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RESUMO

GUIMARAES, R. A. Estrutura Genética Molecular de uma Colecio de Germoplasma
in vivo e ex situ de Dipteryx alata Vog. Dissertacdo (Mestrado em Genética e Biologia
Molecular), Universidade Federal de Goias, Goiania, 2014.

Os padrBes de distribuicdo da variabilidade genética dentro e entre subpopulacdes sdo
importantes a fim de conhecer a atuacdo dos processos evolutivos, para a adocao de
estratégias eficazes de conservacdo e uso de recursos genéticos vegetais. A estrutura
genética populacional esta relacionada com a forma como a variabilidade genética esta
distribuida dentro e entre as subpopulagdes. Os marcadores microssatélites sdo
especialmente Uteis para tais analises por serem altamente informativos. O Baru (Dipteryx
alata VVogel), pertence a familia Fabaceae e apresenta ampla distribuicdo no bioma Cerrado
e um grande potencial para o uso na culinaria local, ornamental e medicinal, sendo um
importante recurso genético vegetal. Este estudo teve como objetivo avaliar a estrutura
genética entre subpopulacdes de D. alata que constituem uma colecdo de germoplasma,
mantida pela Escola de Agronomia da Universidade Federal de Goias. A colecdo consiste
de 600 individuos de 150 progénies de 25 subpopulacdes provenientes de diferentes
regides do bioma Cerrado. Foram utilizados nove pares de primers, oito desenvolvidos
para a espécie D. alata e um desenvolvido e transferido de Phaseolus vulgaris para a
analise molecular. Foram observados entre 2 e 14 alelos, com média de 5,5 alelo por loco.
O valor médio de heterozigosidade observada foi igual a 0,340 e variou de 0,102 (DaEQ6)
a 0,711 (DaE41). A heterozigosidade esperada, sob a condicdo de equilibrio de Hardy-
Weinberg, foi igual a 0,383, variando entre 0,162 (DaE06) e 0,809 (DaE41). A analise de
estrutura genética populacional apresentou um nivel de parentesco médio entre individuos
de uma mesma progénie (0s) de 0,169, 0 que equivale ao parentesco esperado para uma
mistura de meio-irmaos e irmdos completos. A partir do valor de 0s, pode-se concluir que
h& uma alta diferenciacdo genética entre as progénies. Quando avaliadas as subpopulacGes,
foi encontrado um valor estimado de 6p igual a 0,097, sugerindo que existe uma moderada
estruturacdo genética. O valor do indice de fixacdo intrapopulacional global (f=0,122)
indicou a presenca de baixa endogamia nas subpopulacdes que compdem a colecdo de
germoplasma. A estimativa da taxa de fecundacdo cruzada aparente (t;) teve valor igual a
0,78. O valor global de F foi significativo e igual a 0,27. A andlise de estrutura genética
populacional revelou presenca de estruturacdo genética entre subpopulacbes e entre
progénies dentro de subpopulagdes. Isso revela que a colecdo de germoplasma de baru
apresenta diversidade genética entre e dentro de populacgdes, indicando que as estratégias
de conservacao devem considerar os dois niveis.

Palavras-chave: Baru, Cerrado, Diversidade Genética, Microssatélites, Recursos Genéticos.

Orientadora: Profa. Dra. Thannya Nascimento Soares. ICB-UFG.
Co-orientador: Prof. Dr. Lazaro José Chaves. EA-UFG.



ABSTRACT

GUIMARAES, R. A. Molecular Genetic Structure of a Germplasm Collection of in
vivo and ex situ Dipteryx alata Vog. Dissertation (Master in Genetics and Molecular
Biology), Instituto de Ciéncias Biologicas —ICB, Universidade Federal de Goiés, Goiania,
2014.

The distribution patterns of genetic variability within and among subpopulations are
important to know the performance of evolutionary processes, to adopt effective
conservation strategies and to use genetic plant resources. The population genetic structure
is focused on how the genetic variability is distributed within and between subpopulations.
Microsatellite markers are especially useful for such analyzes because are highly
informative. The Baru (Dipteryx alata Vogel), belongs to the Fabaceae family and is
widely distributed in the Cerrado biome, also has a great potential for use in local cooking,
as ornamental plant and in popular medicine, so being an important genetic resource plant.
This study aimed to evaluate the genetic structure among subpopulations of D. alata which
constitute a germplasm collection, maintained by the Escola de Agronomia, of the
Universidade Federal de Goias. The collection consists of 600 individuals from 150
progenies of 25 subpopulations from different regions of Cerrado biome. Nine pairs of
primers were used, eight developed for the species D. alata and one developed and
transferred from Phaseolus vulgaris for molecular analysis. The number of alleles ranged
from 2 to 14 alleles, with an average of 5.5 allele per locus. The average of observed
heterozygosity was equal to 0.340 and ranged from 0.102 (DaEOQ6) to 0.711 (DaE41). The
expected heterozygosity, under the condition of Hardy-Weinberg equilibrium was equal to
0.383, ranging from 0.162 (DaE06) and 0.809 (DaE41). The analysis of population genetic
structure showed a level of medium relatedness between individuals of the same progeny
(0s) of 0.169, which is equivalent to that kinship expected for a mixture of half-sibs and
full sibs. From the value 8s, it can be concluded that there is a high genetic differentiation
between the progenies. When evaluated the subpopulations was found an estimated Op
equal to 0.097, suggesting that there is a moderate genetic structure. The value of overall
intrapopulation fixation index (f=0.122) indicated the presence of low inbreeding in
subpopulations that composes the collection of germplasm. The estimated apparent
outcrossing rate (ta) value was equal to 0.78. The overall F value was significant and equal
to 0.27. The analysis of population genetic structure revealed the presence of genetic
structure among subpopulations and among progenies within of the subpopulations. This
reveals that the germplasm collection of D. alata presents genetic diversity within and
among populations, indicating that the conservation strategies should consider both levels.

Keywords: Baru, Cerrado, Genetics, Microsatellite Diversity and Genetic Resources.

Adviser: Profé. Dra. Thannya Nascimento Soares. ICB-UFG.
Co-adviser: Prof. Dr. Lazaro Jose Chaves. EA-UFG.



1. INTRODUCAO

Os recursos genéticos abrangem uma gama de espécies de plantas, animais e
microrganismos, sendo definidos como uma porcdo da biodiversidade que possui uma
grande potencial socioeconomico. Assim 0s recursos genéticos acoplam a variabilidade das
espécies de interesse e potencial econémico atual. Dentre os recursos genéticos, destacam
0S recursos genéticos vegetais, que visam assegurar a conservacdo da variabilidade
genética de uma espécie vegetal de interesse (Valois, 1996).

A conservacdo desta variabilidade genética pode ocorrer de diferentes formas,
como por exemplo in situ e ex situ. A conservagao in situ objetiva conservar o maximo de
alelos possiveis, sendo que esta realizada no habitat natural da espécie. Outra forma de
conservacao é a ex situ que realiza a conservacdo da diversidade fora do habitat natural
(IBPGR, 1991; Brasil, 1994; Karp et al.,1997; Valois et al., 2001; Scariot & Sevilha,
2007).

A conservacdo ex situ pode ser realizada através de colecdes de germoplasma.
Assim a eficiéncia do programa de conservacdo depende de uma gama de fatores, tais
como, coleta, caracterizacdo e avaliacdo destas cole¢des. Os individuos devem ser
caracterizados e avaliados, possibilitando estimar a diversidade genética presente na
colecdo. Essa caracterizacdo pode ser realizada a partir de caracteres morfo-agronémicos,
citoldgicos, bioguimicos, fisiologicos ou moleculares (Valois et al., 2001).

Na caracterizacdo molecular, os marcadores microssatélites se apresentam como
ferramentas eficientes na averiguacdo de pardmetros genéticos, que permitem diferenciar
individuos e populagBes. A anélise da diversidade genética pode ajudar a classificar
corretamente um individuo, identificar duplicatas, auxiliar na quantificacdo do nivel de
variabilidade presente em um pool génico, bem como a quantidade de variabilidade nas
espécies ao longo do tempo (Chang, 2007).

O estudo da variabilidade tem por finalidade conhecer as relagcbes genéticas,
quantificar ou predizer o nivel de variabilidade total existente e a sua distribuicdo entre e
dentro de populagbes. Este conhecimento proporciona importantes contribuicfes ao
melhoramento genético e a manutencdo e conservacdo de colecdes de germoplasma
(Bueno et al., 2001). Assim uma grande variedade de recursos genéticos é conservada,

apresentando um enorme valor socioecondmico para o pais (Goedert & Wetzel, 1999).
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Almeida et al., (1987), destacando-se a importancia das frutas nativas da regido Centro-
Oeste, com grande énfase para o pequi, o buriti, o araticum e o baru.

A espécie Dipteryx alata, conhecida popularmente como baru, pertence a familia
Fabaceae, apresenta uma ampla distribuicdo no Cerrado brasileiro, sua ocorréncia pode
estar associada a condi¢Ges de maior fertilidade do solo. Além disso, o baru destaca-se
como espécie importante para deste bioma, pois amadurece o fruto na estacdo seca,
alimentando vérias espécies da fauna (Corréa, 1984; Almeida et al., 1998; Sano et al.,
2004).

O potencial de utilizagdo do baru é bastante amplo, aproveita-se desde a folha a
raiz, sendo empregado como produto alimentar, madeireiro, forrageiro, industrial e na
medicina popular (Almeida et al., 1998). Este é também usado na recuperacdo de areas
degradadas, pois apresenta alta producdo de massa foliar, o que favorece o enriquecimento
de nutrientes no solo. Mesmo com sua extrema importancia econdmica e ecoldgica,
grandes populacbGes desta espécie foram destruidas e continuam sendo perdidas em
ecossistemas nativos (Carvalho, 2003; Pott & Pott, 2003; Sano et al., 2004). Assim estudos
de pré-melhoramento e conservacdo da variabilidade genética tornam-se necessarios, a fim
de garantir o uso adequado desse recurso genético, bem como auxiliar no controle da
estabilidade genética na colecdo de germoplasma para subsidiar estratégias eficientes de

manutencdo e manejo (Faleiro, 2007).
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2. OBJETIVOS

2.1  Geral:

2.1.1 Awvaliar a estrutura genética entre subpopulacdes de D. alata, que constituem a
colecdo de germoplasma mantida in vivo e ex situ pela Escola de Agronomia da
Universidade Federal de Goias (EA/UFG), utilizando marcadores microssatelites.

2.1.1 Especificos:

2.1.2 Verificar a magnitude da variabilidade genética molecular presente na colecdo de
germoplasma;

2.1.3 Awvaliar a distribuicdo da variabilidade genética presente entre subpopulacdes e

progénies dentro de subpopulacgdes da colecdo de germoplasma.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1  Conservacdo de Recursos Genéticos Vegetais

Os recursos genéticos abrangem uma gama de espécies de plantas, animais e
microrganismos com grande potencial socioecondmico (Brown, 2007)b, sendo definido
como uma porcdo da biodiversidade que possui uma grande importancia para o0 homem,
contribuindo para o seu desenvolvimento sustentdvel. Os recursos genéticos vegetais
representam a biodiversidade da flora, a qual possui extrema importancia, podendo ser
considerados um reservatorio genético da variabilidade genética interespecifica e
intraespecifica (Valois, 1996; Goedert et al., 2007).

Considerando a importancia da biodiversidade e dos recursos genéticos vegetais
surge & preocupacdo com a conservacao da sua variabilidade genética, com o objetivo de
preservar uma espécie de interesse (Goedert et al., 2007). O desenvolvimento de a¢des que
promovam a conservacdo e uso dos recursos genéticos vegetais deve ser algo planejado e
uma das maneiras € a criacdo de programas de conservacdo, dando suporte as pesquisas
que objetivam a conversacao dos recursos genéticos (Goedert & Wetzel, 2007).

Desde a década de 70, a conservacdo dos recursos genéticos vegetais vem se
tornando cada vez mais importante para comunidade cientifica internacional, onde foi
criado o International Board for Plant Genetic Resourses (IBPGR) que objetiva promover e
coordenar trabalhos sobre recursos genéticos vegetais a nivel mundial. No entanto, em
1992 houve uma mudanga nos objetivos do IBPGR que passou a ser chamado de
International Plant Genetic Resources Institute (IPGRI) visando a conservacdo e o uso dos
recursos genéticos vegetais em beneficio das geracdes atuais e futuras (Brown, 2007)b.

O Brasil possui cerca de 20% a 25% de toda a biodiversidade existente no planeta,
sendo o pais mais rico em diversidade biolégica do mundo (Vilela-morales & Valois
2000). Mesmo com toda essa riqueza, ndo pode ser considerado auto-suficiente em
recursos genéticos vegetais, havendo a necessidade de fazer intercAmbio destes recursos
com outros paises. Isto visa assegurar uma ampla diversidade de espécies para a
agricultura, garantindo a disponibilidade de alimentos (Giacomertti, 2007).

No Bioma Cerrado apresenta uma grande diversidade de recursos genéticos, dentre

estes estdo as espécies nativas dos cerrados, em que se destacam as espécies, araticum,
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cagaita, jatoba, pequi, buriti, e o baru. O Baru é um recurso genético importante para
comunidades locais, devido ao seu amplo potencial de utilizacdo, tais como: alimentar,

madeireiro, forrageiro, industrial e medicinal.

3.2 Conservagdo in situ e ex situ

Ha diferentes estratégias de conservacdo de uma espécie, como exemplo a
conservacao in situ e ex situ. A conservacao in situ consiste na preservacgdo realizada no
habitat natural da espécie. Este modo de conservacdo é comum em reservas bioldgicas e
parques nacionais, visando conservar a biodiversidade. No entanto ndo é permitida a
exploracdo de recursos naturais nestas areas (Scariot & Sevilha, 2007).

Uma forma de conservacao in situ € a conservacao on farm, sendo esta considerada
uma forma direta de conservacdo (Brown, 2000a). Este modo de conservacdo estd
relacionado a conservacdo de espécies cultivadas, ocorrendo de acordo com os interesses
agricolas. Assim realiza-se a conservacgdo de variedades primitivas, crioulas e melhoradas,
podendo ser mantidas por agricultores, através de um sistema de cultivo agricola, horticola
ou agroflorestal tradicional. Uma particularidade da conservacdo on farm em relacdo a
conservacao de reservas naturais, € que esta permite 0 manejo das espécies de interesse
(Clement et al., 2007).

A conservacdo ex situ € um tipo de conservacdo que ocorre fora do habitat natural
da espécie. Este método de conservacdo objetiva manter a maxima integridade genética e
biolégica de uma espécie, preservando assim sua variabilidade genética (Brasil, 1994;
Karp et al.,1997; Valois et al., 2001, Santos & Salomé&o, 2007). Na maioria das vezes a
realizacdo da conservacdo ex situ € motivada pelas acbGes antrépicas que acarretou
destruicGes de habitas naturais. Isto tem ocorrido em diversos biomas como o Cerrado, em
que varias espécies de uso potencial sdo utilizadas de forma indevida (Giacometti &
Wetzel, 2007) (Tabela 1).

3.3  ColecOes de germoplasma

As colecdes de germoplasma séo estruturas fisicas que mantém o germoplasma,

sendo este uma fonte de variabilidade genética. Assim essas cole¢Bes visam manter a
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variabilidade genética de uma espécie, pois uma vez perdida, representa a diminuicdo de
informagdes potencialmente valiosas, as quais permitem aumentar o conhecimento a cerca
de uma espécie (Valois et al., 2001).

No Mundo, cerca de 6,1 milhGes de individuos sdo conservados e dispostos em
1.320 colegdes de germoplasma (Vasconcelos et al., 2007). Essas cole¢fes sdo mantidas
por instituicbes que objetivam garantir a conservagdo da variabilidade genética destas
espéecies. Com o intuito de utiliza-las futuramente, como por exemplo, em programas de
melhoramento. Entretanto, apesar dessa disponibilidade, acredita-se que apenas 4% de
todos os individuos do mundo sdo utilizados, tal fato é decorréncia da falta de
documentacao, descricdo e avaliagdo adequada dos individuos (Vasconcelos et al., 2007).

No Brasil existem aproximadamente 160 cole¢6es de germoplasma em conservagao
ex situ (Scariot & Servilha, 2007). Algumas universidades brasileiras, tais como Instituto
Agrondmico de Campinas (IAC) e Universidade Federal de Vigosa (UFV) criaram
colecBes interessantes na conservacdo de espécies cultivadas e nativas (Freitas, 2006). O
IAC é um exemplo, que realiza a¢fes de pesquisa em recursos genéeticos com énfase em
colecdes de germoplasma de café e citros. Outra rede de ensino € a UFV que com 0 apoio
da Fundacdo Rockefeller, criou no ano de 1966 a colecdo de Germoplasma de Hortalicas
(BGH — UFV) (Ferreira et al., 2005).

A maioria das colecdes de germoplasma estéd integrada ao principal programa de
conservacao ex situ do pais, pertencente a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(Embrapa) chamado de Conservacdo e Uso dos Recursos Genéticos. Este programa tem
como objetivo geral o enriquecimento, a caracterizagdo e a documentagdo da colecdo de
germoplasma dos recursos genéticos (Goedert & Wetzel, 1999).

Na Regido centro-oeste do Brasil, tem- se a Embrapa Cerrados conduz trabalhos
com frutiferas nativas (Franzon, 2009). Além da Embrapa, a Universidade Federal de
Goias destaca-se na criacdo e manutencdo de colecbes de germoplasma de frutiferas
nativas como: cagaita (Eugenia dysenterica), mangaba (Hancornia speciosa), caju-do-
cerrado (Anacardium othonianum), baru (Dipteryx alata), entre outras.

Ha registro de experimentos para implantacdo de cole¢bes de Baru. O primeiro
experimento para estudo da espécie Dipteryx alata Vog, com teste de progénies e
procedéncias localiza-se no campo experimental do Instituto Florestal do Estado de Séo

Paulo (Siqueira et al., 1993) com plantas adultas. Na fase jovem, trés outras institui¢des
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possuem amostras menores, na Embrapa Cerrados, Distrito Federal (Sano et al., 1994), na
Universidade Federal de Lavras, Minas Gerais (Oliveira, 1998) e na Universidade Federal
de Goiés, GO (Tabelal).

Tabela 1. Locais de montagem de experimentos para estudo da espécie Dipteryx alata VVog, com o respectivo
ano de implantacéo e local de coleta do germoplasma, a quantidade de matrizes e progénies selecionadas em

diferentes trabalhos realizados para conservacao ex situ da espécie.

Local Referéncias Ano de Implantacdo Local de coleta N° Matrizes N° Progénies
MS 25 22
Pederneiras,SP  Siqueira et., 1993 1980 MS 16 16
DF 25 17
. N 1986 MS 17 26
Pederneiras,SP  Siqueira et., 1993 1987 Sp o5 o5
. GO 5 20
Planaltina,DF  Sano et al.,1994 1991 MG 5 20
25 20
Brasilandia, MG  Oliveira, 1998 1996 MG 25 20
16 20

. GO, TO, MT,

Goiania, GO Mota, 2013 2013 MS, MG e SP. 150 150

3.4  Dipteryx alata

A espécie Dipteryx alata Vogel pertence & familia Fabaceae, apresenta varios
nomes populares, variando conforme a regido, sendo o mais comum baru, mas também é
conhecida como barujé, cumbary, meriparagé, castanha-de-ferro, cumbaru, cumaru,
cumarurana, emburena-brava, coco-feijdo, pau-cumaru (Almeida et al., 1998; Lorenzi,
2002).

No Brasil apresenta uma ampla distribuicdo (Almeida et al., 1998; Carvalho, 2003;
Pott & Pott, 2003; Sano et al., 2004; Silva-Junior, 2005), ocorrendo nos estados de Goias,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Rondb6nia, Tocantins, Amazonas, Para, Piaui,
Maranhdo, Bahia, Minas Gerais, Sdo Paulo, Parand e Distrito Federal. Sendo também
encontrada na Bolivia, Paraguai e Peru (Lorenzi, 1992; Almeida et al., 1998; Botezelli et
al., 2000). Possuindo distribuigéo irregular, podendo ocorrer em grandes agrupamentos
homogéneos ou auséncia quase total em outras areas (Corréa, 1984; Almeida et al., 1998;
Sano et al., 2004).
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Figura 1. (A) O barueiro apresenta copa alongada ou larga, de 6 a 15 m de diametro. (Fonte: Lazaro José

Chaves, 2011) (B) Flor com aproximadamente 8mm de comprimento, com mancha carmim. (Fonte:

www.centraldocerrado.org.br.) (C) O fruto possui cerca de 4 a 5 cm de comprimento, marron-claro, ovéide e
pericarpo lenhoso. (Fonte: Lazaro José Chaves, 2011) (D) As sementes ocorrem uma por fruto, sdo
elipsoides, e apresentam de 2 a 2,5 cm de comprimento de coloragdo marrom-clara. (Fonte: Lorenzi, 2002)
(E e F) A madeira pode ser caracterizada como densa a muito densa, com alta resisténcia, possui tronco com
ritidoma de cor amarelada com estrias transversais e depressdes (Fonte: Lorenzi, 2002).

D. alata pode ser encontrada em formacdes de Cerrado sentido restrito, cerradao
mesotrofico, ocorrendo também em matas secas e no Pantanal Mato-Grossense (Almeida
et al., 1998; Carvalho, 2003; Pott & Pott, 2003; Silva-Junior, 2005), evidenciando uma
adaptacéo a diferentes condi¢fes de luminosidade. A sua ocorréncia pode estar associada a
solos mais férteis, sendo assim ocorre naturalmente em solos de fertilidade quimica
médios, bem drenados, tendo preferéncia por solos areno-argilosos (Almeida et al., 1998;
Carvalho, 2003; Sano et al., 2004).

O barueiro pode alcancar até 20 m de altura com 70 cm didmetro, apresenta copa

alongada ou larga, de 6 a 15 m de diametro. Possui tronco com ritidoma de cor amarelada
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com estrias transversais e depressoes, sua madeira pode ser caracterizada como densa a
muito densa, com alta resisténcia ao ataque de organismos xiléfagos (Almeida et al., 1998;
Carvalho, 2003; Sano et al., 2004).

A espécie D. alata é alogama e autocompativel, porém apresentam mecanismos
para evitar ou reduzir a autopolinizacdo espontdnea como a presenca de pelicula
estigmatica que impede a germinagdo do polen (Oliveira & Sigrist, 2008). As flores sdo
hermafroditas, apresentando aproximadamente 8mm de comprimento, a inflorescéncia é do
tipo panicula (Almeida et al., 1998). As folhas sdo compostas, possuindo de 7 a 12 foliolos,
alternados, subsésseis ou com peciolulo de até 2mm de comprimento (Silva-Janior, 2005;
Almeida et al., 1998). O fruto possui cerca de 4 a 5 cm de comprimento, contendo apenas
uma semente que possui 2 a 2,5 cm de comprimento de coloracdo marrom-clara (Almeida
etal., 1998) (Figurale 2).

A espécie apresenta floracdo e frutificacdo durante a estacdo chuvosa e dispersao
das didsporas na estacdo seca subsequente. Sendo assim, a floragcdo ocorre de novembro a
fevereiro e a frutificacdo, de janeiro a marco, encontrando frutos novos, pois os frutos
maduros sdo encontrados de julho a outubro. A renovacdo de folhas, quando ocorre, é
tardia durante a estacdo seca de julho a setembro, pode ser atribuida a restricdo hidrica ou
ainda uma estratégia evolutiva para fuga de herbivoros (Almeida et al., 1998; Bulhdo &
Figueiredo 2002; Silva-Janior, 2005).

A producdo de frutos € irregular, pois apds uma intensa frutificacdo em um

determinado ano, a proxima frutificacdo pode ndo ter uma boa producdo de frutos. A
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dispersdo dos frutos se da em plena estacdo da seca, no periodo de setembro a outubro
quando as sementes séo dispersas por barocoria e zoocoria, sendo realizada principalmente
por morcegos e macacos (Sano et al., 1999; Carvalho, 2003). Os morcegos contribuem de
forma efetiva para a dispersdo, ja que eles carregam os frutos para consumi-los em outros
locais, ja os macacos podem atrapalhar a dispersdo, pois conseguem quebrar o fruto e
comer as sementes, sendo, mais predadores do que dispersores (Ferreira, 1980; Sano et al.,
2004).

Espécies exdticas de abelhas africanizadas visitam flores de D. alata, entre outros
insetos das ordens Diptera, Hymenoptera e Lepidoptera, sendo importantes polinizadores,
pois o fato de visitarem as flores acabam promovendo o fluxo de pdlen entre os individuos
(Pott & Pott ,1986; Oliveira & Sigrist, 2008) (Figura 3).

Figura 3. A presencga da abelha Apis mellifera em visita a flor de baru promovendo a polinizagdo (Fonte:
Oliveira & Sigrist, 2008).

A utilizacdo do baru é bastante ampla, aproveita-se desde a folha a raiz, podendo
ser consumido in natura ou na fabricacdo de produtos alimenticios. Tendo também um
grande potencial medicinal, madeireiro, forrageiro, industrial, sendo grandemente utilizado
na recuperacdo de areas degradadas, devido a sua alta producdo de massa foliar, o que
favorece o enriquecimento de nutrientes no solo. Sendo utilizado ainda como planta
ornamental, no paisagismo e arborizacdo, devido ao seu bom crescimento e baixa
exigéncia de manejo (Almeida et al., 1998; Carvalho, 2003; Sano et al., 2004).

Para fins alimentares apresenta possibilidade de uso na nutricdo humana e de
animais. Tanto a polpa (endocarpo) quanto a améndoa (semente) de baru podem ser
utilizadas (Almeida et al.,, 1998) (Figura 4). A polpa abriga uma améndoa dura e
comestivel, chamada de castanha do baru, que representa 5% do rendimento em relacéo ao
fruto inteiro, apesar de ser ainda pouco utilizada na alimentacdo humana, apresenta um

valor econdmico consideravel.
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Figura 4. (A) A Coleta de frutos de baru, para fins alimentares, artesanais, entre outros (Fonte: Carrazza,
2010). (B) A presenca do baru nas pastagens beneficia o gado em razéo de fornecer abrigo (Fonte: Lazaro
José Chaves, 2011).

A polpa é composta principalmente por amido, fibra insoltvel e agucares, é rica em
vitaminas e sais minerais como o potassio, cobre, ferro, célcio, fésforo e magnésio.
Apresenta um sabor adocicado e adstringente com elevados teores de taninos, que
diminuem com a maturagéo do fruto (Togashi & Sgarbieri, 1994, 1995).

A semente é rica em calcio, fésforo e manganés, além de ter um alto teor de macro
e micronutrientes. A semente torrada apresenta sabor agradavel, comparada com as do
amendoim torrado, podendo ser utilizada para enriquecer paes, bolos, sorvetes, doces ou e
bebidas alcodlicas (Togashi & Sgarbieri, 1994, 1995; Almeida, 1998). O 6leo extraido da
semente apresenta um alto teor de acido oléico e linoléico de grande utilizacdo na inddstria
alimenticia e farmacéutica. E utilizado como anti-reumatico e apresenta propriedades
sudoriferas, tonicas e reguladoras da menstruacao, sendo também usado em tabacaria como
aromatizante do fumo e producéao de biodiesel (Ferreira, 1980; Togashi & Sgarbieri, 1995;
Takemoto et al., 2001).

A madeira é pesada com densidade de 1,10 g/cm, com uma vida media de

aproximadamente nove anos sendo altamente resistente a fungos e cupins. Apresenta uma

22



madeira de grande importancia sendo utilizada para fins energéticos como carvdo em
indUstrias siderurgicas e de lenha como biomassa, essas finalidades devem ser exploradas
com consciéncia a fim de ser evitado o extrativismo exagerado da espécie (Almeida, 1998;
Paula, 1999).

A espécie D. alata é uma espécie que possui amplo potencial de utilizacdo, em
funcdo desse grande potencial de utilizacdo a associado a acelerada fragmentacdo do
cerrado € importante realizar o estudos de variabilidade genética que subsidie estratégias

de conservacao da espécies.

3.5  Diversidade e Estrutura Genética Populacional

Os estudos com a variabilidade genética sdo realizados com intuito de avaliar a
magnitude da diversidade genética presente nas subopulacGes, e estimados a partir de
parametros de diversidade genética. Assim a avaliacdo da diversidade genética nas
populacdes os principais parametros estimados sdo: frequéncias alélicas, porcentagem de
locos polimérficos (P), nimero médio de alelos (A), indice de fixacdo intrapopulacional ou
coeficiente de endogamia (f ), heterozigosidade observada e esperada sob equilibrio de
Hardy Weinberg (Nei, 1973, 1978; Frankham et al., 2003, 2008).

A anélise da distribuicdo da diversidade genética entre e dentro das populacdes, se
iniciou com o surgimento das estatisticas-F (Wright, 1951). Posteriormente Weir &
Cockerham (1984) apresentou outra maneira de avaliar a estrutura genética das
subpopulac@es, a partir de um modelo de analise de variancia de frequéncias alélicas. Os
componentes de variancia sdo usados para obtencdo de trés indices: F, f e 6 que sdo
analogos ao Fyr, Fis e Fst respectivamente (Weir & Cockerham, 1984). Estas estimativas se
subdividem em trés indices: Fs estima a correlacdo entre genes dentro de individuos e
dentro de subpopulacbes, Fir mede o nivel de fixacdo génica presente na populacéo total
(isto é, ignorando-se sua subdivisdo), Fst mede a diferenciacdo genética entre as
subpopulagdes (Wright, 1951; Holsinger & Weir, 2009).

O estimador 6 é uma medida de diferenciagdo entre subpopulacbes que é
consequéncia da correlacdo entre genes de diferentes individuos na mesma subpopulagédo
(Weir & Cockerham, 1984). Ao inserir divisbes dentro de subpopulacdes, surgem dois

novos estimadores, Os e Op. O 6s ¢ a correlagdo de genes entre individuos dentro de
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progénies, indicando o grau de parentesco entre os individuos na progénie, ¢ o Op refere-se
a correlacdo de genes entre progénies dentro de subpopulacgdes, refletindo o grau de
diferenciacdo genética entre as subpopulacdes. O coeficiente de indice de fixacdo global de
Wright (F) € um estimador de correlacdo entre genes dentro de individuos envolvendo
todos os individuos da espécie, representada pelo conjunto de todas as subpopulagdes
(Cockerham, 1973).

O coeficiente de endogamia (f), estimador da deficiéncia ou excesso de
heterozigotos, sendo calculado com base nas heterozigosidades esperada e observada
(Weir, 1996), sendo definido como a correlacdo entre as frequéncias alélicas de genes em
um dado individuo. De acordo com Wright (1921,1922) e Nei & Syakudo (1958), os
valores de f sdo exclusivos ao sistema reprodutivo, mantendo uma relacdo com a taxa de
fecundacdo cruzada. A relacdo do coeficiente de endogamia e a taxa de fecundacgédo
cruzada aparente (ta) é fornecida por Wright (1922) como: f = (1 —ta) / (1 + ta) ou ta = (1-
f)/ (1+ f). Essa férmula assume que a Unica causa de endogamia na subpopulacdo é a
autofecundacéo e que as subpopulacdes estdo equilibrio de Wright.

Diversas técnicas sdo utilizadas para avaliar geneticamente as populagdes,
permitindo evidenciar polimorfismos genéticos, a partir da analise direta do DNA. Dentre
elas podem-se citar o RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism), RAPD
(Randon Amplified Polymorphic), AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism) e
SSR (Simple Sequence Repeats) ou SNPs (Single Nucleotide Polymorphism). Cada
marcador molecular apresenta caracteristicas proprias e a sua escolha depende dos
objetivos da pesquisa a ser desenvolvida (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Os marcadores microssatélites sdo uma Otima ferramenta para se estudar
geneticamente as populacBes, devido caracteristicas como: alto polimdrfismos,
seletivamente neutros, co-dominantes e ampla distribuicdo no genoma de eucariotos. Os
microssatélites sdo formados por pequenas sequéncias de um a seis nucleotideos repetidos
em tandem (Ferreira & Grattapaglia, 1998; Brohede & Ellegren, 1999).

A partir de dados obtidos por marcadores microssatélites, é possivel estimar a
variabilidade existente nas subpopulacfes de estudo. A variabilidade génetica pode ser
influenciada por varios fatores, dentre estes o sistema reprodutivo (Richards, 1990). As
especies que preferencialmente se reproduzem por fecundagdo cruzada, podem gerar

maiores indices de variabilidade genética dentro das populagdes, enquanto aquelas que se
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reproduzem preferencialmente por autofecundacdo possuem a maior parte da variabilidade
genética entre as populagdes. Em fungdo desses fatores, a avaliacdo da taxa de fecundagéo
cruzada € importante para se reconhecer os efeitos do sistema reprodutivo na manutencao
da variabilidade genética nas populacGes naturais (Kageyama et al., 1998)

A compreensdo dos padrdes de distribuicdo da diversidade genética e o nivel de
diferenciacdo sdo de fundamental importdncia para a definicdo de estratégias de
conservacao e uso sustentado desses recursos genéticos (Gribel, 2001), sendo importante
no intuito de preservar a maxima variabilidade genética possivel e subsidiar programas de
conservagdo para diversas espécies (Loveless & Hamrick, 1984; Frankham et al., 2008;
Cruz etal., 2011).

Estudos sobre a diversidade genética e estrutura genética baseada em marcadores
microssatélites das espécies nativas do Cerrado, contribuem para 0 um acréscimo no
conhecimento sobre este bioma, fornecendo suporte para seu manejo e conservagao (Paiva,
1988; Frankham et al., 2003), com intuito de compreender melhor como esta organizado

variabilidade e estrutura genética dessas especies.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Colecdo de germoplasma e coleta do material biologico

Este estudo foi conduzido utilizando-se plantas da espécie D. alata que constituem
a colecdo de germoplasma que é mantida in vivo ex situ em area experimental da Escola de
Agronomia da Universidade Federal de Goias (EA/UFG). No estudo proposto por Mota
2013) que implementou a colec¢éo a partir de sementes coletadas em areas de ocorréncia da
espécie no Cerrado brasileiro, compondo 25 subpopula¢Ges amostradas durante 0 més de
agosto de 2011 (Figura 5) (Tabela 2).

Durante a coleta, em cada localidade (subpopulacédo) selecionaram seis arvores
(matrizes) com producéo suficiente de frutos, foram amostradas de forma nao-sistematica,
sendo coletados, pelo menos, 25 frutos por matriz, observando-se ponto de maturagédo
fisiologica dos frutos e se estes ndo apresentavam danificacbes. Os frutos foram
acondicionados em sacos telado, etiquetados com os dados de procedéncia e matriz, sendo
entdo transportados para o Laboratério de Fitotecnia da Escola de Agronomia da
Universidade Federal de Goias, em Goiania (Figura 6).

Para formacéo da colecédo, as sementes foram semeadas em viveiro, em condi¢fes
de telado, com 50% de sombreamento e depois de germinadas as mudas foram
transplantadas para o solo da estacdo experimental da EA/ UFG, obedecendo a um
delineamento experimental de blocos completos casualizados. A organizacdo deste
delineamento ocorreu com base na estrutura de coleta onde, para cada uma das 25
subpopulagdes foram coletadas seis arvores (matrizes), (25x6) totalizaram com 150
tratamentos (progénie). Considerando que cada uma das seis arvores foram selecionadas
quatro mudas (progénie) e que cada uma foi plantada em uma parcela obedecendo ao
delineamento. Cada parcela se observa 150 tratamentos, estes que sdo repetidos quatro
vezes, totalizando 600 individuos.

No periodo de coleta de folhas para a extracdo do DNA, as plantas apresentavam
aproximadamente 10 meses do plantio, estavam vulneraveis, e para evitar a perda de
individuos, deu-se preferéncia as folhas basais. As folhas, coletadas de todos os individuos
da colecéo, foram armazenadas em papel pardo e identificadas.
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Figura 5. Mapa indicando 25 localidades de coleta no cerrado da espécie D. alata que compde a colecdo de
germoplasma da Escola de Agronomia e Engenharia de Alimentos da UFG. A coloracdo em cinza representa

a area de abrangéncia do Bioma Cerrado.

Figura 6. (A) Frutos de baru (Dipteryx alata) amostrados em sacos telados, indicando a matriz e o local de
coleta. (B) Germinacdo dos frutos em casa de vegetacdo localizada na Escola de Agronomia da Universidade
Federal de Goids (EA/UFG). (C) Colecdo de germoplasma de D. alata, mantida in vivo em uma estagéo

experimental pela (EA/UFG). (D) Plantulas de baru, antes de ser encaminhadas para cole¢éo.
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Tabela 2. Localidades e coordenadas geograficas das 25 subpopulagdes de D. alata Vog. amostradas no

Cerrado.
N° de
Locais de coleta subsp;g:)au(lj:géo mdlp\)/ci)(:uos Latitude Longitude Altitude
subpopulacdo

Cocalinho-MT CMT 23 514 09.495 W51 15.004 246 m
Agua Boa-MT ABMT 22 S13 50.058 W52 02.325 292 m
Piren6polis-GO PGO 20 S516 00.220 W49 01.506 769 m
Sonora-MS SMS 22 S17 50.337 W54 42.776 325m
Alcinépolis-MS ALC 22 S18 15.859 W53 56.202 407 m
Alvorada-TO ATO 21 S12 26.471 W49 07.329 302 m
i?gg'f;?aug go SMGO 23 S1313772  W5006.632  362m
Luziénia-GO LGO 22 S16 54.719 W50 12.121 613 m
Icém-SP ISP 23 S20 24.027 W49 14.588 477 m
vionte Alegre de Minas=— mame 22 S1858.789  W4901394  725m
Estrela do Norte-GO ENGO 22 S1349.789 W49 08.394 398 m
Santa Terezinha-GO STGO 23 S14 31.526 W49 37.244 584 m
Arinos-MG AMG 23 S1555.371 W46 07.986 524 m
Pint6polis-MG PMG 20 S16 04.354 W45 11.215 517 m
Paraiso-MS PMS 22 518 58.292 W52 52.922 672 m
Terenos-MS TRMS 20 S20 25.696 W55 03.477 257 m
Camapud-MS CMS 23 519 31.509 W53 56.607 554 m
Indiara-GO 1GO 22 516 44.108 W48 07.032 859 m
Barra do Gargas-MT BGMT 22 S16 06.380 W52 28.932 316 m
Vérzea Grande — MT VGMT 21 S16 14.704 W57 32.844 309 m
Jandaia-GO JGO 22 S17 14.260 W49 57.722 597 m
Natividade-TO NTO 22 S1140.538 W47 43.121 327 m
Arraias-TO ARTO 23 S12 56.646 W46 55.846 721m
Aquidauana- MS AQMS 21 S20 39.167 W55 59.910 222 m
Carceres- MT CAMT 19 S1540.722 W56 18.895 252 m

4.2 Dados Moleculares

O DNA gendmico foi extraido a partir de tecido vegetal conforme o protocolo
proposto por Doyle & Doyle (1987) e descrito por Ferreira & Grattapaglia (1998). Este
protocolo utiliza 0 método CTAB 2% (cation de brometo de hexadecil trimetil amdnia)
como detergente do tampé&o de extragdo. O DNA total de cada individuo foi armazenado a
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temperatura de - 20° C, em tubos de 1,5ml etiquetados com informagdes sobre a sua
procedéncia.

Ap0s a extracdo, o DNA total das amostras foi quantificado por meio da técnica de
eletroforese horizontal em gel de agarose (1%), contendo tampédo Tris-Borato-EDTA
(TBE) na concentragdo de 1X. Cada amostra foi preparada contendo 3uL. de DNA e 4uL
de tampdo de carregamento. A eletroforese foi conduzida sob voltagem constante (70V),
durante cerca de uma hora. Para coloragao do gel, foram adicionados 0,6pL de Brometo de
Etideo no gel. Ao final do processo, o gel foi fotografado sob luz ultravioleta com o auxilio
do fotodocumentador LP1X da (Loccus Biotecnologia®). A quantificagéo foi realizada por
comparacéo visual com o marcador de massa molecular Low DNA Mass da InvitrogenTM.

A diluicilo do DNA foi realizada para uma concentracdo de trabalho de
aproximadamente 2,5ng/uL. A qualidade do DNA diluido foi avaliada, com base na
amplificacdo via PCR de um par de primers (Bm164), cujo fragmentos amplificados foram
separados em gel desnaturante de poliacrilamida na concentracdo de 6%, com o sistema de
eletroforese vertical utilizando cuba modelo Sequi-Gen (BioRad), com 70 watts por cerca
de uma hora e meia. A coloracdo do gel foi realizada segundo o protocolo de Creste et al.
(2001) e apbs a secagem das placas definiu-se a necessidade de ajustes de diluicdo do
DNA.

Apos diluicdo, o DNA dos individuos foi utilizado para a amplificagdo, via PCR
(Reacdo em Cadeia da Polimerase), de nove marcadores microssatélites, sendo oito
(DaE06, DaEl12, DaE20, DaE34, DaE4l, DaE46, DaE63 e DaE67) desenvolvidos e
padronizados para a espécie D. alata (Soares et al., 2012) e um (BM164) desenvolvido
para Phaseolus vulgaris e transferido para D. alata (Garcia et al., 2011) (Tabela 3).

As reacOes de PCR foram realizadas adicionando-se 5uL do DNA e 10uL de uma
mistura (mix), contendo 0s reagentes necessarios, totalizando um volume final de 15uL. O
programa de termociclagem seguiu os seguintes passos: (1°) Desnaturacdo do DNA a 94°C
por 5 minutos; (2°) 94°C por 1 minuto; (3°) temperatura especifica de anelamento do
primer 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 extenséo de 7
minutos a 72°C.

Apos a amplificagdo, os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese capilar em

sequenciador automatico, sendo todo processo eletroforético realizado em um seqlienciador
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ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Para a obtencdo dos gendtipos,
os dados fornecidos pelo sequenciador foram avaliados e editados no software GeneMapper
(Prism, 2004).

Tabela 3. Relacdo dos marcadores microssatelites de D. alata, separados por conjunto de multiplex,
incluindo as sequéncias dos primers e a fluorescéncia (foward) e (reverse), motivos de repeticdo da regido
microssatélite (MR) e temperatura de anelamento (TA).

Marcador Sequéncias de primers (forwards) Sequéncias de primers (reverse) MR TA-°C  Amplitude

DaE46 6-FAM- 5" GCCTATGCGTCCTTCAGATT TTTTGCCACATGCTTCTTTG (TTA)S 54°C 247-253

M1 BM164 6-FAM- 5" CCACCACAAGGAGAAGCAAC ACCATTCAGGCCGATACTCC (GT)9 (GA)21t 52°C 156-178
TCCTTTCAATCCTTTTAGAATTT

DaE63 HEX- 5" TGAAATTGAGGAAGCAAGGG . (TC)6 52°C  208-214
DaE41 NED- 5" GCCTCCTCCTCCGGTATCTA CAGCAGTGGGAGTGTCAGAA (CA)5 60°C  118-148
DaE12 6-FAM-5 CCTTCTATGCGCTCTCTGCT TACTTCAACGCCAGCTTCCT (ATTTTT)18  58°C  216-222
DaE20 HEX- 5" AATAGCAGGGCACCATTCAC ACGTTTTTGCCGACATTCAT (AG)8 54°C  146-158
M2  DaE34 HEX- 5" ATCCTCTGCGTGCATTCTTT CGCTTGCTGCTATTCCTTTC (GA)15 58°C  104-124
DaE06 NED-5 TGCAGCATAAAAATTGCGAA TTACCCCAAAGCCTCAAGAA (AAAT)17  58°C  212-220

DaE67 NED- 5" CAGACGGACCTGAGAGAAGG AATTGAGGCTGATGTTTGGG (GATACA)4 62° C 170-176

Apds a amplificacdo, os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese capilar,
realizada em um sequenciador automatico ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems). Os fragmentos microssatélites, amplificados via PCR, sdo injetados em
capilares finos, preenchidos com polimero, para, em seguida foram submetidos a uma
eletroforese em alta voltagem. A tensdo gerada causa o movimento dos fragmentos de
DNA através do polimero, em direcdo ao pdlo positivo. Durante o trajeto as amostras
passam pela regido do laser, onde a fluorescéncia é detectada. Para a obtencdo dos
genotipos, os dados fornecidos pelo sequenciador foram avaliados e editados no software
GeneMapper (Prism, 2004).

Apds a genotipagem de todos os individuos, a confirmacéo dos alelos foi realizada
a partir de uma nova eletroforese, contendo 0 menor nimero de individuos (em duplicata)
que apresentassem todos os alelos identificados para cada loco, procedimento chamado de

“escada alélica”.
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4.3 Andlises Estatisticas

Foram estimadas as frequéncias alélicas, a porcentagem de locos polimorficos (P)
para cada subpopulacdo, obtida pela divisdo do numero de locos polimérficos pelo nimero
total de locos. O nimero médio de alelos por loco (A) obtido pela divisdo do nimero total
de alelos pelo numero total de locos. A heterozigosidade esperada (He), assumindo-se
Equilibrio de Hardy-Weinberg, de acordo com Nei (1973) heterozigosidade observada
(Ho) foi obtida pela média aritmética das proporcdes do numero total de heterozigotos em
relagdo ao numero total de individuos entre os locos analisados, com base nas estimativas
das heterozigosidades esperadas e observadas (He e Ho) foi calculado o indice de fixacdo
ou coeficiente de endogamia (f) para cada loco, como medida da deficiéncia ou excesso de
heterozigotos, estas estimativas foram geradas utilizando o programa GDA-Genetic Data
Analysis versdo 1.1.

As analises de estrutura genética foram realizadas com base nos coeficientes 0, F e
f, conforme proposto por Weir & Cockerham (1984), que permitem investigar o padrdo de
variabilidade das frequéncias alélicas em um modelo hierarquico, utilizando 0s ¢ 0p para
andlise das progénies e subpopulagdes, respectivamente. A consisténcia desses parametros
(6p, 6s, F e f) a partir de um procedimento de reamostragem, conhecido como Bootstrap,
em que utiliza 10000 reamostragens para estabelecer os intervalos de confianca a 95 %
para os valores de estrutura genética. Todas estas analises foram realizadas no software
GDA Genetic Data Analysis.

Taxa de fecundacao cruzada aparente (ta) — foi estimada a partir da estimativa do f,
utilizando essa equagéo: f=(1—ta)/ (1 +ta)outa=(1-f)/(1+f).
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5. RESULTADO E DISCUSSAO

5.1 Variabilidade Genética

Os nove locos microssatélites avaliados apresentaram um numero médio de alelos
igual a 5,5, variando de 2 (DaE67) a 14 alelos (DaE41) (Tabela 4). O numero médio de
alelos por loco foi menor do que o encontrado para outras espécies nativas do Cerrado,
também avaliadas com microssatélites. Como exemplo, Caryocar brasiliense apresentou
uma média de 16 alelos por loco em quatro populacfes (Collevatti et al., 1999); Eugenia
dysenterica, 10,4 alelos por loco em 10 subpopulagdes (Zucchi et al., 2003) e 6,2 alelos por
loco em um estudo com trés subpopulacBes (Telles et al., 2013); Tabebuia roseo-alba,
apresentou média de 8,9 alelos por loco em duas populacgdes (Feres et al., 2009).

O ndmero médio de alelos encontrado no presente estudo (5,5), foi superior ao
encontrado por Melo et al., (2011) igual a 2,7, que avaliou a diversidade genética das
arvores adultas dos mesmos pontos de coleta que originaram a colecdo germoplasma do
presente estudo. A diferenca encontrada entre os estudos pode ser explicada pelas
diferentes técnicas de deteccdo dos alelos, sendo que o presente estudo utilizou
genotipagem em sequenciador automatico. Enquanto que Melo et al. (2011) utilizaram
eletroforese vertical em gel de poliacrilamida corado com nitrato de prata. Isso porque a
deteccdo dos alelos em sequenciador automatico é mais sensivel, podendo diferenciar
alelos com pouca diferenca de tamanho (Medeiros, 2006; Guichoux et al., 2011).

Alguns estudos relacionam o numero de alelos encontrado por loco com o tamanho
do motivo de repeticdo (Ellegren, 2004). No presente estudo foi encontrado que os locos
DaEQ6, DaE12, DaE67 com maior tamanho de motivos de repeticdo apresentaram baixo
numero de alelos por loco. No entanto por DaE20 que € um dinuclotideo foi encontrado
um baixo numero de locos sendo uma exec¢éo para essa informacéo (Figura 7). Os demais
locos apresentaram um maior numero de alelos, quando comparado com os demais, 0 que é
esperado para locos com menos motivos de repeti¢cOes, uma vez que se esperam altas taxas

de mutacdo em motivos menores (Ellegren, 2004) (Tabela 4) (Figura 8).
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Tabela 4. Parametros de variabilidade genética para nove locos microssatélites analisados em Dipteryx alata,
sendo que N: nimero de individuos por loco, A: nimero de alelos por loco, He: heterozigosidade esperada e

Ho: heterozigosidade observada.

Locos N A He Ho
DaE06 548 3 0,162 0,102
DaE12 562 3 0,194 0,133
DaE34 565 9 0,764 0,469
DaE63 558 4 0,606 0,315
Bm164 561 8 0,322 0,241
DaE41 560 14 0,800 0,711
DaE46 538 4 0,686 0,612
DaE20 560 3 0,424 0,291
DaE67 552 2 0,238 0,181
Média 556 5,556 0,467 0,339
Loco DaE12 Loce Da20
0,8 (A) 038 (B)
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Figura 7. Distribuicdo das frequéncias alélicas nos locos DaE12 (A), DaE20(B), DaE67 (C), DaE06(D).
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Figura 8. Distribuicdo das frequéncias alélicas nos locos DaE34 (A), DaE41 (B), DaE46 (C), DaE63 (D),
Bm164 (E).

O nimero médio de alelos por subpopulagdo variou entre 1,74 (NTO) a 2,90 (PGO)
com média de 2,12. A heterozigosidade esperada variou de 0,278 (NTO) e 0,484 (VGMT),
e a observada variou de 0,225 (ARTO) e 0,420 (VGMT). Os valores médios da
heterozigosidade observada (Ho) e esp ©) ‘He) foram iguais 0,34 e 0,383. Portanto, com
base no observado pelo nimero médic lelos, a frequéncia alélica e heterozigosidade
observada e esperada, para outras espécies ao cerrado (Collevatti et al., 1999; Zucchi et al.,
2003; Feres et al., 2009; Tarazi et al., 2010; Melo et al., 2011; Rodrigues, 2013; Telles et
al.,, 2013), indicam que as subpopulacdbes de D. alata apresentam uma moderada
variabilidade genética detectada pelos marcadores microssatélites avaliados (Tabela 5).
Analisando as 25 subpopulagdes, 20 apresentaram valores de f ndo significativos indicando

auséncia de endogamia. Enquanto as demais subpopula¢cdes (MAMG, CMS, 1IGO, AQMS
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e CAMT) apresentaram valores significativos de f. Entretanto o valor médio de f foi
significativo igual a 0,122, indicando presenca de endogamia nas subpopulacfes (Tabela
5).

Em estudos como Tarazi et al. (2010), Melo et al. (2011) e Rodrigues, (2013),
avaliaram a variabilidade genética de D. alata, utilizando marcadores microssatelites,
apresentando valores similares aos encontrados neste estudo (Tabela 6). Isto sugere um
padrdo atual da diversidade genética para esta espécie, dentro das amostragens feitas até o
presente momento

Tarazi et al. (2010) avaliaram trés subpopulacdes de D. alata utilizando nove locos
microssatélites transferidos da espécie D. odorata e encontraram um valor de f igual a
0,134, sendo este proximo ao encontrado neste estudo, indicando também a presenca de
endogamia. Outras espécies do cerrado, tais como Caryocar brasiliense por Collevatti et
al. (2001), Annona crassiflora por Pereira (2007) e Tibouchina papyrus por Telles et al.,
2011, que também apresentaram endogamia, possuem um sistema reprodutivo
preferencialmente alégamo e foram analisadas com marcadores microssatélites,
confirmando a presenca de endogamia nestas espécies. Supondo que a Unica causa de
endogamia na subpopulacdo é a autofecundacdo e que as subpopulacbes estdo em
equilibrio de Wright, pode-se estimar a taxa aparente de fecundagédo cruzada (t,), que neste
estudo apresentou valor igual a 0,78. Isto sugere que a espécie tem um sistema misto de
fecundacdo, sendo preferencialmente alégama. O que também € visualizado para espécie
Annona crassiflora no trabalho de Pereira (2007), sendo esta hermafrodita e
preferencialmente alégama encontrou um valor de taxa aparente de fecundagdo cruzada
igual a 0,723, semelhante ao observado no presente estudo para D. alata. Isso pode

confirma a presenca de certo grau de autofecundacéo nestas espécies.
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Tabela 5. Estimativas de parametros de variabilidade genética subpopulacional estimados com base em nove

locos microssatélites, avaliados em 25 subpopulaces de Dipteryx alata, sendo que N: nimero de plantas

analisadas, P: porcentagem de locos polimdrficos, A: nimero médio de alelos, He: heterozigosidade

esperada, Ho: heterozigosidade observada, f: indice de fixacdo intrapopulacional.

Subpopulacéo N P A He Ho f
CMT 23 0,685 2,185 0,357 0,333 0,080
ABMT 22 0,722 2,166 0,380 0,355 0,076
PGO 20 0,611 1,907 0,311 0,262 0,169
SMS 22 0,852 2,277 0,442 0,397 0,119
ALC 22 0,796 2,000 0,373 0,333 0,121
ATO 21 0,759 2,018 0,410 0,355 0,154
SMGO 23 0,759 2,148 0,391 0,360 0,095
LGO 22 0,704 2,000 0,355 0,293 0,190
ISP 23 0,667 2,074 0,358 0,318 0,127
MAMG 22 0,796 2,000 0,384 0,315 0,210*
ENGO 22 0,722 2,000 0,347 0,327 0,006
STGO 23 0,722 2,092 0,370 0,381 -0,035
AMG 23 0,815 2,462 0,442 0,395 0,120
PMG 20 0,685 1,777 0,329 0,310 0,069
PMS 22 0,815 2,333 0,409 0,360 0,138
TRMS 20 0,870 2,203 0,402 0,375 0,007
CMS 23 0,907 2,500 0,473 0,383 0,216*
IGO 22 0,722 2,074 0,385 0,329 0,176*
BGMT 22 0,722 2,148 0,369 0,343 0,088
VGMT 21 0,870 2,462 0,484 0,420 0,159
JGO 22 0,685 2,148 0,367 0,333 0,106
NTO 22 0,574 1,740 0,278 0,276 0,012
ARTO 23 0,630 1,814 0,281 0,225 0,224
AQMS 21 0,741 2,092 0,386 0,307 0,230*
CAMT 19 0,852 2,425 0,492 0,412 0,190*
Média 21,8 0,747 2,122 0,383 0,340 0,122*

(*) Indica valores significativos, com base no intervalo de confianca de 95% obtidos
através do procedimento de bootstrap, utilizando 10000 reamostragens.
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Tabela 6. Avaliagdo comparativa entre diferentes estudos conduzidos com D. alata utilizando de marcadores
microssatélites, sendo que N: nimero de plantas analisadas, A: nimero médio de alelos, He:

heterozigosidade esperada, Ho: heterozigosidade observada, f: indice de fixacdo intrapopulacional.

Trabalho N° Subpopulacdes N A He Ho f
Presente trabalho 25 572 2,10 0,383 0,340 0,122
Tarazi et al. (2010) 3 101 3,067 0,387 0,341 0,134
Melo et al. (2011) 25 816 2,70 0,360 0,300 0,167
Rodrigues (2013) 6 234 2,91 0,452 0,58 -0,309

5.2 Estrutura Genética Populacional

O valor de 6s estimado (0,169) indica uma alta diferenciacdo genética entre as
progénies (Tabela 7). Este grau de diferenciacdo genética observado esta relacionado com
0 parentesco dentro destas. O coeficiente de parentesco entre meios-irmaos é igual a 0,125
e para irmaos, igual a 0,25. Portanto, o nivel de parentesco encontrado entre individuos
dentro de progénie estd acima do parentesco de meios-irmaos e menor que o de irméos
completos. Isto indica que as progénies sdo formadas por irmdos completos e meios-
irm&os, ndo excluindo a possibilidade de ocorréncia de irmaos por autofecundagdo, ja que
a espécie é autocompativel (Heslop-Harrison & Heslop-Harrison, 1983; Oliveira & Sigrist,
2008).

Tabela 7. Andlise de variancia de frequéncias alélicas hierarquica, segundo Weir (1990). Sendo que f: indice
de fixacdo intrapopulacional, F: indice de fixacdo total, 6s: o indice de fixacdo entre progénies dentro de

subpopulacbes, 0p: indice de fixag¢do entre subpopulagoes.

Locus f F 0s Op
DaE06 0,325 0,370 0,067 0,035
DaE12 0,228 0,312 0,109 0,039
DaE34 0,280 0,388 0,150 0,069
DaE63 0,229 0,484 0,331 0,189
Bm164 0,075 0,256 0,196 0,141
DaE41 -0,108 0,125 0,211 0,118
DaE46 0,043 0,110 0,070 0,042
DaE20 0,220 0,316 0,123 0,095
DaE67 0,126 0,240 0,131 0,081
Global 0,129 0,276 0,169 0,097
Teste de significancia

Limite superior 0,239 0,385 0,231 0,134
Limite inferior 0,021 0,177 0,110 0,063
Numero de repetices 10000 10000 10000 10000
Intervalo de confianca 95% 95% 95% 95%
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Foi encontrado um valor estimado de 0p igual a 0,097, sugerindo que existe uma
moderada diferenciacdo genética entre as subpopulaces (Tabela 7). Melo et al. (2011)
utilizaram as mesmas subpopulacbes do presente estudo e foi observado um Fsr igual a
0,259, valor superior ao encontrado no presente estudo. Esta diferenca pode ser explicada
possivelmente pela forma em que foi realizada a amostragem dos estudos. Melo et al.
(2011) amostraram subpopulacGes que poderiam conter uma estrutura de parentesco
intrapopulacional, ou seja, a amostragem das subpopulacbes pode ter ocorrido cm
sobreposicdo de geracOes. 1sso pode superestimar a estimativa de estrutura genética em
funcdo do parentesco intrapopulacional. No presente estudo, foi realizado um delineamento
com estrutura de progénie, o que permite controlar os efeitos de parentesco provenientes da
estrutura familiar intrapopulacional. Deste modo, o resultado de estrutura genética entre
subpopulacdes leva em consideracdo apenas os individuos adultos, ou seja, uma Unica
geragdo, sendo entdo livre dos efeitos de parentesco devido a estrutura familiar.

Os resultados obtidos neste estudo apresentaram implicacfes importantes para a
conservacao da espécie D. alata, uma vez que os valores de estruturacdo da populacdo 6p
foram moderados, resultando em implicacdes praticas, tanto sob o ponto de vista de uso
como o de conservacao de D. alata, uma vez que a presenca de estruturagdo genética entre
subpopulagdes, mesmo que pequena, torna necessaria uma amostragem de um elevado
namero de subpopulagfes para garantir um tamanho efetivo adequado (Vencovsky, 1987).

A estimativa do indice de fixacdo global (F) foi igual a 0,27 e significativo. Diante
disso pode concluir que a estruturacdo genética entre as subpopulacdes avaliadas no
presente estudo, pode ser explicada tanto pelo sistema reprodutivo da espécie, em funcao
do valor de f significativo, quanto por um efeito de deriva genética dentro das
subpopulac@es associado a certa restricao ao fluxo génico entre elas.

O presente trabalho complementou as informacdes ja obtidas para esta colecdo, e
ainda, podera fornecer suporte aos futuros programas de melhoramento e manejo. Por
exemplo, se houver interesse em aumentar a colecdo, este estudo indica que a melhor
estratégia seria aumentar a amostragem tanto de subpopulagdes quanto de progénies dentro
de subpopulagdes, em funcdo dos graus de estruturacdo encontrados nestes niveis
hierarquicos. Por outro lado, uma maior amostragem de individuos dentro de progénies nao

parece ser prioritaria neste caso.
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6. CONCLUSOES

- A colecdo de germoplasma de D. alata, mantida pela Escola de Agronomia da
UFG exibe uma moderada variabilidade genética para os nove marcadores avaliados.

- Verifica-se a presenca de endogamia nas subpopulagdes que compdem a cole¢do
de germoplasma, porém de baixa magnitude.

- A estrutura genética molecular conservada na colecdo pode ser considerada alta

entre progénies e moderada entre subpopulacdes.
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