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esta atividade é apresentada uma abordagem para determinar a distincia de

dispersdo de pdlen em uma populagio de plantas, utilizando os principios
basicos da Genética. A determinagio da distincia de dispersio de pélen é realizada

a partir da andlise de paternidade de sementes com base no polimorfismo de

marcadores moleculares do tipo microssatélites. A aplicagio desta atividade

proporciona a discussdo e consolida¢io de alguns conceitos em genética, tais como
os principios de segregacio e variabilidade genética em populagées.
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FUNCAO PEDAGOGICA

principal objetivo da atividade pro-

posta é mostrar como a distincia de
dispersio de pélen pode ser determinada
utilizando os principios bdsicos de Genética.
Para tanto, torna-se necessirio a determina-
¢do da paternidade das sementes oriundas de
diferentes drvores-mie (matrizes) e também
de algumas provedoras de pélen em poten-
cial. A determinagio de paternidade pode ser
realizada de uma maneira simples, utilizan-
do o principio da exclusio de paternidade,
com base no polimorfismo de marcadores
moleculares (WEIR 1996).

PROBLEMA PROPOSTO

O fluxo génico em populagdes de plantas
ocorre durante as geragOes gametofitica e
esporofitica, portanto, através da dispersio
do pélen e da semente. Uma das questdes
importantes da genética de populagdes é a
determinacio da distincia de dispersio de
polen dentro de uma populagio, uma vez
que esse padrio tem implicagoes diferentes
para o manejo e a conservagio das espécies
nativas. O estudo de dispersio de pdlen
pode ser realizado por uma abordagem ge-
nética que utiliza os marcadores moleculares,
principalmente do tipo microssatélites, para
identificar as provaveis origens do pélen para
a progénie. Os marcadores microssatélites
se baseiam no polimorfismo de sequéncias
repetitivas em tandem no genoma, conten-
do motivos compostos de um a seis nucle-
otideos. Os marcadores microssatélites sio
facilmente detectados utilizando-se a técnica
de eletroforese, que se baseia na migragio de
fragmentos de DNA em uma matriz de se-

paragio, imersa em solugio tampio, sob cor-
rente elétrica (veja explicagdes bastante di-
daticas em MARTINEZ E PAIVA, 2008 e
SANTOS-FILHO, 2011). Uma vantagem
desses marcadores para a andlise de paterni-
dade é que ele apresenta padrio de heranca
codominante, ou seja, permitem a identifica-
¢do precisa de homozigotos e heterozigotos,
0 que por sua vez maximiza a probabilidade
de identificagdo da origem parental dos ale-
los. Para saber mais sobre a anlise de pater-
nidade, com base em marcadores molecula-

res, veja CAMPOS et al, (2010).

Caryocar brasiliense, o pequi, é uma impor-
tante planta do Cerrado, cujo fruto é muito
consumido pela comunidade local do Cen-
tro-Oeste, sendo uma fonte de renda com-
plementar para agricultores familiares que
o comercializam nas feiras livres. A espécie
é hermafrodita e polinizada por morcegos.
Suas sementes sio dispersas por mamiferos,
tais como a anta e o veado campeiro, além da
ema. Sendo assim, a espécie apresenta gran-
de importincia econdmica e ecoldgica por
servir como fonte de alimento para muitas
espécies da fauna do Cerrado (VIEIRA et
al, 2006).

Nesta atividade foi proposta a determinagio
da distincia de pdlen em uma populagio de
pequi, oriunda de um fragmento remanes-
cente de Cerrado. Neste fragmento foram en-
contradas trés drvores com frutos (matrizes)
e outras oito que produziram flores, mas nio
produziram frutos, sendo consideradas ape-
nas provedoras de pélen em potencial (Painel
1). De cada matriz foram coletadas quatro se-
mentes para a determinacio da paternidade,
a partir da qual serd calculada a distincia de
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dispersio de pdlen. Para tanto, os genétipos
das matrizes, sementes e proviveis fontes
de pdlen foram obtidos pela anilise de dois
l6cus de microssatélites. Para cada conjunto
(matriz, sementes e fontes de pélen poten-
cial) amostrado foi obtido um perfil eletrofo-
rético para estes dois l6cus (Painel 2).

Foi excluida a possibilidade de autopoliniza-
¢o, ou seja, que a rvore matriz seja a pro-
pria fonte de pélen. A autopolinizagio pode
acontecer porque a planta é hermafrodita, ou
seja, possui flores com os dois sexos. Além
disso, as drvores matrizes também foram ex-
cluidas como potenciais fontes de pélen para
outras plantas-mae.

DISTRIBUICAO DO MATERIAL
AOS GRUPOS

Para determinar a paternidade e a distincia
de dispersio de pdlen deve-se:

1. Obter os gendtipos de todas as drvores
adultas e das sementes.

2. A partir dos gendtipos, determinar qual
é a 4rvore de onde provem o pdlen mais
provével para cada semente.

3. Determinar a distincia (em metros) de
dispersio de pdlen para cada semente, a
média para cada matriz e a média e a vari-
incia para a popula¢io estudada.

Os recursos didaticos que deverio ser utiliza-
dos consistem em quatro painéis, conforme
descrito a seguir e todos os grupos deverio
receber uma cépia de cada painel (material

do Apéndice):

1. Painel 1 — croqui dos individuos da po-
pulagio em escala 1:100 cm;

2. Painel 2 — representagio esquemdtica da
eletroforese de dois géis, contendo as in-
formagoes dos locus | A e B para os dados
das matrizes M1, M2, M3. Em cada gel,
as amostras foram aplicadas na seguinte
ordem: Matriz (M1, M2 e M3), semen-
tes (S1 a S4) e potenciais fontes de pélen
(PD1a PDS8);

3. Painel 3 — tabela para os gendtipos de
todos os individuos analisados na popu-
lagio, separados em matrizes M1, M2 e
M3;

4. Painel 4 — tabela para os resultados da
determinacio das drvores que forneceram
o pélen e as distincias de dispersdo de p6-
len na populagio avaliada, para os dados
das matrizes M1, M2 e M3.

A turma deverd ser dividida em 3 grupos.
Os painéis serio distribuidos separando os
dados de uma matriz para cada grupo da se-
guinte forma:

Grupo 1: Painéis 1,2.1,3.1e 4
Grupo 2: Painéis 1,2.2,3.2 e 4
Grupo 3: Painéis 1, 2.3,3.3 e 4

PROCEDIMENTO
PARA OS GRUPOS

1. A partir dos géis do Painel 2, anotar os
gendtipos de cada individuo (matriz, se-
mentes e doadoras de pélen) no Painel 3.
Escrever na tabela os niimeros dos alelos
presentes em cada individuo, para cada
l6cus. Como o marcador microssatélite
é codominante, serio observados no gel
para cada individuo, no méximo dois
alelos por 16cus. Aqueles individuos que
apresentarem uma banda (alelo) no gel
sdo considerados homozigotos para tal 16-
cus. Aqueles que apresentarem duas ban-
das (alelos diferentes) sio heterozigotos.
Exemplo: Matriz M1, Lécus A, gendtipo
1/1,16cus B, genédtipo 3/4.

2. Utilizar os genétipos do Painel 3 para de-
terminar, para cada semente, qual é a pro-
cedéncia do pdlen e anotar no Painel 4.
Para determinar a procedéncia do pdlen,
os grupos deverio utilizar o principio da
exclusio de paternidade: a semente deve,
necessariamente, ter um alelo herdado da
drvore-mie (matriz) e outro herdado da
provével provedora do pdlen. Assim, os
grupos deverdo, primeiro, verificar qual
alelo foi herdado da 4rvore-mae e, depois,
identificar, dentre as potenciais provedo-
ras de pélen, aquela que possui um alelo
igual ao outro alelo observado na semen-
te. A drvore provedora de pélen que nio
possuir o alelo igual ao da semente é auto-
maticamente excluida da paternidade. Os
grupos deverio fazer este procedimento
para os dois 16cus.
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Dessa forma, poderio acontecer trés si-
tuagdes, excluindo os alelos herdados da
arvore-mae:

+ uma drvore potencial provedora de pé-
len possui os mesmos alelos que a se-
mente, para os dois lécus - portanto, é a
mais provével provedora do pdlen;

+ uma drvore potencial provedora de pé-
len possui um alelo igual ao da semente
para um lécus e um alelo diferente para
o outro l4cus, portanto, é excluida como
provével fonte do pélen;

+ uma drvore potencial provedora de pé-
len possui os alelos diferentes dos da
semente para os dois 16cus, portanto, é
também excluida como provivel prove-

dora do pélen.

3. Apés preencher o Painel 4 com as de-
terminagdes das provaveis procedéncias
de pélen, os grupos deverio preencher a
quarta coluna do Painel 4 com a distin-
cia entre a drvore-mae e a fonte do pdlen.
Para isso, deverio medir a distincia entre
as arvores do Painel 1, utilizando uma
régua. A distincia devera ser convertida
para metros, utilizando a escala no mapa
e anotada no Painel 4, Esta distincia re-
presenta a distincia de dispersio de péSlen
para cada semente de cada drvore-mie.

4. A partir das distincias entre as drvores-
-mie e as provedoras de pdlen, os grupos
deverio calcular a distincia média de dis-
persdo de pélen para cada matriz na po-
pulacio avaliada, anotando na quinta co-
luna do Painel 4.

5. Os grupos deverio entio se reunir e cal-
cular juntos a distAncia média e variincia
de dispersdo de pdlen para a populagio

avaliada.

ENTENDENDO A ATIVIDADE

1. Como a anilise de paternidade pode ser
utilizada para avaliar a distincia de dis-
persdo de pélen em populagoes de plan-
tas? E o que significa a distdncia de disper-
sdo de pdlen?

O fluxo génico em plantas pode ser avalia-
do pela movimentacao do pélen e ou semente
dentro da populacao. Uma vez que as sementes
sao colbidas nas drvores-maes, o teste de pater-

nidade desta semente pode ser utilizado para
descobrir de qual drvore procede o pélen para a
formagao de cada semente e avaliar a contribui-
¢do da dispersao do pélen para o fluxo génico.
Sabendo-se qual é a drvore, de onde provem o
pélen, pode-se inferir a distancia de polinizagao
pela distancia entre a drvore-mde da semente e
a provedora de polen. A distancia da dispersdo
de pélen indica o alcance do polinizador dentro
da populacdo e, deste alcance, é possivel se fa-
zer inferéncias sobre a dindmica do fluxo génico
via pélen na espécie em questdo. Esta dindmica
estd, por sua vez, ligada ao potencial evolutivo e
ao de persisténcia da populagao.

2. Por que foi escolhido o marcador micros-
satélite para a andlise de paternidade das
sementes?

O marcador microssatélite foi escolhido por ser
altamente polimérfico, ou seja, apresentar mui-
tos alelos dentro de uma populagao, e por ser
um marcador molecular que apresenta padrao
de heranga codominante. Desta forma, é pos-
sivel distinguir os alelos herdados da mae dos
herdados do pai. Esta identificagdo dos alelos
dos parentais na prole torna possivel a determi-
nagdo da paternidade com alta probabilidade
de exclusdo e baixa probabilidade de identidade
genética.

3. Todas as sementes tiveram sua paternida-
de definida? Qual a provével causa de nio
determinacio da paternidade?

Nao. A semente 2 da matriz 3 nao teve sua
paternidade definida. Uma provdvel causa dis-
to estd relacionada com a amostragem, ou seja,
com a origem do polen desta semente que pode
ndo ter sido amostrada durante a coleta, uma
vez que nestes estudos normalmente néo é possi-
vel fazer um censo da populacao, mas sim uma
amostragem de parte dos individuos. Outro
motivo pode ser a imigracao de pélen de outra
populagao adjacente, ou seja, o pélen desta se-
mente pode ser oriundo de uma drvore provedo-
ra de pélen de outra populagio fora dos limites
do fragmento onde a populacio de estudo se
encontra. Este resultado é esperado neste tipo
de estudo, principalmente considerando que o
polinizador do pequizeiro é o morcego que tem
capacidade de voo a longas distancias.

4. Todas as potenciais provedoras de pdlen
apresentaram Pelo menos uma semente
como filha? Qual a provavel causa de uma
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planta nio participar dos eventos de re-
produgio na populagio?

Nao. A drvore DP7 néo contribuiu para a for-
macdo de nenhuma das sementes amostradas.
Uma possivel explicagio para este fato é a baixa
producdo de flores por esta drvore, o que fez com
que sua participacdo na oferta de polen para a
fecundagao ter ficado prejudicada. Outra ex-
plicagdo é o nimero de sementes amostradas.
Como o nimero foi pequeno, hd uma alta pro-
babilidade de ndo amostrar sementes produzi-
das por esta drvore.

5. O que os valores estimados de média e
variincia da distincia de dispersdo signi-
ficam?

A média indica uma tendéncia central dentro
dos valores obtidos. Assim, as médias de dis-
tancias de dispersdo por matriz indicam esta
tendéncia dentro da drvore, ou seja, o alcance
médio de polinizacio para cada drvore-mae,
enquanto que a média populacional indica
a tendéncia central do alcance de polinizagdo
na populagdo como todo. Este alcance médio

RESPOSTAS DA ATIVIDADE

de polinizagao é utilizado para se inferir uma
drea onde ¢ esperado encontrar um parentesco
maior entre as plantas que estdo dentro desta
drea. Quanto maior a distancia média, maior
serd o tamanho de vizinhanga genética da po-
pulagdo e menor o parentesco entre as plantas
dentro da drea.

A varidncia, por outro lado, é uma medida de
dispersdo dos valores individuais em relagdo
a sua média. Nesta atividade, a varidncia ird
mostrar a variagio do alcance médio de poli-
niza¢do. Embora a média de distdancia de dis-
persdo entre as matrizes seja de 13,9 m existe
uma varidncia de 38,33 m?, o que indica uma
grande variagdo nas distancias de dispersao do
polen. Como a varidncia é uma medida qua-
dratica, costuma-se usar em seu lugar uma me-
dida linearizada, escalarmente compardvel &
média: trata-se do desvio padrao, que é obtido
tirando-se a raiz quadrada do valor da vari-
ancia. Para a medida acima, o desvio padrao
toma o valor de 6,19 m, que é considerado alto
por ser da ordem de aproximadamente 50% do
valor da média.

Painéis 3.

Tabelas de gendtipos para as
matrizes (M1, M2 e M3), sua
progénie (S1 a S4), e as oito
potenciais procedéncias do
po6len (DP1 a DP8), para os dois
[6cus microssatélites A e B.

Painel 3.1.

Gendtipos da Matriz 1

(M1) e sua progénie (S1 a
S4) com as oito potenciais
procedéncias do pdlen (DP1
a DP8), para os l6cus A e B.

Genétipos | s4 | DP1 | DP2 | DP3 | DP4 | DP5 | DP6 | DP7 | DPS8

LécusA | /1 | 14 [ 172 | 13 [ 14 | 33 | 2/3 | /1 | 3/4 | 2/2 | 1/4 | 2/3 | 4/4

LocusB_ | 3/4 | 3/5 | 2/3 | 3/4 | 2/4 | 2/4 | 2/5 | 5 | 5/5 | 3/3 | 2/4 | 5/5 | 1/1
Painel 3.2.

Gendtipos da Matriz 2

(M2) e sua progénie (S1 a
S4) com as oito potenciais
procedéncias do pdlen (DP1
a DP8), para os l6cus A e B.

Genétipos | | pP1 | DP2 | DP3 | DP4 | DP5 | DP6 | DP7 | DP8

LocusA | 2/4 | 12 | 1/4 [ 2/4 | 12 | 33 [ 23 | 11 | 3/4 | 22 | 1/4 | 2/3 | 4/4

LocusB | 2/5 | 1/2 | 1/5 | 2/3 | 172 | 274 [ 2/5 | w5 | 55 | 33 | 2/4 | 55 | 11
Painel 3.3.

Gendtipos da Matriz 3

(M3) e sua progénie (S1 a
S4) com as oito potenciais
procedéncias do pdlen (DP1
a DP8), para os l6cus A e B.

Genétipos | | pP1 | DP2 | DP3 | DP4 | DP5 | DP6 | DP7 | DPS8
LocusA | 1/3 | 12 [ 33 | 3/4 | 33 [ 33 | 23 | 11 | 3/4 | 22| 1/4 | 23 | 4/4
LocusB | 3/4 | 3/3 | 13 [ /4 | 3/4 | 24 | 2/5 | w5 [ 55 |33 | 24| 55 | 11
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Painel 4.

Resultado final de determinacao
da procedéncia do pélen e
distancia de dispersdo de pélen
para cada semente (S1 a S4)

de cada arvore matriz (M1, M2
e M3).

. Provedor | Distincia de dispersio Média da distincia de
Matriz | Semente i , . - .
de pélen de pélen (m) dispersiao de pélen (m)
M1 S1 DP4 13,3
M1 S2 DP2 12,5
9,575
M1 S3 DP1 6,5
M1 S4 DPé6 6,0
M2 S1 DP3 21,3
M2 S2 DP3 21,3
19,150
M2 S3 DP3 21,3
M2 S4 DP5 12,7
M3 S1 DP5 17,2
M3 S2 - -
12,667
M3 S3 DP8 4,8
M3 S4 DP1 16,0

Distincia média e variincia de dispersdo de pélen para a populagio avaliada:

Distincia média: 13,9 m
Variincia: 38,33 m
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PAINEIS

Painel 1.

Mapa das matrizes (M1, M2 e
M3) e potenciais procedéncias
do polen (DP1 a DP8) em escala
de 1:100 cm.

Painéis 2.
Esquemas de géis de eletroforese para dois locus
microssatélites, A e B, para as trés arvores matrizes,
M1, M2 e M3, sua progénie, S1 a S4, e as potenciais .
prog P Painel 2.1.

procedéncias do pdlen, DP1 a DP8.
Esquema de gel de

eletroforese para a matriz 1
(M1) e sua progénie (S1 a
S4) com as oito potenciais
procedéncias do pdlen (DP1

a DP8).
G=ll
oo A
G2 A 51 52 53 52 P Dp2 DP3 Dp4 DP3 DPa DE? DPs
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Painel 2.2.

Gel de eletroforese para a
matriz 2 (M2) e sua progénie
(S1 a S4) com as oito
potenciais procedéncias do
po6len (DP1 a DP8).

Gel ! A 51 52 83 32 DP! DE2 DE3 Dp DP3 DPs DP7 DP3§

Gel2 s 51 52 53 52 DP1 Dp2 DP3 DE= DP3 DPs DEY DP3

=]
o

Painel 2.3.

Esquema de gel de
eletroforese para a matriz 3
(M3) e sua progénie (S1 a
S4) com as oito potenciais
procedéncias do pdlen (DP1
a DP8).
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Painéis 3.

Tabelas de genétipos para as matrizes (M1, M2 e
M3), sua progénie (ST a S4), e as oito potenciais
procedéncias do pdlen (DP1 a DP8), para os dois
[6cus microssatélites A e B.

Painel 3.1.

Genobtipos da matriz 1

(M1) e sua progénie (S1 a
S4) com as oito potenciais
procedéncias do pélen (DP1
a DP8), para os locus A e B.

Gendtipos ‘ M1 ‘ S1 ‘ S2 ‘ S3 ‘ S4 ‘ DP1 ‘ DP2 ‘ DP3 ‘ DP4 ‘ DP5 ‘ DP6 ‘ DP7 ‘ DPS8

Lécus A

Lécus B

Painel 3.2.

Genétipos da matriz 2

(M2) e sua progénie (S1 a
S4) com as oito potenciais
procedéncias do pélen (DP1
a DP8), para os locus A e B.

Gendtipos ‘ M2 ‘ S1 ‘ S2 ‘ S3 ‘ S4 ‘ DP1 ‘ DP2 ‘ DP3 ‘ DP4 ‘ DP5 ‘ DP6 ‘ DP7 ‘ DPS8

Lécus A

Lécus B

Painel 3.3.

Genétipos da matriz 3

(M3) e sua progénie (S1 a
S4) com as oito potenciais
procedéncias do pélen (DP1
a DP8), para os locus A e B.

Gendtipos ‘ M3 ‘ S1 ‘ S2 ‘ S3 ‘ S4 ‘ DP1 ‘ DP2 ‘ DP3 ‘ DP4 ‘ DP5 ‘ DP6 ‘ DP7 ‘ DPS8

Lécus A

Lécus B
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Painel 4.

Resultado final de determinacgao
da procedéncia do pélen e da
distancia de dispersdo de pélen
para cada semente (S1 a S4)

de cada arvore matriz (M1, M2
e M3).

Matriz Semente Doac'lora Distﬁncia'de dispersio Média da dist:?tncia de dispersao
de pélen de pélen (m) de pélen (m)
M1 S2
M1 S3
M1 S4
M2 S1
M2 S2
M2 S3
M2 S4




