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RESUMO

Estrutura genética populacional em lobeira (S. lycocarpum A. St.-Hil, Solanaceae),

em ambientes naturais e antropizados no estado de Goias

Solanum lycocarpum A.St.-Hil. (Solanaceae) € uma espécie de ampla
distribuicdo no bioma Cerrado. Popularmente conhecida com fruta-do-lobo, devido ao
fato de o lobo-guara consumir frequentemente os frutos desta planta, sendo este seu
principal agente dispersor de sementes. E utilizada pela populagao local para fabricacdo
de doces, e empiricamente como medicinal. A espécie floresce e frutifica durante todo o
ano, caracteristica que permite constante fluxo de genes via polen e sementes. Ocupa
facilmente ambientes antropizados, o que permite que seja utilizada em projetos de
restauragao. O presente estudo teve como objetivo, caracterizar a estrutura genética
populacional de S. lycocarpum em ambientes naturais e antropizados, utilizando dois
marcadores moleculares: microssatélites (SSR) e isoenzimas. Foram estudadas quatro
populacbes com SSR, e duas populacbes com lIsoenzimas, formando pares de
populagbes (uma natural e outra antropizada). As populagdes estudadas com
marcadores SSR estavam situadas duas a Nordeste do Estado de Goias e outras duas
a Sul do estado. As duas populagdes estudadas com isoenzimas localizavam-se a Sul
de Goias. Coletou-se aleatoriamente amostras de 60 individuos em cada populacéo,
exceto na populacdo antrépica estudada com marcador Isoenzimatico, que foram
amostrados 41 individuos. As amostras foram conduzidas ao LARGEA — ESALQ/USP,
onde foram realizados os procedimentos laboratoriais. A analise dos dados consistiu em
quantificar a diversidade genética e sua distribuicdo entre e dentro das populagdes.
Embora os valores do indice de fixagdo tenham sido algumas vezes altos, nao foram
detectados valores significativos em nenhuma das populagbes para ambos os
marcadores, sugerindo auséncia de endogamia nas populagbes estudadas. As
populacdes naturais estudadas com locos SSR apresentaram numero de alelos por loco
mais elevados que as populagdes antropizadas. Uma populacdo situada em uma
unidade de conservagao foi a que apresentou maior numero de alelos por locos e maior
numero de alelos exclusivos, o que permite sugerir que unidades de conservagéo
abrigam maior diversidade genética que populagdées com influéncia antropica. Utilizando
o teste X ? foi possivel confirmar que o nimero de alelos encontrados nas populacbes
naturais € significativamente mais elevado que os encontrados no outro tipo de
ambiente. O mesmo nao foi verificado para as populagdes estudadas com locos
isoenzimaticos. A divergéncia genética entre as populagdes foi substancial,
significativamente diferentes de zero e semelhantes para ambos os marcadores
(0,=0,095 e 0,=0,081 para marcadores SSR e Isoenzimaticos, respectivamente). A

divergéncia genetica entre as populagbes medida pela estimativa Ggr pegicy, QUe

considera tanto o tipo como a frequiéncia dos alelos, apresentou valores superiores para
os dois marcadores (SSR=0,167 e Isoenzimaticos= 0,102), indicando maior restricdo no
fluxo génico histérico se comparado com as estimativas obtidas da estatistica Fy;. O

presente estudo permite sugerir que existe diferenga na estrutura genética entre areas
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sob intervencéo antrépica e aquelas com intervencgao restrita, havendo nas areas mais
preservadas maior diversidade genética. Os resultados obtidos com a estimativa
Gor(hearicry  POSSIbDIlitam propor que mesmo em espécies de ampla distribuicdo e que

frequentemente ocupam ambientes de acdo antrépica, como a lobeira, pode estar
ocorrendo restricdo de fluxo génico e apontam maior diferenciagcao entre populacdes de
lobeira do que relatado em estudos anteriores.

Palavras- chave: Lobeira; Cerrado; Estrutura genética
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ABSTRACT

Population genetic structure of lobeira (S. lycocarpum A. St.-Hil, Solanaceae), in
natural and anthropogenic environmental in State of Goias

Solanum lycocarpum A. St.-Hil. (Solanaceae) has a wide distribution in savanna
biome. The species is common know as “fruta-do-lobo” due the “lobo-guara” frequently
to eat your fruits. “Lobo-guara” is also the main seed disperser of the species. The
species is used for local people to manufacture sweets and as medicine. The species
flowering and produce fruits during all year, favoring pollen and seed gene flow. The
species colonize easily anthropized environments, permitting your use in environmental
restoration projects. The goal of this study was to characterize the genetic structure of S.
lycocarpum in natural and anthropized populations, using two different kinds of genetic
markers: microsatellites (SSR) and allozymes. Four populations were studied using SSR
markers and two using allozyme markers, forming pair of populations (a natural and an
anthropized). Two populations studied by SSR markers were located in Northeast of
Goias State and two in South of the State. The two South populations were also studied
by allozyme markers. Samples were randomly collected from 60 individuals in each
population, with exception in one anthropized population study by allozymes, where 41
individuals were sampled. The samples were envied to LARGEA — ESALQ/USP, where
the Lab analyses were made. The genetic diversity and distribution among and within
populations was quantified. Although fixation index values were highest in some
populations, these values were not statistically different from zero for both used genetic
markers, suggesting absence of inbreeding in the studied populations. For SSR
markers, natural populations showed higher number of alleles per locus than
anthropized populations. A population located in a conservation unity presents the
highest number of alleles per locus and exclusive alleles, suggesting that this population
have higher genetic diversity than anthropized populations. According to a X? test, the
number of SSR alleles was significantly higher that detected in anthropized population.
The same was not observed for population studied by allozyme loci. The genetic
divergence among populations was substantial and significant different from zero for
both used genetic markers (#,=0.095 and ¢,=0.081 for SSR and allozymes,

respectively). The genetic divergence measured by G .0, Statistic, that considerer
simultaneously the kinds of alleles and gene frequency was higher for both genetic
markers (SSR=0.167 and allozymes= 0.102), indicating lower historic gene flow than
measured by Fg; statistic. The present study suggested that there are differences in
genetic structure between natural and anthopized populations, where natural
populations have more genetic diversity. The results from Gg; .4, Statistic suggested

that even species with wide geographic distribution and whish frequently colonizing
anthropized environments, as lobeira, can experience restriction in gene flow. The
present results also indicate higher genetic differentiation among population than has
been related in previous population study with this species.

KeyWords: S. lycocarpum; Cerrado; Genetic structure.
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1 INTRODUCAO
O Cerrado é o segundo maior bioma brasileiro, ocupando uma extensdo de

aproximadamente 1,8 milhdes de km? (AGUIAR et al. 2004). Além de apresentar
grande diversidade de espécies (FELFILI et al. 2001) pelo menos 30% do total
supostamente existente no Brasil (AGUIAR et al. 2004) com elevado indice de
endemismo (MYERS et al. 2000).

E composto por formagbes vegetais que variam desde campos abertos até
formacgdes florestais, cuja cobertura arborea e densidade de arvores podem variar
significativamente entre fisionomias, formando um gradiente entre areas campestres
e florestais (AGUIAR et al. 2004). Os principais determinantes das fisionomias deste
bioma foram considerados por Felfili et al. (2001) como sendo a altitude e a latitude,
seguidos pela classe de solos. Cada um dos tipos fisionbmicos é considerado por
Henriques (2005) como um climax, que na ocorréncia de fogo regride para uma
fisionomia mais aberta.

Nos ultimos 40 anos, o Cerrado vem sendo explorado de forma rapida e
extensiva (LIMA; SILVA, 2005), principalmente para formagao de pastos, lavouras e
carvoarias; estima-se uma perda média anual de 9,75 milhdes de hectares (AGUIAR
et al. 2004). Myers et al. (2000) e Felffili et al. (2005) comentam que areas antropicas
do Cerrado ja atingem 80% da area original do bioma.

Uma importante forma de avaliar as consequéncias da perda de habitat sdo os
estudos genéticos em populagdes, pois permitem, entre outros, estimar a perda de
alelos e/ou ocorréncia de endogamia dentro das populagdes.

A lobeira do cerrado, Solanum lycocarpum A. St.-Hil. € uma espécie nativa do
Cerrado que apresenta grande importancia ecolégica como fonte de alimento para
animais silvestres (ALMEIDA et al. 1998), em especial o lobo-guara (Chrysocyon
brachyurus), considerado dispersor natural das sementes, pois consome seus frutos
durante todo o ano, praticamente ndo danificando as sementes que consome, e as
defeca em locais em que a planta ocorre freqientemente (MARTINS; MOTTA JR.,
2000).

Solanum lycocarpum ocorre em abundéancia nos Cerrados, principalmente em

areas degradadas (SILVA JUNIOR, 2005). Seus frutos possuem sementes
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numerosas de emergéncia facil e rapida (ALMEIDA et al. 1998), apresenta
crescimento rapido e resisténcia a seca e ocorre em solos de baixa fertilidade.
Martins (2005) comenta que a espécie apresenta amplo potencial para plantio em
planos de restauracdo. Esta espécie também é utilizada pelo homem como
ornamental e em sua dieta, para fabricagdo de doces, ou como medicinal (ALMEIDA
et al. 1998). Pode também ser considerada como espécie indicadora da ocorréncia da
intervencdo humana (MARTINS, 2005).

Martins et al. (2006) apresentam a transferéncia de primes de Capsicum spp.
(Solanaceae), para S. lycocarpum. Poucos locos, com baixo polimorfismo foram
obtidos. Por esta razao neste estudo foi utilizado, além dos primes transferidos pelos
citados autores, locos isoenzimaticos para garantir maior confiabilidade aos dados.

O presente estudo visa verificar algumas caracteristicas reprodutivas de S.
lycocarpum e averiguar a estrutura genética populacional, com énfase no sistema de
reproducéo, fluxo génico e comparacao da estrutura genética em areas naturais e

antropizadas.

1.1 Objetivos

o Quantificar a diversidade genética e sua distribuicdo entre e dentro de
populacoes;

o Estimar o fluxo génico aparente;

o Comparar a diversidade genética em populagdes naturais com aquela

encontrada em areas antropizadas;
o Comparar os resultados obtidos com marcador SSR e Isoenzimaticos;
o Realizar um estudo sobre a influéncia dos fatores ambientais -

temperatura, umidade e precipitacéo - na floragéo e frutificagdo de S. lycocarpum.

1.2 Hipoteses
a) A diversidade genética em populagdes naturais é significativamente maior do

que em populacdes de ambientes antropizados;
b)Nao ha restrigdo de fluxo génico mesmo entre populagdes distantes,

acarretando baixos indices de divergéncia genética entre os mesmos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 O bioma Cerrado
O bioma Cerrado € a maior savana do mundo e ocupa uma area que

corresponde a aproximadamente 24% do territério nacional (LIMA; SILVA, 2005).
Ocupa extensa area continua no Brasil Central e areas disjuntas em outros biomas
(HENRIQUES, 2005). Ha enclaves de Cerrado na Amazobnia, Caatinga e Mata
Atlantica, que sdo remanescentes de um processo histérico e dinamico de contracéo
e expansao das areas de Cerrado e florestas, provocadas por alteragdes climaticas
existentes no passado (AGUIAR et al. 2004). Corta o Brasil diagonalmente no sentido
nordeste-sudoeste (Figura 1) e limita-se com quase todos os biomas, exceg¢ao
apenas para campos sulinos e ecossistemas costeiros e marinhos (AGUIAR et al.
2004). Contém as trés maiores bacias hidrograficas do continente Sul Americano
(FELFILI; SILVA JUNIOR, 2005), a Amazobnica, do Parana e a do S&o Francisco
(CHAVES, 2001).

Figura 1 — Representagado da abrangéncia do Bioma Cerrado no territério brasileiro. Fonte: (Embrapa
2005)
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Ocorrem formacdes florestais, savanas lenhosas e campestres, formando varias
fisionomias conhecidas por cerrado sentido restrito, cerraddo, mata de galeria,
campos e vereda (FELFILI et al. 2004). O cerrado sentido restrito ocupa
aproximadamente 70% do bioma (FELFILI; SILVA JUNIOR, 2005).

Pesquisas sobre diversidade biologica do Cerrado brasileiro ainda séo
incipientes, mas ha uma estimativa de que nesse bioma esteja contida metade das
espécies de aves, 45% dos peixes, 40% dos mamiferos e 38% dos répteis do Brasil
(AGUIAR et al. 2004). Dias (1996) estima que 30% de todas as espécies que existem
no Brasil componham essa biota. Esta riqueza de espécies pode ser explicada pelo
mosaico natural de ecossistemas (AGUIAR et al. 2004). De acordo com Mendonga et
al. (1998), as espécies vegetais do bioma estdo distribuidas em torno de 35% no
cerrado sentido restrito, 30% s&o de mata de galeria, 25% de areas campestres e
10% ainda n&o classificadas.

Apresenta grande diversidade e muitas espécies endémicas em todas as
fisionomias em niveis comparaveis as florestas Atlantica e Amazénica (FELFILI et al.
2001). De acordo com Myers et al. (2000), ha 10.000 espécies de angiospermas e um
indice de 44% de endemismo para plantas vasculares.

O clima é sazonal, com invernos secos e verdes chuvosos (FRANCO, 2005). A
estacdo seca pode durar até seis meses, quando a camada superficial do solo tende
a secar, mas as camadas mais profundas mantém-se Umidas durante todo o ano
(EITEN, 1972). Mudancgas de pluviosidade, temperatura, fotoperiodo e ocorréncia de
fogo devem funcionar como “gatilhos” ambientais sinalizando a ocorréncia de
floragdo, mas ndo como determinantes estritos (OLIVEIRA, 1998b).

Ha grande numero de espécies com potencial econbémico, podendo ser
alimenticias, ornamentais, forrageiras, apicolas, produtoras de madeira, cortiga, fibra,
Oleo, tanino e artesanato, e é o terceiro maior provedor de plantas medicinais no
Brasil (FELFILI et al. 2004).

Atividades extrativistas exercidas por comunidades locais e industrias
farmacéuticas tém contribuido para o declinio da vegetacdo natural, além do
extrativismo através das carvoarias, que destroem a vegetacéo, e podem resultar em

escassez dos recursos naturais (FELFILI et al. 2004).
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Atualmente, a regido ocupada pelo Cerrado representa a principal produtora de
graos e de gado de corte do pais, o que resultou em grande devastagdo da
vegetacdo nas ultimas décadas (AGUIAR et al. 2004). H4 a estimativa de que 80%
da vegetacgdo original ja tenha sido alterada (MYERS et al. 2000; FELFILI et al.
2005).

O percentual de Cerrado que se encontra protegido em Unidades de
Conservacgao representa pouco mais de 3% de sua area original (AGUIAR et al.
2004). Cerca de 20% das espécies ameacgadas deste bioma nao séo protegidas pelas
Unidades de Conservacgao (ALHO, 2005).

Em 1998, houve um seminario para definicdo das areas prioritarias para a
conservagao do Cerrado e do Pantanal, organizado pelo Ministério do Meio Ambiente.
No seminario, foi proposta uma série de medidas para conservagao desses biomas,
dentre elas a ampliacdo do numero de Unidades de Conservagao. Em 2001, o
Governo Federal comecgou a criar as Unidades de Conservagao sugeridas em 1998
(AGUIAR et al. 2004). Mas muito ainda deve ser feito para que realmente se preserve
a diversidade bioldgica do Cerrado. O estabelecimento de areas protegidas é apenas
uma das medidas necessarias para a real conservacdo do Cerrado. De acordo com
Ribeiro et al. (2005), ainda é necessario gerar e disponibilizar informagdes cientificas

para o estabelecimento de politicas publicas apropriadas e eficientes.

2.2 Sistema de reproducédo em plantas do Cerrado
Pouco foi estudado sobre reproducédo de plantas do Cerrado. Inicialmente,

considerava-se que plantas desse bioma reproduziam-se quase que exclusivamente
por propagacgao vegetativa. Entretanto, a propagagao de plantas do Cerrado por meio
de sementes, em condi¢des naturais, tem se apresentado viavel e muito frequente
(MELO et al. 1998).

As raizes de plantas lenhosas do Cerrado sdo muito profundas, alcangcando até
20 metros de profundidade. Normalmente apresentam raizes laterais que se
desenvolvem paralelas a superficie do solo e contém gemas que, apds alguns
estimulos, como o fogo, formam novos ramos. Em ambientes perturbados, a

propagacao vegetativa a partir de estruturas radiculares pode ser importante
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mecanismo para multiplicacdo de algumas espécies (MELO et al. 1998), e tem
vantagens adaptativas, principalmente na colonizagdo de novos ambientes, em que
individuos com combinagdes genéticas favoraveis podem rapidamente ocupar nichos
ecologicos (VALOIS et al. 2001). Rodrigues et al. (2004) observaram que existe
relacdo entre rebrota a partir de raizes e agao de disturbios. Estes autores ainda
comentam que a rebrota influencia na ocupacao espacial e na estrutura de espécies
arboreas com este potencial de regeneragdo. No entanto, espécies do Cerrado
também tém apresentado nivel de xenogamia obrigatorio tdo ou mais elevado que em
florestas tropicais (OLIVEIRA, 1998a).

A época reprodutiva de espécies de Cerrado geralmente coincide com a estagéo
seca, sincronizando a germinagao de sementes no inicio da estagado chuvosa; assim,
quando chega a seca, a planta ja esta com o sistema radicular bem desenvolvido,
embora seja comum que algumas plantas se reproduzam em outras épocas do ano
(OLIVEIRA, 1998b). Este autor comenta que, em plantas lenhosas do Cerrado, as
estratégias fenologicas ndo sdo determinadas exclusivamente por variagbes
sazonais.

O ajustamento das diferentes épocas de floracdo e dispersdo de sementes, o
tempo de maturacdo dos frutos e a presenca de mecanismos de dorméncia sao
fatores que permitem a germinacdo das espécies no periodo 6timo para
desenvolvimento e dispersdo dos frutos e estabelecimento da planta (OLIVEIRA,
1998b). Segundo Franco (2005), a seca sazonal parece nao afetar significativamente
a sobrevivéncia de plantulas de espécies lenhosas desse bioma. Tabebuia sp., por
exemplo, € uma planta que apresenta floracdo tardia, ja que o florescimento, o
desenvolvimento e a maturagdo dos frutos ocorrem na estacdo seca, e o
desenvolvimento de folhas novas ocorre apdés o periodo reprodutivo (OLIVEIRA,
1998b).

Em estudo sobre sindrome de dispersdo em espécies arbdéreas, Vieira et al.
(2002) ndo encontraram grandes diferengas na sindrome de dispersao em areas de
Cerrado, relatando ainda que a média das proporgdes de zoocoria foi de 56,7% e que

a autocoria € uma estratégia de dispersédo raramente encontrada no Cerrado. Existem
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diferentes padrdes de floragao e frutificacdo para espécies disseminadas pelo vento e
por animais (OLIVEIRA, 1998b).

Os animais silvestres agem como dispersores naturais de sementes, podendo-
se admitir que o carater atrativo e alimenticio dos frutos resulta em um processo de
co-evolugdo entre plantas e animais por um longo periodo de tempo (CHAVES,
2001).

2.3 Diversidade genética em espécies de plantas
A diversidade genética é a variagdo hereditaria devida a constituicao genética

dos individuos de uma populagdo, sendo responsavel por parte das suas
diferenciagbes fenotipicas (TORRES et al. 2000). Para conservacéo da diversidade
geneética, é necessaria a prote¢cao dos ecossistemas, pois a redugao no tamanho das

populacdes frequentemente afeta sua estrutura genética.

A perda da biodiversidade compromete a possibilidade do uso sustentavel dos
recursos genéticos. Chaves (2001) relata estudos com espécies do Cerrado e mostra
que a maioria delas apresenta variabilidade genética estruturada no espaco, exigindo
uma amostragem ampla para fins de conservagdo. A existéncia de um padrao
espacial na variagdo genética € importante para compreensao de como ocorre a

dinamica dos alelos entre as subpopulagbes (TELLES et al. 2001).

Toda populagdo natural esta sujeita a fragmentagdo, ndao havendo como
predeterminar uma forma especifica de mudanga nas frequéncias alélicas nas
populagdes resultantes (FERNANDES-MATIOLI, 2001). Em ambiente ndo mutavel, a
redugdo nos tamanhos das populagdes de uma espécie alégama pode resultar na

depresséao por endogamia e perda de adaptagao (FUTUYMA, 2002).

O fluxo génico € o movimento dos alelos dentro e entre populagdes e contribui
para o aumento da diversidade genética, pois introduz novas combinagdes alélicas na

populacéo.

Varios fatores evolutivos tais como selecdo e deriva genética, podem trazer
consequéncias para a estrutura genética de populagdes, afetando sua dinédmica
(GAIOTTO, 2001; FERNANDES-MATIOLI, 2001). A deriva genética € a alteragao ao
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acaso das frequéncias alélicas (STEARNS; HOEKSTRA, 2003), e pode ocasionar a
perda de alelos e redugdo da variabilidade genética dentro da populagao
(SCHNEIDER, 2003).

Diversos estudos tém sido desenvolvidos com espécies nativas do Cerrado, e
apontam que as espécies deste bioma sdo preferencialmente alégamas, como
encontrado em Caryocar brasiliense (OLIVEIRA, 1998; COLLEVATTI et al. 2001);
Eugenia dysenterica (ZUCCHI et al. 2003); Annona crassiflora (TELLES et al. 2003);
Solanum lycocarpum (MARTINS, 2005); Eremanthus erythropappus (BARREIRA,
2005) e Dipterix alata (SOARES et al. 2007). A diferenciacdo genética foi registrada
em 25% entre populagdes de Eugenia dysenterica (ZUCCHI et al. 2003) e 19% em
Annona crassiflora (TELLES et al. 2003). Pereira et al. (2004) encontraram 11,89%
de variagcdo em Bowdichia virgiloides e 6,90% em Hymenaea stignocarpa. Para
Dipterix alata foi relatado 15% de variagdo genética entre subpopulagdes (SOARES
et al. 2007).

Martins et al. (2006) constataram que populag¢des naturais e antropicas de S.
lycocarpum foram fundadas por sementes de multiplas origens, com grande numero
de plantas maes contribuindo com descendentes e que, nos cruzamentos, o numero

de arvores que participam como doadoras de pdlen é superior a dez por progénie.

A genética da conservagao exerce um importante papel dentro da biologia da
conservagao, proporcionando um melhor entendimento dos padrées e processos
relacionados a populagao (SOARES, 2006). A dinamica de alelos em uma populagao,
a histéria de vida e as caracteristicas ecologicas de uma determinada espécie
permitem conhecer sua biologia, bem como a interagdo com outras espécies

presentes em seu bioma de origem (TELLES et al. 2003).

Populagbes existentes em grandes areas preservadas podem ser importantes
para a manutencdo de pequenas populagdes, como fonte de pdlen e sementes,
assim como para a viabilidade das populacbes de polinizadores e dispersores
(COLLEVATTI et al. 2001).

Margens de estradas sdo um tipo de ambiente que pode ser considerado

complementar para a conservagdo de recursos genéticos, pois essas faixas podem
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conectar fragmentos e manter uma boa parte da variabilidade genética das
populagdes originais (CHAVES, 2001). Em S. lycocarpum, por exemplo, observou-se
que os individuos que estdo dispostos em faixas continuas em margens de estradas
apresentam variabilidade genética semelhante a observada em populagbes naturais
(MARTINS, 2005) e contribuem para a conexao dos fragmentos, ajudando a reduzir a

divergéncia genética entre populagdes.

2.4 Marcadores moleculares
2.4.1 Aspectos gerais
No caso de plantas, marcadores moleculares tém sido uteis para estudos

genéticos populacionais.

Os primeiros estudos genéticos foram realizados com marcadores morfologicos,
e estes contribuiram significativamente para o estabelecimento dos principios tedéricos
do mapeamento genético e analises de ligacdo génica (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998). Os primeiros marcadores moleculares foram os
isoenzimaticos, desenvolvidas nos anos 1960. Em seguida, com os avangos na
biologia molecular, como a descoberta das enzimas de restricado em 1960 e da reacgao
em cadeia da polimerase, (PCR) em 1980, foi possivel introduzir novos marcadores
(CIAMPI; GRATTAPAGLIA, 2001) e simplificar consideravelmente os estudos da
biologia molecular (CARVALHO; TORRES, 2002). Atualmente, os marcadores
moleculares sdo ferramentas uteis para detectar variagdes no genoma (CAIXETA et
al. 2006).

Os marcadores moleculares correspondem a locos presentes nos
cromossomos ou organelas citoplasmaticas, que podem ser expressos (isoenzimas)
ou ndo (DNA genbmico), e tém gerado informagdes valiosas sobre a variabilidade
genética de espécies cultivadas e nativas para estudos de populagdes, taxonomia,
conservagao de germoplasma (CARVALHO; TORRES, 2002), sistema de cruzamento
(CIAMPI; GRATTAPAGLIA, 2001), identificagdo de individuos e de espécies cripticas
e a formulagéo de hipoteses filogenéticas (SOLE-CAVA, 2001).
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Os marcadores adequados para analises genéticas devem apresentar locos
com dois ou mais alelos; representar grande parte do genoma da espécie em estudo;
apresentar reconhecimento facil dos fendtipos homozigotos e heterozigotos; néo
depender do estagio de desenvolvimento do individuo; ndo apresentar correlagdo
com o efeito fenotipico de interesse; e ndo apresentar efeitos epistaticos (FERREIRA,;
GRATTAPAGLIA, 1998; CARVALHO; TORRES, 2002).

A andlise de dados discretos a partir de marcadores, baseada em polimorfismo
de DNA, é uma forma eficiente de gerar informagdes para um grande numero de
individuos, populagbes e espécies em curto espagco de tempo (CIAMPI;
GRATTAPAGLIA, 2001).

O estudo de genética de populagdes foi revolucionado a partir da utilizagdo de
marcadores moleculares em nivel de DNA (SOARES, 2006), pois permitem identificar
caracteristicas do DNA que sdo herdadas geneticamente e diferenciam dois ou mais
individuos. Tém sido bastante utilizados em melhoramento vegetal, estudos de
conservacao e de biologia reprodutiva em populagbes naturais (GAIOTTO, 2001),
além de estudos sobre a estrutura genética de populagdes.

Tais marcadores permitem a identificagdo dos efeitos da fragmentagdo e séo
uteis em programas de manejo para conservagiao genética de populagoes
(SCHNEIDER et al. 2003). O estudo de estrutura populacional, por meio de técnicas
moleculares, talvez seja a parte mais importante da genética da conservagao e tem
sido util tanto no estudo de populagbes exploradas comercialmente, como nas
espécies ameacgadas de extingdo (SOLE-CAVA, 2001).

2.4.2 Marcadores moleculares microssatélites
Segundo Matioli e Passos-Bueno (2001), a técnica de ultracentrifugacdo em

equilibrio com cloreto de césio permite que se possam separar moléculas por meio de
diferengcas em densidade, pois solugdo desse sal, quando submetida a grandes
forcas centrifugas, tende a formar um gradiente de densidade e as macromoléculas
concentram-se na regido que tem a mesma densidade ao longo do gradiente

formado. Quando amostras de DNA s&o analisadas por meio desta técnica, seguem
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os autores, € normal que se observem acima e abaixo da maior parte do DNA bandas
definidas, “DNA satélites”, que consistem em sequéncias repetitivas.

No genoma de eucariontes ha uma grande quantidade de sequéncias de DNA
repetitivas (CARVALHO; TORRES, 2002; CAIXETA et al. 2006), que diferem no
numero de nucleotideos e por isso sao importantes ferramentas para analise
genética, pois possibilitam amostrar um grande numero de locos polimérficos
distribuidos no genoma (CARVALHO; TORRES, 2002). Os marcadores
microssatélites (ou sequéncia simples repetitiva, SSR) s&o sequéncias de
nucleotideos repetidos em “tandem” em que a unidade repetitiva varia de um a seis
pares de bases (CAIXETA et al. 2006). Representam regides instaveis do genoma,
que estado sob alteracbées mutacionais a taxas muito maiores do que as observadas
nas sequéncias de copia unica (CARVALHO; TORRES, 2002). A estratégia para
analise deste tipo de marcador € a amplificagdo do fragmento que contém as
repeticdes, utilizando-se, como primers, oligonucleotideos que hibridam com as
regides que flanqueiam as repeticbes (MATIOLI; PASSOS-BUENO, 2001). Primers
especificos sao obtidos, pois as sequéncias de DNA que flanqueiam os
microssatélites sdo geralmente conservadas entre os individuos de uma mesma
espécie e, via PCR, os fragmentos contendo o DNA repetitivo sdo amplificados em
todos os gendtipos (CAIXETA et al. 2006).

Os marcadores microssatélites apresentam heranca mendeliana e, apds a
amplificacdo por PCR (“Polymerase chain reaction”), os alelos de um loco s&o
identificados por meio de migragao relativa em gel de eletroforese. Esses constituem
0s marcadores ideais para estudo de populagdes, pois os locos genéticos sao
altamente variaveis, multialélicos (CAIXETA et al. 2006), apresentando alto conteudo
de informagéo genética para estudos de diversidade, e tém sido desenvolvidos de
forma crescente para espécies arboreas, em diferentes aplicagbes (CIAMPI;
GRATTAPAGLIA, 2001).

Analises de freqléncia alélica em marcadores codominantes, como nos locos
microssatélites, podem ser utilizadas para estimar pardmetros de estrutura e
diversidade genética de populacdes (SCHNEIDER et al. 2003). Estes marcadores sé&o

0s mais indicados para estudos com genética de populagdes (ZUCCHI et al. 2003),
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embora ainda ndo estejam disponiveis para todas as espécies (SCHNEIDER et al.
2003).

Estes tipos de marcadores estdo substituindo rapidamente outros marcadores
em diversos tipos de estudos genéticos, especialmente devido a sua reprodutibilidade
e simplicidade técnica, a pequena quantidade de DNA requerida, ao baixo custo, ao
grande poder de resolugdo, por constituirem uma das classes mais polimorficas de
marcadores moleculares disponiveis hoje. Além disso, parecem ter uma distribuicdo
frequente e aleatdria, permitindo uma cobertura ampla do genoma (CAIXETA et al.
2006). Esses autores ainda comentam que alguns marcadores microssatélites
desenvolvidos para uma espécie podem ser utilizados com sucesso em outra espécie,
conforme observado por Zucchi et al. (2002), que utilizaram primers desenvolvidos
para Eucalyptus spp (BRONDANI et al. 1998) em Eugenia dysenterica, e verificaram
que a possibilidade de transferéncia ocorre devido a homologia na seqiéncia de DNA
em regides que flanqueiam os microssatélites. O mesmo foi feito por Martins et al.
(2006) que transferiram para S. lycocarpum primers desenvolvidos para Capsicum
spp. (BUSO et al. 2000). A transferéncia de marcadores microssatélites para espécies
diferentes faz com que eles tenham grande potencial no mapeamento comparativo e

na clonagem de genes interespecificos (CAIXETA et al. 2006).

No entanto, este marcador também apresenta limitagdes, como a impossibilidade
de desenvolver “primers universais”, ou seja, na grande maioria € necessario isolar e
desenvolver primers especificos para cada espécie, o que € um processo demorado,
trabalhoso e de alto custo. Porém, essa desvantagem € compensada, pois, uma vez
desenvolvidos, estes podem ser utilizados com a facilidade e rapidez da técnica PCR,
além da eficiéncia do uso desses marcadores pela comunidade (CAIXETA et al.
2006).

2.4.3 Marcadores moleculares isoenzimaticos
As proteinas sao compostas por um ou mais polipeptideos, e a sequéncia de

aminoacidos destes € determinada pela seqUéncia de nucleotideos; portanto,

pequenas mudangas na sequéncia de DNA podem alterar a estrutura de uma



29

proteina (GRIFFITHS et al. 2006). Enzimas sdo os produtos primarios dos genes; a
variagdo em sua estrutura poderia fornecer informagdes seguras com relagédo a
variabilidade do genoma (CARVALHO; TORRES, 2002).

As isoenzimas sio formas multiplas de uma mesma enzima codificada por um
ou mais locos génicos (ROBINSON, 1998; CARVALHO; TORRES, 2002; CAIXETA et
al. 2006), é um marcador codominante, em que os genotipos individuais podem ser
inferidos por meio do padrao de bandas (SOLFERINI; SELIVON, 2001).

Estudos com isoenzimas tém fornecido informagdes importantes para a
Biologia Evolutiva, pois tém permitido, dentre outros, a quantificagao de niveis de
variabilidade genética, estimativas de fluxo génico, elucidacdo de limites
interespecificos e estabelecimentos de relagdes evolutivas entre taxons (CAIXETA et
al. 2006; SOLFERINI; SELIVON, 2001). Andlises de isoenzimas podem ser
indicadoras de variabilidade genética populacional, pois os resultados sdo obtidos
baseados na frequéncia génica, e os locos sdo considerados uma amostra aleatoria
do genoma (ROBINSON, 1998). A variabilidade dos padrées enzimaticos de uma
populacdo geralmente é atribuida a segregacao genética e designada polimorfismo
(CARVALHO; TORRES, 2002).

O emprego das isoenzimas como marcadores contribuiu com informacdes para
diversos aspectos da genética vegetal (ROBINSO, 1998), como estudos taxondmicos,
filogenéticos, fisiolégicos e genéticos (BRUNE; ALFENAS, 1998). O custo
relativamente baixo, facilidade de adaptacdo para qualquer grupo de organismo, e
possibilidade de analisar grande numero de individuos e muitos locos de uma
amostra sdo as vantagens apresentadas por esta técnica (CAIXETA et al. 2006;
SOLFERINI; SELIVON, 2001). Nao sédo detectados efeitos deletérios, epistaticos ou
pleiotropicos associados aos alelos isoenzimaticos (CAIXETA et al. 2006).

No entanto, apresenta algumas dificuldades inerentes a metodologia. A técnica
se limita as enzimas soluveis, e somente sdo detectadas as substituicbes de
aminoacidos que resultam em diferencas na mobilidade da proteina durante a
eletroforese (ROBINSON, 1998). Os niveis de variabilidade podem estar sendo
subestimados, pois muta¢gdes no material genético nem sempre levam a alteragoes

na estrutura protéica e nem toda alteracdo na sequéncia de aminoacidos provoca
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diferenca na mobilidade eletroforética (SOLFERINI; SELIVON, 2001). Algumas outras
desvantagens sao comentadas por Caixeta et al. (2006), como baixo nivel de
polimorfismo por loco, influéncia do ambiente e do estagio de desenvolvimento da
planta na expressdo de certas enzimas e complexidade de alguns zimogramas, cuja

interpretacao é dificultada, devido a presenga de alelos nulos (ROBINSON, 1998).

2.5 A lobeira
De acordo com Silva Junior (2005), Solamen (Solanum) significa consolo, alivio,

em referéncia ao efeito de varias espécies do género de acalmar a dor e produzir
sono; lyco= lobo e carpum=fruto (lycocarpum), fruta de lobo.

O nome Solanum lycocarpum tem sido usado para um grupo de espécies muito
proximas: Solanum citrinum, S. grandiflorum, S. lycocarpum e S. aff. lycocarpum
(ALMEIDA et al. 1998). Neste estudo foi utilizado Solanum lycocarpum St. Hil. (Figura

2), pertencente a familia Solanaceae, apresentando em média 4m de altura.

Figura 2 — Individuo de Solanum lycocarpum St. Hil.

Solanum lycocarpum possui comportamento tipico de plantas pioneiras em
ambientes antropizados e ocupa principalmente areas degradadas, sendo muito

comum a presenga em margens de estradas.
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As inflorescéncias produzem de 6 a 13 flores, sdo agrupadas e do tipo cimeira
monocasica helicoidal distribuindo-se por toda copa da planta (OLIVEIRA FILHA;
OLIVEIRA, 1988). O pedunculo da flor & curto, calice piloso e aculeado que se separa
em trés segmentos quando a flor se abre. As pétalas das flores s&o azuis tendendo a
violeta, unidas entre si. As anteras formam um cone de cor amarela no centro da flor
(Figura 3a), e juntamente com o estigma sao dirigidas para cima (OLIVEIRA FILHO;
OLIVEIRA, 1988).

Solanum lycocarpum é andromondica, ou seja, apresenta no mesmo individuo
flores hermafroditas e flores funcionalmente masculinas (OLIVEIRA-FILHO;
OLIVEIRA, 1988). Floresce durante todo o ano, porém com maior intensidade durante
a estacao chuvosa (OLIVEIRA FILHO; OLIVEIRA, 1988; RODRIGUES, 2002;
MOURA, 2004). Martins (2005) verificou que a espécie se reproduz
predominantemente por cruzamento, mas analises genéticas indicam a auséncia de
mecanismos de incompatibilidade. No entanto, Oliveira Filho e Oliveira (1988), em
estudos com cruzamento controlado em S. lycocarpum, apontam mecanismo de auto-
incompatibilidade para esta espécie. As abelhas de grande porte do género Xylocopa
séo consideradas os polinizadores mais frequentes e eficientes (OLIVEIRA-FILHO;
OLIVEIRA, 1988).

Figura 3 — Flores (a) e frutos (b) de Solanum lycocarpum

O fruto é do tipo baga, que permanece verde mesmo quando maduro; o
endocarpo € polposo, amarelo e aromatico (Figura 3b); Rodrigues (2002) verificou

que a velocidade média de maturagdo dos frutos varia muito ao longo do ano,



32

relatando uma variagdo média de 47 a 120 dias. Quando maduros, os frutos caem no
chéo, facilitando acesso aos dispersores (RODRIGUES, 2002). Produzem numerosas
sementes, alta taxa de germinagao e rapida emergéncia (ALMEIDA et al. 1998). As
sementes sdo cinza-escuras, reniformes e achatadas (ALMEIDA et al. 1998).
Rodrigues (2002) relata que existe uma relagao positiva entre o numero de sementes
e a massa dos frutos de lobeira. Estudos de germinagdo de sementes de S.
lycocarpum, em condi¢des naturais, mostram que a germinabilidade é maior em
sementes dispostas em solos de ambientes antrépicos, sugerindo a existéncia de
algum fator fisico, quimico ou nutricional contribuinte para germinagdo e
estabelecimento de plantas (BORGUETTI; PESSOA, 1997). Durante estagio inicial de
desenvolvimento dessa espécie, podem-se observar estruturas tipicamente
xeromorfas, que contribuem para o estabelecimento inicial em ambiente natural (Elias
et al. 2003). Em condigdes de baixa disponibilidade de &agua, S. lycocarpum
apresentou um maior desenvolvimento no sistema radicular (VIDAL et al. 1999),
comprovando a adaptacédo da espécie em condigdes de estresse hidrico (CHAVES-
FILHO; STACCIARINI-SERAPHIN, 2001).

O fruto da lobeira é frequentemente consumido pelo lobo guara (Chrysocyon
brachyurus llliger), maior canideo da América do Sul, que ocorre principalmente no
Cerrado, e que morcegos podem ser possiveis consumidores do fruto da lobeira
(RODRIGUES, 2002). Mas pequenos mamiferos do cerrado também desempenham
esta funcdo (COUTERNAY, 1994).

O lobo guara pode percorrer até 40km em uma noite, o que o faz um eficiente
promotor de fluxo génico em longas distancias. A eficiéncia do lobo guara como
agente de fluxo génico via sementes em S. lycocarpum foi corroborada em um estudo
com marcadores moleculares (MARTINS, 2005), que observou a distancia média de
migragao de sementes em cerca de 20,26 km, e distancia de dispersdo de sementes
em até 40 km.

O gado também pode contribuir para a dispersdo de sementes, pois ha relatos
de que estes animais consomem a fruta do lobo, e s&o conduzidos pelas estradas por

vaqueiros; por onde passam podem estar dispersando as sementes.
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Nativos da regido de ocorréncia desta planta utilizam os frutos para fabricagao
de doces caseiros, xarope contra asma e polvilho contra diabetes. A infusdo da raiz é
utiizada para combater hepatite (ALMEIDA et al. 1998). Esta planta também é
utilizada como forrageira, ornamental, e a casca da planta € utilizada na tinturaria por
artesdes locais (ALMEIDA et al. 1998).

Santos et al. (2002) comentam que uma espécie de ampla distribuicdo
geografica, como € o caso da lobeira, podera originar populagdes geneticamente
distintas, uma vez que ambientes diferentes apresentam diferentes pressdes de
selegao, fazendo com que um gendtipo que proporciona valor adaptativo superior
num dado ambiente possua menor adaptacéo a outro.

Kageyama et al. (2001) comentam sobre a estratégia de selecionar espécies
modelos para serem estudadas para fins de conservacdo, relatando que essas
representam grupos de espécies com caracteristicas ecolégicas comuns e que tem
padrbes genéticos e ecoldgicos exploraveis, até certo ponto, para todo o grupo. Para
Martins (2005) S. lycocarpum apresenta caracteristicas que permite ser considerada
modelo para conservagao.

Devido a ampla distribuicdo e facilidade em ocupar ambientes antropizados,
surge a necessidade de estudar estrutura genética populacional em S. lycocarpum
comparando estes dois tipos de ambientes, pois perturbacdées no ambiente podem
promover perda de alelos e, assim sendo, pode estar ocorrendo grande ocupagao
pela espécie, porém com menor diversidade genética do que quando comparado a

ambientes sem grande intervengdo humana.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Biologia reprodutiva

3.1.1 Area de estudo

Foi selecionada uma populagdo de S. lycocarpum situada no municipio de

Morrinhos, sul do estado de Goias, sob as coordenadas 17° 55’ (S); 49° 00’ (W), esta
populacdo também foi estudada com marcador molecular SSR, sera apresentada
posteriormente denominada Populagdo 3 (Ma). Esta situada em uma area de
pastagem e ocupa aproximadamente 8800 m? sendo a amostra composta por 34
individuos com altura variavel entre 1,15 m e 3,03 m. Todos os individuos foram
georreferenciados com o auxilio de um aparelho GPS (e-trex Garmim ®), obtendo

assim um mapa da populagao (Figura.4 - C).

VR R T I ST Y T W W e Y ST B sa et AT 2

Figura 4 — (A) Mapa do Brasil, indicando os estados brasileiros (IBGE, 2005); (B) Estado de Goias,
apontando a localizagdo da Pop3 (Ma); (C) Distribuicdo espacial dos individuos de S.
lycocarpum estudados na Pop3 (Ma)

3.1.2 Coleta de dados
Durante um periodo de 13 meses, de junho de 2005 a junho de 2006, foi feita a

quantificagdo mensal de flores abertas e frutos em cada planta. Os individuos muito
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préximos foram considerados como apenas um individuo, pois se apresentavam em
forma de moitas, impossibilitando a distingdo entre eles.

Dados de temperatura do ar a 1m do solo (°C), umidade relativa do ar a 2m do
solo (%) e precipitacdo (mm) do municipio de Morrinhos foram obtidos durante o
periodo de estudo. Os dados meteorologicos foram fornecidos pela Estagdo de
Meteorologia da Universidade Estadual de Goias (UEG) — Unidade Universitaria
Morrinhos, Departamento de Geografia. A populagdo em estudo esta situada a uma

distancia aproximada de 20 km da estagao meteorologica.

3.1.3 Andlise estatistica
Foi estimada a producao total de flores e frutos durante o periodo em estudo, a

percentagem de plantas que se apresentaram no periodo reprodutivo € o numero
meédio de flores e frutos encontrados.

Para avaliar se floracdo e frutificacdo estdo relacionadas com as variaveis
ambientais, temperatura, umidade e precipitacdo, foram calculados os coeficientes de

correlagdo de Spearman (rs), que € uma estatistica ndo paramétrica, entre cada

variavel ambiental, e o valor mensal de flores e frutos encontrados na populagao.
Para as variaveis ambientais, foram consideradas a média mensal de temperatura e
umidade e a precipitacdo total de cada més. Para todas estas analises foi utilizado o
pacote estatistico SAS verséao 9.0.

Como recomendado por Kageyama (1977), o coeficiente de correlagédo de

Spearman (rs) foi utilizado nos dados referentes a variagdo ambiental, pois esses nao

seguem distribuicdo normal. Os coeficientes de correlagdo de Spearman foram

calculados de acordo com a eq.(1):

r —1-—620" (1)

* 7 (n-1)n)n+1)

Em que:

6 = Constante;
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d, = Diferengas entre as posigdes para as duas caracteristicas;

n = Numero de valores.

A significancia dos valores r, foi testada pelo teste t, conforme eq. (2):

Com n-2 graus de liberdade
Em que:
n = numero de dados em cada variavel.

(r.) = correlagao de Spearman

3.2 Estrutura genética populacional
3.2.1 Amostragem

O presente estudo, constantemente, refere-se a areas naturais e antropizadas,
portanto, leiam-se populagdes naturais como populagdes com menor indice de
intervengdo humana.

Foram selecionadas quatro populacdes de S. lycocarpum no Estado de Goias,
sendo duas, uma natural e uma antropizada, situadas a Sul do estado (municipios de
Morrinhos e Caldas Novas) e as outras duas, também uma natural e outra
antropizada, a Nordeste do estado (municipio de Alto Paraiso) (Figura 5). A selecao
de dois pares de populagdes, formados por natural préxima a antropica, foi feita para
permitir a comparagao da diversidade genética, assim como estimar o fluxo génico

aparente a curta e longa distancias.
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Figura 5 — Localizagdo geografica das quatro populagdes de S. lycocarpum estudadas com marcador
microssatélite no Estado de Goias
A populacéo 1 (Pa) é constituida por plantas situadas a margem de estradas,
com predominancia de Brachiaria sp. e sob coordenadas 17°46’ (S) e 49°01" (W). A
populagdo 2 (Pn) esta situada em uma area natural no municipio de Alto Paraiso,
constituida por poucas arvores de altura média entre 7 a 8 m, podendo ser
considerado entre as fitofisionomias do Cerrado como um campo sujo, situado a 1350
m de altitude, e sob coordenadas 14°07’ (S) e 47°31’ (W). Esta é a regido de maior
altitude do estado de Goias. A distancia cartografica entre populagdo 1 (Pa) e
populacéo 2 (Pn) é de 9 km.
A populacéo 3 (Ma) € a mesma utilizada para estudos de biologia reprodutiva e
consiste em uma area de pastagem no municipio de Morrinhos, regido Areias (Figura
4). Area com predominancia de Brachiaria sp., esta situada a 627 m de altitude. A

populagdo 4 (Mn) é uma populagdo natural de protegcdo ambiental localizada no
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Parque Estadual da Serra de Caldas Novas, constituindo uma populacéao tipica de
cerrado sentido restrito, onde ha poucas arvores de altura variando entre 7 e 8 m, e
uma diversidade de arbustos. Esta situada a cerca de 1000 m de altitude, sob
coordenadas 17°46’ (S) e 48°40’ (W). A distancia geografica entre a populagao 3 (Ma)
e a populagao 4 (Mn) é de 41 km.

A distancia entre as duas populacdes naturais € de 423,83 km; e entre as duas
populacdes antropicas € de 443,91 km.

A estratégia de coleta consistiu em percorrer a area em estudo, amostrando
todos os individuos encontrados até que o niumero amostral de 60 individuos fosse
atingido. Os individuos amostrados foram georreferenciados com uso de um
equipamento GPS (e-trex Garmim ®). As amostras foliares coletadas de cada
individuo foram armazenadas em silica gel e transportadas ao Laboratério de
Reproducdo e Genética de Espécies Arboreas (LARGEA), do Departamento de
Ciéncias Florestais da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz — ESALQ/USP,

para realizagao das analises.

3.2.2 Extracgao e quantificacdo do DNA gendmico
O protocolo utilizado para extracdo do DNA seguiu o procedimento CTAB

descrito por Ferreira e Grattapaglia (1998). Apds a extragdo, realizou-se a
quantificagdo do DNA das amostras por meio de comparagao com amostras de DNA
de quantidades previamente conhecidas (DNA do fago 1), apos eletroforese em gel
de agarose, durante 30min (sob 80V e 40 mA). O DNA, corado com brometo de
etideo, foi visualizado sob luz ultravioleta. Com base na quantificacédo, foi feita a

diluicdo das amostras a 2,5 ng/pl de DNA para analise.

3.2.3 Locos microssatélites
Como ainda ndo ha disponiveis primers para Solanum lycocarpum, foram

utilizados primers desenvolvidos para outra espécie de Solanaceae, Capsicum spp.

(pimenta e pimentdo) conforme Buso et al. (2000), e transferidos para a lobeira
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conforme realizado por Martins et al. (2006). A sequéncia de cada primer e a

respectiva temperatura de anelamento estao representadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Temperatura de anelamento (T,,), sequiéncia de cada par de primers e motivo da repetigao

Loco Tm Sequéncia de primer (5’ — 3’) Motivo*
CA 23 56°C GGCTCCTAGGTATGCACCAG (TC)a1
AATGTGATGCACAGTGCACC
CA 53 56°C CGACCTTCAGGACAGATCAT (TC)2s
CTGGTAACCTAGAAAGGCAG
CA 88 54°C AATGGATGTTCCCTTGCTTT (AG)22
CAACTGATCAACCATTCCGT
CA 144 54°C TAGAAACACAAAATGTCCCC (GT)s
CCATTGACAAGGACAATTCT (GA)21
CA 161 54°C CAGGTACGTGCTGCTATCAA (GA)32
TTGGTAAGAAGGCCTGGTAA
CA 158 56°C CATGCACGTACAACCTGTTT (GA)27
TAGTTCCCTTGCTGCAGTAA

*Motivos observados em Capsicum spp.

3.2.4 Reacdes de amplificacdo, eletroforese dos fragmentos amplificados e
interpretacdo dos géis
O coquetel (13pl) para realizacédo da PCR foi composto por 3,3 ul de DNA
gendémico (2,5 ng/ul), 0,34 pl de H,O MiliQ, 0,30 pl de dNTPs (2,5uM), 0,30 ul de BSA
(2,5 pg/ml), 0,30 pl de tampéo para PCR 1X (10mM de Tris-HCI, 50mM de KCI,
1,5mM de MgCl,, pH 8,3), 0,2 pl de cada primer (0,9 uM) e 1U de Taq DNA
polimerase (Phoneutria). As amplificacdes foram realizadas em termociclador MJ
Research PTC-100 utilizando o seguinte protocolo: 96°C por 2 minutos; 30 ciclos de
94°C por 1 minuto, temperatura de hibridagédo especifica de cada par de primers por 1
minuto, 72°C por 1 minuto e terminando com 72°C por 7 minutos.
Os fragmentos de DNA amplificados foram separados em gel desnaturante de

poliacrilamida a 5%, em cuba vertical (Hoefer SQ3 sequencer, Amersham Pharmacia
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Biotech, Sdo Francisco, CA, EUA) contendo tampao TBE 1X sob 1600V, 40 mA e
60W, por 1h e 15 minutos.

Apos a eletroforese, foi realizada a coloracdo com nitrato de prata, utilizando o
protocolo desenvolvido por Creste et al. (2001). A interpretacdo dos fragmentos
amplificados foi realizada visualmente por meio de comparagdo com marcador de
peso molecular padrdo (10bp DNA ladder, Invitrogen®), de maneira que fragmentos
apresentando diferentes pesos moleculares foram considerados como alelos

diferentes.

3.2.5 Marcadores isoenzimaticos
As populacdes utilizadas para estudo com marcadores isoenzimaticos, uma

natural e outra antropizada, estao situadas no Sul do Estado de Goias.

A populagédo antropizada, denominada Populacédo 5 (Ma), consiste em uma
area de pastagem no Municipio de Morrinhos, e a estratégia de coleta foi percorrer a
area coletando aleatoriamente folhas dos individuos, tendo sido coletado material
vegetativo de 41 individuos dessa populagdo. A populacdo natural € a mesma
utilizada para as analises com marcador microssatélite (Populagédo 4, Mn), conforme
descrita anteriormente; as analises foram realizadas com os 60 individuos coletados.
A distdncia entre estas duas populagdes € de 45km. As populagdes estao

apresentadas na Figura 6.
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Figura 6 — Localizagdo geografica das duas populagdes de S. lycocarpum estudadas com marcador
isoenzimas no Sul do Estado de Goias

O procedimento utilizado para obtengédo dos géis de isoenzimas é descrito por
Guimaraes (2006) e Guimaraes et al. (2006), que selecionaram 13 locos (a-Est,
6Ppgdh, Mdh, Po, Nadhdh, G6Pdh, Dia, Idh, Pmg, Pgi) para estudo da diversidade
genética em S. lycocarpum.

No presente estudo, foram utilizados dados de sete locos (IDH, NADHDH,
PMG, MR1, MR2, PO1 e PO2). Os demais locos ndo foram analisados devido a

dificuldades em sua interpretacao.
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3.2.6 Anédlise estatistica
3.2.6.1 Caracterizacao dos locos e diversidade genética
Todas as anadlises, que serao descritas neste item, foram utilizadas para os
dois tipos de marcadores apresentados neste estudo.
A diversidade genética em cada loco foi caracterizada utilizando o programa
GDA (LEWIS; ZAYKIN, 2000), a partir dos seguintes parametros: riqueza alélica ou

numero medio de alelos por loco (A ), heterozigosidade observada (H, ), diversidade
génica (H,), o indice de fixacdo de Wright ( f ) a 95% de significancia por 10.000
reamostragens bootstrap sobre locos para cada populagédo. O numero efetivo de

alelos por loco ( A,) foi estimado por meio da eq. (3):

~ 1
A= )

e

A maxima diversidade possivel em cada loco foi estimada a partir do numero

de alelos observados, segundo a eq.(4):

h. =(A-1/A (4)

A aderéncia das freqléncias genotipicas as propor¢cdes esperadas pelo
Equilibrio de Hardy-Weinberg foi testada por meio do teste exato de Fisher. As
probabilidades exatas menores que o nivel de significancia (a=0,05 ou 0,01) indicam
desvios significativos nas proporgées de Hardy-Weinberg.

Foi realizado o teste X? para testar a significdncia do nuimero de alelos
encontrado entre as populagbes estudadas. O grau de liberdade foi calculado
G.L.=(L-1)(C-1), conforme Centeno (2002).

3.2.6.2 Estrutura genética
Para os dados obtidos com os marcadores SSR e isoenzimaticos calculou-se a

estrutura genética entre as populacdes, que foi caracterizada pela analise da

variancia hierarquica das frequéncias alélicas com base em Weir (1996). As
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estimativas de parametros genéticos obtidas foram: ¢, = divergéncia genética entre

populagdes, f = indice de fixagdo médio dentro de populagdes, F = indice de fixagao
total para o conjunto das populagdes. Estas estimativas foram calculadas usando o
programa GDA (LEWIS; ZAYKIN, 2000). O intervalo de confianca a 95% dessas
estimativas foi obtido por 10.000 reamostragens bootstrap sobre locos.
Adicionalmente, a diferenciacdo genética entre populagbes foi estimada

usando a estatistica G, , segundo método de Hedrick (2005) e usando o programa
GDA_NT (Degen, 2006).
O fluxo génico aparente (Nm) entre populacdes foi estimado de forma indireta

conforme a equacao apresentada abaixo, segundo o modelo de ilhas proposto por

Crow e Aoki (1984), que corrige a analise para pequeno numero de populagdes, eq.

(5):
Nm = i(i - J (5)

Em que:
Nm : numero de migrantes por geragéo;
F, : divergéncia genética entre populagdes; e

a : corregao para o numero finito de populagdes (n), como mostrado na eq.(6):
a=[n/(n-1)f (6)

Na equacéo 5 além do indice Fy foi também utilizado 0 G yieqie)» UE € UM
analogo do F,; adaptado para alelos multiplos e que pode variar entre 0 e 1
(HEDRICK, 2005). Obtendo assim o fluxo génico aparente obtido para as estimativas
de divergéncia F; e éST(Hedrick)'

Em locos microssatélites, o processo mutacional ndo estd de acordo com o

que se admite no modelo de alelos infinitos. Por esse motivo, além da estimativa do



44

A

0,, foi calculada uma analoga a esta, denominada ﬁST (SLATKIN, 1995),

desenvolvida especificamente para dados de microssatélite. A estatistica Ry, um
estimador de R, foi estimada para o conjunto de populacdes e entre pares de

populagdes, usando o programa Rst Calc versdo 2.2 (GOODMAN, 1997). A
significancia da estimativa foi obtida por meio de 1000 permutagdes e o intervalo de
confianga a 95% por 10000 reamostragens bootstrap.

O teste de Mantel foi aplicado nos dados SSR para avaliar se ha correlagao

positiva entre a matriz de diferenciagao genética (RST) entre pares de populacdes e a

matriz de distancia geografica entre as mesmas, com uso do programa NTSYS-pc
1.70 (ROHLF, 1992). A comparagcdo das matrizes foi realizada com o intuito de

verificar se existe correlagao entre diferenciacao genética e distancia geografica.

3.2.6.3 Taxa de cruzamento
A Taxa de fecundagdo cruzada foi estimada, para todas as populagdes

estudadas, conforme o procedimento descrito por Weir (1996) e Vencovsky (1994).
Eq(7).

A

-9
1+ f)

a

3.2.6.4 Padrao espacial da estrutura genética intrapopulacional
A estrutura espacial genética intrapopulacional foi analisada para os locos SSR

nas populagdes 1 (Pa) e 4 (Mn); e para os locos Isoenzimaticos na populagéo 4 (Mn).
Nas populagdes 2 (Pn), 3 (Ma) e 5 (Ma) néo foi possivel fazer tal estudo, pois os
individuos localizavam-se muito proximos, ndo permitindo a separacao de classes de
distancias adequadas para a utilizagdo do programa estatistico. A populagéo 4 (Mn) foi
a unica estudada com os dois marcadores moleculares, e os mesmos individuos foram

amostrados para os ambos. Por tais motivos, foi analisada a distribuicdo espacial dos
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gendtipos somente nas populagdes 1 (Pa) e 4 (Mn), com locos SSR, comparando-se as
areas natural e antropica, embora estas estejam situadas em diferentes regides do
estado de Goias; e na populagéo 4 (Mn) com locos isoenzimaticos, e assim, comparar
os resultados obtidos para os dois marcadores.

Para a analise da correlacdo entre as distancias espacial e genética entre os
individuos das referidas populagdes, foi utilizado o programa estatistico SGS (Spatial
Genetic Software) versdo 1.0, desenvolvido por Degen et al. (2001). Foi utilizado o
numero de classes igual a seis (6) para a populagéo 1 (Pa) (Figura 7); e sete (7) para a
populagdo 4 (Mn), para os marcadores SSR e isoenzimaticos (Figura 8). O teste foi
realizado com 9999 permutagdes, para fins de obter o intervalo de confianga a 95% de
significancia. Foi entdo construido o distograma, grafico resultante da distancia genética
encontrada entre os individuos. Se n&o ocorrer estruturagao genética, pode-se entender

que os individuos encontram-se distribuidos aleatoriamente na populagao.

Pares de dados por distdncia de classe

800

600

400+

200+

| I
61 122 183 244 305 366

Distancia espacial

Figura 7 — Numero de pares de pontos para cada uma das seis classes de distancia geografica (m) entre
60 plantas de lobeira localizadas na populagédo 1 (Pa) estudadas com os locos SSR. No.=
numero de pares. Distancia espacial apresenta o limite superior das classes de distancia
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Pares de dados por distancia de classe
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Figura 8 — Numero de pares de pontos para cada uma das sete classes de distancia geografica (m) entre
60 plantas de lobeira localizadas na populagdo 4 (Mn) estudadas com os locos SSR e
Isoenzimaticos. No.= numero de pares. Distancia espacial apresenta o limite superior das
classes de distancia

3.2.6.5 Tamanho efetivo populacional
O Tamanho efetivo populacional (Ne), para cada populacédo, foi calculado com

base no valor do coeficiente de endogamia (f) estimado para cada populagao de

acordo com a equacgao apresentada por Vencovsky e Crossa (1999), eq. (8):

>

=Z>
]
=
+
—h)

n € o numero de individuos amostrados.
Se o valor de f, como indice de fixagao, for negativo deve-se assumir o valor

zero para o coeficiente de endogamia, devido ao fato de que os valores que podem ser

atribuido a esta estimativa variam entre O e 1.
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Para estimar o tamanho efetivo de mais de uma populagao, conjuntamente, sera
assumido o numero de populagdes como infinito, conforme Martins (2005) que comenta
que S. lycocarpum € uma espécie que ocupa praticamente toda a extenséo da area de
estudo, podendo considerar o numero de populagdes na regido como infinito.

Para o caso de varias populagdes, tem-se a eq. (9):

1
N, =— 9
e(v) 2D1 ()
D, esta representado na eq. (10):
1+c?( S° 1 1] 1+F
D,=F X - |+ —1T 10
' 5{5(3—1]3—1 n} 2n (10)

Em que:

¢ = coeficiente de variacdo do numero de individuos amostrados por populagdes

S = numero de populagbes amostradas;

S”= namero real de populacdes que existe na natureza;

n = numero de individuos amostrados.

Nao é possivel estimar o numero real de populacbes que existe na natureza,

portanto, para o termo (SS—

i . 1 i
J sera assumido o valor 1; e para o termo (S* . sera

assumido o valor 0.

Sendo assim a equagao (9) sera aproximadamente a eq. 11.

(11)
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O numero de populagdes que devem ser conservadas para reter um tamanho

efetivo de 500 foi demonstrado por Vencovsky e Crossa (1999). Eq. (12)

S
Ne(ref)=
2x0,

Em que:

S = numero de populagdes que devem ser consideradas.

A

A estimativa Gy (i, @P€sar de ser analoga ao ¢,, ndo foi utilizada para

A

estimar o N,, pois as estimativas 6, e F; sao obtidas por meio da variancia, e

A

Gor(rearicry © Obtida por meio de heterozigosidade, nao sendo, portanto, adequada a para

aplicagédo na equacgao (10).
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4 RESULTADOS
4.1 Biologia reprodutiva

Durante o periodo estudado, 100% dos individuos da populacéo floresceram em
pelo menos um més, e 78,1% das plantas frutificaram em pelo menos um dos meses
estudados. Os valores referentes a porcentagem de plantas com flores e frutos e média
desses por plantas estdo apresentados na Tabela 2. Os numeros totais de flores, de
frutos, precipitagdo (mm), temperatura (°C) e umidade relativa do ar (%), obtidos para

cada més, estao apresentados na Tabela 3.

Tabela 2 - Resultados referentes a valores mensais de porcentagem de plantas com flores e frutos, e
média destes na populagao

Meses Plantas com Plantas com Média de Média
flores (%) frutos (%) flores/planta frutos/planta
Jun/05 58,1 50,0 74 5,3
Jul/05 67,6 32,3 6,6 1,8
Ago/05 73,5 11,8 7,6 2,7
Set/05 70,6 41,2 7,8 2,0
Out/05 79,4 35,3 17,1 3,6
Nov/05 79,4 41,2 17,5 54
Dez/05 76,5 38,2 12,8 2,2
Jan/06 84,8 23,5 19,0 1,6
Fev/06 84,8 27,3 22,8 1,3
Mar/06 90,6 50,0 28,3 2,6
Abr/06 81,2 62,5 13,1 2,9
Mai/06 87,1 12,5 12,0 1,2
Jun/06 71,0 46,9 11,6 2,3

A maior producao de flores ocorreu no més de marco de 2006, e de frutos em
novembro do mesmo ano. No entanto, o0 més que apresentou maior porcentagem de
plantas com frutos foi abril de 2006.

Ocorreu uma variagao significativa na precipitagdo no decorrer do ano; o periodo
que apresentou valores mais elevados foi de novembro de 2005 a abril de 2006, sendo
que a maior precipitacdo ocorreu no més de dezembro. A temperatura média
apresentou resultados relativamente constantes durante todo o periodo em estudo.
Entretanto, provavelmente ocorreram maiores variagdes de temperatura se ndo forem

considerados valores médios. Sobre os dados referentes a umidade, embora nao
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tenham apresentado grandes variagdes, os valores mais elevados acompanharam a

precipitagao.

Tabela 3 - Valores encontrados para produgcdo mensal de flores e frutos, e variaveis climaticas:
precipitagéo, temperatura e umidade relativa do ar

Meses Total de Total de Precipitacdo Temperatura Umidade
flores frutos (mm) (OC) relativa(%)
Jun/05 134 -—- 7,0 21,4 57,1
Jul/05 151 20 0,0 201 51,9
Ago/05 189 11 13,0 22,0 41,1
Set/05 187 28 15,0 24,7 45,5
Out/05 462 43 71,8 26,9 43,5
Nov/05 473 76 3271 24 1 71,2
Dez/05 333 29 480,2 23,8 70,2
Jan/06 533 13 193,8 23,8 65,6
Fev/06 640 12 162,7 24,7 71,9
Mar/06 820 41 328,0 24,5 78,2
Abr/06 340 59 129,4 23,5 72,4
Mai/06 325 5 17,6 19,9 60,6
Jun/06 236 34 0,6 19,1 56,0

Durante todo periodo de estudo foram registradas 4945 flores abertas e 442
frutos foram produzidos durante este mesmo periodo. O numero de frutos produzidos
representa 8,4% do total de flores.

A Figura 7 apresenta a distribuicdo de flores e frutos durante todo o ano e a
Tabela 4 apresenta os valores obtidos para a Correlagdo de Spearman, relacionando

floracéo e frutificagdo com as variaveis ambientais.
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Figura 9 — Quantidade de flores abertas e produgéo de frutos em S. lycocarpum em uma populagdo em
Morrinhos, GO, no periodo de junho de 2005 a junho de 2006

A floracédo tendeu a apresentar valores ascendentes durante o periodo de maior
precipitacdo. Apenas no més de dezembro houve um pequeno decréscimo na produgao
de flores, que continuou aumentando até o més de marcgo, quando se iniciou a reducao
da precipitacdo e da producédo de flores. Houve dois picos de frutificagdo, um em
novembro e outro em abril. O pico de frutificagdo de abril ocorreu cerca de um més

depois do pico de floragao.

Tabela 4 - Resultados referentes a Correlagéo de Spearman (I )

Numero total Temperatura (°C) Umidade (%) Precipitagdo (mm)
Flores r,=0,571* r,=0,677* r, =0,808*
Frutos r, =0,396 r, =0,319 r,=0,412

* P<0,05.

Os resultados indicam que houve correlagdo significativa entre o numero de
flores e a precipitacao (0,808). Para os frutos o valor de t n&o foi significativo em relagao

as trés variaveis ambientais, sugerindo que nao haja correlagcéo entre eles.
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4.2 Diversidade genética
4.2.1 Marcadores microssatélites

Para os 240 individuos estudados nas quatro populagbes de S. lycocarpum,
foram encontrados 30 alelos, com polimorfismo reduzido para a maioria dos locos.
Apenas o loco CA158 apresentou numero elevado de alelos (n=20), como esperado
para marcadores microssatélites. O loco CA88 foi excluido das analises de diversidade
genética por ser monomorfico. O perfil do Gel para o loco CA158 para a populagao

natural em Caldas Novas/GO (Populagéo 4) é representado na Figura 8.

Figura 10 — Perfil dos gendtipos microssatélites do loco CA158 na populagdo natural de S. lycocarpum
em Caldas Novas (Pop4). Gel de poliacrilamida e coloragdo com nitrato de prata

Com excecéao do loco CA158, em que foram observados 20 alelos, o numero de

alelos por loco foi reduzido (Tabela 5). Embora o loco CA158 tenha apresentado o

A

maior numero efetivo de alelos por loco (A,= 5,26), esse valor € quase quatro vezes

menor que o numero de alelos observados. Essa diferenca ocorre devido a distribuicao
desigual das frequéncias alélicas. Em outros termos, isto indica que um grande numero
de alelos neste loco tem baixa frequéncia. O loco CA158 foi o que apresentou maiores

valores para diversidade génica (H,= 0,810) e proporgdo de diversidade méaxima

[ﬁe/ﬁmax= (0,810/0,95) =0,852], indicando que a diversidade génica observada

representa 85,2% da maxima diversidade possivel para esse loco, caso todos os alelos
tivessem exatamente a mesma frequéncia (1/20=0,05). A diversidade génica foi
reduzida para os locos CA53 e CA161, devido a elevada ocorréncia de um determinado
alelo.
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Tabela 5 - Genética descritiva dos locos microssatélites considerando os individuos de todas as
populagdes conjuntamente. N = nimero de individuos amostrados, A= numero de alelos,

A,= numero efetivo de alelos por loco, H,= diversidade génica, h,, = diversidade

maxima, H, /h,_,, = proporgéo de diversidade maxima (em%)

LOCO n A A, H. . H,/h,
CA23 237 3 2,27 0,555 0,666 83,3%
CA53 238 2 1,01 0,012 0,500 2,4%
CA144 224 3 1,40 0,288 0,666 43,2%
CA158 232 20 5,26 0,810 0,950 85,2%
CA161 236 2 1,00 0,004 0,500 0,8%

4.2.2 Frequéncias alélicas
Os padrdes das frequéncias alélicas apresentaram uma pequena variagao entre

as populacoes, especialmente entre a Populagcdo 4 (Mn) e as demais, pois ali houve a
presenca de seis alelos exclusivos e raros (Tabela 6). Pode-se observar que a
Populagdo 4 (Mn) e o loco CA158 foram os que mais apresentaram alelos privados.
Porém, para alguns desses encontrou-se frequéncia bastante baixa (0,008). Estes
ocorreram em apenas um individuo heterozigoto da populagdo. Na populagao 3 (Ma),
proxima a populagao 4 (Mn), foram observados também dois alelos exclusivos. Nas
demais n&o foram observados alelos exclusivos.

Comparando as populacées menos antropizadas (Populagdes 2 (Pn) e 4 (Mn))
com as antropizadas (Populagdes 1 (Pa) e 3 (Pn)), observa-se claramente que as
antropizadas apresentam um menor numero de alelos, embora o tamanho amostral

tenha sido o mesmo para todas (60 individuos).
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Tabela 6 - Frequéncia dos alelos nos cinco locos microssatélites nucleares nas populagdes estudadas e

numero de individuos amostrados

Loco Amostra/Alelos Populagbes
(pb) 1 (Pa) 2 (Pn) 3 (Ma) 4 (Mn)
CA23 (n) 60 59 60 58
98 0,067 0,119 0,092 0,147
100 0,048 0,298 0,283 0,302
102 0,525 0,602 0,625 0,552
CA53 (n) 60 60 60 58
190 - 0,017 - 0,009
192 1,000 0,983 1,000 0,991
CA144 (n) 60 56 52 56
86 0,883 0,964 0,779 0,464
88 0,117 0,036 0,221 0,509
90 - - - 0,027
CA158 (n) 60 56 59 57
200 - - 0,025 -
202 - - 0,008 -
206 - 0,018 - 0,114
208 - 0,009 0,042 0,114
210 - 0,009 0,220 0,211
212 0,175 0,152 0,127 0,140
214 0,092 0,125 0,407 0,044
216 0,150 0,054 0,034 0,053
218 0,292 0,330 0,034 0,070
220 0,238 0,241 0,034 0,070
222 - 0,027 0,042 0,070
224 0,008 - - 0,018
226 - - - 0,026
228 - - - 0,035
230 - 0,009 0,025 -
232 - 0,009 - 0,009
234 - 0,009 - 0,009
236 - - - 0,009
240 - - - 0,009
CA161 (n) 60 60 60 56
174 - - - 0,009
178 1,000 1,000 1,000 0,991
Total 13 20 18 26
Exclusivos 0 0 2 6

A aplicagdo de um teste X? indicam que ha uma variagdo significativa no

numero de alelos observados entre as populagdes naturais e antropizadas (Tabela 7).
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Tabela 7 — Valores encontrados para o teste X 2 , para as populagdes estudadas com locos SSR

Populactes X 2 encontrado X *taetado (95% de significancia)
PopNat x PopAnt 6,72* 3,84
Pop1 (Pa) x Pop2 (Pn) 6,93** 3,84
Pop3(Pa) x Pop4 (Pn) 6,03* 3,84
Todas 13,40** 7,81

* P<0,05; ** P<0,01.

PopNat representa o conjunto de populagbes naturais; PopAnt representa o conjunto de
populagdes antropizadas.

4.2.3 Teste do Equilibrio de Hardy-Weinberg
As probabilidades do teste exato de Fisher mostraram que dos cinco locos

microssatélites nucleares utilizados nesse estudo, os locos CA158 e CA23
apresentaram desvios significativos das proporgbes esperadas pelo modelo de
equilibrio de Hardy-Weinberg em todas as populagdes. Os demais locos né&o

apresentaram desvios significativos (Tabela 8).

Tabela 8 - Probabilidades exatas (Teste Exato de Fisher) dos desvios das propor¢des de Hardy-Weinberg
em locos microssatélites nucleares nas populag¢des de S. lycocarpum

CA23 CA53 CA144 CA158 CA161
Pop1 (Pa) 0,000** 1,000 1,000 0,000** 1,000
Pop2 (Pn) 0,000** 1,000 1,000 0,000** 1,000
Pop3 (Ma) 0,001* 1,000 0,052 0,000** 1,000
Pop4 (Mn) 0,000** 1,000 0,000** 0,001* 1,000

* P<0,05; **P<0,01.

4.2.4 Diversidade genética intrapopulacional
As populacbdes antrépicas apresentaram numero médio de alelos por loco

ligeiramente inferiores as populagdes naturais. O numero médio de alelos por locos nas
populagdes 1 (Pa) e 3 (Ma) foi de 2,60 e 3,60, respectivamente, e nas naturais 2 (Pn) e
4 (Mn) foi 4,2 e 5,2, respectivamente (Tabela 9). Entre as populagdes, a populagéo 4

(natural) foi a que apresentou maior riqueza alélica e maiores niveis de diversidade
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génica (I—A|e =0,409) e heterozigosidade observada (ﬁo =0,480). Nao se observaram

diferengas significativas de diversidade genética entre as regides. Entretanto, avaliando-
se cada regido separadamente, a diversidade genética foi sensivelmente maior nas

populacdes naturais em comparacao as antrépicas. O valor médio entre populagdes de

heterozigosidade observada (I:|O=O,346) foi maior que a diversidade génica

(ﬁe =0,334), indicando a presenga de mais heterozigotos nas populagdes estudadas

do que esperado pelo equilibrio de Hardy-Weinberg. O indice de fixagdo nao diferiu de

zero em todas as populagdes estudadas, indicando auséncia de endogamia.

Tabela 9 - Estimativa de diversidade genética para as quatro populagbes estudadas. N = numero de
individuos; A=nimero de alelos por loco; H, =diversidade  génica;

H, =heterozigosidade observada; f =indice de fixacéo

Amostra n A HAe |:|o f (lCQ5%)*

Alto Paraiso

Pop1 (Pa) 60 2,60 0,309 0,286 0,072 (-0,469 a
(2,07) (0,347) (0,337) 0,510)

Pop2 (Pn) 60 4,20 0,289 0,259 0,106 (-0,390 a
(4,97) (0,361) (0,316) 0,464)

Sul de Goias

Pop3 (Ma) 60 3,60 0,328 0,357 -0,090 (-0,275 a
(4,22) (0,334) (0,341) 0,051)

Pop4 (Mn) 60 5,20 0,409 0,480 -0,175 (-0,513 a
(6,06) (0,384) (0,423) 0,098)

Média 60 3,90 0,334 0,346 -0,035 (-0,339 a
(4,30) (0,350) (0,332) 0,274)

() desvio padrao; *(IC) intervalo de confianga a 95% de probabilidade, usando 10000 reamostragens
bootstrap sobre locos.

4.2.5 Estrutura genética e fluxo génico
Os resultados das estatisticas F sugerem auséncia de endogamia nas

populagdes (Tabela 10). O indice de fixagdo para a média das populagdes foi negativo
e nao estatisticamente diferente de zero, de acordo com o intervalo de confianca a 95%
de probabilidade. O maior indice de fixagdo para o conjunto das populagdes foi obtido

para o loco CA144 (IE =0,239), porém o valor médio entre locos para este parametro

(IE = 0,064) nao difere estatisticamente de zero, sugerindo auséncia de endogamia. Por
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outro lado, as medidas de diferenciagdo genética entre populagbes indicaram
diferengas genéticas significativas nas freqliéncias alélicas entre populagdes. Como
esperado, a medida de diferenciacdo genética entre populagdes de Hedrick

(Gsr(nearicry =0,167), que considera, além das frequéncias alélicas, os diferentes tipos de

alelos existentes nas populagdes, apresentou o maior valor de diferenciagdo genética
entre populagdes, seguida da medida de Weir e Cockerham (1984) e da estatistica
RHO (GST(Hedrick) > ap > RST )

Tabela 10 — Estatisticas F (método Weir & Cockerham, 1984) para quatro populagbes de S. lycocarpum.
f = indice de fixagdo; F ¢ o indice de fixag&o total para o conjunto das populagdes; 9p éa

divergéncia genética entre as populagdes; Ry = divergéncia entre as populagdes;

GST(Hedrick) € a divergéncia genética média entre as populagbes baseado no meétodo de

Hedrick (2005)
Loco f F 9p RST GST(Hedrick)
CA23 -0,333 0,007 -0,324 -0,002 0,025
CAS53 -0,005 0,001 -0,003 0,001 0,008
CA144 -0,345 0,239 -0,023 0,255 0,295
CA158 0,277 0,091 0,343 0,129 0,501
CA161 -0,000 0,000 0,000 0,000 0,007
Média -0,035 0,064 0,095 0,076 0,167
(|_C_)1 (-0,338 a 0,274) (-0,319 a 0,340) (0,007 a 0,233) (0,061 2 0,103) (%%;Aé)a
Nm 1,34 3,00 0,70
(1.C.)* (0,362 0,17) (0,27 a 3,62)

" Intervalo de confianga a 99% obtido por 10000 reamostragens bootstrap sobre locos.
*a 95% utilizando 10000 bootstraps.
** P<0,001. Estimado a partir de 10000 permutacdes entre populagoes.

A estimativa do fluxo génico historico mostrou quadros diferentes em fungao dos
diferentes métodos de estimacéo da diferenciagdo genética entre populag¢des. Enquanto

as estatisticas ¢, e R, indicam alto fluxo génico histdrico, a estatistica Gg; .0y iNdica

baixo fluxo génico entre populagdes, em concordancia aos alelos exclusivos

observados.
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4.2.6 Distancia genética e isolamento pela distancia
Os dados da Tabela 11 indicam maior proximidade genética entre as populagdes

geograficamente mais préoximas. Na regido de Alto Paraiso, a divergéncia genética

entre as populagbes 1 (Pa) e 2 (Pn) (Rs; = 0,004) foi nula, e ocorreu elevado fluxo

génico entre estas duas populacgdes. A divergéncia entre as demais foi significativa, e o
fluxo génico foi significativamente inferior quando comparado entre as populac¢des 1(Pa)
e 2 (Pn).

Tabela 11 - Distancia genética (6,, Rq; e GST(Hedrick)) e fluxo génico (Nm) entre pares de populagdes.

Entre parénteses ha o intervalo de confianca a 95% por meio de 10000 reamostragens
“bootstrap” sobre locos

Populagdes 0, Rsr G (rearion)
Pop1/Pop2 0,008 0,004 0,023
(Pa/Pn) (-0,00220,035)  (-0,002 a 0,207)

Nm=7.68 Nm=15,43 Nm=2,633
Pop1/Pop3 0,091* 0,062* 0,166
(Pa/Ma) (0,01820,153) (0,032 a 0,100)

Nm=0,619 Nm=0,93 Nm=0,311
Pop1/Pop4 0,123* 0,086* 0,200
(Pa/Mn) (0,010 a 0,303) (0,066 a 0,287)

Nm=0,442 Nm =0,65 Nm=0,248
Pop2/Pop3 0,089 0,077* 0,147
(Pn/Ma) (-0,00420,135) (0,049 a 0,283)

Nm=0,634 Nm=0,74 Nm=0,359
Pop2/Pop4 0,150 0,111* 0,217
(Pn/Mn) (0,002 0,424) (0,091 a 0,479)

Nm=0,351 Nm =0,49 Nm=0,223
Pop3/Pop4 0,080* 0,039* 0.147
(Ma/Mn) (0,001 a 0,164) (0,024 a 0,235)

Nm=0,713 Nm=1,52 Nm=0,359
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Apesar da maior semelhanga genética entre as populagdes mais proximas, a
correlagdo entre matrizes geografica e genética, apesar de alta, nao foi

significativamente diferente de zero (r= 0,850 com probabilidade de 16%).

4.3 Marcadores isoenzimaticos
4.3.1 Caracterizacdo dos locos

Para os 101 individuos estudados nas duas populagbes de S. lycocarpum,
foram encontrados 15 alelos para os sete locos analisados. O loco Idh apresentou-se
monomorfico nas duas populagdes. Entretanto, os resultados obtidos com este
marcador devem ser tomados com cautela, pois 0 numero amostral foi diferente nas
duas populagdes, 60 individuos na Populacdo 4 (Mn) e 41 individuos na Populagao 5
(Ma).

Os locos Nadhdh e Mr1 foram os que apresentaram maior numero de alelos

por loco (A=3), mas o loco Mr2 foi 0 que apresentou maior numero de alelos efetivos

por loco (Ae =2), devido a alta frequéncia dos dois alelos observados nesse loco (Tabela
12). Ali foi encontrada proporcao de diversidade génica maxima (ﬁe/ﬁmax=100%). A
heterozigosidade observada foi maior que a esperada em dois locos, Mr2 (I:|O=O,813;

ﬁe=0,500) e Po1 (ﬁo=0,382; I:|e=0,342), indicando maior numero de heterozigotos

que o esperado pela proporgao do Equilibrio Hardy-Weinberg. Em outros termos, pode
estar sugerindo selecao a favor de heterozigotos, porém os valores observados no loco

Po1 sdo proximos e provavelmente nao diferem estatisticamente.
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Tabela 12 - Genética descritiva dos locos isoenzimaticos. N = ndmero de individuos amostrados; A=
numero de alelos por locos; A,= nimero de alelos efetivos por locos; H, = diversidade

génica; = heterozigosidade observada; = diversidade maxima; H,/h_, =

proporgao de diversidade maxima (em%).
LOCO n A Ae HAE HAO I:1\T'I"I61X HAE /ﬁmax
Idh 84 1 1,000 0,000 0,000 0,000 0,0%
Nadhdh 68 3 1,336 0,252 0,073 0,666 37,8%
Pgm 94 2 1,048 0,046 0,000 0,500 9,2%
Mr1 93 3 1,418 0,295 0,013 0,666 44,2%
Mr2 75 2 2,000 0,500 0,813 0,500 100%
Po1 91 2 1,519 0,342 0,382 0,500 68,4%
Po2 43 2 1,824 0,452 0,130 0,500 90,4%

4.3.2 Freguéncias alélicas
Podem-se observar poucos alelos exclusivos nas populagdes (Tabela 13),

sendo um na populagédo 4 (Mn) e dois na populagdo 5 (Ma). Porém, conclusdes

referentes a alelos exclusivos devem ser tomadas com cautela, pois a ndo observagao

do alelo n&o implica sua auséncia, pode ser apenas que o alelo ndo foi amostrado. No

entanto, a presenca destes alelos “exclusivos” sugere auséncia e/ou restricdo de fluxo

génico entre estas duas populagdes. Outro fator que contribui para esta hipotese € a

maior frequéncia do alelo 1 no loco Po2 na populagao 4 (Mn), diferente da populagao 5

(Ma), onde o alelo 2 tem maior freqiéncia. Diferengas contrastantes nas frequéncias

alélicas entre as populagcdes também sao observadas no loco Nadhdh, Mr1 e Po1.
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Tabela 13 - Freqiiéncia dos alelos nos sete locos isoenzimaticos nas duas populagbes estudadas; N =

numero de individuos amostrados

Loco Amostra/Alelos Populagdes
4 (Mn) 5 (Ma)

Idh n 48 36

1 1,000 1,000
Nadhdh n 41 27

1 0,707 0,963

2 0,268 0,037

3 0,024 -
Pgm n 53 41

1 1,000 0,951

2 - 0,049
Mr1 n 55 38

1 0,873 0,776

2 0,127 0,184

3 - 0,039
Mr2 n 38 37

1 0,461 0,432

2 0,539 0,568
Po1 n 53 38

1 0,377 0,118

2 0,623 0,882
Po2 n 27 16

1 0,741 0,469

2 0,259 0,531
Total 13 14
Exclusivos 1 2

O teste X? realizado para verificar se existem diferengas no nimero de alelos

entre estas duas populagdes ndo apresentou variacéo significativa, X Zencontrae = 0,37

2 =
( X “tabelado =

3,84, com um grau de liberdade).

4.3.3 Teste do Equilibrio de Hardy-Weinberg

As probabilidades do teste exato de Fisher mostraram que dos sete locos

isoenzimaticos utilizados neste estudo, os locos Nadhdh, Mr1, Mr2 e Po2, apresentaram

desvios significativos das proporgbdes esperadas pelo modelo de Hardy-Weinberg nas

duas populagdes: o loco PGM apresentou desvio somente na Pop5. (Tabela 14)
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Tabela 14 - Probabilidades exatas (Teste Exato de Fisher) dos desvios das proporgdes de Hardy-
Weinberg em locos isoenzimaticos em duas populagbes de S. lycocarpum

Populagéo Idh Nadhdh Pgm Mrl Mr2 Pol Po2
Pop4 1,000 0,000** 1,000 0,000**  0,000** 0,557 0,000**
Pop5 1,000 0,016* 0,000** 0,000** 0,000** 1,000 0,015*

*P<0,05;"P<0,01.

4.3.4 Diversidade genética intrapopulacional
A populagdo antropica apresentou numero médio de alelo por loco

ligeiramente superior a natural. No entanto, a populagé&o natural apresentou valores de

heterozigosidade esperada em Equilibrio de Hardy-Weinberg (I:|e=0,289) e
heterozigosidade observada (ﬁ0=0,223) ligeiramente superiores aos encontrados na

area antrépica (Tabela 15). Contudo, o indice de fixagcdo ( f ) ndo foi significativo para

nenhuma das populagdes, indicando auséncia de endogamia para ambas.

Tabela 15 - Estimativa de diversidade genética para as duas populagdes estudadas com locos
isoenzimaticos. N = nimero médio de individuos; A= numero médio de alelos por loco;

H . = diversidade génica; H = heterozigosidade observada; f = indice de fixagéo

~ ~ ~

Populagdo  n A H, H, f (*.C.o5%)*
Pop4 (Mn) 45 1,86 (0,69) 0,289 (0,216) 0,223 0,279 (0,177 a
(0,321) 0,716)
Pop5(Ma) 33 2,00 (0,58) 0,250 (0,209) 0,180 0,141 (-0,404 a
(0,294) 0,729)
Média 39,1 1,93(0,53) 0,270(0,189) 0,201 0,284 (-0,171 a
(0,301) 0,712)

() desvio padrao; * (1.C.) intervalo de confianga a 95% de probabilidade, usando 10000 reamostragens
bootstrap sobre locos.

4.3.5 Estrutura genética
Os resultados das estatisticas F indicaram auséncia de endogamia nas

populagbdes (Tabela 16). Por outro lado, as medidas de diferenciagao genética entre
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populacbes foram relativamente altas e significativamente diferentes de zero (Por
exemplo: épz 0,081; IC= 0,034 a 0,124), indicando 91,9% de divergéncia genética
dentro das duas populagOes estudadas. Ja a estatistica Gg; o4y @Presentou valor

mais elevado, que o valor obtido para ¢, conforme o esperado.

Tabela 16 - Estatisticas F (Método Weir & Cockerham, 1984) para duas populagdes de S. lycocarpum
estudadas com locos isoenzimaticos. f = indice de fixagdo médio; F = indice de fixagao

total para o conjunto das populacgbes; 49p= divergéncia genética entre as populagoes.

Gt (Hearicx) € @ divergéncia genética média entre as duas populagdes baseado no método de

Hedrick (2005)
Loco f F 0 b GST(Hedrick)
Idh - - - -
Nadhdh 0,699 0,744 0,150 0,178
Pgm 1,000 1,000 0,034 0,027
Mr1 0,962 0,962 0,002 0,022
Mr2 -0,638 -0,644 -0,003 0,002
Po1 -0,115 0,049 0,148 0,182
Po2 0,738 0,767 0,109 0,199
Média 0,284 0,342 0,081 0,102*
(1.c.)' (-0,171 2 0,712) (-0,109 a 0,734) (0,034 2 0,124) (0,004 a 0,060)
Nm - - 0,71 (0.39 a 3.84) 0,55

" intervalo de confianga a 95% obtido por 10000 reamostragens bootstrap sobre locos.

4.4 Taxa de cruzamento
A Tabela (17) apresenta os resultados obtidos para taxa de cruzamento aparente

para cada populacdo estudada e os valores médios, para os dois marcadores
moleculares estudados neste trabalho. Os locos SSR apresentaram alta taxa de
cruzamento, especialmente nas populagdes 3 (Mn) e 4 (Ma) que indicam completa
auséncia de auto-fecundagcdo nas duas populacdes. O valor médio obtido para este
marcador foi 0,918, indicando que a espécie é predominantemente de cruzamento, com
apenas 8% de taxa de auto-fecundacéo.

A taxa de cruzamento aparente encontrada em locos Isoenzimaticos também

sugere que a lobeira é de cruzamento misto, predominantemente aldgama, porém com
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taxa de auto-fecundagao consideravelmente superiores a obtida com marcador SSR.

41% de auto-fecundagao encontrada nas duas populagoes.

Tabela 17 — Taxa de cruzamento aparente nas populagbes de S. lycocarpum estudadas com marcadores
microssatélites e isoenzimaticos. f = indice de fixagao; t, = taxa de cruzamento aparente

Marcadores Populagcdes j* i
SSR Pop1 (Pa) 0,072 0,865
Pop2 (Pn) 0,106 0,808
Pop3 (Ma) -0,090 1,000
Pop4 (Mn) -0,175 1,000
Média -- 0,918
Isoenzimaticos Pop4 (Mn) 0,229 0,627
Pop5 (Ma) 0,283 0,558
Média -- 0,592

*o f foi considerado igual a 0 quando este assumiu valores negativos. Para realizar esta estimativa,

assumiu-se que as populac¢des estavam em equilibrio de endogamia, ou seja o coeficiente de endogamia
nao mudava entre as geragdes.

4.5 Padréo espacial da estrutura genética intrapopulacional
A populacédo 1 (Pa) estudada com marcador SSR (Figura 11), indica que

individuos de S. lycocarpum situados a uma distancia inferior a aproximadamente 60 m
sao mais similares entre si, provavelmente parentes. O mesmo pode ser observado nas
Figuras 12 e 13, que sugerem que o fluxo de sementes esta ocorrendo préximo a planta
matriz, ou seja, as sementes aparentemente estdo sendo dispersas na vizinhanga da
mae. Em outras palavras, existem individuos parentes localizados proximo na
populacdo. As plantas situadas distantes, ndo sao aparentadas, conforme aumento na

distancia genética, que é representada pelos picos nos graficos.
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Distograma baseado nas distancias médias (Gregorius 1978)
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Figura11 — Distograma construido para a populagéo 1 (Pa), a partir das distancias genéticas médias entre
60 plantas de lobeira distribuidas em seis classes de distancia geografica, estudadas com
locos SSR. D= Distancia genética

Distograma baseado nas distancias médias (Gregorius 1978)
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Figura 12 — Distograma construido para a populagdo 4 (Mn), a partir das distancias genéticas médias

entre 60 plantas de lobeira distribuidas em sete classes de distancia geografica, estudadas
com locos SSR. D= Distancia genética
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Distograma baseado nas distancias médias (Gregorius 1973}
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Figura 13 - Distograma construido para a populagéo 4 (Mn), a partir das distancias genéticas médias
entre 60 plantas de lobeira distribuidas em sete classes de distancia geografica, estudadas
com locos Isoenzimaticos. D= Distancia genética

4.6 Tamanho efetivo populacional
Nao houve grande variacdo do tamanho efetivo (N, ) das popula¢des estudadas

com marcador SSR e o tamanho da amostra (Tabela 17). Em outras palavras, o N, da

amostra é aproximadamente o tamanho fisico da mesma. Para os locos isoenzimaticos
o tamanho efetivo foi reduzido, quando comparado aos locos SSR. O N, foi estimado
para a amostra, neste caso, é importante enfatizar que os valores obtidos sdo uma

representatividade da amostra, e ndo o N, da populacéo.
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Tabela 18 — Tamanho efetivo populacional calculado para cada populagado, baseado nas amostras
coletadas. N= numero de individuos amostrados; f = coeficiente de endogamia; N, =

tamanho efetivo calculado

~

~

Marcador Populacdes n f N,

SSR Pop1 (Pa) 60 0,072 56,0
Pop2 (Pn) 60 0,106 54,2
Pop3 (Ma) 60 -0,090 60,0
Pop4 (Mn) 60 -0,175 60,0

Isoenzimas Pop4 (Mn) 60 0,229 48,8
Pop5 (Ma) 41 0,283 31,9

A Tabela 18 apresenta valores do tamanho efetivo obtidos para conjunto de

populagdes (N, ), € 0 numero de populagGes que devem ser conservadas para reter

um tamanho efetivo de 500 (N, ., ), utilizando a estimativa @,. Os resultados apontam

que o tamanho da populagao para reter o tamanho efetivo de 500 individuos é de 95 e

81 populagdes, considerando os marcadores SSR e isoenzimaticos, respectivamente.

Tabela 19 — Estimativas populacionais de conservagdo in situ: Ne(v) obtido para o conjunto de

populacdes; S é o numero de populacdes que devem ser conservadas para obter um

tamanho efetivo de 500 conforme N,

~

Marcadores n 0, Neg) S ety
SSR 240 0,095 20,00 95
Isoenzimas 101 0,081 11,11 81
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5 DISCUSSOES
5.1 Biologia reprodutiva

Solanum lycocarpum floresceu durante todo o periodo de estudo, podendo ser
observado elevado numero de flores por planta. Todas as plantas da populagéo
floresceram em pelo menos um més deste periodo, obtendo uma variagao de 58,06% a
90,62% de plantas floridas. Este resultado confere com o de Moura (2004) que
observou uma proporgéo de 75% de plantas floridas para essa espécie. A média de
flores abertas por planta variou de 6,6 a 28,3%, valores superiores ao encontrado por
Moura (2004), que observou uma variagao de 4,47 a 8,23%. Essa diferenga pode estar
relacionada ao periodo estudado, pois as maiores médias deste estudo foram obtidas
no periodo de outubro de 2005 a margo de 2006, e o estudo realizado por Moura (2004)
compreendeu no periodo de julho a novembro de 2004, periodo em que foram
observadas menores médias para o presente estudo.

A espécie floresceu durante todo o ano especialmente nos meses de janeiro a
marco, o que confere com Oliveira Filho e Oliveira (1988) e Almeida et al. (1998) que
comenta que a lobeira floresce o ano todo. No entanto, esses autores observam que a
floracdo ocorre principalmente nos meses de margo a novembro. A correlagdo obtida

entre flores e precipitacéo (r, =0,807) sugere que a produgdo de flores esta associada

a essa variavel ambiental. Também foi observada correlacédo positiva entre floragao e

umidade (r, =0,675), corroborando com o descrito acima, pois a umidade esta

diretamente relacionada a precipitagdo. Fracasso e Sazima (2004) comentam que o
pico longo de floragédo favorece a visitagao continua as plantas, pois a atragao exercida
sobre as abelhas depende do sinal floral, como odores, coloragdo e abundancia de
flores e de plantas. Piedade-Kill e Ranga (2000) constataram que, em Jacquemontia
multiflora (Convolvulaceae), brotamento e floragdo ocorrem principalmente ao longo da
estagdo chuvosa, sugerindo que a precipitagédo € o principal estimulo a produgao de
folhas e flores. Fato semelhante pode ser observado em lobeira do cerrado, pois a
correlacao existente entre floracdo e precipitacdo permite as mesmas conclusdes dos
autores citados. Em estudos realizados com Ruellia brevifolia (Acanthaceae), Sigrist e
Sazima (2002) observaram que fatores ambientais influenciam ciclos cleistogédmicos

nessa especie.
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Um importante aspecto a ser considerado € a iniciagdo floral, mas n&o foi
verificado isto no presente estudo. A iniciagao floral € o surgimento da gema floral, que
geralmente esta associada ao periodo chuvoso. Provavelmente, na lobeira a floragao se
da logo apo6s a iniciacéo floral, devido a correlacdo encontrada entre floragdo e
precipitagao.

A presenca constante de flores na populagdo pode atuar como atrativo para
polinizadores, Piedade-Kill e Ranga (2000) comentam que a presenga de muitas
inflorescéncias por individuos aumenta a atratividade de polinizadores. Oliveira Filho &
Oliveira (1988) revelam abelhas do género Xylocopa como os principais polinizadores
de S. lycocarpum.

Estudos para verificar a propor¢cdo de flores masculinas e hermafroditas foram
realizados por Suffert et al. (2006) observando 1,5% de flores hermafroditas; no
entanto, Moura (2004) e Moura et al. (2006) registraram 5% de flores hermafroditas
nesta espécie. A maior propor¢cao de flores masculinas pode estar favorecendo a
polinizagdo cruzada, pois se em um individuo houver a presenca somente de flores do
sexo masculino, ndo havera possibilidade de autofecundagdo, e os grdos de podlen
deste individuo serdo obrigatoriamente conduzidos até outro. Isto pode ser considerado
como promotor e/ou ampliar de variabilidade genética. Porém, para plantas do Cerrado
isso deve ser tratado com cautela, pois, devido ao grande numero de plantas
provenientes de brotamento de raizes, o que aparenta serem individuos distintos pode
ser somente um individuo. Estudos moleculares desenvolvidos por Martins et al. (2006)
nao apresentaram evidéncias de auto-incompatibilidade em S. lycocarpum; no entanto,
estudos experimentais realizados por Oliveira Filho e Oliveira (1988) apresentam que
pode ocorrer auto-incompatibilidade nesta espécie.

Nesse estudo, a produgédo de frutos corresponde a 8,4% do total de flores,
sugerindo alta conversao de flores hermafroditas em frutos. Suffert (2006) comenta que
a fertilidade das flores hermafroditas parece compensar o numero reduzido de flores.
Oliveira Filho e Oliveira (1988) observaram flores com comprimento de estigma
intermediario que podem produzir frutos, embora em numero reduzido.

A proporgao de plantas com frutos foi inferior a observada para plantas com

flores, variando de 11,8 a 62,5%; a média de frutos por planta também apresentou
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valores inferiores de 1,2 a 5,4%. A variagdo na quantidade de frutos em lobeira
encontrados ao longo do ano pode ser explicada por diversos fatores, portanto
necessita de estudos aprofundados sobre o assunto. A primeira explicacdo pode ser
baseada em Fracasso e Sazima (2004) que comentam que a frutificagdo em condi¢des
naturais pode estar relacionada a dindmica de visita das principais espécies
polinizadoras, influenciando o sucesso reprodutivo. A variagdo na quantidade de frutos
em S. lycocarpum pode estar associada a presenca e eficiéncia de polinizagdo dos
agentes visitantes. Outra explicacéo seria que a producgao de frutos e de sementes séo
processos custosos para a planta em niveis energéticos, podendo a prépria planta fazer
tal regulagdo. Conforme apresenta a Figura 6, meses com grande quantidade de frutos
foram seguidas por declinio na produgéo, formando dois picos de frutificagdo ao longo
do ano. Quando a planta atinge um pico de frutificagdo, podem reduzir a produgéo de
frutos, ou abortar outros recém-formados, evitando assim gastos energéticos
desnecessarios.

A formacao de frutos por todo ano € vantajosa para espécies que ocupam areas
abertas, sujeitas aos diversos tipos de alteragdes, inclusive impactos antropicos. Em S.
lycocarpum é produzido um grande numero de sementes, podendo variar desde poucas
até muitas centenas (MARTINS, comunicagao pessoal; MOURA et al. 2006; SUFFERT
et al. 2006), aumentando a chance de germinacédo e estabelecimento da planta do
ambiente de ocupacao. Fatores como reprodugao vegetativa e a utilizagdo de mais de
um grupo de polinizadores sao caracteristicas que favorecem a ocupagado e
permanéncia de espécies em ambientes sujeitos as alteragbes (SIGRIST; SAZIMA,
2002).

A grande ocorréncia da lobeira em ambientes antropicos pode ser decorrente de
seus mecanismos reprodutivos, tais como grande quantidade de flores presentes
durante todo o ano, elevado numero de frutos e grande quantidade de sementes por
fruto (MOURA et al. 2006), de facil e rapida germinagao (VIDAL et al. 1999). Ainda,
pode estar envolvido além da presenca de polinizadores ativos durante todo ano
(MOURA et al. 2006), dispersor de sementes a longa distancia (MARTINS; MOTTA
JUNIOR, 2000), o fato de as plantas que ocupam margens de estradas exercerem

funcao de steeping stones entre populagdes (MARTINS, 2005).
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A facilidade de ocupagao de ambientes antropizados pela lobeira, aliada a suas
caracteristicas reprodutivas, pode ser um facilitador de fluxo génico nesta espécie.
Outros fatores podem ser também os steeping stones conectando populagdes, o fluxo
constante de pdlen e sementes, pois esses sao produzidos durante todo o ano, e seus

principais polinizadores e dispersores s&o ativos durante todo este periodo.

5.2 Diversidade genética nos locos SSR em S. lycocarpum
O polimorfismo encontrado nas populacbes estudadas com locos SSR foi

baixo para este tipo de marcador e muito similar ao observado em outros estudos
genéticos populacionais realizados com a espécie. O numero médio de alelos por loco

foi de apenas 3,9 e a diversidade génica foi (H,) de 0,334. Comparando estes valores

com a média calculada para espécies arbéreas tropicais e apresentada na Tabela 20,
verifica-se o baixo polimirfismo presente na espécie. Moura (2004) estudando 2
populagbées em Morrinhos/GO encontrou resultados semelhantes aos obtidos neste

estudo (H, =0,343 e A=3,3,). Similarmente, em outro estudo realizado com marcador

SSR, para cinco populagdes de S. lycocarpum do estado de Goias, foi encontrado um
numero médio de alelos por locos, variando de 3,88 e heterozigosidade esperada de
0,330 (MARTINS et al. 2006). O baixo numero de alelos encontrados, provavelmente
seja devido ao fato de os primers terem sido desenvolvidos para outro género da familia
Solanaceae (Capsicum spp.) e terem sido transferidos para S. lycocarpum. Zucchi et al.
(2003), em estudos com Eugenia dysenterica também obtiveram valores proximos aos

anteriormente citados (A=3,12 e H_, =0,458), ou seja, baixos valores de polimorfismo.

Esta semelhanca pode ser considerada devido ao fato de os primers para E.
dysenterica também terem sido transferidos de outra espécie de mesma familia
(Myrtaceae), porém de géneros diferentes (Eucalypthus). Os estudos de Collevatti et al.
(2001b) corroboram com esta hipotese, pois esses autores verificaram em Cariocar

brasiliense, utilizando primers desenvolvidos para esta espécie (A=10,6 e H, =0,856),

valores consideravelmente superiores aos obtidos pra S. lycocarpum e E. dysenterica.

O loco que apresentou maior numero de alelos foi o CA158 (20 alelos). No

entanto, o numero de alelos efetivos por loco foi significativamente reduzido (Ae = 5,26),
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indicando que apesar do elevado numero de alelos, poucos desses tém alta frequéncia,
sendo que a maioria tem baixa frequéncia. O menor valor de A, foi para o loco CA161,
(Ae= 1,004); este valor reduzido € devido a presenga de apenas um individuo
heterozigoto na Populagéo 4 (Mn); a média do numero efetivo de alelos por loco para as

quatro populagdes estudadas foi Ae = 2,19, valor semelhante ao encontrado por Martins

et al. (2006), que obtiveram A, = 2,32.

Tabela 20 — Estimativa do indice de diversidade por loco SSR em espécies arbdreas tropicais.
n=tamanho da amostra; nl= nimero de locos; A= média do numero de alelos por loco;

A, =1/(1-H,) = nimero efetivo de alelos por loco; H,= Heterozigosidade esperada;

H , = Heterozigosidade observada

~ ~ ~ ~

Espécies n nl A A, H, H,

Carapa guianensis ' 24,7 3 14,7 3,99 0,665 0,662
Caryocar brasiliense? 314 10 10,6 6,94 0,856 0,765
Dinizia excelsa > 569 5 18,5 2,87 0,728 0,651
Eugenia dysenterica * 11 7 3,1 1,79 0,442 0,458
Pithecellobium elegans ° 38,7 4 2,5 1,84 0,457 0,490
Shorea curtisii © 108 3 12,0 4,60 0,769 0,735
Shorea leprosula ’ 336 3 14,0 2,98 0,664 0,659
Swietenia macrophylla 8 194 8 18,4 6,71 0,851 0,749
Swietenia humilis ° 37 10 7,0 3,30 0,523 0,482
Symphonia globulifera ™ 74 3 14,7 6,84 0,854 0,797
Symphonia globulifera "’ 164 3 23,0 8,02 0,870 0,730
Vouacapoua americana "2 23,6 9 4,1 2,02 0,506 0,467
Média 11,88 4,32 0,682 0,637

' (Dayanandan et al. 1999); ? (Collevatti et al. 2001b); * (Dick et al. 2003); * (Zucchi et al. 2003); °
(Chase et al. 1996) ; ® (Obayashi et al. 2002b) ; ” (Nagamitsu et al. 2001); ¢ (Lemes et al. 2003); °
(White et al. 1999); '° (Aldrich et al. 1998); "' (Degen et al. 2004); '? (Dutech et al. 2004).

5.3 Diversidade genética intrapopulacional
As probabilidades do teste exato de Fisher mostraram que, dos cinco locos de

microssatélites nucleares utilizados nesse estudo, os locos CA158 e CA23
apresentaram desvios significativos das proporg¢des esperadas pelo equilibrio de Hardy-
Weinberg em todas as populagdes. Os demais locos ndo apresentaram desvios
significativos (Tabela 8). No estudo realizado com S. lycocarpum por Martins (2005) o

loco CA158 também nao estava nas proporgcdes esperadas pelo EHW em todas as
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populagdes; no entanto resultados obtidos para o loco CA23 foram contrarios ao
encontrado neste estudo. Os resultados obtidos com isoenzimas neste estudo
apresentaram resultados semelhantes: por exemplo, a Populagdo 4 (Mn) apresentou
quatro locos em desequilibrio, para os sete analisados.

Os pressupostos do Equilibrio de Hardy-Weinberg séo populagdes infinitas, com
auséncia de mutacgao, migracao, selecao e ocorréncia de cruzamentos ao acaso (Weir,
1996). Considerando que locos microssatélites sdo teoricamente neutros e a taxa de
mutagdo seja elevada em comparagdo com outros marcadores genéticos, os desvios
sao ainda baixos para serem considerados como suficiente para afetar as frequéncias
alélicas de uma populagdo. Os presentes desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg
podem se explicados devido ao sistema reprodutivo da espécie: pode estar ocorrendo
cruzamentos biparentais e endogamicos, visto que aparentemente a espécie nao se
autofecunda. Contudo, Martins, et al. (2006) baseou seu estudo do sistama de
reproducdo em um numero muito limitado de individuos por populagdo (maximo 12).
Considerando que o sistema de reproducédo pode variar entre flores de uma planta,
entre individuos de uma populagao, entre populagées de uma espécie e entre diferentes
eventos reprodutivos, é fundamental estudar o sistema de reproducdo da espécie com
base em uma amostra maior (pelo menos 25 arvores por populagéo).

Pbde-se constatar a presenca de alelos exclusivos nas populacdes. No
entanto, neste estudo trabalhou-se com estimativas, portanto, diversos individuos e
provavelmente diversos alelos ndo foram amostrados nas quatro populagcdes
estudadas. A Populagéo 4 (Mn), populagao natural pertencente ao Parque Estadual da
Serra de Caldas Novas, apresentou seis alelos exclusivos, numero elevado quando
comparado a populagédo antrépica localizada no Sul do estado de Goias (Populagao 3,
Ma), que apresentou dois alelos exclusivos. Estes alelos também apareceram em baixa
freqUéncia, sugerindo para a maioria deles que ocorreram apenas em um individuo
heterozigoto na populagdo. Outro fato interessante € que s6 foram encontrados alelos
exclusivos em populagbes de uma regido, sugerindo certo isolamento em relagéo as
demais estudadas. Mesmo podendo ter ocorrido erro amostral, os dados permitem
inferir maior diversidade genética nas populagdes situadas a Sul do estado de Goias,

especialmente a pertencente a uma unidade de conservagao. Outro estudo baseado em
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marcadores SSR e realizado em quatro populagdes naturais da espécie (MARTINS,
2005), corrobora o citado anteriormente, pois foram encontrados de 1 a 3 alelos
esclusivos. Em uma quinta populagéo, situada a margem da rodovia, ndo foram
detectados alelos exclusivos. O resultado é semelhante ao encontrado neste estudo
para esse marcador, pois a Populagdo 1 (Pa), também situada a margem de rodovia
n&o apresentou alelos exclusivos. Quando sdo contrastadas as frequéncias alélicas das
quatro populagdes aqui estudadas com as cinco do estudo de Martins (2005), verifica-
se que as Populagbes 3 (Ma) e 4 (Mn) apresentam respectivamente 2 e 3 alelos
exclusivos e trés populagbes do estudo de Martins (2005) apresentam 1, 3 e 1 alelos
exclusivos. A presenca destes alelos exclusivos pode ser um indicativo de isolamento

genético entre as populagdes.

O teste X? demonstra que ha diferencgas significativas no numero de alelos
entre as populagdes estudadas com o marcador SSR. Os valores do teste
apresentaram numeros significativos para as quatro populagdes, e para comparagao
entre populac¢des naturais e antropizadas. Estes resultados permitem sugerir, conforme
citado anteriormente, que ha uma diferenga significativa no numero de alelos existentes
em populagcbes naturais e antropizadas, indicando que as populagbes naturais,
provavelmente, conservam mais diversidade genética que as populagdes antropizadas.
No entanto, esse mesmo teste ndo apresentou resultado significativo quando utilizado
para as populag¢des estudadas com o marcador isoenzimatico. Isto pode ser justificado
por fatores j& comentados anteriormente, como por exemplo, os locos isoenzimaticos
nao representam os mesmos locos SSR, podendo de fato n&o haver diferenca
significativa. Ou ainda, pode ser sugerido erro amostral, pois uma das populagodes -
populacdo 5 (Ma) consistia de uma amostra de 41 individuos, valor menor quando
comparado a outra populagéo deste estudo - populagédo 4 (Mn), e as quatro populagdes
estudadas com os locos SSR.

O resultado obtido neste estudo pode realcar a importancia das areas de
preservacao para conservagao dos recursos genéticos da espécie, pois o Parque
Estadual da Serra de Caldas Novas foi a unica Unidade de Conservagao amostrada
neste estudo, e foi a populagdo que apresentou maior diversidade de alelos e maior

numero de alelos exclusivos. Se comparado os resultados obtidos para essa populagao
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com os resultados encontrados por Martins et al. (2006), a populagéo situada na Serra
de Caldas Novas igualmente encontrada neste estudo apresenta maior diversidade de
alelos e maior numero de alelos exclusivos. Importante ressaltar que estes autores nao
amostraram nenhuma populacdo situada em Unidade de Conservacdo. No entanto,
resultados com marcadores isoenzimaticos apresentaram maior numero de alelos
exclusivos na area antropica (1) que na area natural (2). Apesar de ser um resultado
contrastante, a variacdo foi significativamente reduzida, apenas um alelo, e os locos
isoenzimaticos ndo representam os mesmos locos microssatélites.

O numero de alelos por loco, considerando o marcador isoenzimatico, foi
maior na populacido antropizada (A= 2,00) do que na populagao nao antropizada (A=
1,86). No entanto, para os marcadores microssatélites, o numero de alelos por loco foi
maior nas duas populagdes naturais - Populagédo 4 (Mn) (A= 5,20) e Populagao 2 (Pn)
(A= 4,20) - do que nas antropizadas - Populagéo 3 (Ma) (A = 3,60) e Populacéo 1 (Pa)
(A= 2,60), sugerindo que a antropizagdo tenha reduzido o numero de alelos nas
populacdes. O mesmo é observado avaliando-se o numero total de alelos detectados
nos locos. As duas populagdes antropizadas apresentaram menor numero de alelos.
Martins (2005) obteve maior numero de alelos por loco (A= 4,20) em duas populagdes
naturais; no entanto, os valores encontrados para as outras popula¢des naturais e a
antropizada ndo apresentaram grandes variagdes. Essa autora encontrou numero
meédio de alelos por loco de 3,88 para as cinco populagdes estudadas, valor muito
préximo ao encontrado neste estudo, onde foi observado A= 3,90.

As populagbes das duas diferentes regides apresentaram um padrdo de
diversidade genética diferente. Nas duas populagdes situadas ao Sul de estado de

Goias, os valores encontrados para a heterozigosidade observada (H,) foram
ligeiramente superiores ao encontrado para diversidade génica (H,), no entanto a

endogamia n&o foi significativa, sugerindo que esta diferenga encontrada entre as
estimativas de heterozigosidade nao sao estatisticamente significativas. O mesmo pode

ser afirmado para resultados obtidos com marcadores Isoenzimaticos e demais locos

SSR, pois, apesar de se ter observado o valor de I—A|e superior ao de I:|0, igualmente ao

encontrado por Martins (2005), o indice de fixacao (f) ndo foi significativamente
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diferente de zero para nenhuma das populagdes para ambos os marcadores, em ambos
os estudos, sugerindo auséncia de endogamia dentro das populagdes estudadas.
Contudo, embora ndo tenham sido observados valores estatisticamente diferentes de
zero para o indice de fixacdo, existe um uma tendéncia: as populagdes 1 (Pa) e 2 (Pn)
apresentam um excesso de homozigotos e as populagées 3 (Ma) e 4 (Mn), de outra
regido, apresentaram excesso de heterozigotos. Esses resultados podem ser devidos
ao sistema de reprodugcdo da espécie, bem como ao tipo de polinizador conforme
descrito por Oliveira Filho e Oliveira (1988). Ainda podem ser associados ao
comportamento dos principais dispersores de sementes, encontrado em Rodrigues
(2002), além da ampla distribuicido da espécie pelo bioma e constante atividade
reprodutiva durante todo o ano, e os individuos existentes nas margens de estradas,

que favorecem fluxo génico entre populagdes (MARTINS, 2005).

5.4 Estrutura genética populacional
Pelos resultados obtidos com os locos microssatélites, a divergéncia genética

entre populagdes diferiu estatisticamente de zero (Rg;=0,076, 1.C. 0,061 a 0,103),

indicando que 7,6% da diversidade genética encontra-se entre as populagdes

estudadas, obtendo um fluxo génico equivalente a Nm= 3,00 (0,27 a 3,62). Utilizando-
se outra estimativa de diferenciagdo genética, obtiveram-se valores semelhantes, ép =

0,095 (1.C.= 0.002 a 0.283), Nm= 1,34 (0,36 a 0,17). Entretanto, utilizando a estimativa

A A

Gt (Hearicry » OS Valores obtidos foram consideravelmente diferentes (Gg; o4 = 0,167 €

Nm= 0,70). O intervalo de confianga apresentou n&o significativo para esta estimativa,
entretanto, conforme comentado, isto € atribuido a amostragem, seria necessario que
tivesse sido utilizado maior numero de locos com maior polimorfismo, que os utilizados
neste estudo. Os resultados conferem com o afirmado por Hamrick e Godt (1990) que

observaram que, em média 82% da variabilidade genética encontram-se dento das

populagdes. Considerando a estimativa éST(Hedrick) observa-se que 16,7% da divergéncia

genética encontra-se entre populagdes, ou seja, 83,3% da divergéncia estd situada

dentro das populagdes.
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A estimativa da diferenciacdo genética entre as populagdes, medida pelo
método de Hedrick (2005), foi alta e levemente superior a estimada pelo método de
Weir e Cockerham (1984), confirmando as diferengas genéticas entre as populagdes. A
superioridade na estimativa obtida pelo método de Hedrick (2005) se deve as
peculiaridades do método, que considera nao so a frequéncia dos alelos, como também
o tipo de alelo presente nas populagdes, na estimagcdo da medida de diferenciacéo
genética entre populacdes. O método de Weir e Cockerham (1984), igualmente como a

classica estatistica F;, € muito dependente dos niveis de heterozigosidade presentes

dentro das populacdes, independente do tipo de alelos. Por exemplo, suponha-se um
loco onde segregam 4 alelos, sendo que dois alelos ocorrem em uma populagao e dois
em outra populagao; no caso, ndo existem alelos comuns nas populagées. Suponha-se
também que a freqiéncia destes alelos é 0,5; logo a heterozigosidade esperada em
ambas as populagdes é igualmente 0,5. Neste caso, como a heterozigosidade esperada
€ igual nas duas populacdes, e a heterozigosidade esperada média entre elas é

igualmente 0,5, a diferenciagéo genética medida pela estatistica F;; sera de apenas

33%, mesmo que todos os alelos sejam exclusivos (ver HEDRICK, 2005, para mais
detalhes). O esperado seria encontrar uma diferenciagédo de 100%. Portanto, o uso da

estatistica F;;, e mesmo o calculo de ¢, com base em Weir e Cockerham (1984), que

também ¢é dependente da variagdo genética dentro das populagbes (correlagdes
intraclasses), vai sempre subestimar a verdadeira diferenciagdo genética entre
populagdes, diante daquelas contendo alelos exclusivos.

Estes ultimos valores apresentados indicam alta divergéncia entre as
populagdes e baixo fluxo génico, que pode ser justificado pelo numero de alelos

exclusivos encontrados em uma delas. Martins et al. (2006) encontraram baixa

A~

divergéncia genética em S. lycocarpum para marcadores SSR nucleares (6,= 0,054,

IC= 0,0039 a 0,139; Ry, = 0,031, IC= 0,025 a 0,059) e obtiveram 4,42 migrantes por

geragao, valor semelhante ao encontrado neste estudo para essas mesmas
estimativas, onde foram encontrados 3,0 migrantes por geragcdo, embora se tenha
observado fluxo génico a distancias maiores do que no estudo anteriormente citado. No

entanto, para as estimativas de Hedrick, o fluxo génico foi consideravelmente restrito, o
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que sugere que o mesmo pode ocorrer com as populagdes estudadas por Martins et al.
(2006), pois ocorreu a presenga de alelos exclusivos nas populagbes naturais

estudadas por estes autores. O mesmo pode ser afirmado para o estudo com marcador
isoenzimatico, uma vez que foi obtido ép =0,081 (IC 0,016 a 0,137) e éST(Hedrick)=O’102

(0,004 a 0,060), indicando uma maior divergéncia se considerada esta segunda
estimativa apresentada. Ainda, utilizando as frequéncias alélicas apresentadas para as
cinco populagdes do trabalho de Martins (2005) para calcular a diferenciagdo genética
entre as do presente estudo, observou-se uma diferenciacdo de 5,4% entre as nove
populacbes. A reducdo nos niveis de diferenciagdo se deve ao fato de que as
populagbes de Martins (2005) estdo localizadas entre as populagdes do presente
estudo. Locos encontrados com apenas um alelo foram também encontrados aqui. A
diferenciagdo entre as populagdes foi baixa, como esperado. Este resultado sugere
coeréncia na interpretacao dos locos SSR e que os resultados tém confiabilidade.
Kageyma et al. (2003), utilizando locos isoenzimaticos, observaram que

apesar da presenca de alelos exclusivos e das diferengas aparentes nas frequéncias

alélicas entre populagdes de Ocotea odorifera, a divergéncia genética (ép ), foi baixa

A

(2,8%). Resultado coerente ao obtido neste estudo, considerando a estimativa 6,

porém com uma maior divergéncia genética entre populagdes de lobeira, provavelmente
devido ao fato de as populagdes desta espécie estar localizadas a uma distancia maior.

Nos estudos com locos isoenzimaticos, em concordancia com os niveis de
diferenciacdo genética entre populagdes, a estimativa do fluxo génico histérico (Nm =
0,71 e 0,55) foi menor do que a unidade (1,0), sugerindo baixa taxa de fluxo génico.
Este resultado € coerente, considerando a grande distancia separando as populagdes.
E muito pouco provavel que exista um fluxo direto e continuo entre estas populacdes. O
mais provével é que exista fluxo continuo entre populacdes adjacentes, existentes nas
estudadas. Esta hipétese é coerente com o resultado obtido envolvendo as populagdes
de Martins (2005). A taxa de fluxo génico historico passa a ser de 3,44 migrantes por
geracao.

Novamente, embora os niveis de fixagcdo de alelos para a média e para o

conjunto das duas populagdes tenham sido positivos, a estimativa do intervalo de
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confianga a 95% de probabilidade para os resultados das estatisticas F sugere a
auséncia de endogamia nas populag¢des (Tabela 16). Por outro lado, a medida de
diferenciagéo genética entre populag¢des indicou significativa divergéncia genética entre
as estudadas. Este nivel de diferenciacdo pode ser considerado mediano e era
esperado, considerando a deteccdo de alelos exclusivos em ambas as populagdes e

diferencas nas frequéncias alélicas, como anteriormente discutido.

5.5 Taxa de cruzamento e distribui¢cdo espacial intrapopulacional
E de fundamental importancia conhecer o sistema de cruzamento de uma

espécie, pois este determina como os genes séo transmitidos de uma geragao para a
outra e como sao reorganizados nos individuos, determinando sua estrutura genética
espacial e temporal (SEBBEN et al. 2000). Estes autores ainda comentam que o

sistema de cruzamento deve ser o primeiro passo a ser seguido para o conhecimento

genético de uma espécie. A taxa de cruzamento aparente (i,) apresentou padroes

significativamente diferentes para os dois marcadores moleculares. Para o marcador
molecular SSR, o valor apresentou proximo a unidade, indicando que a espécie se
reproduz predominantemente por cruzamentos. Ainda para este marcador, houve
diferenga entre as duas regides estudadas, pois na regido Nordeste a taxa de
cruzamento média entre as duas populagdes foi de 0,836, indicando que a taxa de auto-

fecundacédo corresponde a 16,4%. Ja na regiao Sul, pode-se constatar 100% de
cruzamento nas duas populagdes estudadas. O coeficiente de endogamia (f) foi

negativo para as duas populac¢des situadas nessa regidao, sendo assim o valor estimado
para a taxa de cruzamento é igual a unidade. Ndo se sabe ao certo o motivo desta
diferenga na taxa de cruzamento, entre as duas regides, mas provavelmente existe na
regidao sul algum fator que esta favorecendo a fecundagao cruzada nestas populagdes,
pois, o esperado para espeécies arbustivas/arbéreas tropicais € que estas sejam
predominantemente alégamas, com pequenas taxas de autofecundagado. Contudo,
como comentado, a taxa de cruzamento pode variar entre flores de uma arvore, entre
arvores de uma populacao, entre populagdes e entre diferentes eventos reprodutivos.

Este variagdo pode ter origem genética ou ambiental e pode ser afetada por efeitos
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antropicos. Uma das possiveis explicagdes € a antropizagdo da populagédo levando a

variacdes no sistema de reproducdo. O valor médio de t, obtido para as quatro

populacdes estudadas com locos SSR foi 0,918.

Em concordancia as altas taxas de cruzamento, Martins (2005) analisando
sistema de cruzamento em S. lycocarpum e estimou a taxa de cruzamento multiloco t,,
e verificou que esta apresenta valores proximos a 1, indicando, conforme comentado,
que é predominantemente de cruzamentos. A estimativa utilizada por essa autora indica
resultados mais reais de taxa de cruzamento, pois o calculo é realizado utilizando
progénies. A t, € baseada em plantas de uma dada geragdo, portanto resultado menos
acurado que t,, .

Entretanto, valores consideravelmente divergentes foram encontrados para os
marcadores isoenzimaticos. Na populagédo 4 (Mn) verificou-se taxa de cruzamento
(0,627) superior a encontrada na area antropizada populagéo 5 (Ma) t,=0,558. A taxa
de cruzamento médio entre as duas populacdes estudadas com este marcador
sugerem uma taxa de autofecundacédo de aproximadamente 41%. Marcadores SSR e
isoenzimaticos, ndo representam as mesmas regides no genoma das plantas, e
divergéncias encontradas, nos resultados obtidos com estes dois marcadores, sao
esperadas.

Existe outro fator a ser considerado. O coeficiente de endogamia (f) nao foi
significativo para todas as populagdes, ou seja, ndo diferiram estatisticamente de zero.
Considerando o f igual a zero, a taxa de cruzamento aparente passa a ser a unidade
em todas as populagdes. Caracterizando alogamia. No entanto, essa divergéncia de
valores encontrados para {, entre esses dois marcadores deve ser mais bem analisada,
nao permitindo, por hora, conclusdes sobre esta divergéncia.

Quando em uma populagao ocorre menor taxa de cruzamento, que o esperado
pelo equilibrio de Wright, como observado para os locos isoenzimaticos, provavelmente
havera uma maior distancia genética entre as plantas. O conhecimento dos niveis de

variabilidade genética, forma de reprodugdo e distribuicdo espacial dos gendtipos
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dentro das populacdes sdo aspectos fundamentais quando se pretende a conservagao
in situ de uma espécie (SEBBEN et al. 1998).

O padrao da distribuicdo espacial, ou a estrutura da diversidade genética dentro
de populagbes € um componente importante dos processos genético-ecologicos e
evolucionarios de populag¢des naturais de plantas. O agregamento genético espacial é
determinado pelos mecanismos de dispersao de polen e sementes (GUSSON et al.
2005).

A distribuicdo espacial para as duas populagdes analisadas com locos SSR,
apresentou padrdes de estruturagcao genética. A Populacéo 1 (Pa) apresentou estrutura
genética espacial entre individuos distantes entre si em até 60 m, aproximadamente. A
Populagao 4 (Mn) indica que individuos proximos até uma distancia, em torno, de 1292
m também apresentam distribuicdo genética espacial. Vekemans e Hardy (2004)
considera que a estrutura genética espacial € significativamente maior em populagdes
com baixa densidade. Isto pode justificar a diferenga de padrdo encontrado entre as
populacées 1 (Pa) e 4 (Mn), para locos SSR. A Populacdo 1 (Pa) esta situada a
margem da rodovia, e como em ambientes antropicos a lobeira ocorre em maior
densidade que em areas naturais, como a populagao 4 (Mn), isto pode justificar a maior
correlacdo encontrada nesta populagcdo. A existéncia de individuos genéticamente
correlacionados (aparentados), localizados préximos, dentro das populagdes, podem
ser indicativos da existéncia de cruzamentos endogamicos (SEBBEN et al. 1998) e que
as sementes sao dispersas proximas a arvore materna. Porém nado foi encontrada
endogamia significativa entre as populagdes estudadas, conforme comentado
anteriormente.

Para as trés populagdes analisadas pode-se verificar que individuos proximos
geograficamente também sao geneticamente proximos, conforme esperado para a
espécie, pois € comum que em campo esta esteja agrupada em forma de moitas. Estas
moitas podem ser resultantes de propagacéo vegetativa de raiz, neste caso, todos os
individuos seriam genéticamente idénticos; por dispersao restrita de sementes, os frutos
frequentemente caem sob a planta mae, podendo ocorrer germinagéo das sementes, e
assim o agrupamento ser constituido de individuos aparentados; e ainda devido ao

mecanismo de polinizagdo, que é feito por abelhas do género Xylocopa (OLIVEIRA
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FILHO; OLIVEIRA, 1998), que visita varias plantas na populagdo e sao de véo curto,
favorecendo o fluxo génico a curtas distancias.

Martins (2005) observou a correlagao espacial de quatro populagdes de S.
lycocarpum utilizando marcadores nucleares e cloroplastidiais, observou que em duas
das populacbes estudadas houve cruzamento preferencial entre individuos a uma
distdncia em torno de 50 m. A autora ainda acredita que restricdo na dispersao de
sementes e propagacao vegetativa tenha contribuido para a correlacdo espacial entre
estas populagdes. Soares (2006), em estudos com Dipterix alata, também verificou que
o “barueiro” pode-se apresentar sobre formas de agrupamentos homogéneos, e
verificou que, para esta espécie, pode-se observar uma tendéncia a autocorrelacao

espacial entre os individuos mais proximos fisicamente.

5.6 Tamanho efetivo populacional
O tamanho efetivo populacional é um parametro critico em genética de

populacdes, pois este é uma medida da taxa de deriva genética e endogamia
(VENCOVSKY; CROSSA, 2003). O tamanho efetivo de populagdes € o tamanho de
uma populagao idealizada, que tem a mesma medida de deriva em frequéncia alélica,
ou a mesma taxa de redugdao em heterozigosidade, igual a populagado atual
(VENCOVSKY; CROSSA, 2003). O Tamanho efetivo, da amostragem, das populagdes
estudadas com locos SSR, ndo apresentaram grandes variagbes. Nas populac¢des
situadas a Sul do estado o valor de N, foi exatamente igual ao tamanho fisico da
amostra, devido ao fato de o indice de fixagado nestas populagdes ter sido negativos, e
entdo, assumiu-se o valor zero para estes. Na Regidao Nordeste, municipio de Alto
Paraiso, o tamanho efetivo N, apresentou préximo ao tamanho da amostra (55,97,
54,24), para as populagdes 1 (Pa) e 2 (Pn), respectivamente. Valores semelhantes
foram encontrados por Martins (2005) que atribui o resultado encontrado, ao fato de os
niveis de endogamia ter sido reduzido.

Considerando o marcador Isoenzimatico, o valor de N, foi reduzido quando

comparado ao marcador SSR. A populacido natural apresentou tamanho efetivo maior

que a populagao antropizada, mas isto é atribuido ao fato de que foram amostrados
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menos individuos na populagado antropizada (41), que na populacédo natural (60). Estes

valores ndo representam o N, da populagéo, e sim da amostra. Um exemplo de

aplicabilidade para esta analise é, por exemplo, se desejar realizar conservagao ex situ

da espécie. Coletando frutos de 60 plantas obtera o N,, para o conjunto de sementes,

de aproximadamente o tamanho da amostra.

Considerando os valores encontrados para o indice de fixagdo ( f ) e tamanho
efetivo populacional (N, ), pode-se considerar especificamente em S. lycocarpum, que

populacbes antropicas estdo exercendo um importante papel na conservagido da
espécie. Apesar de o numero de alelos nos ambientes antropizados terem sido
reduzidos em relagdo as areas menos antropizadas, o coeficiente de endogamia nao
diferiu de zero e nao houve diferengca marcante do tamanho efetivo para ambos os
ambientes. Isso indica, conforme ja comentado por Martins (2005) que populagdes
antropicas de lobeira podem estabelecer conectividade entre populagdes naturais,
funcionando como “steping stones”, e atuar evitando a redugdo do tamanho efetivo das
populacdes. Outras estimativas de tamanho efetivo sédo utilizadas em genética de
populacgdes, sendo estas de real importancia para conservacgao das espécies. Referindo

as populagbes fragmentadas, ou subpopulacdes, € possivel estimar o N, por meio da

divergéncia genética existentes entre as subpopulagdes, neste caso quanto maior o

valor estimado para F; menor sera o N, do conjunto de subpopulacdes.

O tamanho efetivo para o conjunto de populagdes estudadas com locos SSR, foi

consideravelmente reduzido quando comparado ao amostrado dentro das populagdes.

Obteve-se Ne(v) =20. O mesmo calculo realizado em quatro populacbées estudadas por

Martins (2005) apresenta valores de Ne(v) =33,3. Este maior valor encontrado por essa
autora é devido ao fato de a divergéncia genética entre as populagdes, estudada por
essa, ser menor (ép= 0,053) que o encontrado no presente estudo (ép= 0,095). Esta

menor divergéncia, conforme discutido anteriormente, € porque as populagdes
estudadas por Martins (2005) estdo localizadas mais proximas entre si do que as

populacdes aqui apresentadas.
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O valor encontrado para tamanho efetivo, analisando conjuntamente as duas
populacbes estudadas com locos isoenzimaticos, apresentou valor inferior aquele

obtido com locos SSR N =11,11. A reducao deste valor se deve principalmente a

e(v)
redugdo do tamanho amostral, pois foram estudadas quatro populagbes (240
individuos) com locos SSR e duas populagdes (101 individuos) com locos
isoenzimaticos.

Para fazer uma comparagdo mais realista entre os locos SSR e locos

Isoenzimaticos foi calculado o valor de N, para as duas populagbes estudadas com

e(v
SSR no sul de Goias. Encontrando para Nem =11,9. Valor bastante préximo ao obtido

com marcadores Isoenzimaticos.

Segundo Vencovsky e Crossa (1999), é possivel determinar o numero de
populacdes que devem ser conservadas para reter um tamanho efetivo de 500. O
tamanho efetivo 500 deve ser considerado quando é pretendido um plano de

conservagao em longo prazo. O valor encontrado, para o conjunto de populagdes

estudadas com locos SSR, foi de S ,=95. Valor consideravelmente superior ao

encontrado por Martins (2005). Esta autora indica que em torno de 54 populagdes de S.
lycocarpum devem ser conservadas pra reter um tamanho efetivo de 500. Esta

discrepancia em valores é devido ao fato que esta estimativa € baseada na divergéncia

A A~

entre as populagoes (&, i) < ppresene_esuioy) )- EM outras palavras, quanto maior for o

valor encontrado para a divergéncia genética entre popula¢des, maior devera ser o
numero de populacdes a serem conservadas para reter um tamanho efetivo de 500.
Quanto maior a divergéncia existente entre popula¢des, maior devera ser o
numero de areas de conservagao para garantir um tamanho efetivo apropriado. Chaves
(2006) comenta que, em pratica, € impossivel manter uma amostragem adequada em
reservas publicas, sendo essencial considerar as reservas legais de propriedades

privadas em um programa de conservagao.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo permitiu as seguintes consideracoes:

1. O florescimento de S. lycocarpum apresentou correlagdo positiva com a
precipitacao;

2. Considerando locos SSR, ocorreu numero de alelos significativamente maior em
populacdes naturais que nas populagdes antropizadas;

3. Nao foi observada endogamia significativa dentro das populag¢des estudadas;

4. Houve diferencas na medida de divergéncia genética entre as populacdes
estudadas para os dois tipos de marcadores moleculares;

5. A estimativa do Gg; (.4, @Presentou valores de divergéncia genética maiores e

fluxo génico mais restrito, do que para as outras estimativas analisadas (0, e

Rsr);

6. Nao foi verificada diferenciacdo relevante entre os resultados obtidos com
marcadores SSR e isoenzimaticos;

7. E necessario que seja desenvolvido primers especificos para S. lycocarpum,
pois, esta espécie apresenta uma importancia ecolégica marcante, e por isso,

deve ser mais bem estudada.
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