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RESUMO

CHAVES, S.R.Caracterizacdo da estrutura genética de populacdesaturais de
Caryocar brasiliense Camb. no Estado de Goias, utilizando marcadores rtetulares
microssatélites. 2005. 68 f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia:néBea e
Melhoramento de Plantas)-Escola de Agronomia e idrayéa de Alimentos, Universidade
Federal de Goias, 2005.

O pequizeiro Caryocar brasilienseCamb) € uma espécie frutifera do Cerrado
brasileiro que possui grande potencial econdmisoatal. Este estudo visa o acumulo de
informacfes para um programa eficiente de domesticala espécie e sua conservacgao.
Onze populagdes naturais de pequizeiro, contendod@duos cada, foram amostradas
em cinco regides diferentes do Estado de GoiasstAutara genética dessas populacdes
foram avaliadas utilizando a variagdo de oito loouisrossatélites, em cerca de 330
individuos. O numero de alelos por loco variou d& & 32 (media de 28). As
heterozigosidades esperada e observada variarai8d@ a 0,920 e de 0,546 a 0,758,
respectivamente. Medidas da diferenciacdo genétdi@aram diferencas significativas
entre as populagbesgf~ 0,064 e Br = 0,439). Os valores desRentre as amostras foram
altos e muito maiores que-Findicando uma divergéncia entre o modelo que densios
alelos serem idénticos por descendéncia e o madeladentidade por estado nestas
populacdes. O numero estimado de migrantes foedlevNm = 3,63 na média. Nao foi
encontrada correlacdo significativa entre as disé8n geograficas e as medidas de
diversidade genética, sugerindo que provavelmeoer&u um intenso fluxo no passado
unindo as populacdes hoje separadas.

Palavras-chaveCerrado, frutiferas, pequi, variabilidade gergtmolimorfismo.

! Orientador — Prof. Dr. Sérgio Tadeu Sibov — ICBGJF



ABSTRACT

CHAVES, S.R.Characterization genetic structure of natural popuhktions of Caryiocar
brasiliense Camb. in the Goias State, Using molecular microsséites markers. 2005.
68 f. Dissertation (Master in Agronomy: Genetic aRthnt Breeding) —Escola de
Agronomia e Engenharia de Alimentos, Universidaeiéefal de Goias, Goiania 2005.

The specie€aryocar brasiliens€€amb. (pequizeiro) is a common tree fruitful
in the Brazilian savannah (Cerrado) with great ecoic and social potential. The
objective of this study goals the increase of infation for an efficient breeding program
for specie domestication and conservation. Eleauaral populations of “pequizeiro”, 30
individuals each, was sampled on five differentiorg of Goias state. The genetics
structure of these natural populations was analybeded on variability at eight
microsatellite loci in about 330 individuals. Thember of alleles per locus it varied of 22
to 32 (mean = 28). The waited and observed hewwsity varied of 0,843 to 0,920 and
0,546 to 0,758, respectively. Measures of gendififerentiation indicated significant
differences between most populatiofs(= 0,064 and Br = 0,439).Rst values among
samples were high and much higher tlgfindicating a divergence between the model
that consider alleles to be identical by descemd, the model of identity by state in these
populations. Estimated number of migrants was High= 3,63 (mean), and the existence
of private alleles indicated reduced gene flow antbnsequently possible damage to the
metapopulations structure. Significant correlatiwsas not found between geographical
distance and measure of genetic divergence, suggdbe intense gene flow in the past
that joined the populations that are separatedytoda

Key Words Cerrado, fruitful, pequi, genetic variabilityplgmorphism.

! Adviser: Prof. Dr. Sérgio Tadeu Sibov — ICB-UFG.



1 INTRODUCAO

O Cerrado brasileiro € um dos biomas mais pertadbagela ocupacdo
humana, visando, principalmente, a introducdo éadgs monoculturas como a soja e 0
milho. Porém, a diversidade de espécies existamtsse bioma e o seu potencial de
utilizagdo agricola sdo quase que desconhecidase Essas espécies destacam-se as
espécies frutiferas.

As frutiferas do Cerrado sdo muito apreciadas pefalacdo local. Possuem
formas variadas, cores atrativas e sabores que d@escaracteristicos. Além disso,
possuem elevado teor de aguUcares, proteinas, m@amsais minerais e seus produtos
podem ser consumidas naturaou parcialmente beneficiado, na forma de sucostds,
doces, sorvetes, geléias etc.

As frutas nativas do Cerrado constituem-se, aiaoauma importante fonte de
alimentos para animais silvestres, que atuam coisjpeidores naturais de sementes e
poélen. Em alguns casos, como ocorre com algunsrtébrados, ha um processo de
coevolucdo entre plantas e animais, garantindobaegwéncia de ambos. Apesar da
importancia econdmica das espécies do Cerradqlaragéo, especialmente das frutiferas
nativas, € feita quase que exclusivamente de faxtaativista e predatoria, colocando
varias espécies sob o risco da extingao.

Vérios estudos tém sido desenvolvidos no sentidoodéecer o potencial de
utilizacdo das frutiferas nativas do Cerrado comwtef geradora de recursos para as
populacdes locais, principalmente na agriculturailfar. Para isso, tem se priorizado as
regides mais representativas em producgao e as filetenaior consumo regional.

No Cerrado brasileiro, o pequizeiraCdryocar brasilienseCamb.)
destaca-se por sua importancia nutricional, sendespécie frutifera de maior
importancia econdmica. ApoOs levantamentos feitosQEASA-GO, Rosa (2004)
realizou estudos nas cinco regides mais represeasaem producao de pequi no
Estado de Goias, adotando como critério para eacollessas regides, a

produtividade e a densidade de plantas. A autoadi@y, entre outras variaveis, 0S
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micronutrientes do solo, a disposi¢cdo geogréaficaedacionando-as com época de
frutificacédo, produtividade das plantas e microrerttes das folhas.

Rosa (2004) observou que, em cada regido, o flonesto ocorre em
periodos mais ou menos sincronizados, havendo em@éncia de maturacdo mais
tardia a medida que aumenta a altitude e a latittdeproducdo é maior em
ambientes abertos pela auséncia da competicioupaentre as plantas. A presenca
de cobre no solo, calcio e boro nas folhas, con&ih com o aumento da producéo e
o teor de aluminio interfere negativamente na pcadu

Uma vez que 0s recursos genéticos referentes ésiesfrutiferas nativas estado
seriamente ameacados pela progressiva destruicggudénabitats naturais, surge também a
necessidade de se encontrar um modo rapido enddighara se obter informacdes sobre a
quantidade e a distribuicdo da variacdo genétmairal e entre populacdes destas espécies.
Para isso, 0 uso de marcadores moleculares toromxaeopcao viavel para atingir esses
objetivos, além de gerar importantes informacdea pen plano de conservacdo e manejo
eficientes.

Os recentes avancos na area da biologia moledulaam novas perspectivas
para a pesquisa em conservacao de espécies espastudos de biologia populacional.
Atualmente, a variacdo encontrada em plantas auasipode ser analisada a nivel de
DNA. Pequenas diferencas nas sequéncias génicasnpeel observadas e descritas com
um grau de precisdo impraticavel a pouco tempc.aid@sse contexto, os marcadores
moleculares séo utilizados como ferramentas capdedernecer subsidios para estudos
que visem avaliar a extensdo e a distribuicdo dagé&o entre as espécies como também,
para investigar questdes taxonOmicas e evolutivas.

Os marcadores microssatélites apresentam alto dirgbolimorfismo, séo
obtidos de qualquer tipo de tecido e em qualquéhiges do desenvolvimento. S&o
reprodutiveis, de facil transferéncia, codominanéesegularmente distribuidos pelo
genoma em locos simples e conservados entre espgitimesmo género, representando
um importante avanco para os estudos genéticasaetalos as espécies nativas.

O polimorfismo apresentado pelos marcadores miatékies sdo baseados nas
diferencas de comprimentos das sequéncias ampbfiggois o niumero de repeticdes de
um motivo em um loco de microssatélite é altameargavel. Portanto, as informagdes
geradas por estes marcadores proporcionam supa@ta futuros programas de

conservacdo de germoplasma e melhoramento gemEgespécies estudadas, inclusive
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para o pequizeiro, visando a sua domesticacdo @po@cao a sistemas produtivos
regionais, a partir de estudos de diversidade @genéta biologia reprodutiva da espécie e
da variabilidade existente entre e dentro de pgpeks

O objetivo geral deste estudo € contribuir paraagm@ama de conservacao e
domesticacao de espécies frutiferas nativas dadegue vém sendo desenvolvidos pela
Escola de Agronomia e Engenharia de Alimentos daddsidade Federal de Goiés.

As populacdes de piquizeiros utilizadas para ordedeimento deste estudo,
doram as mesmas utilizadas por Rosa (2004), qupligesi 0s ambientes de ocorréncia e
avaliou a producgéo do fruto dessas populacoes.j@iabgeral desse estudo foi verificar,
utilizando marcadores moleculares microssatéktes diversidade genética de populacdes
de piquizeiros esta estruturada no espaco e ossrdgssa estruturacdo, entre e dentro de
regides, e entre e dentro das populacées. O conjl@sisas informacgdes ira contribuir para
0 programa de conservacdo e domesticacao de esfretiéeras nativas do Cerrado que
vem sendo desenvolvido pela Escola de Agronomiangeiharia de Alimentos da

Universidade Federal de Goias.



2 REVISAO DE LITERATURA

O Cerrado brasileiro € um dos mais importantes agomo pais. Contém
muitos tipos fisiondmicos de vegetacao e alta bierdidade. Nestas areas encontram-se 0s
maiores produtores de grdos e pecuaristas do iaig|fes et al., 2002). O processo de
antropizacdo do Cerrado e o crescente desenvoltontn técnicas agricolas baseadas
predominantemente em grandes monoculturas comq sajao e gramineas para
pastagens, tem provocado intensas modificacoes bassva.

Nas areas naturais de cerrado ainda existentedp mrecisa ser feito no
sentido de conhecer a diversidade faunistica éfloa desta parcela que ocupa cerca de
24% do territorio brasileiro (Naves, 1999). Os deti devem ser dirigidos visando,
especialmente, o potencial de utilizacdo agric@aalfjumas espécies frutiferas desse
bioma.

O Cerrado produz muitos frutos que podem ser atlhz e consumidos de
diversas maneiras pelas popula¢cdes humanas. Ppeém,que esses frutos possam ser
produzidos em escala comercial, € preciso criaridasdque tornem suas culturas mais
competitivas.

Apesar das frutiferas nativas serem potencialmemgortantes para a
economia regional, ainda ndo foram estabelecidaatégias adequadas para cultiva-las.
Na falta destas estratégias, a exploracdo despeExies é feita de forma extrativista e
predatéria (Avidos & Ferreira, 2000). Embora existais de protecéo a fauna e a flora, a
exploracdo indiscriminada, especialmente de fmatéfenativas como o pequizeiro, a
cagaiteira, o araticunzeiro e a mangabeira, tewcadb muitas destas espécies sob o risco
potencial de extincao.

Um fato bastante preocupante sobre as frutiferas cgorados consiste na
auséncia de classificacbes sistematicas pelos isadgues para grande numero de
espécies (Avidos & Ferreira, 2000). Adicionalmerdeconhecimento acumulado sobre
estas espécies, tanto do potencial frutifero quamedicinal, ainda se encontra,

predominantemente, sob dominio do conhecimentolaopu
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Entre as espécies frutiferas do cerrado brasileipiquizeiro merece destaque
por sua importancia nutricional. E também a espéuitifera de maior importancia
econdmica (Ribeiro et al., 1997). Porém, com a es@a acelerada da agricultura e da
pecuaria nas regides de Cerrado nos ultimos vintes,aos pequizeiros vém sendo
derrubados de forma sistematica. Esse fato exp@spacie ao risco de erosdao do
patrimdnio genético, caso nao sejam desenvolvidlasidas de manejo que garantam a

manutencao da variabilidade genética ainda exestezgsas plantas.

2.1 EVOLUCAO E ADAPTACAO DAS PLANTAS

Durante o processo evolutivo/adaptativo das plamasrreu também o
desenvolvimento de formas, cores e composi¢fesiqagrdistintas que garantiram
a elas maior valor adaptativo, tornando-as maigeaies para os animais, de modo
que estes atuassem como dispersores naturais dessoeentes (Naves & Chaves,
2001). Segundo Guimaraes Junior & Galetti (20019, fautos pequenos, doces,
vermelhos ou pretos geralmente sdo dispersos pes,aaqueles frutos que séo
grandes, aromaticos, amarelos, marrons ou verdiggram a sua dispersdo
associada a mamiferos.

Na Costa Rica, Janzen & Martin (1982), citados Gormarées Junior &
Galetti (2001), observaram que varios frutos eramsamidos apenas por cavalos e
bois e nos lugares aonde estes animais ndo chegessas frutos apodreciam sob a
planta mé&e. Isso levou os dois pesquisadores ariseigeque esses frutos eram
possivelmente dispersos pela megafauna extintanabd flo Pleistoceno. Janzen &
Martin denominaram esses frutos de anacrdnicos @piesentavam caracteristicas
mais adaptadas ao passado do que ao presente.

Com o desaparecimento da megafauna, algumas plaoteseguiram se
perpetuar por propagac¢do vegetativa, outras comsegwencer a competicdo por
agua, nutrientes e luz sob a sombra de suas mé&eglaktas que conseguiram
vencer essa competicdo tiveram suas sementes slagppossivelmente por animais
domeésticos ou exoticos introduzidos no pais porsidea de sua colonizagcao
(Guimaraes Junior & Galetti, 2001). A coevolucadrenanimais e plantas esta
associada as caracteristicas alimenticias dossfreitee deu através de um processo
lento e natural, por um longo periodo de tempo @$a& Chaves, 2001).
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Atualmente, alguns frutos anacronicos sao consusnpilas populacdes
humanas sul americanas, surgindo dai, a hipotespiel@spécies como caju, cacau,
pequi e algumas palmeiras tenham sido dispersabéinpelo homem depois da
extincdo dos grandes mamiferos. Outras espéci@esp ojatoba, passaram a contar
com dispersores secundarios, como alguns roed@asn@raes Junior & Galetti,
2001).

A partir do momento que o homem comecou a domeasésaglantas e os
animais, iniciou-se também o desenvolvimento e caglies de técnicas
agropastoris, com objetivo Unico de suprir suasessiclades e garantir a sua
sobrevivéncia e a de seu grupo. O processo de qQéopaspacial pelas populacdes
humanas deu inicio a fragmentacdo das florestasiraiat Essa fragmentacéao
contribuiu de varias maneiras para a alteracdo deersidade genética das
populacdes naturais, modificando os padrdes deedigio de polen e sementes (Foré
et al., 1992).

Na regido Centro-Oeste, a fundacédo de Brasilianooda 1960, e a expansao
rodoviaria, populacional, imobiliaria, pecuarianglustrial, observadas nos anos de 1970,
causaram mudancas radicais no Cerrado dessa régiei@987, o Brasil jA contava com
um rebanho bovino de cerca de 160 milhdes de calEegproximadamente 120 milhdes
de hectares de pastos inativos, com cerca de égadas de pastoreio (Haridasan, 1989).

Atualmente, os maiores produtores de grédos e getasmrencontram-se na
regido do Cerrado (Marques et al., 2002), mesmonasssse bioma ainda apresenta
elevada biodiversidadeEntre 0s géneros vegetais existentes, muitos delekjindo
Eugenia Anacardium Hancoria Annona e Caryocar, sdo utilizados como fonte de
alimentacdo pela populacéo local. Destacando-se agéneroCaryocar cuja familia

Caryocaraceae possui elevada importancia nutricisoaial e econémica.

2.2 FAMILIA CARYOCARACEAE

A familia Caryocaraceae possui apenas dois génémostodiscus com
nove espécies, e Garyocar, com dezesseis espécies, das quais doze ocorrem em
territorio brasileiro. A espécieCaryocar brasilienseesta dividida em duas
subespécies, a subespébimsiliense(Figura 1) de porte arbéreo e a subespécie

intermedium(Figura 2) de porte subarbustivo ou arbustivo (leea& Silva, 1973).
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Figura 1. asubespécibrasiliense (
(Fonte: Chaves, S.R., 2005)

Figura 2. Caryocar brasilienssubespécigntermedium
(Fonte: Silva, D.B. et al., 2001)
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O C. brasiliensepode ser encontrado nos Estados de Goias, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Distrito Federal, Min@grais, Bahia, Ceara,
Maranhdo, Para, Piaui, Tocantins, Rio de Janeiém Baulo e Parana, sendo a
espécie frutifera de maior ocorréncia no Brasil t€dnAraudjo, 2001).

A polpa do pequi é usada na alimentacdo humanaosem ingrediente
tradicional na culinaria regional, principalmenta regido Centro-Oeste. Da polpa
também se extrai o 6leo de pequi, utilizado comadomento ou frituras (Silva,
1994). Da casca e das folhas extraem-se corantesedss que sdo empregados
pelos teceldes em tinturarias caseiras (Almeida.et1998).

A unidade de dispersdo do pequizeiro é o carocwiddea presenca de
inibidores para germinacao na polpa e nos espiehdscarpicos (Melo, 1993), sua
germinacdo é demorada e desuniforme (Barradas,)1972

Os individuos adultos apresentam um tamanho médio3 dmetros,
variando de cerca de um a dez metros podendo afiujnze metros nos cerrados
de Minas Gerais. Em Goias, Naves (1999) encontregujzeiros que foram
considerados adultos, variando de oitenta centireesr nove metros e meio, com
média de 3,19 metros de altura.

Por ser caracteristica de Cerrado, o pequizeirma& planta semidecidua
e ocorre em agrupamentos, possivelmente, agregamosegides favoraveis para o
seu desenvolvimento (Ribeiro, 1980). Durante agésiaseca ocorre a queda parcial
das folhas do pequizeiro, principalmente nos megepinho e julho. O brotamento
ocorre de julho a novembro (Gribel, 1986) e a ftd@ ocorre logo apds a emissao
de folhas novas (Almeida et al., 1998).

Segundo Rosa (2004), nas cinco regides do EstadGaiés utilizadas
para esse estudo, observou-se o florescimentondd dio més de junho até o inicio
de novembro. Portanto, a época de producao dosizems é variavel de acordo
com os locais de ocorréncia. Nos municipios de Mapolis e Estrela do Norte a
producdo é mais precoce (setembro), enquanto qupopslacdes de Mambai,
Damiandpolis e Alvorada do Norte tém producdo nwaidia (janeiro).

O fruto doC. brasilienseé uma drupa (Figura 3), com cerca de 10 cm de
diametro constituida de um exocarpo (casca) deveode acinzentada na parte

externa e amarelada na parte interna, quando maéwssui semente reniforme e
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oleaginosa de cor branca, chamada de améndoagdalej@ um endocarpo duro e

lenhoso (Barradas, 1972), O mesocarpo (polpa) érelmaclaro, oleaginoso,

carnoso, aromatico e rico em tanino e envolve un@nada de espinhos

endocarpicos finos e rigidos, com dois a cincomliros de comprimento (Santana,
2002). Segundo Almeida et al., (1998), o peso médidruto é de cerca de 120 g, o

exocarpo representa cerca de 82% do fruto, o enuwea6%, 0 mesocarpo 7% e a
améndoa cerca de 1%.

Mesocarpo

Espinhos
endocarpicos

Figura 3. Fruto dopequizeiro. As setas indicam as partes do frutocapo, mesocarpo,
endocarpo, espinhos endocarpicos e améndoa
(Fonte: Chaves, S. R. 2005
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A proporcéo de frutos formados por polinizacdo exde € maior do que
0s que séo formados por autopolinizagcdo (Gribe86)%® a ocorréncia de elevada
taxa de fecundacéo cruzada, caracteriza a espéwgie aldogama (Oliveira, 1998).

A variabilidade fenotipica encontrada envolve cagade de producéo,
sabor da polpa, porte da planta, variacfes de tijgofuto e niumero de sementes
por fruto, que podem variar de um a quatro pordi8antana, 2002).

2.3 POTENCIAL ECONOMICO DO PEQUIZEIRO

Das frutiferas nativas do Cerrado brasileiro, o yegjiro € o que
apresenta maior potencial econémico e social (Ribei al., 1997). Dele é possivel
aproveitar praticamente tudo. A polpa do fruto #diagda para producdo de doces,
licores e apds o cozimento é consumida na culinégggonal. A madeira de um
modo geral € bastante resistente ao esmagamermsseiflta durabilidade, por isso
€ bastante utilizada na fabricacdo de estacag,epilanourdes, pildes, na producao
de moveis e também na construcéo civil. As folaas casca da madeira possuem
propriedades medicinais.

Apesar das grandes vantagens econémicas e nutisi@moporcionadas
pelo piquizeiro, pouco se conhece sobre a espéfligumas pragas, como a
antracnose, foram registradas pela primeira veBnagil apenas em 2002 por Anjos
et al., em estudos conduzidos em casa de vegetggamdo vinte plantas foram
inoculadas e dezoito foram suscetiveis ao fu@gtietotrichum acutatuntausador
da antracnose do pequizeiro. Lopes et al., (20@3cieveram a presenca de uma
“lepidobroca” que se alimenta dos frutos do pequzeSegundo esses autores a
lagarta que mede aproximadamente 15 mm de comptanel® coloracdo clara e
cabeca pequena, penetra no fruto até a sementdaAientro do fruto, depois de se
alimentar, transforma-se em crisélida ou pupa, fewendo a queda precoce do
fruto e comprometendo o seu aproveitamento.

Em 1995, em um dos maiores centros de abasteciméatdcstado,
CEASA-GO, foram comercializados 902,3 toneladagdegui durante os meses de
janeiro a fevereiro e outubro a dezembro. Dessal td©3,5 toneladas eram
procedentes do Estado do Tocantins, 348,5 tonelddaSoias e 25,1 toneladas de

Minas Gerais e da Bahia (Couto et al.,, 2001). En0220n0o mesmo centro de
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abastecimento, foram comercializadas cerca de 2aniladas de pequi em casca,
vindos principalmente de Sdo Miguel do Araguaiar§ Santa Terezinha de Goiés
e da regido Nordeste do Estado.

Somente uma parte do pequi que é comercializadsappsr essa via de
escoamento. A maior parte da producdo é movimenpattaeconomia informal, em
feiras livres e por ambulantes, inclusive as masgdas rodovias. As atividades
comerciais relacionadas ao pequi contribuem comohbrevivéncia de muitas
familias envolvidas, direta ou indiretamente. Esst?@@dades envolvem a coleta dos
frutos, a producdo de licores, Oleos, sabdo e eutterivados, bem como sua

comercializagéo.

2.4 UTILIZACAO DO PEQUIZEIRO

A utilizacdo do pequi na culinaria regional é o menais comum de
consumo dessa fruta, na preparacdo de pratos sipobmces, licores e conservas
(Heringer, 1970; Ribeiro, 1980). O chéa da folhaséddp como estimulante da bilis e
também como regulador do fluxo menstrual e o 6ledilizado para tratamento de
doencas respiratérias (Almeida et al., 1998).

Estudos feitos por Khouri (2004), utilizando o extr aquoso de polpa de
pequi, por meio de teste de micronlcleos em céluas medula Ossea de
camundongos, mostraram que todas as culturas &mtadm extrato de pequi
apresentaram menor numero de metafases em relagdtratamento controle.
Segundo a autora, esse comportamento € caraateristie substancias
antimutagénicas que atuam como inibidores de amesmtio ou como indutores de
apoptose celular. O extrato aquoso de pequi tamb@astrou propriedades
antioxidantes, podendo ser um agente natural ndeatenaos radicais livres

Por ser uma planta bem adaptada a regides de phixasidade, existe
a sugestdo para cultivo desta espécie nas regéess sdlo Nordeste no Cariri e
sertdes vizinhos de Pernambuco e Piaui (Braga, )2@®&gundo este autor, nos
periodos de safra, varias pessoas de baixa remstasdeegifes passariam a viver
dos frutos do pequizeiro. Porém, para que o pequizeossa ser cultivado no
Nordeste, algumas barreiras precisam ser vencidagge elas, esta a exigéncia

natural da planta por certa quantidade de &gua rogac¢do durante o seu
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desenvolvimento inicial.

2.5 PERSPECTIVAS NA INDUSTRIA QUIMICA, FARMACEUTICA E
ALIMENTICIA

Vérios estudos tém garantido um futuro promissarape utilizacdo do
pequi. Extratos preparados a partir de folhas, émtiforais e frutos de pequizeiro
comecaram a ser avaliados quanto as suas atividadggas. Passos et al., (2003),
do Instituto de Patologia Tropical e Saude Pub(i€a SP) da Universidade Federal
de Goias, avaliaram as propriedades antifUngicasomepostos derivados da folha
de C. brasiliense Os resultados daquele estudo evidenciaram aciéobde 91,3%
de isolados deCryptococos neofarmsA elevada ocorréncia d€ryptococos
principalmente em pacientes imunocomprometidos etbeitos colaterais das
drogas disponiveis para tratamentos de micosesjrteemtivado os pesquisadores a
procurarem novos agentes antimicoéticos.

Efeitos fungitoxicos sobre fitopatégenos foram &abs por Marques et
al., (2002) a partir de extratos das folhas, botfi@sis e frutos, coletados de uma
populacdo nativa de pequizeiro. O extrato metandllo botdo floral foi o que
apresentou maior porcentagem de inibicdo na gergAmado fungoFusarium.
oxysporum.

O oleo que é produzido pelo pequi e sua aplicacés diferentes
mercados emergentes do pais tém despertado a atdnggpesquisadores. Paula et
al., (2003) promoveram a caracterizacdo dos Olssérecias das folhas e frutos de
C. brasiliensee constataram que as estagcfes seca e chuvosanfhd@nciam na
composicao dos oOleos essenciais do fruto, poréfmentiam na quantidade destes
0leos. Na investigacdo quimica para caracterizai@o 6leos fixos das sementes,
obteve-se a predominancia de cerca de 35% de #&cibhoitico e aproximadamente
50% de &cido oléico. Nas folhas, em amostras coéstalurante a estacdo chuvosa,
nao foram obtidos 6leos essenciais.

Estudos feitos por Facioli & Goncalves (1998), wida a utilizacdo do
6leo de pequi como fonte alternativa ao uso da eigatde cacau, demonstraram a
composicdo dos acidos graxos do 6leo da polpa endéndoa do pequi. Neste

estudo, verificou-se que a polpa e améndoa do p&fjuiconstituidos na sua maior
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parte por acido oléico e acido palmitico, e pequenantidade de acido estearico
(Tabela 1), enquanto que a manteiga de cacau apeesdtos teores de acidos
oléico, palmitico e estearico. Esta informacdo paddar suporte para futuros
programas de melhoramento genético do pequizeom ¢ objetivo de aumentar a
concentracdo de 4cido esteérico, viabilizando lizatdo do éleo do fruto de pequi
em substituicdo total ou parcial da manteiga degac

Tabela 1. Composi¢cdo em acidos graxos de 6leo de pequi easdenga de cacau
Teor % (p/p)

Acido Graxo Oleo de pequi Manteiga de cacau
Palmitico 34,4 26,0
Estearico 1,8 34,4
Oléico 57,4 34,8
Outros 6,4 4,8

Fonte: Facioli & Goncalves (1998), com modificacdes

Visando os beneficios oferecidos pelo beneficiametd pequi, ja é
evidente o0 interesse de alguns seguimentos empaiessaem investir em
equipamentos e tecnologias que permitam a reticadaespinhos endocarpicos da
polpa, garantindo com isso, 0 aproveitamento tdtafruto. A retirada manual dos
espinhos implica numa perda de aproximadamente 88%olpa e compromete o
aproveitamento da semente, que também tem valoemal, podendo ser utilizada,

por exemplo, para extracdo de 6leo (Silva et &043.

2.6 IMPORTANCIA ECOLOGICA

Além da importancia econémica e alimenticia do pguara a espécie
humana, ele também é indispensavel como fonte ieeatacdo para os animais
silvestres, destacando-se alguns vertebrados supericomo passaros, roedores,
tatus, canideos, veados e, até mesmo, o gado (N&avEkaves, 2001). Para os
invertebrados, especialmente para alguns artrépoakepequizeiros servem como
fonte de alimentacdo e abrigo. Algumas espéciesedmlOpteros e himendpteros
desenvolveram estratégias associadas a estas fqlaoégpazes de garantir a
sobrevivéncia de ambas. Alguns insetos utilizameatuturas reprodutivas do

pequizeiro como fonte de alimentacdo e geralmenden tesses recursos
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sincronizados a seus ciclos de vida ou usam esx®gs0s de modo seqiencial ao
seu desenvolvimento. Consegientemente, muitas gsleséspécies sao
especializadas a certas espécies botanicas, estaimelo associacbfes com
estruturas particulares dessas plantas, como agsfle frutos que sdo mais
nutritivos e menos protegidos. Estudos feitos paniD & Morais (2002),
verificaram que as larvas encontradas associadastigturas deC. brasiliense
pertencem as familias dos Notodontidae. Estes astoonstataram também que
estas larvas sdo especializadas a um s6 génertadag.

Melo (2001) fez o levantamento das aves que visitapequizeiro na
Reserva Ecoldgica do Instituto Brasileiro de Gedigra Estatistica (IBGE) do
Distrito Federal e verificou que as flores @e brasilienseforam visitadas por
treze espécies de aves. As aves nectarivoras covacam suas visitas no final da
manhd e a tarde. No inicio da manha, as flores evisitadas pelas aves
insetivoras para se alimentar dos insetos que tamde utilizam desse recurso
alimentar.

Levando-se em consideracdo que no Cerrado brasjleins espécies
pertencentes a familia Cariocaraceae, hd uma predomia da espécieC.
brasiliense pode-se perceber a importancia desta espécie lmatgmaira a familia
Notodontidae e outros artrépodes, bem como paravas que utilizam desses

recursos como alternativa de alimentacao durargeca.

2.7 CONSERVACAO

Segundo Hay et al., (2000), uma espécie pode @staibuida espacialmente
de trés formas: em escala macro (biogeografia)pf@smunidade) e micro (distribuicdo
espacial dos individuos dentro da comunidade). @alasmicro pode se distribuir no
espaco sob as formas aleatoria, agrupada ou umif@urando estdo sob a forma agrupada,
os individuos geralmente estdo agregados em regidas favoraveis do habitat.
Entretanto, em situacbes de agrupamentos, a varigefiética existente entre as
populacdes vai sendo perdida gradativamente e passxistir apenas dentro das
populacdes.

A variacdo genética existente entre duas populapddse ser mensurada a
partir das diferencas alélicas por elas apresest&laalquer populacdo de tamanho finito
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tende a tornar-se cada vez mais endogamica e dempm, a proporcao de heterozigotos
ird diminuir em detrimento da propor¢do de homazigoA longo prazo, essas populacoes
sofrerdo os efeitos da deriva genética, processliacio aleatoria na freqiiéncia alélica
que leva eventualmente a fixacdo ou a perda desal&lvariacdo, que inicialmente existia

entre as populacdes, salta para dentro das popslégdorecendo a divergéncia entre elas.
A curto prazo, essas populacdes sofreram os ef@ggtaepressado por endogamia, com 0s
efeitos dos alelos deletérios que antes ndo seessgram por estarem na condicdo de
heterozigose na populacédo (Futuyma, 1992).

A variagdo genética é fundamental para que hajlugdo como produto da
selecdo natural. A estrutura genética de uma podaleesulta de fatores como, mutacao,
migracédo, selecdo e deriva genética. A deriva gpenate ocorre devido a fatores casuais,
principalmente em populacdes pequenas e isoladdendo levar uma populacdo a uma
elevada taxa de homozigose (Futuyma, 1992; Falcd#87). Consequientemente, a
distribuicdo em agrupamentos ou sub-agrupamentasefee o crescimento de diferentes
niveis de endogamia.

Com o fluxo génico comprometido, esses grupos acapar se isolarem
geograficamente e as diferencas genéticas encastrawotre as populacdes podem ser
explicadas pela deriva genética (Futuyma, 1992)oAnéncia prolongada das sementes,
também acaba por contribuir com a endogamia, caysad sobreposi¢cdo de geracdes. Se
o tamanho efetivo exigido para estas populacbesgfande, pode ter consequéncias
desastrosas a médio e longo prazo, como o aumenfoequéncia de homozigotos e
consequente redugcao na frequéncia de heterozigetasyma, 1992; Kageyama et al.,
1998).

O fluxo génico, caracterizado pelo processo migiat@e alelos entre
populacdes, também contribui para o modelo de tesagfio na qual se encontra uma
populacdo. Assim, diferengcas na estrutura de umpulpgdo permitem visualizar
diferentes modelos de fluxo génico: 0 modelo camie-ilha (Figura 4-A), modelo
alpondras, $tepping-stone(Figura 4-B), modelo de ilhas (Figura 4-C) e odelo de
isolamento por distancia (Figura 4-D). Por exemptomodelo de ilha, um migrante de A
que vai para B faz com que B tenRat m numero de alelos. Quando uma populacdo &
pequena e recebe muitos migrantes de uma poputredale, ela tende a assumir as
caracteristicas da populacdo grande. Portantot@uaenor for a populacdo, maior sera a

chance dela perder a sua identidade, devido aom(oeemigrantes (Futuyma, 1992).
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b) Modelo de Alpondras Stepping-stone — Cada
populacdo sé recebe alelos migrantes da populacao
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a) Modelo Continente-ilha — Movimentbos
alelos é unidirecional de uma populacao
grande para uma menor e isolada

¢) Modelo de Ilhas — A migracdo de d) Modelo de Isolamento por distancia — populagdo com
alelos ocorre ao caso entre grupos de distribuicdo continua — o fluxo génico ocorre entre
pequenas populacdes vizinhos (Ex.: a probabilidade de um alelo da

populacdo A migrar para a populacdo D € muito menor
do cue a probabilidade de D para

Figura 4. Diferentes modelos de fluxo génico. A: Modelo coetite-ilha; B: Modelo
Alpondras; C: Modelo de ilha; D: Modelo de isolarteepor distancia

2.8 MARCADORES MOLECULARES E SEU USO EM ESTUDOS DE
DIVERSIDADE GENETICA

O sucesso de qualquer programa de melhoramentoeoaondservacdo €
dependente do conhecimento da quantidade de varaedente na espécie de interesse.
Tradicionalmente, utiliza-se uma combinacdo decataras morfolégicos e agronémicos
para a medicdo da diversidade genética em detadmipapulacédo de individuos. Porém,
estes caracteres apresentam uma grande dificulsedeidentificacdo de grupos
taxondmicos discretos, ndo permitindo identifigarilaridades genéticas entre tais grupos.

Estas dificuldades devem-se ao fato da grande m@malos caracteres vegetais

serem influenciados por fatores ambientais, exiwariacdo continua e um alto grau de
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plasticidade fenotipica. Para tentar solucionagseptoblemas as técnicas moleculares tém
sido utilizadas para monitorar a variabilidade gieagParker et al., 1998).

As variacOes de forma e funcdo dos organismos @Us&IM maior ou menor
escala, um componente genético. Portanto, a dilelsibiologica pode ser avaliada pelas
variacbes nas sequéncias de DNA. Sado véarias agdsgcdisponiveis para analisar as
diferengas entre sequéncias de DNA. Os locos adabspor estas técnicas constituem-se
em marcas, pontos de referéncia no genoma, queeram sdetectados por técnicas
moleculares, sdo geralmente conhecidas como lecasadcadores moleculares (Ferreira &
Grattapaglia, 1996).

Os dados obtidos com estes marcadores sdo utsizsda conhecer a natureza
da variabilidade genética de individuos ou popwdacdais técnicas também séo utilizadas
para dar suporte ao uso eficiente desta variaddidam programas de melhoramento
(Beckmann, 1991).

O conteudo informativo de uma técnica é alto quagldgermite a analise de
varios locos ao mesmo tempo e quando em uma UsBgi®, a proporcdo de locos
polimorficos também for alta. Por outro lado, asadalidade da técnica € garantida
quando o custo, a rapidez e o trabalho envolvidobt@ncédo dos dados é baixo.

Em geral, as estimativas dos parametros genéteatversidade genética em
uma amostra populacional baseiam-se em dois néleigariacdo: o niumero de formas
alternativas de uma seqiéncia (alelos) e a fredpi€lestes alelos na populacdo. Com base
nestas estimativas, diferentes parametros podeasserados, o que possibilita uma maior
compreensao da diversidade de uma populacéo oopddagdes (Karp et al., 1996).

A introducéo da técnica de eletroforese de isoemzimo inicio dos anos 60,
deu inicio a era dos marcadores moleculares e amplinimero de marcadores que
poderiam ser utilizados. Esta técnica baseia-senatacdes no codigo genético, as quais
alteram a carga elétrica de algumas proteinas coigid enzimatica. Apos eletroforese
das amostras de proteina, o polimorfismo € deteqtad meio da visualizacdo do produto
enzimatico por métodos histoquimicos. Os marcadsmnzimaticos podem ser obtidos
de uma maneira relativamente rapida, barata e d&goniveis para praticamente todas as
espécies de plantas. Consequentemente, a utilizec&menzimas permitiu a deteccao de
polimorfismo entre plantas que ndo mostravam difgas morfologicas, tornando possivel

uma melhor avaliacdo da variacdo genética exis{@otggler et al., 1995).
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O poder de deteccéo da variabilidade existenteadirente ao nivel do DNA
foi alcancada com o desenvolvimento de técnicabielogia molecular. A primeira delas
baseia-se na acdo de enzimas de restricdo, asrqoamiecem uma sequéncia de DNA e
clivam a molécula nestes sitios especificos. Ogosfele mutacdes pontuais, insercdes,
delecbes e rearranjos nos sitios de clivagem, staxtddos pelos diferentes tamanhos de
fragmentos (polimorfismo) gerados apds a digestin ama enzima de restricdo. Esta
variacdo encontrada entre individuos foi denomin&fLP (do inglés,Restriction
Fragment Lenght Polymorphigr{Botstein et al., 1980).

O desenvolvimento das técnicas de PCR (do ingisdimerase Chain
Reaction (Mullis & Faloona, 1987), permitiu a sintese enaiica de milhdes de copias de
um segmento especifico de DNA, provocou uma veidadevolucdo nas técnicas de
biologia molecular, facilitando muito os trabalhdesenvolvidos no laboratério e abrindo
novas e inumeras possibilidades de utilizagdo dimpdismo encontrado na molécula de
DNA. Entre as técnicas desenvolvidas destaca-seurgingento dos marcadores
microssatélites.

Marcadores microssatélites ou SSfple Sequence Repgatsio sequéncias
simples de nucleotideos, compostas de um a sais garbases, formando longas unidades
repetidas e amplamente distribuidas pelo genomim ¢k procariotos como de eucariotos.
Estas sequéncias curtas de DNA repetitivo formanmasya&ombinacfes entre as quatro
bases do DNA - adenina (A), citosina (C), guan{apd timina (T) - repetidas varias vezes
de maneira idéntica e adjacente (repeticio em mandas sequéncias de DNA que
flanqueiam microssatélites sdo conservadas, o qumite a selecdo de um par de
pequenos fragmentos iniciadores da fita réplicapdenadogrimers de 20 a 30 pares de
bases, e sua amplificacao via PCR.

Microssatélites foram identificados em uma grandeiedade de espécies,
incluindo mamiferos (Love et al., 1990; Moore et &P91; Beckmann & Weber, 1992),
passaros (Moran 1993; Burt et al., 1995), peixesof{lp et al., 1993; Rico et al., 1996), e
insetos e levedura (Tautz & Renz, 1984).

A maioria do conhecimento a respeito dos microbsséforam obtidos a
partir do reino animal, principalmente de mamifedés humanos, foi mostrado que a
repeticdo (AC), presente em aproximadamente Sxlizos por genoma hapléide, é um
dos motivos mais comuns (Hamada et al., 1984; Mebral., 1991), enquanto todas as

repeticdes de trés ou quatro nucleotideos foraimasbs em aproximadamente 4%10
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locos (Edwards et al., 1991).

Em plantas, a presenca da repeticéo (AC)(AG), foi descrita pela primeira
vez por Condit & Hubbell (1991). A procura por naissatélites em bancos de dados de
DNA de espécies de plantas, indicam que a repet®@d, geralmente € menos freqlente
do que em mamiferos, sendo o0 motivo (Ad)nais encontrado, seguido por {BXAG).

Repeticdes de trinucleotideos e tetranucleotidaodbém estavam presentes
nos genomas de plantas, sendo os motivos maisefrezgl (AAT), (AAC),, (AGC),
(AAG),, (AATT)n, (AAAT), (Akkaya et al., 1995; Lagercrantz et al., 1993;rjjdmte &
Olivieri 1993; Wang et al., 1994). Uma grande \@it@ na abundancia destes motivos
foram observadas em varias espécies. Por exenijil§; X € abundante em arroz (Zhao &
Kochert, 1993) mas pouco representado em outragciesp de plantas superiores
(Lagercrantz et al., 1993; Wang et al., 1994).

Baseado na pesquisa em bibliotecas gendmicas i@ @lantas, a freqiéncia de
(AC), esté disponivel para trigo em um sitio a cadakitO(Redofia & Mackill, 1996), no
milho, um sitio a cada 100-1000 kb (Condit & Hubld€91), e ndArabidopsis,um sitio a
cada 430 kb (Bell & Ecker, 1994). Em contraste coamiferos, a freqiiéncia observada de
(GA), em plantas é consistentemente maior do que (ACdndit & Hubbel, 1991,
Morgante & Olivieri, 1993; Wang et al., 1994).

Como outras classes de DNA repetitivo, os micréfissg possuem altas taxas
de mutacdo, numa faixa entre™1@ 10* por loco, por gameta e por geracdo. Esta
instabilidade surge por um mecanismo especificandéacdo chamado “deslizamento”
(slippage (Tautz & Schiétterer, 1994). Experimentosvitro (Schldtterer & Tautz, 1992)
assim como estudos em microssatélites clonadogqtteh, 1982) demonstraram que néo é
necessaria a presenca de enzimas para o deslipad@rDNA, indicando a intrinseca
instabilidade do proprio microssatélite. Devidoua :atureza repetitiva, as duas fitas do
DNA podem deslizar uma sobre a outra e realinhalesama nova maneira. Quando este
fenbmeno ocorre durante a sintese de DNA, o relsuéia ganho ou a perda de uma ou mais
unidades de repeticéo.

A maioria das insercbes e delecdes que ocorrermteéura deslizamento é
corrigida pelo sistema de reparo e somente umaepeaditacdo nao corrigida € detectada
como uma mutacdo no microssatélite (Eissen, 1998). taxas de mutacdo dos
microssatélites séo influenciadas por diversogdaialos quais 0 numero de repeticdes € o

mais caracterizado (Schlétterer et al., 1998). Bma grande variedade de organismos, como
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levedura, Drosophila e humanos, foi demonstrado que as taxas de mutdggo
microssatélites estavam positivamente correlacemadm o namero de repeticbes (Jin et
al., 1996; Wierdl et al., 1997; Schlétterer et H198).

Os microssatélites sdo marcadores codominantesndgerdados similares
aqueles gerados por isoenzimas, porém com um nimeeatelos e uma heterozigosidade
muito maior. Devido ao alto grau de polimorfisme microssatélites tornaram-se 0s
marcadores ideais para o0 mapeamento genético dosgtopulacionais, sendo empregados
com sucesso ha demonstracao de tipos verdadetresaeessos e cultivares de bancos de
germoplasma, detectando duplicagbes, mistura deerdes) deriva, e cruzamentos nao
controlados (Olufowote et al., 1997). Também fommpregados na determinacdo do grau
de parentesco entre individuos (Yang et al., 1994 )esclarecimento da estrutura genética
ou da divisdo da variacdo entre individuos, pojd@sce espécies (White et al., 1999;
Dayanandan et al., 1999; Collevatti et al., 20@m de possibilitar a constru¢cdo de mapas
genéticos (Wu & Tanksley, 1993; Bell & Ecker, 19%kkaya et al., 1995; Cregan et al.,
1999).

A transferibilidade dos locos de microssatélitesrecespécies relacionadas,
deve-se a homologia de regides que flanqueiam giggseias de repeticbes simples. Os
dez microssatélites desenvolvidos p&a brasilienseCamb. tiveram transferibilidade
absoluta (100%) para cinco outras espécies dor@éfe coriaceum, C. edule, C.
glabrum, C. pallidume C. villosum indicando homologia dos genomas e permitindo

estudos comparativos da estrutura genética despagggdes (Collevatti et al., 1999).

2.9 ANALISES DA ESTRUTURA GENETICA DE POPULACOES

2.9.1 Equilibrio de Hardy-Weinberg e equilibrio deWright

A genética de populagdes foi desenvolvida comossgeaes fossem entidades
isoladas, sendo esse o método mais eficiente @eltsa Utilizando-se apenas um ou dois
locos é possivel compreender e explicar uma peqparta da variagcdo existente nas
populacdes naturais. Em um individuo dipléide, gigase avalia apenas um loco com dois
alelos, cujo padrdo de heranca obedece as leiseddé¥] obtém-se a proporcéo de 3:1 de
classes fenotipicas e 1:2:1 de classes genotigimsntanto, quando se avaliam dois

locos, teremos 9:3:3:1 de fendtipos e 1:2:2:4:12211de genotipos. Isso demonstra que,
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de acordo com o numero de locos avaliados, creggawnde complexidade da analise e
ela se torna impraticavel (Falconer, 1987; Futu@®@2; Griffiths et al., 1998).

Atualmente, com o desenvolvimento de alguns re@icsonputacionais
€ possivel avaliar os diferentes niveis de estag@io de uma populacéao,
utilizando simultaneamente varios “locos de marcadd Um exemplo disso séo
as avaliacdes feitas utilizando-se marcadores nutdees.

Para descrever a constituicdo de uma populacdoetagdo a um dado
loco € necessario especificar quais sdo as propergie cada genétipo (as
freqUéncias genotipicas), bem como, a constitugioética em relagcdo aos alelos
que sao transmitidos de geracdo a geracdo (fregaengénicas ou alélicas)
(Falconer, 1987).

O comportamento reprodutivo da espécie assim comanoanho da
populacdo, influenciam diretamente nas frequéngi&sicas e genotipicas de uma
populacdo. O fato da populacdo ser panmitica garantodos os individuos, a
mesma probabilidade de cruzar-se com qualgquer olrostanto, as frequéncias
génicas e genotipicas permanecem constantes norrdectdas geracfes. Esta
constancia é conhecida como equilibrio de Hardy+Weig.

As condi¢des necessarias para que ocorra esséibeguisdo: (1) a
populacdo seja “muito grande”, panmitica. Pois,coadicdo finita o acaso atua
diretamente alterando estas frequéncias ao longog#aacdes (Falconer, 1987;
Futuyma, 1992), (2) ndo sofra efeitos de nenhuntesso evolutivo sistematico
como: mutacdo, selecdo, migracdo e nem deriva gpEnéfue € um processo
evolutivo dispersivo (Falconer, 1987).

Considere-se um loco com dois aleldg € A;) e uma populacdo corN
individuos diploides, na qual as frequéncias nedati dos individuos homozigoticos
dominantes/4; A1), recessivosA; Ay) e dos individuos heterozigoticos, (Az) sejamP, Q
e H, respectivamente, em gBer H + Q = 1. Como o individuos tém conjuntameni
alelos, tem-se que a frequéncia génica relativ& deigual a (1/2)(R + H) =f(A)) =p e a
de A, igual a (1/2)(® + H) =f(A2) = 1 —p = g, sendo portantp + q = 1. Os valore®, Q
e H, constituem as frequéncias genotipicas relatigaguantop e q representam as
freqUéncias génicas ou alélicas.

Sob condicbes de panmixia, ou seja, em populagmicamente infinitas,

cujos individuos se cruzam aleatoriamente e ondesr&tam mecanismos que alterem as
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freqUéncias génicas, ocorre o chamado equilibriblately-Weinberg. Nesse equilibrie,
=p%, Q=q’ eH = 2pq, e a taxa de autofecundacdo natusieé (nula.

Varias sdo as situacdes que podem levar a populacdesviar-se da
condicdo preconizada pelo equilibrio de Hardy-Wengh Um deles € o sistema
reprodutivo da espécie. Quando ha cruzamento eimdéviduos aparentados
ocorre a endogamia, que pode ser medida pelo indécéixacdo f " (Wright,
1922). Mesmo em espécies alégamas, o equilibricHdedy-Weinberg deixa de
existir se houver cruzamentos endogamicos ou peafgais entre individuos,
caracterizando assim uma estruturagao dentro dalpg§o.

Em populac¢bes naturais quando o indice de fixagleredde zero f(#
0), podem ocorrer desvios do equilibrio de HardyiWerg. Mesmo sob esta
circunstancia, a populacdo pode atingir outro estdd equilibrio, denominado
Equilibrio de Wright, ou equilibrio com endogamiae freqiiéncias dg?, 2pg, e
q° esperadas sob equilibrio de Hardy-Weinberg, passarhedecer ao modelo de
equilibrio de Wright conP = p*+fpg; Q = g°+ fpg e H = Dq(1-f) e as freqiiéncias
dos alelos passam a sef:+ fpq + (1/2)(2q)(1-f) = p e g® + fpg + (1/2)(2qg)(1-f)
=g (Falconer, 1987; Futuyma, 1992).

2.9.2 Estatisticas F de Wright

As estatisticas F de Wright, permitem descrevermd na qual as populacdes

estdo estruturadas, visando uma estruturacdo duicar Neste caso, considera-se a

populacdo como um todo (T), as suas subdivisde® (®)individuo (I). Para isso, sédo

definidos os seguintes parametros:

. Fir: a correlagdo entre gametas que se unem para rfamsandividuos. E um
parametro que permite avaliar se a endogamia ®taksultante do sistema
reprodutivo da espécie.

. Fis: € a correlacdo entre gametas dentro de cadavsdmmi considerando todas as
subdivisdes. E o indice de fixacdo ou coeficientédim de endogamia
intrapopulacional, devido ao sistema reprodutivo.

. Fst € a medida da distancia genética entre as pdmsdagstudadas, a correlacao
entre gametas aleatorios dentro das subdivistlesiveeaos gametas da populacéo

inteira. Permite verificar o indice de fixacdo meficiente de endogamia entre as
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populacdes que sdo atribuidos a subdivisédo.
As estatisticas F de Wright (1965) sdo estimadasedainte modo: 1 Ft = (1
—Fis)(1 —Fs7), sendo o grau de endogamia dentro da populagiiesso comés = (Fir
— Fs7)/(1-Fs7). O Fir de Wright é uma estimativa que permite a correlagétoe alelos
dentro de individuos em todas as populagdes. Eeficente de endogamia que se refere
aos individuos em relacdo ao conjunto de populagiiesinda, o coeficiente médio de
endogamia de todos os individuos nas populactdisaates.

O Fst de Wright é a correlacdo dos alelos dentro deviddos na mesma
populacdo e d~s de Wright é a correlacdo dos alelos dentro deviddos dentro das
populacdes. Além de poder ser interpretada comoelegbes e probabilidades, as
estatisticasF de Wright, podem ser consideradas como quantidadkdivas de
heterozigosidades dentro das populacdes em retahaterozigosidade populacional total
(Wright, 1965).

Verificada a presenca do equilibrio com endogaraidaxa de cruzamento
aparente pode ser obtida a partirFgepela expressan = (1+5)/(1+Fs), para cada loco
avaliado, em qué;s = 1 — H/h). A heterozigosidade observatla= H, € a soma das
freqUéncias dos individuos heterozigotos e a hagwsidade esperada= He, calculada

com base nas frequiéncias alélicas.
2.9.3 Estimativas de diversidade genética

A taxa de fluxo génico também pode ser avaliada, lzase em FST por meio da

equagéoNIm = [(1-FST)/(4 x FST)] onde, N é o tamanho popuaal, m é a taxa de fluxo
génico e FST € a diversidade genética entre pdpesac

A diversidade genética de Nei (1972) e a analise deéamcia das
frequéncias alélicas de Cockerham (1969), partempdessuposto de que as
populacdes sédo originadas de uma populacdo antestraim, permitindo assim a
estimativa de coeficiente de parentesco e a estrmala divergéncia. Outra
suposicdo € a de que a deriva genética e o sistepradutivo apresentado pela
espécie sao os responsaveis pelos desvios da pi@nmix

Assim como as estatisticksde Wright, as analises das frequéncias alélicas
fornecem informacgdes importantes sobre os niveiixdedo média de alelos dentro das

populacdesf], no total das populacdeB)(e a divergéncia genética entre as populacdes
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(0). O Fst de Wright, similar ao coeficiente de coances(tig) de Cockerham é a
correlacdo dos alelos dentro de individuos na mgmpalagdo. -+ de Wright é similar
ao F de Cockerham, cujas estimativas permitem a cagdéeleentre alelos dentro de
individuos em todas as populacdesksade Wright é similar abde Cockerham, sendo a
correlacdo dos alelos dentro de individuos derdsoppulacdes (Wright, 1965).

A diversidade genética intrapopulacional € anadispéla heterozigosidade
média observada) e esperada,), segundo o modelo de equilibrio de Hardy-Weinberg
para cada loco. A heterozigosidade observada perdebsida poH, = 1 —Xp; em que,
(pi) € a freqiéncia dos genoétipos homozigotos. A didade génica é dada pela
heterozigosidade esperada peég:= 1 —Zpi2 em que pé freqiiéncia alélica estimada do i-

ésimo alelo.

2.9.4 Estimativas deRst

Slatkin (1995) propés uma nova medida de divergd@&dy) para avaliar a
diferenca entre populacbes, que é funcdo das ddase entre tamanhos de alelos
microssatélites. A estatistié®t € uma medida de diversidade genética entre pdmsac
que considera o0 modelo de mutacdes aos sdhEpwise mutation modelKimura &
Ohta, 1978), no qual os alelos podem ser idéngrosestado. No modelo de mutacdes
stepwise cada mutacdo gera um alelo pela adicdo ou sdabtrde uma unidade de
repeticdo do microssatélites. Portanto, alelos monmanhos muito diferentes seriam menos
relacionados do que alelos com tamanhos similaregsse caso admite-se a homoplasia,
alelos idénticos por estado, mas nao por desceraénc

Fst € uma medida analoga &y, porém para dados de microssatélites
provenientes de um so loco, admitindo-se o modelalelos infinitosIffinite allel mode)
(Kimura & Crow, 1964). E um dado loco sera considero mesmo em dois individuos se,
e somente se, nenhuma mutacao tenha ocorrido, cesse0s alelos idénticos possuem o
mesmo ancestral e séo idénticos por descendéncia.

Os modelos de alelos infinitos e 0 modelo slepwise,representam dois
modelos extremos, embora, proporcionem resultadutarges desde que a fracao total de
identidades entre alelos seja alta. Apesar dissegraoplasia é compensada pela alta
variabilidade dos marcadores microssatélites. @dgadesafio € saber, como e em que

velocidade, ocorrem as mutacdes em microssateélites.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 CARACTERIZACAO DO AMBIENTE DE COLETA

As coletas foram efetuadas nos municipios de Mbo# Hidrolandia,
Orizona, Mambai, Damianoépolis, Alvorada do Norteutihépolis, Estrela do
Norte, Santa Tereza de Goias, Araguapaz e Ipora. FNmra 5 podem ser
observadas as localiza¢cfes geograficas dos muogipi Tabela 3, inclui algumas
informagdes adicionais, tais como: altitude, terap@ra média, umidade relativa e
precipitacdo anual nos municipios, segundo daddstados por Rosa (2004). Os
dados metereoldgicos foram obtidos da média den®8 1961 a 1990), fornecidos
pelo INMET (Instituto Nacional de Meteorologia) paas sedes dos municipios. As
coordenadas geogréficas das localidades de cabel@np ser observadas na Tabela 2 e

foram obtidas mediante o uso de um aparelho GH&b@al Position System

Figura 5. Localizacdo geografica dos municipios onde foraalizadas as coletas de
folhas deCaryocar brasiliense
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Tabela 2. Municipios onde foram realizadas as coletas deafolite pequizeiros, (A) —
altitude média; (t/dia) — temperatura média; (UR) — média da umidetiva
do ar; (Pr) — precipitacdo média anual; (LS) -tude Sul; (LO) — Longitude
Oeste e predominancia do ambiente de coletazaddis para este estudo.

At dia  UR Pr
Regides Mun o LS LO Ambiente
9 m O ()  (mm)
Mor 637 21,5 67,5 1700 13°39'36” 48°48'37"  AbeasRgem
Sudeste/ _
sul Hid 749 22,5 67,5 1900 13°37'49” 49°13'32"  AbeastRgem
u

Ori 763 21,5 67,5 1900 13°49'58” 49°08'28"  Fecliremgva

Mam 680 23,5 64,5 1500 15°17°58” 50°26'27"  Abesisiilem
Nordeste Dam 780 23,5 64,5 1500 15°14°44” 50°30'21"  FecResiafva

Alv 517 23,5 64,5 1500 15°28'44” 50024'11"  Fecladetiva

Mut 382 23,5 70,5 1700 16°29'55” 51°02'14"  Fecliremgva
Norte Est 389 24,5 70,5 1700 16°34°04” 50°59'12"  Abessifiglemn

Ster 415 251 70,5 1700 16°50'26” 50°38'44”  FedRaderva

Noroeste  Arag 360 24,5 70,5 1700 16°57'35” 49°10’53Aberto/Pastagem

Sudoeste Ipor 449 23,5 70,5 1700 14°32'05” 46°05’36Aberto/Pastagem
Fonte: Rosa (2004) — com modificacBes

Os municipios de Damianoépolis, Orizona e Hidrol@ndpresentaram as
altitudes mais elevadas, com 780, 763 e 749 metesqectivamente. As altitudes
mais baixas estdo nos municipios de Estrela doeNarim 389 metros, Mutunépolis
com 382 metros e Araguapaz com 360 metros. Os ripiaogcde Mambai, Alvorada
do Norte e Damiandpolis apresentaram 0s niveis Inailsos de precipitacdo media
anual com 1.500 milimetros enquanto que, os mdos aliveis foram obtidas nos
municipios de Hidrolandia e Orizona com 1.900 mdfms. Nos demais municipios
a precipitacdo média anual foi de 1.700 milimetros.

3.2 MATERIAL VEGETAL

O material utilizado para esse estudo foi procedem¢ cinco regides

representativas em producdo de pequi no Estadoodes.GNas cinco regides escolhidas
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foram selecionadas onze &reas distantes das cigadesestradas muito movimentadas.
Em cada uma delas selecionaram-se trinta individioss quais foram coletadas folhas
jovens que foram armazenadas em tubos plasticd® dal, mantidos no gelo durante
todo o periodo de transporte até o Laboratorio deé@ica e Melhoramento de Plantas da
Universidade Federal de Goias, onde foram armaasnad-20°C. As coletas foram
realizadas durante os meses de outubro de 200@iaoae 2004, nas regibes Sudeste/Sul,

Nordeste, Norte, Noroeste e Sudoeste do Estadoids.G
33 EXTRACAO DE DNA

Para extracdo de DNA foi utilizado o método CTABiXed Alkyltrimethyl-
Ammonium Bromidede acordo com Ferreira & Grattapaglia (1996) aowdificacdes.
Foram utilizados 80 mg de tecido foliar trituradmrcnitrogénio liquido diretamente em
microtubos de 1,5 mL. As amostras de DNA foramidds em TE (Tris HCI 1,0 M pH
8,0; EDTA 0,5 M) e estocadas a %20

3.3.1 Marcadores microssatélites

Para amplificacdo dos marcadores microssatélitesagdes foram preparadas
com volume final de 1@l contendo 10 ng de DNA,; tamp&o da enzima 1X;0Mde Mix
dNTPs: (dATP, dTTP, dCTP e dGTP); UM de cadaprimer (forward e reversg; 3,4
mM MgCl, (microssatélite€Cb3 Cblle Cb20 a 2,8 mM de MgGl (para os demais) e
uma unidade de Taq DNA polimerase.

Foram utilizados apenas oito dos dez pareritmers desenvolvidos por
Collevatti et al., (1999) par@. brasiliense O microssatéliteCb12 ndo foi utilizado por
apresentar um padrdo de bandas de dificil gen&ipag o Cb 23 por apresentar
dificuldade de otimizacdo da reacdo de modo a pierairesolucdo dos fragmentos
amplificados em géis de poliacrilamida a 6%.

As amplificacdes foram conduzidas nos termociclesiiMyCycler Thermal
Cycler SystenfLife Science Group Bio-Rad Laboratories, .Jngrogramados inicialmente
conforme Collevatti et al., (1999) (Tabela 3).

As genotipagens dos géis foram feitas utilizadofeeursos dos
softwares ImageMast®rTotaLab1.0 Amersham Pharmacia Biotech AB 1989-
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1999, do Adobe photoshop5°qAdobe Systems Incorporated Copyrigh989-1998
e do CorelDrawld (Corel Corporation, 2002 de acordo com o peso molecular
das bandas, tendo como padrdo um DNAdder 10 pb (nvitrogen-Life

Biotecnology.

Tabela 3. Programacao inicial para amplificacdo dos locosrmierossatélites em

pequi.
Passos Temperatura (° C) Tempo (minutos)

1 96

2 94

3 54 ou 56. N 1

dependendo do microssatélite

4 72 1

5 Voltar ao passo 2 + 30 ciclos
6 72 7

7 15 )

8 End

3.3.2 Otimizacao dos locos microssatélites em pegairo

Para otimizar a resolucdo dos fragmentos amplifisad houve
necessidade de aumentar ou diminuir a temperaterarklamento dogrimers
desenvolvidos por Collevatti et al., (1999), benmooa concentracédo de cloreto de
magnésio na amplificacdo de alguns microssaté(ifabela 4). Dentre os dez pares
de primers testados, apenas os microssatélitdel2 e Cb23 ndo foram utilizados
neste estudo. Para &bl2 houve dificuldades no processo de amplificacao,
possivelmente, por se tratar de um microssatdlifeifeito e o0Cb23 por apresentar um

padrdo de bandas de dificil genotipagem.

3.4  ANALISE ESTATISTICA

A partir da leitura dos dados nos geéis foram obtida freqtiéncias alélicas e
genotipicas em cada loco. Estas frequéncias fordometidas a um teste de aderéncia
mediante o teste exato, feito pelo método conveatide Monte Carlo, as proporc¢des de
equilibrio de Hardy-Weinberg, conforme definido pueir (1996), utilizando o software
TFPGA (Miller, 1997).
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Tabela 4. Temperaturas de anelamenta,)(Tconcentragao de cloreto de magnésio
[ ], microssatélites (SSR), que apresentaram meltesolucdo para
genotipagem dos individuos em gel desnaturanteotiagrilamida 6%

SSR T, final (Moc 2 SSR T, final (Moc 2
Cb1 55,00 C 2,8 mM Cb9 57,00 C 2.8 mM
Cb3 54,00 C 3,4 mM Cb11 53,50 C 3,4 mM
Cbs 55,00 C 2,8 mM Cb13 50,5° C 2.8 mM
Cb6 57,00 C 2,8 mM Cb20 53,50 C 3,4 mM

A diversidade genética e as estatistifasle Wright foram estimadas sob
modelo aleatério de acordo com Weir (1996), em gsiepopulacdes amostradas séo
consideradas como representativas da espécie augm@rhistoria evolutiva comum. As
frequéncias alélicas, o numero de alelos por 18¢pd heterozigosidade observath)(e
esperadaHe) e as estatisticds de Wright Fs, Fst e Fr), foram estimadas utilizando o
software GDA (Lewis & Zaykin, 2001). O fluxo génictoi determinado pelo
procedimento de Barton & Slatkin (1986), por meas dreqiéncias alélicas obtidas de

microssateélites. Os valores de fluxo génico forastimedos utilizando-se a seguinte

formula: Nm = [(1-Fs)/4xFs] em queFsté a diversidade genética entre populacgdes.

A estruturacdo da variabilidade foi visualizada @emdrograma construido a
partir da matriz de distancias genéticas de Negele pritério de agrupamento UPGMA
utilizando-se o software NTSYS (Rohlf, 2000). Aatslidade dos agrupamentos também
foram testadas pelo procedimento de reamostrageni(@600 bootstrapsutilizando o
software BOOD-3.03 (Coelho, 2000).

Com a finalidade de analisar os padrdoes de variagpacial, foi obtida
estimativa do coeficiente de correlacdo de Peafsprentre matrizes de distancias
genéticas de Nei e de distancias geogréficas astpeopulacbes. A significancia desta
correlacdo matricial foi testada pela estatistiodeZViantel, utilizando 9999 permutacdes
aleatériaaitilizando o software TFPGA (Miller, 1997).

Para verificar se 0 niumero de individuos utilizagdoa este estudo seria

suficiente para as inferéncias estatisticas, oriamafetivo populacionaIKIe foi estimado

de acordo com Vencovsky (1997) pl@is = n/(1+), em quen é o tamanho amostraf& o

indice de fixacao para cada populacao.
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Em locos de microssatélites, o processo mutacioialesta de acordo com o
gue se admite no modelo de alelos infinitos comasataxas de mutagéo. Por essa razao,
foi utilizada, além da estatisti€gy, uma analoga a ela, denominada&ge(Slatkin, 1995),

desenvolvida especificamente para dados de micétisss. Parametros como Rst
podem ser calculados confy, = (§—SW)/(§), em queS,, e S sdo, respectivamente, as

diferencas de quadrados médios entre tamanhoslkbs &ntre pares de genes, dentro de
populacdes e entre pares de genes tomados de papakacdes, estimados com o auxilio
do software ByCal (Goodman, 1997).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 MEDIDAS DE DIVERSIDADE GENETICA

4.1.1 Nuamero de alelos por loco

O numero de alelos presentes em cada loco e édigfo desses alelos no
conjunto das populacées é um indicativo da riqueehca presente, e do quanto dessa
variabilidade esté distribuida entre e dentro dgmifacdes. Nas populacbes de pequizeiro
utilizadas pare este estudo, a variabilidade desaf®r loco mostrou-se elevada. Os locos
com maior numero de alelos foranCb13e 0Cb2Q com 32 e 31 alelos respectivamente e
o menor polimorfismo foi observado nos lodBbl e Cbh6, que apresentaram 22 alelos
cada um. A média de alelos por loco foi de 28 alel polimorfismo encontrado nos oito

pares deprimersutilizados neste estudo foi alto e o padréo deldsupara todos os locos

estudados foram similares aos padrdes contidoBigasas 6 e 7.

Figura 6. Padrdo de polimorfismo apresentado pela populagddldorada do Norte,
utilizando o loco de microssatéliteb9 visualizados em gel desnaturante de
poliacrilamida a 6%. A esquerda, o marcador @spnolecularl.adder 10
pb
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Figura 7. Padrdo de polimorfismo apresentado pela populagéoDdmiandpolis,
utilizando o loco de microssatéliteb3 visualizados em gel desnaturante de
poliacrilamida a 6%. A esquerda, o marcador d® prolecularLadder 10
pb

O loco de microssatélites com menor quantidadelelesaafoi oCb5, com
cinco alelos na populacdo de Morrinhos e o loco coaior numero de alelos foi o
Cb20 na populacdo de Mambai, com 20 alelos. O loco malsndrfico foi Cb20
com meédia de 14,45 e o loco menos polimorfico faClmll com média de 11,36
(Tabela 5).

Tabela 5. Numero de alelos por loco e por populacad&dbrasiliense

Loco de microssatélites

Populacao

Ch1l Ch3 Cbh5 Ché6 Cho Ch11 Cbh13 Cb20 Total
Morrinhos 13 8 5 10 16 13 12 13 90
Hidrolandia 10 16 9 14 0 12 0 11 72
Orizona 19 10 11 10 11 13 16 15 105
Mambali 13 10 10 16 11 12 14 20 106
Damiandépolis 8 9 10 13 13 9 10 15 87
Alvorada 15 11 11 11 10 10 17 14 99
Sta Tereza 12 15 16 10 9 13 13 16 104
Estrela 12 9 18 12 12 7 11 14 95
Mutunépolis 12 11 16 16 14 14 14 18 115
Araguapaz 11 18 10 11 15 8 9 10 92
Ipora 12 16 10 13 15 14 13 13 106

Média
12,45 12,09 11,45 12,36 11,45 11,36 11,7214,45 97,36
alelo/loco

O tamanho dos alelos do loco mais polimérfi€in13 com 32 alelos) variou
de 116 a 184 pb com os alelos consecutivos varidadba 2 pb.
O numero de individuos genotipados por populac@ordoco, variou de

15 na populacdo de MutunopoliCH3) a 30 individuos nas populacbes de
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Damiandpolis Cb5), Alvorada e AraguapazCp9. A média geral foi de 23,85
individuos/loco (Tabela 6).

Tabela 6. Numero de individuos amostrados por populagéo épor
Numero de individuos amostrados para todos os kbeosN°® médio de

Populacio microssatélites indivitdugs /
Cbl Cb3 Cb5 Ch6 Cb9 Cbil cCbiz chpfihiostrados
populacao
Morrinhos 25 21 22 23 28 23 21 27 23,75
Hidrolandia 29 29 26 26 0 27 0 26 20,38
Orizona 29 23 22 23 29 25 24 27 25,25
Mambai 28 29 29 26 28 28 28 23 27,38
Damianépolis 28 28 30 24 29 27 29 28 27,88
Alvorada 29 29 28 28 30 29 29 29 28,88
Sta Tereza 24 20 25 21 22 17 20 24 21,63
Estrela 19 21 25 29 16 16 22 25 21,63
Mutunépolis 23 15 25 27 15 17 23 24 21,13
Araguapaz 26 16 18 23 30 24 23 27 23,38
Iporé 19 22 18 16 25 21 28 20 21,13

N° médio de

L, 25,36 23,00 24,36 24,18 2291 23,09 22,45 2545 8523,
individuos/loco

4.1.2 Heterozigosidades

A heterozigosidade média observadd ], no conjunto de onze populacdes de
pequizeiro foi de 0,63207 variando de 0,54574 &&14 nas populacbes de Araguapaz e

Ipora respectivamente (Tabela 7). A heterozigosdaédia esperada:Ié) sob equilibrio
de Hardy-Weinberg, em todas as populacoes, foi figperior a observada, variando em
torno da média de 0,88396. Foi observado na pofalde Hidrolandia o menor valor de

He (0,84262) enquanto a populagdo de Mutunopolissepteu o maior valor (0,91981).
Em todas as populagﬁd;ﬁ foi maior queﬁo indicando excesso de homozigose e caréncia
de heterozigotos em todas as populacdes.

O tamanho efetivo populacional foi estimado de doocom Vencovsky
(1997) para assegurar que o tamanho das amosthaadds para este estudo foram

suficientes para as inferéncias estatisticas (Bab®l A média de individuos

amostrados para todos os locos foi maior que o nhma&fetivo estimado.
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4.1.3 Coeficiente de fixagéo?

A Tabela 7 mostra o indice de fixagio( Fis ) estimado para cada populacédo
a partir dos indices de heterozigosidadés é I:Ie). Na média das populacdes, o valor de

f foi alto e significativo:f = 0,28938. O mesmo ocorrendo quando observamos 0s

valores def para as populag@es individuais, que variaram #@09,1 (Ipora) a 0,3898

(Araguapaz). Através da estimativa da taxa de ecnerao aparentet{) na geracéo
atual e com os oito locos de microssatélites aadtis, foi possivel verificar que, na
media, estd ocorrendo uma taxa de autofecundacdibo nelevada (44,2%) e

somente ocorre cruzamentos entre plantas difereameS5,8% dos casos.

Tabela 7. Estimativas de parametros genéticos de diversidgeleética em onze
populacdes d€. brasiliense

A A

Populagéo n L nA A |-A|0 |—A|e 1? Ne ta

Morrinhos 23,7 8 11,25 90  0,65828,86246 0,24073 19,1 0,63889
Hidrolandia 20,4 6 12,00 72  0,57953,84262 0,31639 15,5 0,51930
Orizona 25,2 8 13,12 105 0,57945 0,89095 0,35422,6 180,47686
Mambai 27,4 8 13,25 106 0,73414 0,89977 0,18687 1 23),68508
Damiandépolis 27,9 8 10,87 87 0,66450 0,87171 0,24022,5 0,61181
Alvorada 28,9 8 12,38 99 0,61022 0,8777Q2,30854 22,1 0,52842
Sta Tereza 21,6 13,00 104  0,59903 0,88852 0,33108,2 0,50258

8

Estrela 21,6 8 11,87 95 0,56144 0,86989 0,36016,9 150,47041
8
8

Mutunopolis 21,1 14,37 115 0,66229 0,91981 0,385616,4 0,55563
Araguapaz 23,4 11,50 92 0,54574 0,88400 0,38786,8 10,44112
Ipora 21,1 8 13,25 106  0,75814 0,91068,17091 18,0 0,70807
Média 23,8 781 12,44 97,36 0,63207 0,88396 0,28938,6 0,55801

n: nimero médio de individuos amostrados por lacofimero de locos microssatélit@gy nimero médio
de alelosA: nimero total de alelosHo : heterozigosidade observadhte: heterozigosidade esperada sob

equilibrio de Hardy-Weinberg:f : indice de fixagéo,lib,: tamanho efetivo populacionaf;a: taxa de
cruzamento aparente

41.4 Testede EHW

A andlise das frequéncias alélicas para a condigdequilibrio de Hardy-

Weinberg nas populacdes, através do teste exatistier, mostrou que apenas duas
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populacdes, Mutunépolis e Ipord, ndo acusaramfgigncia no teste para os oito locos
utilizados (Tabela 8). As demais popula¢des tiveram numero variado de locos
apresentando desvios do EHW, pela auséncia deohefetos, sendo a populacdo de
Araguapaz, a populacéo que apresentou maior pagamtde locos com desvios: 75%.
Nas populacdes de Morrinhos e Mambai apenas unoitib$ocos avaliados
ndo se encontram em equilibrio. A populacdo quesgmtou maior numero de locos em
desvios do que era esperado sob equilibrio foi #apgz com apenas 25% dos locos em
equilibrio. Enquanto que as populacdes de Morrirdiddambai apresentam 87,5% e a

populacdo de Damiandpolis 75% dos locos em eqiailibr

Tabela 8. Probabilidade do Teste Exato de Fisher para adex&w equilibrio de Hardy-
Weinberg, utilizando 8 locos de microssatélitess (@ados em negrito séo
referentes ao locos que ndo se encontram em EHW)

Populacdes Cbl  Cb3  Cb5  Che Cbo  Chil Chi3  Chif) o
Morrinhos 0586 0001 0364 0519 0533 1,000 1,000 0081 875
Hidrolandia 0,000 1,000 0,683 1,000 - 0309 - 0000 666
Orizona 1,000 0,015 0017 0162 0165 0004 1,000 0022 50,0
Mambaf 0,064 0055 0337 0288 1,000 1,000 1,000,008 87,5
Damianépolis 0,122 1,000 1,000 0001 0,165 0000 0298 0533  75.0
Alvorada 0,336 1,000 0,030 0016 0000 0006 0,106 0,563 50,0
StaTereza 0002 0214 0287 0049 1,000 0096 0001 0063 62,5
Estrela 0,489 0195 1,000 0,003 0591 0004 0373 0027 62,5
Mutunépolis 1,000 0461 1,000 0121 1,000 0096 992 0152  100,0
Araguapaz 0,021 1,000 0033 0128 0016 0013 0035 0000 250
Ipora 0489 0224 0512 1,000 0558 0540 1,000 0QL0 100,0

4.1.5 Alelos exclusivos

A frequéncia de alelos exclusivos verificados nesstudo foi
relativamente alta para algumas populagdes quawmdlados no conjunto de todos
os alelos privados encontrados nas populacdes.eNsitexto, a maior freqiiéncia
de alelos exclusivos foi observada na populacaddeinhos, com 18% do total,
seguida das populacbes de Araguapaz e Ipord4, coth @6 total de alelos
exclusivos (Tabela 9). Entretanto, quando avaliaosoalelos exclusivos no conjunto de
todos os alelos obtidos para os oito locos mictéBses utilizados, a baixa frequéncia

destes alelos (de 0,02 a 0,08) mostra que esties al@&o contribuiram significativamente



47

para o calculo das estimativas dos parametros aopuhkis. As Unicas populacfes que
nao apresentaram alelos exclusivos foram as popetagde Estrela do Norte e
Damianopolis.

Tabela 9. Frequéncia absoluta e relativa de alelos privadosconjunto de onze
populacdes d€aryocar brasiliense

Frequéncia de alelos privados em Frequéncia de alelos privados
relacdo ao numero de alelos privados em relacdo ao numero total de

encontrados em todas as populacdes alelos na populacdo
Populagdo A - Frequéncia
N° Frequéncia relativa de Frequéncia q
alelos alelo privado por de alelos por Relatlv_a de
i ~ N alelos privados
privados populag&o populagdo 1 b onulacso
Morrinhos 7 0,18 90 0,08
Hidrolandia 4 0,10 72 0,06
Orizona 4 0,10 105 0,04
Mambali 4 0,10 106 0,04
Damiandépolis 0 0,00 87 0,00
Alvorada 2 0,05 99 0,02
Santa Tereza 3 0,08 104 0,03
Estrela 0 0,00 95 0,00
Mutunépolis 4 0,10 115 0,03
Araguapaz 6 0,15 92 0,07
Ipora 6 0,15 106 0,06
Total 40 1 1071 0,41

4.2 ESTRUTURA GENETICA

4.2.1 Fsr e Rst

O valor médio doFsr mostra gue a maior parte da variabilidade genétta
concentrada dentro das populacbes, mas precisgmeatificou-se que 6,44% da

variabilidade genética esta entre populacdes e¥®3léntro das populacdes indicando

pouca diferenciacdo entre as populagbes amosti@adela 10). O célculo ddRst

manteve a tendéncia da maior parte da variabilidestar dentro das populacoes.
Entretanto, o valor deRsr (0,4392) considerando o tamanho em pares de blasesito

locos microssatélites, € uma estimativa muito maiando comparada dést, sugerindo

grande diferenciacdo genética entre as populagh@slarasilienseestudadas.
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Tabela 10.Estimativa das estatisticds de Wright, de Rst e do namero de migrantes por

geracao ((lm) baseado nd-st em 11 populacBes naturais @ebrasilienselntervalo
de confiancalC) de 95% de probabilidade

Loco fAZ |£|s |f = |£|T ép: FAST FA\’ST Nm

Cbh1l 0,352 0,304 0,069 0,435 3,373
Cb3 0,347 0,307 0,057 0,330 4,136
Cb5 0,292 0,229 0,081 0,595 2,836
Cb6 0,343 0,303 0,057 0,272 4,136
Cbho 0,251 0,208 0,054 0,559 4,138
Cbh11 0,431 0,392 0,064 0,408 3,656
Cb13 0,300 0,243 0,075 0,606 3,083
Cb20 0,328 0,298 0,043 0,295 5,564

Estimativas de IC de 95%

A

f= Fis F = Frr ép - Fer Rst Nm
Média 0,2959 0,3414 0,0644 0,4392 3,8955
Lim. superior 0,3242 0,3651 0,0705 0,4375 3,3214
Lim. Inferior 0,2493 0,2973 0,0546 0,4662 4,3313

As diferencas encontradas entre as estimativa§sges Rst podem estar
associadas aos diferentes modelos de mutacbesddsfiem cada uma destas estimativas.
Fst € obtido com base no modelo de alelos infinitaguia 8), em que cada mutacao gera
um alelo diferente e os alelos iguais sdo geradosdpscendéncia. Enquanto dier é
obtido com base no modelo de mutacdes aos pastepsv(se)Figura 9), onde os alelos
iguais podem ser gerados por homoplasia. Consegiiente, esses alelos sédo idénticos
por estado e ndo por descendéncia.

422 Nm

O numero de migrantes por geraga&)ng, calculado a partir da estimativa da
Fst foi de 3,8955 individuos por geracado, indicandoautaxa de migrantes entre as
populacdes suficiente para a coesdo entre as sulbgdps (Tabela 10). Porém, esta taxa
de migracao pode estar superestimada. As anatisss fealizadas em individuos adultos,
representantes de populacdes que s6 num passativ necente, aproximadamente 50
anos, sofreram efeitos da antropizacdo. A dimiruigkh fluxo génico devido a
fragmentacao do habitat talvez seja verificada stvenem geracdes subsequentes.
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Diferem por trés mutagoes

Novas
mutacoes

Ansestral comum

1 |
Figura 8. Modelo de Alelos Infinitos — (Kimura & Crow, 1964)

Microssatélite com quatro repetigoes

N

AN

Figura 9. Modelo destepwisgKimura & Ohta, 1978)

4.3 CORRELACOES ENTRE DISTANCIAS

As distancias genéticas de Nei calculadas entrpopslacdes variaram de

0,5273 a 1,5436 como pode ser observado na Talelbein como a representacdo em
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dendrograma, da distancia e da divergéncia genétic&kigura 10. Os agrupamentos
formados pelo dendrograma apresentam baixa comsistos nds e apenas o isolamento
da populacdo de Hidrolandia (100%) e o grupo foonpdr Alvorada e Araguapaz
(62,09%) obtiveram uma maior consisténcia. As papdés de Santa Tereza de Goias
e Hidrolandia sdo as popula¢gdes mais divergentesodgunto de onze populagdes
de C. brasilienseutilizadas para este estudoom distancias de 1,02 e 1,14

respectivamete.

Tabela 11.Distancias genéticas obtidas pela distancia de (l@7Y2) entre pares de
populacdes
Pop Mor Hid Ori Mam  Dam Alv STe Est Mut Ara Ipo

Mor 0,0000

Hid 1,5436 0,0000

Ori 0,9398 1,3265 0,0000

Mam 1,3632 11,1088 0,9163 0,0000

Dam 1,4093 1,1566 1,0136 0,6462 0,0000

Alv 0,7765 0,9326 11,0623 0,9770 0,8329 0,0000

STe 1,4052 11,1449 11,0139 11,0028 10,8454 0,7936 0,0000

Est 1,0432 1,05600 0,9125 0,7455 1,0069 0,9526 1,2913000,

Mut 0,9816 0,9326 0,8774 0,7635 0,7366 0,7044 0,795/625@, 0,0000

Ara 0,9133 0,9379 1,2745 0,9255 1,000®,5273 0,9513 11,0057 0,7933 0,0000
Ipo 1,1940 11,2979 10,9814 10,6954 10,8652 1,0100 1,0278750, 0,8667 0,7408 0,0000

M orinhos

Alvoradai 62109%
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) 50,25%
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Figura 10. Padrédo de identidade genética entre 11 populagbpedlizeiro, definido pelo
agrupamento UPGMA, obtida a partir das distancegmseticas de Nei (1972)
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A correlagdo entre as matrizes de distancias gaset(Tabela 11) e
geograficas (Tabela 12) foi positiva e significatiporém, muito baixar (= 0,0094;p =
0,0003) (Figura 11), sugerindo que nao existe udrdmaespacial para a variabilidade

genética existente entre as populacoes.

Tabela 12.Distancias geografica entre pares de populacddgjasbpelas coordenadas
geograficas de onze populacdedérasilenseno Estado de Goias

Pop Mor Hid Ori Mam  Dam Alv STe Est Mut Ara Ipo

Mor 0,00 43,92 40,57 252,59 253,37 264,50 403,38 377,804,92 394,92 308,94
Hid 0,00 24,19 226,44 225,82 240,70 386,58 376,14 5869,368,44 100,18
Ori 0,00 214,36 214,63 227,27 369,94 343,09 358,506,034 338,04
Mam 0,00 9,18 20,27 171,94 152,03 147,27 155,62 3475,
Dam 0,00 28,08 177,13 155,11 149,89 236,76 481,27
Alv 0,00 152,90 135,72 131,69 209,52 47511
STe 0,00 47,27 56,37 156,55 550,63
Est 0,00 10,12 197,30 571,04
Mut 0,00 204,37 573,17
Ara 0,00 591,55
Ipo 0,00

1,804

r =0,0094;p = 0,0003
1,60 4
o
1401 o o
0 © ° o
= 1200 .
$ 1,00 4 o © o 4 ° o 00 80 8
© o O o) ) 00 00 0 o
‘o o o % ° o
< 0,80 o o0 © o
«C o Oo o
> o o
Q 0,601 ° °
o

0,40 |

0,20

0,00 T T T T T |

0 100 200 300 400 500 600

Distancia Geografica

Figura 11. Representacdo da correlacd) €ntre a matriz de distancias geograficas e
matriz de distancias genéticas, obtidas de 8 lamosnicrossatélites em 11
populacdes d€. brasilienseno Estado de Goias em 2005. Significancia de
dada pela probabilidade.
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Apesar do dendrograma (Figura 10) ter apresentai® gom baixa
consisténcia, quando avaliamos as populacdes adasppor regides, observamos
gue a consisténcia dos nos obtidos foram elevadsas,regides mais proximas
geneticamente sdo as regides Norte e Noroestea(dist de 0,43) e a regido mais
distante (0,72) é a regido Sudeste/Sul (Figura 1Zabela 13), onde esta
localizada a populacdo de Hidrolandia que, no degidhma anterior, € a mais

divergente do conjunto.

Suesteful

Nordeste 100,00 %

69,44 %

Horte

Horoeste

I LI I I 1
043 049 055 06l 057
Coefficient

Figura 12. Padrdao de identidade genética entre as 4 regiddsstimlo de Goias, onde
foram obtidas as populacdes de pequizeiro, defim@to agrupamento
UPGMA, obtida a partir das distancias genéticableig1972)

Tabela 13.Distancias genéticas obtidas pela distancia de (ll@¥2) entre pares de

regioes
Sudeste/Sul Nordeste Norte Noroeste
Sudeste/Sul 0,00000
Nordeste 0,68369 0,00000
Norte 0,60015 0,43455 0,00000
Noroeste 0,72585 0,55652 0,60384 0,00000

Os oito locos microssatélites empregados nestel@stetectaram altos niveis
de variacdo genética confirmando o alto contetudimfdemacdo genética que este tipo de

marcador pode proporcionar para os estudos de par@rgenéticos populacionais Qe
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brasiliense(Collevatti et al., 1999
Os valores para as heterozigosidades médias eapeél%ﬂ = 0,884) e
observada ﬂo= 0,632) indicaram alto nivel de diversidade gémaa populacdes. Estes

valores foram similares adde = 0,856 eHo de 0,765 encontrados por Collevatti et al.,
(2001) que utilizaram 10 locos microssatélites eez gopulagbes naturais de.
brasiliense Porém, quando comparados com estudos de estgdénédica de populagdes

naturais de pequizeiro desenvolvidos com isoenzirnasvalores deHe e Ho foram

superiores. Oliveira (1998), utilizando quatro ledsoenzimaticos e individuos de 11

locais diferentes obteve uma variacéo de 0,314430e 0,186 a 0,310 parléle e Ho,

respectivamente. Melo Junior et al., (2004) tradadto com quatro populacdes e dez locos

isoenzimaticos encontrou uma variacao entre 0,48%20 paraJ:Ie e 0,583 a 0,817 para

A

Ho . Esta diferenca sendo devida, principalmente, ammmumero de alelos obtidos pelos
marcadores microssatélites em relacdo as isoenzimas

Porém, a hipervariabilidade dos locos microssatlgode ter sido uma das
causas para que alguns locos apresentassem desvieguilibrio de Hardy-Weinberg
durante a realizacdo do teste exato de Fisher.mMemide individuos genotipados por
populacdo (aproximadamente trinta individuos) sesfiativamente limitado para amostrar
todas as possibilidades de gendtipos que poderarfosnados a partir dos varios alelos
possiveis para cada loco marcador (Weir, 1996)cdator poderia estar relacionado com

a auséncia de heterozigotos detectada pelas astimdbs indices de fixacao.

As estimativas dos indices de fixagécf)( nas populacdoes foram altas
indicando que os alelos dentro das populagbes sadas n&o estdo unidos
randomicamente. Porém, a analise de valoresf dencontrados em outros trabalhos
realizados com a espécie, mostra que tais vald@escentrastantes. Oliveira (1998),

trabalhando com progénies e isoenzimas, encontimres positivos def , variando de
0,21 a 0,50 com unf médio de 0,33, indicando alta endogamia. Entrefavielo Junior

et al., (2004) encontraram valoresfdeariando de -0,548 a -0,299 nas quatro populacoes
estudadas com isoenzimas. Estes resultados negdtidicam provavel auséncia de
endogamia e excesso de heterozigotos nestas poesjajém de sugerir a existéncia de

mecanismos seletivos atuando em favor dos hetetosig Collevatti et al., (2001)
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trabalhando com populages naturais de pequizeidosos microssatélites encontraram

um f médio elevado de 0,11. Porém, os autores discutendevido a hipervariabilidade

dos locos microssatélites utilizados no trabalhe, resultados podem estar sendo
influenciados pelo efeito da amostragem dos indvéde pela natureza mutacional dos

marcadores microssatélites. O tamanho das amgstde ser limitado para amostrar

eficientemente todas as possibilidades de gend#poscada loco e o valor dé ser

superestimado.

Porém, mesmo que o tipo de marcador utilizado piodlseenciar no valor da
taxa de endogamia média das populacdes, o sisten@udamento d€. brasiliense
também €& uma variavel importante. Visto que a eéspér considerada como
completamente alégama (Collevatti, et al., 2001)n cflores hermafroditas, sem
autoincompatibilidade, polinizadas principalmente pequenos morcegos (Gribel 1986).

Segundo Oliveira (1998), a elevada taxa de end@yamsontrada poderia ser
o resultado do movimento restrito do polen, elevaad chances de cruzamentos entre
parentes e a fecundacgao entre flores vizinhasraldatmesma planta. Outros fatores que
também poderiam estar contribuindo para incrementaka de endogamia seriam o longo
ciclo de vida da espécie e a dorméncia das sementesfavorecem a sobreposicdo de
geracoes. Esses fatos elevam consideravelmentessibitidade de cruzamentos entre
individuos aparentados. Consequientemente, essessfaiumentariam o tempo efetivo de
cada geracao aumentando as possibilidades de ao#zsrendogamicos.

Os parametros de diferenciacdo genética entre ppiped deC. brasiliense

estimados nesse estudo indicaram uma significatifexenciacdo entre as populacoes

tanto pela frequéncia dos aleloés(: 0,064) quanto pelo seu tamanhlésn(z 0,439).

Collevatti et al., (2001), utilizando marcadorescmossatélites em 10 populacdes e

brasiliensede varios Estados brasileiros, encontrou valoee8,d7 @) e 0,29 @sr) entre
populacdes. Oliveira (1998), analisando populaciégs. brasilienseda Regido Sudeste do
Estado de Goias com quatro locos isoenzimaticasyelumGstde 0,022. Para as quatro

populacdes analisadas por Melo Junior et al., (R@04n dez locos isoenziméticos, 0s

autores encontraram um valor fe= 0,02.

Todas estas estimativas indicam que os alelos s&#®m e@andomicamente
distribuidos entre e dentro das populacdes, umguweas estimativas foram significativas
e diferentes de zero. Entretanto, estes valoresramogjue a maior parte da variabilidade
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genética ainda encontra-se dentro das populagéesm ha uma quantidade significativa
de variabilidade genética entre as popula¢cBesvaiahcao entre populagbes indica um
aumento da homozigose pela subdivisdo, com umagdeste reducdo da heterozigose e
da variabilidade genética, de uma maneira indepdadia alogamia da espécie.

Porém, o que mais chama a atencdo nos resultado®sknte estudo € que o
valor de Rst indica um nivel de diferenciagdo muito maior de qufsn. Esta divergéncia
entre as estimativas de parametros genéticos lmsaaddentidade por estadlés() e na

identidade pela descendéncl%s() ja havia sido indicada por Collevatti et al., 2D em
seu trabalho com marcadores microssatélites e ppipes naturais d€. brasiliense
Segundo os autores, como 0s marcadores microgssitgdio altamente variaveis e sujeitos
a altas taxas de mutacao, eles usualmente mosti@maéaveis de heterozigosidade dentro
das populacdes. Portanto, estatisticas baseadasdelo de alelos infinitosr({finite allel

mode), proposto por Kimura & Crow (1964) que consideralelos sendo idénticos por
descendéncia, comé ou Fsr, tendem a subestimar a diferenciacao entre popesac
(Slatkin, 1995; Hedrick, 1999), assim, € de se mspaltos valores ddist quando
comparados cord ou Fsr.

Rst pode ser interpretado como a correlacdo entremartho do alelo de

individuos diferentes na mesma populacdo. Embdkgn aod e aoFsr, para o calculo
do Rst assumiu-se que marcadores microssatélites segomemadelo de mutacdo onde
cada alelo surge pela perda ou ganho de uma undiadepeticdo por vezstepwise
mutation mod@l (Kimura & Ohta, 1978). Assim, alelos de microstitgds seriam mais

provaveis de serem idénticos por estado do quedpecendéncia e a diferenciacéo

genética das populacdes deveria ser melhor a@epekdli’sr (Slatkin, 1995).

Entretanto, esta divergéncia entre modelos paraaloulo de parametros
genéticos nem sempre ocorre. Zucchi et al., (2008quisando a estrutura genética de
populacdes de cagaiteirdsugenia dysenteriacom sete locos microssatélites, obtiveram
valores similares deFst e Rst: 0,250 e 0,269 respectivamente. O mesmo numero de

marcadores foi utilizado por Novick et al., (20@2ya avaliar a diferenciacdo genética de
populacdes de mogn&\Wietenia macrophyl)ae obter valores de 0,109 pal?ar e 0,177

para Rst. Segara-Moragues et al., (2005) utilizaram 14 danicrossatélites para analisar
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populacdes dBordera chouardiilDioscoreaceae) e encontraram valoresge= 0,35 e
Rst=0,32.

Da mesma forma que Collevatti et al., (2001), tamkbéi conduzida uma
analise mais conservadora dos parametros genétiaogual os alelos com baixas
frequéncias foram consolidados com os alelos maigippos e analisados com o alelo
mais frequente. Entretanto, nos dois estudos, aglagdes entre tamanho de alelos e
freqUiéncia de alelos ndo mudaram quando esta emddiiss conservadora foi feita.

Entretanto, em analises complementares agrupandess@opulacdes em
regides verificou-se a presenca de n0s mais cengist e agrupamento com um arranjo
um pouco diferenciado do padrdo obtido quando forawaliadas as populacdes
isoladamente. Embora os valores obtidos pgafa e Rst tenham sido menores, ainda
assim, foi possivel verificar os mesmos padrbesliftgenciacdo genética mencionadas
anteriormente.

A baixa consisténcia dos nés no dendrograma d&ndias genéticas entre as
populacdes, ndo permitiu a formagao de grupothstie o padréo espacial, indicado pela
correlacdo entre as distancias genéticas e geoagafobtidas com as onze populacdes
analisadas nesse estudo, ndo mostrou o modelotigwolle isolamento por distancia
observado nas populacdes @ebrasilienseestudadas por Collevatti et al., (2001) ou em
populacdes deé=. dysentericaoutra espécie do Cerrado, analisadas por Zudchi.e
(2003) ou por Telles (2000) trabalhando com isowasi em populacbes da mesma
espécie. O grafico de correlacdo genética e geografio evidenciou relacdo positiva
entre estas duas distancias(0,0094;p = 0,0003), refletindo um modelo de diferenciacéo
aleatério.

Finalmente, os resultados do presente estudo mdopze a maior parte da
variabilidade genética encontra-se dentro das @agpeilacdes analisadas, embora uma
quantidade razoavel de variacdo entre populactdséta ocorra. Pela analise dos dados,

estas populagcbes ndo sdo muito divergentes entakéisi de possuirem um valor alto para

a estimativa do numero médio de migrantes por Qera@m = 3,89). Este numero indica

um fluxo génico suficientemente capaz de impedwocarréncia dos efeitos de deriva
genética nas populacdes estudadas. Entretanto, @enadoria dos individuos amostrados
eram adultos, e como a espécie possui um cicladdelengo, a taxa de migrantes reflete
eventos ocorridos no passado. Provavelmente, asideede deste fluxo génico € menor

hoje e diminuird ainda mais no futuro caso a irdemgploracdo extrativista, a qual
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algumas destas populagdes estdo sujeitas, ouraenag@cao de seu habitat pela formagéo
de pastagens, plantio de monoculturas ou outra@gédpica, ndo sejam controladas



5 CONCLUSOES

As informacdes genéticas obtidas com os oito locmsossatélites indicaram
que, até o momento, as onze populacdes analisadasgm altos niveis de diversidade
genética. Esta diversidade genética estd concentradncipalmente, dentro das
populagdes com uma baixa estruturagdo entre elas esta estruturada no espaco.

Embora haja uma quantidade razoavel de variaciie papulacdes, elas ndo

se mostraram muito divergentes, fato que pode estado amenizado pelo elevado

namero de migrantes por geragaﬁm(z 3,89). Esse numero é suficientemente capaz de
impedir os efeitos da deriva genética das poputaedtidadas. Esse numero de migrantes
esta refletindo um evento do passado visto quspécee € perene e possivelmente esteja
inserida nesse ambiente a cerca de 60 angsie ndo implica que as populacdes mais

jovens ndo estejam sofrendo os efeitos da derimétiga. Sendo necessario estudos com

individuos jovens, ou com progénies para que ssapagaliar os efeitos da endogamia em

geracoes futuras.

O modelo de fluxo génico apresentado estd mais ativgd com o
modelo de ilhas, do que com o modelo de isolampntodistancia e a estimativa da
taxa de fecundacdo cruzada aparerfe=(0,55801) sugere que a populacdo em
estudo possui sistema reprodutivo misto. Na vizagio em dendrograma nao foi
possivel verificar a formacdo de grupos distintds. populagbes mais proximas séo
Araguapaz e Alvorada do Norte e a mais divergenteahjunto de onze populagbes é
Hidrolandia.

Na visualizacdo em dendrograma dos agrupamentogjuktso regides em
estudo, também n&o houve a formacéo de grupostdistiembora tenha se notado que as
regides mais proximas sao as regides Norte (Munligcstrela do Norte e Santa Tereza)
e Nordeste (Mambai, Damianodpolis e Alvorada ) eegido mais divergente € a

Sudeste/Sul onde estéo situadas as populacdesrdatds, Hidrolandia e Orizona.
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