente Doador LOD Trio Trio dispersao de
de Pdlen Delta  confidence
score polen (m)
Ml MI1F17 A93 582 476 * 127,28
Ml MIF18 MI18 116 823 * 15
Ml MIF19  Al48 556 125 * 37,36
Ml MI1F20 All2 832 569 * 88,3
M2 M2F3 A266 329 329 * 74
M2 M2F4 A70 819 171 * 125,57
M2 M2F6 M9 167 167 + 100
M2 M2F7 A244 209 699 * 95,19
M2 M2F8 AS53 176 176 * 27,73
M2 M2F9 M8 390 390 * 96,69
M2 M2F10 A46 357 111 * 15,62
M2 M2F11 M5 711 691 * 94,86
M2 M2F12 A66 747 531 * 105,68
M2 M2F15 A40 265 265 * 105,17
M2 M2F17 A37 656 743 * 90,19
M2 M2F20 MI18 358 107 * 10
M3 M3F1 A274 192 138 * 100,24
M3 M3F2 Al44 121 118 * 94,86
M3 M3F3 Al136 333 333 * 46,09
M3 M3F4 A103 825 540 + 13
M3 M3F5 A189 561 561 * 57,63
M3 M3F6 A100 300 300 * 23,32
M3 M3F8 A183 372 339 + 50
M3 M3F9 M23 383 383 * 5
M3 M3F10 A36 939 139 * 50,35
M3 M3F11 AS81 102 693 * 16,15

M3 M3F12  Al89 550 205 * 57,63



Trio

Distancia de

Matriz Semente (}Zol?:ill(::; LOD ];r;it(; conrlt:ll(.iignce disPersﬁo de
polen (m)

M3 M3F13 A82 126 122 * 20,88
M3 M3F14 A183 394 577 * 50
M3 M3F16 Al44 604 997 * 91,78
M3 M3F18 A273 294 294 * 96,06
M3 M3F19 A189 504 504 * 57,63
M4 M4F1 Al137 627 256 + 16,15
M4 M4F6 A198 297 297 * 24,51
M4 M4F8 Ab4 228 205 + 58,30
M4 M4F9 M7 175 175 * 42,43
M4 M4F10 A138 165 152 + 30,59
M4 MA4F11 A64 478 478 * 46,57
M4 M4F12 A138 385 697 * 30,59
M4 M4F13 A64 475 475 * 46,57
M4 M4F14 M1 371 939 + 60
M4 M4F16 M1 238 150 * 60
M4 M4F17 A223 231 231 * 31,62
M4 M4F19 M20 131 118 * 61,18
M4 M4F20 M27 189 165 * 34,65
M5 M5F1 AS50 312 976 * 86,88
M5 MS5F2 A262 447 268 * 144,08
M6 M6F1 Al41 277 277 + 5
M6 M6F2 A192 225 228 + 91,78
M6 M6F3 Al41 772 772 * 5
M6 MG6F5 MI18 834 620 + 94,87
M6 M6F7 A234 106 389 * 142,47
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Doador Trio Trio Trio Distancia de
Matriz Semente de Pélen LOD Delta confidence disl?ersio de
score polen (m)

M6 MOF8 A221 287 101 * 55,46
M6 MG6F10 Al41 141 141 * 5

M6 M6F11 M12 498 498 * 42,43
M6 M6F12 M5 437 691 * 10

M6 M6F13 Al41 561 561 * 5

M6 M6F16 A230 115 771 * 165,6
M6 MG6F17 A21 908 244 * 30,4
M6 M6F20 M5 539 691 * 10

M7 M7F3 A46 360 682 * 27,73
M7 M7F4 M23 192 412 * 19,2
M7 M7F7 A189 187 149 * 54,12
M7 M7F8 A23 377 377 * 19,2
M7 M7F9 M8 284 108 * 86,88
M7 M7F9 M8 284 108 * 86,88
M7 M7F10 M6 164 569 * 90,13
M7 M7F11 Al33 839 839 * 46,09
M7 M7F12 A199 677 609 * 59,4
M7 M7F14 M5 755 689 * 80,77
M7 M7F15 A129 854 490 * 33,54
M7 M7F17 A247 944 698 * 82,88
M7 M7F18 M5 375 505 * 80,77
M7 M7F19 Al133 314 313 * 46,09
M7 M7F20 M5 223 689 * 80,77
M8 MSF2 A198 252 252 * 58,3

M8 MB8F3 M5 348 481 + 13



Trio Distancia de

Matriz Semente (}Zol?g;;; LOD g:lit(; conli;l;:nce disPersﬁo de
score polen (m)
M8 MS&F7 A87 874 874 * 5
M8 MS8F11 A212 336 206 * 101,59
M8 MS&F13 A110 581 254 * 30,59
M8 MS8F16 M5 885 691 * 13
M8 MSF18 A35 409 107 * 19,2
M8 MSF19 Al110 615 568 * 30,59
M8 M8F20 A87 768 735 * 5
M9 MOF1 A150 451 451 * 92,3
M9 MOF2 Al173 243 744 + 90,35
M9 MOF4 Al19 540 445 * 5
M9 MOF5 M5 886 691 * 31,62
M9 MOF7 A210 163 926 * 122,54
M9 MYF14 A210 685 929 * 122,54
M9 M9F20 A225 596 596 * 57,58
M10  MI10F1 M5 101 692 * 30
MI10  MIOF2 A21 104 597 * 10
MI10  MI10F4 M25 253 266 + 106,43
MI10  MIOF5 M5 371 692 * 30
M10  MI10F8 A188 399 210 * 44,59
M10 MIOF10  A274 763 137 * 151,67
M10 MI10F13 Al19 524 445 * 5
MI1  MIlIFI MI10 567 487 * 20,88
M1l  MI11F2 Al19 273 106 * 25,71
M1l  MIl11F4 A229 441 441 * 57,08

M1l  MI1I1F6 MI12 487 177 * 5



Trio

Distancia de

Matriz Semente (}Zol?g;;; LOD g:lit(; conli;l;:nce disPersﬁo de
score polen (m)

M1l  MI11F7 A272 685 685 * 123,19
M1l MI11F A96 945 576 * 82
M1l MIl11F11 A60 208 706 * 5
MI11 MI1I1FI12 M5 210 442 * 31,24
MI11 MI1F17  A224 896 389 * 45,37
MI12  MI2FI A60 629 137 * 7,81
M12  MI2F5 Al43 204 134 * 55,46
M12  MI2FI12 A60 834 697 * 7,81
M12 MI2F13 M24 567 546 * 41,76
Ml14  MI4F1 A202 613 120 * 46,19
M14  MI4F5 A66 342 681 * 51,42
M14  MI14F6 A213 703 703 * 73,59
Ml14  MI14F9 M12 108 430 * 11,66
M14  MI14F10  A237 795 572 * 82
M14 MI14F12  A103 102 102 * 34,65
M14 MI4F13  A224 974 558 * 57,58
M14 MIl4F14 A26 743 743 * 40,44
M14  MI4F15 M15 122 122 * 20
M14  MI14F17  A237 554 413 * 82
M15  MI5F8 Al136 925 925 * 46,09
M15 MIS5F11 A70 468 153 * 90,79
MI15 MISF15 M26 703 341 + 45,37
Ml16  MIG6FI M9 981 138 * 75
Ml16  MI16F3 Al21 267 267 + 46,09
Ml16  MI6F5 A66 100 641 * 80,89
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Trio Distancia de

Matriz Semente (}Zol?g;;; LOD g:lit(; conrltzll;iignce disl?ersio de
score polen (m)
M16  MI16F6 Al153 740 692 * 36,34
M16  MI16F7 Al41 286 286 * 85,44
M16  MI16F8 A27 194 562 * 7,8
Ml16 MI6F10 A40 494 494 * 80,22
Ml6 MI6F11 A70 343 318 * 100,71
Ml16 MI6F12 M25 298 690 * 54,16
M16 MI6F14 A22 119 119 * 30,59
M16 MI6F16  A210 552 290 * 64,35
M16 MI6F17 A26 543 543 * 11,66
M17 MI17F17 MI12 242 170 * 39,35
M18  MIS8FI A266 419 419 * 63,06
M18  MI8F6 Ml 492 492 * 15
M18  MI8F7 A262 434 284 * 74,67
M18 MI8F14 M16 892 691 * 15
M18 MI8F16 A61 434 107 + 71,02
M18 MI&F18 Al 407 407 * 15
M19  MI9FI M3 108 106 * 27,73
M19  MI9F5 A211 862 701 * 84,5
M19  MI19F9 A246 842 833 * 120,97
M19  MI9F10 M18 455 455 * 50
M20  M20F1 A242 908 908 * 148,66
M20  M20F2 Al51 131 131 * 93,14
M20  M20F4 A265 855 841 * 145,08
M20  M20F5 A66 632 632 * 5

M20  M20F10 A60 527 140 * 40



Trio

Distancia de

Matriz Semente (}Zol?g;;; LOD g:lit(; conrltzll;iignce disl?ersio de
score polen (m)

M20 M20F14 A66 169 894 * 5
M20 M20F16  Al184 216 216 * 59,05
M20 M20F18 A44 114 114 * 16,15
M20  M20F20 M21 295 295 * 50,35
M21 M21F10  A149 297 888 * 58,31
M21 M21F13  A108 326 882 * 18,68
M21  M21F17 M12 395 395 * 5
M22  M22F1 A25 121 691 * 45,39
M22  M22F2 M19 413 413 * 13
M22  M22F3 A8l 109 664 * 7,8
M22  M22F6 A8l 109 664 * 7,8
M22  M22F7 M19 342 118 * 13
M22  M22F9 A247 201 690 * 116,29
M22  M22F10  A217 136 131 * 51,61
M22  M22F12 A36 446 246 * 30,59
M22  M22F14  A212 186 498 * 69,2
M22  M22F15 M3 138 705 * 20
M22 M22F16  All12 173 173 * 27,73
M23  M23F2 M3 857 531 * 5
M23  M23F3 A253 227 227 + 64,03
M23  M23F4 Al133 687 672 * 26,9
M23  M23F9 A214 722 722 * 46,52
M23  M23F10  A256 570 191 * 74,57
M23  M23F12 M3 492 492 * 5
M24  M24F1 A66 557 682 * 80,22
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Doador Trio Trio Trio Distancia de
Matriz Semente de Pélen LOD Delta confidence disl?ersio de
score polen (m)
M24  M24F2 A100 368 368 * 11,66
M24  M24F3 A47 712 182 * 30,54
M24  M24F5 A78 115 622 * 5
M24  M24F10  All13 916 449 * 60,3
M24  M24F12 A23 147 121 * 27,73
M24  M24F13  A100 435 215 * 11,66
M24  M24F17 A97 222 222 * 30,59
M24  M24F19  Al136 582 582 * 46,57
M24  M24F20 M23 442 442 * 7,8
M25  M25FI Al186 198 198 + 100,18
M25  M25F2 A70 887 398 * 134,9
M25  M25F5 A23 234 154 * 42,29
M25  M25F7 A200 770 674 * 60
M25  M25F8 M14 978 978 * 75,06
M25  M25F9 A225 565 565 * 85,21
M25  M25F10 A84 661 341 + 76,15
M25 M25F11  A207 901 620 * 95
M25 M25F12  A230 666 119 * 82,63
M25 M25F14  A253 474 201 * 61,81
M25  M25F15 M26 284 724 + 35
M25 M25F16  A212 853 138 * 7,8
M25 M25F17  A240 632 484 * 67
M25 M25F18  A2l11 632 165 * 5
M25  M25F20  A212 806 137 * 7,8

M26  M26F11 A270 107 839 * 57,87
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Doador Trio Trio Trio Distancia de
Matriz Semente de Pélen LOD Delta confidence disl?ersio de
score polen (m)
M26  M26F18 A48 218 218 * 58
M26 M26F19  A240 558 543 * 82,24
M26  M26F20 A35 498 475 * 65,29
M27  M27F1 A85 109 609 * 30,41
M27  M27F3 A238 200 186 + 94,81
M27  M27F7 A215 317 317 * 60,29
M27  M27FS8 A210 120 120 + 85,21
M28  M28F4 A64 430 430 * 42,43
M28  M28F8 Al185 193 373 * 30,59
M28  M28F9 M20 992 408 * 55,46
M28  M28F10 M15 839 596 * 43,83
M28  M28F12  A203 334 995 * 15,62
M28 M28F13  A198 135 135 * 19,2
M28  M28F15  A206 968 968 * 27,73
M28  M28F16 A66 238 238 * 51

* Paternidade determinada em P<0,01, delta = 3,88 (nivel de confianga de 95%)
+ Paternidade determinada em P<0,05, delta = 2,32 (nivel de confianga de 90%)

As distancias de dispersao de podlen variaram muito, a menor distancia
encontrada foi de 5 metros, entre individuos vizinhos, € a maior foi de 165,6 metros.
Considerando as atribui¢des de paternidade realizadas com o nivel de confianga de 90%, a
média das distancias de dispersdo foi igual a 58,97 m (£27 m). Ao considerar as
atribuicdes com o nivel de confianca de 95% a média das distancias de dispersdo foi igual
a 53 m, préxima a encontrada quando considerando todas as atribuigdes juntas (53,52 m =+
93 m) (Figura 10). Embora o alcance da dispersdo de podlen tenha sido superior a 160
metros, a maior parte dos eventos de polinizagdo (64%) ocorreu a menos de 60 metros de
distancia e apenas 11% ocorreram a distancias maiores que 100 metros. Esse resultado
pode ter sido influenciado pela distribuicao agregada e pela alta densidade de individuos na

colecdo de H. speciosa. De acordo com a teoria de forrageamento 6timo (Macarthur &
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Pianka, 1966), quando a populacdo é grande, a distdncia de voo do polinizador entre
individuos serd dependente da densidade, isto €, quanto maior a distdncia entre os

individuos maior serd a distancia média de voo do polinizador.
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Figura 10. Distribuicdo de frequéncia das distancias de dispersdo de pdlen na colegdo de
germoplasma de H. speciosa, para todas as atribui¢des de paternidade.

A area efetiva média de vizinhanca de polinizagao (flep) calculada,

considerando todas as atribuicdes, foi relativamente grande (considerando o tamanho da

colecdo) e igual a 8.702 m* (0,870 ha). A partir da area efetiva de polinizagdo foi calculo o

raio efetivo de fluxo de polen das matrizes (7,,) que foi igual a 52, 64 m, este valor

encontrado ¢ semelhante a distancia média de polinizagao observada no presente estudo.

Rodrigues (2012), ao estudar os eventos de polinizagdo em uma colecdo de
germoplasma de Eugenia dysenterica, observou maiores distancias de dispersdo de polen
do que as encontradas para H. speciosa, que variou entre 0 (em eventos de autofecundagao)

e 240 m, com média igual a 64,26 m. Do mesmo modo, a area efetiva média de vizinhanga
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de polinizacdo foi maior em E. dysenterica (aproximadamente 2 ha) do que em H.
speciosa. Tarazi (2009) em estudo com uma populagdo de Copaifera langsdorffii
observou distancias de dispersao de polen ainda maiores, essas distancias variaram entre 0
e 297 metros com média de 74 metros e a area efetiva de polinizagdo foi igual a 5,3 ha,

muito superior a encontrada em H. speciosa.

De acordo com resultados obtidos foi possivel identificar a ocorréncia de
imigracdo de podlen externo a colecdo. A ocorréncia de imigragdo sugere entdo que a
distancia de polinizag¢do da espécie seja maior do que a relatada no presente trabalho. Esse
dado ¢ bastante preocupante quando se fala em colegdes de germoplasma, pois de acordo
com Nass (2001) e Scariot & Sevilha (2007) uma caracteristica fundamental das colegdes
in vivo de germoplasma ¢ que estas devem permanecer isoladas de outras populagdes,

evitando contaminag¢do por fluxo génico.
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CONCLUSOES

Hé uma grande diversidade genética conservada na colecao de germoplasma de H.
speciosa mantida pela Escola de Agronomia da Universidade Federal de Goiés.

Nao houve diferengas significativas na diversidade genética entre as variedades
botanicas de H. speciosa

A espécie ¢ alogama, ndo apresenta eventos de autofecundagdo o que € compativel
com o sistema de autoincompatibilidade descrito para H. speciosa.

A érea efetiva de polinizagao foi igual a 0,87 ha.

Os eventos de polinizagdo a curta distancia ocorreram com maior frequéncia e a
distancia média de polinizagdo foi de aproximadamente 52 metros. Isso ocorre
devido ao padrdao de distribuicdo dos individuos de H. speciosa na colegdo de
germoplasma.

Houve imigragdo de pdlen externo para a colecdo de germoplasma.

Nao ha restricdo ao fluxo génico entre as variedades de H. speciosa, houve
cruzamento entre todas as variedades presentes na colecao.
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