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CAPITULO 1
Estudo Taxonomico de Pterodon emarginatus Vog. (Fabaceae, Dipteryxeae) baseado
em dados morfologicos e de marcadores moleculares do tipo RAPD (random

amplified polymorphic DNA).

Resumo

Este trabalho utilizou marcadores moleculares do tipo RAPD e caracteres
morfoldgicos para estudar a variacdo encontrada dentro de P. emargiantus sensu Lewis
(Fabaceae, Papilionoideae, Dipteryxeae). O objetivo foi verificar se o dimorfismo
observado dentro deste faxon pode ser interpretado como variacdo dentro de uma mesma
espécie ou se € indicativo de que P. emarginatus sensu Lewis engloba mais de uma
entidade taxonOmica, e neste caso, qual a relagdo entre cada uma dessas entidades bem
como qual a melhor forma de nomea-las. Lewis em uma publicagdo sobre Legumes da
Bahia, considerou P. pubescens (Benth.) Benth. e P. polygalaeflorus (Benth.) Benth. como
sindbnimos de P. emarginatus Vog. e, desde entdo, vém sendo consideradas como tais em
varios bancos de dados botanicos. Entretanto, P.emarginatus, como proposto por Lewis, €
uma espécie dimorfica com individuos de flores rdseas, folhas pubescentes e com foliolos
de apice levemente retuso e individuos de flores roxas, folhas glabras e com foliolos de
apice fortemente emarginado. Ndo foram encontradas populacdes mistas contendo
individuos das duas morfos (résea e roxa) de P. emarginatus sensu Lewis. Os resultados
obtidos, tanto para dados moleculares como para os morfoldgicos sdo concordantes e
separam as duas formas (résea e roxa) de P.emarginatus sensu Lewis. A andlise molecular
mostrou que 74% da variancia encontrada é explicada pela diferenca entre as formas résea

e roxa. A andlise candnica discriminante empregada para analisar as diferengas entre as



formas baseado em dados morfoldgicos, permite separar as duas formas (r=0,963
p<0,0001). As andlises anteriores, juntamente com os fototipos dos trés taxa, permitiram
concluir que P. polygalaeflorus é sindbnimo de P. emarginatus Vog. e P.pubescens deve ser

mantida como espécie distinta.

Abstract

RAPD markers and morphological characters were employed in order to study the
variation observed in Pterodon emarginatus sensu Lewis (Fabaceae, Papilionoideae,
Dipteryxeae). The objective was to verify if the dimorphism observed in this taxon could be
interpreted as variation within a species or if it indicates that P. emarginatus sensu Lewis
contains more than one taxonomical entity and in this case, what is the relationship of them
and how would be the best way to denominate them. In a publication about the legume
species of Bahia (Brazil), Lewis has considered both P. pubescens (Benth.) Benth. and P.
polygalaeflorus (Benth.) Benth. as synonyms of P. emarginatus Vog.. Since then, these two
species have been treated as synonyms of P. emarginatus in many botanical databanks.
However, P.emarginatus as proposed by Lewis, is a dimorphic species presenting
individuals with pink flowers, pubescent leaves, and retuse folioles apex as well as plants
with purple (violet) flowers, glabrous leaves and strong emarginate folioles apex. There is
no mixed population of the two morphs (pink and violet) of P.emarginatus sensu Lewis in
the field. The results of the AMOVA for RAPD markers showed that 74% of the observed
variance was due to the difference between morphs pink and violet. The canonical
discriminant analysis for morphological data agrees with molecular data showing a good

separation of the two morphs (r= 0,963 p<0,0001). Those analyses together with the



phototypes for the three taxa under study indicate that P.polygalaeflorus is a synonym of

P.emarginatus and P.pubescens should be maintained as a separate species.



Introducao

O género Pterodon Vog. (Fabaceae, Papilionoideae, Dipteryxeae) ¢ um género
pequeno com seis espécies: Pterodon apparicioi Pedersoli, P. macrophyllus Klotzsch, P.
abruptus (Moric.) Benth., P. pubescens (Benth.) Benth., P. polygalaeflorus (Benth.) Benth.
e P. emarginatus Vog. (Polhill 1981, International Plant Names Index 2005). Entretanto,
segundo a base de dados “W* Tropicos” (Missouri Botanical Garden, 2005), o género tem
trés espécies: P. abruptus, P. apparicioi e P. emarginatus, sendo que P. pubescens e
P.polygalaeflorus sdo colocadas como sinonimos de P. emarginatus enquanto que P.
macrophyllus é considerado nomen nudo. A base de dados ILDIS - International Legume
Database and Information Service (2005) cita apenas duas espécies para este género: P.
abruptus e P. emarginatus, sendo que P. apparicioi é colocada como sinonimo de P.
emarginatus, juntamente com P. pubescens e P. polygalaeflorus e P. macrophyllus nao é
citada nesta base de dados.

Parte dessa discrepancia com relacdo ao ndmero de espécies validas de Pterodon
estd relacionada a delimitacdo das espécies Pterodon emarginatus, P. polygalaeflorus e P.
pubescens. Lewis (1987), em seu livro “Legumes da Bahia”, apresentou P. pubescens e P.
polygalaeflorus como sindbnimos de P. emarginatus. Desde esta publicacdo, e apesar da
mesma ndo se tratar de uma revisdo do género, essas espécies t€ém sido tratadas de forma
discrepante por autores diversos: ora como trés taxa distintos, ora como dois, ora como
apenas um.

P. emarginatus, como considerada por Lewis (1987), é uma espécie dimérfica com
populacdes de individuos de flores que variam do rosa claro (quase branco) ao rosa escuro

(figura 1); com folhas pubescentes e dpice dos foliolos levemente retuso e populacdes com



individuos de flores roxas/violetas (figura 2), folhas glabras e dpice dos foliolos fortemente

emarginado.

Figura 1 — Morfo résea de Pterodon emarginatus sensu Lewis. A) Detalhe de uma
inflorescéncia. B) Individuos em flor.(fotos: DMS Rocha — populagao L4)

Figura 2 — Morfo roxa de Prerodon emarginatus sensu Lewis. — A) Detalhe de uma
inflorescéncia. B) Arvore em flor.(fotos: DMS Rocha — populacido AE).

A distribuicdo geografica de P. emarginatus sensu Lewis abrange o Distrito Federal,
Goias, Maranhao, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Piaui, Sdo Paulo e

Tocantins (Almeida et al. 1998).

Historico taxonémico
P. emarginatus foi descrita por Vogel (1837), baseada em um material de Sellow

sem numero, coletado em Minas Gerais proximo ao Rio das Velhas. Na descricdo, Vogel



sugeriu que a espécie seja arbérea, mas ndo tinha certeza; descreveu folhas com sete
foliolos, glabros, ovato-oblongos, com dpice emarginado, ndo mencionando a cor da flor.

Bentham, também em 1837, publicou um trabalho descrevendo o género
Commilobium com duas espécies: C. polygalaeflorum e C. pubescens. Esse mesmo trabalho
foi publicado nos Anais do Museu de Viena, em 1840. Em trabalho publicado
posteriormente, Bentham (1850), colocou o género Commilobium como sinonimia de
Pterodon, fazendo referéncia a apenas o seu trabalho dos Anais de Viena de 1840. No
trabalho de 1850, Bentham, apresentou duas combinacdes para Pterodon: Pterodon
abruptus (Moric.) Benth. (Commilobium abruptus Moric.), P. polygalaeflorus (Benth.)
Benth. (Commilobium polygalaeflorum Benth.) e considerou Commilobium pubescens
Benth., sindbnimo de P. emarginatus Vog..

Nas suas duas descri¢cdes anteriores de Commilobium, Bentham (1937,1840)
descreveu C. polygalaeflorum como sendo uma espécies com folhas com 15 — 19 foliolos,
ovato-lanceolados, glabros e com 4pice truncado emarginado e C. pubescens tendo folhas
com 21 — 25 foliolos, ovais oblongos, dpice emarginado e a base do pecidlulo pubescente
junto a raquis.

Em outra publicagdo, Bentham (1860) retirou Commilobium pubescens da
sinomimia de P. emarginatus criando uma nova combinacao: P. pubescens (Benth.) Benth..
Neste mesmo trabalho o autor comentou que, embora ele ndo tivesse visto nenhum
espécime de P. emarginatus, a menos que houvesse algum erro de impressdo, a espécie
descrita por Vogel diferiria de todas as outras (P. polygalaeflorus, P. pubescens e P.
abruptus) por apresentar somente sete foliolos. Caso contrdrio, ele (Bentham) a teria
considerado a mesma espécie que P. polygalaeflorus (Benth.) Benth. que foi descrita por

ele como apresentando flores réseas, tal como P. pubescens (Benth.) Benth..



Até o momento nao hd uma revisdo do género Pterodon e neste caso, todas as seis
espécies descritas até o momento - P. abruptus, P. pubescens, P. polygalaeflorus, P.
emarginatus, P apparicioi e P. macrophyllus - deveriam ser consideradas espécies distintas.
Entretanto, a maioria dos atuais bancos de dados tratam P. pubescens e P. polygalaeflorus
como sindénimos de P. emarginatus, ocasionando confusdo em relacio a como autores
diversos vem se referindo a esses nomes em suas publicacoes.

P. emarginatus, P. pubescens e P. polygalaeflorus vem sendo amplamente
investigadas com relacdo aos compostos secunddrios produzidos por elas. A literatura é
vasta e abrange dreas como fitoquimica, bioquimica, farmacologia e imunologia (Katz et al.
1993, Duarte et al. 1996, Carvalho & Caputo 1999, Paula et al. 2005).

Caso P. emarginatus, P. pubescens e P. polygalaeflorus sejam trés taxa distintos,
ndo ha como saber, para os trabalhos publicados apds o livro de Lewis (1987), qual
interpretacdo os autores desses artigos deram para a espécie P. emarginatus: se sensu Vogel
ou sensu Lewis. Se P. pubescens e P. polygalaeflorus forem sindbnimos de P. emarginatus
muitos desses trabalhos que se referem a espécies diferentes, estdo se reportando a uma sé
espécie.

A falta de clareza quanto a delimita¢do de uma espécie é de importancia para a sua
conservacgdo. P. emarginatus sensu Lewis é considerada uma espécie de ampla distribui¢do
ndo estando, portanto, ameacada ou em risco de extin¢do. Entretanto, a situacdo pode ser
diferente se estivermos diante de trés espécies cuja distribuicdo € mais restrita € menos
conhecida, podendo ser muito mais raras ou estarem muito mais vulnerdveis do que se
supoe.

A espécie P. emarginatus sensu Lewis € uma espécie dimdrfica e ndo se sabe qual a

natureza bioldgica de tal dimorfismo. Poderia esse dimorfismo ser indicativo de que esta



espécie apresenta uma subestruturacdo? E neste caso como interpretar essas diferencas
genéticas? Seriam elas indicativas de que a espécie P. emarginatus sensu Lewis apresenta
mais de uma entidade biol6gica? E neste caso, como nomear essas entidades, uma vez que
existem duas morfos e trés nomes especificos distintos? Ou seriam, essas diferencas
morfolégicas, simplesmente variagdes da expressdo fenotipica associada a algum fator do
ambiente fisico tal como tipo de solo ou o pH do mesmo?

Marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) podem ser de grande
ajuda na delimitacdo de taxa problematicos (Furman et al. 1997, Spooner et al. 1997,
Coleman et al. 2000, Ferguson et al. 2000), sendo uma técnica relativamente barata, que
fornece um nimero maior de marcadores do que isoenzimas (Ferreira & Grattapaglia 1995,
Wolff & Morgan-Richards1999). Os iniciadores (primers) utilizados sdo do tipo
inespecifico, podendo ser usados em qualquer organismo sem que haja a necessidade de um
conhecimento prévio de seqiiéncias de DNA ou regides ladeadoras de genes ja
seqilienciados. Desta forma, essa técnica pode ser utilizada em estudos de espécies nativas
onde nada, ou quase nada, se conhece sobre suas histérias de vida e genética.

Este trabalho utilizou marcadores moleculares do tipo RAPD e -caracteres
morfoldgicos para estudar a variacdo encontrada dentro de P. emargiantus sensu Lewis. O
objetivo € verificar se o dimorfismo observado dentro deste taxon pode ser interpretado
como variagdo dentro de uma mesma espécie ou se € indicativo de que P. emarginatus
sensu Lewis engloba mais de uma entidade taxondmica, e neste caso, qual a relacdo entre

cada uma dessas entidades bem como qual a melhor forma de nomeé-las.



Material e métodos

Amostra de folhas para PCR

Amostras de folhas de 119 individuos de sete localidades distintas de P.
emarginatus (sensu Lewis), foram coletadas para andlise de DNA, procurando-se abranger
as duas morfos observadas neste taxon: flores roseas e flores roxas (tabela 1).

Tabela 1 — Locais de coleta, niimero de individuos em cada amostra das duas formas (résea
e roxa) de Pterodon emarginatus sensu Lewis..

Amostra Descricao do local de coleta morfo N°indiv

Plano Piloto de Brasilia (DF), Setor de areas
isoladas norte (SAIN); por trds da Fundacdo

Cenargen Zoobotanica, ao lado da Delegacia de Policia. = Rosea 10
(CEN) . - ) .
Tipo de vegetacdo: cerrado (sensu stricto) muito
degradado. 15°44°S, 47° 57°0.
Plano Piloto de Brasilia (DF), ao longo da
avenida L4 na altura do clube da Associacao dos
. Funciondrios da Universidade de Brasilia (UnB)
Avenida L4 . o X . .
(L4) e por trds dos prédios da colina (moradia dos Rodsea 20

professores da UnB). Tipo de vegetacdo
remanescente de cerrado (sensu stricto). 15°
4TS, 47° 55°0.

Plano Piloto de Brasilia (DF), ao longo da

Avenida das Nagdes Sul; entre entroncamento da

Esplanada dos ministérios e STJ. Tipo de Rodsea 20
vegetacdo: remanescente de cerrado (sensu

stricto).15° 49°S, 47° 49°0.

Jardim Jardim Botanico de Brasilia (DF). Tipo de
Botanico  vegetacdo: cerrado (sensu stricto). Area de Rosea 20
JB) preservacao. 15°52°S, 47° 50°0.

Avenida das
Nacoes (AV)

Uberlandia Ao longo da Br 050, préximo a Uberlandia

(UBL) (MG) Rosea 9
Em areas de cerrado (sensu stricto) e cerradao
no CPAC (Centro Nacional de Pesquisas
CPAC agropecudrias do Cerrado/Embrapa) (Planaltina, Roxa 20
DF.). 15°36’S, 47° 44°0O.
Aguas Reserva Ecolégica de Aguas Emendas,
Emendadas Palnaltina, DF. Tipo de vegetacdo; cerrado Roxa 20

(AE) (sensu stricto). 15°44°S, 47° 56°0.
TOTAL . 119
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Os individuos que compuseram tanto a amostra JB (Jardim Botanico — morfo résea)
como a AE (Aguas Emendadas — morfo roxa), localizavam-se em areas de cerrado dentro
de unidades de conservacdo — a primeira dentro do Jardim Botéanico de Brasilia e a segunda
na Reserva Ecoldgica de Aguas Emendadas. No CPAC os individuos de P. emarginatus
(morfo roxa) distribuiam-se em fitofisionomias diferentes, porém contiguas: cerrado
sentido restrito e cerradao.

A amostra de individuos UBL (Uberlandia) — morfo rdsea- foi formada por
individuos distribuidos ao longo da rodovia BR-050 nas proximidades de Uberlandia.

As demais &reas onde foram coletadas as outras amostras da morfo résea
encontram-se em 4rea urbana de Brasilia, com diferentes tipos de perturbacao.

Foram coletados ramos, com flores e quando possivel, frutos, para exsicatas de
herbédrio de individuos das duas morfos. Esse material estd depositado no Herbdario da
Universidade de Brasilia (UB).

As amostras de folhas coletadas foram individualizadas em sacos plasticos,
marcadas com o ndmero da planta correspondente e mantidas dentro de um recipiente de
isopor com gelo até chegar ao laboratério onde foram armazenadas a -20°C, até o momento

da extracdo do DNA.

Extracao de DNA e anilise de RAPD
O DNA foi extraido em N, liquido pelo método de CTAB (Doyle & Doyle 1987) e
o precipitado de DNA (“pellet”) obtido ressuspendido em 100 pl de TE (10mM Tris-HCI +

ImM EDTA + RNAse pH 7,5).
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Ap6s extragdo, a concentracao de cada amostra foi estimada a partir de comparagdes
com uma série de 10 padrdes de concentragdes crescentes conhecidas. Em seguida, foram
diluidas em tampao TE para obter uma concentracdo de 1,7ng/ul de DNA por amostra.

O volume final das reagdes foi de 10pul, contendo 3ul da solucao diluida contendo o
DNA, 1,5 U de Taq polimerase da Gibco, 20mM Tris pH 8,5, 2mM MgCl,, 1,0 ul primer
(Operon Technologies) e 2,6 ul ANTP .

Para as reacdes de amplificacdo dos fragmentos de DNA, foi empregado um
termociclador (MJ Research Inc. minicycler PTC-100). As amostras foram submetidas a
um programa de 40 ciclos:

- 39 ciclos de trés minutos cada sendo: 1min. a 92OC, Imin. a 350C, 1min. a 72°C.

- O 40° ciclo de 8 minutos sendo: 1min. a 92OC, Imin. a 350C, e 6 minutos a 72°C.

Selecao dos primers

Uma amostra de 10 individuos de P. emarginatus, quatro da morfo roxa e seis da
rosea, representando todas as localidades de coleta, foram usadas para testar 100 primers
(Operon Technologies, Alameda, CA). Para a escolha dos primers, todas as reagcdes foram
repetidas por duas pessoas e duas vezes por pessoa. Somente os primers que reproduziram
os mesmos padroes de bandas, nas quatro reagdes, € cujas bandas apresentaram boa
defini¢do e um padrdo intenso, foram selecionados. A seguir, verificaram-se quais desses
primers produziam o maior nimero de bandas polimorficas. Ao final, foram selecionados
32 primers (OPA: 8, 9; 11, 12; 17, 18; OPB:1, 10, 12; 16; 19, 20; OPC: 7, 9; 13, 14, 16, 17;
OPX: 3, 4, 11, 16, 17, 20; OPY: 5, 7, 10, 14, 15, 18) que foram empregados como molde

para as reacoes de PCR nos 119 individuos estudados.
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Eletroforese

Os produtos da PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose 1,5%,
0,5ul de brometo de etidio, tampao TBE (10mM TRIS, pH 8,3, 10mM é&cido bérico, ImM
EDTA) (Maniatis et al. 1982). As bandas foram visualizadas em luz ultra-violeta (UV) e
fotografadas (filme TriX-Pan asa 100).

Todas as bandas de maior intensidade foram levadas em consideragdo para as
andlises. Somente foram rejeitadas bandas de grande intensidade que ocorreram em uma

freqiiéncia menor do que 5% nos 119 individuos amostrados.

Analise dos dados de RAPD

Cada individuo foi representado por um vetor cujos elementos assumem o valor 1 se
uma dada banda estd presente, ou 0 em sua auséncia. A partir desses dados de
presencga/auséncia de bandas foi obtida uma matriz de similaridade entre os 119 individuos,
usando o coeficiente de Jaccard. Uma andlise de PCO (Principal Coordinate Analysis),
empregando o programa NTSYS-pc versao 2.0 (Rohlf 1997), gerou uma representacao
grifica desta matriz.

As relacOes entre os 119 individuos amostrados, segundo os perfis de bandas de
RAPD, obtidos com os 32 primers, foram avaliadas de acordo com uma estrutura
hierarquica que considera os niveis: individuos dentro de local, local dentro de morfo e
entre morfos. O objetivo desta andlise foi quantificar como a variabilidade total se distribui
segundo esta estrutura, obtendo-se estimativas dos componentes de variincia associados as
trés fontes de variagcdo: variancia entre morfos, varidncia entre locais dentro de morfos e

variancia entre individuos dentro de local.



13

As estimativas dos componentes de varidncia associados aos diferentes niveis
hierarquicos foram obtidos com a AMOVA (Analysis of Molecular Variance), mediante o
uso do Arlequin (versao 2000) (Schneider ef al. 2000). As estimativas dos componentes de
variancia, Va, Vb e Vc, obtidos com este procedimento equivalem a soma das estimativas
destes componentes associados a cada banda. Os niveis de significancia para estes
componentes de variancia sdo computados por procedimentos permutacionais.

O polimorfismo de DNA de um individuo avaliado através de RAPD ¢ tratado como
se fosse um haplétipo, pois ndo se pode considerar a variagdo dentro de individuo, por ser
este marcador nao-codominante. Ainda mais, estas bandas sdo consideradas, para fins de
gerar as distribui¢cdes permutacionais utilizadas para se fazer os testes estatisticos, como um
bloco de caracteristicas que ndo se separam. Considera-se o perfil de RAPD como uma
caracterizacdo do individuo sem nenhuma referéncia a sua base genética. Cada banda ¢é
associada a um loco simplesmente como um recurso para quantificar a diferenca entre
individuos. Assim, € usual a literatura tratar os componentes de variancia estimados com
este tipo de polimorfismo como “estimate variance components for RAPD phenotypes”
(Huff et al. 1993, Buso et al. 1998, Mockford ef al. 1999).

Uma matriz de distancias genéticas entre locais foi construida utilizando o nimero
médio de diferencas de Nei (Nei & Li 1979) entre bandas RAPD. Assim, a distancia entre

os locais 1 e 2 foi estimada por:

~ kK
onde 7T, = Z El 5%.]5
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sendo k e k', o nimero de individuos nos locais 1 e 2; &;;, o nimero de bandas
diferentes nos individuos i, j.

O teste de hipdtese que estas distincias (entre locais de coleta) sejam nulas foi
conduzido usando procedimentos ndo paramétricos permutacionais, para cada conjunto de
individuos dos dois locais envolvidos. Esta matriz de distancias foi também utilizada em
uma andlise de agrupamento - método de Vizinho mais Préximo; NTSYS-pc versdo 2.0

(Rolf 1997) - para mostrar, em um dendrograma, a estrutura de relag@o entre as localidades.

Anadlise dos dados morfolégicos

Para analisar as caracteristicas morfolégicas das duas morfos, foram avaliados 10
atributos morfoldgicos de 30 exsicatas do herbario da Universidade de Brasilia (UB) para
cada morfo. Uma parte das exsicatas foi de individuos utilizados nas andlises moleculares;
outra parte foi de individuos coletados em outras regides, representando uma distribui¢ao
mais ampla das duas morfos de P. emarginatus sensu Lewis. Para esta andlise foram
medidas as seguintes estruturas: nimero de foliolos, comprimento da folha, comprimento
do peciolo, comprimento do pecidlulo, comprimento do foliolo, maior largura do foliolo,
largura do épice do foliolo, comprimento do dpice do foliolo, comprimento do botdo e
maior largura do botdo. As medidas de comprimento da folha foram feitas com régua
milimetrada, enquanto as demais medidas de comprimento, com paquimetro. Para as
medidas de folha foram utilizadas cinco folhas por exsicata, ou o nimero maximo de folhas
existentes na exsicata, quando abaixo de cinco. As medidas do foliolo foram tomadas

fixando-se o foliolo do meio, independentemente do niimero de foliolos, uma vez que este
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era o maior de cada folha. Esses dados foram submetidos a uma Andlise CanOnica
Discriminante - Proc Candisc (SAS 1999).
Além dessas medidas foram também observadas a presenca de pelos na raquis e nas

superficies abaxial e adaxial dos foliolos.

Comparacao com fototipos

Foram examinadas fotos dos hol6tipos dos trés taxa:

Pterodon emarginatus Vog. — fototipo enviado pelo Field Museum of Natural
History (Chicago, EUA). Esta foto em preto e branco € parte da colecdo de fotos dos tipos
do Herbario de Berlim tiradas entre 1929 e 1939, antes da II Guerra Mundial. Muitos
hol6tipos do Herbdrio de Berlim foram destruidos durante a II Guerra, inclusive o de P.
emarginatus.

P. pubescens (Benth.) Benth. (Commilobium pubescens Benth.) — fototipo recebido
do Royal Botanic Gardens Kew (K) — Londres, Inglaterra. Este material foi identificado por
H.C. de Lima em 1985 como sendo um holétipo e transferido pelo mesmo para P.
emarginatus Vog..

P. pubescens (Benth.) Benth. (Commilobium pubescens Benth.) — fototipo adquirido
por meio eletronico do New York Botanical Garden, Nova lorque, EUA. Este material foi
identificado como possivel isétipo.

P. polygalaeflorus (Benth.) Benth. (Commilobium polygalaeflorus Benth.) —
fototipo enviado pelo Naturhistorisches Museum Wien (W) — Viena, Austria.

P. polygalaeflorus (Benth.) Benth. (Commilobium polygalaeflorus Benth.) —

fototipo enviado pelo Royal Botanic Gardens Kew (K) — Londres, Inglaterra. Este material
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foi identificado por H.C. de Lima em 1985 como sendo um holétipo e transferido pelo

mesmo para P. emarginatus Vog..

Resultados

As populacdes de P. emarginatus sensu Lewis com individuos de flores réseas e
folhas pubescentes distribuem-se: no Plano Piloto de Brasilia (DF) em direcdo ao sul,
Triangulo Mineiro (MG), Estado de Sao Paulo e sul do Estado de Goids (municipios de
Goiania, Caldas Novas, Mineiros, Santa Rita do Araguaia).

As populacdes com individuos de flores roxas e folhas glabras ocorrem em dareas
mais ao norte do que a distribuicdo observada para as populacdes de flores rdseas: no
municipio de Planaltina (DF), norte de Goids (municipios de Uruagu, Minagu, Alto Paraiso
e Sao Domingos); Bahia (municipios de Correntina e Barreiras) e parecem estar associadas
a solos mais ricos em carbonato de cdlcio (E.M. Guimaraes com.pess.).

Nao foram encontradas populagdes mistas, ou seja, com individuos de ambas as
morfos — flores réseas, folhas pilosas e flores roxas, folhas glabras. Entretanto, na
populagdo do Jardim Botanico de Brasilia foram observados trés individuos que
apresentaram caracteristicas morfoldgicas intermedidrias entre as duas morfos. Os
individuos intermedidrios possuiam ou a cor do cdlice roxa e a corola rdésea, ou flores com
célice réseo e a corola roxa. Com relacdo a morfologia e indumento dos foliolos, esses
individuos tinham folhas com foliolos morfologicamente iguais aos observados para os
individuos com flores réseas, mas os foliolos eram glabros em ambas as faces, como 0s
foliolos observados para os individuos com flores roxas, ou glabros na face adaxial.

Os 32 primers utilizados para a andlise de PCR utilizando o DNA gendmico dos 119

individuos das duas morfos (79 individuos da morfo résea e 40 da morfo roxa) produziram
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325 bandas, das quais 287 foram polimérficas. A morfo résea apresentou 182 bandas
polimérficas, 63,4% de polimorfismo quando considerado somente as bandas polimérficas
para o total de individuos analisados (descartando-se as bandas monomorficas para toda a
amostra). A morfo roxa apresentou 133 bandas polimérficas (46,3% das bandas
polimérficas).

Ao todo 47 bandas (16,4% das bandas polimérficas) discriminaram as duas morfos
de P. emarginatus sensu Lewis, ou seja, foram bandas que foram monomérficas em uma
das morfos mas ndo ocorreram na outra. A morfo roxa apresentou 30 bandas exclusivas
(10,4% das bandas polimérficas) e a morfo résea 17 (0,06%). Outras 102 bandas foram do
tipo, polimérficas em uma das morfos mas ndo ocorreram em nenhum dos individuos da
outra morfo.

A andlise de PCO (Principal Coordinate Analysis) obtida a partir da matriz de dados
de coeficiente de similaridade entre individuos (coeficiente de Jaccard) separou as duas
morfos (figura 3). A primeira dimensdo explicou 46,5% da varidncia e separou
perfeitamente as duas morfos. A segunda dimensdo explicou 2,2% e a terceira 1,7%. Ao
todo as trés primeiras dimensdes explicaram 50,4% da variancia total. As dimensdes 2 e 3
separam os individuos da morfo résea. Os individuos da morfo roxa permanecem muito
préoximos mesmo quando visualizados na dimensdo 3. Isso provavelmente é decorrente do
fato dos individuos da morfo résea apresentarem somente 17 bandas monomorficas
enquanto os individuos da morfo roxa 30.

Vale ressaltar, que o individuo JB02, que se destacou na figura 2 dos demais
individuos da morfo résea, foi o Unico individuo classificado como pertencente a morfo
résea que apresentou, além das bandas monomorficas que ocorreram na morfo résea, sendo

inexistentes na roxa, varias das bandas monomorficas da morfo roxa, inexistentes na rosea.
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Além disso, este individuo apresentou caracteristicas morfoldgicas intermedidrias as duas

morfos: célice roxo, corola résea; foliolos morfologicamente iguais aos da morfo résea e

glabros na face adaxial.
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Figura 3 — PCO (Principal Coordinate Analysis) baseado em dados RAPD para os 119
individuos de P. emarginatus sensu Lewis. Primeira dimensdo: 46,5% ; segunda dimensao:
2.2%. Morfo rosea = circulos em vermelho; morfo roxa = circulos em azul. Individuo JB02
— seta — apresentou bandas que sdo monomorficas na morfo roxa e que nao ocorreram nos

demais individuos da rdsea.

O resultado da AMOVA (tabela 2) mostrou que 74,4% da variincia total estd

associada a diferenca entre morfo — rosea e roxa — (p=0,047) e que apenas 2,8% da

variancia explica a diferenca encontrada entre as localidades de uma mesma morfo

(p<0,001). Portanto, a um nivel de significancia de 5% rejeita-se a hipotese de que as

variacOes observadas entre as morfos de P. emarginatus sensu Lewis possam ser atribuidas

a uma variacao amostral.
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Tabela 2 - Componentes de variancia associados as diferengas entre morfos; entre locais
dentro de morfo e entre individuos dentro de locais de Pterodon emarginatus sensu Lewis,
baseados 317 bandas RAPD, usando AMOVA (Molecular Analysis of Variance).
g.l.=graus de liberdade.

. Soma dos Componentes de Percentagem 1
Fonte de Variagdo  g.l. quadrados Varidncia de Variacio Prob
Entre morfos 1 3397,554 62,775 74,43 0,047
Entre locais dentro 5 545 o) 2,317 2,75 <0,001
de morfos
Entreindividuos )5 555 433 19,245 22,82 <0,001

dentro de local

Total 118 5838,067 84,337

' Prob: probabilidade de obter um maior componente de varidncia, por acaso, sob a hipétese nula que o
componente de variancia seja zero; o valor de prob. é estimado a partir de 30.000 permutagdes.

As distancias de Nei, calculadas a partir da freqiiéncia de bandas RAPD para as 7
localidades (tabela 3 e figura 4), mostraram que a menor distancia entre locais foi de 2,12,
verificada entre as localidades da morfo roxa: Estacdo Ecoldgica de Aguas Emendadas
(AE) e Embrapa Cerrados (CPAC). Com relagdo as localidades correspondentes aos
individuos da morfo résea, a menor distincia observada foi de 3,74 entre L4 e Avenida das
Nagdes (AV), enquanto que a maior distancia observada entre localidades da morfo rdsea
foi de 9,09 e ocorreu entre Uberlandia (UBL) e Jardim Botanico de Brasilia (JB), duas
localidades separadas por cerca de 350 km. Por outro lado, a menor distancia entre
localidades de morfos distintas foi observada entre CPAC (morfo roxa) e L4 (morfo résea),
sendo de 126,06, muito maior do que qualquer uma das distancias entre localidades de uma
mesma morfo (figura 4). Os dendrogramas obtidos com a utilizacdo de outros métodos de

agrupamento foram muito semelhantes e, ndo estio apresentados aqui.
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Tabela 3 - Matriz de distancia de Nei para 7 locais de coleta de amostras de Pterodon
emarginatus sensu Lewis. Morfo roxa: Ae e CPAC

JB.

Morfo résea: Cen, Ubl, Av, L4 e

AE CPAC CEN UBL AV L4 JB
AE 0
CPAC 2,12 0
CEN 134,36 128,47 0
UBL 134,11 128,60 5,01 0
Av 132,80 127,74 5,66 5,60 0
L4 131,51 126,06 6,41 8,30 3,74 0
JB 132,08 126,45 6,38 9,09 4,61 3,95 0

Dendrograma - Vizinho mais Proximo.

Dados de Freq. de bandas RAPD para P. emarginatus (sensu Lewis)

ae—|

cpacJ

cen— |

ubl—

T
65.03

Distancia de Nei

Figura 4 — Dendrograma apresentando as relagdes entre os 7 locais de coleta de amostras
de Pterodon emarginatus utilizando o método de agrupamento Vizinho mais Préximo sobre

uma matriz de distancias de Nei.
Morfo Roxa: Ae e CPAC

Morfo Résea: Cen, Ubl, L4, Av e JB.

A Analise Canodnica Discriminante, baseada nas medidas das caracteristicas

morfoldgicas de exsicatas separou perfeitamente as duas morfos, résea e roxa de P.

emarginatus sensu Lewis (figura 5). O coeficiente de correlacdo candnica foi r=0,963 (p<



21

0,001), ou seja, cerca de 93% da variacdo total da varidvel candnica € explicada pela
varia¢do encontrada entre as morfos résea e roxa. As varidveis que mais contribuiram para
a discriminacdo das duas morfos foram: comprimento do foliolo, nimero de foliolos e
largura do botdo, com coeficientes candnicos de 1,090, 0,984 e —0,891, respectivamente
(tabela 4).

Dos 10 atributos morfolégicos usados para avaliar a variagdo morfolégica das duas
morfos de P. emarginatus sensu Lewis, apenas 4 (comprimento do dpice, comprimento do
botdo, comprimento do pecidlulo e largura do dpice) ndo apresentaram distribui¢io normal.
Os individuos da morfo roxa apresentaram, em geral, foliolos maiores e mais largos que os
da morfo résea (tabela 5). Em relagdao a morfologia e largura do botdo, os individuos da
morfo résea tiveram botdes alongados, com a base de mesma largura que o dpice. Os
botdes da morfo roxa apresentaram a base mais estreita do que o dpice, que € arredondado.

A maior largura dos botdes da morfo roxa é maior do que a dos botdes da morfo rdsea.
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Diagrama de dispersfo dos individuos das duas formas de Prerodon emarginaetis

MO0 1 OO0 0o 28 8 N EREEs L]

®  Forma Rdrea
O Fopwmic Roxd

=093

i i . . i I
-G -4 -2 1] 2 4 g g

valores da vaniavel candnica

Figura 5 — Gréfico de dispersdao dos individuos das duas morfos de Pterodon emarginatus
sensu Lewis segundo a primeira varidvel candnica discriminante. r = 0,963 (p<0,0001).

Tabela 4 — Coeficientes canOnicos para cada uma das estruturas morfoldgicas consideradas
nas duas morfos de Pterodon emarginatus sensu Lewis.

Atributos Coef. canonicos
Comprimento foliolo 1,090
Numero de foliolos 0,984
Largura botao -0,891
Comprimento folha - 0,572
Comprimento pecidlulo - 0,427
Comprimento botdao 0,352
Largura foliolo -0,377
Largura apice - 0,348
Comprimento peciolo - 0,123

Comprimento 4pice 0,031
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Tabela 5 — Média e limites de confianga (inferior e superior) das estruturas morfolégicas
utilizadas na Andlise Candnica Discriminante das duas morfos de Pterodon emarginatus.
Nrésea = 30; Nroxa = 30

Morfo
Estrutura Rosea Roxa
Morfologica
8 Média inferior superior Média inferior superior
Nimero de 1226 11,69 12,88 7.09 6.79 741
Foliolos
Comprimento
da Folha (om) 17,67 16,60 18,70 14,42 13,49 15,38
Comprimento 2.04 1.87 2.19 2,67 244 2.88
do Peciolo (cm)
Comprimento
do Folfolo (ory 13 3,02 328 3.41 3.17 3.65
Largura do 1,13 1,08 1,18 170 1,55 1,84
Foliolo (cm)
Comprimento 0,04 0.03 0.05 0.14 0.11 1.17
do Apice (cm)
Largura do 0.41 037 0.46 0.91 0.81 1,01
Apice (cm)
Comprimento
do Botio (cm) 0,99 0.96 1,03 1.12 1,06 1.17
Largura do 0.40 0.38 0.41 0,61 0,57 0.64
Botao (cm)
Comprimento 0.26 0.17 0.36 027 0.25 0.29

pecidlulo (cm)

As exsicatas analisadas para as medidas morfoldgicas deste trabalho, bem como as
observagdes de campo, mostraram variacdo no nimero de foliolos por folha (contados
apenas em um lado da folha) de 4 a 9 (média de 7,11) nos individuos da morfo roxa. Um
unico individuo desta morfo apresentou uma das folhas com 11 foliolos. Para a morfo résea
o numero de foliolos variou de 10 a 19 por folha (média de 12,31). Para esta morfo 6
individuos apresentaram alguma das folhas com menos do que 10 foliolos. Em quatro

individuos uma das folhas contadas tinha apenas 9 foliolos e os outros dois individuos,
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provenientes da populacao do Jardim Botanico de Brasilia, apresentaram alguma das folhas
com menos do que 9 foliolos. Um desses individuos apresentou folhas variando de 6 a 10
foliolos e o outro, de 8 a 12. Esses dois individuos também apresentaram caracteristicas
quanto a cor da flor e pilosidade dos foliolos intermedidrios entre as duas morfos. O
numero de foliolos foi a segunda varidvel que mais contribuiu para a discriminagao entre as
morfos (varidvel candnica=0,98).

O numero de foliolos pdde também ser contado a partir dos fototipos. P.
emarginatus Vog. (fototipo do Field Museum of Narural History) apresentou 7 foliolos por
folha, conforme a descricdio de Vogel (1837) e morfologicamente semelhantes aos
observados na morfo roxa. Entretanto, este material continha apenas frutos jovens e flores
velhas, ndo tendo sido possivel observar a morfologia dos botdes florais.

P. polygalaeflorus (Benth.) Benth. (Commilobium polygaliflorum Benth.), fototipo
do Naturhistorisches Museum Wien, apresentou folhas com de 4 a 6 foliolos. P.
polygalaeflorus (Benth.) Benth. (Commilobium polygaliflorum Benth.), fototipo do Royal
Botanic Gardens — Kew, identificado como holétipo por H.C. de Lima, apresentou folhas
com 7 a 8 foliolos. A morfologia dos foliolos e dos botdes florais,em ambos os fototipos
examinados, foram similares a observada para a morfo roxa.

P. pubescens (Benth.) Benth. (Commilobium pubescens Benth.), fototipo recebido
do Royal Botanic Gardens — Kew, apresentou folhas com de 11 a 13 foliolos
morfologicamente semelhantes aos da morfo résea. Este material estava com frutos, nio
tendo sido possivel observar a morfologia dos botdes. Entretanto o possivel isétipo obtido
do New York Botanical Garden apresenta flores semelhantes morfologicamente as

observadas para a morfo résea.
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Com relacdo aos caracteres qualitativos analisados, verificou-se que todas as
exsicatas analizadas para a morfo roxa apresentaram folhas com foliolos glabros em ambas
as faces e a rdquis glabra ou glabrescente, jamais pubescente. Com relacdo a morfo rdsea,
92% dos individuos analisados apresentaram pubescéncia em ambas as faces dos foliolos.
Os individuos que apresentaram qualquer uma das faces dos foliolos totalmente glabra
também apresentaram caracteristicas de cor de flor intermedidrias as das duas morfos. Dois
deles foram os mesmos que também apresentaram alguma das folhas com menos do que 9
foliolos. A raquis dos individuos da morfo résea variou de densamente pubescente a

pubescente.

Discussao

Todas as analises realizadas a partir dos dados moleculares separaram perfeitamente
os 119 individuos em dois grupos distintos. Um dos grupos reuniu os 79 individuos com
flores roseas e o outro, os 40 individuos com flores roxas.

O numero de fragmentos que discriminou as duas morfos de P. emarginatus sensu
Lewis foi 47. A morfo résea apresentou 17 bandas monomorficas e exclusivas desta morfo
e a morfo roxa apresentou 30 bandas.

O ndmero de bandas que discriminou as duas morfos foi muito maior do que o
encontrado em um estudo para duas espécies de vinhético, Plathymenia foliosa (espécie da
Mata Atlantica) e P. reticulata (espécie do Cerrado), no qual somente 4 bandas, em um
total de 84 marcadores, foram do tipo espécie especifica (Lacerda et al. 2002). Em um
outro estudo, envolvendo duas espécies de carvalho, Quercus grisea e Q. gambelii, somente
14 bandas especificas foram reconhecidas para um total de 700 primers utilizados (Howard

1997 apud Wolff & Morgan-Richards 1999).
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Tanto a andlise de agrupamento quanto a de ordenacdo (PCO) separam as duas
morfos de P. emarginatus sensu Lewis. A primeira dimensao da anélise de PCO separa as
duas morfos de P. emarginatus sensu Lewis explicando 46,5% da variancia total. Esta
percentagem € mais alta do que a obtida em outros trabalhos usando RAPD como uma
ferramenta na elucidag@o dos limites entre espécies proximas. Na separacdo de trés espécies
de Taxus, Collins et al (2003) obtiveram 36,9% para as duas primeiras dimensdes. Coleman
et al (2000) aplicando a mesma andlise na taxonomia de Ulmus encontraram valores de
18,41% e 27,52% para a primeira dimensdao do PCO em duas das combinacdes entre
espécies. Em um outro trabalho, sobre taxonomia de Juniperus, a primeira dimensiao do
PCO explicou 22% da variancia (Adams et al 2002).

As inferéncias obtidas através da AMOVA confirmaram os resultados obtidos nas
andlises descritivas. Estes testes indicaram que os resultados encontrados nao suportam a
hipdtese de que a variagdo genética captada pelos marcadores RAPD distribuiu-se ao acaso
entre os individuos amostrados. A variancia associada a diferenca entre morfos (74,43% da
variancia total) foi maior do que a encontrada para as espécies Plathymenia foliosa e P.
reticulata — 60,5% (Lacerda et al 2002) e é muito maior do que a observada para a
diferenca entre locais de uma mesma morfo (2,75%).

A andlise candnica discriminante permitiu separar perfeitamente as duas morfos —
rosea e roxa de P. emarginatus sensu Lewis, corroborando com os dados moleculares.

A concordancia entre os resultados obtidos com os dois tipos de marcadores —
molecular e morfolégico — indicou que o dimorfismo observado em P.emarginatus sensu
Lewis ndo pode ser explicado como simples variacdo fenotipica devido a diferencas de
fatores externos, e sim que existe um componente genético associado a essas diferencas

morfoldgicas e que, portanto, essa espécie apresenta uma subestruturacao interna.
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A florag¢do das duas morfos bem como os principais polinizadores sao distintos. A
morfo roxa floresce um pouco mais cedo, com pico em meados de agosto e a morfo résea
apresenta um pico de floracdo no inicio de setembro (Afonso 1997). A morfo roxa ¢é
polinizada por Bombus morio enquanto que a morfo résea por Bombus attratus (Afonso
1997). Esses dados corroboram com os dados moleculares e morfolégicos obtidos,
refor¢ando as evidéncias de que as duas morfos sdo geneticamente diferentes.

Bentham (1860) distinguiu P. emarginatus Vog. de P. polygalaeflorus (Benth.)
Benth. devido a diferenca quanto ao nimero de foliolos. P. emarginatus apresentando 7
foliolos e P. polygalaeflorus de 15 a 19 foliolos. Entretanto, no material examinado,
somente um individuo da morfo roxa apresentou uma folha com 11 foliolos e os fototipos
examinados desta espécie apresentaram de 4 a 8 foliolos quando contados de um tnico lado
da raquis. Por outro lado, Bentham (1860) descreveu P. pubescens como possuindo de 21 a
25 foliolos, mas nenhum dos individuos da morfo résea apresentou mais do que 19 foliolos
(contados de um unico lado da rdquis). O ndmero de foliolos observado no fototipo P.
pubescens do material depositado em Kew apresentou de 11 a 13 foliolos. Parece provével
que este autor, quando descreveu pela primeira vez as duas espécies Commilobium
pubescens e C. polygalaeflorum, hoje transferidas para Pterodon (Bentham 1850), tenha
contado todos os foliolos da folha, de ambos os lados da rdquis. Desta forma, P.
polygalaeflorus de Bentham teria, de fato, de 7 a 10 foliolos em um dos lados da raquis e P.
pubescens de 10 a 18, o que concorda tanto com a descricdo de Vogel, para P. emarginatus,
como com as observacdes realizadas neste trabalho para as duas morfos e com as contagens
de foliolos realizadas a partir das fotos dos tipos. Entretanto, seu comentério sobre os dois

taxa, P. emarginatus e P. polygalaeflorus (Bentham 1860) parece indicar que esse autor
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ndo tenha atentado para a possibilidade de que o modo de contar os foliolos, entre ele e
Vogel pudesse ter sido distinto.

As flores de P. pubescens foram descritas por Bentham (1850) como sendo um
pouco menores que as de P. polygalaeflorus. No presente trabalho, as medidas de botao
floral para as duas morfos também mostraram que, tanto o comprimento e especialmente a
largura dos botdes da morfo résea, foram significativamente menores que os da morfo roxa.

Com relacdo aos fototipos analisados observou-se que os tipos de P. polygalaeflorus
apresentaram o mesmo ndmero de foliolos e a mesma morfologia daqueles observados no
holétipo de P. emarginatus. A morfologia dos foliolos desses materiais assemelhou-se a
observada nos individuos da morfo roxa.

O holétipo de P. pubescens apresentou 0 mesmo nimero € a mesma morfologia dos
foliolos dos individuos da morfo résea.

Nao hd uma medida absoluta de diferenca genética que permita definir quando duas
populacdes de individuos devem ser consideradas espécies diferentes. Entretanto o exame
dos dados genéticos e morfolégicos, juntamente com outras informacdes tais como,
distribuicdo geografica, época de floracdo e polinizadores, permite sugerir que as duas
morfos observadas na espécie P. emarginatus sensu Lewis sejam distintas o suficiente para
serem tratadas como duas espécies.

Durante este trabalho foi possivel identificar trés individuos com caracteristicas
morfoldgicas intermedidrias entre as duas morfos de P. emarginatus sensu Lewis. Um
deles, JB02, que fez parte da andlise molecular, apresentou vérios dos marcadores RAPD
que foram monomorficos na morfo roxa, mas que nao ocorreram nos individuos analizados
da morfo résea. Esses dados sugerem que essas espécies sejam capazes de formar hibridos

naturais nas areas de contato de distribuic@o entre as duas. O nimero de cromossomos dos
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dois taxa é o mesmo (n=8) (Goldblat 1981) o que, talvez, possa facilitar a formagao de
hibridos naturais.

Hibridacdo entre espécies de plantas proximas estd bem documentada literatura
(Martin & Cruzan 1999, Wolff & Morgan-Richards 1999, Epperson et al. 2001) e ndo é
considerada um impedimento para reconhecer, como espécies distintas, aquelas capazes de
formar hibridos naturais nas dreas de contato de suas distribuicdes. Os individuos
considerados como hibridos encontrados no presente estudo foram poucos e todos
pertenciam a populacdo do Jardim Botéinico de Brasilia (JB). Esse dado sugere que, pelo
menos em Brasilia, hibridacdo é um evento raro e ndo justificaria considerar as duas morfos
como pertencentes a uma mesma entidade taxondmica.

Todos os dados analisados neste trabalho levam-nos a concluir que as duas morfos
de P. emarginatus sensu Lewis sejam duas espécies distintas. As comparagdes entre o
material de herbario e de campo, com os fototipos, mostraram que a morfo résea
corresponde a espécie P. pubescens (Benth.) Benth. e que P. polygalaeflorus (Benth.)
Benth. e P. emarginatus Vog. sdo a mesma espécie, correspondendo a morfo roxa. Neste
caso, considerando-se a prioridade de publicacdo, o nome vdlido para a espécie é P.
emarginatus Vog. sendo P. polygalaeflorus (Benth.) Benth. um sindnimo desta.

Essas duas espécies podem ser distinguidas pelas seguintes caracteristicas
morfolédgicas:

P. emarginatus, possui folhas com 4 — 10 foliolos (geralmente 6-8), glabros, ovados,
foliolos com 4pice de truncado a fortemente emarginado; rdquis glabra ou glabrescente,
flores roxas e os botdes apresentam forma obovada, dpice bem arredondado e mais largo

que a base.



30

P. pubescens, possui folhas com 6 — 19 foliolos (geralmente 11-13), pubescentes em
ambas as faces, elipticos a levemente ovados, foliolos com dpice de levemente retuso a
arredondado; raquis denso pubescente, flores variando de réseo claro, quase branco, a réseo

escuro, botdes com forma alongada, o dpice e base apresentando a mesma largura.
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CAPITULO 2

Comparacio da diversidade genética, estimada por marcadores RAPD, com
parametros relacionados a aspectos reprodutivos em Pterodon emarginatus Vog. e
Pterodon pubescens (Benth.) Benth., duas espécies de leguminosa endémicas do
cerrado.

Resumo

Neste trabalho empregaram-se marcadores RAPD para estimar a diversidade
genética dentro e entre locais de duas espécies endémicas do cerrado: Pterodon pubescens
(Benth.) Benth. e Pterodon emarginatus Vog. (Leguminosae, Papilionoideae, Dipteryxeae).
Os resultados de diversidade genética foram confrontados com os provenientes de
caracteristicas relacionadas a aspectos reprodutivos: producdo de sementes vidveis,
fertilidade de pélen e sobrevivéncia de plantulas. Os resultados das AMOVA para os dados
moleculares indicaram que em ambas as espécies a maior percentagem da variancia é
explicada pela diferenca entre individuos dentro de populagdes e apenas uma pequena
parcela pela diferenca entre locais; P.pubescens - 88,4% dentro e 11,6% entre;
P.emarginatus - 94% dentro e 5,9% (p<0,00001) entre. Esses resultados sugerem que essas
duas espécies, apesar de autocompativeis, sejam alégamas. Tanto os dados de producdo de
sementes vidveis, como os de pdlen vidvel e sobrevivéncia de plantulas, revelou uma
variacdo muito grande entre individuos e populagdes estudadas. A percentagem de pdlen
fértil entre individuos variou de 0% a 89% em P.pubescens e de 13% a 80% em
P.emarginatus. A percentagem de sementes vidveis variou entre individuos de 0 a 84% em
P.pubescens e de 6 a 61% em P.emarginatus. A percentagem de sobrevivéncia de plantulas

entre populacdes de P.pubescens variou de 18,9% a 36% e em P.emarginatus de 33,9% a
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59%. A correlacdo de Pearson entre percentagem de sementes vidveis e percentagem de
polen fértil (r = -0,538 p=0,025), e entre percentagem de pdlen fértil e sobrevivéncia de
plantulas (r = -0,518 p=0,033) foram negativas e significativas, indicando que a
contribuicdo masculina de um individuo € inversamente correlacionada a contribui¢do
feminina, sugerindo que estas espécies nao sejam funcionalmente hermafroditas. A
diversidade genética alta ou baixa ndo estd relacionada com os aspectos reprodutivos
avaliados. A populacdo de P.pubescens que apresentou maior diversidade genética € a que
apresentou pior desempenho quanto a producdo de sementes e o segundo pior desempenho
com relacdo a sobrevivéncia de plantulas. A espécie P.emaraginatus apresentou menor
diversidade genética do que P.pubecens, no entanto foi a que apresentou maior
percentagem de sobrevivéncia de plantulas. Embora, diversidade genética seja um
parametro importante quando o objetivo de um dado estudo é a conservacdo de uma
espécie, os resultados indicam que a diversidade genética ndo fornece informagdes sobre a
aptiddo dos fenétipos de uma populacdo. Dados sobre o sistema reprodutivo, producdo de

sementes e sobrevivéncia de plantulas sdo igualmente importantes e podem esclarecer

aspectos da histéria de vida de uma espécie, essenciais ao seu manejo e conservacao.
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Abstract

Pterodon pubescens (Benth.) Benth. and P.emarginatus Vog. (Leguminosae,
Papilionoideae, Dipteryxeae) are two endemic species of the Brazilian cerrado. The genetic
diversity of this species was estimated with RAPD markers. Then the genetic diversity of
each species and population was compared to phenotypic characteristics related to
reproductive aspects of these species. Individuals were sampled for viable seed production,
pollen fertility and seedling survival. The genetic diversity estimates based on AMOVA,
indicated that in P. pubescens, 88% of the total variance is due to difference among
individuals within a population and 11,6% (p < 0,00001) to the difference among
populations. In P. emarginatus, 94% of the variance is due to difference among plants
within a population and only 5,9% among populations (p< 00001). These results suggest
that both species are outbreeding, although they are self compatible. The percentage of
fertile pollen changes greatly among individuals within populations (0 to 89% in
P.pubescens; 13% to 80% in P.emarginatus). Similarly, the variation of viable seed
percentage ranged from O to 84% in P.pubescens and from 6% to 61% in P.emarginatus.
Seedling survival percentage among populations ranged from 18,9% to 36% in P.pubescens
and from 33,9% to 59% in P.emarginatus. Pearson correlation analysis between percentage
of fertile pollen and viable seed percentage was negative and significant (r = -0,538 p =
0,025) as well as the correlation between fertile pollen and percentage and seedling survival
(r=-0,518 p = 0,033). Those results indicate that the female contribution of an individual
is inversely correlated to its male contribution suggesting that these species are not
functionally hermaphrodites. The high or low genetic diversity of a population or species is
not related to the reproductive aspects measured. The P. pubescens population which

presented the highest genetic diversity was the one with the poorest performance in relation
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to viable seed production and the second worse in seedling survival. On the other hand P.
emarginatus has a low genetic diversity when compared to P. pubescens but showed a far
better seedling survival performance. This study suggests that although genetic diversity is
an important parameter for the long term species survival it is not a sufficient parameter for
it does not give any information about the fitness of phenotypes within a population. Data
based on the reproductive system, seed production and seedling survival are equally
important and might clarify aspects of the life history of a species essential to its

conservation and management.
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Introducao

A crescente devastacao de dreas naturais devido a atividade humana tem colocado
em risco diversas espécies nativas (animais e vegetais) uma vez que ao reduzir as dreas de
vida pode eliminar populagdes ou mesmo a propria espécie. Dessa forma, na definicdo de
politicas de conservagdo, existe uma preocupacdo de como avaliar qual o tamanho
adequado de dreas que devem ser preservadas, bem como o tamanho minimo vidvel das
populacdes a serem mantidas (Schaffer 1993).

Por trds dessas questdes encontra-se o reconhecimento de que uma dada populacdo
ou espécie, para poder sobreviver no tempo, isto é, evoluir, deve apresentar variabilidade
genética que permita sua sobrevivéncia diante mudangas ambientais (Hamrick & Godt
1990, Hamrick & Nason 1996, Weir 1990). Sdo varios os casos de espécies ameacadas
devido ao estreitamento de sua base genética (Hamrick & Godt 1996).

A variacdo genética em populacdes naturais de plantas ndo € um evento ao acaso;
ela se encontra estruturada no tempo e no espacgo. Esta estrutura pode se manifestar entre
populacdes geograficamente distintas, dentro de um mesmo agrupamento ou mesmo entre
progénies de um mesmo individuo (Crawford 1984, Loveless & Hamrick 1984) e ¢
determinada tanto pelo modo de polinizacdo, reproducdo e dispersdo de propagulos da
espécie como pela distribuicdo espacial dos individuos que compdem a populagdo. O
sistema de reproducdo acha-se diretamente relacionado a capacidade de reorganizacio dos
gendtipos de uma populacdo no tempo e os mecanismos de dispersdo resultam em uma
organizacdo espacial desses gen6tipos (Crawford 1984).

Nao existe um consenso quanto a importancia relativa da variabilidade genética
dentro de populacdes e espécies e a dindmica das populagdes naturais com relacdo a

conservacdo das mesmas (Schemske er al. 1994). Virios autores questionam se a
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variabilidade genética seria tdo mais importante na sobrevivéncia de uma espécie ou
populacdo do que fatores ecolégicos como a destruicdo de habitat ou as mudancas do
ambiente que podem levar a extingdo de populagdes ou espécies inteiras (Lande 1988,
Schemske et al.. 1994). Enquanto alguns acreditam que a variagdo genética é um critério
chave para estratégias de conservagao, outros apontam que populacdes grandes o suficiente
para mitigar as ameacas ecoldgicas a viabilidade da populagdo também serdo capazes de
mitigar as genéticas (Schemske 1994). Variacbes em fecundidade, crescimento e
sobrevivéncia em plantas podem estar sendo mais influenciadas por fatores ambientais do
que genéticos (Antonovics & Levin 1980).

Em um modelo de metapopulacdes, para a espécie como um todo, a probabilidade
de extin¢cdo de uma das populacdes ao longo do tempo estd associada a fatores aleatérios,
bem como a taxa de natalidade e mortalidade que seriam controladas principalmente por
fatores ambientais locais (Hanski 1996). Além disso, tanto a entrada de novos individuos
em uma populacdo como a colonizacdo de novas dreas depende da capacidade de dispersao
de propagulos de uma espécie e a capacidade da populacdo se comportar como fonte ou
sumidouro depende das taxas de natalidade e mortalidade que sdo influenciadas pelo habitat
no qual a mesma se encontra (Pullian 1996).

A evolugdo da histéria de vida de plantas engloba tanto os aspectos demograficos
como os genéticos. Aspectos de dispersdo via pdlen e sementes, apresentam papéis
importantes na estruturacdo da variabilidade genética. A capacidade de dispersdao de
propdgulos estd relacionada a probabilidade de coloniza¢do de novas dreas e, portanto, de
influenciar a variabilidade genética de outra populacdo. Aspectos fisioldgicos que

determinam a capacidade e sobrevivéncia em diferentes tipos de habitats sdo produto tanto
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do gendtipo dos individuos como das interagdes com o meio bidtico e abidtico onde eles se
encontram (Lewontin 2000).

O ndmero de individuos também é um parametro crucial para determinar a
quantidade de variabilidade genética que pode ser mantida na populagdo (Lande &
Borrowclough 1993). Acredita-se que a probabilidade de extingdo de uma populacdo
aumente drasticamente com a diminui¢do do tamanho populacional (Shaffer 1993).

Sob o ponto de vista genético, o nimero de individuos necessario para tornar uma
populacdo vidvel deve levar em consideracio ndo o ndmero total de individuos na
populacdo mas o numero efetivo, N. (Wright 1931), ou seja, os individuos que estdao
contribuindo com gametas para a proxima geracdo. Em geral o N, € menor que o nimero
de individuos que compdem a populagdo devido, tanto a razdo sexual diferir de 1:1, quanto
a flutuacdes do tamanho populacional ao longo do tempo, ou a variagdes no nimero de
descendentes dos individuos da populacdo (Avise 1994).

Devido ao pouco conhecimento sobre a histéria de vida das espécies de plantas
nativas e a dificuldade para realizar estudos de dindmica de populacdes com espécies
perenes costuma ser mais vidvel utilizar informacdes sobre a variabilidade genética, a fim
de propor estratégias de conservacdo para as mesmas.

No Brasil, s6 recentemente, estudos sobre a genética de populacdes de espécies
arbodreas nativas vem se intensificando (Cardoso ef al. 1998, Cardoso et al. 2000, Collevatti
et al. 2001, Lemes et al. 2003). Mesmo para a flora temperada, relativamente poucas
espécies foram estudadas. Hamrick e colaboradores (Hamrick & Godt, 1990, Hamrick &
Nason 1996) reuniram dados de estudos sobre a estrutura genética de plantas, baseados na
andlise de isoenzimas e tentou correlaciond-la com a distribuicdo geografica, sistema de

reproducdo, agente polinizador, forma de vida, entre outras varidveis. Desta forma alguns



44

desses parametros poderiam ser usados para inferir a provavel diversidade genética de uma
dada espécie e ajudar na tomada de decisdes com relacdo a programas de conservagao.
Parecem existir alguns padrdées gerais, como espécies autdgamas conterem menor
variabilidade dentro de populagdes do que as alégamas, ou ainda plantas endémicas
apresentarem menor diversidade genética do que as de ampla distribui¢cao, embora, existam
inimeras excecoes (Hamrick & Godt 1996).

No caso de espécies brasileiras, até mesmo as caracteristicas levadas em
consideragdo por Hamrick e colaboradores (Hamrick & Godt 1990, Hamrick & Nason
1996) sdao desconhecidas, dificultando qualquer tipo de inferéncia indireta. Pouco se
conhece sobre o sistema de reproducdo, tipo de polinizador, agente dispersor e por vezes
até sobre a amplitude de distribui¢do de boa parte das espécies.

O objetivo deste trabalho foi verificar se a variabilidade contida dentro de
populacdes e dentro de espécies poderia ser indicativa de um melhor desempenho dessas
populacdes ou espécie quanto a aspectos diretamente relacionados a capacidade reprodutiva
dos individuos.

Neste trabalho empregaram-se marcadores de RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) para estimar a diversidade genética dentro e entre locais de duas
espécies endémicas do cerrado: Pterodon pubescens (Benth.) Benth. e Pterodon
emarginatus Vog. (Leguminosae, Papilionoideae, Dipteryxeae). Os dados de diversidade
genética foram confrontados com os dados provenientes de caracteristicas das espécies que
foram consideradas importantes por estarem relacionadas a aspectos reprodutivos das

mesmas: produ¢do de sementes vidveis, fertilidade de pdlen e sobrevivéncia de plantulas.
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Sobre as espécies

P. pubescens e P.emarginatus sao duas espécies arbéreas com cerca de até 20 m de
altura, comuns nas fitofisionomias do cerrado: cerrado sensu stricto, e cerraddo e
vulgarmente chamadas de sucupira branca. Sua distribui¢do é algo disjunta. P.pubescens
apresenta uma distribuicdo mais ao sul, nos Estados de Sdo Paulo, Tridngulo Mineiro
(MQG), Distrito Federal, sul do Estado de Goids (Municipios de Cristalina, Caldas Novas,
Ipameri, Santa Rita do Araguaia e Mineiros) e Mato Grosso do Sul (Municipio de Alto
Araguaia) e Mato Grosso (Municipio de Barra do Garcas). P.emarginatus tem uma
distribuicao mais ao norte, Distrito Federal, centro-norte de Goids (Municipios de Uruagu,
Minacu, Niqueandia, Alto Paraiso e Mun. Sdo Domingos), Bahia (Municipios de Barreira e
Correntina) e Maranhdo (Municipios de Loreto e Carolina). No Distrito Federal,
P.pubescens distribui-se mais ao sul, (cidade de Brasilia, Guard, Taguatinga, Ceilandia e
Gama) e P.emarginatus mais a norte (Planaltina). Nao s@o encontradas populagdes mistas
dessas duas espécies.

Os frutos de sucupira branca possuem um o6leo utilizado na medicina popular nas
infeccOes tanto de garganta como reumdticas (Barros 1982). Isolamento dos compostos
secundérios dos frutos e sementes de sucupira tem sido usado na profilaxia da

esquistossomose (Mors ef al. 1966) e como antiinflamatério (Duarte et al. 1992).
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Material e métodos

Amostra de folhas para PCR

Amostras de folhas de 79 individuos de Pterodon pubescens (tabela I) e de 40
individuos de P. emarginatus (tabela II), de localidades diferentes, foram coletadas para
andlise de DNA. Todas as amostras foram coletadas entre agosto e setembro de 1996 época
em que as plantas estdo rebrotando e florescendo. Desta forma todas as folhas coletadas
eram novas.

Tabela I — Locais de coleta, numero de individuos em cada amostra de Pterodon

pubescens.
NO
Local Descricao do local e
individuos
Plano Piloto de Brasilia (DF), Setor de areas isoladas norte
CEN (SAIN); por trds da Fundacdo Zoobotanica, ao lado da 10

Delegacia de Policia. Tipo de vegetacdo: cerrado (sensu stricto)
muito degradado. 15°44°S, 47° 57°0.

Plano Piloto de Brasilia (DF), ao longo da avenida L4 na altura
do clube da Associacdo dos Funciondrios da Universidade de
L4 Brasilia (UnB) e por trds dos prédios da colina (UnB). Tipo de 20
vegetacao remanescente de cerrado (sensu stricto). 15° 47°S,
47°55°0.
Plano Piloto de Brasilia (DF), ao longo da avenida das Nacdes
Sul; entre entroncamento da Esplanada dos ministérios e STJ.

AN Tipo de vegetacdo: remanescente de cerrado (sensu stricto). 20
15°49’S, 47°49°0.
JB Jardim Botanico de Brasilia (DF). Tipo de vegetagdo: cerrado 20
(sensu stricto). Area de preservagao. 15°52°S, 47° 50°0.
UBL Ao longo da Br 050, préximo a Uberlandia (MG) 9
TOTAL 79

Os individuos que compuseram tanto a amostra JB (Jardim Botinico — P.
pubescens), como a amostra AE (Aguas Emendadas — P. emarginatus), localizam-se em

areas de cerrado preservado dentro de dreas de conservacdo — a primeira dentro do Jardim
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Botanico de Brasilia e a segunda na Reserva Ecolégica de Aguas Emendadas. No CPAC os
individuos de P. emarginatus distribuem-se em fisionomias de vegetacao diferentes porém
contiguas; cerrado sensu stricto e cerradao.

A amostra de individuos UBL (Uberlandia) — P. pubescens - foi formada por
individuos distribuidos ao longo da rodovia BR0O50 nas proximidades de Uberlandia. A
distancia aproximada, em linha reta, desta amostra para as de Brasilia € de 350 km.

Os demais locais onde foram coletadas as outras amostras de P. pubescens,
encontram-se em drea urbana de Brasilia, com diferentes tipos de distirbios, entretanto os
individuos sdao remanescentes da vegetacdo natural que existia nesses locais antes da

constru¢do da cidade de Brasilia.

Tabela II — Locais de coleta, nimero de individuos em cada amostra de Pterodon
emarginatus.

NO

Local Descric¢ao do local individuos

Em areas de cerrado (sensu stricto) e cerradio no CPAC
CPAC (Centro Nacional de Pesquisas agropecudrias do 20
Cerrado/Embrapa) (Planaltina, DF.). 15° 36’S, 47° 44°O.

Reserva Ecoldgica de Aguas Emendas, Planaltina, DF. Tipo de
vegetacao; cerrado (sensu stricto). 15°44°S, 47° 56°0.

TOTAL . 40

AE 20

As distancias em linha reta, entre as localidades, foram calculadas utilizando o

programa Google-earth (tabela III) (Google earth . 2006).
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Tabela III — Distancias aproximadas em quildometros, em linha reta, entre os diversos
locais dos individuos estudados para Pterodon pubescens e Pterodon emarginatus.

Localidades
UBL  CEN L4 AV JB AE

CEN 350
pedon 140
p AV 350 95 6.5

JB 35() 16 13 6.5
Pterodon  AE 390 35 33 36 38
emarginatus CPAC 380 215 235 28 3] 11

Para a maioria dos individuos coletaram-se ramos, com flores e quando possivel,
frutos, para exsicatas de herbdrio. Esse material estd depositado no Herbdrio da
Universidade de Brasilia (UB).

As amostras de folhas coletadas foram individualizadas em sacos plasticos,
marcadas com o ndmero da planta correspondente e mantidas dentro de um recipiente de
isopor com gelo até chegar ao laboratério onde foram armazenadas a -20° C, até o momento

da extracdo do DNA.

Extracao de DNA e analise de RAPD

O DNA foi extraido em N liquido pelo método de CTAB (Doyle e Doyle, 1987) e
o precipitado de DNA (pellet) obtido, ressuspendido em 100 pl de TE (10mM Tris-HCI +
ImM EDTA + RNAse pH 7,5).

ApOs extracdo, a concentracdo de cada amostra foi estimada a partir de comparacdes
com uma série de 10 padrdes de concentracdes crescentes conhecidas e a seguir diluidas em

tampao TE para obter uma concentracao de 1,7ng/ul de DNA por amostra.
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O volume final das rea¢des foi de 10pul, contendo 3ul da solucdo diluida contendo o
DNA, 1,5 U de Taq polimerase da Gibco, 20mM Tris pH 8,5, 2mM MgCl,, 1,0 pl primer
(Operon Technologies) e 2,6 ul ANTP .

Para as reacdes de amplificacdo dos fragmentos de DNA, foi empregado um
termociclador (MJ Research Inc. minicycler PTC-100). As amostras foram submetidas a
um programa de 40 ciclos de: 1min. a 92°C, 1min. a 35°C, 1min. a 72°C, com um dltimo

passo, ao final dos 40 ciclos de 72°C por 6 mimutos.

Seleciao de primers

Para selecionar os primers que seriam utilizados neste trabalho, uma amostra de 6
individuos de P.pubescens e 4 de P. emarginatus, representando todas as localidades de
coleta, foram usadas para testar 100 primers (Operon Thechnologies, Alameda, CA). Para a
escolha dos primers, todas as reacdes foram repetidas por duas pessoas e duas vezes por
pessoa. Somente os primers que reproduziram os mesmos padrdes de bandas, nas duas
reacOes realizadas por cada pessoa e entre as mesmas, € cujas bandas apresentaram boa
defini¢do e um padrao de bandas intenso, foram selecionados. A seguir, verificou-se quais
desses primers produziam o maior nimero de bandas polimérficas. Ao final, foram
selecionados 32 primers que foram empregados como molde para as reacdes de PCR: OPA
(8,9, 11, 12; 17 e 18), OPB(1; 10, 11, 12, 16,19 e 20) OPC(7, 8, 9, 13, 14, 16 ¢ 17), OPX

(3,4, 11, 16, 17 € 20), OPY (5, 7, 10, 14, 15 e 18).
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Eletroforese

Os produtos da PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose 1,5%,
0,5ul de brometo de etidio, tampao TBE (10mM TRIS, pH 8,3, 10mM é&cido bérico, ImM
EDTA) (Maniatis et al.. 1982). As bandas foram visualizadas em luz ultra violeta (UV) e
fotografadas (filme TriX-Pan asa 100).

Todas as bandas de maior intensidade foram levadas em consideragdo para as
andlises. Somente foram rejeitadas bandas de grande intensidade que ocorreram em uma

freqiiéncia menor do que 0,05 nos individuos amostrados.

Analise dos dados de RAPD

Para avaliar a variabilidade genética baseado na percentagem de bandas
polimorficas foram empregados dois métodos. O primeiro levou em consideragdo todas as
bandas polimoérficas detectadas na amostra como um todo, independentemente da espécie
de modo a permitir comparar a variabilidade genética das duas espécies além das amostras
(localidades). O segundo levou em consideracdo apenas as bandas polimorficas observadas
em cada uma das espécies pemitindo avaliar a variabilidade genética dentro de cada
amostra (localidade) quando se consideram apenas o polimorfismo de cada uma das
espécies.

Para avaliar a distancia genética entre os individuos de para cada espécie, cada
individuo foi representado por um vetor cujos elementos assumem o valor 1 se uma dada
banda esta presente, ou 0 em sua auséncia. Duas matrizes de distdncia, uma para cada
espécie, foram obtidas a partir desses vetores utilizando-se como medida de distancia o

complemento do coeficiente de Dice em relacdo a unidade aplicado a cada par de
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individuos dentro de espécie. O coeficiente de Dice € equivalente ao coeficiente F proposto
por Nei e Li (1979) para medir o grau de divergéncia de DNA entre populacdes ou
linhagens. As matrizes de distdncia foram submetidas a andlise de agrupamento usando o
método das médias das distancias ndo ponderadas (UPGMA), empregando o programa
NTSYSpc-2.0 (Rohlf 1997).

As relagdes entre os locais de coleta foram visualizadas por uma andlise de PCA
(Principal Component Analysis) conduzida sobre a matriz (7x7) de correlacdo entre
freqliéncias de bandas de RAPD dos locais de coleta usando o programa NTSYSpc-2.0
(Rohlf 1997).

Os perfis de bandas RAPD, obtidos com os 32 primers, dos individuos amostrados
para cada uma das espécies (79 P.pubescens e 40 P.emarginatus), foram avaliados de
acordo com uma estrutura hierdrquica que considerou os niveis: individuo dentro de local e
local dentro de espécie. O objetivo destas andlises foi fazer inferéncia sobre como a
variabilidade total € distribuida segundo esta estrutura, através das estimativas dos
componentes de varidncia associados as duas fontes: Va (varidncia entre locais) e Vb
(variancia entre individuos dentro de local). Testes da hipdtese:Va=0 assim como das
diferencas em variabilidade entre locais, dois a dois, dentro de cada espécie foram
conduzidos.

As estimativas dos componentes de varidncia associados aos diferentes niveis
hierarquicos foram obtidos com a AMOVA (Analysis of Molecular Variance), mediante o
uso do Arlequin versao 2000 (Schneider et al. 2000). As estimativas dos componentes de
variancia, Va, Vb, obtidos com este procedimento equivalem a soma das estimativas destes
componentes associados a cada banda. Os niveis de significancia para estes componentes

de variancia sao computados por procedimentos permutacionais.
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A variabilidade genética dentro de cada local foi também estimada utilizando a
decomposicdo da variagdo entre individuos dentro de local obtida na AMOVA, descrita
acima. Esta forma de calcular a variabilidade genética em um local leva em consideragao,
nao apenas o numero de bandas RAPD polimérficas em cada local, mas, também, a
freqiiéncia das mesmas. A contribui¢cdo de cada 16cus RAPD para variancia associada a
cada local serd maxima quando os valores de p; = (1- pi) = 0,5, onde p; € a freqiiéncia
populacional da banda considerada no locus i. As populacdes que apresentam bandas com
freqiiéncias muito altas ou muito baixas, isto é quase fixadas ou perdidas, apresentam
menor variancia apesar de poderem apresentar maior nimero de bandas polimérficas do
que uma outra populacdo onde as bandas apresentem valores intermedidrios de freqii€ncia.

O polimorfismo de DNA de um individuo avaliado através de RAPD ¢ tratado como
se fosse um hapldtipo pois ndo se pode considerar a variagdo dentro de individuo, por ser
este marcador ndo-codominante. Ainda mais, estas bandas sdo consideradas, para fins de
gerar as distribuicdes permutacionais utilizadas para fazer os testes estatisticos, como um
bloco de caracteristicas que ndo se separam. Na realidade considera-se o perfil de RAPD
como uma caracterizacdo do individuo sem nenhuma referéncia a sua base genética. Cada
banda é associada a um loco simplesmente como um recurso para quantificar a diferenca
entre individuos. Assim, € usual tratar-se na literatura os componentes de varidncia

estimados com este tipo de polimorfismo como “estimate variance components for RAPD

phenotypes” (Huff et al. 1993, Buso et al. 1998, Mockford et al. 1999).

Amostras de frutos e sementes
Para a andlise de producdo de sementes foram coletados frutos, entre agosto e

setembro de 1996, das duas espécies de individuos que foram usados na andlise genética.



53

Em P. pubescens foram coletados 2393 frutos de 37 individuos sendo 8 individuos
da localidade CEN, 10 da L4, 11 da AV e 8 da JB. Nio foram coletados frutos da
localidade UBL por nao se conhecer a exata localizacdo dos individuos onde foram
coletadas amostras de folhas para extracdo de DNA.

Em P. emarginatus foram coletados 3444 frutos de 33 individuos sendo 6
individuos da localidade AE, 18 da CPAC e 9 individuos localizados na APA do Parque
Estadual de Terra Roca, Municipio de Sdo Domingos, (GO) que ndo haviam sido incluidos
na anélise genética.

Tanto P. emarginatus como P. pubescens, tém ovério uniovulado, portanto cada
fruto produz somente uma semente. Os frutos de Pterodon sao secos, alados, indeiscentes,
o endocarpo extremamente duro e apresenta resina abundante.

Os frutos foram abertos com auxilio de um alicate. Foram estabelecidas,
inicialmente, cinco categorias de estados possiveis para os frutos e sementes: 1) frutos com
sementes (e neste caso sementes aparentemente sauddveis e provavelmente vidveis) 2)
frutos sem sementes (onde ndo foi possivel se observar o menor traco de semente
produzida) 3) frutos com sementes abortadas (e neste caso o tamanho das sementes podia
variar de desde 1mm até sementes de tamanho normal mas totalmente vazias, somente a
testa da semente parecia ter se desenvolvido) 4) frutos com sementes predadas 5) frutos
com sementes infestadas por fungos.

Para fins de andlise os frutos classificados nas categorias 1, 4, e 5 foram
considerados como sendo frutos com sementes vidveis e as categorias 2 € 3 como frutos

com sementes abortadas.
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Analises dos dados de frutos e sementes
A freqiiéncia de fruto com semente vidvel foi quantificada com 1 e de fruto com
semente abortada foi quantificada com 0. Essa varidvel foi avaliada para cada espécie em
separado segundo uma estrutura hierdrquica que considera: local de coleta, individuo dentro
de local de coleta e fruto dentro de individuo. O modelo empregado para descrever a
estrutura de variacdo de formacao de sementes foi entdo:
Yix=p + a; + bj (ai) + ci(abyj)
onde:
Yijx =1 se a semente € vidvel, e
Yijik = 0 se a semente € abortada
p = valor médio populacional de Y;j (efeito geral)
a; = efeito aleatorio de local de coleta com variancia Va
b; = efeito aleatério de individuo dentro de local de coleta com variancia Vb

¢k = efeito aleatorio de fruto dentro de individuo com variincia Vc

De acordo com este modelo V(Yjj ) = Va + Vb + Vc

Uma andlise conjunta da freqii€éncia de frutos com sementes vidveis nas 2 espécies
foi feita adotando a seguinte estrutura hierarquica; efeito de espécie, individuo dentro de
espécie e frutos dentro de individuo.

Todas as andlises de variancia foram feitas empregando-se o programa Arlequin
versdao 2000 (Schneider et al.2000). Embora o Arlequin, tenha sido desenvolvido para
analise de dados de marcadores moleculares, ele foi aqui foi empregado, nao para fornecer

uma interpretacdo genética, mas apenas para se obter os testes permutacionais para as



55

hipéteses de interesse sobre os componentes de varidncia de uma varidvel que assume
valores 0 e 1 (semente ndo vidvel - semente vidvel ). Os métodos cldssicos de teste para
estes componentes presumem que a varidvel resposta tenha distribui¢io normal, o que

obviamente nao € o caso presente.

Amostras de pélen

Para as andlises de viabilidade de grao de pdélen foram usados no minimo 5 botdes
por individuo, de pelo menos cinco individuos de cada localidade de ambas as espécies.
Procurou-se coletar inflorescéncias dos mesmos individuos para os quais havia amostras de
frutos e, portanto utilizados nas andlises genéticas, mas outros individuos foram também
aqui incluidos.

Inflorescéncias de individuos de ambas as espécies foram coletadas e conservadas
em alcool 70%, para posterior andlise da viabilidade dos graos de pdlen. As inflorescéncias
foram coletadas no ano de 1997. Os graos de pdlen foram tratados com o corante de
Alexander (Alexander 1980) e examinados ao microscopio Optico. A viabilidade foi
avaliada como a percentagem de pdlen vidvel em cada botdo. As inflorescéncias dessas
espécies sdo do tipo panicula indeterminada, de forma que os botdes utilizados para as
contagens de pélen foram os basais dos ramos da panicula. Utilizaram-se sempre botdes
prestes a abrir, ou seja, ndo foram utilizadas nem as paniculas muito jovens com botdes
pouco desenvolvidos, nem paniculas muito velhas cujos botdes basais ja haviam aberto.

Ao serem retiradas as anteras de um botdo, para andlise da viabilidade de pdlen,
também foram anotadas certas caracteristicas da flor: presenca ou auséncia de 6vulo bem
formado e posi¢do do estigma em relacdo a altura das anteras. Quando a morfologia do

6vulo parecia normal, foi considerado que o 6vulo seria bem formado. Com relacdo as
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caracteristicas da posicdo do estigma em relacdo a altura das anteras, consideraram-se trés
tipos bdasicos de flor: a) tipo 1: flores com tubo de estames reto e curto e estigma muito
acima ou muito abaixo das anteras, b) tipo 2: flores com o tubo dos estames longo e curvo e
estigma na altura (no meio) ou um pouco abaixo das anteras e c¢) tipo 3: flores com tubo dos

estames longo e curvo e estigma acima das anteras.

Analise dos dados de pdlen

A percentagem de poélen vidvel foi analisada inicialmente para cada espécie em
separado segundo um modelo hierdrquico, semelhante ao usado para a andlise de
viabilidade de semente, neste caso incluindo uma fonte de variacdo adicional referente ao
efeito aleatério de grdao de pdlen dentro de botdo. Esta andlise, usando o VARCOMP do
SAS, ofereceu estimativas dos componentes de varidncia que permitiram adotar algumas
simplificacdes para a andlise conjunta das duas espécies. Assim, na andlise conjunta o
modelo adotado considera o efeito de espécie, de individuo dentro de espécie e grao de
pélen dentro de individuo. Os efeitos: individuos dentro de local e de botdes dentro de
individuo, ndo foram considerados. Para esta analise foi usado o Arlequin versdao 2000
(Schneider et al. 2000) para se obter os testes das hipdteses de interesse.

A percentagem de fertilidade de pdélen em 39 individuos (188 botdes) foi analisada
segundo um modélo que considerou os fatores tipo de flor e individuo sendo este dltimo
fator considerado aleatério Esta analise foi feita com o Proc GLM do SAS (SAS 1999)
usando uma ponderagdo pelo numero de graos de pdlen de cada botdo. Esta andlise verifica

se a viabilidade do pdlen estd associada ao tipo de flor (tipo 1, tipo 2, e tipo 3).
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Um gréfico das estatisticas descritivas da percentagem de pdlen fétil foi elaborado
baseado nos dados da percentagem observada de polen fértil sem considerar o efeito de

individuo.

Analise conjunta dos dados de pélen e de producio de sementes
Para investigar a associacdo existente entre frutos com sementes e viabilidade de
polen os dados de pdlen e sementes de 25 individuos foram submetidos a uma andlise de

correlacdo parcial (ajustada para diferencas de espécie e populagdo).

Amostras de plantulas

As plantulas utilizadas neste trabalho foram obtidas das sementes dos frutos
coletados de individuos das diferentes localidades amostradas. Essas sementes sdo as
mesmas que foram consideradas vidveis na parte do trabalho que avaliou a produgdo de
sementes.

As sementes foram germinadas em meio de agar colocada em tubos de ensaio. Uma
semente apenas foi colocada por tubo de ensaio. Os tubos com as sementes foram depois
mantidos em camara de germinac¢do por cerca de 4 semanas.

De cada plantula anotaram-se certas caracteristicas que foram consideradas
essenciais para a possivel sobrevivéncia da mesma: Presenca de parte aérea e presenca de
raiz bem formada. A seguir, as plantulas foram classificadas em dois grupos:

1) Sem possibilidade de sobrevivéncia: Neste grupo foram incluidas as plantulas
sem raiz, com raiz atrofiada e as sem parte aérea.

2) Com possibilidade de sobrevivéncia: Neste grupo foram incluidas as plantulas

com raiz e parte aérea, de pequena a grande.
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Todas as plantulas foram classificadas de acordo com esses critérios de
sobrevivéncia e foram feitos testes de Qui-quadrado nas tabelas de contingéncia a fim de
averiguar se diferentes locais de coleta apresentavam igual percentagem de sobrevivéncia
de plantulas. Esse procedimento foi feito, considerando todos os locais de coleta para as
duas espécies separadamente e por espécie sem levar em consideracao local de coleta. Para
tanto usou-se o procedimento FREQ do SAS (SAS 1999).

Para verificar a relacdo entre percentagem de sobrevivéncia de plantulas,
percentagem de poélen fértil e de sementes vidveis foi realizada uma andlise de correlagdao
parcial de Spearman com dados de 22 individuos (5 de P. emarginatus e 17 de P.

pubescens).
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Resultados

Variabilidade genética

Os 32 primers utilizados para a andlise de PCR utilizando o DNA gendmico dos 119
individuos das duas espécies (79 individuos de P. pubescens e 40 de P. emarginatus)
produziram 355 bandas, das quais 321 mostraram-se polimoérficas. P. pubescens apresentou
209 bandas polimérficas (65% de bandas polimérficas). P. emarginatus apresentou 149
bandas polimoérficas (46% de bandas polimérficas). O nimero de bandas poliméficas
diferiu entre locais. As amostras CEN e UBL de P. pubescens apresentaram polimorfismo
semelhante € menor do que o obtido para as demais populacdes desta espécie,
provavelmente devido ao nimero de individuos amostrados nestes dois locais (10), quando
comparado com o das outras localidades (20). Entretanto, a amostra AE de P. emarginatus
apresentou praticamente o mesmo nivel de polimorfismo observado em CEN e UBL,
apesar de ter se baseado em um tamanho amostral de 20 individuos (tabela 1). A amostra
CPAC apresentou menor nivel de polimorfismo quando comparada com as outras amostras
de mesmo nimero de individuos de P. pubescens. O maior nivel de polimorfismo para

todas as localidades, independente de espécie, foi observado para a amostra JB (tabela 1).

Tabela 1 — Numero e porcentagem de bandas polimérficas encontradas em cada localidade
amostrada para Pterodon pubescens e P. emarginatus, considerando-se o total de bandas
polimérficas para os 119 individuos analisados. (321 bandas polimérficas).

Espécie Pterodon pubescens Pterqdon
emarginatus
Local CEN UBL L4 AV JB AE CPAC
0
N’ banda 112 108 148 145 175 116 134
polimorficas
% bandas 35 3 47 4555 36 2

polimorficas
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Considerando-se o nimero de bandas que foram polimérficas dentro de uma mesma
espécie, o nivel de polimorfismo observado nas amostras de P. emarginatus foi maior do
que o das amostras de P. pubescens (tabela 2). Para P. pubescens o maior nivel de
polimorfismo foi encontrado na localidade JB. Entretanto, quando tomadas apenas as
bandas polimérficas dentro de uma mesma espécie, o maior nivel de polimorfismo foi

observado para a localidade CPAC de P. emarginatus.

Tabela 2 — Percentagem de bandas polimérficas para cada localidade amostrada de
Pterodon pubescens e P. emarginatus, considerando apenas as bandas que foram
polimdrficas dentro de cada uma das espécies.

Espécie Pterodon pubescens Pterqdon
emarginatus
Local CEN UBL L4 AV JB AE CPAC
0
N’ banda 112 108 148 145 175 116 134
polimorficas
. % de 54,55 51,67 70,81 69,39 83,73 77,85 89,93
polimorfismo
Total de bandas 209 149

A andlise de agrupamento pelo método de média aritmética das distancias
(UPGMA), expressa pela distancia de Dice (figuras 1 e 2), ndo apresentou subgrupos
definidos dentro de cada uma das espécies. Aparentemente nao ha um padrdo claro de
agrupamento dos individuos provenientes de uma mesma localidade. Entretanto, os
individuos das amostras UBL e CEN de P.pubescens constituiram um grupo (figura 2). Em
P.emarginatus quase todos os individuos da localidade AE formam um grupo em
contraponto a varios grupos de individuos da amostra CPAC.

Outros métodos de agrupamento (Visinho mais proximo, Ligacdo completa, Ward)

apresentaram padrdes similares e, portanto, nio estao aqui espressados.
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Na andlise de PCA a primeira dimensao explicou 66,52% da variancia total, a
segunda 27,72% e a terceira 2,44%. Juntas as trés dimensdes explicaram 96,68% da
variancia o que constitui uma representacdo precisa das relacdes entre os locais de coleta
representados pelas freqiiéncias das bandas de RAPD (figura 3). Em adicdo, deve-se
observar que a relacdo entre UBL e CEN é compativel com aquela observada no
dendrograma (figura 2), mesmo existindo uma distancia geogrifica de 350km entre esses
locais de coleta. A primeira esteve associada a separacdo das duas espécies. A segunda

dimensao separou UBL e CEN dos demais locais dentro de P.pubescens (figura 3).
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Dendrograma - UPGMMA
dados RAPD - Pterodon emarginatus

AEDA

AE1S

AEZOD

AEDZ
AEDS :I
AEIT

AEDS -

AEQDS -
AEQA -

AEOQE -
AEID
AEDT

AEOT |
AE1M
AE1E
AE1Z M
AE14

AE1D

CRP13 ]
AE13
CP1E
CP17
CFP14
CP15
CPz0 M
CFPO1

CFrO4
cPos :l—’i
CFrOY

CF13 —
CFi0
CFOE
AE1S
CF13

CPO2
CP11 H
CPO2
CPO9

CPi12
CPOg2

0.06 0.03 0.10 0.1z 0.14
Coeficiente de Distadncia (1-DICE]

Figura 1 — Dendrograma, método UPGMA, coeficiente de Dice, para dados RAPD (355
bandas) de Pterodon emarginatus.
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Figura 2 — Dendrograma, método UPGMA, coeficiente de Dice, para dados RAPD (355
bandas) de Pterodon pubescens.

Dimensio 3

Dimensdo

Dimensdo 1

Figura 3 — PCA (Principal Component Analysis) baseado na freqiiéncia de bandas RAPD
dentro de cada localidade para as duas espécies, Pterodon pubescens e P. emarginatus.
Primeira Dimensao: 66,56%; segunda dimensdo: 27,72%; terceira dimensao: 2,44%.

O resultado da AMOVA (tabela 3) para P.emarginatus mostrou que 5,86%
(p<0,00001) da variancia total estd associada a diferenca entre os dois locais e 94,14% a
variancia encontrada dentro de local.

Para P.pubescens, 11,6% (p<0,00001) estd associada a diferenca entre locais e
88,4% a variancia dentro de local (tabela 4). Os resultados das AMOVA para todas as

combinacdes de locais de coleta dois a dois, foram significativos, indicando, que cada local

pode ser considerado uma amostra de uma populagao diferente (tabela 6).
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Tabela 3 - Andlise de varidncia molecular (AMOVA) para estimar e testar os componentes
de varidncia associados a variacdo entre locais e entre individuos dentro de local em
Pterodon emarginatus, a partir de 317 bandas RAPD.

Fonte de Soma dos Componentes Percentagem Prob!
Variacao gl quadrados de Variancia  de Variacio
Entre locais 1 38,250 1,061 5,86 < 0,00001
Dentro de local 38 647,200 17,031 94,14
Total 39 685,450 18,092

' Prob: probabilidade de obter um igual ou maior componente de variéncia, por acaso, sob a hipétese nula que
o componente de variancia seja zero; o valor de prob. foi estimado a partir de 30.000 permutagdes.

Tabela 4 - Andlise de variancia molecular (AMOVA) para estimar e testar os componentes
de variancia associados a variacdo entre locais e entre individuos dentro de local em
Pterodon pubescens, a partir de 317 bandas RAPD.

Fonte de Soma dos Componentes Percentagem Prob!
Variacao &1L quadrados de Variancia  de Variacio
Entre locais 4 246,83 2,68 11,6 < 0,00001
Dentro de local 74 1508,23 20,38 88,4
Total 78 1755,06 23,06

! Prob: probabilidade de obter um igual ou maior componente de varincia, por acaso, sob a hipétese nula
que o componente de varidncia seja zero; o valor de prob. foi estimado a partir de 30.000 permutagdes.

Tabela 5 — Percentagem da varidncia entre dois locais de coleta (linha, coluna) em relagdo
a variancia total em Pterodon pubescens (resultados da AMOVA obtidos a partir de 317
bandas RAPD). Acima da diagonal estd expressa a probabilidade de obter um igual ou
maior componente de variancia, por acaso, sob a hipétese: Va=0; o valor da probabilidade
foi estimado a partir de 5.000 permutacgdes.

Locais UBL CEN L4 AV JB
UBL 0,003 <0,0001 0,002 <0,0001
CEN 8,67 <0,0001 0,015 <0,0001

L4 13,9 8,16 0,0004 <0,0001
AV 6,35 3,80 5,17 <0,0001
JB 14,41 9,41 9,83 6,66

A variabilidade genética dentro de cada local, quando estimada através da
decomposicdo da varidncia entre individuos dentro de local, apresentou valores muito
proximos para os diferentes locais. Apesar disso a excecdo da amostra UBL, todas as

amostras de P. pubescens apresentaram valores maiores que os das localidades de P.
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emarginatus, sendo que JB apresentou o maior valor (tabela 6). Com relacdo a cada uma
das espécies, a variabilidade genética estimada para P. pubescens foi de 23,06, maior que a

obtida em P. emarginatus, 18,09 (variancia total, Gltima linha das tabelas 3 e 4).

Tabela 6 —Componentes de variancia entre individuos dentro de local de coleta avaliada a
partir das bandas de RAPD.

Espécie Pterodon pubescens Pterqdon
emarginatus
Local UBL CEN L4 AV JB CPAC AE

SQocal)' 140,33 180,20 375,35 401,75 415,90 342,85 304,35

Variancia 17,54 20,02 19,76 21,14 21,89 18,04 16,02

' Decomposicdo das Somas de Quadrados associada 2 fonte de variagio dentro de local das tabelas 3 e 4.

Viabilidade de semente

Foram coletados 3.445 frutos de 33 individuos de P. emarginatus, que forneceram
498 sementes vidveis (14,46%) (tabela 7). Para P. pubescens foram coletados 2.393 frutos
de 37 individuos, que forneceram 651 sementes vidveis (27,2%) (tabela 7). A propor¢ao de
frutos com sementes vidveis variou entre individuos de um mesmo local e dentro da espécie
de 0,00 a 0,84 em P. pubescens e 0,06 a 0,61 em P. emarginatus. A percentagem de
sementes vidveis em todas as populacdes de ambas as espécies variou, estando abaixo de
46% para todas elas (tabela 8).

A percentagem de frutos com sementes abortadas, incluindo frutos sem semente e
frutos com sementes muito pequenas ou de tamanho normal, mas, vazias, foi de 50,2% em
P. pubescens, variando de 43,6% a 62,4% entre as populacdes (tabela 8). Em P.
emarginatus 69% dos frutos apresentaram sementes abortadas e a percentagem variou,
entre as populacdes de 61,1% a 83,2% (tabela 8). Aborto foi a principal causa do baixo

nimero de sementes vidveis formado para ambas as espécies.
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Em muitos frutos a falta de semente vidvel se deveu a predacdo ou ao fato das
mesmas estarem infectadas por fungo. A predacdo de sementes foi maior em P. pubescens
(19,1%) do que em P. emarginatus (13,3%), tendo alcangado 27,3% na populacdo AV de
P. pubecens o que € bem mais do que a percentagem de sementes vidveis produzidas nessa
populacdo (19,2%). Predacdo também € um componente importante na reducdo de
sementes vidveis nas populagdes CPAC (12% de sementes vidveis e 16,8% de sementes
predadas) e AE (4,3% de sementes vidveis e 12,5% de sementes predadas) (tabela 8).

A percentagem de sementes infectadas foi baixa para todas as populacdes de ambas

as espécies variando de 1,3% a 5,7% em P. pubescens e de 0% a 4,8% em P. emarginatus.

Tabela 7 — Resumo dos dados de frutos e sementes analisados para P. pubescens e P.
emarginatus em cada local e total por espécie.

CEN - Cenargen; L4 — Avenida L4; AV — Avenida das Nacdes; JB — Jardim Botanico; TR
— Parque Estadual de Terra Ronca; AE — Reserva Ecoldgica de Aguas Emendadas; CPAC —
Embrapa Cerrados.

Espécies Pterodon pubescens Pterodon emarginatus

Locais CEN L4 AV JB  Total TR AE CPAC Total

N’ frutos 541 615 847 390 2.393 833 677 1934 3.444

N’ indiv 8 10 11 8 37 9 6 18 33
NO
sementes 218 195 163 75 651 236 29 233 498
viaveis
%
semente 40,2 31,7 19,2 19,2 27,2 28,3 4,3 12,0 14,46

viavel
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Tabela 8 — Percentagens de categorias de fruto e semente para cada localidade amostrada
das duas espécies.

CEN - Cenargen; L4 — Avenida L4; AV — Avenida das Nacdes; JB — Jardim Botanico; TR
— Parque Estadual de Terra Ronca; AE — Reserva Ecoldgica de Aguas Emendadas; CPAC —
Embrapa Cerrados.

Espécie P. pubescens P. emarginatus

Locais CEN L4 AV JB Total TR AE CPAC Total
Sementes ,» 317 92 192 272 283 43 120 145
viaveis

Predadas 13,5 151 273 155 19,1 5.8 12,5 16,8 13,3

Infectadas 2,7 1,3 5,7 2,9 3.4 4,8 0 3,7 3,2
Aborto 436 519 478 624 50,2 61,1 832 67,5 69,0

A producdo de sementes vidveis variou significativamente entre populacdes para as
duas espécies muito embora os componentes de varidncia associados as diferencas entre
locais tenha sido baixo em ambos os casos — 1,96% para P. pubescens (tabela 9) e 3,15%
para P. emarginatus (tabela 10).

A produgdo de sementes vidveis também foi significativamente diferente entre as
duas espécies (tabela 11).

Tabela 9 - Componentes de variancia associados as diferencas para producdo de sementes

vidveis de Pterodon pubescens entre locais, entre individuos dentro de locais e dentro de
individuo.

Fonte de Soma de Componentes de Yo Prob’
variacao Quadrados Variincia Variancia
Entre locais 3 13,356 0,005 1,96 p=0,0445
Entre
individuos 32 43,154 0,017 6,89 p<0,0000
dentro de local
Dentrode 5,0 537673 0222 91,14  p<0,0000
individuos
Total 2381 594,183 0,25146

' Prob: probabilidade de obter um igual ou maior componente de varidncia, por acaso, sob a hipétese nula que
o componente de variancia seja zero; o valor de prob. foi estimado a partir de 16128 permutagdes.
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Tabela 10 - Componentes de varidncia associados as diferencas para produgao de sementes
vidveis de Pterodon emarginatus entre locais, entre individuos dentro de locais e dentro de

individuo.
Fonte de Soma de Componentes de Yo Prob!
variaciao Quadrados Variancia Variancia
Entre locais 2 19,084 0,007 3,15 0,0286

Entre

individuos 31 56,103 0,017 7,65 <0,0001

dentro de local

Dentrode 5 ;461911 0,193 8920  <0,0001

individuos
Total 3.454 737,098 0,21691

" Prob: probabilidade de obter um maior componente de varidncia, por acaso, sob a hipétese nula que o
componente de variancia seja zero; o valor de prob. foi estimado a partir de 16128 permutacdes.

Tabela 11 - Componentes de variancia associados as diferencas para producao de sementes
vidveis, entre Pterodon pubescens e P. emarginatus, entre individuos dentro de espécie e

dentro de individuo.

Fonte de Soma de Componentes de % Prob!
variaciao g Quadrados Variancia Variancia
Entre espécies 1 39,771 0,013 5,47 0,001
Entre
individuos - ;o 131,697 0.021 865  <0,0001
dentro de
espécie
Dentro de
sy 5767 1199,584 0,208 85,89 <0,0001
individuos
Total 5836

" Prob: probabilidade de obter um igual ou maior componente de varidncia, por acaso, sob a hipétese nula que
o componente de varidncia seja zero; o valor de prob. foi estimado a partir de 16128 permutagdes.
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Pélen

O tamanho e forma dos graos de pdlen, tanto para P. pubescens como para P.
emarginatus apresentaram ampla variacao (figura 4), mesmo em amostras provenientes do
mesmo botdo. Para as andlises de viabilidade de pdlen, foram considerados como vidveis,
os grdos com citoplasma intensamente corado, e contornos regulares ou levemente
irregulares, independente da variacdo de tamanho. Sendo assim, os dados de viabilidade de
pélen estdo provavelmente superestimados, uma vez que mesmo grdos de pdlen muito
pequenos, provavelmente invidveis, mas com as caracteristicas acima descritas, foram
considerados vidveis. Os graos de pdlen foram considerados invidveis quando nao
apresentaram citoplasma ou muito pouco citoplasma, contornos muito irregulares e paredes

muito espessadas.

5 it
#Q ’*ﬁ
" A

Figura 4 — Fotos de laminas de graos de pdlen de Pterodon apresentando variacdo de
tamanho e forma.

4A) Al - grao de pdlen vidvel, tamanho e forma considerados normais; A2 e A3, grdos de
polen, considerados vidveis, menores € com paredes mais espessadas.

4B) Grao de polen considerado vidvel, apresentando tamanho menor e forma com
contornos levemente irregulares e com paredes espessadas.

4C) Graos de polen considerados invidveis, apesar de ainda apresentarem citoplasma.

Para as andlises de fertilidade de pdlen foram analisados 259 botdes de 44

individuos de P.pubescens sendo contados um total de 69.202 graos. Para P.emarginatus,
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foram analisados 93 botdes de um total de 20 individuos, tendo sido contados um total de
43.910 graos. A porcentagem de graos de pdlen férteis variou de 26,18% a 58,72% entre as
localidades de P. pubescens e de 49,21% a 69,64% em P. emarginatus (tabela 12). A
propor¢ao de pdlen fértil, entre individuos, variou de 0,00 a 0,89 em P. pubescens e de 0,13

a 0,80 em P. emarginatus.

Tabela 12 — Percentagem de fertilidade de pélen em Pterodon pubescens e P. emarginatus
e nimero de individuos para cada um dos locais estudados.

Espécie Pterodon pubescens Pterodon emarginatus
Local CEN L4 AV JB TOTAL CPAC AE TR TOTAL
N’ indiv. 8 16 9 11 44 8 5 7 20
. % 26,18 50,75 54,28 58,72 51,09 57,41 4921 69,64 60,09
viabilidade

O padrdo de variacdo encontrado em ambas as espécies foi similar sendo que a
maior fonte de variagdo que afeta a fertilidade do pdlen estd dentro de botdo (tabela 13). Os
resultados também mostraram que as fontes de variacdo associadas a locais e a botdes
dentro de individuo sdo menos relevantes na andlise desses dados. Assim estas fontes de

variacdo foram ignoradas na andlise conjunta das duas espécies.
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Tabela 13 - Componentes de variancia associados as fontes de variacdo consideradas na
andlise da fertilidade de pdlen em Pterodon pubescens e P.emarginatus.

A1 Pterodon pubescens  Pterodon emarginatus
Componentes de variancia

Entre locais 0,0051 (1,99%) 0
Entre individuos dentro de local 0,0641 (25,04%) 0,0435 (17,70%)
Entre botoes dentro de individuo 0,0387 (15,12%) 0,0269 (10,94%)
Entre graos ‘li)‘:)tpﬁ‘l'e“ dentro de 0,1481 (57,85%) 0,1754 (71,36%)
Total 0,2560 0,2458

!"Estimativas obtidas pelo método de méxima verossimilhanca.

A andlise conjunta das duas espécies (tabela 14) ndo detectou diferenca significativa
entre as espécies quanto a fertilidade de pdlen. A variacao entre individuos foi significativa
assim como o foi nas andlises para cada uma das espécies. A maior fonte de variacdo
encontra-se entre graos de polen dentro de individuo, resultado idéntico ao obtido quando
cada uma das espécies foi analisada individualmente.

Tabela 14 — Componentes de variancia associados as fontes de variacdo consideradas na
andlise conjunta da fertilidade de pdlen de Pterodon pubescens e P.emarginatus.

Fonte de variacao  gl. Soma dos Compo.llent.es Percen?aggm Prob’
Quadrados de variancia  de variacido
Entre Espécies 1 234,925 0,0018 0,71 0,2047
Entre individuos ., 7103,113 0,0652 26,11 <0,0001

dentro de espécie

Entre graos de

polen dentro de 112779  20621,758 0,1828 73,18
individuo
Total 112842  27959,796 0,2499

""Prob: probabilidade de obter um igual ou maior componente de varidncia, por acaso, sob a hipétese nula que
o componente de varidncia seja zero; o valor de prob. foi estimado a partir de 16128 permutagdes.
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A andlise de variancia para fertilidade de pdlen em fun¢do de individuo e categoria
de flor mostrou uma forte associacdo entre tipo de flor e a fertilidade de pélen (r* = 0,8385)
(tabela 15). A viabilidade de pdlen produzido pelo tipo de flor 1 foi significativamente
menor do que os demais tipos. Entretanto, a média de pdlen fértil entre os tipos de flor 2 e 3
ndo foi significativamente diferente (p=0,1739) para o teste de Tukey-Kramer (tabela 16 e

figura 5).

Tabela 15 — Resultados da ANOVA da fertilidade de pélen em fun¢do do tipo de flor em
Pterodon pubescens e P.emarginatus.

Fonte variacido gl. Quadrado médio Valor de F Prob> F

Entre individuos 38 49,21 8,05 < 0,0001

Entre tipo de flor 2 253,35 41,43 < 0,0001
Residuo 147 6,11

Tabela 16 — Médias ajustadas da propor¢cdo de pdlen vidvel, para cada tipo de flor em
Pterodon pubescens e P. emarginatus. Tipo 1: Tubo de estames reto e curto e estigma
muito acima ou muito abaixo das anteras. Tipo 2: Tubo de estames longo e curvo, estigma
na altura ou um pouco abaixo das anteras.Tipo 3: Tubo de estames longo e curvo e estigma
um pouco acima das anteras.

Tipo de Meédias ajustadas

fl da proporcao de Erro Padrao
or ) .2 1
polen viavel
1 0,34 a + 0,027
2 0,68 b + 0,021
3 0,61b + 0,023

! Médias ajustadas ao efeito de individuo. Médias seguidas pela mesma letra
ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey-Kramer
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Figura S — Estatisticas descritivas para a percentagem observada de pdlen fértil das trés
categorias de flor de Pterodon pubescens e P.emarginatus. Tipo 1: Tubo de estames reto e
curto; estigma muito acima ou muito abaixo das anteras. Tipo 2: Tubo de estames longo e
curvo; estigma na altura ou um pouco abaixo das anteras.Tipo3: Tubo de estames longo e
curvo; estigma um pouco acima das anteras.

Poélen e Sementes

A correlagdo entre percentagem de podlen fértil e sementes vidveis para 25
individuos das duas espécies, ajustada para o efeito de espécie e populagdo resultou em um
valor negativo r = -0,5216 (p=0,0011), indicando que individuos que produzem muitas

sementes vidveis, produzem uma menor propor¢do de pdlen fértil.
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Plantulas

Para as andlises de planatulas e sobrevivéncia das mesmas foram obtidas 381
progenies de 31 individuos de P. pubescens e 296 de 22 adultos de P. emarginatus. Para P.
pubescens o numero de plantulas por populagdo variou de 55 a 117, sendo o tamanho
médio de progénie por individuo de 12,29. Em P. emarginatus o nimero de plantulas
variou de 22 a 151 nas populacdes, sendo o tamanho médio de progénies por adulto de

13,45 (tabela 17).

Tabela 17 — Dados sobre plantulas para cada individuo mée, para cada local, para as
espécies Pterodon pubecens e P.emarginatus.

Espécie Pterodon pubescens Pterodon emarginatus
Local CEN L4 AV JB Total CPAC AE TR  Total
21 8 9 4 15 14 12
12 7 27 12 12 4 4
4 14 27 7 22 3 18
24 9 15 18 13 1 26
Nuamero de 14 5 10 8 9 16
plantulas/ 26 10 7 4 23 7
individuo 8 16 2 16 38
8 27 14
17 9
1 7
13
Totalde =7 14 o5 55 381 151 22 121 296
plantulas
N° adultos 8 10 6 7 31 11 4 7 22
Média de

plantulas/ 14,6 11,4 15,8 7,86 12,29 13,73 5.5 17,29 13,45
individuo

Os resultados para andlise estratificada por local de coleta foram significativos para
as duas espécies, indicando que a sobrevivéncia de plantulas estd associada a local de

coleta.



76

Para P. pubescens o local que apresentou menor sobrevivéncia foi AV (18,95%),
seguido por JB (21,82%), CEN (33,33%) e L4 (36,28%) (tabela 18).

Para P. emarginatus a menor sobrevivéncia foi observada em TR (33,88%), seguida
por AE (40,91%) e CPAC (59,48%) (tabela 19).

O resultado conjunto para sobrevivéncia de plantulas dentro de cada espécie
também foi significativo indicando que a sobrevivéncia estd associada a espécie, sendo que
P. pubescens apresentou menor sobrevivéncia de plantulas do que P. emarginatus (tabela

20).

Tabela 18 — Resultados para andlise estratificada da percentagem de sobrevivéncia de
plantula por local de coleta para Pterodon pubescens.

Local/Sobrevivéncia 0 1 Total
78 39 117
CEN 66,67% 33,33% 30,79%
14 72 41 113
63,72% 36,28% 29,74%
77 18 95
AY 81,05% 18,95% 25,00%
B 43 12 55
78,18% 21,82% 14,47%
y*=10,03 gl.=3 p<0,0183

Tabela 19 — Resultados da andlise estratificada da percentagem de sobrevivéncia de

plantula por local de coleta para Pterodon emarginatus.

Local/Sobrevivéncia 0 1 Total
62 91 153

CPAC 40,52% 59,48% 51,69%
13 9 22

AE 59,09% 40,91% 7,43%
TR 80 41 121

66,12% 33,88% 40,88%

y*=18,17 gl.=2  p<0,0001




Tabela 20 — Resultados para andlise estratificada da percentagem de

plantulas por espécie.
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sobrevivéncia de

Espécie/Sobrevivéncia 0 1 Total
Pterod inat D2 o !
erodon emarginatus 52.36 47 .64 43,79
270 110 380
Pterodon pubescens 71,05 28.95 56,21
X2 =2489 gl.=1 p<0,0001

As correlagdes entre percentagem de pdlen fértil/sementes vidveis e pdlen
fértil/sobrevivéncia de plantulas foram negativas e significativas (tabela 21), enquanto que
a correlagcdo entre percentagem de sementes vidveis e sobrevivéncia de plantulas, embora

positiva ndo foi significativa (tabela 21).

Tabela 21 — Coeficientes de correlagao parcial de Spearman entre percentagem de pdlen
fértil, percentagem de sementes vidveis e sobrevivéncia de plantulas para 25 individuos de
Pterodon pubescens e P. emarginatus. Acima da diagonal estdo expressas as probabilidades
associadas a cada coeficiente.

% de poélen fértil | % semente viavel % plantula
% de polen fértil 1 p =0,025 p=0,033
% semente viavel -0,538 1 p=0,165
% plantula -0,518 0,353 1

Discussao

Diversidade genética baseada em marcadores RAPD

Marcadores moleculares e bioquimicos vém sendo muito utilizados em estudos
sobre a variabilidade genética e estrutura genética de populacdes naturais com o intuito de
criar critérios ou estratégias de conservacdo. No caso de marcadores RAPD, a particao da
variancia genética dentro e entre amostras pode permitir inferéncias sobre a subestrutura¢ao

de uma dada espécie, em nivel local e regional, bem como inferir sobre o possivel sistema
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de reproducao (Gillies et al. 1997, Palacios & Gonzales-Candelas 1997, Schierenbeck et al.
1997, Cardoso et al. 1998, Gillies et al. 1999, Lacerda et al. 2001).

Nas andlises de agrupamento levando em considera¢do a as diferengas genéticas
entre individuos nao foi possivel observar uma clara estruturagdo dentro de cada uma das
espécies, exceto para os individuos dos locais UBL e CEN de P. pubescens que formam um
grupo a parte dos demais. Esse mesmo comportamento foi igualmente verificado na andlise
de PCA considerando os locais de coleta de ambas as espécies.

Entretanto, as Andlises Moleculares de Varidncia constataram que a variacdo
genética captada pelas bandas de RAPD nio se distribui ao acaso e embora as percentagens
de variacdo entre amostras de locais diferentes tenham sido pequenas, foram fontes
significativas na organizacdo desta variacdo. Assim sendo, em ambas as espécies, cada
amostra pode ser considerada como tendo sido tirada de uma populacgao diferente.

A proximidade genética entre os individuos das populagdes UBL e CEN, ndo pode
ser facilmente explicada. Essas duas populacdes estdo distantes cerca de 350km, enquanto
que a distancia entre CEN e L4 € de apenas 4km; CEN dista de AV 9,5km e de JB 16km.
Portanto, a similaridade dos individuos das populacdes UBL e CEN nido pode ser explicada
pela distancia geogrifica. O tamanho das amostras, que poderia estar interferindo no
resultado apresentado pelo PCA, que leva em consideracdo a freqii€ncia das bandas RAPD
dentro de cada amostra, também ndo explica porque os individuos dessas duas amostras
agrupam-se separadamente dos demais no dendrograma. Resultados similares de dados
com RAPD, onde distancia geogréfica ndo estd correlacionada com a distancia genética
entre populacdes sdo conhecidos na literatura. Em Cedrella odorata (Gillies et al. 1997)
uma das populacdes localizadas no extremo sul da costa do Pacifico da Costa Rica é

geneticamente mais similar das populagdes localizadas préximas a costa do Atlantico do



79

que as demais populagdes localizadas na costa do Pacifico. Esta proximidade genética foi
considerada como uma provével adaptacdo a condi¢des ambientais contrastantes entre as
regides; a costa norte do Pacifico sendo uma regido muito mais seca do que a costa sul e as
regides de influéncia Atlantica. Em Swietenia macrophilla (Gillies et al. 1999) dados ndo
concordantes entre distancia geografica e genética também foram reportados para algumas
populacdoes amostradas e uma série de explicacdes possiveis fornecidas, entre elas
adaptacdo a ambientes similares e isolamento devido a distancia. Em um estudo genético de
Euterpe edulis (Cardoso et al. 2000) empregando marcadores AFLP, a maior similaridade
genética entre as populacdes de Garaquecgaba e Ilha Grande, distantes uma da outra 512 km,
foi atribuida a possibilidade de pdassaros migratorios estarem envolvidos no fluxo de
sementes. No caso de CEN e UBL, entretanto, ndo é ficil encontrar uma explicacdao
convincente. Esses dois locais acham-se muito perturbados devido a ac@o humana,
entretanto esta explicacdo nio parece ser suficiente para explicar a proximidade genética
dos individuos desses locais, uma vez que L4 e AV, também se encontram em &4reas com
razodvel grau de perturbacdo. J4 a pequena divergéncia genética das demais populacdes de
P. pubescens e a semelhanca genética encontrada nas de P. emarginatus podem ser
explicadas pela proximidade geogréfica das mesmas.

A variacdo genética, captada pela Andlise Molecular de Variancia, entre
populacdes, tanto para P. emarginatus (5,86%) como P. pubescens (12,13%), em relacao
aquela existente dentro de populacdo, 94,14% em P. emarginatus e 87,87% em P.
pubescens, é coerente com o que se pode esperar de espécies de fertilizacdo cruzada e sdo
compativeis com dados obtidos para RAPD para outras espécies arbdreas consideradas
alégamas. Para Cedrella odorata (Lacerda et al. 2001) foi encontrado que 12,3% da

variancia encontram-se entre as populacdes amostradas e 87,7% dentro de populacdo. Em
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Swietenia macrophilla 12% da variancia se deve a diferenca entre populacdes e 87,43% a
existente dentro de populacdo. Em um estudo realizado na Costa Rica para quatro espécies
arboreas tropicais (Schierenbeck et al. 1997) foram encontrados valores de percentagem de
variacdo entre e dentro de populacdes que variaram de 0 e 100% em Protium glabrum a
3,20% a 96,80% em Dendropanax arboreus.

A variabilidade genética contida dentro de uma dada populacdo pode ser estimada
tanto pela decomposi¢do da varidncia entre individuos da populacdo como através da
percentagem de bandas RAPD polimérficas encontradas na mesma. A variabilidade
genética dentro de espécies pode ser estimada pela variancia total encontrada entre os
individuos da espécie ou pela percentagem de bandas polimoérficas total encontrada na
amostra independentemente da espécie.

P. pubescens apresentou maior variabilidade genética que P. emarginatus tanto
quando foi considerado como estimador da mesma a varidncia total entre individuos dentro
de cada espécie, como quando considerada a percentagem de bandas polimérficas para os
119 individuos, independente da espécie.

Por outro lado, nas comparacdes entre populacdes de cada espécie, os dados de
percentagem de bandas polimérficas fornecem resultados distintos quando consideradas
todas as bandas polimérficas independente de espécie ou somente as polimoérficas dentro de
espécie.

Para P. pubescens, considerando todas as bandas polimdrficas independente de
espécie, somente as populacdes CEN e UBL apresentam menor variabilidade genética do
que a detectada para as populacdes de P. emarginatus. Essas duas populacdes apresentam
tamanho amostral menor que as demais (UBL 9 e CEN 10 individuos), o que explica o

menor polimorfismo detectado. Entretanto o menor polimorfismo observado em AE, ndo
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pode ser explicado pelo tamanho da amostra. A populagdo JB de P. pubescens é a que
apresentou maior percentagem de bandas polimorficas dentre todas as populagdes,
enquanto que AE e CPAC apresentaram a menor dentre as que tiveram o mesmo tamanho
de amostra (20 individuos).

Os valores encontrados para as populagdes de Pterodon (35% a 55%) nao diferem
muito do que foi encontrado para Plathymenia reticulata, outra espécie do cerrado, cuja
percentagem de loci polimérfico variou nas populacdes estudadas entre 41,7% e 55,6%
(Lacerda et al. 2001), muito embora os valores para as populacdes UBL, CEN e AE tenham
sido menores. A percentagem de loci polimérfico encontrada nas duas espécies de
Pterodon foi menor que a encontrada para Plathymenia reticulata (70,8%) embora, essa
deva estar correlacionada ao tamanho das amostras dell7 individuos em Plathymenia
reticulata, 79 em Pterodon pubescens e 40 em P. emarginatus, indicando que esse é um
dado de dificil comparacao.

Considerando as bandas polimérficas dentro de cada espécie a populacdo as
populacdes de P. emarginatus apresentaram alto polimorfismo. A populacio CPAC
apresentou a maior variabilidade genética, enquanto que a de AE s6 foi superada pela de JB
de P. pubescens.

Esses resultados mostram a dificuldade que existe em comparar niveis de
polimorfismo entre trabalhos distintos usando marcadores RAPD. A percentagem de
bandas polimérficas varia dependendo de como se considera o que € ser polimoérfico. Se
todas as bandas de todas as espécies sdo consideradas ou se somente as encontradas em
cada uma delas. Isso se deve ao fato de que bandas RAPD em espécies distintas,
especialmente quando as mesmas pertencem a géneros ou familias diferentes, muitas vezes

ndo sao homdlogas e, portanto representam marcadores diferentes e a comparagdo entre as
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espécies nao pode ser feita simplesmente assumindo a percentagem de bandas polimérficas.
Essas medidas ndo sdo compardveis. Dessa forma, a varidncia detectada dentro das
populacdes ou de espécies pode ser uma melhor medida de comparacao.

As estimativas de percentagem de loci polimérfico sdo mais sensiveis ao tamanho
das amostras do que o célculo da variancia dentro das populagdes, poque levam em
consideragdo somente o nimero de bandas que sdo polimoérficas, enquanto que a variancia
também considera a freqiiéncia da banda na populagdo ou na espécie. Quando o tamanho
das amostras utilizadas para representar os individuos de uma certa populacdo é muito
pequeno, e muito varidvel entre as populacdes, talvez utilizar a varidncia dentro de
populacdo, mais do que a percentagem de polimorfismo, possa ser uma estratégia mais
parcimoniosa. Além disso, varidncia € mais informativa do que percentagem de loci
polimérficos porque, “alelos” cujas freqiiéncias estejam muito proximas a 1 ou 0 (ou seja,
muito préximos de serem fixados ou eliminados da populacdo), estardo mais sujeitos a
efeitos de deriva e portanto estardo contribuindo menos para a variabilidade genética ao
longo do tempo.

Apesar da discordancia com relagdo aos dois critérios utilizados para estimativas da
variabilidade genética dentro de populacdes (variancia e percentagem de loci polimoérficos),
com relacdo a algumas populagdes de P. pubescens, ambos os critérios identificam a
populacdo JB de P. pubescens e CPAC de P. emarginatus como as que contém maior
variabilidade genética. Desta forma, considerando-se variabilidade genética como um
indicador da probabilidade de sobrevivéncia no tempo (evolu¢do) de uma dada populagdo,
essas duas populacdes deveriam ser as escolhidas dentro de um programa de conservagao

COMo as mais promissoras para preservagao.
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A integridade do ambiente, onde essas populagdes foram coletadas, pode também
ser usada como um critério para escolher qual populacdo deveria ser preservada. Nesse
caso, a populacao JB de P. pubescens encontra-se em darea de cerrado nativo bem
conservado e esse critério juntamente com o de variabilidade genética sugerem que essa
deveria apresentar maior capacidade de permanéncia no tempo. Entretanto, esse ndo € o
caso da populacao do CPAC, cujos individuos foram coletados em dreas distintas de
remanescentes de cerrado, duas delas ainda vegetacdo original e uma delas uma &rea
contigua a drea de cerraddo, mas onde boa parte das espécies arbéreas do cerraddo original
foi cortada. Talvez essa maior variabilidade genética encontrada na populacdo CPAC seja
um reflexo tanto de uma histéria passada da populacdo, uma vez que os individuos
amostrados sdo adultos e portando ja existiam antes da perturbacdo da drea e da maior
heterogeneidade ambiental. A populacdo AE, que se encontra dentro de uma drea de
preservacio (Estacdo Ecoldgica de Aguas Emendadas) aparentemente tem uma baixa
variabilidade genética, quando comparada com CPAC apesar de se encontrar em uma area
de cerrado nativo maior e mais bem preservado.

Parametros sobre da biologia de uma dada espécie que possam estar correlacionados
com a probabilidade de sobrevivéncia dos individuos s@o importantes no que diz respeito a
capacidade de sobrevivéncia da populacdo ou espécie no espaco e no tempo.

A producdo de sementes vidveis e fertilidade de pélen de individuos de uma dada
espécie podem ajudar a entender aspectos de sua biologia que venham a ajudar na
conservacdo e manejo da mesma. A producdo de sementes € o resultado de varios outros
eventos, tais como: distribui¢do espacial dos individuos, fenologia da espécie, nimero de

flores produzidas, producdo e fertilidade do pdlen, sistema de reproducdo, tipo de agente
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polinizador, aspectos fisiolégicos que determinam a fecundagcdo de forma eficiente e o

desenvolvimento de sementes saudaveis, predacao, entre outros (Lee 1988).

Sementes

A percentagem de frutos com sementes vidveis variou entre individuos nas duas
espécies, tendo sido um pouco menor em P. emarginatus. A percentagem de sementes
vidveis em todas as populagdes de ambas as espécies variou bastante, sendo abaixo de 46%
para todas elas. A baixa producdo de sementes vidveis se deveu tanto a aborto como a
predacao.

A predacdo de sementes variou entre as populacdes das duas espécies tendo sido
maior em P. pubescens do que em P. emarginatus. Neste caso, somente foi avaliada a
predacdo pré dispersdo, uma vez que os frutos coletados foram coletados nas plantas maes.
E possivel que a predagico de sementes pés dispersio seja responsivel por uma taxa
significativa na perda de sementes na natureza para essas espécies, mas isso ndo foi
avaliado neste trabalho (Janzen 1971, Louda 1989, Crawley 1992).

Entretanto, os valores obtidos de predacdo nao sdo nem tdo altos, nem discordantes
com o observado para outras plantas em outros estudos. De fato, mesmo o maior valor
observado (27,3% para a populacdo AV, de P. pubescens) pode ser considerado pequeno
para predacao pré dispersdo em plantas perenes (Crawley 1992).

Em um estudo envolvendo espécies de Hymenaea e de Copaifera langsdorfii,
Lewinsohn (1980) observou que 71% das sementes de Copaifera langsdorfii foram
predadas. Para as espécies estudadas de Hymenaea, a predacdo de sementes variou de 9%

em Hymenaea stigonocarpa, uma espécie de cerrado, a 24% em Hymenaea intermédia,

uma espécie da mata Amazonica. J4 em outro estudo, com a palmeira macatba, Acrocomia
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aculeata, espécie que ocorre no cerrado, a predacdo respondeu por 40% da perda de
sementes viaveis (Ramos et al. 2001).

Embora predagdo tenha sido um evento que, pelo menos na populacio AV de P.
pubescens supera a percentagem de sementes vidveis formada, ndo € este evento que
explica a baixa produgcdo de sementes vidveis. A maioria dos frutos colhidos, ou nao
apresentava sementes ou as mesmas estavam abortadas. Portanto, aborto, e ndo predacio,
explica a baixa producdo de sementes vidveis para todas as populacdes de ambas as
espécies. E possivel que uma parte das sementes abordadas nio tenha se desenvolvido
adequadamente, como Janzen (1971) chamou a atencdo, devido a predagdo, e neste caso, o
efeito de predacgdo € que estaria subestimado.

P. emarginatus apresentou maior percentagem de sementes abortadas do que P.
pubescens.

Viérias podem ser as causas possiveis para a ocorréncia de aborto: auto
incompatibilidade, intensidade de polinizacao, distancia da fonte de pdlen, fertilidade do
pélen, limitagcdo de recursos (Lee 1988).

Com relacdo ao sistema de reproducdo, as duas espécies sdo auto compativeis
(Afonso 1997) e, portanto auto incompatibilidade ndo seria uma das causas para as altas
percentagens de sementes abortadas. Distdncia da fonte de pdlen também ndo parece
explicar a baixa produc¢do de frutos com sementes, uma vez que todos os individuos
coletados estavam proximos (entre 2m a 20m) de varios outros individuos de sua espécie. A
intensidade de polinizacdo e presenca do polinizador no local, também nao parece justificar
a baixa producdo de frutos com sementes, uma vez que as populacdes que menos
produziram frutos com sementes em ambas as espécies (JB de P. pubescens ¢ AE de P.

emarginatus) situam-se em locais com vegetacdo nativa em bom estado de preservagao.
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Estas populacdes encontram-se nos mesmos locais onde foram realizados os trabalhos de
biologia reprodutiva das duas espécies (Afonso 1997) e, portanto onde foram observados e
coletados os polinizadores dessas espécies.

Na maioria das angiospermas, somente uma pequena fracdo das flores e 6vulos
formados se desenvolve em frutos e sementes (Lloyd 1980a, Stephenson 1981, Lee 1988).
O aborto de flores e frutos ocorre em vérios estdgios do desenvolvimento e mesmo em
frutos que chegam a maturidade, nem todos os évulos dao origem a sementes (Arathi et al.
1999). Os fatores que afetam o desenvolvimento de sementes podem atuar antes ou apds a
fertilizacdao (Lee 1988). Um importante fator atuando na fase pré fertilizacdo € a limitacdo
de graos de pdlen (Niesenbaum 1999). Entretanto, para um grande nimero de plantas, nem
todos os 6vulos de um ovario sdo fertilizados mesmo quando uma quantidade razodvel de
poélen foi depositada sobre o estigma da flor (Cruzan 1989). Alguns estudos tedricos
também sugerem que o sucesso reprodutivo feminino nado seja limitado pela disponibilidade
de pdlen, mas pela quantidade de recursos necessdria para a formacgao de frutos e sementes
(Lloyd 1980, Charnov 1982, Bawa & Webb 1984, Arathi et al. 1999). Plantas que sdo
limitadas por recurso, normalmente iniciam um ndmero maior de frutos do que chega a
amadurecer. O aborto de frutos iniciados, em teoria, deveria ser seletivo de tal forma que os
recursos, que sao limitados, seriam alocados para frutos contendo embrides de melhor
qualidade (Charnov 1982, Lee 1988, Niesenbaum 1999, Melser & Klinkhamer 2001). De
fato, em manipulagcdes experimentais, verificou-se, em plantas cultivadas, que reduzir o
nimero de frutos que estd iniciando o desenvolvimento, muitas vezes reduz o aborto de
sementes, bem como o suplemento de nutrientes e d4gua diminui o aborto de sementes em
Chyptantha flava (Lee 1988). Por outro lado Wiens (1984) observou que o aborto de

sementes estéd relacionado com a histdria de vida da planta e provavelmente com o sistema
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de reproducdo. Em um levantamento de 191 espécies, esse autor encontrou que a razdo de
sementes maduras por fruto em relacdo aos évulos por fruto era significativamente maior
em espécies anuais (85%) que para as perenes herbdceas (57%) e, que as perenes lenhosas
apresentavam a menor razao semente/6vulo (33%). Este autor (Wiens 1984) argumenta que
espécies anuais sdo na maioria autbgamas e apresentam baixa heterozigosidade e, portanto
baixa oportunidade de selecdo entre embrides. J4 as espécies perenes, especialmente as
lenhosas, tendem a ser aldgamas e a apresentar alta heterozigosidade. Desta forma o aborto
de 6vulos nessas espécies poderia ser uma conseqiiéncia de selecdo contra homozigotos ou
contra combinagdes de alelos letais ou semi letais. As percentagens de frutos com sementes
nas populacdes de P. pubescens foi maior do que a estimada, por Wiens, para espécies
lenhosas perenes, variando de 37,6% - 56,4%, sendo de 49,7% para a espécie. As
populacdes de P. emarginatus, a excecdo de AE (16,8%), apresentam percentagens
similares as estimadas por Wiens. E possivel que selecdo contra combinacdes de alelos
letais ou semi letais devido a endogamia, possa explicar parte do aborto de sementes
verificado nestas espécies.

As inferéncias obtidas pela AMOVA indicaram que a percentagem de sementes
vidveis variou entre individuos de uma mesma populacdo, entre as populacdes e as duas
espécies e P. pubescens apresentou maior percentagem de sementes vidveis do que P.
emarginatus.

Variacdo na produg¢do de sementes vidveis, entre individuos de uma mesma
populacdo, entre populacdes de uma espécie e entre espécies € relatada para um grande
nimero de plantas e podem estar relacionados com aspectos fisioldgicos da planta mae

devido a limitacdo de recursos como nutrientes ou dgua (Harper 1977, Lee 1988);
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intensidade de herbivoria de partes vegetativas e reprodutivas, predacdo de sementes e
idade da planta adulta (Sarukhan 1980, Sarukhan et al. 1984, Crawley 1992).

Com relagdo a P. pubescens a populagdo que obteve a menor percentagem de
sementes vidveis foi JB e CEN foi a que apresentou a maior. JB foi a populacdo que
apresentou maior variabilidade genética e CEN, dentre as que tiveram a producdo de
sementes analisadas, foi a que apresentou menor. Segundo, portanto, o critério produgdo de
sementes, a populacdo que apresentaria melhores condi¢des de sobrevivéncia no tempo,
seria a populacdo CEN e nao JB.

Na espécie P. emarginatus a populacdo com pior desempenho com relacio tanto a
producdo de frutos com semente, como de sementes vidveis foi AE, seguida de CPAC e
TR. CPAC foi também a populagdo de P. emarginatus que apresentou maior variabilidade
genética. A populacdo TR ndo estava incluida nas andlises genéticas.

Existem poucos trabalhos que fazem refeéncia ao efeito da contaminacdo de
sementes, pré dispersdo, por fungos. Em Anadenanthera macrocarpa a percentagem de
sementes infectada variou entre locais de 46% a 58% (Dhingra et al 2002), enquanto em
Piptadenia paniculata a maior percentagem de infestacdo foi de 9% (Strapasson et al.
2002). Ja em um estudo para Pinus elliottii a percentagem de fungos em sementes variou de
88% a 3% entre plantios (Anderson et al. 1984), sendo que destes, 11% deles foram
considerados patogénicos e ocorreram em sementes ndo danificadas. A perda de sementes
vidveis devido a contaminacdo por fungos em Pterodon foi baixa, quando comparada com
os estudos acima mencionados, para todas as populacdes de ambas as espécies, sendo

inexistente em AE de P. emarginatus, e praticamente a mesma nas duas espécies.
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Pélen

O tamanho e forma do pdlen nas duas espécies de Pterodon variaram bastante,
mesmo dentro de um mesmo botdo de um individuo. O tamanho de um grio de pdlen e a
natureza de seu conteido pode influenciar a desempenho masculino através de efeitos na
germinagdo do pdlen e crescimento do tubo polinico (Bertin 1988). Um grande niimero de
plantas ndo heterostilicas nem cleitdgams apresentam variagdo em tamanho de pdlen entre
individuos e entre botdes na natureza e mesmo em experimentos controlados (Bertin 1988).
Em alguns casos, o tamanho do pdlen pdde ser correlacionado com a velocidade de
crescimento do tubo polinico ou o tamanho do tubo produzido; graos de pdlen maiores
apresentaram tubos polinicos que cresciam mais rdpido ou maiores (Bertin 1988). Porém
essa diferenca em crescimento do tubo polinico nem sempre pdde ser correlacionada com
diferencas em aptiddo. Se tamanho de pélen em Pterodon estiver correlacionado com seu
desempenho, na germinagdo, entdo os cdlculos de percentagem de pélen fértil estdo muito
subestimados e € possivel que um outro padrdo, mais realista, emergisse se tivesse sido
considerado também a diferenca entre tamanho de pdlen entre individuos, populagdes e
espécies.

A fertilidade do pélen variou entre os individuos das duas espécies de 0 a 89% em
P. pubescens e de 13% a 80% em P. emarginatus. Embora a fertilidade de pdlen de P.
pubescens tenha sido menor que a encontrada em P. emarginatus, ndo foi estatisticamente
significativa, indicando que o comportamento geral com relagdo a producao de pdlen fértil,
¢ similar, nas duas espécies. O mesmo resultado foi observado para variacio de pdlen fértil
entre populacdes de ambas as espécies.

As flores de P. pubescens e P. emarginatus sdo consideradas morfologicamente

hermafroditas e todas as flores examinadas das duas espécies apresentaram um ovario com
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um 6vulo bem formado. Entretanto, a anélise de variancia para fertilidade de pélen entre os
tipos de flor e a correlagdo entre tipo de flor e producdo de pdlen fértil sugere que a
contribuicdo de pdlen efetuada por esses tipos de flor seja diferente. Assim, as flores do
tipo 1, com tubo de estames curtos e estigma muito acima ou abaixo das anteras quase nao
produzem pdlen fértil e seriam mais femininas do que masculinas. As flores que
apresentam tubo de estames longos e curvos (tipo 2 e 3) seriam as responsdveis pela
formacdo de pélen fértil e seriam portanto, ou hermafroditas ou masculinas. As diferencas
morfolégicas das flores do tipo 2 e 3 ndo estdo associadas a producdo de pdlen fértil, mas
talvez possam estar associadas a diferencas fisioldgicas quanto a germinag¢do do mesmo.

A correlacdo entre percentagem de pdlen fértil e sementes vidveis, para as duas
espécies, foi negativa e significativa, sugerindo que individuos que produzem mais
sementes, estariam produzindo menos pélen fértil e vice versa. Esse resultado juntamente
com o apresentado acima, de associacdo entre tipo de flor e fertilidade de pdlen, sugere que
os individuos de uma populacdo, tanto para P. pubescens como P. emarginatus, invistam
diferentemente na produgio de pélen fértil e sementes vidveis. E possivel que estas
espécies, funcionalmente, ndo sejam hermafroditas.

Situagcdo similar foi observada em Thalictrum pubescens (Ranunculaceae) uma
espécie didica criptica, cujas plantas femininas produzem flores morfologicamente
hermafroditas, com anteras e pistilos (Davis 2001) e em Cupania guatemalensis
(Sapindaceae), uma espécie mondica cujas flores femininas produzem estames e graos de
pélen, mas as anteras ndo se abrem (Bawa 1977). Em Citharexylum fruticosum
(Verbenaceae) as flores da planta feminina produzem estames morfologicamente normais,
mas que nao produzem pélen nem se abrem (Tolomson & Fawcett 1972). Um caso ainda

criptico de dioicia ocorre em Solanum appendiculatum (Solanaceae) onde tanto as flores
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das plantas masculinas, como das femininas produzem pistilo, estames e anteras que
produzem graos de pélen bem formados, mas que ndo germinam (Meagher 1988). Vdrias
espécies de Solanum sdo androdidicas morfoldgicas, entretanto funcionalmente sao didicas.
As flores masculinas apresentam gineceu pouco desenvolvido e anteras com pdlen copioso,
enquanto as flores hermafroditas, embora tenham anteras bem desenvolvidas que produzem
pdlen, o mesmo nao germina (Anderson & Symon 1989).

Trabalho avaliando a variacdo de fertilidade de pdlen entre botdes dentro de um
individuo em P. pubescens também sugere que esta espécie nao seja funcionalmente
hermafrodita (Avelino et al. 2002 a,b,c). A percentagem de pdlen de botdes de uma mesma
inflorescéncia, seguindo uma seqiiéncia da base da inflorescéncia em direcdo ao &dpice
decai. Botdes basais apresentam maior percentagem de pdlen fértil do que os mais apicais.
Assim sendo, individuos cujos botdes basais apresentam baixa percentagem de pdlen fértil
seriam funcionalmente femininos. Individuos cuja percentagem de pdlen fértil nos botdes
basais € alta seriam doadores de pdlen no inicio da floragdo uma vez que esses sdo 0s
primeiros botdes a se abrir durante a floracdo. Esses individuos seriam funcionalmente
masculinos. Tanto individuos com baixa fertilidade de pélen como os com alta produzem
frutos e sementes, portanto essa espécie nio parece ser totalmente didica. As flores basais
de individuos que apresentam alta percentagem de pdlen seriam ou flores hermafroditas, ou
apenas masculinas, mas as apicais nao produzem pélen, sendo, portanto femininas apenas.
Ha individuos com percentagens intermedidrias de grao de pdlen fértil nos botdes basais,
que apresentam 0 mesmo comportamento e, portanto t€tm o seu maximo de contribui¢do
masculina para a préxima geracdo também no inicio da floracdo. A mesma relacido ocorre
em relacdo ao tamanho dos grdaos de podlen (Avelino et al. 2002b). Botdes basais

apresentam graos de pdlen significativamente maiores e de contornos mais regulares do que
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os botdes mais apicais da mesma inflorescéncia. Além disso, existe uma variagao
significativa na percentagem de podlen fértil de um mesmo individuo em anos distintos,
sugerindo que a fertilidade do pdélen de um mesmo individuo pode mudar de um ano para
outro (Avelino et al. 2002b), embora ndo mude o padrdo descrito para fertilidade entre
botdes de uma mesma inflorescéncia (botdes basais apresentam maior percentagem de
polen fértil que os apicais). Em um estudo para seis espécies de Atriplex (Freeman &
McArthur 1984) foi observado que a razdo sexual em populacdes dessas espécies muda de
ano para ano, devido a mudanca de sexo dos individuos dessas espécies.

Existe um nimero muito alto de exemplos de plantas que apresentam uma
expressao do sexo intermedidria a dioicia completa e hermafroditismo. Quando individuos
de uma mesma populagdo ndo sdo regularmente hermafroditas a espécie é considerada
diclina (Richards 1986). Os dados apresentados acima, sugerem que este possa Ser o caso
para as espécies estudadas de Ptrerodon. Essas espécies podem ser ginodidicas,
apresentando individuos com flores funcionalmente femininas e individuos com flores
funcionalmente masculinas apenas e hermafroditas, ou entdo poligama com individuos
femininos, individuos hermafroditas e individuos com flores hermafroditas e femininas
(Richards 1986). Em Cirsium arvense (Asteraceac) (Richards 1986) flores
morfologicamente hermafroditas agem como unissexuais, uma vez que as anteras de flores
femininas ndo produzem pdlen.

Uma outra possibilidade que € sugerida pela variagdo na contribui¢do de pdlen de
um mesmo individuo em anos consecutivos (Avelino ef al. 2002b) é que essas espécies
apresentem sexo ldbil, ou seja, difasia de género ou escolha de género (Lloyd 1980a,b,
Lloyd et al. 1980, Schlessman 1988). O conceito de género, neste caso € importante porque

individuos que produzem 6vulos e sementes, também podem estar produzindo pélen. Em
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uma série de trabalhos, Lloyd (1979, 1980a,b) e Lloyd et al. (1980) propuseram o conceito
de género funcional, uma vez que ndo € raro, em espécies de plantas, que um individuo nao
seja funcionalmente exclusivamente masculino ou feminino. Por exemplo, Discaria
toumatou (Rhamnaceae) apresenta flores morfologicamente hermafroditas que variam na
funcdo feminina e masculina. Entre 0 a 44% das flores se desenvolvem em frutos enquanto
outros individuos da populagdo produzem pdlen mas nao sementes (Primack & Lloyd 1980,
Cox 1988).

A escolha de género ou ainda a reversdo do género tem sido entendida como um
mecanismo importante em plantas para aumentar o sucesso reprodutivo de individuos de
uma dada espécie e uma medida importante para o entendimento de como um individuo
contribui com seus genes para as proximas geracdes, se via pdlen ou via évulo (Lloyd
1979, 1980b). Em plantas, a determinagdo sexual pode ser cromossdmica, génica, pode ser
influenciada por fatores ambientais, temporais (Bierzychudek 1982, 1984, Freeman &
Vitale 1985, Lee 1988, Meagher 1988, Schlessman 1988, Zimmerman 1991, Dellaporta &
Calderon-Urrea 1993, Korpelainen 1998) ou ainda pelo tamanho do individuo
(Bierzynchudek 1984, Schlessman 1988, Clay 1993). Acredita-se o investimento na
producdo de sementes ou de pdlen esteja correlacionado com a alocagdo de recursos
energéticos da planta para producdo de podlen fértil e formagdo, desenvolvimento e
manutencdo de frutos e sementes vidveis (Charnov 1982, Lee 1988, Eckhart & Chapin
1997, McDowell et al 2000). Em plantas, o investimento em producdo de pdlen, e
especialmente em producdo de sementes parece ser limitada pela quantidade de recurso
necessdria para o desenvolvimento dos mesmos (Lloyd 1980 a,b). No geral acredita-se que
0 gasto energético com para produgdo e desenvolvimento de sementes vidveis seja maior do

que os gastos para producdo de pélen fértil (Schlessman, 1988). Em Caesalpinia calycina
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(Leguminosae), a producdao de frutos e sementes influencia a producdo de flores
funcionalmente masculinas na mesma inflorescéncia (Gibbs et al. 1999). Esta espécie é
andromondica, cujas flores hermafroditas encontram-se na base da inflorescéncia, mas cuja
expressdo das flores masculinas s6 se manifesta apds estas flores basais terem sido
fecundadas com sucesso e os frutos comecarem a se desenvolver. Na auséncia de
fertilizacdo, as flores mais apicais permanecem hermafroditas. Este, entretanto, ndo parece
ser o caso de P. pubescens e P. emarginatus. Observagdes de campo indicam que os frutos
normalmente se formam no 4pice das inflorescéncias (dados ndo apresentados aqui). Por
outro lado os botdes basais sdo os produtores de podlen nos individuos que sao
funcionalmente mais masculinos. Portanto, nessas espécies outros fatores devem estar
controlando a expressao sexual.

Seja qual for o mecanismo de controle da expressdao de género em Pterodon, 0s
individuos de uma populagdo nestas espécies ndo parecem estar investindo igualmente na
producdo de gametas masculinos e femininos, como se poderia supor pela observacao
apenas das caracteristicas morfologicas das flores. A variacao nas contribui¢des masculinas
e femininas para a préxima geracdo, em uma populacdo ou espécie, influencia no tamanho
efetivo da populagdo e tem conseqiiéncias importantes para a sobrevivéncia das mesmas no
tempo (Lande & Barrowclough 1993, Frankel et al. 1995). Além disso, apesar das espécies
de Pterodon serem autocompativeis (Afonso 1997) os dados de pdélen e sementes sugerem
que os individuos dentro de uma populacdo sejam funcionalmente mais femininos ou
masculinos. Essa estratégia estaria favorecendo reproducdo cruzada o que explica a alta

variabilidade genética, detectada através de marcadores RAPD, dentro de populagdes.
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Plantulas

Os resultados das andlises estratificadas para percentagem de sobrevivéncia de
plantulas foi altamente significativo, indicando que a sobrevivéncia de plantulas estd
associada a populacdo estudada, bem como a espécie.

Pterodon emarginatus apresentou quase o dobro de sobrevivéncia de plantulas do
que P. pubescens.

Em Pterodon pubescens a populagdo que apresentou menor percentagem de
sobrevivéncia de plantulas foi AV, seguida de JB, CEN e L4. A baixa percentagem de
sobrevivéncia de plantulas ndo € explicada pela integridade do ambiente onde as plantas
maes se distribuem. A populacdo JB encontra-se dentro da reserva do Jardim Boténico e
apresentou baixa percentagem de sobrevivéncia quando comparada com as de CEN e L4
que se encontram em dreas mais perturbadas pela acdo humana. Esses resultados também
ndo estdo correlacionados com a maior variabilidade genética encontrada nos individuos da
populacdo, uma vez que a populacdo JB apresentou maior variabilidade genética e a que
apresentou menor, estimada pela decomposicdo da variancia entre individuos dentro de
local, foi L4. O tamanho médio de progénie, também nao parece estar relacionado com esse
resultado. Embora, JB tenha apresentado o menor tamanho médio de progénie, AV
apresentou o0 maior.

Com relacdo a percentagem de sobrevivéncia de plantulas, para P. emarginatus, a
populacdo com menor percentagem foi TR, apesar de apresentar o maior tamanho médio de
progeénie.

A integridade do ambiente parece também ndo estar correlacionada a sobrevivéncia
das plantulas. Os individuos da populacdo TR estao distribuidos em dreas de cerrado bem

preservados, enquanto que a populacio CPAC ocupa uma drea mais perturbada. Entretanto,
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ndo se pode rejeitar a hipdtese de que a maior sobrevivéncia de plantulas da populagdo
CPAC se deva a maior variabilidade genética contida nesta populagcdo, quando comparada
com a observada em AE.

Por outro lado, a variabilidade genética ndo parece estar correlacionada a
sobrevivéncia de plantulas nas duas espécies. A espécie P. emarginatus que apresenta
menor variabilidade genética do que P. pubescens, apresentou maior percentagem de
sobrevivéncia de plantulas.

Os resultados da anélise de correlagdo entre percentagem de pdlen fértil, producao
de sementes vidveis e sobrevivéncia de plantulas, indicam que ha uma correlagdo negativa e
significativa, entre percentagem de podlen fértil e producdo de sementes vidveis e entre
percentagem de poélen fértil e sobrevivéncia de plantula. Esses resultados sugerem que as
sementes formadas pelos individuos doadores de pdlen, aqueles funcionalmente mais
masculinos, estariam formando plantulas de pior qualidade, reforcando a idéia de que essas
duas espécies ndao sejam funcionalmente hermafroditas e que a alocagcdo de recursos para
formacdo de sementes vidveis seja diferente entre os individuos que se comportaram como
masculinos e aqueles que se comportaram como femininos. Entretanto, ndo houve
correlacdo entre producdo de semente e sobrevivéncia de plantula o que sugere que outros

fatores, além do género dos individuos interferem na sobrevivéncia de plantulas.

Diversidade Genética, sementes, pdlen, plantulas e conservacio das espécies.

Flutuagdes na proporcdo de individuos masculinos e femininos, bem como no
tamanho das progénies entre adultos, altera o tamanho efetivo de uma populacdo (N.)
(Wright 1969, Crow & Kimura 1970, Avise 1994, Lande & Barrowclough 1993, Frankel et

al 1995). O N, é um parametro importante quando a conservacdo de uma determinada
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espécie € o objetivo central de um estudo. As variacdes observadas nas duas espécies de
Pterodon (na produgdo de pdlen e sementes vidveis e nimero de plantulas por adulto)
sugerem que o tamanho efetivo de suas populacdes seja muito afetado por essas flutuagdes
e que o simples censo nao seja suficiente para inferir sobre o N. das mesmas.

A variabilidade genética observada em uma populacao de adultos retrata um evento
passado, pois avalia a variabilidade de genétipos que foram selecionados em um passado
distante, em condi¢des ambientais que podem ndo ser mais as atuais. Por outro lado, a
variabilidade genética de um dado individuo ndo permite que se infira sobre sua aptiddo. Os
resultados sobre producao de pélen fértil, de sementes vidveis e sobrevivéncia de plantulas
nas duas espécies, mostram que apesar da variabilidade genética, expressa pela
decomposicdo da variancia entre individuos das populacdes de ambas as espécies, ser
equivalente, elas apresentam variacdo significativa quanto aos demais aspectos de suas
histérias de vida. A populacdo de P. pubescens que apresentou maior variabilidade genética
foi a que apresentou menor producdo de sementes vidveis, média baixa de progénie por
planta mae e baixa percentagem de sobrevivéncia de plantulas. Por outro lado, a espécie P.
emarginatus, apresentou menor variabilidade genética que P.pubescens e maior
percentagem de sobrevivéncia de plantulas.

Os dados encontrados para as duas espécies de Pterodon, ndo sdo de todo Unicos.
Embora existam vérios trabalhos que mostram que variabilidade genética e aptidao estdo
correlacionadas, outros trabalhos indicam que esses dois eventos nem sempre se
correlacionam (Reed & Frankham 2003). Reed e Frankham (2003) encontraram correlacoes
positivas e significativas entre heterozigosidade e aptidao quando analisando em conjunto

os dados de indmeros trabalhos para diversos organismos. Entretanto, em suas tabelas,
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pode-se observar que pelo menos para cinco espécies de plantas essa correlacdo foi
negativa (ver apéndices 1 e 2).

Em Lychnis viscaria (Caryophyllaceae), embora a diversidade genética encontrada
dentro das populagdes estivesse diretamente correlacionada com o tamanho das mesmas,
nem o tamanho das populacdes tampouco a diversidade genética nelas encontrada
apresentou correlacdo com aptiddo, estimada através da percentagem de germinacdo de
sementes, producdo de sementes e plantulas (Lammi et al. 1999).

Variabilidade genética e dados sobre a estrutura genética de populagcdes sdo dados
considerados extremamente importantes na escolha de populacdes de uma dada espécie que
devam ser preservadas, ou como manejar, coletar e manter uma dada espécie. Essas sdo
informacdes importantes e por vezes as mais faceis e rdpidas de serem obtidas. Entretanto,
ndo sdo suficientes. Dados sobre o sistema reprodutivo, producdo de sementes e de
plantulas sdo igualmente importantes e podem esclarecer aspectos da histéria de vida de
uma espécie, essenciais para o manejo da mesma e que ndo se acham expressos
necessariamente na diversidade genética amostrada.

As andlises genéticas mostraram que ambas espécies sdo alégamas e que a maior
parte da variabilidade genética encontra-se dentro de cada populagcdo. Apesar disso, cada
local de coleta correspondeu a populacdes geneticamente distintas. Desta forma, em
projetos de conservagdo ex-sifu as amostras ser tomadas de mais de uma localidade. Por
outro lado, os resultados referentes a producdo de sementes vidveis e sobrevivéncia de
plantulas, para as duas espécies de Pterodon, indicam que a simples escolha de matrizes no
campo, que aparentemente, em um dado ano tenham produzido muitos frutos, e cujas
caracteristicas morfoldgicas da planta mae, tais como altura e formacdo de copa, sugiram

uma qualidade superior de progénies, ndo € uma estratégia adequada para essas espécies.
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Uma forma de contornar esse problema seria tomar amostras de botdes florais no inicio da
floragdo, verificar a viabilidade do pdlen e coletar, na estacdo seguinte, frutos dos
individuos que apresentaram baixa viabilidade. Uma vez que tal procedimento € por vezes
invidvel, devido ao tempo necessdrio para assim proceder, uma estratégia mais plausivel
deveria se concentrar em coletar frutos e manter poucas sementes de um grande nimero de
individuos de uma dada populac¢io, como € sugerido por Vencovsky & Crossa (1999) para
espécies que apresentam um sistema de reproducdo misto, com autofecundacio e
acasalamentos ao acaso, como parece ser o caso das duas espécies estudadas. Essa
estratégia asseguraria um aumento do ndmero efetivo da populacdo, mesmo que ndo se
tenha informagdo sobre o comportamento dos individuos méaes amostrados.

Com relacdo a conservagdo in-situ das duas espécies, embora os dados genéticos
indiquem que cada local representa uma populacio distinta, a variabilidade genética contida
nessas populacdes, ndo parece estar correlacionada com a aptidao total das mesmas, pelo
menos no que diz respeito a P. pubescens. Desta forma, a conservagdo dessas espécies
deveria incluir muitas populacdes de cada uma e, uma vez que as flutuacdes com relacao a
contribuicdo de gametas masculinos e femininos, bem como sobrevivéncia de progénie, sdo
altas, cada populacdo deveria conter um grande nimero de individuos adultos, desta forma
tentando assegurar a sobrevivéncia da espécie no tempo. Um outro fator que deve ser
levado em consideracdo quanto ao nimero de individuos dessas espécies a ser mantido em
uma populacdo diz respeito a possibilidade de reproducdo assexuada, como foi mostrado
por Rocha & MacDowell (1997). Esses dois autores mostram que, em P. pubescens, o que
seriam considerados vinte e quatro individuos adultos relativamente préximos, em uma
dada populacdo, representavam de fato apenas sete genétipos distintos. Uma vez que

P.emarginatus parece ser uma espécie muito proxima de P. pubescens, e devido ao fato de
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que vérias espécies de cerrado apresentam alguma forma de reproducdo assexuada
(Rawitscher et al. 1943, Ferri 1962, Rizzini & Heringer 1962, Raw & Hay 1985,
Goldenberg & Shepherd 1998, Hoffmann 1998), é provdvel que esta espécie também seja
capaz deste tipo de estratégia de reprodugdo o que significa que o nimero de individuos em
uma dada drea pode ndo corresponder ao nimero de gendtipos distintos ai contidos. Por
outro lado, ao se selecionar uma dada drea para conservacio dessas espécies, deveriam ser
escolhidos locais que apresentem fitofisionomias distintas onde ocorram individuos dessas
espécies (cerrado sensu stricto e cerraddo, por exemplo), uma vez que a maior variabilidade
genética encontrada na populacdo CPAC com relacdo a detectada para a populacao AE, de

P. emarginatus, talvez possa ser explicada pela maior diversidade de habitats ai encontrada.

Consideracoes finais

A existéncia de variacdo genética dentro de uma populacio ou espécie normalmente
¢ tomada como indicativo do potencial dessa populacdo sobreviver as pressdes de sele¢do
ao longo do tempo. Entretanto, isoladamente, dados sobre variabilidade genética nem
sempre estdo correlacionados com a aptidao dos individuos de uma populacdo. No caso das
populacdes de Pterodon pubescens estudadas, variabilidade genética ndo estd
correlacionada com a aptiddo das mesmas. A populagcdo do Jardim Botanico que apresentou
maior variabilidade genética € a que apresenta menor producdo de sementes vidveis € a
segunda menor sobrevivéncia de plantulas. J4 em Pterodon emarginatus a populacdo que
apresentou maior variabilidade genética foi também a que apresentou maior aptiddo.
Quando ¢ considerada a relagcdo entre variabilidade genética e aptidao em nivel de espécie
observa-se que P. pubescens apresenta maior variabilidade genética do que P. emarginatus,

entretanto, a aptidio (medida em termos de sobrevivéncia de plantulas) é maior nesta
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ultima espécie. Entretanto, se essas populacdes conseguiram trazer até o momento a
diversidade constatada nesse estudo, € de se supor que essas populagdes fizeram uso de
estratégias de reproducdo mais complexas do que aquelas sugeridas pelos resultados
obtidos nesse trabalho de modo a estabilizar a contribuicao gamética dos individuos para
sua descendéncia e assim criarem condi¢des reprodutivas capazes de permitirem a
manutencdo dessa diversidade.

Desta forma, percebe-se que na pratica € dificil estabelecer a priori um conjunto de
critérios que possa ser vdlido para toda e qualquer espécie ou populacdo. Portanto,
juntamente com os dados genéticos ha que se considerar os parametros demogréficos e
reprodutivos, pois estes dizem respeito a capacidade da populagdo transmitir essa
variabilidade a popula¢des futuras.

Apesar da variabilidade genética observada dentro das populagdes de ambas as
espécies de Ptrerodon ser semelhante, a contribuicdo de pdlen e sementes entre individuos
varia substancialmente e encontra-se refletida na variagdo de sobrevivéncia de plantulas
(variagdo do nimero de descendentes) e sdo indicativas de que o tamanho efetivo (N.)
dessas populacdes difere e deve ser muito menor que o tamanho censitario. Esses resultados
afetam as possiveis estratégias de conservacio ex-situ e in situ a serem empregadas. No
caso de conservagao ex-situ, ndo ha como, a priori, escolher matrizes no campo e, portanto
a estratégia deverd se concentrar em coletar poucas sementes de um grande nimero de
adultos por populacdo. Para a conservacdo in situ aconselha-se escolher muitas dreas
diferentes que apresentem diversidade de habitats e um grande numero de individuos

adultos dessas espécies.
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