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RESUMO

A estrutura genética espacial € a distribuicdo ndo aleatéria de gendtipos dentro de uma
populacdo como o resultado de fluxo génico, deriva genética e selecdo. Annona
crassiflora (Annonaceae) € uma arvore hermafrodita e aldgama. A sua polinizacédo € do
tipo entomdfila, sendo realizada por besouros do género Cyclocephala (Scarabeidae). A
dispersdo de sementes € do tipo zoocorica, realizada principalmente por Tapirus
terrestris. O objetivo desse estudo foi estudar e comparar a diversidade e a estrutura
genética espacial em duas populagcbes de Annona crassiflora, uma em area de
conservacao e outra em area antropizada. Foram analisadas 97 plantas provenientes de
uma populagio da Estacdo Ecoldgica Aguas Emendadas (ESECAE) no Distrito Federal
e 87 plantas em Padre Bernardo (PBE) em Goias, com base em oito locos
microssatélites desenvolvidos para a espécie. Os produtos de PCR foram submetidos a
analise de fragmentos no sequenciador ABI3100, para obtencdo dos genotipos. Para 0s
oito locos analisados, o numero total de alelos foi igual a 126, variando entre 6 e 23 com
uma media de 15,75 alelos por loco. A riqueza alélica, por populagdo foi maior na
populacédo de ESECAE do que na populagéo de PBE. Foram encontrados valores de f
significativos para PBE, o que sugere que existe endogamia, ou seja, ha cruzamento de
individuos aparentados dentro dessa populacdo. Na populacdo de ESECAE foi
observado valor de f ndo significativo indicando auséncia de endogamia nesta
populacdo, ou seja, as freqiiéncias alélicas estdo seguindo as proporcles esperadas para
o0 equilibrio de Hardy-Weinberg. A analise de estrutura genética espacial na populagédo
de ESECAE revelou uma tendéncia de pequena magnitude a estruturacdo genética
espacial (b=-0,00478; R?=0,001; p=0,0257). Na populacdo de PBE, a anélise de
estrutura genética espacial revelou que o coeficiente de parentesco esta relacionado com
o logaritmo da distancia, apresentando um modelo de fluxo génico de isolamento por
distancia (b=-0,01958; Rz = 0,001; p < 0,0001). O valor global de F foi significativo e
igual a 0,309 e o valor de 0 apresentou-Se alto e significativo (0,239). Foi encontrada
uma pequena diferenga entre as estimativas de 0 e Ry (p=0,064). Sob o teste de
bottleneck as popula¢fes ndo se mostraram em equilibrio Mutagdo-Deriva. O estudo
revela que a fragmentacdo pode estar influenciando negativamente a dindmica evolutiva
da espécie. A forte endogamia na area fragmentada, alta diferenciacdo genetica entre as
populaces e estruturacdo espacial dos individuos permite inferir que a conservagédo da
espécie é de extrema importancia, pois além do intenso extrativismo, a espéecie possui
baixas taxas de frutificacdo e problemas de germinacdo. Eventos que favorecem ainda
mais probabilidade de extingéo.



ABSTRACT

The spatial genetic structure is the non-random distribution of genotypes within a
population as the outcome of gene flow, genetic drift and selection. Annona crassiflora
(Annonaceae) is a hermaphroditic tree. Pollination is entomophilous, being carried by
beetles of the genus Cyclocephala (Scarabeidae). Seed dispersal is zoochorous mainly
done by Tapirus terrestris. This study aimed to compare the genetic diversity and
spatial genetic structure in two populations of Annona crassiflora, one in a conserved
area and other in a disturbed area. We analyzed 97 plants from a population at the
Ecological Station of Aguas Emendadas (ESECAE) in the Federal District (conserved
area) and 87 plants in Padre Bernardo (PBE), Goias (disturbed area), based on eight
microsatellite loci developed for the species. PCR products were electrophoresed in
ABI3100 automatic DNA sequencer to obtain the genotypes. For a total of eight loci,
the number of alleles ranged from 6 to 23 with an average of 15,75 alleles per locus.
The allelic richness per population was larger in ESECAE population than PBE
population. Expected and observed heterozygosity values were 0,614+0,145 and
0,499+0,181, significant f values were found for PBE, showing nonrandom mating. In
ESECAE population expected and observed heterozygosity values were 0,746+0,134
and 0,723+0,173 and f value were not significant, suggesting random mating, the allele
frequencies are following the expected ratios for the Hardy-Weinberg equilibrium
(p<0,003). Analysis of spatial genetic structure in ESECAE population, showed little
absence of autocorrelation (b=-0,00478; p<0,05 R? = 0,001, p = 0,0257). In PBE
population, autocorrelation analysis showed that kinship is slightly related to the
logarithm of distance, showing a gene flow pattern like isolation by distance (b=-
0,01958; p<0,05 R2 = 0.001, p <0,0001). The significant value of 6 (0,239) showed that
populations are highly differentiated. Also, under the bottleneck test, a population does
not showed up in mutation-drift equilibrium, reveling events of recent bottleneck
effects. The study suggests that the species may be highly affected by fragmentation and
disturbance of their natural habitats augmenting inbreeding, and leading to high genetic
differentiation among populations and significant spatial structure, that may be the
outcome of restriction to gene flow.
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INTRODUCAO
Variabilidade e estrutura genética: Importancia para conservacao

O conhecimento dos niveis de variabilidade genética, forma de reproducéo e
distribuicdo espacial dos gendtipos dentro das populaces sdo aspectos fundamentais
quando se pretende a conservacao in situ de uma espécie. A persisténcia de populacdes
viaveis, do ponto de vista evolutivo, é crucial para a preservacao dos ecossistemas e da
diversidade biologica. As populacBes naturais possuem em geral altos niveis de
variabilidade genética intrapopulacional, que é introduzida continuamente por mutacao,
migracdo ou fluxo génico (Soulé & Wilcox, 1980) podendo assegurar um alto potencial
adaptativo e evolutivo para contrapor os efeitos gerados pelas estocasticidades
ambientais. A reducdo da diversidade genética pode conduzir uma espécie a extincao,
sendo, portanto, uma das principais ameacas a sua existéncia (Frankham et al., 2008;
Soulé, 1986).

O estudo da variabilidade genética é de suma importancia para avaliar a
probabilidade de persisténcia dessas espécies. Pequenas populagdes estdo sujeitas a um
rapido declinio em numero e a extin¢do local, devido a trés principais razdes: perda da
variabilidade genética, causada principalmente por endogamia e/ou deriva genética,
variacOes nas taxas de nascimento e mortalidade (flutuagbes demogréficas) e flutuacoes
ambientais de toda ordem (Frankham et al., 2008). A recuperacdo de ecossistemas,
conservacdo e manejo sdo possiveis com o conhecimento dos conceitos tedricos da
ecologia e da genética de populacdes de forma a orientar as acGes a serem efetuadas e

definir parametros adequados para seu monitoramento (Kageyama, 1998).

A distribuicdo da variabilidade genética estd associada a forma como os alelos
e gendtipos estdo distribuidos no tempo e no espaco, seja entre populacdes distintas, ou
dentro de um grupo local. Ela pode se manifestar entre populacGes geograficamente
distintas e assim como a diversidade genética, é influenciada por fatores como o modo
de reproducdo, distribuicdo espacial dos individuos e fatores evolutivos (Loveless &
Hamrick, 1984).

As denominadas “estatisticas F hierarquicas” de Wright descrevem a estrutura
genética das populacBes, em que: Fst mede a correlacdo das frequiéncias alélicas entre
individuos dentro de subpopulagdes e reflete o grau de diversidade genética entre elas;

Fir mede a correlacdo entre as frequiéncias alélicas dentro de individuos, considerando



todos os individuos da populacdo; Fis mede a correlacdo entre genes dentro de
individuos e dentro de subpopulag¢@es (Wright, 1951). Sendo assim, a estrutura genética
da populagdo refere-se a heterogeneidade na distribuicdo dos alelos nos gendtipos entre
as populagoes (Loveless & Hamrick, 1984).

Estrutura genética espacial e fluxo génico

Estrutura genética espacial é a distribuicdo espacial ndo aleatdria de gendtipos
de individuos dentro de uma populacdo (Vekmans & Hardy, 2004). Essa distribuicdo
espacial é influenciada por processos evolutivos tais como competicdo inter e intra-
especifica e heterogeneidade ambiental, densidade de individuos adultos e sistema de
reproducdo, resultando em gendtipos agregados (Schapcott, 1995). Tal estrutura pode
ser determinada, ainda, pela dispersdo de pélen e sementes (Loiselle et al., 1995),
porque a frequéncia alélica na proxima geracdo serd influenciada pelo nimero de

individuos que efetivamente trocardo alelos entre si.

A polinizacdo e a dispersdo de sementes sdo dois estagios independentes e
criticos do fluxo génico. Usualmente, esses dois estagios envolvem a interacdo de
fatores abidticos e de animais que propiciam a dispersdao de polen e sementes.
Polinizacdo e dispersdo sdo processos ecolégicos criticos que afetam diretamente o
sucesso reprodutivo das plantas, podendo sua ruptura, levar a perda da espécie (Corlett
& Turner, 1997; Wunderlee Jr., 1997).

Alteracbes ambientais podem levar a extincdo das plantas, tanto através de
acOes diretas sobre elas quanto atraves de efeitos indiretos nos polinizadores e/ou nos
dispersores. A dispersdo de diasporos é um dos processos que podem acelerar a
regeneracdo de florestas degradadas e €é fundamental para a restauracdo da
biodiversidade (Wunderlee Jr., 1997). Muitas vezes, os polinizadores e dispersores sao
capazes de transportar uma grande quantidade de pdlen e sementes a longas distancias
(Hardesty et al., 2006), dessa forma, podendo conectar os fragmentos florestais e

favorecer a colonizacao de novas areas (Murcia, 1995).

As relacOes entre planta, polinizador e dispersor sdo muito importantes na
estruturacdo de comunidades, pois podem influenciar na distribuigdo espacial, na
rigueza e na abundancia de espécies, na estrutura tréfica e na dindmica fenoldgica

(Heithaus, 1974; Bawa et al., 1985). A estrutura genética espacial intrapopulacional



avalia principalmente a dispersdo restrita de sementes, uma vez que para a existéncia de
um evento de fluxo génico faz-se necessario o estabelecimento de sementes no habitat
(Hardy et al., 2006).

A dispersdo do polen e de sementes entre as populacdes € conhecida como
fluxo génico. Este mecanismo reduz a diferenciacdo genética entre as populacGes e pode
promover 0 aumento da variabilidade genética em populacGes receptoras (Wright,
1931). O fluxo génico, segundo Slatkin (1981), é um termo coletivo que inclui todos 0s
mecanismos que resultam na movimentacdo de alelos entre as populacées. O seu papel
na diversidade genética entre e dentro das populacdes depende tanto da distribuicdo
geografica da espécie, quanto da importancia dos fatores evolucionarios (Slatkin,1987).

O estudo do fluxo génico é fundamental para entender o processo de
reproducdo em plantas como também para o planejamento de conservacao populacional
das mesmas. Estudos tedricos sugerem que um fluxo génico restrito reduz o tamanho
efetivo da populacdo e causa depressdo por endogamia (Slatkin, 1985b). Em geral,
quando se tem um fluxo génico restrito este pode ser resultado de auto-fecundacdo ou
por acasalamento entre parentes podendo causar depressdo por endogamia se tornando
uma ameaca para a variabilidade genética em populacdes de plantas (Wang et al.,
1999).

Segundo Hamrick & Loveless (1986), populacdes de espécies que apresentam
polinizacdo realizada por animais que percorrem longas distancias apresentam maior
diversidade genética que aquelas polinizadas pelo vento ou por animais que percorrem
curtas distancias, onde o fluxo génico € limitado. J& a disperséo das sementes pelo vento
ou por animais representa maior diversidade genética dentro das popula¢bes do que a

dispersdo por barocoria.

O fluxo génico pode ser quantificado indiretamente a partir da andlise da
estrutura genética das populagdes utilizando o valor de Fst, assumindo um modelo de
fluxo génico em ilhas (Wright, 1943Db), ou seja, onde ha um equilibrio entre migracéo e
deriva genética. Apesar da sua grande importancia para 0s estudos genético-
populacionais, a avaliacdo da estrutura genética populacional baseada no estimador Fst
compde apenas as medidas de caracterizacdo primaria da variabilidade genética
existente. Deste modo, para fazer inferéncias sobre os processos microevolutivos que
atuam nas populacdes, é necessario que sejam efetuados estudos com base em técnicas

mais elaboradas como, por exemplo, as de andlise de autocorrelagdo espacial (Diniz-



Filho, 2002). A estrutura espacial das populaces naturais pode ser resultado de
processos atuais (principalmente fluxo génico) ou ser reflexo de processos que atuaram
no passado, ao longo da historia evolutiva (Epperson, 1997; 2003).

A autocorrelacdo espacial tem sido usualmente mensurada com o uso do
coeficiente | de Moran (Legendre, 1993). O valor deste coeficiente varia de -1,0 a +1,0
indicando que quando seus valores sdo elevados as localidades proximas no espaco
tendem a ser mais parecidas entre si ou que as localidades mais distantes sdo mais
diferentes (Legendre, 1993). Além deste coeficiente, a estrutura espacial dos gendtipos
também tem sido analisada a partir de estimativas de coeficiente de parentesco ou de
coancestralidade que auxiliam na deteccdo de individuos aparentados e permitindo
inferir sobre o alcance do fluxo génico e o tamanho do grupo de vizinhanga,
informacBes que sdo importantes para a gestdo de programas de conservacdo (Loiselle
et al., 1995; Erickson & Hamrick, 2003).

As técnicas moleculares aliadas a técnica de autocorrelacdo espacial
possibilitaram o aprimoramento dos métodos de analise e permitiram a estimativa do
fluxo génico aparente dentro e entre popula¢des, com base na estrutura genética espacial
das plantas (Epperson, 2003; Vekmans & Hardy, 2004; Diniz-filho et al., 2008).

Marcadores Microssatélites

Sequéncias Microssatélites, tambeém conhecidas como sequéncias simples
repetitivas (SSR — Simple Sequence Repeats) ou repeti¢bes curtas em tandem (STR —
Short Tanden Repeats), sdo abundantes e bem distribuidas no genoma de eucariotos
(Tautz & Renz, 1984; Weber & Wong, 1993) e menos comuns no genoma de
procariotos (Ellegren, 2004). Estdo presentes tanto em regides que codificam proteinas

quanto em regides ndo codantes do DNA (T6th et al., 2000).

Os marcadores microssatélites sdo altamente polimorficos (Tautz, 1989; Weber
et al., 1989) uma vez que apresentam grande diversificacdo no tipo (mononucleotideo a
hexanucleotideo que podem ser perfeitos, imperfeitos ou compostos) e no nimero de
repeticdes encontrados nas diferentes espécies. Isto ocorre devido a alta taxa de mutacao
nessas regides, variando 10 a 10°® eventos por loco por geracéo, comparado a regides
codificantes do genoma, que apresentam taxas de mutago entre 10 a 10™° (Goldstein,
1999).



Os marcadores microssatélites que séo classificados como perfeitos, nao
possui a seqliéncia de repeticdo interrompida por nenhuma base diferente das que
compdem seu motivo (por exemplo, TATATATATATATATA) enquanto que nos
imperfeitos verifica-se uma ou mais bases diferentes entre os motivos de repeticdo (por
exemplo, TATATATACTATATA). Os compostos sdo formados por seqiéncias
repetitivas adjacentes com diferentes composi¢ces de motivos (por exemplo,
TATATATATAGTGTGTGTGT) (Weber, 1990).

Os modelos propostos para explicar o mecanismo de mutacdo dos
microssatélites sdo em sua maioria baseados no modelo de mutagdo por passos (SMM —
Stepwise Mutation Model), onde é assumido que a mudanca no estado alélico ocorre
pela perda ou ganho de uma unidade de repeticdo (Ohta & Kimura, 1973). Esses
modelos sdo preferidos para estudos de estrutura populacional em relacdo ao Modelo de
infinitos alelos, que considera que cada novo alelo mutante é um novo estado alélico

ndo existente anteriormente na populacéo (Kimura & Crow, 1964).

Outro modelo proposto para microssatélite € o modelo de mutacdo de duas
fases “Two phase mutation model” (Di Rienzo, 1994), que diferentemente dos modelos
citados anteriormente, assume que a maioria das mudancas mutacionais resulta em
aumento ou decréscimo de uma unidade repetitiva (uma fase) com probabilidade igual a
p mas mutacgdes envolvendo mais de uma unidade repetitiva podem ocorrer (duas fases)

com probabilidade igual a 1-p geralmente menor que p.

Ha indicios que o genoma de plantas tenha, em média, dez vezes menos
microssatélites dinucleotidicos do que o genoma humano. Wang e colaboradores (1999)
observaram que 0s motivos de repeticdo mais abundantes dentre 54 espécies de plantas
foram (AT)n, seguida por (A)n, (AG)n, (AAT)n, (AAC)n, (CAG)n, (AAG)n, (AATT)n,
(AAAT)n e (AC)n.

Os marcadores microssatélites tornaram-se rapidamente o mais utilizado para
mapeamentos de genomas e, posteriormente, também em estudos de outras areas como
a genética de populacdes, genetica forense e genética da conservacao, permitindo a
avaliacdo detalhada de parentesco e variabilidade genética entre individuos, populacdes
e espécies. (Ellegren, 2000; Zane et al., 2002; Ellegren, 2004). Dada a sua ampla

aplicacdo, tem havido um aumento extraordinario no interesse em marcadores



microssatélites, como é indicado pelo grande nimero de artigos publicados nos ultimos

anos que envolvem seu uso.

Bioma Cerrado

O Cerrado ocupa mais de 200 milhdes de hectares sendo o segundo maior
bioma do pais, ocupando 23% do territério nacional sendo superado apenas pela
Amazonia (Klink & Machado, 2005). Abrange os Estados de Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Ronddnia, Goiés, Tocantins, Maranhdo, Piaui, Bahia, Minas Gerais, S&o
Paulo e o Distrito Federal, e faz fronteira com a Floresta Amazonica, o Pantanal Mato-
Grossense, a Mata Atlantica e a Caatinga. A regido dos Cerrados apresenta duas
estaces climaticas bem definidas: uma seca e a outra chuvosa. Ocorre
predominantemente em regides de solos acidos e pobres em nutrientes, caracterizando-
se por apresentar fisionomias varidveis: campo limpo, campo sujo, campo rupestre,

cerrado sensu stricto e Cerraddo (Ribeiro et al., 2008).

A biodiversidade do Cerrado é elevada. O numero de plantas vasculares é
superior aquele encontrado na maioria dos biomas: plantas herbaceas, arbustivas,
arboreas e cipds somam mais de 7.000 espécies. Quarenta e quatro por cento da flora é
endémica e, nesse sentido, o Cerrado é a mais diversificada savana tropical do mundo,
apresentando uma grande diversidade de habitat e alterndncia de espécies (Klink &
Machado, 2005). Em um inventério floristico realizado por Ratter e colaboradores
(2003), concluiu-se que das 914 espécies de arvores e arbustos registradas em 315
localidades de Cerrado, somente 300 espécies ocorrem em mais de oito localidades, e
614 espécies foram encontradas em apenas uma localidade, evidenciando forte

endemismao.

A despeito dessa elevada biodiversidade, a atencéo voltada a conservacao do
Cerrado tem sido muito menor do que aquela dispensada a outros biomas como a
Amazbnia ou a Mata Atlantica. Somente 2,2% do bioma Cerrado estdo legalmente
protegidos e existem estimativas indicando que pelo menos 20% das espécies
endémicas e ameacadas permanecem fora dos parques e reservas existentes (Machado et
al., 2004).

O Cerrado é um dos hotspots mundiais de biodiversidade (Myers et al., 2000).
Pelo menos 137 espécies de animais que ocorrem no Cerrado estdo ameacadas de



extincdo em funcdo da grande expansdo da agricultura e intensa exploracao local de
produtos nativos (Fundacdo Biodiversitas, 2003). Ao lado da mata atléntica o Cerrado é
uma das ecorregies mais alteradas do pais. Cerca de 57% da éarea ja foram
completamente destruidos e a metade da areas remanescentes estdo bastante alteradas,
podendo ndo mais servir a conservacdo da biodiversidade. A taxa anual de retirada da
vegetacdo original do bioma é alarmante chegando a 2,2 milhdes de hectares/ano
(Machado et al., 2004).

A ocupacgdo do Cerrado, de forma mais pronunciada, iniciou-se no século
XVIII com assentamentos destinados a oferecer infra-estrutura para a exploracdo do
ouro e pedras preciosas. Porém, o aumento demografico comecou a se intensificar dois
séculos depois, em 1930, com a construcdo da ferrovia entre Sdo Paulo (SP) e Anapolis
(GO), o que favoreceu a fixacdo de povoados em terras férteis nos vales fluviais. Isto se
intensificou na década de 40, durante o governo Vargas, através do projeto de
Colonizacédo dos Cerrados, com o estabelecimento de colénias agricolas em Dourados
(MS) e Ceres (GO). Em 1960 com a inauguracdo de Brasilia, consolidou-se uma
ocupacao que iria, em menos de 20 anos, contribuir para que o Cerrado se transformasse

na maior regido de expansdo agropecudria do Brasil (Silva, 2000).

Atualmente, cerca de 80% do cerrado esta ocupado com areas agricolas, como
pastagem cultivadas, culturas anuais e perenes, ou simplesmente degradado sem
utilidade agricola (Machado et al., 2004). Nesse contexto, o desmatamento levando a
uma fragmentacéo desse bioma provoca uma diminuigdo no tamanho das populacdes e
isolamento entre elas, podendo comprometer a persisténcia, alongo prazo, de muitas
espécies. Populagdes pequenas e isoladas sdo mais suscetiveis a extingdo por processos
ecoldgicos, como flutuagdo imprevisiveis na taxa de natalidade e mortalidade, e por
processos genéticos. Em razdo da grande perda de variabilidade genética, populacGes
com o tamanho reduzido podem perder seu potencial evolutivo, ou seja, sua capacidade
de responder a variagdes ambientais aumentando a chance de serem eliminadas
(Ellstrand & Elam, 1993).

Devido a grande quantidade de cobertura vegetal original do Cerrado que esta
sendo perdida, existe uma urgéncia em implementar planos viaveis para a definicdo de
areas de conservacédo no sentido de preservar a biodiversidade deste bioma (Diniz-Filho
et al., 2007).



Espécie de estudo

A familia Annonaceae compreende aproximadamente 120 géneros, tendo
distribuicdo marcadamente tropical e subtropical em todo o mundo. A maioria dos
representantes € constituida por plantas lenhosas (arvores e arbustos), com folhas
inteiras, de disposicdo alterna distica, sem estipulas. Possuem flores isoladas ou
reunidas em inflorescéncias, grandes ou de tamanho pequeno hemiciclicas,
hermafroditas, diclamideas, com perianto diferenciado em célice e corola, trimero (trés
sépalas e trés pétalas) carnosos. Apresenta numerosos estames dispostos em espiral e
ovario supero com carpelos numeroso em forma de espiral, livres entre si apocarpicos,
com um a muitos ovulos. O fruto apocarpico é baciforme e a semente possui
endosperma ruminado. As sementes tém periodo de germinacdo muito lento (Joly,
2002). Nesta familia, os trés géneros mais importantes sdo: Annona, Rollinia e
Aberonoa (Manica et al., 1997).

O género é composto por varias espécies selvagens conhecidas por cabecga-de-
negro, pinha, annona, ata, cherimolia, marolo, fruta-do-conde, pinha-azeda, graviola,
condessa (Joly, 2002). Neste género, incluem-se ata fruta-do-conde ou pinha (Annona
squamosa), cherimélia (Annona cherimola Mill.), condessa (Annona reticulata L.),
graviola (Annona muricata L.), atemdia (Annona cherimola X Annona squamosa),
araticum-do-campo (Annona dioica), araticum-do-brejo (Annona paludosa), cabeca-de-
negro (Annona coriacea), Llama (Annona diversifolia) (Manica et al., 1997) e araticum

ou marolo (Annona crassiflora Mart.).

O araticum é uma arvore alogama, de 6-8 m de altura, com o didmetro da copa
chegando aos 2-4 m (Figura 1) (Carvalho, 2002). Flores, folhas e ramos com pilosidade
marrom-avermelhada. Folhas alternas, simples, pecioladas, sem estipulas. Flores
isoladas, axilares, actinomorfas, creme-amareladas internamente, trés sépalas livres, seis
pétalas livres, numerosos estames, ovario dialicarpelar, supero com carpelos
uniovulados, estigma sessil. Fruto sincarpio marrom-claro externamente e internamente
creme-amarelado, sementes com formato eliptico. Possui sistema radicular do tipo axial,
que atinge grandes profundidades em busca de agua e nutrientes. O tronco é ereto com
galhos tortuosos, a casca é corticosa, fendida e grossa. (Carvalho, 2002). Nativo do
planalto central brasileiro, o araticum pode ser encontrado nas areas de Cerraddo,

Cerrado, Cerrado Denso, Cerrado Ralo e Campo Rupestre. Sua distribuicdo se da no



Distrito Federal e nos Estados da Bahia, Goias, Maranhao, Mato Grosso, Mato Grosso
do Sul, Minas Gerais e Tocantins (Maas, 2001).

Figura 1. Aspecto geral do araticumzeiro adulto (Annona crassiflora).

As flores apresentam dicogamia protoginica e, por isso, a autofecundacao
dificilmente ocorre nessa mesma flor ou até na mesma planta (Manica et al., 1997). Nas
anonaceas, a polinizacdo geralmente, é do tipo entomdfila (Figura 2) com as flores
apresentando termogénese (aquecimento ativo no interior da flor), que inicia-se no
comeco da noite podendo chegar até 10 C acima da temperatura do ar. Essas flores
aquecem-se somente uma vez e cai na mesma noite. Por volta das 19 horas, o estigma
encontra-se coberto de exsudado transparente que, devido ao aquecimento, exala forte
odor para atracdo de besouros da espécie Cyclocephala atricapilla, que penetram na

flor, sendo os responsaveis pela polinizacdo (Gottsberger, 1989).
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Gualteria noglecla Annona conacea Annona crassifiora

Figura 2. Adaptacdo de flores de Annonaceae a polinizacdo por besouros: Guatteria
neglecta polinizada por Nitidulidae pequenos e Circulinuidae predando as peétalas.
Annona coriaceae e A. crassiflora polinizadas por Dynastinae e Curculionidae e

Cerambycidae predando as pétalas (Gottsberger, 1999).

A familia Annonaceae tem moderada producdo de sementes vidveis, mas de
baixo indice de germinacdo (Vieira & Irber, 1996). A semente de Annona crassiflora é
relativamente grande, sendo encontradas dentro do gomo, envolvidas pela polpa. Um
fruto de mais ou menos 4,5 kg pode render de 150 a 190 unidades. E formada
basicamente de amplo endosperma cerebriforme, testa espessa e rigida, hilo aberto e
permedvel ao ar e a &gua (Rizzini, 1971). Com tegumento duro e superficie lisa,
germina com dificuldade (Figura 3), havendo longo periodo de dorméncia; em areia, 0
inicio da germinacdo ocorreu entre 237 e 292 dias (Rizzini, 1971). A. crassiflora
apresenta problemas de polinizacdo, producéao de frutos e baixa germinacédo, além disto,
a planta é alvo de extrativismo, em funcdo de o seu fruto ser muito apreciado pelas
comunidades locais (Melo et al., 2002). Estas caracteristicas levam a uma grande

dificuldade de formac&o de novos individuos para a recomposicao da populagéo.

Figura 3. Fases de germinacao de sementes de araticum Annona crassiflora. (Fonte: E.
A. Amaral da Silva, 2004).
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A eficdcia da dispersdo pelos diferentes agentes depende de fatores
quantitativos e qualitativos das sementes dispersas. Nos fatores quantitativos levam-se
em consideracdo o nimero de visitas feitas pelos dispersores e 0 nimero de sementes
dispersas por visita. Por sua vez, os fatores qualitativos contribuem para verificar a
probabilidade de uma semente dispersa gerar uma nova planta, além de considerar a
qualidade de deposicdo da semente apOs passar pelo trato digestério do dispersor
(Schupp, 1993).

Dentre os mamiferos que consomem frutos da familia Annonaceae, com a
possibilidade de dispersarem ou predarem suas sementes, esta a anta Tapirus terrestris.
A anta é dispersora de altas porcentagens de sementes intactas de araticum (Téfoli,
2006). Ela é particularmente importante na estrutura ecolégica de vérias espécies de
plantas, porque pode distribuir variedade e grande quantidade de sementes, portando-se
muitas vezes como espécie-chave. Assim sua auséncia pode causar rompimento de
processos-chave na manutencdo da diversidade e funcionamento do ecossistema (Téfoli,
2006).
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OBJETIVOS

Objetivo geral

O objetivo geral deste estudo foi verificar se a diversidade e o padréo de

estruturacdo genética espacial intrapopulacional se mantém em populacdes de areas

conservadas e antropizadas.

Objetivos especificos

Estimar a diversidade genética entre e dentro das populagdes;

Avaliar o padréo espacial intrapopulacional nas duas populagdes;

Estimar o tamanho do grupo de vizinhanga genética em cada populacao;

Comparar os niveis de diversidade genética e endogamia encontrados nas
populagdes de A. crassiflora Mart;

Verificar se as populac6es sofreram gargalo genético.
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METODOLOGIA

Area de coleta

As coletas foram realizadas em duas regides de ocorréncia da espécie sendo a
primeira em uma area de preservacgdo e a outra em uma area antropizada (Figura 4). A
area de preservacao escolhida foi a Estacdo Ecoldgica de Aguas Emendadas (ESECAE).
A Estacdo possui 10.547,21 hectares (Decreto n°® 11,137 de 16/06/88) e est4 situada na
regido de Administrativa VI, Planaltina, nordeste do Distrito Federal, entre as
coordenadas 15°32°S - 15°38'S e 47°33'W - 47°33'W e altitude variando entre 1.000-
1.1500m (Meirelles et al., 2004). A vegetacédo e flora da ESECAE tem sido objeto de
estudo (Maury et al., 1994; Silva Junior & Felfili, 1998) que constataram que esta €
uma unidade de conservacédo rica e diversa, muito representativa da flora do Cerrado
stricto sensu do Distrito Federal e do bioma. Esta grande diversidade foi relacionada,
por Felfili (1998), a sua posicdo geografica, permeada por nascentes das bacias do
Tocantins /Araguaia e do Parana. Levantamentos apontam que a flora vascular nativa da
ESECAE é composta de 1.738 espécies, sendo 612 géneros e 125 familias denotando
uma elevada riqueza de espécies. Em virtude desses fatores essa area foi escolhida por

apresentar caracteristicas ideais relacionados ao estudo de fluxo génico.

A outra area de coleta esta localizada no municipio de Padre Bernardo (GO) a
100 km de Brasilia (Figura 4). Tal municipio ocupa uma &rea de 3.138km? e possui uma
populacdo de 21.514 habitantes sendo que 62% destes estdo na area urbana e 38% na
area rural. Uma caracteristica peculiar deste municipio é que atualmente ele possui sete
assentamentos de reforma agraria, totalizando aproximadamente seiscentas familias
assentadas. Verifica-se em Padre Bernardo um alto indice de concentragéo de terra. A
principal atividade rural é a pecudria extensiva, que seguindo a ldgica
desenvolvimentista, a0 mesmo tempo em que é a locomotiva da economia local,
preenchendo 32,31% do montante arrecadado, é também a grande responsavel pela
degradacdo ambiental, substituindo a vegetacdo nativa por grandes pastagens. Além
desta, outras atividades agricolas se destacam como o cultivo de soja e milho, causando
sérios danos ao meio ambiente pelo uso excessivo de agrotdxico, pelo manejo
inadequado e pela utilizagdo de tecnologias poupadoras de méo-de-obra, que juntamente
com a extracdo ilegal de madeira e areia se somam a pecuaria na geracao de prejuizos

socioambientais (Aguiar et al., 1994).
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Figura 4. Mapa do Brasil com os pontos de coleta das duas populagfes naturais de

Annona crassiflora.

A coleta dos individuos foi do tipo varredura onde procurou amostrar um
numero maximo de individuos. Para determinar a distancia entre individuos, as plantas
coletadas foram georreferenciadas pelo Sistema de Posicionamento Global (GPS) e as
folhas depositadas em sacos com silica identificado com o nimero e a populacéo de

origem.
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Obtencéo dos dados moleculares

Os dados moleculares foram obtidos no Laboratério de Genética &
Biodiversidade, situado no Instituto de Ciéncias Bioldgicas | da Universidade Federal
de Goiéas, em Goiania, GO.

O DNA foi extraido a partir de folhas conforme o protocolo de extracdo
proposto por Doyle & Doyle (1987) e descrito por Ferreira & Grattapaglia (1998)
utilizando o CTAB (Cationic hexadecyl trimethyl ammonium bromide) como detergente
do tampdo de extracdo. ApoOs a extracdo, o DNA total de cada uma das plantas
(aliquotas de 3pul) foi submetido a eletroforese horizontal utilizando-se gel de agarose
1% imerso em tampdo para eletroforese TBE (Tris Borato EDTA) com o auxilio do
marcador de peso molecular Low - DNA Mass, da Invitrogen. O gel, depois de corado,
foi colocado sobre o trans-iluminador de luz ultravioleta no qual foi fotografado e
arquivado. Apds a quantificagdo as amostras de DNA foram diluidas para uma
concentracao de trabalho de aproximadamente 2,5 ng pL™.

Para a amplificacdo via PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) com o0 DNA
de cada individuo, foram utilizado oito iniciadores desenvolvidos para a espécie (Pereira
et al., 2008) (Tabela 1) Cada reacdo consistiu de 13 pL contendo: 4,5 ng de DNA, 0,25
MM de cada primer (forward e reverse), 0,25 mM de cada um dos dNTPs, tampao (1
mM Tris-HCI, pH 8,3; 5 mM KCI), 1,5 mM MgCl,, 0,25mg/mL BSA (Bovine Serum
Albumin), 1 U Taq DNA polimerase e dgua ultra pura.

Tabela 1. Relacdo de oito marcadores microssatélites desenvolvidos para a espécie
Annona crassiflora (Pereira et al., 2008). S&o apresentados os tamanhos dos motivos de

repeticdo, seqiiéncias Forward, Reverse e a temperatura da anelamento (T,).

Loco (TC)n Forward Reverse T,

Acr01 20 6FAM-GGCCTTCAAAAGGGAGATA CATGATTCTTCTGCTTCTGTGG 58
Acrl0 9 6FAM-TGACGAAAACGAGAAAAGCA ATGTCCCCAACCCAATACAT 58
Acrl9 11  HEX-GAGAGCTGGGAGAAGAGCAA  AAAGCTGGGAGAGACGACAC 58
Acr20 21 6FAM-AGAGCCAGAGCCAGTGAGAC TTGCCTCCATCTCTCAATCC 58
Acr22 18 6FAM-CTGACTCGCTGGCTCTCTCT CTACAGCCCACATGTGCAAC 58
Acr26 15 HEX-CACGACCAAGGAGAGAGGAG GGCAACAATCCTGACTCACA 58
Acr34 28 NED-GGAACAGAAGCTGTGGCATT CGCGCAATTCCACAATAAC 58
Acr44 26 NED-CAATTGCAATGGGTAGAGAGAG CATCACCGCACAAAGAGAA 58

O programa de amplificagdo no termociclador segue o0s seguintes passos: (1°)

Desnaturacdo do DNA a 94°C por 5 minutos; (2°) 94°C por 1 minuto; (3°) temperatura



16

especifica de anelamento do iniciador por 1 minuto; (4°) Extensdo da molécula pela
enzima Tag DNA polimerase a 72°C por 1 minuto; (5°) 30 ciclos seguindo do 2° ao 4°
passo; (6°) Passo final de extensédo de 7 minutos a 72°C para finalizar os produtos

amplificados.

Apos a verificacdo da qualidade de amplificacdo em gel de poliacrilamida 6%,
as amostras foram submetidas a um teste no analisador de fragmentos ABI-3100
(Applied Biosystems) com 16 individuos para avaliar a qualidade da fluorescéncia, pois
a analise genética de plantas, na qual se trabalha com dezenas a centenas de amostras,
estes iniciadores sdo estocados por algum tempo, podendo perder essa qualidade
(Missiaggia & Grattapaglia, 2006).

Apds o teste, foi montado um sistema de genotipagem multiplex descrito por
Pereira (2007), onde foram feitos dois triplex (triplexO1 e triplex02), (Tabela 2). Os
locos Acr20 e Acr22 foram analisados separadamente por possuirem mesma amplitude

e mesma coloragao.

Tabela 2. Conjunto multiplex descrito por Pereira (2007). O triplex é composto por trés

locos marcados com fluorocromos diferentes.

Multiplex  Loco  Fluorocromo

Acr0l1 6FAM
Triplex01  Acr26 HEX
Acrd4 NED
Acrl0 6FAM
Triplex02  Acr19 HEX
Acr34 NED

Os conjuntos foram levados para o Laboratorio de Melhoramento de Plantas da
UFG e analisados no sequenciador ABI-3100 (Applied Biosystems) contendo um
volume final de 10pL sendo: 1pL do produto da reacdo de amplificacdo, 0,5 uL de
marcador de peso molecular (ladder) desenvolvido conforme Brondani & Grattapaglia
(2001), marcado com fluorocromo ROX, e 8,5 pL de formamida Hi-Di (Applied
Biosystems). Essa mistura foi submetida a desnaturacdo por 5 minutos a 95°C, seguida
resfriamento imediato a 0°C.

Os iniciadores utilizados no presente estudo apresentam motivos de
dinucleutideo. Dessa forma, para a determinacdo dos genotipos, é necessario estabelecer

um critério de arredondamento, de forma que a variacdo dos alelos ocorra a cada dois
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pares de bases. O arredondamento pode ser feito de forma manual ou utilizando
categorias de alelos com intervalos em pares de bases pré-estabelecido (bin) e os alelos
sdo arredondados de forma automaética. Os “bins” foram criados da seguinte maneira:
depois de identificado o alelo, criou-se um bin que variou de 1 par de base para a
esquerda e 0,99 par de base para a direita de modo que, quando um alelo era
identificado dentro deste intervalo, era automaticamente identificado pelo programa
Genemaper v 3.2 (Applied Biosystems).

Andlise estatistico-genéticos

A heterozigosidade média observada (Ho) foi obtida pela razao entre o nimero
total de heterozigotos e o niumero de individuos. Para a sua obtencdo, as proporc¢des

obtidas para cada loco foram somadas e divididas pelo ndmero total de locos

polimérficos: Ho = 1 — Y. Pii, onde Pii ¢ a fregiiéncia dos homozigotos.

A heterozigosidade esperada (He) foi obtida a partir das freqiiéncias alélicas,
segundo as freqliéncias genotipicas esperadas, conforme equilibrio de Hardy-Weinberg,
1- Z] 1Pl]2)

(2n-1)

individuos, r é o nimero de locos, k € o nimero de alelos no loco i e pij é a freqliéncia

de acordo com Nei (1973): He = =)i_ [2 ] onde n é o nimero de

do j-ésimo alelo do i-ésimo loco.Estas estimativas foram calculadas com o auxilio do
programa FSTAT 2.9.3 (Goudet, 2002).

A Probabilidade de Exclusdo de Paternidade (Q), que se refere a probabilidade
de se excluir uma falsa paternidade, foi calculada conforme sugerido por Evett & Weir
(1998). Sendo p, as freqiiéncias alélicas do loco u na populagdo e Q a probabilidade de

que pelo menos um loco do sistema permita a exclusdo de um dos provaveis pais. Esta

probabilidade por loco (QL), pode ser estimada por

Zpul p,) ——ZZ p’pZ(4-3p, -3p,), e generalizando para todos os

u v=+u

locos, tem-se que Q =1-] [(1-Q, ).
L

A Probabilidade de Identidade (1), que é a probabilidade de dois individuos
escolhidos aleatoriamente em uma populacdo terem genoétipo idéntico, foi calculada
segundo Paetkau et al. (1998) em que:
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n*(2aZ —a,)-2n(a, + 2a,)+n(9a, +2)—6

(n—1)n-2)n-3)

na qual, n é o numero de amostras, a; € dado por: z p‘j , em que p; é a freqliéncia do j-
i

ésimo alelo calculado por loco e multiplicada para todos os locos. As estimativas de | e
Q foram calculadas utilizando o programa Identity 1.0 (Wagner & Sefc, 1999).

Para avaliar a estruturacdo genética entre as duas populacfes foi estimado o
parametro 6 conforme sugerem Cockerham & Weir (1993). O estimador 6 ¢ uma
medida de diferenciacdo entre subpopulacbes e € conseqliéncia da correlacdo entre
genes de diferentes individuos na mesma populacdo (Weir & Cockerham, 1984,
Cockerham & Weir, 1993). A significancia estatistica dessa estimativa foi obtida a
partir de randomizacdes utilizando o programa FSTAT 2.9.3 (Goudet, 2002).

Como a maioria das mutagfes que ocorrem em marcadores microssatélites
envolve a adi¢do ou subtracdo de uma unidade de repeticdo, de acordo com o modelo de
mutacdo por passos (Otha & Kimura, 1973), a diferenciacdo genética também foi
estimada pelo Rst (Slatkin, 1995), obtido pela analise de variancia do tamanho do alelo.
O Rst pode ser interpretado como uma correlagdo do tamanho dos alelos de diferentes
individuos de uma mesma populagdo. Este indice ¢ analogo ao 0, porém, a correlagdo
entre as frequéncias alélicas de diferentes individuos na mesma populacdo considera
que os alelos séo idénticos por descendéncia (Cockerham, 1969; Weir & Cockerham,
1984). Para avaliar se a diferenca entre os valores de 6 e Rst é significativa, foram
realizadas estimativas da media e do erro padrdo dos dois valores no programa
SPAGeDI 1.2 (Spatial Pattern Analysis of Genetic Diversity) (Hardy & Vekemans,
2002).

A avaliacdo do padrédo de estrutura genética espacial em cada uma das duas
populacdes foi feita segundo o estimador de coancestria media, de Loiselle et al. (1995)
entre plantas dentro das classes de distancia. As classes de distancia foram determinadas
de forma que todas representassem um ndmero aproximado de pares de pontos (Tabela
3).

Este método se baseia na probabilidade de se amostrarem aleatoriamente dois
alelos em dois individuos e eles serem idénticos por descendéncia. Os valores de Fij
foram computados conforme descrito a seguir:
Fij =X 1[ZaEciEcj(ua —Pa)/ i Zej) + Xa(Pa (1= Pp)/(ny = D)]/Z1T a(Pa(1 = Py))
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onde, Xicia € uma variavel indicadora (xicia= 1 se o alelo no cromossomo ¢ do loco | do
individuo i é a, caso contrario xicia= 0), pia é a freqiéncia de um alelo no loco |, na amostra de
referéncia, n1é o nimero de genes definidos numa amostra do loco | (o nimero de individuos
vezes o0 nivel de ploidia menos o nimero de alelos missing), e Zci representa a soma dos
cromossomos homologos do individuo i. Aqui, o termo envolvendo (n1— 1) é uma correcéo

do viés de amostragem.

Tabela 3. Classes de distancia utilizadas para analises de estrutura genética espacial

intrapopulacional das duas populacdes de Annona crassiflora.

Classes de Distancia (m)

Populagéo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Aguas Emendadas 22 35 45 55 65 75 80 85 95 105 115 125 138 150 175 200 300
Padre Bernardo 15 25 50 68 80 92 105 120 135 150

Para testar a estrutura do parentesco, foi realizada uma regressdo linear dos
valores de Fij em funcdo da distancia espacial entre os individuos. O intervalo de
confianca dos valores dos valores de foi Fij estimado por jackknife sobre os locos e
também foi realizado teste com 10.000 permutagdes para verificar a significancia do
parentesco em todas as classes de distancia e da regressao.

Esta analise foi realizadas no programa SPAGeDI 1.2 (Hardy & Vekemans,
2002).

A forca da estrutura genética espacial foi quantificada usando o parametro

Sp = , onde F1 é o coeficiente médio de parentesco entre os individuos da

(F1—-1)
primeira classe de distancia e b é a inclinacdo da regressdo utilizando o logaritmo da
distancia espacial (Vekemans & Hardy, 2004).

Wright (1943b) descreveu o modelo de vizinhanca para se entender a relagdo
entre dispersdo de sementes e polinizacdo, a densidade da populacdo e o efeito destes
fatores na estrutura genética espacial. Segundo o modelo, o tamanho da vizinhanca ou
Np, 0 numero de individuos dentro dela é determinado pela extensdo do fluxo génico e
pela densidade da populagéo local. Quanto maior a distancia do fluxo génico maior sera
0 tamanho da vizinhanca, menor a deriva genética, portanto, menor a diferenciacéo
genética entre as vizinhangas. Segundo Rousset (1997), Ny € uma maneira eficiente de
expressar a sintese do equilibrio entre deriva genética local e dispersao de genes dentro

de populacbes continuas para prever estrutura genética espacial. A dispersdo de
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sementes foi estimada com base na vizinhanga genética (Np) utilizando a inclinacdo da

regressdo b e o Fij (Nb = % ou Nb —Si) segundo Vekemans e Hardy (2004). A
14

distribuicdo de frequéncias da distancia par a par das populaces foram comparadas
pelo teste Kolmogorov-Smirnov.

Para verificar se o padrdo de diversidade genética nas populacBes foi
influenciado por efeito gargalo, foi feito um teste utilizando o programa
BOTTLENECK 1.2.02 (Cornuet & Luikart, 1996). O programa estima para cada
populacdo e para cada loco a distribuicdo da diversidade alélica esperada pelo nimero
observado de alelos (k), dado um tamanho amostral (n), sobre hipdtese do equilibrio
mutacdo deriva. Trés testes estatisticos estdo disponiveis para avaliar a significancia das
comparacg0es entre as heterozigosidades: sign test que apresenta pouco poder estatistico,
pois considera somente o nimero esperado de locos que desviam significantemente dos
valores de heterozigosidades esperadas no equilibrio; standartized differences test que
apresenta mais poder estatistico quando sdo analisados pelo menos 20 locos
polimorficos e considera a probabilidade de desvio do equilibrio mutacdo-deriva se
todos os locos estiverem evoluindo de acordo com o modelo especifico; Wilcoxon sign-
rank test que tem maior poder estatistico quando utilizados menos de 20 locos e nimero
reduzido de amostras. A analise foi processada para as duas populacdes assumindo
diferentes modelos de mutacdo, como o de alelos infinitos (IAM), de mutacdo por passo
(SMM) e mutagdo em duas fases (TPM). Os testes foram realizados baseando-se em
1.000 replicagdes e a distribuicdo de frequéncia alélica (Mode-Shift) foi gerada para
verificar o sinal de gargalo genético — espera-se que populacdes em equilibrio mutacao-
deriva tenham distribuicdo em formato “L”, com muitos alelos nos intervalos de baixa

frequiéncia e poucos alelos nos intervalos de alta freqiéncia. (Cornuet & Luikart 1996).
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RESULTADOS

Para os oito locos analisados, o numero total de alelos foi igual a 126, variando
entre 6 e 23 com uma média de 15,75 alelos por loco. Os valores de heterozigosidade
esperada (He) e observada (Ho), considerando o conjunto de locos foram iguais a 0,789
e 0,619 respectivamente. As probabilidades combinadas de identidade (I) e de excluséo
de paternidade (Q) foram iguais a 0,00012 e 0,999, respectivamente (Tabela 4). O
estudo do desequilibrio de ligacdo, ndo detectou valores significativos para o teste na
populacdo ESECAE. Ja na populacdo de PBE os locos Acrl9 e Acr34 se encontram em
equilibrio de ligacdo (p<0,00089).

Tabela 4. Descricdo dos locos com seus respectivos numeros de individuos analisados
(N), ndmero de alelos (Na), heterozigosidade esperada (H.), observada (H,),
probabilidade de identidade (1) e probabilidade de exclusdo de paternidade (Q) para as
duas populagdes de Annona crassiflora utilizando oito locos microssatélites.

Locos N Na He Ho [ Q

Acr01 136 17 0,803 0,478 0,065 0,620
Acr26 151 6 0,731 0,622 0,111 0,506
Acrd4 168 23 0,872 0,749 0,026 0,753
Acrl0 181 8 0,515 0,519 0,275 0,297
Acrl9 168 20 0,835 0,593 0,048 0,672
Acr34 158 19 0,898 0,601 0,02 0,789
Acr20 158 13 0,844 0,741 0,043 0,688
Acr22 158 20 0,814 0,652 0,056 0,646
Global - 15,75 0,789 0,619 1,2x10™ 0,999

O grafico de frequéncia alelica demonstrou uma alta variabilidade genética nas
duas populagdes (Figura 5 e 6). Os locos Acrd4, Acr34, Acr22 e Acrl9 foram os que
apresentaram maior numero de alelos enquanto que o loco Acr26, com apenas 6 alelos,
foi o que apresentou menor estimativa. Para a maioria dos locos foi possivel observar
uma grande presenca de alelos exclusivos nas duas populacbes de Annona crassiflora.
A riqueza alélica, por populacdo, foi maior na populacdo de ESECAE do que na
populacdo de PBE (Tabela 5). O indice de fixacdo f, ou a probabilidade de dois alelos

em um individuo amostrado aleatoriamente dentro das popula¢des serem idénticos por
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descendéncia, foi 0,187 em PBE, sugerindo a existéncia de endogamia, ou seja,
cruzamento de individuos aparentados dentro dessa populacdo. Na populagdo de
ESECAE foi observado valor de f ndo significativo (0,030), o que indica auséncia de
endogamia nesta populacdo, ou seja, as freqiéncias alélicas estdo seguindo as

proporcdes esperadas para o equilibrio de Hardy-Weinberg.
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Figura 5. Distribuicdo da freqiiéncia alélica para quatro locos microssatélites (Acrl, 26,
44, 10) analisados em duas populacdes naturais de Annona crassiflora.No eixo x
encontra-se o tamanho dos alelos em pares de base e no eixo y a fregtiéncia dos alelos.
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Figura 6. Distribuicdo da freqiiéncia alélica para quatro locos microssatélites. (Acrl9,
34, 22, 20) analisados em duas populag¢bes naturais de Annona crassiflora. No eixo x
encontra-se o tamanho dos alelos em pares de base e no eixo y a frequéncia dos alelos.



24

Tabela 5. Variabilidade genética nas duas populacdes de Annona crassiflora, baseada em

oito marcadores microssatélites. (N) numero de individuos; (NA) nimero médio de alelos;

riqueza alélica (Ra) heterozigosidade esperada (He), heterozigosidade observada (H,) e

indice de fixacéo (f).

Populacao N Na Ra He Ho f
Aguas Emendadas 97 13,25 12,09 0,746+0,134 0,723+0,173 0,030
Padre Bernardo 87 8,37 8,00 0,614+0,145 0,499+0,181 0,187*

“Valor significativo.

As distribuicGes de distancias par a par entre os individuos diferiram

entre as duas populagbes (Kolmogorov-Smirnov P<0,001). A distancia média entre

arvores adultas da populacdo de ESECAE foi 94,73 m, a maioria (95%) dos individuos

apresentou uma distancia menor de 200m umas das outras, o que pode ser visualizado

na Figura 7. A populacdo de PBE apresentou distancia média de 123,21 m, além disso, a

maioria dos individuos (57,5%) estava em distancias inferiores a 250m (Figura 7 e 8).

N

A

A)

B) 2

120

240

360m

Figura 7. Distribuicdo espacial dos individuos de Annona crassiflora nas regides de

Aguas Emendadas (A) e Padre Bernardo (B).
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Figura 8. DistribuicGes das distancias par a par (em metros) entre individuos de Annona

crassiflora das populacdes de Aguas Emendadas e Padre Bernardo.

A analise de estrutura genética espacial na populacdo de ESECAE revelou uma
estruturacdo genética de pequena magnitude entre a correlacdo do parentesco com o
logaritmo da distancia (b=-0,00478; R?=0,001; p=0,0257) (Figura 9). Os valores de Fij
foram ndo significativos para todas as classes de distancia, exceto a penultima classe
(200 m) que apresentou valor significativo, porém negativo. O grupo de vizinhanca

geneética (Nb) nesta populacéo foi igual a 208,33 (Tabela 7).

A analise de estrutura genética espacial na populacdo de PBE revelou um alto
valor de parentesco entre os individuos na primeira classe de distancia, aparentando um
modelo de fluxo génico de isolamento por distancia (Figura 10), (b=-0,01958; Rz =
0,001; p < 0,0001). O valor do grupo de vizinhanca genética (Nb) foi igual & 48,78
(Tabela 7).
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Figura 9. Correlograma entre coeficiente de parentesco (Fij) e classe de distancia de

individuos de Aguas Emendadas com base em oito marcadores microssatélites. As

linhas pontilhadas indicam o intervalo de aceitacdo de Ho (95%; 10.000 permutagdes) e

a linha continua representa o valor observado do coeficiente de coancestria, segundo
Loiselle et al., 1995.
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Figura 10. Correlograma entre coeficiente de parentesco (Fij) e classe de distancia de

individuos de Padre Bernardo com base em oito marcadores microssatélites. As linhas
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pontilhadas indicam o intervalo de aceitacdo de Ho (95%; 10.000 permutac6es) e a linha
continua representa o valor observado do coeficiente de coancestria, segundo Loiselle et
al., 1995.

A estrutura genética espacial intrapopulacional apresentou-se fraca para as
duas populacGes, com baixos niveis de Sp. A andlise da populacdo de PBE revelou o

maior valor de Sp (0,0205) em relacéo a populacdo de ESECAE (Tabela 6).

Tabela 6. Pardmetros de estrutura genética espacial intrapopulacional e vizinhanca
genética entre as duas populacdes de Annona crassiflora com base em oito marcadores
microssatélites. F; — valor de Fij para a primeira classe de distancia; b — inclinacéo da

regressdo; Sp — parametro de forca da estrutura genética espacial; Nb — vizinhanca

genética.
Populacgdo F1 b Sp Np
Aguas Emendadas 0,0093 -0,00478 0,0048 208,33
Padre Bernardo 0,0479 -0,01958 0,0205 48,78

O valor global de F foi significativo e igual a 0,309. O valor de 0 apresentou-se
alto e significativo (0,239) (Tabela 7). Sobre o teste de diferenciacéo entre 6 e R 0
valor encontrado foi 0,064 indicando um valor significativo muito baixo. O nimero de

migrantes por geracdo (Nm), estimado a partir do valor de 6, foi igual a 0,796.

Tabela 7. Estrutura genética populacional de duas populacdes de Annona crassiflora,
baseada na andlise de variancia das freqiéncias alélicas e analise de variancia do

tamanho dos alelos para os oito marcadores microssatélites.

Loco F 0 f Rst
Acrl 0,521 0,389 0,217 0,396
Acr26 0,266 0,274 -0,011 0,439
Acr44 0,266 0,274 -0,011 -0,007
Acrl0 0,007 0,030 -0,023 0,129
Acl9 0,409 0,338 0,107 0,607
Acr34 0,365 0,104 0,291 0,247
Acr20 0,220 0,220 0,000 0,627
Acr22 0,325 0,317 0,012 0,577

Global  0,309*+0,048 0,239*+0,042 0,092*+0,044 0,483*+0,084

*valor significativo
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Sob 0s modelos mutacdo por passos (SMM) e duas fases (TPM) ndo foram
observados gargalo genético nas populagdes. Para 0 modelo de mutacéo infinitos alelos
(IAM) foi detectado gargalo genético nas duas populagbes como evidenciado pelo teste
de Wilcoxon igual a 0,004 indicando uma reducdo no tamanho populacional, (Tabela 8
e 9). As frequéncias alélicas geradas pelo teste Mode-Shift dentro de cada populagéo
mantiveram o padrdo de distribuicdo esperado pelo equilibrio mutacdo deriva, com a
maioria dos alelos apresentando em baixa freqiiéncia e poucos alelos apresentando-se

em alta freqliéncia (Figura 10).
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Figura 11. Distribuicdo em classes das frequéncias alélicas (Mode-Shift) utilizando oito
locos microssatélites para as duas populacdes de Annona crassiflora segundo o
programa Bottleneck. O eixo x encontra-se as classes da freqliéncia e no eixo y a

freqiiéncia dos alelos

Tabela 8. Teste de Wilcoxon para avaliar gargalo genético sob diferentes modelos de
mutacdo: modelo de mutacdo de infinitos alelos (IAM), modelo de mutacdo por passo
(SMM) e modelo duas fases (TPM) para a populacio de Aguas Emendadas utilizando

oito marcadores microssatélites.

1AM SMM TPM

Locus He Heq SD Prob Heqg SD Prob Heq SD  Prob

Acrl 0,615 0476 0,178 0,265 0,661 0,081 0,226 0,569 0,140 0,447
Acr26 0,503 0,184 0,171 0,026 0,213 0,171 0,017 0,203 0,170 0,023
Acréd4 0,636 0479 0,177 0,226 0,666 0,082 0,292 0,572 0,130 0,370
Acrl0 0,527 0,279 0,187 0,105 0,433 0,145 0,274 0,350 0,179 0,167
Acl9 0,617 0,293 0,188 0,035 0,434 0,146 0,081 0,358 0,178 0,064
Acr34 0,674 0487 0,171 0,128 0,664 0,083 0453 0,573 0,133 0,237
Acr20 0,616 0476 0,174 0,233 0,658 0,086 0,252 0,559 0,133 0,407
Acr22 0,448 0542 0,163 0,256 0,720 0,069 0,006 0,634 0,111 0,081

Wilcoxon 0,004* 0,472 0,037

*Valor significativo



29

Tabela 9. Teste de Wilcoxon para avaliar gargalo genético sob diferentes modelos de
mutacdo: modelo de mutacdo de infinitos alelos (IAM), modelo de mutacéo por passo
(SMM) e modelo duas fases (TPM) para a populagédo de Padre Bernardo utilizando oito

marcadores microssatélites.

1AM SMM TPM

Locus He Heq SD Prob Heqg SD Prob Heqg SD Prob

Acrl 0,536 0,303 0,182 0,117 0,448 0,143 0,302 0,373 0,174 0,186
Acr26 0,504 0,175 0,167 0,017 0,221 0,172 0,02 0,192 0,163 0,013
Acr44 0,597 0,386 0,184 0,132 0,572 0,114 0495 0,476 0,154 0,23
Acrl0 0,503 0,169 0,167 0,012 0,211 0,166 0,012 0,186 0,167 0,014
Acl9 0,574 0,409 0,181 0,211 0,580 0,104 0,398 0,485 0,155 0,327
Acr34 0,660 0,403 0,176 0,044 0573 0,112 0,234 0,483 0,154 0,089
Acr20 0,602 0,417 0,180 0,166 0,581 0,106 0,495 0,491 0,156 0,281
Acr22 0,143 0,295 0,189 0,312 0,447 0,143 0,049 0,366 0,171 0,153

Wilcoxon 0,004* 0,125 0,273

*Valor significativo
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DISCUSSAO

Os resultados apontaram para um elevado nivel de informacdo associados aos
marcadores microssatélites o que os torna extremamente Gteis em estudos de genética de
populagOes naturais de araticum. A probabilidade de exclusdo de paternidade (Q),
apresentou valor combinado igual 0,999 que pode ser considerado alto e ideal para
marcadores microssatélites, pois trata-se de um valor que mede o poder de exclusdo do
sistema, por exemplo, um teste de paternidade. A vantagem em alcancar um nivel bom
de probabilidade de exclusdo com menos locos é a possibilidade de reducdo de custo da
andlise, sem prejuizo para a concluséo do teste. Segundo Paetkau et al. (1998) um bom
microssatélite para analise de vinculo genético é aquele que apresenta altos valores de
probabilidade de exclusdo (Q). Niveis reduzidos de polimorfismo ou fixacdo de alelos
para alguns marcadores causam baixos valores de Q. E preciso ressaltar que o valor de
Q € dependente do numero de alelos e a distribuicdo de freqliéncias desses alelos na
populagéo (Paetkau et al., 1998).

Outra medida importante em andlises de vinculo genético é a probabilidade de
identidade (1), que é a probabilidade de dois individuos escolhidos ao acaso em uma
populacdo possuir genotipos idénticos. A probabilidade de identidade combinada
estimada neste estudo foi igual a 1,2x10™, valor considerado bom, isso porque este
indice deve ser praticamente nulo para demonstrar que a bateria de locos utilizada é
adequada para discriminar os individuos (Paetkau et al., 1998).

Os valores ideais de exclusdo de paternidade e probabilidade de identidade
juntamente com o resultado do teste de desequilibrio de ligacdo, permitem inferir que a
quantidade e a qualidade dos marcadores microssatélites sdo ideais para estudos de
estrutura genética espacial e fluxo génico em populagdes de Annona crassiflora.

As duas populacBes de Annona crassiflora, tanto da area conservada quanto da
fragmentada, ainda preservam altos indices de diversidade genética. Valores similares
foram observados por Pereira e colaboradores (2007) ao estudarem 13 populacfes de
araticum no Estado de Goiés utilizando os mesmos marcadores microssatélites deste
estudo. Estes valores também foram similares ou superiores aos observados para outras
espeécies nativas. Em cherimoya, uma frutifera cultivada do mesmo género do araticum,
a heterozigosidade observada variou entre 0,17 e 0,61 e a heterozigosidade esperada
variou de 0,12 a 0,76 (Escribano et al., 2004). Em populacGes naturais de Eugenia

dysenterica, uma frutifera de Cerrado, a heterozigosidade média esperada e observada
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foram iguais a 0,44 e 0,46, respectivamente, com uma média de 10,43 alelos por loco
(Zucchi et al., 2003). Collevatti e colaboradores (2001) encontraram estimativas para
He e H, iguais a 0,856 e 0,765, respectivamente, utilizando 10 locos microssatélites em
dez populac6es naturais de Caryocar brasiliense.

Trabalhos com outros marcadores também foram interpretados como
indicativos de presenca de altos niveis de diversidade genética em populacfes naturais
de araticum. Telles e colaboradores (2003), utilizando quatro locos isoenzimaticos e seis
populacdes de araticum, obtiveram um valor para H. igual a 0,357. Bandeira (2003)
utilizando marcadores RAPD, analisou as mesmas populacdes e obteve um H, = 0,350,
admitindo panmixia.

A ampla distribuicdo geogréfica de Annona crassiflora, seu ciclo de vida e o
sistema de reproducdo com predominancia de cruzamentos, sdo caracteristicas que
explicam sua alta diversidade genética intrapopulacional (Pereira, 2007). Vale salientar,
que além da riqueza alélica detectada, um consideravel niamero de alelos exclusivos foi
encontrado nas duas populacdes. Tanto a riqueza alélica quanto a presenca de alelos
raros ou exclusivos em populacGes naturais de espécies arbdreas sdo importantes na
tomada de decisbes conservacionistas (Kalinowski, 2004).

A populagdo de ESECAE apresentou valores altos para heterozigosidades
esperada e observada e um valor ndo significativo para f, indicando que as frequéncias
alélicas estdo seguindo as proporcdes esperadas para o equilibrio de Hardy-Weinberg
dentro dessa populacdo. Collevatti e colaboradores (2001b) estudaram uma populagédo
de Caryocar brasiliense nesta mesma area. Seus resultados mostraram uma alta
variabilidade genética e um baixo indice de acasalamentos de individuos aparentados
assim como neste estudo. Isto indica que a ESECAE tem papel extremamente
importante na conservagdo de suas espécies, possuindo uma grande representatividade
da variabilidade genética em relacdo as populacdes com alta influéncia antropica. Neste
sentido, os individuos de A. crassiflora da populacdo de ESECAE apresentam uma boa
interacdo com seus dispersores e polinizadores, 0 que aumenta a sua probabilidade de
persisténcia evolutiva.

Para a populagdo de PBE foi encontrado valores significativos para f. Isto
indica que as freqiiéncias alélicas na populacdo ndo estdo seguindo as proporcoes
esperadas para o equilibrio de Hardy-Weinberg, ou seja, existe endogamia dentro dessa
populagédo. Este fato mostra que a fragmentacdo pode ter afetado negativamente a
reproducdo das plantas ao reduzir as atividades de polinizagdo, formacdo de frutos e
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sementes. O aumento da endogamia pode ocasionar reducdo dos valores adaptativos
(fitness) individuais e adaptabilidade populacional, causando reducdo nas taxas de
reproducdo e aumento nas taxas de mortalidade (Frankham et al., 2008) e,
conseqlientemente, podem levar esta populacdo a extincdo. Estudos de estrutura
genética indicam que progénies de populagdes fragmentadas sdo propensas a terem sido
geradas por autofecundacéo ou polinizadas por poucos individuos (Fuchs et al., 2003).

A andlise de autocorrelacdo espacial revelou que a populagcdo de ESECAE
possui uma tendéncia a estar estruturada espacialmente. Esta estruturacdo de baixa
magnitude pode ser atribuida a eficiéncia de seus polinizadores em propagar polen e
pelo fato das sementes de araticum serem dispersas por mamiferos. A distribuicdo
espacial de espécies vegetais tem sido considerada um importante componente da
determinacédo de interacdo planta-animal, esperando-se que muitos padrbes observados
nestes sistemas resultem de variacdes na distribuicdo de recursos vegetais (Hunter,
1992). Segundo Kalisz e colaboradores (2001) quando a dispersdo do poélen é localizada,
mas a semente é dispersa a longa distancia, espera-se que nao existird estrutura genética
espacial. Isso acontece com A. crassiflora, apesar do fluxo de pdlen ndo ser amplo por ser
realizado por besouros que possuem uma baixa capacidade de v6os longos, o fluxo génico
via semente € muito maior, pois € realizado por mamiferos de grande porte como a anta
(Tapirus terrestris) que atua diminuindo a estruturacdo espacial devido a sua capacidade de
forragear a longas distancias (Fragoso, 1997).

A populacdo de PBE apresentou padrdo espacial na distribuicdo da
variabilidade genética que se associa ao modelo de fluxo génico de isolamento por
distdncia. Ou seja, os individuos que estdo mais proximos espacialmente sdo mais
parecidos geneticamente, ficando mais diferentes geneticamente a medida que a
distancia geografica aumenta (Wright, 1943b). Este modelo de fluxo génico de
isolamento por distancia tem sido observado em diferentes estudos de fluxo génico em
escala local (Degen et al., 2004; Moraes et al., 2005). Este resultado mostra que devido
a fragmentacdo do Cerrado, 0s cruzamentos podem estar ocorrendo a pequenas
distancias o que poderia levar uma depressdo endogamica (perda do valor adaptativo
devido a manifestacdo de alelos deletérios), com perda de variabilidade genética e, em
longo prazo, pode levar a uma extincdo local das populagdes (Kageyama, 1987). Isso
pode ser agravado pela falta de dispersores do araticum, que estdo restritos. Assim as
sementes que permanecem em torno da arvore-mde tendem a aumentar o nivel de

parentesco entre os individuos de uma populacdo. Esse fato € confirmado quando se
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observa o valor de f significativo da populacdo de PBE, afetando mais intensamente a
taxa de crescimento e o sucesso reprodutivo dos individuos, contribuindo também para
um baixo recrutamento e, portanto, para uma maior probabilidade de extingédo local
(Ellstrand & Elam,1993).

Para a populacdo em questdo, o entendimento da estruturacdo genética pode ser
de fundamental importancia para o estabelecimento de estratégias de amostragem,
visando a conservacgdo. Assim, a amostragem de individuos distanciados a partir de 25
metros entre si promoveria, por exemplo, uma maior probabilidade de aquisicdo de
sementes de diferentes arvores matrizes que ndo sdo parentes, 0 que por sua vez,
aumenta o tamanho efetivo da amostra. Caso exista a intencdo de coletar amostras para
compor colegdes de germoplasma ou implantacdo de programas de recuperacao de areas
degradadas, essa informacdo otimiza a amostragem com o intuito de obter maior
representatividade da variabilidade genética da espécie com o0 menor numero de
individuos. Segundo Diniz-Filho & Telles (2002) é recomendado utilizar o intercepto
do correlograma para definir o tamanho do intervalo de distancia como critério de
amostragem, evitando a coleta de individuos pertencentes a mesma area de vizinhanca

genética.

A estrutura genética espacial das populacdes de A. crassiflora, medida pela
estatistica S, (ESECAE = 0,0048 e PBE = 0,0205 ), esta entre os valores que tém sido
observados para espécies de plantas do cerrado, valores esses que variaram entre S, =
0,0085 para a espécie Tibouchina papyrus e S, = 0,0172 para a espécie Dipteryx alata
(Collevatti et al., 2010). Os valores de S, e Ny sdo inversamente proporcionais (Np =
1/Sp), pois quanto maior a for¢a da estrutura genética espacial, menor a vizinhancga
genética, ou seja, menor o numero de individuos que estdo se cruzando ao acaso
(Vekmans & Hardy, 2004). Essa informagdo corrobora com o alto valor de S, e baixo
Ny para a populagdo de Padre Bernardo, sua vizinhanga genética foi bem menor que
para a area conservada, sugerindo o cruzamento de individuos aparentados. O valor de
S, para ESECAE foi de baixa magnitude indicando que a dispersédo ocorre a longas
distancias, com o valor de vizinhanca genética bem mais alto que na area fragmentada
(Vekmans & Hardy, 2004). A inclinagéo da reta de regresséo foi maior para a populagao
de PBE (-0,01958) indicando um maior decaimento do coeficiente de parentesco com o
aumento da distancia sendo consistente com o modelo de isolamento por distancia
Wright (1943b).
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De acordo com a analise de estrutura genética, as populactes de A. crassiflora
podem ser consideradas como fortemente estruturadas, com uma alta diferenciacdo
genética entre as duas populagoes (6 = 0,239), isso significa que aproximadamente 76%
da variacao genética encontra-se dentro das populacGes e, consequentemente, 24% desta
variacao encontra-se entre as populacdes.

Ao observar a distribuicdo das frequéncias alélicas percebe-se que 0s
individuos de ESECAE apresentaram um maior nimero de alelos em relagdo ao PBE e
o comportamento do grafico evidencia uma disjuncdo das populacbes compartilhando
poucos alelos. Este deslocamento de freqliéncia provavelmente é devido a subdivisdo
alta entre as populacgdes visto que séo plantas polinizadas por besouros com baixa
capacidade de voos longos. Seoane, Kageyama e Sebbenn (2000) citam presenca de
alelos exclusivos em algumas populacdes como sendo indicativo de fluxo génico
restrito, o que pode levar a um aumento da divergéncia genética entre as populacdes.

Pereira (2007) encontrou um valor um valor de 6 igual a 0,091 ou seja, uma
significativa parte da variabilidade genética encontra-se entre populag¢bes (9,1%). O
valor encontrado por Pereira (2007) foi menor que o valor encontrado no presente
estudo e mesmo assim foi considerado como alto, sendo um indicativo de que as
populacdes de Annona crassiflora encontram-se em diferenciacdo em decorréncia de
deriva genética. Além disso, um aumento de divergéncia genética entre populacGes de
mesma espécie pode ter acentuado a partir da fragmentacdo dessas populacdes que sob
forte restricdo do fluxo génico, ficam a mercé da deriva genética. A deriva genética por
sua vez acentua a divergéncia entre as popula¢Ges podendo aumentar a similaridade
entre individuos das populacbes por gerar endogamia. Bandeira (2003) encontrou um
valor significativo para a variancia entre as popula¢6es de Annona crassiflora, cerca de
8% da variabilidade total. De acordo com essa autora, isso é resultado da restricdo do
fluxo génico ocasionado por processos de fragmentagéo.

Quanto as estimativas de 0 ¢ Rgr, Vverificou-se que houve pequena diferenga
bastante proxima do valor ndo significativo. Valores semelhantes também foram
encontrados para outras espécies de plantas tropicais (Loveless et al., 1998; Lemes et
al., 2003; Zucchi et al., 2003;Soares et al., 2009). Segundo Hardy et al. (2003b) quando
os valores de 6 e Rst ndo se diferem (6 = Rgy) indica que o tamanho dos alelos nédo
contribui com informacdes sobre a diferenciacéo entre populacdes.

O namero de migrantes por geracdo (Nm) foi baixo e igual a 0,796, sugerindo a
hipotese de baixo fluxo génico atual entre as populagBes. Este resultado era predito,
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dado que a distancia entre as populactes (ESECAE e PBE) € de aproximadamente 100
km, sendo pouco provavel a existéncia de trocas génicas entre populac@es tdo distantes.
Sendo assim, como o valor de Nm foi menor que um, espera-se que os efeitos da
migracdo (fluxo génico) ndo sejam suficientes para contrapor os efeitos da deriva
genética (Wright, 1951), favorecendo, assim, um aumento na divergéncia genética entre
as populagoes.

Populagdes em equilibrio de mutacdo-deriva apresentam igual probabilidade de
que um loco apresente um excesso ou um deficit de heterozigosidade, considerando um
tamanho efetivo populacional que se manteve constante em um passado recente. J4 em
populacbes que sofreram deriva recentemente, a maioria dos locos exibird um excesso
de heterozigosidade sob o Equilibrio de Hardy-Weinberg (Cornuet & Luikart, 1996).

Pelo teste de adequacdo ao modelo de mutacdo de infinitos alelos (Cornuet &
Luikart, 1996 nenhuma das populacdes mostraram-se em equilibrio, indicando
ocorréncia de gargalos populacionais (bottlenecks) recentes exibindo um numero
significativo de locos com excesso de heterozigosidade. Lee et al. (2002) discutem que
a deteccdo de populacBes que experimentaram gargalos populacionais recentes é
importante, principalmente por permitir inferir sobre os riscos de extin¢do local, em
conseqiiéncia do tamanho populacional reduzido. Neste contexto, considerando o
gargalo genético recente detectado, o baixo fluxo génico entre as populagdes e sua baixa
taxa de germinacdo sdo pontos importantes que reforcam a idéia de necessidade de
conservacao desta espécie. Van Rossum & Prentice (2004) avaliaram um total de quatro
a 13 locos polimérficos e 59 alelos pertencentes as populacGes de Silene nutans
(Caryophyllaceae) na Suécia e norte da Finlandia e encontraram gargalos genéticos
recentes em varias populagdes, sendo interpretados como conseqiiéncia da fragmentagao
das populagdes como resultado de perturbacdo de humana. Embora situada em uma area
de conservacao, os resultados do teste de bottleneck indica que a populacéo de ESECAE
passou por um gargalo genético. Este resultado pode ser conseqiiéncia do historico da
area de estudo. A referida &rea estd situada na borda da Estacdo Ecoldgica (antiga
fazenda de Monteiro) que, segundo informacdes de funcionarios da ESECAE, a area foi
parcialmente desmatada e sofreu varios episodios de incéndio. Estes disturbios podem
ter provocado uma reducdo do numero de individuos no passado, assim a populagédo
pode ser originaria dos individuos remanescentes. A populacdo de PBE também
evidenciou um gargalo genético recente que poderia ser explicada pelo seu historico de
intensa perturbacdo humana motivada principalmente pela implantagdo da capital
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Brasilia, que levou uma intensa migracdo para as regides ao redor em buscas de terras a
custos mais baixo (Macedo, 1995). Uma alternativa para avaliar mais diretamente 0s
efeitos da perturbacdo humana seria avaliar as progénies nas duas regides ESECAE e
PBE.

Portanto, verificar o comportamento demografico das populagdes naturais
permite que sejam definidas, estratégias de conservagdo em tempo habil para evitar o

aumento dos riscos de extingao.
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CONCLUSAO

Existe um alto nivel de variabilidade genética em populag¢Ges naturais de A. crassiflora.

H& endogamia significativa na populacdo de PBE, sugerindo que a fragmentacao esta

influenciando negativamente a dinamica reprodutiva da espécie;
As duas populacges estudadas se encontram fortemente estruturadas geneticamente;

A éarea de conservacdo (ESECAE) apresentou baixa estruturacdo genética espacial
demonstrando uma boa eficiéncia de polinizadores e dispersores, aumentando assim o

alcance do fluxo génico;

A populacdo na area de fragmentada (PBE) apresentou forte padrdo espacial da
variabilidade genética, o que pode ser consequiéncia do processo de fragmentacao

ambiental;

O grupo de vizinhanca foi pequeno em PBE (48,8), o que indica baixo alcance do fluxo

génico;

Pelos testes de adequacdo ao modelo de mutacdo de infinitos alelos, foi detectado

gargalo genético nas duas populacdes.
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ANEXO

Tabela do Desequilibrio de Ligacéo dos locos
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Aguas Emendadas

Locos | Acrl Acr26  Acrd4d  Acrl0 Acl9 Acr34  Acr20  Acr22
Acrl - 0,052 0,313 0,038 0,336 0,013 0,311 0,465
Acr26 - 0,761 0,796 0,823 0,678 0,192 0,562
Acrd4 - 0,665 0,703 0,759 0,148 0,100
Acrl0 - 0,117 0,137 0,461 0,593
Acl9 - 0,541 0,531 0,204
Acr34 - 0,022 0,161
Acr20 - 0,063
Acr22 -
Padre Bernardo

Locos | Acrl Acr26  Acrd4d  Acrl0 Acl9 Acr34  Acr20  Acr22
Acrl - 0,323 0,187 0,015 0,209 0,803 0,417 0,709
Acr26 - 0,609 0,414 0,886 0,634 0,275 0,695
Acrd4 - 0,798 0,006 0,054 0,447 0,265
Acrl0 - 0,683 0,416 0,750 0,038
Acl9 - 0,001 0,790 0,674
Acr34 - 0,592 0,191
Acr20 - 0,529

Acr22




