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DIVERSIDADE GENETICA EM UM TESTE DE PROCEDENCIA E PROGENIE DE BARU
(Dipteryx alata VOG.).
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi estudar a variabilidade genética de um teste de procedéncia e progénie e o
sistema reprodutivo desta espécie. Efetuaram-se as andlises por meio de eletroforese de isoenzimas em
gel de poliacrilamida. O teste de procedéncia/progénie estudado apresentou grande variabilidade
genética nas trés procedéncias. Estas procedéncias expressam grande potencial para busca de
gendtipos para melhoramento genético, principalmente devido a grande variabilidade dentro das
populagdes. Em concordancia com estudos prévios, detectou-se sistema reprodu¢do misto com

predominancia de cruzamento.
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INTRODUCAO

O Cerrado ¢é o segundo maior bioma brasileiro e uma das 4reas de maior biodiversidade no
mundo (MITTERMEIER et al., 2004), sendo, inclusive, destacado como um hotspot da conservagao
da biodiversidade (MYERS et al., 2000). Com ritmo de devastacido cada vez maior e mais acelerado
na sua area de abrangéncia, t€m-se observado grandes mudangas na paisagem do Cerrado. Estas
mudancas t€m consequéncias marcantes nos aspectos fisicos, bioldgicos e sociais (POTZERNHEIN,
2005), podendo levar a perda de recursos ainda desconhecidos que podem_ser explorados de forma
consciente e sustentdvel. Com o crescimento da agricultura, novas dreas de vegetacdo nativa sdo
devastadas para dar lugar a grandes dreas de monocultura, intensificando-se o processo de
fragmentacdo. Uma das principais consequéncias desse processo é o impacto na variabilidade genética
das populagdes deste bioma.

O baru (Dipteryx alata Vog.) € uma espécie de grande potencial devido aos seus usos
multiplos, amplitude de ocorréncia e relevante potencial econdmico, além das suas boas caracteristicas
silviculturais. A espécie é muito utilizada pelas populagdes tradicionais, fornecendo alimento, por
meio de seus frutos, com alto valor calérico (OLIVEIRA, 1998).

O objetivo deste trabalho € estudar a variabilidade genética e o sistema reprodutivo do baru
em um teste de procedéncia e progénie.

MATERIAL E METODOS
Area de estudo

Este trabalho foi realizado no municipio de Brasilindia de Minas/MG, em um teste
combinado de procedéncia/progénies com 11 anos de idade. O experimento estd localizado numa 4rea
denominada de Bord, dentro da fazenda Brejdo, propriedade da empresa V&M Florestal. A
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fitofisionomia € de Cerrado com precipitacio média anual de 1441,5mm e temperaturas maxima e
minima de 26°C e 18°C, respectivamente.

O experimento foi composto por 66 familias de meio-irmdos, sendo que 25 foram
procedentes de Capindpolis-MG, 25 de Brasilandia de Minas-MG e 16 de Jequitai-MG. Este menor
nimero de familias de Jequitai foi devido problemas de germinagao.

De todos os individuos, foram coletadas amostras foliares as quais foram, preferencialmente
as mais jovens, sadias e sem lesdes. Para o procedimento de anélise eletroforética do teste, realizou-se
uma amostragem, sorteando-se 10 familias por procedéncia e 10 individuos por familia (por familia,
entende-se o conjunto dos individuos originados pelas sementes coletadas de uma mesma &drvore
matriz).

Extracio das isoenzimas e analise eletroforética

Para a extracdo das enzimas foram utilizados 200 mg de tecido foliar para 1 mL de solucdo
extratora. Testes foram feitos com diferentes solucdes extratoras e foi escolhida a que melhor
assegurou a integridade das enzimas (Tabela 1).

TABELA 1. Solucdo para extragdo de isoenzimas, segundo Alfenas et. al. (1998) com alguns ajustes.

Componentes Quantidade

Fosfato de Sédio bibasico 0,60g
Sacarose 7,00g
PVP-40 2,56g
L-acido ascorbico 0,10g
DIECA 0,10g
Bissulfito de sédio 0,05¢g
b-mercaptanol 0,20g
Polietilenoglicol-6000 1,00mL
Agua destilada 100,00mL

Na maceracao foi utilizado um conjunto de pistilo e almofariz limpos e resfriados para cada
amostra e adicionados PVP insoldvel e areia propria para este fim. Apds a maceracdo, os extratos
obtidos foram centrifugados a 12.000 rpm a 4°C por 5 minutos.

Para as corridas eletroforéticas, 30 uL do sobrenadante foram aplicados nas canaletas dos
géis. Foi utilizado gel de poliacrilamida confeccionado fundamentado em Alfenas et al. (1998) com
algumas modificagdes.

A eletroforese foi conduzida em cuba vertical. Neste procedimento, utilizou-se amperagem
constante de 20 mA por gel com duracdo de cerca de trés horas e meia. Apds a corrida dos géis, estes
foram mergulhados em 100 mL de solu¢do reveladora previamente selecionada através de um teste de
revelagdes de 20 sistemas isoenzimadticos. Deste teste foram escolhidos os sistemas que resultaram em
um maior nimero de locos e melhor qualidade de visualizagdo dos dados.

Anélise dos dados
Variabilidade genética

No processamento dos dados foram utilizados os softwares TFPGA (MILLER, 1997) para o
célculo das frequéncias alélicas e a_partir delas, obtiveram-se os indices de diversidade calculados por
meio do software GDA (LEWIS E ZAYKIN, 2000). Calcularam-se assim: heterozigosidade média

esperadaf(I:I . ), estatistica F de Wright (1951), coeficiente de coancestralidade de Cokerham, e

decomposicido da heterozigosidade total em componentes entre e dentro de populagdes (ﬁ IT. F Is
eﬁ ST )-

Sistema reprodutivo
A andlise do sistema reprodutivo seguiu o modelo de cruzamento misto de Ritland & Jain
(1981), usando o programa “MLTR” de Ritland (1997).
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Da anilise, foram estimadas a taxa de cruzamento multilocos (¢,) pelo método da méaxima
verossimilhanga, a taxa de cruzamentos unilocos (Z;), a taxa de cruzamento entre aparentados (#,:-t;), a
correlagdo de autofecundag@o entre dois irmaos (r,), a correlagdo de paternidade entre dois irmaos ()
e as proporg¢des de autofecundagdo (Pu=1- t,,) meio-irmaos (Pjc=t,, (1- r,) e irmaos completos (Pp=
Tplw) .

Para estimar o erro padrio da média para todos os pardmetros, o programa utilizou o
procedimento de amostragem bootstrap, com 1.000 reamostragens, com base em Vencovsky et al.
(1997).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 20 sistemas testados, 12 foram selecionados devido a qualidade de revelagdo: ACP, o-
EST, B-EST, GOT, GTDH, G6PDH, MDH, PO, SDH, SOD, PGI e PGM. Considerando que nos
estudos de diversidade genética por isoenzimas, recomenda-se um minimo de dez locos polimoérficos
(BERG & HAMRICK, 1997), destes sistemas selecionados, foram sendo utilizados até que se
atingisse o minimo recomendado que foi obtido com o uso de cinco sistemas sendo: PO, com dois
locos polimdrficos; SOD e SDH com dois locos polimérficos e um monomérfico, B-EST com trés
locos polimérficos e, a-EST com quatro locos polimérficos. Todos os sistemas apresentaram locos
com segregacdo de dois alelos.

Para estimativas da variabilidade genética dentro e entre as procedéncias, foram estimadas as
frequéncias alélicas para os 30 alelos distribuidos nos quinze locos encontrados. Os maiores valores de
frequéncias alélicas foram obtidos no primeiro alelo para a maioria dos locos nas trés procedéncias (13
locos para Capinépolis e Jequitai e 12 para Brasilansdia). Os outros locos tiveram frequéncias
semelhantes entre os alelos 1 e 2 com exce¢@o do loco , B-EST3 onde a frequéncia do segundo alelo
(0,634) foi maior que a do primeiro (0,365). Os locos SDH3 e SOD3 foram os udnicos que
apresentaram frequéncias iguais para as o dois alelos nas trés populagdes.

Com relacdo a equidade génica, que se caracteriza pela baixa amplitude de variacdo das
freqii€ncias entre dois alelos, diz-se que um loco estd em equidade génica quando as frequéncias de
seus alelos estiverem entre 0,350 e 0,650 (FRANKEL ET AL., 1995). Segundo este mesmo autor, esta
caracteristica é um indicador de grande diversidade genética que pode fazer com que populacdes
sejam menos susceptiveis a fixacdo e perda de alelos quando submetidas a perturbacdes. No geral,
66,67% dos locos avaliados apresentaram seus alelos em equidade génica. Analisando-se
separadamente por procedéncia, os valores ndo se distanciam consideravelmente, sendo que em
Capindpolis, Jequitai e Brasilandia de Minas apresentaram, respectivamente, 73,3%, 60% e 66,67% de
locos em equidade génica.

As procedéncias também apresentaram quantidades préximas de alelos de alta frequéncia, ou
seja, maiores que 0,650. Ao todo, foram encontrados 15 alelos de alta frequéncia: quatro em
Capinépolis, seis em Jequitai e seis em Brasilandia. Os alelos de maior frequéncia foram o o-EST
(alelo1=0,913) e SOD1 (alelo1=0,808) de Brasilandia de Minas e a-EST (alelo1=0,831) de Jequitai.

De modo geral, ndo houve diferenca marcante nas frequéncias alélicas entre as trés
procedéncias, bem como o conjunto de alelos apresentou-se balanceado sem nenhum caso de fixacdo
de alelos. Entretanto, alguns tiveram frequéncias altas, como é o caso do alelo 1 do loco a-EST4
(0,913) da procedéncia Brasilandia, alelo 1 do loco o-EST4 (0,831) de Jequitai e alelo 1 do loco
SOD1 (0,808) de Brasilandia.

Pode-se inferir que a espécie estudada apresenta baixa divergéncia entre estas trés
procedéncias tomando por base a semelhanca nas freqiiéncias alélicas das populagdes, juntamente com
as proporg¢des similares de equidade génica.

A heterozigosidade média esperada (ﬁ ,) € observada (ﬁ ,) variaram de 0,467 a 0,433 e

0,649 a 0,638, respectivamente. Estes valores estdo de acordo com obtidos em outros estudos feitos
com espécies arboreas de Cerrado e outras espécies arbdreas tropicais. Moraes et al.(2005), estudando

Myracrudruon urundeuva, encontraram valores de I-AI , Vvariando de 0,333 a 0,511 e I-AI 0317 a

0,408. Souza et al. (2005) apresentaram valores de ﬁo de 0,492 a 0,550 e ﬁg de 0,413 a 0,440 para a
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espécie Stryphnodendron adstringens e Gongalves (2006), estudanto Dimorphandra mollis encontrou
valores de I:I , € I:I . has faixas de 0,449 a 0,494 ¢ 0,459 a 0,470, respectivamente.

Valores de H , maiores que H , (Tabela 2) geraram indices de fixagdo negativos para as

trés procedéncias o que evidencia um excesso de heterozigotos em relagdo ao Equilibrio de Hardy-
Weinberg, exceto para a procedéncia Brasilaindia de Minas onde este indice ndo se mostrou
significativo. No entanto, seu valor denota a mesma tendéncia das outras procedéncias. Valores altos
de heterozigosidade como os observados sugerem a existéncia de mecanismos de selecdo atuando a
favor dos heterozigotos

TABELA 2. Indices de diversidade genética em trés populagdes de Dipteryx alata Vog, baseados em
15 locos e cinco sistemas enzimaticos.

indices Populacoes
Capindpolis Jequitai Brasilandia
A 2 2 2
P 100 100 100
1-le 0,649(0,033) 0,694(0,060) 0,639(0,096)
I-}e 0,468(0,198) 0,459(0,202) 0,4339(0,2718)
A -0,3918* -0,516%* -0,4758
[-0,751; -0,032] [-0,702; -0,082] [-0,797; 0,013]
n 114,27 94,93 94,80

Onde A= niimero médio de alelos por loco ; P- percentgem de loci poliérficos . Ho = heterozigosidade
média observada; He = heterozigosidade média esperada; f = indice de fixa¢do; n= tamanho médio da
amostra por locos ; ()= erro padrio; [ |= intervalo de confianga (nivel de probabilidade de 5%);* =
significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

Os coeficientes de endogamia dentro das procedéncias e para o conjunto foram negativos e
significativos a 5%. Isto mostra que, além de ndo existir endogamia em nenhum destes dois niveis de
observacdo, tem-se um excesso de heterozigotos, contrariando as propor¢des do Equilibrio de Hardy-
Wienberg.

Foi obtido um baixo valor de divergéncia genética entre populagdes (ép =0,015), porém,

significativos, indicando que 1,55% da variagdo genética deste teste encontra-se entre as procedéncias.
Por conseguinte, 98,5% da variacdo encontra-se dentro das procedéncias. A maioria das espécies
florestais apresenta, segundo Oliveira (2000), divergéncia genética entre populacdes menor que 5%,
comumente apresentando valores em torno dos 3%. Algumas espécies de Cerrado estudadas valores de
divergéncia acompanhando esta mesma tendéncia. Como exemplos tem-se: Caryocar brasiliensis
(0,020), Dimorphandra mollis (0,025), Macherium villosum (0,061), estudadas por Melo Junior et al.
(2004) , Gongalves (2007) e Botrel et al. (2004), respectivamente.

Para o melhoramento genético, a alta diversidade dentro de uma populagdo é um fator
importante, pois mais individuos dentro da populagdo devem ser coletados de modo que esta tenha
seus alelos mais bem representados possivel, aumentando as possibilidades de incremento no ganho
genético de determinado cardter.

Areas de Cerrado, especialmente no Norte e Tridngulo mineiro, tem um histérico recente de
invasdo por grandes monoculturas, como soja, eucalipto, cana-de-agticar. Provavelmente, devido a
isso, ndo tenha decorrido tempo suficiente para as populacdes dessas localidades expressarem
geneticamente as alteracdes antrépicas no ambiente, ressaltando o longo tempo de crescimento e
reproducdo caracteristico de espécies.

Os altos valores das taxas de cruzamento multilocus demonstram que D. alata Vog.
apresenta sistema de reproducdo misto e predominantemente por cruzamento. Além disso, estes
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valores estdo acima da média quando comparados aos valores médios para 49 espécies arbdreas
tropicais (¢, = 0,880) encontrado por Sebbenn (2001).

Todas as taxas de cruzamento unilocus foram menores do que as respectivas taxas
multilocus, fato que evidencia a auséncia de mecanismos de auto-incompatibilidade em D. alata.
Entretanto, como as avaliagdes foram feitas numa idade ja avangada (11 anos) no teste, pode ter
ocorrido uma selecdo a favor dos heterozigotos, reduzindo a taxa de autofecundagdo e, por
consequéncia, superestimando a taxa de cruzamento multilocus.

A diferenca entre as taxas de cruzamento multilocus e a unilocus resulta na taxa de
cruzamento entre individuos endogamicos ou entre aparentados (GUSSON, 2006). Esta taxa variou
entre as populacdes de 0,012 para Capindpolis a 0,004 para Jequitaf, sendo que, somente para esta, ndo
foi significativamente diferente de zero. Entre as familias das trés procedéncias, essas taxas variaram
de 0,066 a 0,034 em Brasilandia; 0,072 a 0,058 em Jequitai e 0,073 a 0,042 em Capindpolis. Os
valores de 1,-f; foram signicativamente diferente de zero exceto para a familia 25 (Brasilandia). Estes
valores sdo considerados relativamente baixos e ndo se divergem entre procedéncias.

As proporcdes de irmios de autofecundacio, meio-irmaos e irmdos completos evidenciaram
a predominancia de irmaos completos, cujas taxas mantiveram-se na faixa dos 90%, sendo que para as
procedéncias Capindpolis e Jequitai, a propor¢do de autofecundacio foi nula. As familias que se
destacaram pelas maiores propor¢des de autofecundacdo foram a J25 (7,80%) e B25 (6,70%), para as
quais obteve-se os menores valores de meio-irmdos 80,86% e 81,26% respectivamente. Os maiores
valores de irmaos completos foram encontrados na procedéncia Capindpolis.

CONCLUSAO

Alta variabilidade genética entre as procedéncias
e Sistema reprodugdo misto com predominéncia de cruzamento
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