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DIVERSIDADE GENETICA E TAMANHO EFETIVO DE DUAS POPULACOES
DE Myracrodruon urundeuva FR. ALL., SOB CONSERVACAO EX SITU!

Michele Perez Viegas?, Cristina Lacerda Soares Petrarolha Silva3, Juliana Prado Moreira*, Laila Toniol
Cardin*, Vania Cristina Renno Azevedo®, Ana Yamaguishi Ciampi®, Miguel Luiz Menezes Freitas®,
Mario Luiz Teixeira de Moraes* e Alexandre Magno Sebbenn’

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi investigar a diversidade, a estrutura genética e o tamanho efetivo,
retido em um banco de germoplasma, de duas populagdes de Myracrodruon urundeuva Fr. All. (aroeira), procedentes
de Aramina-SP e Selviria-MS. As populagdes foram avaliadas a partir da amostragem de 25 progénies de polinizagao
aberta de cada populagéo. De cada progénie, 17 a 20 individuos foram amostrados e genotipados para oito
locos microssatélites. Os maiores valores para o nimero total de alelos (A ), nimero médio de alelos por loco
(A), nimero efetivo de alelos (A), heterozigosidade observada (H ) e esperada (H,) foram detectados na populagéo
Selviria (A, =105,A=13,13, A,=3,98, H,= 0,669 e H = 0,749), enquanto Aramina teve A = 94, A= 13,75,
A,=3,10,H,=0,535e H = 0,678. Adiferenciacdo nas frequéncias alélicas das duas populacdes, com relagéo
ao polen cruzado (0,159) e do 6vulo (0,235), indica que cerca de 84% e 77%, respectivamente, da diversidade
genética esta dentro das populagdes. O coeficiente médio de coancestria foi maior (Selviria ® = 0,165, Aramina
©® =0,169) e o tamanho efetivo médio das progénies (Selviria Ne(v) = 3,04, Aramina Ne(v)= 2,69) foi menor
do que o esperado em progénies de populages panmiticas (© = 0,125, N, = 4). O tamanho efetivo total
retido no banco ex situ foi estimado em 67,5 na populagédo Selviriae 71,1 na populagdo Aramina, valores
menores do que o requerido (N, = 150) para a conservagéo de populages em curto prazo. Entretanto, as duas
populacdes apresentaram alta diversidade genética, o que as qualifica para serem utilizadas em programas de
conservacao e melhoramento genético da espécie, desde que seja aumentado o tamanho efetivo populacional
conservado ex situ.

Palavras-chave: Microssatélites, Espécie arbdrea tropical e Endogamia.

GENETIC DIVERSITY AND EFFECTIVE SIZE IN TWO Myracrodruon
urundeuva FR. ALL., POPULATION UNDER EX SITU CONSERVATION

ABSTRACT - The objective of this study was to investigate genetic diversity, genetic structure and effective
size retained in a germplasm bank formed by two populations of Myracrodruon urundeuva Fr. All. (aroeira)
from Aramina-SP and Selviria-MS. The populations were evaluated from the sample of 25 open-pollinated
progenies of each population. From each progeny, 17 to 20 individuals were sampled and genotyped for
eight microsatellite loci. The greatest values for the total number of alleles (A), average number of alleles
per locus (A), effective number of alleles per locus (A), observed heterozygosity (H,) and expected heterozygosity
(H,) were detected in Selviria population (A =105, A=13.13, A, =3.98, H ) =0.669 and H_=0.749) in comparison
to Aramina (A =94, A =13.75, A,=3.10, H,=0.535 and H,=0.678). The differentiation in allele frequencies
between the two populations for the outcross-pollen (0.159) and ovules (0.235), indicate that about 84%
and 77% of genetic diversity was within populations. The average coancestry coefficient was higher (Selviria
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© =0.165, Aramina ©® =0.169) and the average effective population size within progenies (Selviria
N, =3.04, Aramina N, =2.69) was lower than expected in progenies of panmitic populations (©=0.125,
N_ . =4). The total effective population size retained in the ex situ bank was estimated in 67.5 in Selviria

e(v)

population and 71.1 in Aramina population, which values lower than the required (N,=150) for short terms
population conservation. However, the two populations showed high genetic diversity, which qualifies them
for use in conservation and breeding programs of the species, provided the ex situ conserved population

effective size is increased.

Keywords: Inbreeding, Microsatellites and Tropical tree species

1. INTRODUGCAO

A conservacao de espécies florestais deve ser
conduzida preferencialmente in situ, permitindo assim
adindmica natural das populagdes, e consequentemente
asuaevolucdo (FERNANDEZ; MARTINEZ, 2009).
Entretanto, quando o ambiente natural tem suas relagdes
ecoldgicas comprometidas por agBes antropicas, ou
por outros fatores, é prudente que também se utilize
aconservacao ex situ, promovendo assim maior garantia
da sobrevivéncia das populagdes (PINTO et al., 2004;
SEGARRA-MORAGUES et al., 2005).

Perturbacbdes antropicas tém levado a
fragmentacdo de populag¢8es naturais de espécies
florestais, gerando um risco real de erosédo genética
e até mesmo de extincdo de espécies, especialmente
nos biomas tropicais (PINTO et al., 2004). Quando
a floresta se torna fragmentada, hd uma diminuigao
no tamanho das populacfes e consequentemente
na sua diversidade genética, tornando-as isoladas
e vulneraveis a eventos ambientais, demograficos
e genéticos, causando reducgdes. A diversidade genética
¢ fundamental para a sustentabilidade das espécies,
pois fornece matéria-prima para a adaptacéo, evolucéo
e sobrevivéncia de populagdes arboreas (RAJORA;
MOSSELLER, 2001). Entretanto, perturbagédo antrépica
pode levar a alteragdo da distribui¢do da variabilidade
genética e gerar estruturacdo genética espacial nas
populacdes (LACERDA; KAGEYAMA, 2003, MORAES
etal., 2005).

A exploragdo inadequada de populagdes naturais
de Myracrodruon urundeuva Fr. All. vem
comprometendo sua capacidade de sobrevivénciaem
habitat natural (FREITAS etal., 2006). Dessa forma,
acBes que promovam a sua conservacgao ex situ, para
manter os niveis de variabilidade genética, sao praticas
recomendaveis para ampliacdo e manutencdo da
variabilidade genética (SEBBENN; ETTORI, 2001).
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Esta é uma espécie arborea tropical dioica
(SANTOS, 1987), polinizada por insetos e encontrada
na Argentina, Brasil, Bolivia e Paraguai. No Brasil,
a espécie naturalmente se distribuia desde o estado
do Ceara até o estado do Parand, entretanto grande
parte desta area encontra-se fragmentada. Como
consequéncia, M. urundeuva atualmente é pouco
encontrada na regido centro-sul do Brasil,
especialmente no estado de S&o Paulo, onde néo
mais se apresenta em grandes proporgdes em seu
estado silvestre, exceto em reservas estaduais e
particulares. Nestas, com freqiiéncia, observa-se que
a distribuicdo é do tipo agrupado, em forma de
manchas, constituido por menos de cem individuos.
As manchas sdo provavelmente resultantes da
dispersao das sementes proximas as arvores matrizes,
0 que gera estruturacdo genética espacial
intrapopulacional (MORAES et al., 2005).

Se forem mantidas pequenas por muitas geracgoes,
essas populacdes poderdo perder variabilidade genética
por deriva genética, o que leva a endogamia e desencadeia
a depressdo endogamica. Consequentemente, havera
reducBes na capacidade adaptativa, no vigor, no porte
e na produtividade (RITLAND, 1996). Portanto, esta
€ uma espécie que necessita de conservacéao, e, para
que sejam tracadas estratégias adequadas, deve-se
dar énfase a estudos sobre a biologia reprodutiva,
métodos de propagacéo, estrutura genética, tamanho
efetivo populacional e variagao genética entre e dentro
das populactes (KAGEYAMA, 1990, RESENDE, 1999;
SEBBENN, 2003).

Estudos prévios avaliaram a diversidade e estrutura
genética de outras popula¢gdes de M. urundeuva
utilizando marcadores isoenzimaticos (MORAES et
al., 2005), RAPD e cpDNA (REIS et al., 2004), AFLP
(FREITAS et al., 2005), e microssatélites (CAETANO
etal., 2008).
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O objetivo deste estudo foi investigar a diversidade,
a estrutura genética e o tamanho efetivo de duas
populacdes de Myracrodruon urundeuva sob
conservacao ex situ. Assim, foram focalizadas as
seguintes questdes: i) os niveis de diversidade genética
nessas populacdes; ii) a diferenciacdo genética entre
elas; iii) a coancestria média dentro das progénies e
o tamanho efetivo retido no banco de conservagéo
ex situ; iv) o nimero necessario de progénies de
polinizac&o aberta dessas populag8es para reter o tamanho
efetivo de referéncia de 150.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Amostras

Foram estudadas progénies de duas populacdes
de M. urundeuva, isoladas em fragmentos florestais
daregido sudeste do Brasil. Aprimeira, populagdo Aramina-SP,
localiza-se em fragmentos florestais isolados entre extensas
areas de plantio de cana-de-agUcar. A segunda populagao
encontra-se na regiao de Selviria-MS, dentro da area
de exploracao pecuaria extensiva. Uma populagao dista
da outra cerca de 460 km. Em cada uma, foram eleitas
25 arvores matrizes, das quais foram coletadas sementes
para instalagdo de testes de progénies, em 26 de fevereiro
de 1992, na Fazenda de Ensino, Pesquisa e Extensdo
— FEPE - da Faculdade de Engenharia de Ilha Solteira
(FEIS/UNESP), localizada no Municipio de Selviria (MS).
Desse teste de progénies para este estudo, foram
amostradas 25 progénies de polinizacéo aberta de cada
uma das duas populagdes, e cada progénie foi
representada por 17 a 20 plantas, num total de 978 nas
duas populacdes.

2.2. Analise dos Microssatélites

Folhas das progénies adultas de M. urundeuva
foram identificadas, acondicionadas em silica gel e
transportadas até o Laboratério de Genética de
Populagdes e Silvicultura (LGPS/UNESP), onde se
procedeu a extracdo de DNA pelo protocolo Doyle e
Doyle (1990), modificado por Silvaetal. (2010). A
quantificacédo e verificacdo da qualidade do DNA
gendmico foi realizada em eletroforese com gel de agarose
0,8%, em TEB 1X (Tris 28 mM, acido bérico 88 mM,
EDTA 7 mM, pH 8,3), contendo brometo de etidio
(5 mg/ mL). As analises dos locos SSR foram realizadas
no Laboratorio de Genética Vegetal CENARGEN/
EMBRAPA, empregando-se oito pares de primers
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especificos para M. urundeuva, desenvolvidos por
Caetano et al. (2005) (Auru C072, Auru D094, Auru
D167, Auru D282, Auru B209, Auru A392, Auru D200
e Auru E062). O iniciador forward de cada loco foi
marcado com um fluorocromo especifico. O volume
final das reagdes de PCR foi otimizado para 6 pL, com
1ng DNA genbmico, 2,5 mM de MgCl,, 200 mM de cada
dNTP, e 1X Go Taq Master Mix PROMEGA, 0,33 uM
de cada iniciador e agua MilliQ estéril. As amplificagdes
foram realizadas em termocicladores 9600 e 9700 (Applied
Biosystem) nas seguintes condi¢des: um ciclo de 94°C
por 3 min, 35 ciclos de 94°C por 30 seg, temperatura
de pareamento dos primers por 30 seg, 72°C por 30 seg,
e um ciclo final de 72°C por 5 min. Apenas para o par
de primers D282, o programa de amplificacado foi do
tipo touchdown (um ciclo de 95°C por 5 min, cinco
ciclos de 95°C por 45 seg, 68°C por 5 min (-2°C/ciclo),
72°C por 1 min, cinco ciclos de 95°C por 45 seg, 58°C
por 2 min (-2°C/ciclo), 72°C por 1 min, 25 ciclos de
95°C por 45 seg, 50°C por 2 min (-2°C/ciclo), 72°C por
1 min, e finalmente um ciclo de 72°C por 5 min).

Os produtos das reacdes foram diluidos (1 pL de
reagdo para 5 pL de agua estéril autoclavada) para
montagem de multiplex com 2 ou 3 amplificados de
locos distintos, sendo 1 pL de cada amplificado, 9 pL
de formamida HiDi, 0,65 pL de 4gua estéril autoclavada
e 0,35 pL do marcador interno fluorescente (ROX)
(BRONDANI; GRATTAPAGLIA, 2001). Os multiplex
foram desnaturados, a 94°C, por 5 min, para eletroforese
capilar em equipamento ABI Prism 3700 (Applied
Biosystem). A deteccdo e a estimativa do tamanho de
alelos em pares de bases foram realizadas com o uso
do software ABI Prism GeneScan versdo 3.7 (Applied
Biosystems). Os valores foram importados para o software
ABI Prism Genotyper versao 2.0 NT (Applied Biosystems)
para filtragem dos picos e interpretagdo do genétipo
de cada individuo. Os valores alélicos foram ajustados
em categorias discretas, com base em quadrados minimos
pelo software AlelloBin (IDURY; CARDON, 1997),
eliminando o problema de padronizagdo com uso de
critérios pessoais.

2.3. Analise dos dados

A diversidade genética de cada populacéo foi
estimada agrupando todas as progénies. O numero
total de alelos (A), o nimero médio de alelos (A), a
heterozigosidade observada (H,) e a esperada (H,) em
Equilibrio de Hardy-Weinberg foram calculados para
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locos e média entre locos. Os niveis de endogamia
dentro das amostras foram quantificados pelo indice
de fixacdo médio entre progénies (F) de acordo com
o0 método de Weir e Cockerham (1984). Asignificancia
estatistica dos valores de F foi testada por permutacéo
(10.000), utilizando uma corregéo para Bonferroni
(95%, 0=0,05). O erro-padréo dos valores de F foi estimado
por reamostragem Jackknife sobre os locos. Todas
estas analises foram geradas utilizando o programa
FsTaT, versdo 2.9.3.2. (GOUDET et al., 2002).
Adicionalmente, foi estimado o nimero efetivo de alelos
por loco (A,) usando a expressdo A =1/(1-H,). Os
alelos foram também classificados em dois grupos de
acordo com suas frequéncias nas populagdes: a) alelos
privados (ocorrentes em apenas umas das populacdes)
e b) alelos raros (p <0,05). As frequéncias génicas
foram estimadas utilizando-se o programa FsTaT.

Como a amostra utilizada estava estruturada em
familias de polinizac&o aberta, a diferenciagcdo genética
entre as populagdes foi investigada utilizando-se as
frequéncias génicas estimadas separadamente para
o6vulos e polens, usando-se o programa MLTR
(RITLAND, 2002). Para medir a diferenciacdo genética
entre as populacdes, foi empregado o método
desenvolvido para locos microssatélites por Hedrick
(2005), e a estatistica G',. Asignificancia estatistica
dos valores G’ foi testada utilizando-se a reamostragem
jackknife entre os locos.

O tamanho efetivo foi calculado individualmente
para cada progénie e para o conjunto das progénies
de cada populagéo (estimativa populacional), usando
a expressao:

N.=0.5/6 (COCKERHAM, 1969)

em que Q é o grupo de coancestria (dentro de progénies
e para a populagéo total). O coeficiente de coancestria
foi calculado entre plantas de mesma e de diferentes
progeénies, utilizado-se o estimador proposto por J. Nason,
descrito em Loiselle et al. (1995) e o0 programa SrAGEDI
(HARDY; VEKEMANS 2002). Para esta estimativa, foram
utilizadas as frequéncias alélicas medidas no pélen como
representativas das frequéncias alélicas da populacédo
parental. O coeficiente de coancestria esperado dentro
de progénies de polinizacdo aberta de espécies dioicas,
na auséncia de cruzamento entre parentes, € de 0,125
para individuos meios-irmaos e de 0,25 para individuos
irmaos-completos. O coeficiente de coancestria de grupo
dentro de progénies foi estimado por:

2! Z),l .

n—n

6

xy
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em que n é o nimero de progénies dentro de cada familia,
0, € o coeficiente de coancestria entre 0s irméos x
ey dentro de cada familia. O coeficiente de coancestria
€ uma medida de identidade por descendéncia dos alelos
entre individuos. Neste caso, como a referéncia é uma
simples progénie, esta identidade pode ser obtida de
duas formas: a) devido apenas aos alelos maternos,
no caso de dois meios-irm&@os maternos (cruzamento
da arvore matriz com dois individuos diferentes e nédo
parentes) e b) devido aambos alelos maternos e paternos,
no caso de dois irmaos-completos (cruzamento da arvore
matriz com o mesmo pai duas vezes). Assim, o coeficiente
de coancestria de grupo estimador em nivel populacional
foi calculado por:

o Qi 2B 210,
Z;:] (n* —n)+ 2n,,

em gue m é o nimero de familias dentro de cada populagéo,
n € o nimero de progénies dentro de cada familia; n,
€ 0 numero de meio-irmaos paternos (a mesma arvore
doadora de p6len cruzando com mais de uma arvore
produtora de semente) entre diferentes familias. 6,
é o coeficiente de coancestria entre os irmdos x ey
dentro de cada familia. 6, € o coeficiente de coancestria
entre 0s meio-irmaos paternos (0,125). Como os
marcadores genéticos medem mais identidade por estado
alélico do que por descendéncia, utilizou-se umarestricéo
para aceitar que dois individuos de diferentes familias
fossem meio-irm&os paternos. O valor esperado para
o coeficiente de coancestria entre dois meio-irmaos
paternos é 0,125, mas somente foram considerados
meio-irmaos paternos aqueles individuos cujo valor
estimado para coeficiente de coancestria foi superior
a 0,4. Nesses casos, os valores estimados foram
substituidos por 0,125 para serem incluidos nas
estimativas de grupo de coancestria.

3. RESULTADOS

3.1. Diversidade genética

Todos os oito locos analisados foram polimérficos
nas duas populagdes. Para o total de plantas genotipadas,
foram observados 118 alelos. O nimero de alelos variou
entre locos de 6 a 27 alelos, com média de 14,5 alelos/
loco (Tabela 1). O numero efetivo de alelos por locos
foi muito menor do que o nimero de alelos totais por
locos, variando entre locos de 2,15 a 6,99, com média
de 4,05 alelos efetivos por loco, o que sugere que muitos
alelos séo raros (p < 0,05) ou tém baixa frequéncia (0,05
>p <0,25). Aheterozigosidade observada variou entre
locos de 0,117 a 0,790, com média de 0,601. Adiversidade
genética variou de 0,833 a 0,962, com média de 0,912.
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Tabela 1 — Estimativa de parametros genéticos em oito locos microssatélites para 978 individuos de duas populagGes de
Myracrodruon urundeuva. A é o nimero de alelos por loco; A_é o nimero efetivo de alelos por loco; H é a
heterozigosidade observada; H, ¢ a heterozigosidade esperada.

Table 1 — Estimates of genetic parameters in eight microsatellite loci for 978 individuals from two populations of Myracrodruon

urundeuva. - number of alleles per locus, - effective number of alleles per locus, - observed heterozygosity, -
expected heterozygosity.

Locos A A, H, H,

C072 24 6,99 0,774 0,857
D094 12 2,67 0,623 0,626
D167 6 2,15 0,117 0,536
D282 27 3,07 0,411 0,674
B209 19 6,53 0,656 0,847
A392 13 4,42 0,790 0,774
D200 10 3,25 0,623 0,692
E062 7 3,34 0,821 0,701
Média 14,75 4,05 0,601 0,713

Embora as amostras em cada populagéo tivessem 3.3. Tamanho efetivo populacional

tamanhos muito similares (Tabela 2), a populagéo Selviria
apresentou 11 alelos a mais que a populagdo Aramina.
A populacdo Selviria também apresentou maior niUmero
de alelos exclusivos (23 alelos) em relacao a populacdo
Aramina (12 alelos). Contudo, em ambas as populagdes,
os alelos exclusivos tinham baixa frequéncia (variando
de 0,025 a 0,001). O numero médio de alelos por locos

O coeficiente de coancestria dentro das progénies
foi maior que o esperado em progénies de meios-irmaos
(0,125) em todas as progénies de ambas as populagdes,
variando de 0,140 a 0,214 na populagdo Aramina (média

Tabela 2 — Estimativa de indices de diversidade genética para
duas populagdes de Myracrodruon urundeuva. (n)

(A), o nimero de alelos efetivo por locos (A), a € o niimero de individuos analisados; (A) é 0 nimero
heterozigosidade observada (H,) e a heterozigosidade total de alelos; (A) é o namero médio de alelos
esperada (H,) foram sensivelmente maiores na populagéo por loco; (A,) € o nimero efetivo de alelos por
Selviria do que em Aramina (Tabela 2). A populagéo loco; (A,,) € 0 numero de alelos exclusivos; (A,)

€ o numero de alelos raros; (H ) € a heterozigosidade

Selviria apresentou também maior numero de alelos observada; (H,) é a heterozigosidade esperada; (F)

raros (p < 0,05) que a Aramina, 73 alelos (69,5%) contra é o indice de fixacdo.
60 (63,8%). Table 2 — Estimates of genetic diversity indices in two populations
of Myracrodruon urundeuva. n - number of individuals
O indice de fixagao foi positivo e relativamente analyzed, At - total number of alleles, A - average
alto em ambas as populagbes, mas ndo foi number of alleles per locus, Ae - effective number
significativamente diferente de zero, a julgar pelo intervalo of alleles per locus, Aexcl - number of unique alleles,

Ar -number of rare alleles, Ho - observed heterozygosity ,

de confianca a 99% de probabilidade (Tabela 2). He - expected heterozygosity, F - fixation index.

3.2. Diferenciagdo genética entre populagdes

Populag@es

A diferenciagdo nas frequéncias alélicas, das duas Parametros Aramina Selviria
populaces, para o pélen cruzado foi de 15,9%, indicando n 492 486
gue aproximadamente 84% da diversidade genética esta A, 94 105
dentro das populacdes (Tabela 3); paraos 6vulos (0,235) A 11,75 13,13
foi maior que a medida para o pélen, indicando também A 3'1125 32’%8
que cerca de 77% da diversidade genética estadentro a7 60 73
de populagdes. A julgar pelo intervalo de confianga do H, 0,535 0,669
erro a 95% de probabilidade, ambas as estimativas de IC: Intervalo de confiangaa 99% de probabilidade, com 10 mil reamostragens
diferenciacao foram significativamente diferentes de zero. bootstrap sobre os locos.
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Tabela 3 —uErsut;]mgai\\I/g de diversidade genéticas e estatistica G‘ST de Hedrick (2005) para o pélen e os évulos de Myracrodruon

d

Table 3 — Estimates of genetic diversity and Hedrick statistics (2005) for pollen and ovules of Myracrodruon urundeuva.

Pélen Ovulos

Loco Hy H, G, Hy H, Gy

D167 0,437 0,496 0,305 0,481 0,611 0,608
E062 0,641 0,663 0,153 0,488 0,488 0,001
D094 0,624 0,636 0,081 0,460 0,484 0,135
D200 0,727 0,733 0,057 0,624 0,679 0,350
A392 0,810 0,817 0,082 0,652 0,668 0,112
B209 0,871 0,882 0,181 0,795 0,808 0,145
C072 0,891 0,897 0,111 0,814 0,833 0,231
D282 0,900 0,914 0,305 0,881 0,898 0,300
Média 0,738 0,755 0,159 0,649 0,684 0,235
1C-sup (95%) 0,783 0,797 0,187 0,696 0,727 0,288
I1C-inf (95%) 0,692 0,713 0,132 0,603 0,640 0,183

Intervalo de confianca a 95% de probabilidade, calculado por reamostragem Jackknife sobre locos.

de 0,169) e de 0,137 a 0,210 na populagéo Selviria (média
de 0,165). Por sua vez, o tamanho efetivo de cada
progénie foi igualmente menor do que o esperado
em progénies de populacgdes panmiticas (4), variando
de 2,14 a 3,57 na populagdo Aramina (média de 2,96)
e de 2,38a3,64 em Selviria (médiade 3,04). Ja o coeficiente
de coancestria de cada populacao (considera as
coancestrias dentro de progénies mais as coancestrias
de meio-irmaos paternos) foi de 0,007029 na populacéo
Aramina e 0,007412 em Selviria. O tamanho efetivo
total da populagao Aramina foi estimado em 71,13
e o de Selviriaem 67,46 (Tabela 4).

4. DISCUSSAO

4.1. Diversidade genética

As duas populagdes estudadas de M. urundeuva
apresentaram um nimero maior de alelos do que tem
sido observado em estudos com a espécie. O nimero
total de alelos (118) observado em M. urundeuva,
nas populagBes de Aramina e Selviria, foi superior
ao observado por Caetano et al. (2005) (72 alelos)
em populag8es do Paraguai e da Argentina. Entretanto,
em trabalho mais recente, Caetano et al. (2008), estudando
1.048 individuos de populagdes distribuidas por toda
aAmérica do Sul, observaram um total de 97 alelos
com seis marcadores idénticos aos utilizados no
trabalho. Quando utilizamos esses marcadores,
encontramos nas populagGes de Aramina e Selviria
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um total de 84 alelos. Esse elevado numero de M.
urundeuva denota a ocorréncia de alta diversidade
genética.

A populagdo de Selviria apresenta nimero superior
de alelos (A, = 105) em relagdo ao de Aramina
(A,=94), o que pressupde maior diversidade genética
naquela populacdo. Esses resultados indicam que a
perturbagéo antrépica sofrida pela populacéo de Aramina
e a intensa fragmentagao da paisagem para cultivos
agricolas levaram a uma reducao de sua base genética
e, consequentemente, de sua diversidade genética.
Deve-se considerar que a coleta de sementes desta
populacéo foi realizada em 1991, portanto os resultados
aqui apresentados refletem a situagdo genética da
populacgdo naquele periodo. Assim, novos estudos
baseados em amostras de progénies sdo importantes,
pois irdo refletir a atual situagao genética da populagéo.
Em curto prazo, pode ter ocorrido deriva genética e,
em longo prazo, pode ter aumentado a endogamia,
decorrente da maior probabilidade de cruzamento entre
individuos aparentados.

Neste trabalho, a alta porcentagem de alelos raros
encontrados nas populacdes indica 0 comprometimento
com a perda de diversidade genética, pela atuagéo
de deriva genética. Tal fato é ainda mais acentuado
na populacdo de Selviria, onde o nimero de alelos
raros é aparentemente maior. A porcentagem de alelos
perdidos é o melhor indicativo da perda de variabilidade
genética em populag8es advindas de fragmentacéo.
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Tabela 4 — Estimativa de coeficientes de coancestria (©) e tamanho efetivo (N,) para cada progénie e media populacional
para duas populagdes sob conservagdo em banco de germoplasma de Myracrodruon urundeuva .

Table 4 — Estimates of coancestry coefficients (©) and effective size (N_) for each progeny and average population for
two populations under conservation in the germplasm bank of Myracrodruon urundeuva.

Populagdo Aramina

Populacgéo Selviria

Progénies n (C] N, n (€] N,
1 20 0,168 2,98 18 0,175 2,86

2 20 0,154 3,24 19 0,150 3,33

3 20 0,183 2,74 19 0,137 3,64

4 20 0,154 3,26 20 0,151 3,30

5 20 0,174 2,87 19 0,160 3,13

6 20 0,163 3,06 20 0,152 3,29

7 20 0,185 2,70 20 0,155 3,23

8 18 0,214 2,34 20 0,148 3,38

9 20 0,166 3,02 20 0,145 3,46

10 19 0,163 3,06 19 0,160 3,12
11 20 0,182 2,75 20 0,160 3,13
12 20 0,183 2,73 20 0,156 3,20
13 20 0,151 3,31 19 0,176 2,85
14 20 0,172 2,91 17 0,157 3,18
15 17 0,163 3,08 19 0,209 2,39
16 20 0,197 2,53 19 0,158 3,17
17 19 0,173 2,89 20 0,183 2,73
18 20 0,140 3,57 20 0,210 2,38
19 20 0,140 3,57 19 0,177 2,83
20 20 0,190 2,63 20 0,166 3,01
21 19 0,171 2,92 20 0,162 3,09
22 20 0,163 3,06 19 0,167 2,99
23 20 0,151 3,31 20 0,172 2,91
24 20 0,148 3,37 20 0,157 3,18
25 19 0,168 2,98 20 0,171 2,92
Média_prog — 0,169 2,96 — 0,165 3,04
Total_pop 491 0,007029 71,13 486 0,007412 67,46
Esperado 100

Assim, embora tenha sido detectada alta diversidade
genética nessas populacdes, ha a possibilidade de
a deriva genética estar atuando, o que significa ter
as frequéncias de seus genes afastadas daquelas da
populagdo original, inclusive com perda de alelos.
A fragmentagéo e o isolamento dessas populacdes,
em decorréncia das atividades antrépicas, podem ser
os causadores da perda de alelos. Contudo, faltam
estudos sobre o isolamento reprodutivo desses
fragmentos.

4.2. Diferenciacdo genética entre populacdes

Foi detectada alta diferenciagdo genética entre
as duas populacdes, tanto a partir do pélen como dos
Ovulos (Tabela 3). Este resultado era esperado,

considerando a grande distancia que separa essas
populacdes (~460 km). A diversidade genética mantida
dentro e entre populacdes ocorre em fungao de eventos
histéricos e processos evolutivos recentes (LEE et
al., 2002). Espécies tipicas de cruzamento geralmente
apresentam alta diversidade genética dentro, e pequena
entre populagdes, visto que a divergéncia genética
entre populacdes é reduzida em funcdo do aumento
na taxa de fluxo génico (LOVELESS; HAMRICK, 1984).
Contudo, populacdes geografica e reprodutivamente
isoladas entre si, devido a colonizacdo e a dinamicas
populacionais, podem apresentar maior diferenciacdo
genética entre si do que populagdes préximas e que
trocam genes constantemente. Provavelmente, apds
afragmentacdo, a deriva genética atuou nas populacdes
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estudadas, levando-as a diferirem-se. Assim, a grande
distancia separando essas populagdes e,
consequentemente, isolando-as reprodutivamente,
somada a deriva genética que cada uma experimenta,
pode explicar a alta diferenciagdo genética observada.

4.3. Tamanho efetivo populacional

Em espécies dioicas, o parentesco dentro de
progénies de polinizacdo aberta pode ser composto
por misturas de meios-irmaos e irmaos-completos,
dependendo de como ocorreu a reprodugdo, se foi
aleatoria ou correlacionada. Ainda, os valores de
coancestria entre parentes podem ser maiores do que
o esperado entre dois meios-irm&os (0,125) ou irmé&os-
completos (0,25), caso tenham sido gerados por
cruzamentos entre parentes. O coeficiente de
coancestria estimado dentro das progénies foi maior
gue o esperado em progénies de meio-irmaos em todas
as progénies de ambas as populacgdes. Isso indica
gque muitos dos cruzamentos foram correlacionados
ou endogémicos. Ataxa de cruzamentos correlacionada
pode ser estimada em espécies dioicas do coeficiente
de coancestria médio dentro de progénies, usando
a expressdo sugerida por Sousa et al. (2005):
©=0,125(1+F)(1+r)), em que F_¢é o coeficiente de
endogamia na geracao parental e r, é a correlacdo
de paternidade, a qual mede a proporg¢éao de progénies
de cruzamentos que sao irméos-completos. Assumindo
F, =0, conforme estimativa do indice de fixacdo em
ambas as populac8es (Tabela 2) e isolando o r,na
expressdo de Sousa et al. (2005) [rp =(©/0,125) - 1],
estima-se uma correlacdo de paternidade de 0,35 e
0,32 nas populagcdes Aramina e Selviria,
respectivamente. Portanto, observa-se que
aproximadamente 30% das progénies eram parentes
no grau de irmdos-completos. Isso significa que as
arvores matrizes de Aramina e Selviria receberam pélen
de poucas arvores doadoras (aproximadamente 2,9
e 3,1 arvores, Nep = llrp)). Em outros termos: as arvores
matrizes dessas populacdes possuem uma pequena
vizinhanca reprodutiva.

Considerando as progénies conjuntamente, tem-se
que levar em conta o possivel parentesco entre plantas
de diferentes progénies, pois uma mesma arvore
paterna poder ter fertilizado diferentes arvores matrizes
simultaneamente, dando origem a meio-irmé&os paternos
entre progénies. Nas anéalises dos dados, observou-se
baixo coeficiente de coancestria entre plantas nas
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populacdes (<0,007). Isso, em termos tedricos, sugere
gque uma baixa endogamia poderia ser esperada do
cruzamento aleatdrio no atual banco de germoplasma.

O entendimento da relagdo entre o tamanho efetivo
e o tamanho real de uma populagao é de fundamental
importancia para o planejamento de estratégias de
conservagdo. Com cruzamentos perfeitamente aleatorios
e com a possibilidade de as progénies amostradas
terem recebido polen de diferentes conjuntos génicos,
o tamanho efetivo deste conjunto de progénies de
cada populagdo seria de 100 [N, = 4x(0,5/0,125], isto
é, estas 25 progénies, compostas cada uma por 20
plantas (totalizando 500), representariam 100 plantas
ndo parentes e ndo endogamicas. Nesse caso, 0s
tamanhos efetivos das duas populacdes poderiam
ser somados, visto que ndo ocorreu sobreposigdo
do conjunto génico compartilhado pelas populagdes
individualmente, devido ao isolamento geografico.
Entdo, o tamanho efetivo total retido no banco, nesse
caso, seria de 200, ou as 1.000 plantas representariam
200 plantas ndo parentes e ndo endogamicas. Contudo,
0 que se observou foi que os cruzamentos ndo foram
aleatorios (parte foram correlacionados) e ocorreu
sobreposicao do conjunto génico compartilhado pelas
arvores matrizes dentro das populagdes. Se cada uma
das progénies tivesse recebido pdlen de diferentes
conjuntos génicos, os tamanhos efetivos estimados
de cada progénie poderiam ser somados, o que resultaria
em tamanhos efetivos de 74,9 e 76,7 nas populagdes
Aramina e Selviria, respectivamente. Contudo, esta
estimativa ndo leva em consideracdo plantas parentes
de diferentes progénies, parentes como meio-irmaos
paternos, devido ao cruzamento de um mesmo pai
com varias arvores matrizes. Quando isso foi
considerado, o tamanho efetivo foi reduzido para 71,1
e 67,5 nas populacdes Aramina e Selviria,
respectivamente. Portanto, o banco tem um tamanho
efetivo total de 138,6, ou seja, as 1.000 plantas
representam 139 plantas ndo parentes e ndo
endogamicas.

Uma grande utilidade préatica da estimativa do
tamanho efetivo é estimar o nimero de arvores matrizes
(m) para a coleta de sementes (SEBBENN, 2003). O
namero de matrizes pode ser estimado diretamente do
tamanho efetivo que se pretende conservar ou amostrar
), dividido pelo tamanho efetivo médio das
/N,) (SEBBENN, 2003). Esta

(Ne(reference)

progénies, (m=N

e(reference)
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expressdo € baseada em trés pressuposicdes basicas:
i) as arvores matrizes onde é feita a coleta das sementes
nao sao parentes entre si; ii) as arvores matrizes nao
fertilizam entre si; e iii) as &rvores matrizes compartilham
diferentes conjunto génicos, ou seja, ndo ha sobreposigdo
no conjunto génico recebido pelas diferentes arvores
(auséncia de meios-irmaos paternos). Caso todas estas
pressuposicdes sejam satisfeitas, a expressdo sugerida
por Sebbenn (2003) é valida. Como M. urundeuva é dioica,
a pressuposicao ii é sempre verdadeira, visto que arvores
fémeas ndo cruzam umas com as outras. Por outro lado,
as outras duas pressuposi¢des sdo mais dificeis de serem
satisfeitas. E necessario que sementes sejam coletadas
a grandes distancias para evitar que as arvores matrizes
sejam parentes entre si e para que o seu conjunto génico
polinico ndo seja sobreposto. Portanto, a minima distancia
entre matrizes para a coleta de sementes ndo pode ser
determinada somente com base em informagdes na estrutura
genética espacial das populagdes, mas também com
informacdes sobre a distancia de disperséo de pdlen
e a &rea de vizinhanga reprodutiva. Este tipo de estudo
faltaem M. urundeuva, bem como na grande maioria
das espécies arboreas. Como exemplo, assumindo que
todas as trés pressuposicdes citadas sdo validas e
que o objetivo é reter uma amostra com um tamanho
efetivo de 150, o niumero médio de arvores matrizes
necessarias para a coleta de sementes seria de 51 (m
=150/2,96) na populacdo Aramina e de 49 (m=150/3,04)
em Selviria. Contudo, neste estudo, pelo menos a
pressuposicao iii é sabidamente violada, visto que se
detectou sobreposi¢do no conjunto génico recebido
das diferentes arvores matrizes. O nimero de arvores
matrizes pode ser determinado, usando-se uma simples
regra de trés. Por exemplo, se as sementes de poliniza¢do
aberta de 25 matrizes representam tamanhos efetivos
de71,1e67,5, para ter um tamanho efetivo de
150 na amostra seria necessario coletar sementes
de 53 (m=N Xxn /N, = 150x25/77,1, em que

e(reference) matrizes
N, i € 0 NUMero de arvores matrizes onde foi feita
a coleta de sementes) arvores matrizes na populagao
Aramina e de 56 (m = 150x25/67,5) arvores matrizes
na populacdo Selviria. Portanto, seriam necessarias
amostras de mais 28 e 31 arvores matrizes das populactes
Aramina e Selviria, respectivamente, para reter o tamanho

efetivo de referéncia de 150 de cada populacéo.

Finalmente, os resultados obtidos nas populacdes
estudadas de M. urundeuva mostram que ha a
possibilidade de utiliza-las em programas de conservagédo
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e melhoramento genético. Por apresentarem uma alta
diversidade genética, mais acentuada na populagao
de Selviria, essas populagdes podem ser utilizadas
em programas de conservagao, desde que o tamanho
efetivo populacional conservado ex situ seja
substancialmente aumentado, visto que o parentesco
entre e dentro de progénies reduziu o tamanho efetivo
das amostras.

5. CONCLUSOES

Embora tenha sido detectada alta diversidade genética
nas populag@es de Myracrodruon urundeuva procedentes
de Aramina-SP e Selviria-MS, ocorreu deriva genética
no processo de reproducgdo, o que significa que as
frequéncias dos genes nas progénies mudaram em relagéo
a populacdo parental, inclusive com perda de alelos.

A fragmentacdo e o isolamento dessas populacdes
em decorréncia das atividades antrépicas (pecuaria
extensiva e cultura da cana-de-agucar) foram os agentes
causais das altera¢6es no sistema de reproducéo e
diferenciacéo genética entre as populagées. Contudo,
faltam estudos sobre o isolamento reprodutivo destes
fragmentos.

Os altos coeficientes de coancestria dentro das
progénies foram o resultado da deriva genética no
processo de reproducdo, como evidenciado nos
cruzamentos correlacionados e cruzamentos entre
parentes.

As arvores matrizes dessas duas populagdes
possuem uma pequena vizinhanga reprodutiva, recebendo
po6len de poucas arvores doadoras.

Por apresentarem uma alta diversidade genética,
em especial em Selviria, essas populagdes podem ser
utilizadas em programas de conservacdo, desde que
o tamanho efetivo populacional conservado ex situ
seja substancialmente aumentado, visto que o parentesco
entre e dentro de progénies reduziu substancialmente
o tamanho efetivo das amostras.
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