Goiania - GO
Brasil

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
ESCOLA DE AGRONOMIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM GENETICA E
MELHORAMENTO DE PLANTAS

VARIABILIDADE GENETICA POPULACIONAL EM
VARIEDADES BOTANICAS DE Hancornia speciosa
GOMES (Apocynaceae): ESTRATEGIAS PARA
CONSERVACAO NO CERRADO

EDUARDO BORGES RODRIGUES

Orientadora:
Dr.? Mariana Pires de Campos Telles

Dezembro — 2015



sistema de bibliotecas ufg U FG

TERMO DE CIENCI_A E DE AUTORIZACAO PARA DISPONIBILIZAR AS TESES E
DISSERTACOES ELETRONICAS NA BIBLIOTECA DIGITAL DA UFG

Na qualidade de titular dos direitos de autor, autorizo a Universidade Federal
de Goias (UFG) a disponibilizar, gratuitamente, por meio da Biblioteca Digital de Teses
e DissertacSes (BDTD/UFG), regulamentada pela Resolugéo CEPEC n° 832/2007, sem
ressarcimento dos direitos autorais, de acordo com a Lei n® 9610/98, o documento
conforme permissdes assinaladas abaixo, para fins de leitura, impressdo e/ou
download, a titulo de divulgacso da producdo cientifica brasileira, a partir desta data.

1. Identificacdo do material bibliografico: [ 1 Dissertacdo [ X] Tese

2. Identificacdo da Tese ou Dissertacdo
Nome completo do autor: Eduardo Boraes Rodriques
Titulo do trabalho: VARIABILIDADE GENETICA POPULACIONAL EM VARIEDADES

BOTANI(;AS DE Hancornia speciosa GOMES (Apocynaceae):
ESTRATEGIAS PARA CONSERVAGCAO NO CERRADO

3. Informacdes de acesso ao documento:
Concorda com a liberagéo total do documento [ X]SIM [ 1NAO!

Havendo concorddncia com a disponibilizagdo eletrénica, torna-se
imprescindivel o envia do(s) arquivo(s) em formato diqital PDF da tese ou dissertacio

EQ\\)CN 6\0 %YG&RQ@@N QLS Data: 11/04/2017

Assinatura do(a) autor(a)2™

' Neste caso o documento serd embargado por até um ano a partir da data de defesa. A extensio deste prazo suscita
justificativa junto a Coordenagiio do curso. Us dados do documento nao serao disponibiiizados durante o periodo de
embargo.

* A assinatura deve ser escaneada.



EDUARDO BORGES RODRIGUES

VARIABILIDADE GENETICA POPULACIONAL EM VARIEDADES
BOTANICAS DE Hancornia speciosa GOMES (Apocynaceae):
ESTRATEGIAS PARA CONSERVACAO NO CERRADO

Tese apresentada ao Programa de Pds-Graduacgdo
em Genética e Melhoramento de Plantas, da
Universidade Federal de Goids, como requisito
parcial a obtenc¢do do titulo de Doutor em Genética
e Melhoramento de Plantas.

Orientadora:
Dr2. Mariana Pires de Campos Telles

Coorientadora:
Dr2. Rosane Garcia Collevatti

Goiania, GO — Brasil

2015



Ficha de identificacéo da obra elaborada pelo autor, através do
Programa de Geracdo Automatica do Sistema de Bibliotecas da UFG.

Borges Rodrigues, Eduardo

VARIABILIDADE GENETICA POPULACIONAL EM VARIEDADES
BOTANICAS DE Hancornia speciosa GOMES (Apocynaceae):
ESTRATEGIAS PARA CONSERVACAO NO CERRADO [manuscrito] /
Eduardo Borges Rodrigues. - 2015.

135f.

Orientador: Profa. Dra. Mariana Pires de Campos Telles; co
orientadora Dra. Rosane Garcia Collevatti.

Tese (Doutorado) - Universidade Federal de Goias, Escola de
Agronomia (EA), Programa de Pés-Graduacgao em Genética &
Melhoramentos de Plantas , Goiania, 2015.

Bibliografia. Apéndice.

Inclui mapas, fotografias, grafico, tabelas, lista de figuras, lista de
tabelas.

1. diversidade. 2. estrutura genética. 3. variedades botanicas. 4.

conservacgao in situ e ex situ. I. Pires de Campos Telles, Mariana, orient.
II. Titulo.

CDU 575




SERVICO PUBLICO FEDERAL

MINISTERIO DA EDUCACAO o®
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS ““
ESCOLA DE AGRONOMIA UFG

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM GENETICA E
MELHORAMENTO DE PLANTAS

ATA DA DEFESA PUBLICA DA TESE DE EDUARDO BORGES RODRIGUES. Aos onze
dias do més de Dezembro do ano de dois mil e quinze (11.12.2015), as 08h00min, no
Auditério do Centro de Exceléncia em Melhoramento Genético da Cana-de-Acucar, da
Escola de Agronomia, reuniram-se os componentes da Banca Examinadora, Proff. Dr?.
Mariana Pires de Campos Telles — Presidente/Orientadora; Dr?. Bianca Waleria Bertoni; Dr?.
Luciane Madureira de Almeida; Dr?. Carolina Ribeiro Diniz Boaventura Novaes; Prof. Dr.
Lazaro José Chaves. Sob a presidéncia da orientadora, e em sesséo publica, procedeu-
se a avaliagiko da defesa da tese intitulada: “VARIABILIDADE GENETICA
POPULACIONAL EM VARIEDADE BOTANICAS DE Hancornia speciosa GOMES
(Apocynaceae): ESTRATEGIAS PARA CONSERVACAO NO CERRADO”, de autoria de
Eduardo Borges Rodrigues, discente do Programa de Pos-Graduagdo em Genética e
Melhoramento de Plantas, no nivel de Doutorado, da Universidade Federal de Goias. A
sessdo foi aberta pelo presidente da Banca Examinadora, Proff. Dr?. Mariana Pires de
Campos Telles, que fez a apresentagdo formal dos membros da Banca. A palavra, a seguir,
foi concedida ao autor da Tese que, em 40 minutos, apresentou o seu trabalho. Terminada
a apresentagdo, cada membro da Banca argiu o doutorando, tendo-se adotado o sistema de
didlogo sequencial. Ao final, a banca reunida em separado procedeu a avaliagéo da defesa.
O titulo da dissertagao foi alterado para

“

»

De acordo com a Resolugégo n° 1053/2011, do CEPEC - Conselho de Ensino, Pesquisa,
Extensdo e Cultura, que regulamenta o Programa de Pdés-Graduagdo em Genética e
Melhoramento de Plantas, e desde que procedidas as corregdes recomendadas, a tese sera
considerada Qpunecolo pela Banca Examinadora, estando integralmente
cumprido este requisito para fins de obtengdo do titulo de DOUTOR EM GENETICA E
MELHORAMENTO DE PLANTAS, pela Universidade Federal de Goias. O doutorando
devera efetuar as modificagbes eventualmente sugeridas pela Banca Examinadora e
encaminhar a verséo definitiva da tese a Secretaria do PGMP, no prazo maximo de trinta
dias apos a data da Defesa. A conclusdo do Curso e a emissédo do Diploma dar-se-ao
apés o cumprimento do Artigo 52 da Resolucdo CEPEC n° 1053/2011. A Banca
Examinadora recomenda a publicagdo de artigo(s) cientifico(s), oriundo(s) dessa tese, em
periédicos de circulacdo nacional e, ou, internacional, depois de procedidas as
modificagbes sugeridas. Cumpridas as formalidades de pauta, as A
presidéncia da mesa encerrou esta sessdo de defesa de Tese e, para constar eu, Jessma
Almeida, secretaria PGMP, lavrei a presente Ata que depois de lida e aprovada, segue
assinada pelos membfos da Banca Examinadora, em duas vias de igual te,or.’

Prof?. Dr?. Mariana Pires de Campos Telles Dr2, Blanca Wal ria Bertonl

Presidente/Orientadora Membro Externo
A Womnt MO\M o QQ,WWL W ot
Dr2. Luciane Madureira de Aimeida Dr2. Carolina R. D. Boaventura Novaes
Membro Externo Membro Interno

o /
Prof. D?."sza José Chaves

Membro Interno



A Deus, supremo Senhor e Pai, pela
inteligéncia e dire¢cdo a mim concedidos
na realizacdo deste trabalho,

DEDICO

A Mariana Pires de Campos Telles, pela
orientagcdo, ensinamentos e apoio durante
todo o doutorado. Pelo exemplo que é e pela
preciosa amizade,

OFERECO



AGRADECIMENTOS

Agradeco a todos aqueles que direta ou indiretamente contribuiram para a

realizacéo desse trabalho. Em especial eu destaco:

As instituicbes financiadoras, que viabilizaram o desenvolvimento deste
trabalho. Mais especificamente agradeco a FAPEG pelo auxilio financeiro, chamada
012/2012. Ao CNPQ pela concessdo de verbas paras 0s projetos564717/2010-0,
563727/2010-1 e 563624/2010-8. A Rede Cerrado CNPg/PPBio (projeto n° 457406/2012-
7). E finalmente, & CAPES por conceder a bolsa de doutorado.

Ao programa de Pds-Graduacdo em Genética e Melhoramento de Plantas da
Escola de Agronomia da Universidade Federal de Goias. A todos os professores que estdo
realmente envolvidos no crescimento e na qualidade cientifica do Programa, muito

obrigado pelos ensinamentos, exemplo e dedicacéo.

A minha orientadora, professora Dra. Mariana Pires de Campos Telles, pelos
ricos ensinamentos, mas principalmente, pela confianca na minha capacidade até mesmo
em momentos em que nem mesmo eu acreditava. Muito obrigado, por me ajudar a

enxergar o trabalho cientifico com outros olhos!

A minha co-orientadora, professora Dra. Rosane Garcia Collevatti, pelos ricos
ensinamentos nas aulas, no campo, pelas discussfes e sugestdes e também pela amizade e

confianca. Sua inteligéncia me inspira e me faz ter vontade de estudar cada vez mais.

Aos Professores Dr. Alexandre Siqueira Guedes Coelho, Dra. Thannya
Nascimento Soares e Dra. Patricia Melo Guimaréaes, os quais fizeram parte da minha banca

de qualificacdo, pelos conselhos, pelo apoio. Obrigada por tudo!

A Banca Examinadora, por terem aceitado o convite e pelas valiosas

contribuigdes.

Ao professor Dr. José Alexandre Felizola Diniz Filho pela preciosa ajuda nas

analises do capitulo trés deste trabalho, e pelo exemplo de professor e pesquisador.



Aos amigos e companheiros do Laboratorio de Genética & Biodiversidade pela
amizade, companheirismo, auxilio nos experimentos, resumos, analises de dados e também
pelos momentos de descontracdo compartilhados ao longo desses dois anos. Agradeco
imensamente aos colegas Edivaldo Barbosa e Ramilla Braga pela amizade por toda a vida

e ajuda na discussdo dos resultados e na analise de dados.

Ao0s meus amados pais por todo amor e carinho, por todos 0s ensinamentos
durante minha vida, pelo apoio incondicional, e pelo esforco que fizeram para que eu

sempre alcangasse meus objetivos.

A todos 0 meu muito obrigado! VVocés fazem parte deste sonho realizado.



SUMARIO

LISTADE TABELAS.........coi e
LISTADE FIGURAS..........cccoiiii

RESUMO GERAL

GENERAL ABSTRACT ..o,

1

2

2.1
2.1.1
2.1.2
2.2
2.3
2.4

3

ABSTRACT

3.1
3.2
321
3.2.2
3.2.3
3.2.4
3.3
3.3.1
3.3.2
3.3.3
3.4

4

ABSTRACT

4.1

4.2

421
4.2.2
4.2.3
4.2.4
4.2.5
4.2.6
4.3

4.3.1
4.3.2
4.3.3
4.3.4

INTRODUGAO........ccoooeeeeerererrren,

REFERENCIAL TEORICO................

A MANGABEIRA (Hancornia speciosa GOMES).........cccveveereaieeseerieeeeseenneans

Ocorréncia e descrig¢éo da planta.........

Aspectos econdmicos e implicagdes para CONSErvacgao..........c.cceevverveeverevernennes

DIVERSIDADE GENETICA.................

ESTRUTURA GENETICA DE POPULAGOES........cccoooieieierereeeeeieeeeia.

CONSERVACAO in situ E ex situ.........

Capitulo 1: DIVER§IDADE E DIVERGENCIA GENETICA ENTRE
VARIEDADES BOTANICAS DE Hancornia speciosa (APOCYNACEAE)
RESUMO ...t

INTRODUGAO. .......oonnernsiiiississsss s
MATERIAL E METODOS........ooovvvmmmmmmiisssssssssseeesssssssssssssssssssssssssssssssesesssns

Area de coleta e material amostrado...
Amostragem genética.............cccceevennnn
Variabilidade genética das variedades
Divergéncia genética entre variedades
RESULTADOS E DISCUSSAO............

DOTANICAS. ...
DOLANICAS. ...veeeeeeee e

Diversidade alélica dos 10c0S MiCroSSatelites. .........uuvveveeeeiieeeeiieeeee e
Diversidade genética populacional.............cocooeiiiiiiniiiicice e

Divergéncia genética entre variedades

CONCLUSOES. ..o

DOtANICAS. ...ooee oo

Capitulo 2: ESTRUTURA GENETICA POPULACIONAL E PADRAO
ESPACIAL EM Hancornia speciosa (APOCYNACEAE)........ccoccocviveiiennn,
RESUMO.......ci e

INTRODUGAOD.......cooeeeeeeeieeieeeeeeeeeeess e ses st sae s
MATERIAL E METODOS........cooveieeeieseeeeeeiesiesseesesies s sessessass s sseanasss e

Areas amostradas............ccoeveevveeveeennn,
Amostragem genética...........coccovuene.n...

Diversidade e estrutura genética das populagies.............ccoovvvvererenenencnnninns

Padréo espacial da estrutura genética.

Descontinuidades genéticas..................
Deteccdo de sinais de gargalo genético
RESULTADOS E DISCUSSAO............
Diversidade genética e estrutura popu

lacional......cooooeeeeee e,

Padréo espacial da variabilidade genética...........cccccoovviieniniince,

Descontinuidades genéticas..................
Deteccéo de sinais de gargalo genético

11
12
13

16
16
16
20
22
24
27

30
30
31
32
34
34
35
37
38
39
39
49
53
61

62
62
63
64
67
67
67
69
70
71
71
72
72
75
78
79



A4 CONGCLUSOES. ....coo oot et e e e e e et eee e et et e e et e eee et e e eseeesareeeerans

5 Capitulo 3: ESTRATEGIAS DE CONSERVACAO IN SITU E EX SITU
DE Hancornia speciosa (APOCYNACEAE) ...
RESUMO ... .ottt sttt b et s ettt et ebesbesteneenennas
A B ST RA T et e e e et e e r e e e e aba e e nre e e naee e
T R | N 12105160710 T
5.2 MATERIAL E METODOS.........cocuiiiiieee ettt eeen s en st
5.2.1 Area de estudo e amostragem para proposta de conservagao in situ.............
5.2.2 Area de estudo e amostragem para proposta de conservagao ex situ.............
5.2.3  AMOSTragem gENETLICA.......coreriiiiiiisesieee ettt
5.2.4 Selegdo de areas prioritarias para conservagao in SitU...........ccocveevviveiverieneannns
5.25 Complementaridade da colecdo de germoplasma da EA/UFG, uma
estratégia de CONSErVAGAD EX SItU.......ccuierieirirerieisie e
5.3 RESULTADOS E DISCUSSAOQ........ccoiieuieeieeiesiieeesesissessesissssesssss s snssnennas
5.3.1 Selecdo de areas prioritarias para conservacao in situ
5.3.2 Complementaridade da colecdo de germoplasma da EA/UFG, uma

estratégia de CONSErvagao X SitU.........couvriririnniincin s
5.4 CONCLUSOES........oooieveeeeeeeeesiee s sessies s es s
6 CONCLUSOES GERAIS........ooooviieeeeevesveeeessesseeseeses s sssies s
7 REFERENCIAS. ..ottt
APENDICES........ooiiiteieiete ettt ettt

81

82
82
83
84
86
86
87
88
89

91
91
91



Tabela 3.1

Tabela 3.2

Tabela 3.3

Tabela 3.4

Tabela 3.5

Tabela 3.6

Tabela 3.7

Tabela 3.8

Tabela 3.9

Tabela 4.1

Tabela 4.2

Tabela 4.3

Tabela 4.4

LISTA DE TABELAS

Localizacdo geografica de vinte e oito populacbes de Hancornia
speciosa distribuidas ao longo Cerrado, com respectivos cddigos,
variedade, tamanho amostral, latitude e longitude...........c..ccccevvevierreennnnn.

Relacdo dos pares de iniciadores de regides microssatélites utilizados e
suas caracteristicas. M: motivo de repeticdo da regido microssatélites;
AVA: refere-se a variagdo da amplitude alélica de cada loco
microssatélites; TA: é a temperatura de anelamento do iniciador; F:
fluorocromo utilizado NO INICIAAON ...........ciiiiiieieiee e,

Esquema de Analise de Variancia Molecular (AMOVA)..........ccccveuee.

Classificagdo do nimero de alelos de acordo com sua frequéncia entre
amostras de Hancornia speciosa considerando sete locos
MICTOSSALENITES. ....vrveeieeiec e

Alelos privados por populacdo de Hancornia speciosa e frequéncia
COM QUE OCOITEIM....ueveeeeeietestestesteesaeseeseeseesseseessessessesssasaessessessessessessensens

Caracterizacdo genética de 28 populacBes de Hancornia speciosa
baseados em sete 10C0S MICrOSSAtENILES. ........ccvivveveieieree e

Correlacdes lineares, com r de Pearson, entre parametros genéticos
(Ho, He, Ar e f) de vinte e oito populagfes de Hancornia speciosa do
Cerrado com a Latitude e a Longitude...........c.cccveveeveeieiieiicce e

Anélise de variancia molecular (AMOVA) para 777 individuos de
populacdes naturais de Hancornia speciosa com dados de 7 locos
microssatélites. Os individuos foram avaliados quanto a variedade
botanica as quais pertencem (var. pubescens; var. gardnerii; var.
SPECIOSA; Var. CUYADENSIS).....cueiviiiirieeieeieeiesiesie sttt

Anélises de variancia molecular comparativa das quatro variedades
botanicas de Hancornia speciosa e do agrupamento gerado pela
INTEIENCIA BAYESIANA. .......cvieiieiieieiete e

Populagdes naturais de Hancornia speciosa amostradas para analise
estrutura genetica populacional.............cccocerveieiieiieic e

Diversidade Genética de Nei (1973) em 24 populaces de Hancornia
speciosa, para sete 10c0s MiCrossatelites..........ooovvvvevvereiiienieeie e

Andlise de variancia de frequéncias alélicas, segundo Weir &
Cockerham (1984), em 24 popula¢Bes de Hancornia speciosa, para
sete 10C0S MICTOSSALENITES. ......cveveeeieicie e

Teste de Wilcoxon para deteccao de gargalo genético em vinte e quatro

35

36

38

47

48

52

53

54

56

67

72

73



Tabela 5.1

Tabela 5.2

populacdes Hancornia speciosa, utilizando teste de Wilcoxon sob trés
modelos mutacionais: modelo de infinitos alelos (I.A.M.), modelo de
mutacdo stepwise (S.M.M.), modelo mutacional two-phase (T.P.M.)
com proporgdo de 70% para S.M. M.

Relacdo das vinte e cinco populacbes de Hancornia speciosa
distribuidas ao longo Cerrado, com respectivos cédigos, proporcdo de
remanescentes ao redor e distancias em linha reta até Goiania-GO.........

Populagdes prioritarias de Hancornia speciosa para conservagao in situ

80

87

94



Figura 2.1

Figura 3.1

Figura 3.2

Figura 3.3

Figura 3.4

Figura 3.5

Figura 3.6

Figura 3.7

Figura 4.1

Figura 4.2

Figura 4.3

LISTAS DE FIGURAS

Mangabeira (Hancornia speciosa): Flores em A; Frutos em B e D;
Ramos com frutos em C; Sementes em E.........ccccovveviiiiieninneniie e,

Pontos de coleta das 28 populacbes de Hancornia speciosa no Cerrado
brasileiro para analise de diversidade e estruturacdo genética. Os circulos
verdes correspondem as populagfes de H. speciosa var. cuyabensis, 0s
circulos roxos correspondem as populacoes de H. speciosa var. speciosa; 0s
circulos vermelhos correspondem as populagdes de H. speciosa var.
gardinerii; os circulos azuis correspondem as populacdes de H. speciosa
var. pubescens. Quatro populagbes MUTGO, JARGO, COCMT e FANGO,
apresentam as variedades pubescens e gardinerii em simpatria..................

Frequéncias alélicas dos sete locos microssatélites analisados por
variedade boténica, estimados para 777 individuos de Hancornia
speciosa oriundos de 28 populages NAtUraIS...........cccvvvereriesieereniennenas

Numero de alelos de cada um dos locos microssatélites analisados,
estimados para 777 individuos de quatro diferentes variedades
boténicas de Hancornia SPECIOSA...........ccveieeiveiieeiiieieesiesee e esre e sre e

NUmero de alelos privados por variedades botanica de um total de 157
alelos de sete locos microssatélites em 28 populacbes de Hancornia
SPECIOSA. ..ttt etttk b bt bbbttt bbbt

Valores de AK para o0 nimero de populagdes (K) mais verossimil. Dois
€ 0 nimero de populacBes mais provavel

Analise de Coordenadas Principais (PCoA) para 28 populacbes de
Hancornia speciosa G. do Cerrado brasileiro utilizando marcadores
MICTOSSALEIITES. ...t

Atribuicdo de grupos genéticos para individuos de vinte e oito
populacdes de Hancornia speciosa do Cerrado, com base na estatistica
Bayesiana. Cada linha vertical indica um individuo e as cores sdo 0s
coeficientes de coancestria para cada grupo.........cc.ceeeveereerieseeseeseeeneenns

Relacdo entre as distancias genéticas (Fst par-a-par) e as distancias
geogréficas entre 24 populacdes de Hancornia speciosa. A correlacdo
matricial (r = 0,325; p = 0,005) foi significativa, segundo teste de
Mantel utilizando-se 10.000 permutagies..........cccuereereereenenreeneenieeeenees

Correlograma de Mantel (sete classes de distancia) e os respectivos
valores de r (correlagdo de Pearson) para cada classe...........ccccccoevereennens

Correlograma médio dos valores | de Moran, obtido a partir da
autocorrelacdo espacial das frequéncias alélicas de Hancornia
speciosa, calculada com 10.000 permutaGoes..........cccererervererereeeenenn.

17

34

42

46

48

57

58

60

76

77



Figura 4.4

Figura 5.1

Figura 5.2

Figura 5.3

Figura 5.4

Figura 5.5

Figura 5.6

Figura 5.7

Figura 5.8

Descontinuidade genética de acordo com o algoritmo de Monmonier,
destacado pela seta em vermelho, plotada na rede de Gabriel a partir do
resultado encontrado na PCoA com os valores de Fst par a par entre as
24 populagdes de Hancornia SPECIOSA. .........ueveeeverienierienieniesieeieeieeeens

Mapa das localidades coletadas para proposta de conservacao in situ e
23 G | U TS PR PSP

Colecdo de frutiferas nativas do Cerrado da EA/UFG, demonstrando a
disposicdo da colecdo de H. speciosa e distribuicdo das plantas por
VANEUAUR. ...ttt b bbb

Frequéncia com que cada uma das 24 populacbes de Hanconia
speciosa aparece nas 69 solugoes (IRR).......ccccccvvvevieiiiie v,

Mapa de populac@es prioritarias para conservacao in situ de Hancornia
speciosa baseada da insubstituibilidade.............c.ccccovveiiiiiiiicnccccee,

Mapa de populaces prioritarias para conservacao in situ de Hancornia
speciosa baseada na maxima porcentagem de remanescentes.................

Frequéncia com que cada uma das 24 populacbes de Hanconia
speciosa aparece nas 69 solugoes (IRR).......cccccvvveiieiiiic e,

Mapa de populagdes prioritarias para complementaridade da colecéo de
germoplasma de Hancornia speciosa baseada da insubstituibilidade......

Mapa de populagBes prioritarias para complementaridade da colecgéo de
germoplasma de Hancornia speciosa baseada na menor distancia até
(© 0] T g - VOSSPSR

79

86

88

92

92

93

95

96



RESUMO GERAL

RODRIGUES, E. B. Variabilidade genética populacional em variedades boténicas de
Hancornia speciosa Gomes (Apocynaceae): estratégias para conservacao no Cerrado.
2015. 135f. Tese (Doutorado em Genética e Melhoramento de Plantas) — Escola
de Agronomia, Universidade Federal de Goias, Goiania, 2015.

Devido a constante degradacdo, as populacdes de plantas no Cerrado podem estar
perdendo variabilidade genética, com isso, a permanéncia delas em seu habitat natural
pode ser comprometida. Visando gerar informag@es genéticas Uteis para a implantacdo de
programas de conservacao in situ e ex situ para Hancornia speciosa Gomes (mangabeira),
este trabalho teve como objetivo geral avaliar a estrutura genética nas populagdes de H.
speciosa com ocorréncia no Cerrado, contribuindo para o conhecimento dos padrdes
genéticos e espaciais relacionados a distribuicdo geografica e diferenciacdo genética entre
as variedades botanicas. No primeiro capitulo foi avaliada a magnitude dos niveis de
diversidade genética de quatro variedades botanicas da espécie, e ainda, a divergéncia
genética entre elas. Como resultado, foi observado que existe elevada variabilidade
genética (He = 0,636), nos locos avaliados. Os valores médios de diversidade genética,
heterozigozidade observada, coeficiente de endogamia intrapopulacional e riqueza alélica
ndo foram significativos, demonstrando que ndo h& diferenca desses parametros geneéticos
quando comparadas as variedades botanicas de H. speciosa. E apesar da variacdo entre
variedades ser significativa (Fct = 0,027; p = 0,017) a maior diferenciacdo estd entre
populagdes dentro de variedades (Fsc = 0,104; p < 0,001) e em populag¢Ges independentes
das variedades (Fst=0,131; p <0,001). A variedade H. speciosa var. speciosa se apresenta
com a variedade boténica geneticamente mais divergente, seguida da variedade H.
speciosa var. cuyabensis. A plasticidade fenotipica pode estar contribuindo para
diferenciacdo entre as variedades botanicas. No segundo capitulo, foi avaliada a
variabilidade genética dentro e entre populagdes de H. speciosa em todo Cerrado
brasileiro, bem como, se existe padrdo espacial da variabilidade genética em uma escala
regional, ao longo da &rea de distribuicdo geografica da espécie. Como resultado, foi
observado que as populacdes possuem alta variabilidade genética e endogamia
significativa (f = 0,103), devido os cruzamentos entre individuos aparentados. A
diferenciacéo genética entre as populacdes foi de moderada a alta, porém significativa (6 =
0,126; Rst = 0,253). A diferenciacao das populagdes ocorreu em decorréncia do isolamento
por distancia. As populacbes com distancia de até 280m foram mais semelhantes que o
esperado ao acaso. Houve sinais significativos de gargalo genético para algumas
populacbes naturais de mangabeira. No terceiro capitulo, foi demonstrado como
procedimentos de planejamento de conservacdo podem ser utilizados para estabelecer
estratégias Otimas de conservacao in situ e ex situ de uma Unica espécie, utilizando H.
speciosa, uma espécie amplamente distribuida no Cerrado brasileiro, como um estudo de
caso. Nove populacdes foram selecionadas como prioritarias para conservagdo in situ e
outras sete foram consideradas ideiais para complementar a variabilidade genética da
colecdo de germoplasma da Universidade Federal de Goiés.

Palavras-chave: Diversidade, estrutura genética, variedades botanicas, conservagdo in situ e ex
situ



GENERAL ABSTRACT

RODRIGUES, E. B. Variability in population genetic’s botanical varieties of
Hancornia speciosa Gomes (Apocynaceae): strategies for conservation in the Cerrado.
2015. 135f. Thesis (Doctorate in Genetics and Plant Breeding) — Escola de
Agronomia, Universidade Federal de Goias, Goiania, 2015.

Due to constant degradation, populations of plants in the Cerrado may be losing genetic
variability, thereby them to stay in their natural habitat may be compromised. Aiming to
generate useful genetic information for the implementation of conservation programs in
situ and ex situ to Hancornia speciosa Gomes (mangabeira), this study aimed to evaluate
the genetic structure of populations in H. speciosa occurring in the Cerrado, contributing to
the knowledge genetic and spatial patterns related to geographic distribution and genetic
differentiation between botanical varieties. In the first chapter it evaluated the magnitude
of genetic diversity levels four botanical varieties of the species, and also the genetic
divergence between them. As a result, it was observed that there is a high genetic diversity
(He = 0.636), the assessed loci. The average values of genetic diversity observed
heterozygosity, inbreeding coefficient intrapopulation and allelic richness were not
significant, showing that there is no difference of these genetic parameters compared the
botanical varieties of H. speciosa. And despite the variation between varieties to be
significant (Fcr = 0.027; p = 0.017) greater differentiation is between populations within
varieties (Fsc = 0.104; p <0.001) and in independent populations of varieties (Fst = 0.131;
p <0.001). The variety H. speciosa var. speciosa presents with the botanical variety
genetically most divergent, then the variety H. speciosa var. cuyabensis. Phenotypic
plasticity may be contributing to differentiate between botanical varieties. In the second
chapter, the genetic variability within and among populations of H. speciosa throughout
the Brazilian Cerrado was evaluated and, if there is spatial pattern of genetic variability on
a regional scale, along the geographical distribution of the species. As a result, it was
observed that populations have high genetic variability and significant inbreeding (f =
0.103) due crosses between unrelated individuals. The genetic differentiation between
populations was moderate to high, but significant (¢ = 0.126; Rst = 0.253). The
differentiation of populations occurred as a result of isolation by distance. Populations with
distance up to 280m were more similar than expected by chance. There were significant
signs of genetic bottleneck for some natural populations of mangabeira. In the third
chapter, it was shown as conservation planning procedures can be used to establish optimal
strategies of conservation in situ and ex situ of a single species, using H. speciosa, a
species widely distributed in the Brazilian Cerrado, as a case study. Nine populations were
selected as priorities for conservation in situ and another seven were considered ideals in
addition to the genetic variability of the germplasm collection of the Universidade Federal
de Goiés.

Keywords: diversity, genetic structure, botanical varieties, conservation in situ and ex situ



1. INTRODUCAO

Os habitats naturais estdo passando por constantes alteraces, em decorréncia
principalmente de fatores climaticos e agdes antropogénicas. A perda de habitat e a sua
fragmentacdo podem causar reducdo da diversidade genética, alterar o modo de reproducgéo
das espécies e aumentar as diferencas genéticas entre as populacdes remanescentes (Lowe
et al., 2005; Aguilar et al., 2008). Isto ocorre pelo fato de existir forte interacdo entre as
caracteristicas da paisagem e 0s processos microevolutivos responsaveis pela manutengéo
da variabilidade (Manel et al., 2003; McRae & Beier, 2007). Assim, manter a variabilidade
genética é de fundamental importancia, pois ela é a base para a evolucdo e adaptacdo das
espécies aos variados tipos de habitas e as alteracdes climaticas, além de ser a base para

programas de melhoramento genético.

O Cerrado é o segundo maior bioma brasileiro, ocupando 23% do territorio
nacional com uma area aproximada de dois milhdes de quilémetros quadrados e ocorréncia
predominante no planalto central (Felfili et al., 2004). Sua diversidade de paisagens
determina uma grande diversidade floristica, fazendo com que sua flora seja considerada a
mais rica dentre as savanas do mundo (Felfili et al., 2004). O conhecimento sobre esse
bioma vem sendo acumulado, mas ndo na velocidade em que ele desaparece. E assim, a
falta de ordenamento na ocupacdo da paisagem e no uso dos recursos naturais poderéo
trazer conseqiiéncias desastrosas a composicédo da biodiversidade, a ciclagem de nutrientes
e ao fluxo das aguas, comprometendo a qualidade de vida das populacbes e a

sustentabilidade das atividades da regido (Scariot et al., 2005).

Dentro da grande diversidade vegetal, as espécies frutiferas do Cerrado
destacam-se pelo seu elevado valor econdmico e social. Muitas dessas frutas sdo

importantes fontes de alimento e de sustento para as populacfes de baixa renda em varias
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partes do pais (Silva-Junior, 2004). Vérias dessas espécies frutiferas estdo ameacadas e,

portanto, merecem lugar de destaque em estudos de conservagdo e manejo sustentavel.

A maioria das especies frutiferas nativas do Cerrado encontra-se em estado
selvagem, e apresentam enorme variabilidade genética em diversos caracteres (Chaves,
2002). Apesar de sua grande importancia como alternativa econdmica para o
aproveitamento sustentado da regido, poucas informacgdes estdo disponiveis sobre estas
espéecies e, alem disso, muitas delas apresentam forte tendéncia ao desaparecimento,
devido & exploracéo irracional do ecossistema em que ocorrem (Almeida & Sano, 1998).
Myers et al. (2000) acreditam que a presenca destas espécies, muitas endémicas, em um
ecossistema altamente ameacado como o Cerrado, reforca a necessidade de estudos para

sua conservacao em particular, bem como do bioma como um todo.

As plantas demonstram uma surpreendente diversidade de morfologia,
adaptacdo e ecologia, produto de milhdes de anos de divergéncia e diversificacao entre e
dentro de populacbes (Schaal et al.,, 1998). A variacdo genética € um componente
fundamental da diversidade biol6gica. Caracterizar essa variacdo genética e conhecer 0s
mecanismos através do qual ela surgiu é o objetivo da genética de populacdes (Avise,
1998).

A distribuicdo da variacdo genética entre e dentro dos niveis hierarquicos de
subdivisdo de uma espécie pode ser denominada de estrutura genética de populacdes
(Brown, 1978). Em plantas ela é fortemente influenciada pelo fluxo génico dentro e entre
populacdes. A distribuicdo dessa variacdo dentro de uma populacdo é formada por
processos que sao exteriores a espécie, tais como os eventos ecoldgicos, além dos fatores
intrinsecos, tais como o sistema reprodutivo (Schaal et al., 1998). Desse modo, fatores
relacionados a reproducdo das espécies e a sua historia de vida podem afetar
profundamente a natureza dos padrdes de fluxo génico e, consequentemente, da estrutura

genética das populacdes (Schaal et al., 1998; Caicedo & Schaal, 2004).

Os estudos sobre a variabilidade genética das espécies frutiferas nativas do
Cerrado, em especial as frutiferas, sdo sempre importantes. Além de contribuir para o
aumento do conhecimento sobre este bioma, tais estudos fornecem suporte para seu

manejo e conservacao, permitindo antever uma boa possibilidade de melhoramento pela
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exploracdo, via sele¢do, da variabilidade natural (Hamrick & Murawski, 1990). Neste
contexto, a espécie Hancornia speciosa Gomes (Managabeira) torna-se um modelo
interessante para investigar a influéncia dos processos genético-populacionais na

determinacéo das variedades boténicas atualmente reconhecidas para a espécie.

Em decorréncia das informacdes moleculares complementarem as informacdes
ecologicas, morfoldgicas e agronémicas dos recursos genéticos, este trabalho teve por
objetivo geral avaliar a estrutura genetica nas populacdes de Hancornia speciosa Gomes
(mangabeira) com ocorréncia no Cerrado, contribuindo para o conhecimento dos padrbes
genéticos e espaciais relacionados a distribuicdo geogréfica e diferenciacdo genética entre

as variedades botanicas.
Para tanto, os seguintes objetivos especificos foram estabelecidos:

i Estimar os niveis de diversidade genética dentro de cada variedade boténica da
espécie H. speciosa;
ii. Avaliar a divergéncia genética entre as variedades botanicas da espécie H.
speciosa;
iii. Avaliar a diferenciacdo genética entre subpopulacdes da espécie H. speciosa;
v, Analisar o padrdo espacial da variabilidade genética entre populacdes de H.
speciosa (escala regional);
V. Identificar possiveis descontinuidades genéticas ao longo da distribuicao
geografica e gradientes latitudinais na variabilidade genética da espécie;
Vi. Estabelecer subpopulagdes prioritarias para a conservacao in situ;
Vii. Propor estratégias para complementar a variabilidade genética preservada na
colecdo de germoplasma de H. speciosa da Escola de Agronomia,

Universidade Federal de Goias.



2 REFERENCIAL TEORICO
21 A MANGABEIRA (Hancornia speciosa Gomes)
2.1.1 Ocorréncia e descricdo da planta

A Hancornia speciosa Gomes (Figura 2.1), popularmente conhecida por
mangabeira, pertence a familia Apocynaceae encontrada naturalmente no Brasil (Lorenzi,
2002). Segundo Silva-Junior (2004), sua distribuicdo ocorre nas regides Centro-Oeste,
Sudeste, Norte e Nordeste, como abundancia nas areas de tabuleiros e baixadas litoraneas
do Nordeste e no Cerrado. No Brasil, os principais centros de diversidade genética
associados a mangabeira sdo, segundo Giacometti (1992): a Costa Atlantica e Baixo
Amazonas (principalmente Pard e Amapda), o Nordeste (Caatinga, sobretudo as areas de
tabuleiros de savanas e zonas de transicdo Caatinga-Cerrado), Brasil Central (Cerrado),
Mata Atlantica (nas areas de cerrados litoraneos e restingas dos setores) e Bahia/Espirito
Santo/ Vale do Rio Doce (do litoral de Sergipe ao Espirito Santo). Fora do Brasil, essa
fruteira é praticamente desconhecida e sua presenca € registrada apenas na Bolivia,
Paraguai e, possivelmente, no Charco da Argentina (Silva et al., 2008).

De acordo com Monachino (1945), sdo aceitas seis variedades botanicas de
mangabeira que se diferenciam por algumas caracteristicas morfoldgicas, principalmente
relacionadas as folhas e a flor: H. speciosa var. speciosa Gomes (ou simplesmente H.
speciosa Gomes), H. speciosa var. maximiliani A. DC.,H. speciosa var. cuyabensis Malme,
H. speciosa var. lundii A. DC., H. speciosa var. gardineri (A. DC.) Muell. Arg. e H.
speciosa var. pubescens (Nees. Et Martius) Muell. Arg. A seguir serdo apresentadas
algumas caracteristicas de cada variedade botanica:

1. Hancornia speciosa var. speciosa apresenta peciolo de 9 mm a 15 mm de
comprimento; limbo com cerca de 6 cm de comprimento e 2 cm de largura; glabra;

pedicelos glabros; calice glabro ou raramente pubescente externamente;
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Figura2.1 Mangabeira (Hancornia speciosa): Flores em A; Frutos em B e D; Ramos
com frutos em C; Sementes em E. FONTE: Costa (2013)

Hancornia speciosa var. maximiliani: limbo com comprimento e largura um pouco
menor eo peciolo um pouco mais curto do que a variedade tipica; peciolo com
cerca de 8 mmde comprimento; limbo de 5 cm a 6 cm de comprimento e 2,0 cm a
2,5 cm de largura;

Hancornia speciosa var. cuyabensis: peciolo com cerca de 3 mm de comprimento;
limbo de 4 cm a 10 cm de comprimento e 1,5 cm a 3,0 cm de largura; célice glabro
externamente; corola grande, glabra externamente;

Hancornia speciosa var. lundii: peciolo com 3 mm a 5 mm de comprimento; limbo
com 5 cm a 7 cm de comprimento e 3 cm de largura; pedicelos pubescentes; calice
cerdoso-pubescente externamente; corola com lébulos pubescentes externamente;
Hancornia speciosa var. gardnerii: peciolo curto como a variedade lundii; limbo
com 7 cm a 10 cm de comprimento e cerca de 4 cm de largura, glabro na face

dorsal ou pubescente na parte inferior da nervura central,
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6. Hancornia speciosa var. pubescens: ramos densamente pubescentes; peciolo curto
como nas variedades gardneri e lundii, pubescente; limbo pubescente na parte
inferior, com 6 cm a 12 cm de comprimento e 3 cm a 6 cm de largura; corola maior

com lébulos cerdoso- pubescentes, tubo pubescente externamente.

Rizzo & Ferreira (1990) realizaram um estudo de ocorréncia de variantes de
mangabeira no estado de Goias, incluindo o atual estado do Tocantins. Com base em
caracteres morfoldgicos, os autores relatam a existéncia de trés variedades botanicas da
espécie H. speciosa, quais sejam, H. speciosa var. speciosa, H. speciosa var. pubescens e
H. speciosa var. garderii.

A existéncia de variedades botanicamente diferenciadas pressupde uma historia
evolutiva com restri¢do ao fluxo génico por um longo periodo de tempo (Coelho & Valva,
2001). No caso da diferenciagdo entre a variedade speciosa e as duas outras, H. speciosa
var. gardinerii e H. speciosa var. pubescens, pode-se admitir um mecanismo de isolamento
por distancia, uma vez que ocorre em regides diferentes, o que poderia refletir a historia da
colonizac&o por diferentes populagfes ancestrais. A diferenciacdo morfolégica do tamanho
do peciolo e limbo foliar € marcante e facilmente reconhecivel a campo, refletindo mesmo,
na aparéncia geral da planta. Na regido limitrofe de ocorréncia (nordeste de Goias, divisa
com a Bahia) é possivel observar plantas com caracteristicas intermediarias, o que leva a
hipGtese de hibridacdo entre tipos diferentes. Quanto as variedades H. speciosa var.
pubescens e H. speciosa var. gardinerii, a diferenciacdo se da por uma Unica caracteristica
qualitativa. Em varias populac@es ocorrem os dois tipos, com florescimento simultaneo. Na
hipdtese de ndo haver restricdo ao fluxo génico, ndo haveria razdo para se considerarem
duas variedades diferentes, mas simplesmente um polimorfismo mendeliano (Chaves,
2002).

De modo geral, segundo Monachino (1945), a mangabeira é uma arvore de
porte medio, com altura variando de 4 a 7 m, podendo chegar até 15 m, de crescimento
lento, copa ampla, as vezes mais ramificada que alta. O tronco é geralmente unico, tortuoso
ou reto, com 0,2 a 0,3 m de didametro. Os ramos sdo inclinados, numerosos, separados e
bem formados, de cortice levemente suberoso. Os ramos jovens s&o de coloracgdo violacea,

lisos até um ano de idade, meio angulosos, curtos, com poucas folhas, floriferos no apice.
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Caule rugoso e aspero com duas a trés bifurcaces na altura média de 40 a 50 cm da base.
Toda a planta exsuda latex de cor branca ou réseo-pélida.

As folhas, geralmente deciduas, sdo simples, opostas, uniformemente
espacadas, coriaceas, elipticas, oblongo ou eliptico-lanceoladas nas duas extremidades, as
vezes obtuso-subacuminadas no apice, possuindo de 3,5 a 10,0 cm de comprimento e 1,5 a
5,0 cm de largura, glabras ou pubescentes, olivaceo-enegrescentes na face ventral, mais
descoradas na dorsal; peciolo de 3 a 15 mm, axilar, fino, glabro ou pubescente,
biglanduloso (Ganga et al., 2009). A mangabeira é uma planta alégama (Dias & Maranh&o,
1998) e apesar de suas flores serem hermafroditas, ha uma auto-incompatibilidade entre as
estruturas de reproducdo, 0 que a torna obrigatoriamente dependente de polinizadores
(Ganga et al., 2009).

O fruto do tipo baga é elipsoidal ou arredondado, de 2,5 a 6,0 cm de diametro,
podendo ocorrer varios tamanhos na mesma planta; exocarpo amarelo com manchas ou
estrias avermelhadas, polpa de sabor bastante suave, doce, carnoso-viscosa, acida,
contendo geralmente de duas a 15 ou até 30 sementes discoides (chatas) de 7 a 8 mm de
didmetro, castanho-claras, delgadas, rugosas, com o hilo no centro (Monachino, 1945).
Embora o fruto da mangabeira, de aroma e sabor incomparaveis, seja o principal produto
explorado, sobretudo pelas industrias de polpas, sucos e sorvetes, outras partes da planta
tém aplicacdo na medicina popular, como a casca, com propriedades adstringentes, e 0
latex, que é empregado contra pancadas, inflamac@es, diarréia, tuberculose, Ulceras e

herpes. O cha da folha é usado para colica menstrual (Silva-Junior, 2004).

Darrault & Schlindwein (2005) estudaram o sistema reprodutivo da espécie,
constatando que H. speciosa é autoincompativel. Segundo estes autores, a morfologia
floral da mangabeira apresenta um papel funcional que lhe confere um sistema de
polinizacdo eficiente e favoravel a polinizagdo cruzada, além de permitir economia na
producéo de pdlen. Relatam também o desenvolvimento inicial de frutos provenientes de
flores autopolinizadas, o que pode estar relacionado a um mecanismo de auto-
incompatibilidade tardio. Costa (2013) e Olevatti (2013) conduziram seus trabalhos com
marcadores microssatélites em uma colecdo de germoplasma, e confirmaram que a espécie
H. speciosa € aldgama e autoincompativel e que ndo ha restricdo de fluxo génico entre as

variedades botanicas.
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Para compor a lista dos visitantes florais da mangabeira, Darrault &
Schlindwein (2006) consideraram animais diurnos e noturnos, coletados nas flores de H.
speciosa e esfingideos capturados em iscas luminosas na area de estudo (Darrault &
Schlindwein, 2006), considerando-se apenas aqueles com polen de mangabeira em suas
espirotrombas. Foram registrados 77 individuos de 33 espécies de visistantes florais, todos
insetos, dos quais onze foram espécies de abelhas (Hymenoptera) e 23 de Lepdoptera.
Destas, 50% refiriram-se a Sphingidae, 39% a Hesperidae e 9% a Nymphalidae. Durante o
dia, as visitas foram principalmente de abelhas Euglossini (Apidae) e borboletas
Nymphalidae, com os hesperideos mais freqientes nos periodos crepusculares matutinos e
os esfingideos a noite (Darrault & Schlindwein, 2006).

Nas pecas bucais de todos os visistantes florais foram encontrados grdos de
polen de outras espécies vegetais, indicando que ndo havia uma relacdo de especificidade
entre H. speciosa e seus polinizadores. Contudo, os esfingideos devem ser os mais
importantes, pois foram o grupo mais registrado nas flores, salientando-se que sua
frequéncia foi relatada como subestimada, ja que durante a noite varios espécimes foram

observados, sem que se conseguisse a sua captura (Darrault & Schlindwein, 2006).

2.1.2 Aspectos econdmicos e implicacdes para conservacao

A espécie Hancornia speciosa desempenha um importante papel nos
ecossistemas do Cerrado, pois servem de alimento para diversas espécies animais,
inclusive para as popula¢fes humanas. Contudo, é pouco conhecida pela populacdo de
regibes urbanas, sendo de maior interesse para populaces rurais. Nos Ultimos anos,
comecou a ser popularizada nas cidades devido a instalacdo de estabelecimentos
comerciais que disponibiliza polpas e produtos de algumas espécies de frutas do Cerrado
(Pereira et al., 2006; Guilherme et al., 2008).

A espécie ¢ uma frutifera com alto potencial de producdo devido as
caracteristicas organolépticas dos seus frutos e sua ampla aplicabilidade (Ferreira &
Marinho, 2007). Seus frutos sdo bastante apreciados, sendo saborosos e de alto teor
nutritivo, possuem excelente aceitacdo no mercado. S&o de boa digestibilidade, rico em

vitaminas A, B1, B2 e C, ferro, fosforo, célcio, proteinas e acido ascorbico. Apresentam
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alto potencial para o consumo, tanto in natura como na industrializacdo para a fabricagéo

de doces, geléias, vinho, vinagre, suco e sorvete (Lederman et al., 2000).

O latex que ela produz também possui grande potencial comercial. Por ser de
excelente qualidade, mole e de elevada plasticidade, foi bastante explorado para
exportacdo no periodo &ureo da borracha, durante a Segunda Guerra Mundial. E mesmo
superado pela borracha de Hevea brasiliensis, ainda continua sendo bastante procurado
devido a suas propriedades medicinais: ajudam no tratamento da tuberculose e Ulceras,

dermatoses e verrugas (Sousa et al., 2005).

A exploracdo da mangabeira é facilitada pelo padrdo de distribuicdo em
agregado. Contudo as grandes distancias entre os locais de ocorréncia e 0s centros de
comercializa¢do, associados a dificuldade de transporte devido a fragilidade do fruto,
impedem que a exploragdo seja ampliada a um nivel industrial. A maior parte da
exploracdo existente nas regides de Cerrado é realizada por populacdes locais a um nivel
extrativista (Pereira et al.,, 2006). Em estados da regido nordeste alguns produtores
comecaram a estabelecer cultivos comerciais de H. speciosa (Soares et al., 2006).
Entretanto, existem poucas informagdes sobre as técnicas de cultivo, 0 que tem
impossibilitado a formacdo de pomares comerciais. Sendo assim, como no Cerrado, 0s
pequenos produtores dependem da producdo sazonal e exploram de forma extrativista os

frutos da espécie.

Um programa de conservacdo de recursos genéticos de uma espécie nativa
deve se basear, prioritariamente, na conservacao in situ. (Nass, 2001). Tal estratégia pode
ser complementada pela conservacgdo ex situ, devendo-se priorizar, neste caso, a coleta de
populacbes com maior risco de erosdo genética (Chaves & Naves, 1998). Qualquer que
seja a estratégia € essencial que se conheca a estrutura da variabilidade genética da
populacdo ou das populagdes que se deseja conservar. A estrutura genética envolve
informacOes sobre a magnitude da variabilidade genética, a estruturacdo desta
variabilidade entre e dentro de populacdes e a distribuicdo espacial da variabilidade.
Basicamente, duas estratégias podem ser utilizadas para estudo da estrutura da
variabilidade genética de populagdes (Chaves e Moura, 2003). A estratégia classica
envolve o estudo de caracteres quantitativos a partir do estudo de progénies e procedéncias.

E uma estratégia muito util quando se deseja promover a selecio de gendtipos superiores
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para fins de melhoramento genético. E também uma forma de conservagéo in vivo e ex situ
de amostras de progénies de espécies nativas perenes. Outra estratégia, muito adotada
atualmente para estudo de genética de populagdes, consiste na utilizacdo de marcadores
moleculares. A vantagem do uso de marcadores moleculares, principalmente aqueles
baseados em polimorfismo do DNA, é a facilidade de uso e a ndo interferéncia das
variacfes ambientais, o que permite o conhecimento da estrutura genética a partir de

material vegetativo de plantas adultas (Chaves e Moura, 2003).

Segundo Chaves e Moura (2003), um programa voltado para o aproveitamento
de uma espécie nativa como a mangabeira poderia ganhar em eficiéncia integrando-se as
duas alternativas. Em um primeiro passo a estrutura genética de populacdes seria
conhecida com o uso de marcadores moleculares. Tais estudos facilitariam a definicdo de
estratégias para coleta de sementes para estudo de progénies, para alocacdo de areas de

conservacao in situ, ou para definicdo de um programa de manejo sustentavel.

2.2  DIVERSIDADE GENETICA

A sobrevivéncia das populagdes naturais diante das mudangas ambientais
depende de adaptacGes que estdo diretamente relacionadas a diversidade genética
(Frankham et al., 2008). A diversidade genética € a variacdo hereditaria responsavel por
parte das diferencia¢bes fenotipicas dos individuos de uma populacdo, assegurando a
espécie um grande potencial adaptativo para contrapor aos efeitos gerados pelas
estocasticidades ambientais, como as mudancas climaticas, competicdo, predacéo,
patologias e fatores abidticos (Amos & Harwood, 1998). Desta forma, quanto maior a
variabilidade genética existente na populacdo, maiores sdo as chances de perpetuacdo da
especie. A manutencao da variabilidade genetica em populacdes é a base da conservacéo e,
portanto, sua descricdo e distribuicdo sdo fundamentais para o estabelecimento de préaticas

conservacionistas e de manejo sustentavel (Yeeh et al., 1996).

Segundo Brown (1990), a distribuicdo e organizacdo da variabilidade genética
nas populagdes naturais é denominada estrutura genética. Essa distribui¢éo, em geral, néo é
aleatoria e é resultado de diversas interagfes,tanto ecoldgicas, que afetam o padrdo de

colonizagdo e mortalidade dos individuos, quanto por processos evolutivos como selecéo
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natural, deriva genética, mutacdo e migracdo (Cockerham, 1973; Hamrick & Godt, 1996).
A selecdo natural, assim como a deriva genética diferenciam as populagdes, enquanto que,
a mutacdo gera diversidade que pode ser amplificada pela migracao (Futuyma, 1992; Hartl
& Clark, 2010).

A compreensdo dos processos evolutivos dentro das populagfes naturais tem
prosperado gracas aos estudos da organizacdo da variabilidade ou estrutura genética de
populacdes, como objetivo de melhorar as estratégias de coleta, conservacdo, manejo
sustentavel e domesticacdo dessas espécies (Loveless & Hamrick, 1984; Alves et al.,
2003). Os estudos de diversidade genética devem ser direcionados para a quantificacdo da
variacdo existente e na caracterizacdo dos niveis de variabilidade das populagdes.
Lembrando que, em espécies arbdreas, os fatores que influenciam a organizacdo e
distribuicdo da diversidade incluem o tamanho efetivo populacional, a distribuicdo espacial
da espécie, o sistema reprodutivo e os mecanismos de dispersdo de sementes e pélen
(Hamrick et al., 1992).

Nei (1972, 1977) mostrou que a diversidade genética total de uma populagéo
poderia ser analisada em seus componentes de variabilidade intra e interpopulacional,
guando a mesma fosse definida como heterozigosidade esperada sob Equilibrio de Hardy-
Weinberg. A quantificacdo da variabilidade genética dentro de populacBes pode ser
efetuada a partir de medidas de diversidade genética intrapopulacional, que poderdo ser
estimadas a partir de dados de marcadores genéticos, como por exemplo, 0s microssatélites
(Cavers et al., 2005). A descricao dos niveis de diversidade genética envolve o nimero de
alelos por locos, frequéncias alélicas, frequéncias genotipicas, proporcdo de locos
polimérficos, heterozigosidade observada e esperada (Nei, 1978) segundo as expectativas
do Equilibrio de Hardy-Weinberge o indice de fixacéo.

O ndmero de alelos por loco e a porcentagem de locos polimdrficos tém sido
empregados como indices de diversidade em populagbes naturais, no sentido de
caracterizar e comparar niveis de variacdo genética nestas popula¢es. No entanto, estas
duas estatisticas apresentam uma série de desvantagens que incluem desde a prépria
definicdo de polimorfismo, a dependéncia do tamanho amostral e 0 nimero e tipos de

I6cus envolvidos (Brown & Weir, 1983). Nei (1987) acredita que essas estatisticas séo
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consideradas medidas moderadas da variacdo genética quando um grande numero de

individuos e locos é analisado.

Em complemento com a porcentagem de locos polimérficos e com o nimero
de alelos por loco, Nei(1972) e Weir (1996)consideram a frequéncia de heterozigotos um
importante indicador da diversidade genética, uma vez que cada heterozigoto carrega
alelos diferentes e, portanto, representa melhor a variacdo existente. Brown & Weir (1983)
consideram como principais vantagens da heterozigosidade média, como medida de
variabilidade, sua relativa insensibilidade ao tamanho amostral quando comparada a outras
medidas e a facil interpretacdo do seu significado e, como desvantagem, sua dependéncia

da frequéncia dos dois alelos mais comuns.

De modo geral, todas essas estimativas sdo importantes uma vez que medem a
reducdo da heterozigosidade observada em uma populacéo. E essa reducdo, por sua vez, é
um forte indicativo da ocorréncia de cruzamentos entre individuos aparentados, um
processo denominado endogamia. Em espécies dipldides, a endogamia aumenta a
probabilidade de individuos receberem alelos idénticos por descendéncia. Assim, o
endocruzamento apesar de ndo alterar as frequéncias alélicas, leva ao aumento da
homozigose para todos os locos, o que reduz o valor adaptativo dos individuos(Hartl &
Clark, 2010).

Outra questdo importante em relacdo a diversidade genética refere-se a maneira
pela qual a variabilidade genética € distribuida, organizada e mantida entre e dentro de
populacdes naturais, ou seja, o nivel de estruturacdo genética das populacbes (Hamrick,
1982). A estrutura genética, portanto, refere-se a distribuicdo heterogénea dos alelos e
genotipos no espaco e no tempo, resultante da acdo de forcas evolutivas(Brown, 1978).

2.3  ESTRUTURA GENETICA DE POPULACOES

As populagdes naturais de plantas, normalmente, estdo agrupadas em um
conjunto de populagdes menores ou subpopulagdes. A consequéncia dessa distribuicdo €
que os cruzamentos entre individuos, geralmente, ndo sdo aleatorios na populagéo total de

uma espécie. Assim, ocorrem com maior frequéncia os cruzamentos entre individuos
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dentro das subpopulagdes e com menor frequéncia os cruzamentos entre individuos de
subpopulacdes diferentes. Isso gera uma estrutura na populagdo total, que é determinada
pelo modo como as frequéncias alélicas estdo arranjadas, gerando uma diferenciacéo entre
as populacdes (Hartl & Clark, 2010; Templeton, 2011).

A estrutura genética de populacdes de uma espécie refere-se, portanto, a forma
como a variabilidade genética é distribuida entre e dentro dos niveis hierarquicos de
subdivisdo de uma espécie (Brown, 1978). Esta estrutura pode ser manifestada entre
populacbes geograficas distintas, dentro de um grupo local de plantas ou mesmo em grupos
de progénies (Loveless & Hamrick, 1984) e pode ser definida como a distribuicdo néo

aleatdria de alelos e gendtipos (Hamrick et al., 1992).

Na natureza, vérias forcas podem promover tanto a diferenciagdo como a
homogeneizacdo genética em uma populagdo. Alguns fatores ecolégicos e evolutivos,
como variagdo no conjunto génico, distribuicdo espacial dos gendtipos, sistema
reprodutivo, dispersdo de sementes e polen (fluxo génico), selecao natural, deriva genética,
mutacdo, processos de crescimento, mortalidade e reposicdo dos individuos podem
influenciar a distribuicdo da variabilidade genética dentro e entre grupos, trazendo
inferéncias significativas na estrutura genética (Clegg, 1980; Hamrick, 1982; Loveless &
Hamrick, 1984; Hamrick & Godt, 1990).

De importancia primaria para a formacdo da estrutura destacam-se a mutacao, a
selecdo natural, o tamanho efetivo populacional e a habilidade da espécie de dispersar
polen e sementes (Hamrick, 1982). Dentre esses fatores evolutivos, a mutacédo e a migracao
aumentam a variabilidade genética, enquanto que a selecdo natural e a deriva genética
geralmente diminuem a variabilidade dentro das populagbes (Hartl & Clark, 2010;
Templeton, 2011). Espécies que apresentam ampla distribuicdo geografica, geracGes
longas, polinizacdo pelo vento, sistema reprodutivo por cruzamentos e longo tempo de
fecundidade, geralmente, tendem a manter maiores niveis de variabilidade genética
(Hamrick, 1982; Hamrick & Godt, 1996). J& espécies com sistema reprodutivo misto,
polinizadas por animais ou vento, dispersdo das sementes pelo vento tendem a apresentar

menor variabilidade genética entre populacGes e alta dentro das populagdes.



26

A estrutura genética das populagbes naturais €, portanto, resultado de forgas
evolutivas. Assim, estudos que evidenciam o padrdo de organizacdo dos genotipos nas
populacdes revelam os fendbmenos genéticos envolvidos na mudanca da composicao
genética dessas populacdes. Essas informacgdes sdo importantes nos esforcos de
amostragem de individuos, com a finalidade de preservar a méxima variabilidade genética
possivel e subsidiar programas de conservacdo para diversas espécies (Loveless &
Hamrick, 1984; Frankham et al., 2008). Estudos sobre a estrutura genética permitem ainda
evidenciar o modo de reproducdo e estrutura familiar e estimar taxas de fluxo génico
(Slatkin, 1987). Essas informagdes também sdo importantes para auxiliar os programas de
domesticacdo de espécies selvagem, ao apontar areas promissoras para a coleta de
germoplasma, no sentido de amostrar variabilidade e permitir possiveis ganhos genéticos

no melhoramento.

Para quantificar a estrutura genética das populagdes trés metodologias sdo
empregadas: estatistica F (Wright, 1951), diversidade génica (Nei, 1973) e analise da
variancia das frequéncias génicas (Cockerham, 1969). Em funcdo dos modelos de Wright
(1951) e de Nei (1973) ndo considerarem o erro associado & amostragem, eles tendem a ser
viciados, sendo tanto maiores quanto menor for o tamanho da amostra. Mas,as trés
metodologias se complementam em relacdo ao significado bioldgico das estimativas
obtidas, especialmente se os marcadores forem neutros, a amostragem for aleatéria e as
populacbes forem originadas de uma Unica populacdo ancestral. Desta forma, as
estatisticas F permitem a caracterizacdo da distribuicdo da variabilidade genética entre as
populacbes (Fst), dos niveis médios de endogamia ao nivel populacional (Fis) e da
endogamia total (Fi). Os coeficientes de coancestria (6) permitem a avaliacdo da
divergéncia em diferentes niveis de hierarquia, além de possibilitar a obtencdo de
estimativas de endogamia. A andlise da divergéncia génica em populacfes subdivididas
permite a comparacao dos niveis de heterozigozidade entre e dentro das populagdes, assim
como a obtencdo de uma estimativa de divergéncia, a partir de uma base diferente daquela

que fundamenta as estimativas de Fst e 6.

Estudos referentes a estrutura genetica de populagdes nativas do Cerrado ja
podem ser encontradas na literatura com certa frequéncia, como por exemplo, Caryocar
brasiliense Cambess. (Collevatti et al., 1999, 2001); Plathymenia reticulata Benth.
(Lacerda et al., 2001; Lage Novaes et al., 2010); Eugenia dysenterica DC. (Zucchi et al.,
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2002, 2003; Barbosa et al., 2015); Annona crassiflora Mart. (Telles et al., 2003; Blanco et
al., 2007); Eremanthus erythropappus DC.(Barreira et al., 2006; Silva et al., 2008);
Solanum lycocarpum A. St.-Hil (Martins et al., 2006; Moura et al., 2009; Moura et al.,
2011); Zeyheria montana Mart. (Bertoni et al., 2007); Tibouchina papyrus (Pohl) Toledo
(Telles et al., 2010; Collevatti et al., 2012); Dipteryx alata VVogel(Soares et al., 2008;
Soares et al., 2012); Tabebuia aurea (Braga et al., 2007); Hymenaea stigonocarpa Mart. ex
Hayne (Moreno et al., 2009)Tabebuia ochracea (Moreira et al., 2009); Handroanthus
heptaphyllus VELL. (Mori et al., 2012).

2.4  CONSERVACAOQ in situ E ex situ

A biodiversidade ou diversidade bioldgica é representada por todas as espécies
de plantas, animais e microorganismos, em interacdo com 0s ecossistemas e 0S processos
ecoldgicos do quais essas espécies fazem parte (Mittermeier et al., 1998). Goedert (2007)
divide a biodiversidade em trés niveis: diversidade genética que consiste na informacéo
contida nos genes dos individuos; diversidade de espécies, que se refere a diversidade de
organismos Vvivos na Terra; e diversidade de ecossistemas, que corresponde a variedade de

habitats, comunidades bioldgicas e processos ecoldgicos.

Apesar do aumento do conhecimento cientifico em diversidade bioldgica ser
evidente nos ultimos anos, varios ecossistemas brasileiros ainda sofrem degradacao
continua (Durigan et al., 2006). De acordo com Costa (2004), da area inicial do Cerrado,
de cerca de dois milhdes de quildmetros quadrados, aproximadamente dois ter¢cos foram
profundamente alterados pela acdo humana. A acdo humana direta ou indireta tem
destruido a diversidade biol6gica em proporcGes comparadas as cinco extingdes em massa
reveladas pelo registro fossil, o que faz com que seja considerada a sexta extin¢cdo em

massa da historia evolutiva (Frankham et al., 2008).

No sentido de conservar a biodiversidade dos trépicos, nas Ultimas décadas
aumentou-se a percepcdo da necessidade de preservar as espécies animais e vegetais do
Cerrado ameacados de extin¢do, com especial atencdo aquelas com potencial econdémico,

como as frutiferas. Para tanto, varias pesquisas sdo conduzidas para conhecer melhor as
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espécies sob 0s aspectos genético, ecologico, fisiologico, e ainda, preservar 0s recursos
genéticos (Costa, 2004).

Os recursos genéticos sdo uma parte bastante importante dessa biodiversidade e
sdo definidos pelo Decreto Legislativo n®. 2.519, de 16 de margo de 1998, como o material
genético de valor real ou potencial usado pelo homem para a promocdo do
desenvolvimento sustentavel. Neste contexto, 0s recursos genéticos vegetais compreendem
plantas cultivadas e espécies silvestres com valor comprovado ou mesmo com elevado
potencial agricola, industrial ou medicinal que precisam ser urgentemente mantidos
(Walter & Cavalcanti, 2005).

No contexto conservacionista e de manejo da diversidade bioldgica, ha duas
estratégias de conservacdo dos recursos genéticos vegetais que sdo complementares, a
conservacao de colegdes in situ e ex situ (Nass, 2001; Rao, 2004). A escolha da estratégia
depende de aspectos relacionados a espécie, dos objetivos e prioridades do programa de
manejo. A conservacao in situ consiste na manutencao e recuperacdo de recursos genéticos
nos seus habitats naturais (Rao, 2004; Scariot & Sevilha, 2007). J& a conservacao ex situ é
a manutencdo do germoplasma fora de seu habitat natural, sem riscos de alteragdes na sua

composicao genética (Karp et al., 1997; Vallois et al., 2001).

A esséncia da conservagdo in situ estd na conservacdo do germoplasma na
localidade em que é encontrado, seja em seus locais de origem ou onde desenvolveu suas
caracteristicas distintas (Scariot & Sevilha, 2007). Neste contexto, ndo estdo incluidas
aquelas situacBes em que o germoplasma foi transportado para uma localidade distante

com o objetivo de facilitar a conservacao.

Para populac@es naturais, especialmente de espécies ameacadas, a conservagado
in situ é apontada como a mais apropriada (Nass, 2001; Chaves, 2002). Neste caso, a
conservacao se daria em reservas geneticas, especialmente criadas para este fim, levando-
se em consideracdo a possibilidade de se manter a dindmica das popula¢fes naturais, com
0 minimo de erosdo genética e, em consequéncia, a continuidade dos processos evolutivos
que originam e mantém a biodiversidade (Chaves, 2002). No Brasil, a conservacao in situ é
realizada segundo dois modelos: unidades de conservacdo de uso indireto e de uso direto.

A primeira destina-se a conservagdo da biodiversidade, a pesquisa cientifica, a educacéo
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ambiental e a recreacdo. Nessas unidades ndo se permite a exploracdo dos recursos
naturais, podendo-se apenas usufruir indiretamente dos seus beneficios. Essas unidades
incluem as reservas bioldgicas, 0s parques nacionais, areas de interesse ecologico, as
reservas particulares do patrimdnio nacional e as areas sob protecéo especial. A segunda
destina-se a conservagdo da biodiversidade, porém € permitido o0 uso de seus recursos
naturais de forma sustentavel. Essa categoria inclui as florestas nacionais, as areas de

protecdo ambiental e as reservas extrativistas (Nass, 2001).

Embora a conservacédo in situ seja a estratégia mais adequada par populagdes
naturais, esta deve ser completada pela conservacgéo ex situ (Telles et al., 2001). Neste caso
devem-se priorizar as areas de maior risco de erosdo genética por alteracdes antrdpicas,
coletando amostras para a conservacao em colecBes de germoplasma ou colegdes in vivo.
A conservacao ex situ é uma estratégia preconizada para manter, em longo prazo e com
maxima integridade genética e bioldgica, os gendtipos de espécies fora de seu ambiente
natural (Santos & Saloméo, 2007).

A conservagao ex situ de recursos genéticos inclui conservagdo de sementes, de
material vegetativo in vivo, de DNA, de pdlen e de cole¢des a campo. Santos & Salomao
(2007) sugerem que as frutiferas do cerrado sejam mantidas em germoplasma em colec¢des
a campo in vivo, em que a espécie pode responder as intempéries ambientais e aos estresses
bidticos e abiodticos. Na medida do possivel, esta conservacdo é feita sob condicdes de
armazenamento que propiciem o aumento do periodo de sobrevivéncia e garantam a
estabilidade genética do material conservado. A necessidade da conservacdo ex situ
geralmente é motivada pela acdo antropica e pela destruicdo do habitat natural, como o que
tem ocorrido com as florestas tropicais, cerrados, mangues e outros biomas hoje em
processo de degradacdo, onde ocorrem espécies de uso atual (via extrativismo) e potencial,
além de parentes silvestres de espécies cultivadas (Nass, 2001). Nas colecGes de
germoplasma o0s recursos genéticos da espécie sdo armazenados para a manutencdo da

variabilidade genética visando a utilizacdo em programas de melhoramento e conservacao.



3 Capitulo 1: DIVERSIDADE E DIVERGENCIA GENETICA ENTRE
VARIEDADES BOTANICAS DE Hancornia speciosa (APOCYNACEAE)

RESUMO

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) é uma frutifera da familia Apocynaceae de
grande importancia social, econdmica e cultural. Sdo descritas seis variedades botanicas
para esta espécie, H. speciosa var. speciosa, H. speciosa var. maximiliani, H. speciosa var.
cuyabensis, H. speciosa var. lundii, H. speciosa var. gardneri e H. speciosa var.pubescens,
as quais se diferenciam por algumas caracteristicas morfoldgicas, como tipo de folha e flor.
Assim, o0 objetivo desse capitulo foi avaliar a diversidade genética das variedades botanicas
da espécie H. speciosa existente no Cerrado, bem como avaliar a divergéncia genética
entre as variedades botanicas da espécie H. speciosa, utilizando uma ampla amostragem de
individuos e localidades. Amostras de mangabeira foram coletadas em 28 localidades ao
longo do Cerrado. Foram obtidas amostras das variedades botanicas H. speciosa var.
pubescens, H. speciosa var. gardinerii, H. speciosa var. speciosa e H. speciosa var.
cuyabensis. O DNA extraido desses individuos foi utilizado para avaliar a variabilidade
genética por meio de sete marcadores microssatélites. O nimero médio de alelos foi igual a
26,17, com uma riqueza alélica (Ar) média igual a 4,295. O menor valor encontrado foi de
3,263 em uma populacdo de H. speciosa var. gardinerii e o maior foi de 4,892 encontrada
na H. speciosa var. pubescens. Os valores médios de heterozigosidade esperada (He) e
observada (Ho) foram, respectivamente, 0,704 e 0,636, indicando que a espécie apresenta
uma elevada diversidade genética para os marcadores avaliados e para todas as variedades
botanicas avaliadas. Os resultados obtidos para o indice de fixacdo (f) para cada
subpopulacédo variaram de -0,087 a 0,215, com um valor médio de 0,098 para a H. speciosa
var. gardinerii, 0,078 para a H. speciosa var. pubescens, 0,119 para a H. speciosa var.
speciosa e 0,130 para a H. speciosa var. cuyabensis. Estes resultados indicam que apesar
do sistema reprodutivo auto-incompativel, o acasalamento entre individuos aparentados
desempenha um papel importante na diferenciacdo genética das populacdes. A analise de
variacia molecular mostrou que apesar da variagdo genética entre variedades botanicas ser
significativa (Fct = 0,027; p = 0,017) a maior diferenciacdo esta entre populagdes dentro
de variedades (Fsc = 0,104; p < 0,001) e em populagdes independentes das variedades (Fst
= 0,131; p < 0.001). A H. speciosa var. speciosa se apresenta com a variedade botanica
geneticamente mais divergente, seguida da variedade H. speciosa var. cuyabensis. Assim, a
variacdo genética encontrada para as variedades botanicas é pequena quando comparadas
com a grande variacao fenotipica que essas variedades exibem no Cerrado. Essa variacéo
fenotipica pode ser explicada em parte pela plasticidade fenotipica.

Palavras-chave: microssatélites, variedades botanicas, diversidade, divergéncia genetica,
AMOVA
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ABSTRACT

The mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) is a fruit of the Apocynaceae family of great
social, economic and cultural. Six botanical varieties are described for this species, H.
speciosa var. speciosa, H. speciosa var. maximiliani, H. speciosa var. cuyabensis, H.
speciosa var. lundii, H. speciosa var. gardneri and H. speciosa var .pubescens, which are
distinguished by some morphological characteristics, such as type leaf and flower. The
objective of this chapter was to evaluate the genetic diversity of botanical varieties of the
existing H. speciosa species in the Cerrado, and to evaluate the genetic divergence between
the botanical varieties of the species H. speciosa, using a large sample of individuals and
locations. Mangabeira samples were collected at 28 locations along the Cerrado. Samples
were obtained from botanical varieties H. speciosa var. pubescens, H. speciosa var.
gardinerii, H. speciosa var. speciosa and H. speciosa var. cuyabensis. The DNA extracted
from these individuals was used to evaluate the genetic diversity through seven
microsatellite markers. The average number of alleles was equal to 26.17 with an allelic
richness (Ar) mean of 4.295. The lowest value was found to be 3.263 in a population of H.
speciosa var. gardinerii and the highest was 4,892 found in H. speciosa var. pubescens.
The average values of expected heterozygosity (He) and observed (Ho) were respectively
0.704 and 0.636, indicating that the species has a high genetic diversity for the evaluated
markers and for all evaluated botanical varieties. The results obtained for the fixation index
(f) for each subpopulation ranged from -0.087 to 0.215 with an average value of 0.098 for
the H. speciosa var. gardinerii, 0.078 to H. speciosa var. pubescens, 0.119 to H. speciosa
var. speciosa, and 0.130 for the H. speciosa var. cuyabensis. These results indicate that
despite the self-incompatible reproductive system, the mating of related individuals plays
an important role in the differentiation of genetic populations. The molecular variance
analysis showed that despite genetic variation between botanical varieties be significant
(Fct =0.027; p = 0.017) greater differentiation is between populations within varieties (Fsc
= 0.104; p <0.001) and in independent populations of varieties (Fst = 0.131; p <0.001). H.
speciosa var. speciosa presents with the botanical variety genetically most divergent, then
the variety H. speciosa var. cuyabensis. Thus, the genetic variation found for botanical
varieties is small compared to the large phenotypic variation that these varieties exhibit the
Cerrado. This phenotypic variation can be explained in part by phenotypic plasticity.

Keywords: microsatellite, botanical varieties, diversity, genetic divergence, AMOVA
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3.1  INTRODUCAO

O bioma Cerrado abriga uma grande riqueza de flora, o que o classifica com a
mais diversificada entre as savanas mundiais (Mendonca et al., 1998). Toda essa
biodiversidade esta relacionada com a sua grande variedade de paisagens e tipos
fitofisiondbmicos, além de sua posicdo geografica, que permite amplo contato e intercambio
floristico com outros biomas (Hogan et al, 2002; Sawyer, 2002; Sano et al., 2008). H4 uma
grande diversidade de habitats e de espécies, e a maioria destas esta restrita a areas
especificas que, em caso de destruicdo, seriam levadas a extincdo (Klink & Machado,
2005; Hogan et al, 2002).

A flora do Cerrado tem em sua composi¢cdo muitas plantas que apresentam
potencial de utilizacdo, dentre as quais as espécies frutiferas ocupam um lugar de destaque
por serem muito apreciadas pela comunidade da regido (Almeida & Sano, 1998). O
Cerrado apresenta diversas espécies nativas frutiferas como o Pequi (Caryocar brasiliense
Camb.); Baru (Dipteryx alata Vog.); Araticum (Annona crassiflora Mart.);
Cajuzinho(Anacardium occidentale L.); Buriti (Mauritia flexuosa L.f.); Jatobd (Hymenaea
courbaril Mart. ex Hayne); Araca (Psidium guineense Swartz); Abacaxi do cerrado
(Annanas ananassoides (Baker) L.B. Smith); Murici (Byrsonima verbascifolia (L) DC.), as
quais possuem potencial de producdo e possibilidade de cultivo para aproveitamento
alimentar e econdmico (Almeida et al., 2008; Pereira et al., 2006).

Dentre as diversas frutiferas nativas do Cerrado que apresenta potencial de
utilizacdo, a Hanconia speciosa Gomes merece destaque pelo seu amplo potencial
econdmico (Almeida & Sano, 1998). Conhecida popularmente como mangabeira, a espécie
Hancornia speciosa é uma planta frutifera de clima tropical e nativa do Brasil, pertencente
a familia Apocynaceae. E encontrada em diversas regides do pais, desde os tabuleiros
costeiros e baixada litordnea do Nordeste até os cerrados das regides Centro-Oeste, Norte e
Sudeste (Silva Junior, 2004).

Segundo Monachino (1945), a espécie compreende seis variedades botanicas
que se diferenciam por algumas caracteristicas morfologicas, principalmente da folha e da

flor: H. speciosa var. speciosa: peciolo de 9 mm a 15 mm de comprimento; limbo com
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cerca de 6 cm de comprimento e 2 cm de largura; glabra; pedicelos glabros; célice glabro
ou raramente pubescente externamente; H. speciosa var. maximiliani: limbo com
comprimento e largura um pouco menor e o0 peciolo um pouco mais curto do que a
variedade tipica; peciolo com cerca de 8 mm de comprimento; limbo de 5 cm a 6 cm de
comprimento e 2,0 cm a 2,5 cm de largura; H. speciosa var. cuyabensis: peciolo com cerca
de 3 mm de comprimento; limbo de 4 cm a 10 cm de comprimento e 1,5 cm a 3,0 cm de
largura; calice glabro externamente; corola grande, glabra externamente; H. speciosa var.
lundii: peciolo com 3 mm a 5 mm de comprimento; limbo com 5 cm a 7 cm de
comprimento e 3 cm de largura; pedicelos pubescentes; célice cerdoso-pubescente
externamente; corola com I6bulos pubescentes externamente; H. speciosa var. gardneri:
peciolo curto como a H. speciosa var. lundii; limbo com 7 cm a 10 cm de comprimento e
cerca de 4 cm de largura, glabro na face dorsal ou pubescente na parte inferior da nervura
central; H. speciosa var. pubescens: ramos densamente pubescentes; peciolo curto como
nas variedades H. speciosa var. gardneri e H. speciosa var. lundii, pubescente; limbo
pubescente na parte inferior, com 6 cm a 12 cm de comprimento e 3 cm a 6 cm de largura;

corola maior com Iébulos cerdoso pubescentes, tubo pubescente externamente.

Apesar da relevancia sdcio-econdmica e ambiental da mangabeira, sua
exploracdo é feita basicamente de modo extrativista e predatorio e as informacGes
cientificas relacionadas com as variedades botanicas sdo ainda escassas (Chaves, 2006).
Uma das finalidades dos estudos populacionais refere-se a quantificacdo da variacao
genética existente entre e dentro das variedades boténicas, uma vez que ela é fundamental
para a evolucdo e para conservacdo da espécie (Toggler et al., 1995). A falta de
conhecimento sobre biologia, possibilidades de usos e variabilidade genética existente
entre e dentro de populacdes em inUmeras espécies tem contribuido para a perda
irreversivel de recursos genéticos (Kageyama & Dias, 1985).

Dessa forma, o objetivo foi avaliar os niveis de diversidade e divergéncia genética
nas variedades boténicas da espécie Hancornia speciosa com ocorréncia no Cerrado,
utilizando marcadores moleculares microssatélites, e ainda, avaliar a divergéncia genética

das variedades botanicas da espécie H. speciosa.
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3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Areade coleta e material amostrado

Foram coletadas 28 localidades de ocorréncia natural de Hancornia speciosa
Gomes oriundas de areas de Cerrado brasileiro. Em quatro localidades foi registrado
ocorréncia em simpatria das variedades H. speciosa var. gardinerii e H. speciosa var.
pubescens (Serra de Jaragud, Mutunopolis, Faina e Cocalinho). Quatro das seis variedades
botanicas descritas foram amostradas incluindo H. speciosa var. speciosa (trés
subpopulagdes com 98 individuos no total), H. speciosa var. gardinerii (quatorze
subpopulacBes com 379 individuos no total), H. speciosa var. pubescens (seis
subpopulagBes com 135 individuos no total) e H. speciosa var. cuyabensis (cinco

populaces com 155 individuos no total), totalizando 777 individuos (Tabela 3.1 e Figura

3.1). As localidades foram georeferenciadas conforme abaixo. =

Figura 3.1 Pontos de coleta das 28 populagdes de Hancornia speciosa no Cerrado brasileiro para
andlise de diversidade e estruturacdo genética. Os circulos verdes correspondem as
populacbes de H. speciosa var. cuyabensis, 0s circulos roxos correspondem as
populagdes de H. speciosa var. speciosa; os circulos vermelhos correspondem as
populacbes de H. speciosa var. gardinerii; os circulos azuis correspondem as
populagdes de H. speciosa var. pubescens. Quatro populagdes MUTGO, JARGO,
COCMT e FANGO, apresentam as variedades pubescens e gardinerii em simpatria
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Tabela 3.1 Localizacdo geografica de vinte e oito populacdes de Hancornia speciosa
distribuidas ao longo Cerrado, com respectivos cddigos, variedade, tamanho
amostral, latitude e longitude

Localidades Cadigo Variedade N° Longitude  Latitude
Serra do Jaragua/GO HASQJARGO gardinerii 32 -49,33523  -15,79572
Monte Carmelo/MG HASgMCAMG gardinerii 19 -47,46069 -18,82050
Mutunopolis/GO HASgMUTGO gardinerii 6 -49,22633  -13,63126
Porto Nacional/TO HASgPONTO gardinerii 32 -48,35153  -10,66698
Cocalinho/MT HASgCOCMT gardinerii 14  -51,08346  -14,34140
Matrinchd /GO HASgMATGO gardinerii 33 -50,92015  -15,20585
Portelandia/GO HASgPOTGO gardinerii 32 -52,66967  -17,15069
Pirinépolis/GO HASgPIRGO gardinerii 33  -48,57330  -15,51900
Natividade/TO HASgNATTO gardinerii 32 -47,61615  -11,93339
Faina/GO HASgFANGO gardinerii 18 -50,36055  -15,44611
Brasilandia/MG HASgBRAMG gardinerii 32 -46,06860  -17,24082
Selviria/MS HASQSELMS gardinerii 33 -51,52251  -20,44976
Perdizes/MG HASQPERMG gardinerii 32 -47,36615  -19,35008
Fronteira/MG HASgFROMG gardinerii 32 -49,15412  -20,23102
Serra do Jaragua/GO HASpJARGO pubescens 32 -49,33523  -15,79572
Mutunopolis/GO HASpMUTGO pubescens 26  -49,22718  -13,63169
Niquelandia/GO HASpNIQGO pubescens 33  -48,76678  -14,47645
Faina/GO HASpFANGO pubescens 14  -50,36055  -15,44611
Alto Paraiso/GO HASpAPAGO pubescens 23  -47,50294  -14,10448
Cocalinho/MT HASpCOCMT pubescens 18 -51,08346  -14,34140
Pirapora/MG HASsPIPMG speciosa 33  -45,36822 -17,47411
Roda Velha/BA HASsROVBA speciosa 32 -4586708  -12,58142
Japonvar/MG HASSJAPMG speciosa 32 -44,22866  -15,94000
Chapada dos Guimardes/MT HAScCHGMT cuyabensis 32 -55,78762 -15,36535
Campo Grande/MS HAScCAGMS cuyabensis 32  -54,17124  -20,48713
Diamantina/MT HAScDIAMT cuyabensis 33 -56,27594  -14,44881
Tangara da Serra/MT HASCTASMT cuyabensis 32 -57,97515  -14,26609
General Carneiro/MT HASCcGCAMT cuyabensis 25  -53,01189  -15,57166

3.2.2 Amostragem genética

A obtencgdo dos dados moleculares foi realizada no laboratério de Genética &

Biodiversidade da Universidade Federal de Goias, em Goiania, Goids. O DNA gendmico

foi extraido a partir do tecido foliar de cerca de 32 individuos adultos de cada populacéo,

seguindo o protocolo de Cationic hexadecyl Trimethyl Ammonium Bromide, CTAB

proposto por Doyle & Doyle (1987). Em seguida, o DNA total foi quantificado e diluido.

A quantificacdo foi realizada com o auxilio de um marcador de peso molecular (Low DNA
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mass ladder da Invitrogen®) em gel de agarose 1% e tampdo para eletroforese TBE 1X. A
diluigdo foi realizada para uma concentragdo de trabalho de 2,5ng plL-1 e armazenado a -
20°C.

O método utilizado para deteccdo dos gendtipos foi baseado na separagdo de
fragmentos microssatélites (SSR) marcados com fluorocromos através de eletroforese
capilar automatizada (ABI PRISM® 3500 Genetic Analyzer — Applied Biosystems). Os
fragmentos microssatélites, amplificados via PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase), séo
injetados em capilares finos, preenchidos com polimero, para, em seguida serem
submetidos a uma eletroforese em alta voltagem. A tensdo gerada causa 0 movimento dos
fragmentos de DNA através do polimero, em direcdo ao polo positivo. Durante o trajeto as

amostras passam pela regido do laser, onde a fluorescéncia é detectada.

Para as reag0es de amplificacdo via PCR foram utilizados sete pares de
iniciadores de regibes microssatélites desenvolvidos por Rodrigues et al. (2015) e
marcados com um dos fluorocromos: 6-FAM, HEX ou NED (Tabela 3.2). As reacfes
foram preparadas a partir de um coquetel de reagentes para um volume final de 15 pl,
contendo cerca de Sng ul-1 de DNA genémico, 1X Tampéo da Enzima 10X; 0,25 mM
dNTPs; 3,33 mg BSA; 0,156mM Iniciador foward ; 0,156mM Iniciador reverse e 1U de
TagDNA Polimerase.Para a amplificacgio do DNA o programa de termociclagem foi
composto dos passos descritos a seguir: (1°) desnaturacdo do DNA a 94°C por 5 minutos;
(2°) 94°C por 1 minuto; (3°) temperatura especifica de anelamento do iniciador por 1
minuto; (4°) extensdo da molécula pela enzima TagDNA polimerase a 72°C por 1 minuto;
(5°) 35 ciclos seguindo do 2° ao 4° passo; (6°) passo final de extensdo de 45 minutos para

finalizar os produtos amplificados.

Tabela 3.2 Relacdo dos pares de iniciadores de regides microssatélites utilizados e suas
caracteristicas. M: motivo de repeticdo da regido microssatélites; AVA: refere-
se a variacdo da amplitude alélica de cada loco microssatélites; TA: é a
temperatura de anelamento do iniciador; F: fluorocromo utilizado no iniciador

Primer M AVA TA Sequéncia Foward F
Hs30 (AG)10 198-206 56 °C GAGGAATCTCAGCCAAGTCCTA HEX
Hs16 (GA)12 108-138 58°C CGTTGGTAGCGGCTGTATTAAG 6 FAM
Hs06 (GA)14 106-138 46°C CGGCTGTATTAAGTCTATTGCCA NED
Hs08 (CA6 (CT)17 220-254 42°C AATGTAGAGGTGAACGAGTGGG 6 FAM
Hs01 (Gcé)g gg )20 230-298 48°C GTGTCTTCCATCCGAGCTTAAC HEX
Hs11 (GA)17 125-129 44°C AAGGTATCTCCATGAAAGTCTCTGA HEX

Hs05  (GA)15(TGC)6 152-222 48°C  GGGTGTACTGCCACAAGGTACT NED
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Apo6s a amplificagdo, os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese
capilar em sequenciador automatico, sendo todo processo eletroforético realizado em um
sequenciador ABI PRISM® 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Os alelos
foram nomeados com o auxilio do programa GeneMapper 3.5 (Applied Biosystems),
utilizando o marcador padrdo GeneScanTM 500 RoxTM Size Stardard (Applied
Biosystems).

3.2.3 Variabilidade genética das variedades boténicas

A fim de detectar a evidéncia de possiveis erros durante a determinacdo dos
genotipos, foi utilizado o software Micro-Checker (Van Oosterhout et al., 2004) que

possibilita investigar a existéncia de alelos nulos, stutter e dropout.

Para o conjunto dos locos foram estimadas as frequéncias dos alelos e foi
testado o desequilibrio de ligacdo (LD) entre os pares de locos, para tanto foram utilizadas
10.000 randomizagdes utilizando o programa FSTAT 2.9.3 (Goudet, 2002). Em seguida, 0s
gendtipos dos individuos de todas as variedades botanicas foram utilizados para
caracterizar a variabilidade genética existente nos marcadores microssatélites utilizados.
Para tanto, foram realizadas as estimativas do nimero médio de alelos por loco (A), riqueza
alélica (Ar), frequéncias alélicas e genotipicas, heterozigosidade observada (Ho),
heterozigosidade esperada (He) sob condicdes de equilibrio de Hardy-Weinberg (Nei,
1978) e o indice de fixacdo intra-populacional (f). Todas as estimativas foram realizadas
para cada loco e para o conjunto de locos, utilizando o software FSTAT 2.9.3.2 (Goudet,
1995, 2002) e GDA (Genetic Data Analysis) (Lewis & Zaykin, 2002).

As distribuicbes geograficas das estimativas de Ar, He e f, das populagdes,
foram avaliadas pela correlacdo de Pearson (r), realizando testes entre estas variaveis
genéticas e variaveis geograficas como, latitude e longitude. Os testes foram realizados no
programa SAM v. 4.0 (Rangel et al., 2010).
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3.2.4 Divergéncia genética entre variedades boténicas

Com os dados obtidos, foi realizada a andlise da varidncia de dados
moleculares (AMOVA), conforme descrito por Excoffier et al. (1992) usando o software
ARLEQUIM, versdo 3.5, para verificar a distribuicdo da variacdo entre e dentro das
variedades e populacOes e se 0 grau de variagdo foi estatisticamente significativo. Este
modelo estatistico baseia-se nas analises de diferentes niveis hierarquicos: primeiro é
obtido com a permutagéo entre grupos (Fcr), 0 segundo entre populagdes dentro dos
grupos (Fsc) e o terceiro dentro das populagtes (Fst) (Tabela 3). Assim, os individuos séo
reunidos em grupos previamente definidos. No caso deste trabalho, utilizou-se distribui¢éo
por variedade botanica para a montagem dos grupos hierarquicos. Assim, trés diferentes
AMOVAs para estimar a diferenciacdo populacional, foram realizadas com 1000
permutacdes. Uma AMOVA foi realizada para avaliar a divisdo da diversidade genética
total entre as variedades e dentro delas. Para a segunda AMOVA, as populagdes foram
agrupadas de acordo com 0s agrupamentos genéticos resultantes da analise Bayesiana
obtida pelo programa Structure. E por fim, a terceira AMOVA foi realizada para estimar o
quanto da variagdo entre grupos € devido as quais variedades. As estatisticas-F foram
utilizados para estimar a proporcdao da variabilidade genética encontrada entre as

populacdes (Fsr), entre as populacGes dentro de variedades (Fsc) e entre (Fcr).

Tabela 3.3 Esquema de Analise de Variancia Molecular (AMOVA)

FONTE DE VARIACAO Qrau de Soma dos Esperanca d’os_ guadrados
liberdade Quadrados médio

Entre variedades G-1 SSD(AG) n"o2 + n'of + 202 + o
Entre populac6es dentro de i 2 2 2
variedades P-G SSD(AP/WG) noj + 20f + o
Entre individuos dentro de 2 2
oopulacdes N-P SSD(AI/WP) 202 + 03
Dentro individuos N SSD(WI) o}
Total 2N-1 SSD(T) o2
Em que:

2 2 + ot + o2 2 of

€F5C=
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O programa STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard et al., 2000), que usa modelo de
agrupamento Bayesiano, foi utilizado para inferir o nimero de populag¢fes geneticamente
distintas (K). Esse modelo utiliza simulaces de MCMC (Monte Carlo via Cadeia de
Markov) para estimar a associacdo de grupo de cada individuo, assumindo equilibrio de
Hardy-Weinberg e de ligacdo dentro dos grupos, acasalamento ao acaso dentro das
populagdes e recombinacdo livre entre locos (Pritchard et al., 2000), sem suposicOes a
priori sobre os limites populacionais. Oito corridas independentes para cada K (1 a 30)
foram realizadas para avaliar a consisténcia dos resultados, utilizando o modelo de mistura
(admixture model), o qual assume que cada individuo pode ter ancestrais de mais de uma
populacdo, e frequéncias alélicas correlacionadas entre as populacdes. As simulacfes
foram feitas com um burn-in de 50.000 iteracdes, para minimizar o efeito da configuracédo
inicial, seguido por 1.000.000 iteracbes MCMC. O valor de K que melhor representou o
agrupamento dos individuos foi definido pelo patamar da distribuicdo de probabilidade a
posteriori, utilizando o método de DeltaK (Evanno et al., 2005) no programa
STRUCTURE HARVESTER v. 0.6.93 (Earl & VonHoldt, 2012). Para fazer a média das
réplicas das matrizes de coancestria, que foram geradas para um conjunto de dados, foi
utilizado o programa CLUMPP v. 1.1.2. (Jakobsson & Rosenberg, 2007). Neste programa
é gerada por permuta¢do uma matriz com maior correspondéncia possivel com as réplicas.
A construcdo do gréfico para visualizacdo do agrupamento dos individuos foi feita pelo
programa DISTRUCT (Rosenberg, 2003).

Na anélise de Coordenadas Principais (PCoA), implementada no programa R
pacote “ape”, foi utilizada a matriz de Fsr par-a-par para produzir um grafico de
coordenadas no qual as populacGes estdo representados por pontos no plano cartesiano
(Gower, 1966). Assim como as analises de agrupamento, esta analise permite visualizar o
nivel de diversidade genética das populacdes.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1 Diversidade alélica das variedades botanicas

A anélise pelo programa Micro-Checker (Van Oosterhout et al., 2004) indicou

evidéncia de alelos nulos, devido o excesso de homozigotos, e “stutter” para todos os locos
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de apenas trés populagdes, Brazilandia-MG, Diamantina-MS e Campo Grande-MS, e néo
evidenciou a presenca de “drouput” de alelos para nenhuma populagdo. De acordo com De
Woody et al. (2004), processos demograficos como endocruzamentos e efeito Wahlund
resultam em excessos de homozigotos em todos os locos, enquanto erros devido a “stutter”

e “drouput” e alelos nulos afetam apenas alguns locos.

Medeiros (2006) observou uma superestimacdo de alelos nulos para cinco
locos avaliados pelo programa MICRO-CHECKER (Van Oosterhout et al., 2004) com
excesso significativo de homozigotos em relacdo as frequéncias estimadas através da
analise de progénie de T. aurea. Dados similares foram obtidos por Bajay et al. (2011) em
vinte e seis locos SSRs desenvolvidos para mamona (Ricinus communis). Uma vez que a
analise do Programa MICRO-CHECKER ¢ feita para a populagédo através de um modelo
que assume Equilibrio de Hardy-Weinberg (Brookfield, 1996), e muitos locos desviaram
das frequéncias esperadas, a frequéncia de alelo nulo pode ter sido superestimada porque
esse modelo ndo desconta o excesso de homozigotos devido o endocruzamento. Em nosso
estudo é possivel que a presenca de alelos nulos em todos os locos em trés populacdes seja
devido a fatores comportamentais da espécie que podem ter contribuido para o excesso de

homozigotos, como o sistema reprodutivo e dispersdo de polen e sementes.

Todos os locos utilizados nas analises foram polimérficos e corroboram com as
premissas do equilibrio de Hardy-Weinberg (p < 0,001). Estudos de ligagdo entre locos sdo
importantes porque geralmente os locos detectados sdo utilizados para calcular médias
entre si, de forma que locos ligados tendem a gerar vicios nas estimativas, por aumentarem
0 peso de um padrdo observado no célculo da media entre locos. A maioria dos locos esta
em equilibrio de ligacdo, eles demonstraram ser independentes quando testado o
desequilibrio de ligacdo (p < 0,002381) (Apéndice C). Desta forma, esses locos nao-

associados sdo considerados ideais para os estudos de diversidade e estrutura genética.

Os sete locos microssatélites detectaram 157 alelos nas vinte e oito populagdes
de Hancornia speciosa, com média de 26,17 alelos por locos (Apéndice A e B). O nimero
de alelos (A) por locos variou de 6 (Hs30) e 7 (Hsll) alelos a 33 alelos (Hs05),
confirmando o alto conteudo de informagdo genética desse tipo de marcador para estudos
em espécies arbdreas tropicais. Costa (2013) estudando uma Unica populagdo de H.
speciosa encontrou 17,8 alelos por locos microssatélites, enquanto, Amorim et al., (2015)
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encontraram apenas 6 alelos por locos avaliando seis populagdes da variedade H. speciosa
var. speciosa no nordeste brasileiro. Valores similares foram encontrados em outras
especies florestais, incluindo Sextonia rubra (Veron et al., 2005), Eugenia dysenterica DC.
(Barbosa et al., 2015), Hymenaea courbaril Hayne (Carneiro et al., 2011), Manilkara
huberi Ducke(Azevedo et al., 2007), Hevea brasiliensis Aubl. (Gouvéa et al., 2010),
Bertholletia excelsa (Sujii et al., 2015), Caryocar brasiliense (Collevatti et al., 2001)e
Anacardium occidentale L.(Oliveira, 2014). As frequéncias alélicas (Apéndice B) e
numero de alelos de cada um dos sete locos microssatélites analisados foram representados

graficamente nas Figuras 3.2 e 3.3.

Ao agrupar os individuos de acordo com a variedade botanica a qual pertence,
a variedade que apresentou maior niumero de alelos foi avariedade gardinerii (150 alelos) e
0 menor numero de alelos foi verificado na variedade cuyabensis (101 alelos) (Figura 3.3).
Em todos os locos existiram casos de alelos com baixa frequéncia (< 0,01).
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Figura 3.2 Frequéncias alélicas dos sete locos microssatélites analisados por variedade boténica, estimados para 777 individuos de Hancornia
speciosa oriundos de 28 populagdes naturais
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Pode-se observar que todos os histogramas de distribuicdo das frequéncias dos alelos
demostraram padrdo unimodal ou bimodal em todos os locos, condizentes com o tipo de
evolugdo dos microssatélites (Schldtterer, 2000; Li et al., 2002; Oliveira et al., 2006). E

possivel ainda identificar os alelos privados em cada variedade (Figura 3.2).

35 4

1T

HsO1 Hs05 Hs06 Hs08 Hs11 Hs16 Hs30

M var. gardinerii  Mvar. pubescens i var.cuyabensis B var. speciosa

Figura 3.3 NUmero de alelos de cada um dos locos microssatélites analisados, estimados
para 777 individuos de quatro diferentes variedades botanicas de Hancornia
speciosa

Os alelos foram classificados de acordo com suas frequéncias e distribuicéo
entre as populagdes (Tabela 3.4). Os alelos comuns e intermedidrios (3 e 46,
respectivamente) se apresentaram em menor quantidade em relacdo aos alelos raros (108)
provavelmente devido as altas taxas de mutacdo dos microssatélites (Slatkin, 1995).
Valores como o apresentado nessa pesquisa foram encontrados em duas populagdes de
andiroba (Carapa guienensis) (Raposo et al., 2007) e em seis popula¢des de mata-mata
amarelo (Eschweilera coriacea) (Améncio, 2011). Foram observados ainda, 41 alelos

privados, destes, 100% foram classificados como raros.

Em estudos envolvendo frutiferas do Cerrado, foram encontrados resultados
semelhantes para a média da estimativa do nimero de alelos. Zucchi et al. (2003) em
estudo de caracterizacdo de estrutura genética de cagaita (Eugenia dysenterica) obteve um
namero médio de alelos de 10,43. Para araticum (Annona crassiflora) foi encontrado
numero médio de alelos de 19,3 (Pereira et al., 2008). No entanto, para lobeira (Solanum
lycocarpum) (Moura et al., 2011) e baru (Dypteryx alata VVogel) (Soares et al., 2012) foram

encontrados valores respectivamente inferiores 3,90 e 2,5. As estimativas séo
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relativamente baixas para o esperado para locos microssatélites que sdo multialélicos por
definicdo (Schlétterer, 2000). Em relagdo ao baru deve-se levar em consideracdo que o
baixo numero de alelos encontrados € tipico da espécie e considerado excecdo as

caracteristicas das nativas do Cerrado por esse motivo (Soares et al., 2012).

Tabela 3.4 Classificagdo do numero de alelos de acordo com sua frequéncia entre amostras
de Hancornia speciosa considerando sete locos microssatélites

Tipodealelos Hs01 HsO5 Hs06 Hs08 Hsll Hslé Hs30 Total

Raros

(< 0,05) 20 27 19 14 5 21 2 108
Intermediarios
(>0.05¢ < 0,2) 7 6 11 9 0 10 3 46
Comuns
(>02) 0 0 0 0 2 0 1 3

Verifica-se na Figura 3.4 e Tabela 3.5, que de um total de 157 alelos dos sete
locos avaliados, foram encontrados apenas 21 alelos privados por variedade botanica, em
que 5 alelos foram exclusivos de H. speciosa var. gardinerii, 10 alelos de H. speciosa var.
pubescens, 4 alelos de H. speciosa var. cuyabensis e 2 alelos de H. speciosa var. speciosa.
Quando analisadas por populacao, existem apenas 9 alelos privados, conforme Tabela 3.5.
Esses alelos privados por variedade e também por populacdo podem ser informativos para
diversos tipos de estudos genético-populacionais, em areas como ecologia molecular e
genética da conservacdo (Szpiech & Rosenberg, 2011). Slatkin (1995) e Slatkin & Barton
(1989) mostraram que os alelos privados podem contribuir como indicadores de fluxo
génico, encontrando emmodelos tedricos de estrutura populacional que a ocorréncia de
alelos privados estava relacionada ao numero médio de migrantes trocados por geracao
entre populacBes. Bajay et al. (2011) usando locos microssatélites, encontrou resultados
similares para trés populacfes de Ricinus communis, 0 que sugere que alelos privados séo

frequentes e podem indicar fluxo génico restrito.
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Figura 3.4 Namero de alelos privados por variedades botanica de um total de 157 alelos de
sete locos microssatélites em 28 populacbes de Hancornia speciosa

Tanto a riqueza alélica quanto a presenca de alelos raros sdo importantes na
tomada de decisBes conservacionistas. Neste trabalho, a alta porcentagem de alelos raros
encontrados nas populacdes indica o comprometimento das mesmas com a perda de
diversidade genética pela atuacdo de deriva genética. A porcentagem de alelos perdidos
(geralmente alelos raros) € o melhor indicativo para demonstrar a perda de variabilidade
genética em populacbes advindas de fragmentacdo (Kalinowski, 2004). A presenca de
alelos raros nas populacbes de H. speciosa estudadas comprova a importancia de se
conservar a maioria dos individuos amostrados, uma vez que esses alelos podem ser

importantes na contribuicdo da variabilidade genética da espécie.

Tabela 3.5 Alelos privados por populacdo de Hancornia speciosa e frequéncia com que

ocorrem
~ Freq.

Populagdo Loco  Alelos Alélictlza
HAScDIAMS Hs05 235 0,064
HASgFROMG Hs05 149 0,016
HASgPONTO Hs08 267 0,038
HASpAPAGO Hs08 271 0,028
HASgFROMG Hs11 123 0,031
HASgNATTO Hs16 153 0,016
HASgNATTO Hs16 151 0,032
HASsSROVBA Hs30 203 0,047

HASSROVBA Hs30 206 0,016
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3.3.2 Diversidade genética populacional

Os resultados das analises de caracterizacdo genética das 28 populagdes estdo
na Tabela 3.6. Em média, foram analisados cerca de 32 individuos por populacdo. Todos
os locos foram polimorficos, sendo que o nimero medio de alelos por loco variou de 4,757
(HASgMUTGO) a 13,142 (HASgBRAMG), com uma média de 8,918 alelos/loco. A
riqueza alélica (Ar) média foi de 4,295, sendo que o menor valor encontrado foi de 3,263
em uma populacao da variedade H. speciosa var. gardinerii (HASgFROMG) e o maior foi
de 4,892 encontrada na populacdo de HASpJARGO, variedade H. speciosa var. pubescens.
Os valores médios de heterozigosidade esperada (He) e observada (Ho) foram,
respectivamente, 0,704 e 0,636, sendo que o menor indice de diversidade genética (He)
ocorreu na populacao de Fronteiras-MG (0,559) e 0 maior ocorreu em Jaragua-GO (0,776).
Esses valores indicam que a espécie apresenta uma elevada diversidade genética para o0s
marcadores avaliados e para todas as variedades botanicas. A variedade boténica H.
speciosa var. pubesnces foi a que apresentou maior diversidade (0,737), enquanto que a
variedade H. speciosa var. speciosa apresentou menor diversidade genética (0,677).
Quando os valores médios de diversidade genética (He e Ho) sdo comparados por variedade

botanica, segundo o teste de permutacdo, ndo é observada diferenca significativa.

Poucos estudos foram realizados com populac@es de H. speciosa com base em
marcadores moleculares microssatelites (Moura et al., 2011; Silva et al., 2012; Rodrigues
et al., 2015; Amorim et al., 2015). No entanto, os resultados destes estudos tém mostrado
altos niveis de diversidade genética entre populagdes, sugerindo que um grande numero de

populacdes devem ser tomadas para a conservacao genética das espécies.

Quando as populacGes, desprezando a estrutura de variedade botanica, séo
comparadas, foi observada diferenca significativa entre os valores da heterozigosidade
observada (Ho) e heterozigosidade esperada (He) pelo Equilibrio de Hardy-Weinberg para a
maioria das populagdes analisadas, resultando em valores de f significativos (Tabela 3.6).
Os resultados obtidos para o indice de fixacao (f) para cada populacao variaram de -0,087 a
0,215, com um valor médio de 0,098 para a variedade H. speciosa var. gardinerii, 0,078
para a H. speciosa var. pubescens, 0,119 para a H. speciosa var. speciosa e 0,130 para a H.
speciosa var. cuyabensis. O indice de fixacdo intrapopulacional (f = Fis) global para todas
as populacées foi de 0.099, pelo processo da analise de variancia obteve-se f = 0.103
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(p<0,027). Estes resultados, juntamente com os testes exatos de Fisher para teste de
aderéncia ao Equilibrio de Hardy-Weinberg (Apéndice B), indicam que apesar do sistema
reprodutivo auto-incompativel, o acasalamento entre individuos aparentados pode
desempenhar um papel importante na diferenciacdo genética H. speciosa. Esses resultados
corroboram com o recente estudo de Amorim et al. (2015), com a variedade tipica H.
speciosa var. speciosa na regido do nordeste brasilieiro, no qualo indice de fixacdo
intrapopulacional (f) positivo presente em todas as popula¢des indica endogamia resultante

do cruzamento entre individuos aparentados.

Os estudos do sistema reprodutivo da espécie e dos padrdes de dispersdo de
polen e sementes sdo fundamentais para a endogamia nas populacées. A mangabeira com
sistema de auto-incompatibilidade bem definido (Costa, 2013 e Olevatti, 2013) necessita
de polinizadores com pecas bucais longas que garantam a polinizacéo cruzada para formar
os frutos. As flores brancas, hipocrateriformes, emitem forte perfume adocicado durante a
antese noturna que atrai esfingideos de varias espécies durante a noite (Darrault;
Schilndwein, 2005, 2006). De manhd, flores sdo visitadas por borboletas Hesperiidae
abelhas Euglossini. Grande quantidade de poélen que adere as pecas bucais ap0s a visita é
removida durante uma Unica busca de néctar nas flores. O aparelho de polinizacao
altamente eficiente garante, em apenas uma visita, a transferéncia de pdlen em quantidade
suficiente para fecundar os numerosos 6vulos. A baixas abundancias de polinizadores,
visitas florais subsequentes na mesma copa, durante a floracdo macica da mangabeira,
podem ser responsaveis pela baixa taxa de frutificacio e endogamia gerada por
cruzamentos entre individuos aparentados (Oliveira et al., 2014). Ja a dispersdo de frutos se
da por grandes mamiferos e aves que, provavelmente, enterram as sementes do mesmo
fruto em locais mais distantes da populagéo original, ocasionando também uma engodamia

significativa.

Os valores de heterozigozidade esperada superior a observada corroboram com
trabalhos de outras frutiferas do Cerrado. Para Annona crassiflora, Pereira et al. (2008)
obteve os valores de heterozigozidade esperada (He) e observada (Ho) de, respectivamente,
0,906 e 0,805. Para Dypteryx alata VVogel, Soares (2008) estimou 0s mesmos parametros
em 0,226 e 0,221, respectivamente. Em contrapartida alguns trabalhos de caracterizacéo da
estrutura genética de populacdes naturais de frutiferas do Cerrado encontraram valores de

Ho maiores que He (Zucchi et al., 2003; Moura, 2007), o que indica a presenca de mais
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heterozigotos nas populacfes estudadas do que o esperado pelo equilibrio de Hardy-
Weinberg.

A diversidade genética observada neste trabalho referente as vinte e oito
populacdes de H. speciosa pode ser considerada alta (He= 0,704). Considerando outras
espécies que também ocorrem no Cerrado, a diversidade genética de H. speciosa esta entre
os valores encontrados (ver Collevatti et al., 2001; Zucchi et al., 2003; Martins et al., 2006;
Ciampi et al., 2008; Pereira et al., 2008; Soares et al., 2008; Batistini et al., 2009; Feres et
al., 2009; Rabelo et al., 2011; Telles et al., 2013; Barbosa et al., 2015). Sendo que, H.
speciosa apresentou valor similar ao encontrado em estudo realizado com 18 locos
microssatélites para seis populacfes de Euterpe edulis (He = 0,730; Gaiotto, 2003) e oito
locos microssatélites para vinte populacfes de A. occidentale (He = 0,750; Oliveira, 2014)
uma caracteristica comum entre estas duas espécies é que ambas possuem sistema
reprodutivo predominantemente alégamo. A diversidade genética da espécie Caryocar
brasiliense (He = 0,856; Collevatti et al., 2001) foi maior que o de H. speciosa e de todas as
outras espécies do Cerrado ja estudadas. Um dos fatores que pode ter contribuido para este
resultado, ¢ o fato de Caryocar brasiliense ter sistema reprodutivo também do tipo
alégamo. Estes resultados evidenciam a forte influéncia do sistema reprodutivo na

composicao genética das populacées.

Quando os valores médios de diversidade genética (He), heterozigozidade
observada (Ho), coeficiente de endogamia intrapopulacional (f) e riqueza alélica (Ar) foram
comparadas por variedades botanicas, através do teste de permutacdo, essas estimativas
ndo foram significativas, demonstrando que ndo ha diferenca desses parametros genéticos
quando comparados por variedade. Esses resultados sdo consistentes com os Olevatti
(2013) para a colecdo de germoplasma da Universidade Federal de Goias de H. speciosa.
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Tabela 3.6 Caracterizacao genética de 28 populacdes de Hancornia speciosa baseados em
sete locos microssatélites

Populacao N A Ar He Ho F
HASgPIRGO 33 9,714 4,285 0,677 0,628 0,074*
HASgPORGO 32 7,124 3,471 0,640 0,615  0,040M8

HASgMATGO 33 10,857 4,483 0,769 0,757 0,016
HASGNATTO 32 11,285 4,366 0,673 0,991 0,124*
HASgPONTO 32 12,285 4,712 0,751 0,683 0,092*
HASgBRAMG 32 13,142 4,814 0,712 0,661 0,073*
HASgCOCMT 14 8,857 4,608 0,763 0,721 0,057*
HASgFANGO 18 10,285 4,731 0,761 0,690 0,096*

HASgFROMG 32 6,857 3,263 0,559 0,482  0,139*
HASgPEDMG 32 9,285 3,680 0,603 0519  0,142*
HASQSELMS 33 8,142 4,105 0,689 0542  0,215*
HASgMCAMG 19 9,000 4,330 0,715 0,584  0,187*
HASgMUTGO 6 4,571 4,571 0,765 0,821  -0,087NS
HASQIARGO 32 9,428 4,395 0,726 0,652  0,104*

Média var. gardinerii 380 9,274 4,237 0,697 0,631 0,098*

HASpPAPAGO 23 9,714 4,621 0,693 0,557  0,200*
HASpPJARGO 32 12,428 4,892 0,776 0,759  0,022NS
HASpMUTGO 26 11,142 4,761 0,760 0,717  0,059*
HASpFANGO 14 8,428 4,563 0,761 0,712  0,066*
HASpCOCMT 18 10,000 4,623 0,766 0,738  0,038"S

HASpNIQGO 33 11,714 4,406 0,667 0,611 0,085*
Meédia var. pubescens 146 10,571 4,644 0,737 0,682 0,078*

HASSIAPMG 32 7,857 3,465 0,599 0,617  -0,031Ns
HASsSPIPMG 33 11,428 4,726 0,746 0,544 0,274*
HASsSROVBA 32 10,714 4,287 0,687 0,651 0,054*
Média var. speciosa 97 9,999 4,159 0,677 0,604 0,119*
HASCCHGMT 32 9,714 4,023 0,674 0,619 0,082*
HAScCAGMS 32 8,714 4,002 0,685 0,616 0,102*
HAScDIAMS 33 10,142 4,554 0,778 0,631 0,192*
HASgGCAMT 25 8,285 3,734 0,646 0,519 0,200*
HASCcSTAMS 32 7,571 3,789 0,666 0,571 0,144*
Média var. cuyabensis 154 9,035 4,092 0,701 0,609 0,130
Média - 8,918 4,295 0,704 0,636 0,099*

n: nimero médio de individuos analisados nas populagfes, A: nimero médio de alelos por loco polimérfico,
Ar: riqueza alélica média, He: frequéncia esperada de heterozigotos, Ho: frequéncia observada de
heterozigotos e f: indice de fixacdo intrapopulacional, * significativo para 5%, NS ndo significativo para 5%
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Quando se correlacionam as medidas de diversidade genética (He e Ar) com a
latitude e longitude, h& evidéncias de que popula¢des localizadas na borda da area de
estudo apresentam maiores valores de He e Ar (He - r = 0,346 e p-valor = 0,043; Ar - r =
0,494 e p-valor = 0,012) (Tabela 3.7). O coeficiente de endogamia intrapopulacional (f)
ndo apresentou nenhum padrdo de distribuicdo geografica, as correlacbes ndo foram
significativas. Esses resultados sdo similares aos encontrados por Oliveira (2014) para

cajuzinho do cerrado.

Tabela 3.7 Correlag@es lineares, com r de Pearson, entre parametros genéticos (Ho, He, Ar
e f) de vinte e oito populacGes de Hancornia speciosa do Cerrado com a
Latitude e a Longitude

Parametro Correlacdo de Person (r)

Latitude Longitude
He 0,346* 0,104
F 0,288 0,122
Ar 0,494* 0,289

* Valor de p = 0,05. Ar - riqueza alélica; He - diversidade genética; f - coeficiente de endogamia

3.3.3 Divergéncia genética entre variedades botanicas

A primeira andlise da varidancia molecular (AMOVA) estimou a particdo da
diversidade genética total de forma hierarquica entre e dentro das variedades botanicas de H.
speciosa, detectando uma estimativa global de Fst = 0,131 (p < 0,001, com 5.000
permutacdes), ou seja 13,12% da variacdo total se encontra entre as populagdes, sendo que
destes, apenas 2,75% referem-se a variacdo entre variedades (Fcr) e 10,37% a variacdo
entre populacgdes dentro de variedades (Fsc). Deste modo, para cada variedade, pode-se
verificar que 89,63% da variancia genética se encontram no componente intrapopulacional.
Se for desconsiderado o efeito da variedade o componente da variancia genética
intrapopulacional passa a assumir um valor igual 86,88%. Assim, apesar da variacdo entre
variedades ser significativa (Fct = 0,027; p=0,017) a maior diferenciacdo estd entre
populacdes dentro de variedades (Fsc= 0,104; p<0,001) e em populagdes independentes
das variedades (Fst = 0,131; p<0.001) (Tabela 3.8).
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Tabela 3.8 Analise de variancia molecular (AMOVA) para 777 individuos de populagdes
naturais de Hancornia speciosa com dados de 7 locos microssatélites. Os
individuos foram avaliados quanto a variedade boténica as quais pertencem (H.
speciosa var. pubescens; var. gardnerii; var. speciosa; var. cuyabensis)

Fonte de Variagio Grausde Somados Componentes Variacéo

liberdade Quadrados de variédncia (%)
Entre variedades 3 133,023 0,074 2,75
Entre populagdes/dentro de variedades 24 425,981 0,278 10,37
Entre individuos/dentro de populacGes 749 1892,042 0,194 7,22
Dentro de individuos 777 1661,500 2,138 79,66
Total 1553 4112,546 2,684 100,00

Estudo realizado por DeBoer & Stacy (2013) com Metrosideros polymorpha,
revelou uma variacdo genética significativa entre as variedades botanicas polymorpha,
glaberrima e incana (2,77%) e 86,02% de variacdo entre populacdes dentro de individuos.
Ja os resultados de Braga (2015), ao analisar a variacdo genética hierarquica de jotoba do
Cerrado (Hymenaea stigonocarpa), mostraram que 82,03% da variacdo total foram
encontrados na fonte de variacdo de individuos e 8,17% sdo explicados pelo componente

entre as variedades botanicas.

Os baixos valores de estruturacdo da variabilidade genética entre variedades
estdo de acordo com o0 esperado, uma vez que as mesmas podem realizar fecundagéo
cruzada entre si, sem impedimentos, permitindo a ocorréncia de fluxo génico atual entre as
populacdes das variedades botanicas (Olevatti, 2013 e Costa, 2013). Neste sentido, uma
explicacdo possivel para a similaridade genética compartilhada entre as populacdes dessas
variedades é o efeito fundador compartilhado por populagbes ancestrais, que esta
refletindo, portanto, um fluxo génico histérico (Telles et al. 2010).

A segunda analise da variancia molecular (AMOVA) foi utilizada para detectar
a variagdo genetica dentro e entre os grupos previamente estabelecidos pelo agrupamento
Bayesiano do STRUCTURE com K=4 (resultados a seguir). Neste caso, os resultados
revelaram 13,92% da variabilidade genética se encontra entre e dentro de grupos (Fst =
0,143), e 86,08% dentro de populagdes (Tabela 3.9). Esses resultados s&o comuns quando
se analisa outros trabalhos com especies de fecundagdo cruzada (Branddo, 2008;
Fernandes, 2008; Gillies et al., 1999, Goulart et al., 2005; Renau-Morata et al., 2005).
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Na terceira analise, foram realizadas tré&s AMOVAs comparativas entre as
diferentes variedades boténicas. Os resultados sdéo mostrados na Tabela 3.9 e evidenciam
que ndo houve diferenca significativa entre os grupos quando se agrupam os individuos das
variedades H. speciosa var. gardinerri x demais (Fcr = 0,005; p = 0,086), H. speciosa var.
pubescens x demais (Fct = -0,004; p = 0,872 ) e H. speciosa var. cuyabensis x demais (Fcrt
= 0,004; p = 0,214) e que a maior variacdo ocorreu dentro de populagdes para todos 0s
agrupamentos (> 80%). No entanto, quando se compara as populaces que possuem
individuos representantes da variedade H. speciosa var. speciosa com as populacfes que
possuem representantes das outras variedades ha uma variagdo genética significativa (Fcr
=0,074; p < 0,0001).

Esses resultados contrastam com os encontrados por Moura et al., 2008, que
chegaram a conclusdo que existe variacdo significativa detectada por marcador RAPD
entre as variedades H. speciosa var. pubescens e H. speciosa var. gardinerii, porém, ndo
houve diferenca significativa entre os grupos (H. speciosa var. speciosa x H. speciosa var.
pubescens e H. speciosa var. gardinerii). Ganga (2008) ao trabalhar com progénies da
colecdo de germoplasma de magabeira observou também elevados niveis de variagdo
fenotipica quanto a caracteres de frutos, em que a maioria dessa variacdo estd entre
populacdes e entre variedades botanicas. No entanto, os resultados deste trabalho tornam-
se mais apurados, pois utiliza como marcador molecular os microssatélites, além de

apresentar maior niamero de individuos por variedade botanica.

A propor¢cdo da variacdo genética entre as populacbes é similar para as
estimativas de Gst (0,120), Rst (0,253) e Fst(0,126) confirmando a estrutura genética entre
as populagdes, assim como observado para Swietenia macrophylla King (LEMES et al.,
2003), Minquartia guianensis Aubl. (FARIAS, 2010), Carapa guianensis (VERAS, 2011)
com marcadores microssatélites. O valor de estruturacdo de populagdes embora seja
considerado moderadamente alto (ver Fst na Tabela 3.8) em todos os agrupamentos
realizados, &€ muito semelhante aos encontrados na literatura para outras espécies de plantas
do cerrado (Telles et al. 2001, Collevatti et al. 2001, Zucchi et al. 2005, Soares et al.
2008).

Assim, as AMOVAs evidenciaram uma pequena diferenciacdo genética entre

as variedades botanicas de mangabeira, e isto € um dado importante para estudos
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taxondmicos, pois esse polimorfismo infraespecifico pode influenciar no comportamento
populacional desta espécie. Além do mais, a variedade boténica H. speciosa var. speciosa
mostrou forte diferenciacdo genética entre todas as outras populacfes e isso sugere baixo

fluxo génico entre individuos dessa variedade com as demais.

Tabela 3.9 Analises de variancia molecular comparativa das quatro variedades botanicas
de Hancornia speciosa e do agrupamento gerado pela inferéncia Bayesiana

Entre populagdes

Entre grupos dentro de grupos

Dentro de populacgdes
Grupos

Va % Fer Va % Fsc Va % Fst

Agrupamento Bayesiano 0,148 547 0,054 0,229 8,45 0,089 2,332 86,08 0,143
Var. gardineriii x demais var. 0,013 0,45 0,005™ 0,346 12,36 0,124 2,440 87,18 0,123
Var. cuyabensis x demaisvar. 0,012 0,42 0,004™ 0,349 1247 0,125 2441 87,11 0,129
Var. pubescens x demais var. -0,012 -0,43 -0,004™ 0,356 12,79 0,123 2,442 87,64 0,117
Var. speciosa x demais var. 0,220 7,43 0,074 0,302 10,19 0,110 2,442 82,37 0,184

Var = componente de Covariancia , % = porcentagem da variancia genética global e estatisticas F (Fcr, Fsc,
Fsr) apropriado para cada nivel de comparacdo. ™ = nao siginificativo.

Os valores de Fst linealizado obtidos para cada par de populagfes pela
AMOVA (ApéndiceD) foram altos e significativos (P < 0,0001), evidenciando alta
diferenciacdo genética entre as populacfes amostradas. Esses valores corroboram com as
analises de variancia molecular realizadas e mostram que a variedade H. speciosa var.
speciosa é contrastante em relacdo as demais, juntamente com duas outras populagoes,

Porto Nacional-TO e Natividade-TO, que apresentaram valores elevados de Fsr.

Com base na inferéncia Bayesiana, 0 método Evanno et al. (2005) indicou K=4
(média de In[Pr(X/X)] = -22402,067+ 4,06) como sendo o numero ideal de grupos que
representam a diferenciacdo genética das populacdes (Figura 3.5). Embora as populacdes
da variedade H. speciosa var. speciosa tenham originado um grupo separado, a formacao
de outros trés grupos ndo muito claros evidenciam a alta diversidade genética dentro de
cada populacio de H. speciosa. E possivel observar ainda, que as populagdes H. speciosa
var. cuyabensis também se agruparam, porem, juntamente com a populacéo de Portelandia-
GO, cujos individuos pertencem a variedade H. speciosa var. gardinerri. Quanto as
variedades H. speciosa var. gardinerri e H. speciosa var. pubescens estas ndo formaram

grupos nitidos (Figura 3.7).



57

Para obter resultados que discriminem melhor a estruturacdo genética existente,
foi empregado também o segundo maior valor de AK (K=3) (Figura 3.5). Considerando
K=3 (média de In[Pr(X/X)] = -22987,657+ 2,98), foi possivel confirmar a diferenciacdo
existente entre a variedade H. speciosa var. speciosa, que estdo mais afastadas
geograficamente, e as demais variedades ocupando a regido mais centro-periférica do
bioma Cerrado (Figura 3.7). Esta diferenciagdo € esperada quando esta segue o padrdo de

isolamento por distancia, como o obtido pelo do teste de Mantel (ver resultado a seguir).

DeltakK = mean(|L"(K)|) / sd(L({K))
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Figura 3.5 Valores de AK para o nimero de populacdes (K) mais verossimil. Dois é o
namero de populagdes mais provavel

A anélise de coordenadas principais (Figura 2.3) foi parcialmente concordante
com a estrutura observada nas analises de agrupamentos e na AMOVA. Ela mostrou que
58% da variacdo estd acumulada nos seus dois eixos, revelando a existéncia de
variabilidade genética significativa entre as populac@es, indicando ainda, maior isolamento
das populacdes da variedade H. speciosa var. speciosa e das popula¢des de Fronteiras-MG,
Perdizes-MG e Portelandia-GO. Além da proximidade das populagdes das variedades H.

speciosa var. gardinerii e H. speciosa var. pubescens.

A distribuicéo dos individuos por meio da analise de PCoA, obtida pelo Fst par
a par (Apéndice D), foi consistente com os resultados da inferéncia Bayesiana. A analise
mais criteriosa do grafico de ordenacdo evidenciou que as populagbes da variedade H.

speciosa var. speciosa se firmaram como as mais distantes das outras. Enquanto que, sobre
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as demais, a homogeneidade dos seus parametros é alta a ponto de ndo permitir que a
andlise aqui utilizada discrimine grupos fracamente estabelecidos. Ainda que ndo tenha
sido possivel definir com clareza o nimero de grupos genéticos existentes nas populagoes,
a estruturacdo genética foi corroborada pelo teste de atribuicdo dos individuos, no qual as
populagdes de H. speciosa var. speciosa estdo mais afastadas geneticamente das demais
variedades. Paralelamente, os resultados da AMOVA hierérquica sugerem a presenca de
dois grupos genéticos distintos, confirmando novamente o grau de diferenciacdo das

populacgdes.
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Figura 3.6 Andlise de Coordenadas Principais (PCoA) para 28 populacbes de Hancornia
speciosa do Cerrado brasileiro utilizando marcadores microssatélites

A variacdo genética encontrada para as variedades botanicas é pequena quando
comparadas com a grande variacdo fenotipica que essas variedades exibem no Cerrado
(Ganga et al., 2009, 2010). Essa variacdo fenotipica pode ser explicada em parte pela
plasticidade fenotipica que as variedades botanicas de mangabeira apresentam. A
plasticidade fenotipica é um fenbBmeno comum entre as plantas (Hall et al., 1996; Pigliucci,
2001; Sultan, 2003; Schlichting & Wund, 2014; Forsman, 2015) e pode ser definida como
a capacidade de um gendtipo unico exibir uma gama de fenotipos em resposta a variagcao

no ambiente (Pigliucci, 2001).
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Dessa maneira, a complexidade de ambientes do Cerrado pode favorecer a
expressdo da plasticidade fenotipica em resposta a heterogeneidade das condicdes
ambientais em Hancornia speciosa. Assim, pela plasticidade fenotipica o organismo altera
seu fenotipo sem a necessidade de que essas modificacdes sejam genéticas (Bradshaw,
1965 e Vlot & Bachmann, 1991). Freitas (2012) afirma que um pressuposto para o melhor
entendimento e aplicabilidade deste fenbmeno é o conhecimento quanto as estratégias da
planta frente a heterogeneidade ambiental. Desta forma, estudos que venham a abordar
variacdes anatdmicas e histoquimicas de uma determinada da espécie em questao, frente a
variacbes no ambiente, sdo pontos-chave para o conhecimento quanto as estratégias

adotadas pela planta para se manter em ambientes diversos.
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de Hancornia speciosa do Cerrado, com base na

oes

de grupos genéticos para individuos de vinte e oito populag

estatistica Bayesiana. Cada linha vertical indica um individuo e as cores sdo os coeficientes de coancestria para cada grupo
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CONCLUSOES

Existe elevada variabilidade genética, entre as populacGes de H. speciosa e entre 0s
individuos dentro das variedades botanicas, para os marcadores microssatélites
avaliados;

Os valores médios de diversidade genética, heterozigozidade observada,
coeficiente de endogamia intrapopulacional e riqueza alélica ndo foram
significativos, demonstrando que ndo ha diferenca desses parametros genéticos
guando comparadas as variedades botanicas de H. speciosa;

Apesar da variacdo genética entre variedades boténicas ser significativa, a
maior diferenciacdo esta entre populagdes dentro de variedades e em
populacdes independentes das variedades;

A endogamia nas populacdes de H. speciosa é devida exclusivamente aos
cruzamentos entre individuos aparentados, evidenciando o comportamento de
forrageamento dos polinizadores e dispersores e do sistema de auto-
incompatibilidade da espécie;

H& uma variacdo genética significativa entre a variedade H. speciosa var.
speciosa em relacdo as demais variedades botanicas de H. speciosa;

A variedade H. speciosa var. speciosa se apresenta com a variedade botanica
geneticamente mais divergente, seguida da variedade H. speciosa var.
cuyabensis;

A plasticidade fenotipica pode estar contribuindo para diferenciacdo fenotipica
entre as variedades boténicas.



4 Capitulo 2: ESTRUTURA GENETICA POPULACIONAL E PADRAO
ESPACIAL EM Hancornia speciosa (APOCYNACEAE)

RESUMO

O conhecimento da variabilidade genética de populacBes naturais e 0 modo como essa
variabilidade esta estruturada dentro e entre essas populacdes € um dos principais temas da
genética de populacdes de plantas. Tais estudos sdo importantes porque permitem a
avaliacdo de processos microevolutivos e também servem como auxilio ao adotar
estratégias de conservacdao (in situ e ex situ). Assim, o objetivo desse trabalho foi estimar a
variabilidade e estrutura genética, bem como avaliar o padrdo espacial da variabilidade
entre populacdes de Hancornia speciosa. Neste estudo foram avaliadas 24 populagdes de
mangabeira com o0 uso de sete locos de marcadores microssatélites. A partir da analise da
variabilidade genética foram encontrados os seguintes resultados: em média, foram
analisados aproximadamente 32 individuos por populacéo, o indice de fixacao (f) para cada
populagéo variaram de 0,042 a 0,157, com um valor global de 0,103, indicando excesso de
homozigotos em relacéo as frequéncias esperadas sob EHW. As estatisticas F foram: Fst=
0,126 (Rst = 0,253), e Fir = 0,217, mostrando que existe alta diferenciacdo genética entre
essas populacdes, quando comparada com outras espécies tropicais. A analise do padrédo
espacial entre as populacdes foi realizada mediante técnicas de autocorrelacdo espacial e
teste de Mantel, mostrando que a divergéncia genética das 24 populacbes avaliadas esta
estruturada no espaco (r = 0,427; p < 0,001), sugerindo processos estocasticos de
divergéncia genética entre populacdes, como o modelo de isolamento-por-distancia ou
stepping-stone. Isso sugere maior similaridade genética entre individuos mais proximos do
que entre os individuos mais distantes, favorecendo a agregacdo desses individuos em
estrutura de familias. Além disso, 0 modelo de isolamento-por-distancia sugere equilibrio
entre os processos de dispersdo e deriva para a estrutura genética espacial. As populagdes
com distancia de até 280 metros sdo mais semelhantes que o esperado ao acaso.

Palavras-chave: variabilidade genética, padrao espacial, microssatélites, estatisticas-F
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ABSTRACT

Knowledge of the genetic variability of natural populations and how this variability is
structured within and between populations is a major theme of the genetics of plant
populations. Such studies are important because they allow the assessment of micro-
evolutionary processes and also serve as an aid to adopt conservation strategies (in situ and
ex situ). The objective of this study was to estimate the variability and genetic structure and
evaluate the spatial pattern of variability among populations Hancornia speciosa. This
study included 24 populations of mangabeira using seven microsatellite loci markers. From
the genetic variability analysis the following results were found: on average, approximately
analyzed 32 individuals per population, the fixation index (f) for each population ranged
from 0.042 to 0.157, with a total value of 0.103, indicating excess homozygous with
respect to the frequencies expected under HWE. The F statistics were Fst = 0.126 (Rst =
0.253), and Fir = 0.217, showing that there is a high genetic differentiation between the
populations compared with other tropical species. The analysis of spatial pattern among
populations was performed using spatial autocorrelation techniques and Mantel test,
showing that the genetic diversity of 24 populations assessed are structured in space (r =
0.427; p <0.001), suggesting stochastic processes of genetic divergence between
populations, such as the model insulation-per-distance or stepping-stone. This suggests
greater genetic similarity between individuals closer than between more distant
individuals, favoring aggregation of these individuals in family structure. Moreover, the
model-by-insulation distance suggests balance between the dispersion and drift processes
for the spatial genetic structure. Populations with distance up to 280 meters are more
similar than expected by chance.

Keywords: genetic variability, spatial pattern, microsatellites, statistics-F
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41 INTRODUCAO

A estrutura genética € definida, de acordo com Brown (1978), como sendo a
forma pela qual a variabilidade genética é distribuida entre e dentro dos niveis hierarquicos
de subdivisdo de uma populacdo. Para Hamrick (1982) o desenvolvimento e a manutencgao
da estrutura genética ocorrem devido as interagdes de um conjunto complexo de fatores
evolutivos, como variacdo no conjunto génico, organizacdo desta variacdo dentro de
gendtipos, distribuicdo espacial dos gendtipos, sistema de reproducdo, selecdo natural,
deriva, mutagéo, eventos casuais e processos de crescimento, mortalidade e reposi¢do dos
individuos que dardo origem as populagdes futuras. Todos esses fatores interferem na
distribuicdo heterogénea, ndo aleatoria, dos alelos e gendtipos no espaco e tempo. Dessa
forma, a estrutura genética de populacoes refere-se a heterogeneidade na distribuicdo dos

genotipos e do grau de endogamia dentro e entre populacdes (Nason & Hamrick, 1997).

H& uma série de abordagens utilizadas para quantificar e visualizar a estrutura
genética de populacdes: as estatisticas-F (Wright, 1951), diversidade génica (Nei, 1973) e
os coeficientes de coancestria de Cockerham (Cockerham, 1969). Em funcdo do modelo de
Wright (1950) e de Nei (1973) ndo considerarem o erro associado a amostragem, eles
tendem a ser viciados, sendo tanto maiores quanto menor for o tamanho da amostra. Mas,
as trés metodologias possuem bases genéticas similares e se complementam em relacdo ao
significado bioldgico das estimativas obtidas. Desta forma, as estatisticas-F permitem a
caracterizacdo da distribuicdo da variabilidade genética entre as populaces (Fsrt), dos
niveis médios de endogamia ao nivel populacional (Fis) e da endogamia total (Fit). J& 0s
coeficientes de coancestria (6) permitem a avaliacdo da divergéncia em diferentes niveis de
hierarquia, alem de possibilitar a obtencdo de estimativas de endogamia, a partir de uma
base ndo viesada.

A andlise dos padrbes geograficos na variacdo genética tem sido uma das
ferramentas mais importantes para compreender 0s processos ecoldgicos e evolutivos
subjacentes a estrutura das populacdes e como eles geram a diversidade biolégica (Diniz-
Filho & Telles, 2002; Guillot et al., 2009; Wagner & Fortin, 2013). Além disso, o
componente geografico dos processos subjacentes a estrutura genética populacional e a
diversidade implicam em quais estratégias de conservacao deve se incorporar neste nivel

hierarquico (ou seja, de populacfes), garantindo uma representagdo mais abrangente da
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variacdo intraespecifica (Diniz-Filho & Telles, 2002; Pearse & Crandall, 2004; Jose
Alexandre Felizola Diniz-Filho et al., 2012). Medidas de diferenciacdo genética, obtidas
pelo Fst e outras estatisticas comparaveis (Neigel, 2002; Holsinger & Weir, 2009), relata
implicitamente possibilidades de heterogeneidade espacial que possa ser responsavel pela
variabilidade genética (Diniz-Filho et al., 2014). Essas abordagens estatisticas sdo Uteis
para avaliar a estruturacdo genética populacional, além de indicar o quanto o fluxo génico
e a deriva genética contribuem para essa estruturacdo, sugerindo evidéncias de como o

espaco geogréafico pode interferir na subdivisao populacional.

A estrutura genética espacial em populagdes naturais de plantas, portanto,
refere-se a distribuicdo espacial heterogénea dos gendtipos nessas populacdes (Vekemans
& Hardy, 2004) e geralmente é resultado de uma limitada dispersdo de genes, via polen e
sementes (Moura et al., 2009). Estudos que avaliam os padrdes espaciais da variagdo
genética de uma espécie permitem inferir os provaveis processos microevolutivos que
estdo atuando na diferenciacdo genética dessas populacbes, fornecendo subsidios para

trabalhos futuros de conservagdo, manejo e programas de melhoramento genético.

Anélises que avaliam a estrutura genética espacial das populacdes trabalham
com distancias genéticas e geogréaficas e buscam avaliar como a variabilidade genética se
organiza num continuo geogréafico (Diniz-Filho & Telles, 2002). Em teoria é esperado que
populacbes proximas geograficamente tendem a ser semelhantes geneticamente, pois ha
mais trocas de alelos entre populacdes proximas, facilitadas pela disperséo e fluxo génico
intenso. Muitas metodologias estatisticas sdo aplicaveis para estudar dados que utilizam
métricas de distancias para responder a proximidade genética entre as populacdes e
possibilita relacionar os padrdes encontrados com processos ecoldgicos (Guillot et al.,
2009).

Devido as dificuldades de amostragem em populac¢fes naturais, a maioria dos
estudos de padrdo geografico da variacdo genética € limitada a um numero relativamente
pequeno de amostras a partir de uma distribuicdo geografica restrita (Barbosa et al., 2015).
Além do baixo poder estatistico esperado na estimativa de parametros, esta amostragem
restrita pode fornecer estimativas tendenciosas de padroes geograficos na diferenciacéo das
populages, levando inferéncias sobre processos ecologicos e evolutivos que conduzem

padrdes equivocados, e falha na definicdo de estratégias eficientes para a conservacao da



66

diversidade genética. De fato, muitos estudos (Pan et al., 2014; Blakney et al., 2014;
Zhihao & Mingli, 2014; Barbosa et al., 2015) tém tentado destacar a importancia dos
estudos de larga-escala para fornecer uma melhor compreensédo sobre a relacdo do espaco

geografico nos processos de diferenciacdo populacional.

Ha& na literatura alguns estudos genético-populacionais relacionados a espécie
Hancornia speciosa Gomes, que avaliam a diversidade e estrutura genética de populacdes
dessa espécie. Martins et al. (2012) analisaram a diversidade e estrutura genética de seis
populagdes naturais de H. speciosa do nordeste brasileiro mediante 0 uso de isoenzimas.
Capinan (2007) estudou trés populacbes de mangabeiras nativas oriundas de trés regiées do
Estado da Bahia, com 32 iniciadores RAPD. J& Moura et al. (2011) desenvolveu um trabalho
com oito populacdes naturais de mangabeira no Cerrado provenientes de trés regides (Minas
Gerais, Goiés e Bahia), avaliadas por marcadores moleculares RAPD. Amorim et al. (2015)
avaliaram a diversidade genética e estrutura das populacdes remanescentes de mangabeira em
trés estados do Nordeste do Brasil (Ceara, Pernambuco e Sergipe), utilizando marcadores
microssatélites para auxiliar no estabelecimento de estratégias de conservacao in situ e ex situ.
Nesses estudos foi encontrada alta diversidade genética, estrutura de populacGes e, em
alguns desses trabalhos, uma forte correlacdo entre as distancias genéticas e geogréficas,
coerente com o modelo microevolutivo de isolamento-por-distancia. No entanto, todos
esses trabalhos sdo estudos de pequena escala, com poucas populacfes de mangabeira e em

microregides.

O objetivo desse capitulo foi avaliar a variabilidade genética dentro e entre
populacdes de H. speciosa em todo Cerrado brasileiro, bem como verificar se existe padrao
espacial da variabilidade genética em uma escala regional, ao longo da area de distribuicao

geogréfica da espécie.
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4.2.1 Areas amostradas
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Foram coletadas 24 populagdes naturais de Hancornia speciosa Gomes

oriundas de todo Cerrado brasileiro, totalizando 777 individuos, cerca de 32 individuos por

populacdo (Tabela 4.1). As localidades foram georeferenciadas conforme abaixo.

Tabela 4.1 PopulacGes naturais de Hancornia speciosa amostradas para analise estrutura

genética populacional

Localidades Cédigo N° Longitude Latitude
Serra do Jaragud/GO JARGO 64 -49,33523 -15,79572
Monte Carmelo/MG MCAMG 19 -47,46069 -18,82050
Mutunépolis/GO MUTGO 32 -49,22633 -13,63126
Porto Nacional/TO PONTO 32 -48,35153 -10,66698
Cocalinho/MT COCMT 32 -51,08346 -14,34140
Matrinchd /GO MATGO 33 -50,92015 -15,20585
Portelandia/GO POTGO 32 -52,66967 -17,15069
Pirin6polis/GO PIRGO 33 -48,57330 -15,51900
Natividade/TO NATTO 32 -47,61615 -11,93339
Faina/GO FANGO 32 -50,36055 -15,44611
Brasilandia/MG BRAMG 32 -46,06860 -17,24082
General Carneiro/MT GCAMT 25 -53,01189 -15,57166
Selviria/MS SELMS 24 -51,52251 -20,44976
Perdizes/MG PERMG 32 -47,36615 -19,35008
Fronteira/MG FROMG 32 -49,15412 -20,23102
Niquelandia/GO NIQGO 33 -48,76678 -14,47645
Alto Paraiso/GO APAGO 19 -47,50294 -14,10448
Pirapora/MG PIPMG 33 -45,36822 -17,47411
Roda Velha/BA ROVBA 32 -45,86708 -12,58142
Japonvar/MG JAPMG 32 -44,22866 -15,94000
Chapada dos Guimaraes/MT CHGMT 32 -55,78762 -15,36535
Campo Grande/MS CAGMS 32 -54,17124 -20,48713
Diamantino/MT DIAMT 32 -56,27594 -14,44881
Tangara da Serra/MT TASMT 32 -57,97515 -14,26609

4.2.2 Amostragem genética

A obtengdo dos dados moleculares foi realizada no laboratorio de Genética &

Biodiversidade da Universidade Federal de Goias, em Goiania, Goids. O DNA gendmico

foi extraido a partir do tecido foliar de cerca de 32 individuos adultos de cada populacéo,
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seguindo o protocolo de Cationic hexadecyl Trimethyl Ammonium Bromide, CTAB
proposto por Doyle & Doyle (1987). Em seguida, o DNA total foi quantificado e diluido.
A quantificacdo foi realizada com o auxilio de um marcador de peso molecular (Low DNA
mass ladder da Invitrogen®) em gel de agarose 1% e tampao para eletroforese TBE 1X. A
diluigdo foi realizada para uma concentragdo de trabalho de 2,5ng plL-1 e armazenado a -
20°C.

O método utilizado para deteccdo dos genotipos foi baseado na separacédo de
fragmentos microssatélites (SSR) marcados com fluorocromos através de eletroforese
capilar automatizada (ABI PRISM® 3500 Genetic Analyzer — Applied Biosystems). Os
fragmentos microssatélites, amplificados via PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase), séo
injetados em capilares finos, preenchidos com polimero, para, em seguida serem
submetidos a uma eletroforese em alta voltagem. A tensdo gerada causa 0 movimento dos
fragmentos de DNA através do polimero, em dire¢do ao polo positivo. Durante o trajeto as

amostras passam pela regido do laser, onde a fluorescéncia é detectada.

Para as reag0es de amplificacdo via PCR foram utilizados sete pares de
iniciadores de regiBes microssatélites desenvolvidos por Rodrigues et al. (2015) e
marcados com um dos fluorocromos: 6-FAM, HEX ou NED. As reac6es foram preparadas
a partir de um coquetel de reagentes para um volume final de 15 pl, contendo cerca de 5ng
ul-1 de DNA gendmico, 1X Tampéo da Enzima 10X; 0,25 mM dNTPs; 3,33 mg BSA,
0,156mM Iniciador foward ; 0,156mM Iniciador reverse e 1U de TagDNA
Polimerase.Para a amplificacdo do DNA o programa de termociclagem foi composto dos
passos descritos a seguir: (1°) desnaturacdo do DNA a 94°C por 5 minutos; (2°) 94°C por 1
minuto; (3°) temperatura especifica de anelamento do iniciador por 1 minuto; (4°) extensao
da molécula pela enzima TagDNA polimerase a 72°C por 1 minuto; (5°) 35 ciclos seguindo
do 2° ao 4° passo; (6°) passo final de extensdo de 45 minutos para finalizar os produtos

amplificados.

Apos a amplificagdo, os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese
capilar em sequenciador automatico, sendo todo processo eletroforético realizado em um
sequienciador ABI PRISM® 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Os alelos foram
nomeados com o auxilio do programa GeneMapper 3.5 (Applied Biosystems), utilizando o
marcador padrdo GeneScanTM 500 RoxTM Size Stardard (Applied Biosystems).
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4.2.3 Diversidade e estrutura genética das populacdes

A diferenciacdo genética entre as populacoes foi analisada atraves da analise da
diversidade génica em populagdes subdivididas de Nei (1973, 1977, 1987), que permite a
comparacao dos niveis de heterozigosidade entre e dentro das populagdes. Esta abordagem
deriva-se da férmula de diversidade génica média total dada por Hr = Hs + Dsr, onde Hs €
a diversidade génica media dentro das populacbes, e Dst é a diversidade génica média
entre as populacgdes, com a diferenciacdo genética relativa entre populacbes sendo obtida
por Gst = Dst/Hr. Os valores médios de Hr e Hs sobre todos os locos foram usados para
calcular Gst (Culley et al. 2002). Os calculos foram realizados através do programa FSTAT
2.9.3.2 (Goudet 1995, 2002).

Para a analise da estrutura genética entre as populacGes foram estimadas as
estatisticas-F ou coeficientes de Wright (1951), segundo Weir & Cockerham (1984).
Foram estimados os seguintes parametros: endogamia dentro da populacgéo relacionada ao
sistema reprodutivo (Fis ou f), endogamia causada pela subdivisdo populacional (Fst ou 0)

e endogamia total (Firou F).

Pelo fato das estimativas serem feitas com base em locos microssatélites, a
diferenciacdo genética entre as populagdes também foi estimada pelo Rsr, estatistica
analoga ao Fst baseada no modelo de mutacdo stepwise (Slatkin, 1995), uma vez que as
mutacdes destes locos podem contribuir significativamente para a diferenciacdo das
populacbes. Para a obtencdo da estimativa do Rst, foi utilizado o software Rst-CALC
(Goodman, 1997) utilizando 10.000 boottstraps com o intuito de compara-lo com o valor de
diferenciacdo populacional 6. A significancia da hipotese do valor encontrado para o Fst
geral ser igual ao valor do Rsr foi testada por permutacéo, utilizando o programa SPAGeDI
1.2 (Spatial Pattern Analysis of Genetic Diversity) (Hardy & Vekemans, 2002).

A estimativa do nimero médio de migrantes por geragdo ou fluxo génico
aparente (Nm) foi feita utilizando o método indireto de estimativa da taxa de fluxo génico
entre populacbes, baseado no Fst (Wright, 1951; Slatkin, 1987; Sork et al., 1999). O
método considera 0 modelo de fluxo génico em ilhas e equilibrio entre migracéo e deriva,
assumindo que todas as populac¢fes possuem a mesma taxa de fluxo génico. Slatkin (1981)

e Govindaraju (1989) distinguiram trés categorias de fluxo génico: baixo (Nm < 0,25
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migrantes/geragdo), intermediario (0,25 < Nm < 0,99 migrantes/geracdo) ¢ alto (Nm > 1
migrantes/geracdo). Quando o fluxo génico é restrito, as populacGes tenderdo a ter um
menor tamanho efetivo e mais endogamia e, como resultado, uma maior probabilidade de
se diferenciarem mais. Por outro lado, uma alta taxa de fluxo génico homogeneiza as
frequéncias alélicas entre populacdes, mesmo em presenca de uma pressao de selecdo
intensa (Slatkin, 1985; Ohsawa et al., 1993).

4.2.4 Padrao espacial da estrutura genética

Para avaliar se a diferenciacdo genética das populacdes segue o padrdo de
isolamento por distancia, foi realizada correlacdo linear (r de Pearson) entre as matrizes de
distancia geogréafica (logaritmo natural) e distancia genética (Fst par a par linearizado)
utilizando o teste de Mantel, o teste foi feito no programa SAM v. 4.0 (Rangel et al., 2010).
No SAM também foi feito teste de Mantel multivariado e construido um correlograma,
buscando explicar os efeitos da escala de distancia geogréafica na estruturacdo genética. A

significancia estatistica das correlacoes foi estabelecida utilizando 10.000 permutacdes.

O padrédo espacial em cada uma das frequéncias alélicas foi entdo avaliado
através de procedimentos de autocorrelacdo espacial (Sokal & Oden 1978a, b, Diniz-Filho
1998), utilizando o estimador indice | de Moran. Este teste possui maximos para
autocorrelacgdes iguais a £1, sendo interpretado da mesma forma que o teste de Mantel. Foi
construido correlograma para as correlacdes das frequéncias alélicas em sete classes de
distdncia (em Km), com os seguintes limites superiores, 127, 344, 485, 590, 701, 860 e
1224. Estas classes foram estabelecidas de modo a manter aproximadamente constante o
nimero de populacdes conectadas em cada uma delas, tornando assim os indices | de
Moran que compdem o correlograma comparaveis, e com erros de estimativa semelhantes.
Esta analise foi realizada no programa R, com significancia do teste realizada por 10.000

permutacoes.
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4.2.5 Descontinuidades genéticas

O algoritmo de Monmonier (Monmonier, 1973) foi utilizado para observar as
possiveis descontinuidades genéticas existentes na distribuicdo espacial da diferenciacéo
genética entre as populagbes de H. speciosa. Este algoritmo necessita de matrizes de
distdncias genéticas e geograficas para investigar barreiras espaciais que possam
maximizar a diferenciacdo genetica entre populacdes proximas (Manel et al., 2003).
Assim, o algoritmo de Monmonier foi calculado, baseado nos valores de Fst par a par,

plotado na rede de Gabriel com o resultado obtido com a PCoA.

4.2.6 Deteccdo de sinais de gargalo genético

Para avaliar desvios em relacdo ao equilibrio mutacdo-deriva que podem
indicar bottleneck recente nas populacfes foi utilizado o software BOTTLENECK 1.2
(Cornuet & Luikart, 1996). Foi avaliada a existéncia de sinais de gargalo genético nas
populacOes. Para anélise, foram realizados testes para todas as populacdes e para 0s grupos
atribuidos pela estatistica Bayesiana. Nestas analises foi utilizado o teste de Wilcoxon
(Cornuet & Luikart, 1996), que foi escolhido por ser o teste mais indicado em analises que
utilizam menos de 20 locos. O teste é realizado com base no nimero de heretozigotos
esperado sob o equilibrio entre mutacdo e deriva (Heq). A distribuicdo da Heq é calculada
com base na simulagdo da coalescéncia de n genes sob um modelo mutacional. A Heq

média entdo é comparada com a H, para testar excesso ou déficit de heterozigosidade.

Trés modelos diferentes de evolucdo de microssatélites foram utilizados,
modelo de alelos infinitos (infinite allele model — IAM), modelo de mutacdo por passos
(step-wise mutation — SMM) (Estoup et al., 2002) e o modelo de duas fases (two-phased
model - TPM) que € um modelo intermediario entre os dois anteriores adequado para a
maioria dos conjuntos de dados de microssatelite (Di Rienzo et al., 1994). Para o TPM,
foram considerados 95% (Piry et al., 1999) e 70% (Hollatz et al., 2011) e 70% para SMM
de mutagBes de passos Unicos com uma variancia entre multiplos passos de 12, como
sugerido pelos autores do programa (Piry et al., 1999). A significancia foi obtida atraves do
teste de Wilcoxon, mais robusto para amostras com pequeno namero de loci polimorficos
(< 20).
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43 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Diversidade genética e estrutura populacional

A heterozigosidade genética total (Hr), a heterozigosidade média dentro da
populacdo e a diversidade entre populacdes sdo mostradas na Tabela 4.2. O valor de Hr
(0,798) foi superior aos valores observados para espécies arbdreas tropicas de ampla
distribuicdo (ver Loveless & Hamrick, 1984; Hamrick & Godt, 1990; Loveless, 1992), o
que demonstra elevada heterozigosidade nas populagdes de H. speciosa.

Segundo a andlise de diversidade genética de Nei (1973) (Tabela 4.2) pode-se
observar que a maior proporcao da diversidade genética ocorre dentro das populagdes. Os
valores de Gst', corrigidos para locos microssatélites, estimados por loco variaram entre
0,090 e 0,315, com um valor global de 0,128, muito préximo a estimada do Fst (0,126) .
Assim, pode-se concluir que aproximadamente 13% da diversidade genética ocorre entre
as populagdes, sendo que o restante dessa diversidade (1 - Gst'), ou seja, 87%, ocorre

dentro das populagdes.

Tabela 4.2 Diversidade Genética de Nei (1973) em 24 popula¢des de Hancornia speciosa,
para sete locos microssatélites

Loco Hs Dst' H+' GsT' 1-Gst’
Hs01 0,787 0,152 0,939 0,161 0,839
Hs05 0,824 0,116 0,940 0,123 0,877
Hs06 0,890 0,056 0,946 0,059 0,941
Hs08 0,830 0,085 0,915 0,093 0,907
Hs11 0,313 0,047 0,360 0,131 0,869
Hs16 0,853 0,084 0,937 0,090 0,910
Hs30 0,376 0,172 0,548 0,315 0,685
Todos 0,696 0,102 0,798 0,128 0,872

H+": diversidade total (HT' = HS + DST"); Hs: diversidade dentro das populagdes; Dsr': diversidade entre as
populagdes; Gst': proporcdo da diversidade que estd entre as populagbes (Gst' = Dst' / Hr') e 1 - Ggr*
proporcdo da diversidade que esta dentro das populagées.

O indice de fixacdo dentro das populagdes (f) variou de 0,042 a 0,157 nos
locos, apresentando um valor global de 0,103 (p < 0,005) (Tabela 4.3). Esse resultado
revela que endogamia dentro de cada populagédo foi significativa. O valor de f pode ser
considerado alto para uma espécie com o sistema reprodutivo alégamo. Assim, a
endogamia é decorrente, exclusivamente, do cruzamento entre individuos aparentados, ja

que a espécie apresenta sistema de auto-incompatibilidade. A endogamia total (F) de 0,217
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indica que estas populagdes ndo estdo se comportando como uma grande populagédo

panmitica.

A estimativa de Fst ou #, que mede o grau de estruturacdo da diversidade
genética a partir das variancias das frequéncias dos alelos e permite avaliar a magnitude do
efeito historico devido a atuacdo da deriva genética, mutagdo e fluxo génico variou entre
0,061 e 0,310 nos locos, apresentando um valor global de 0,126 (p = 0,0083). Segundo a
escala criada por Wright (1978), esse valor indica uma estruturacdo genética moderada.
Nesse caso, 12,6% da diversidade encontra-se entre as populagfes amostradas, enquanto
que 87,4% esta dentro das populacGes. Esses valores sdo condizentes com os obtidos pelo
Gst’. Tais resultados sdo compativeis com os de outras populacdes da espécie estudadas
anteriormente com marcadores microssatélites (Rodrigues, 2009; Amorin et al., 2015).
Além disso, esses resultados concordam com diferentes estudos realizados com espécies
tropicais, em que espécies que se reproduzem por alogamia e que tém dispersdo de
sementes e polen a longas distancias, mantém a maior parte da sua variabilidade genética
dentro das popula¢cbes (Hamrick & Godt, 1990).

Tabela 4.3 Analise de variancia de frequéncias alélicas, segundo Weir & Cockerham
(1984), em 24 populagcbes de Hancornia speciosa, para sete locos
microssatelites

Loco f o F Rst
Hs01 0,157 0,157 0,290 0,358
Hs05 0,137 0,119 0,240 0,274
Hs06 0,078 0,061 0,134 0,168
Hs08 0,071 0,096 0,161 0,178
Hs11 0,042 0,125 0,054 0,086
Hs16 0,153 0,090 0,229 0,178
Hs30 0,088 0,310 0,371 0,544
Total 0,103 0,126 0,217 0,253
Limite Superior (IC 95%) 0,055 0,088 0,055 0,358
Limite Inferior (1C 95%) 0.138 0.182 0,238 0,245

Os valores de 6 e Rst, obtidos de uma analise multilocos, foram divergentes
(Rst=0,253; p < 0,001 e 6 =0,126; p = 0,0083), com o valor de Rst maior do que o valor
de 6. Diferentemente do encontrado por Moreira et al. (2010) em nove populacgdes de
Coccoloba cereifera em campos rupestres da Serra do Cipd em Minas Gerais, que
encontraram valores semelhantes, mas com o valor de Fst maior. Assim, pode-se afirmar

que a taxa de mutacdo dos locos também contribuiu para a diferenciacdo das populagdes,
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como indicado pela diferenca significativa entre Fst e Rst (Hardy et al., 2003). De acordo
com Slatkin (1995), as altas taxas de mutacdo dos locos microssatélites podem ser tdo
importantes como o fluxo génico para definir a estruturacdo genética. O valor mais alto
encontrado para Rst sobre o Fst em quase todos os locos (Tabela 4.3) corroborou o que foi
proposto por Slatkin (1995), em que as estatisticas baseadas no modelo de infinitos alelos
(Fst) tendem a subestimar a diferenciagdo genética entre as populagdes. Contudo, 0s
valores encontrados para os dois parametros foram proximos, com diferenca para nédo
inviabilizar o uso do Fst na interpretacdo da estruturacdo genética das populagdes de H.

speciosa.

Collevatti et al. (2001) também encontrou valor maior de Rst para populagdes
de Caryocar brasiliense, concluindo que as taxas de mutacfes nas regides microssatélites
sobrep6s a forca da deriva genética e fluxo génico para estruturacdo genética entre as
populagdes. E interessante estimar a estatistica de Rst, pois quando comparado ao Fsrajuda
a inferir com mais acuracia qual o processo microevolutivo é responsavel pela subdivisdo

encontrada (Balloux & Lugon-Moulin, 2002).

A alta diversidade genética entre as populacdes de H. speciosa avaliadas indica
a necessidade de um nimero grande de areas para a conservacao in situ. Considerando os
valores de Fst estimados nesse trabalho e outras espécie do Cerrado, pode-se recomendar
um esforco na amostragem do maior nimero possivel de populagdes, mesmo que para isso
seja restrita a amostragem dentro de populacfes (Trindade & Chaves, 2005; Chaves &
Telles, 2006).

Os valores de Fst par-a-par (ApéndiceD) menores que 0,04 foram observados
entre Serra de Jaragud-GO e Mutundpolis-GO (0,039), Brazilandia-MG e Pirin6polis-GO
(0,030), Brazilandia-MG e Alto Paraiso-GO (0,029) e entre Faina-GO e Mutunépolis-GO
(0,027), mostrando que as populacdes de Mutundpolis-GO e Faina-GO revelaram a menor
distancia genética observada. J& os maiores valores de Fst par-a-par foram observados
entre Japonvar-MG e Fronteira-MG (0,336), Japonvar-MG e Perdizes-MG (0,313),
Japonvar-MG e Chapada dos Guimaraes-MT (0,289) e entre Fronteira-MG e Portelandia-
GO (0,273), sendo a maior distancia genética encontrada entre as populacfes de Japonvar-
MG e Fronteira-MG.
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As estimativas indiretas do fluxo génico podem ser fundamentadas nas
estatisticas F de Wright e suas analogas, assumindo o modelo de ilhas. Entre as 24
populacdes de mangabeira, a média estimada do valor multiloco de 4 foi de 0,126. Com
isso, pode-se dizer que o fluxo génico (Nm) medio entre as populacbes é de 1,73
individuos migrantes por geracgdo, indicando uma taxa de migrantes entre as populacfes de
grandeza alta. Neste caso, o fluxo génico é a forca evolutiva predominante na
determinacdo das frequéncias alélicas, homogeneizando as populacfes. Nesse sentido, 0
fluxo génico possui um papel importante na manutencdo da variabilidade genética
intrapopulacional, impedindo a divergéncia genética entre as populacfes devido a deriva e
adaptacdo local (Slatkin, 1987). O maior fluxo génico foi entre as populagdes de
Mutundpolis-GO e Faina-GO (Nm=9,11) distantes entre si a cerca de 225 Km e entre as
populacdes de Brazilandia-MG e Alto Paraiso-GO (Nm=8,31), distantes as 350 Km. Os
menores valores de fluxo génico foram entre as cidades de Japonvar-MG e Fronteira-MG
(Nm=0,49) distantes a cerca de 706 Km. Estes valores podem ser considerados como

indicios que as populac6es de mangabeira encontram-se em um processo de diferenciacéo.

4.3.2 Padrao espacial da variabilidade genética

A anélise do padrédo espacial (Figura 18) mostrou que a variabilidade genética
avaliadas nas 24 populagdes esta estruturada no espaco. O teste de Mantel indicou que as
populacdes mais proximas espacialmente apresentam maior semelhanga genética, uma vez
que, a diferenciacdo genética esta significativamente e positivamente correlacionada com a
distancia geogréfica (Teste de Mantel, r = 0,321; p = 0,0058, com 10.000 permutacdes).
Esse valor baixo da correlacdo pode ser explicada pela presenca de alelos raros nas
populacdes (Diniz-Filho & Telles, 2002). Esses resultados sugerem processos estocasticos
de divergéncia genética entre as populagdes, como o modelo de isolamento-por-distancia

ou stepping-stone.
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Figura 4.1 Relacdo entre as distancias genéticas (Fstpar-a-par) e as distancias geograficas
entre 24 populacBes de Hancornia speciosa. A correlacdo matricial (r = 0,325;
p = 0,005) foi significativa, segundo teste de Mantel utilizando-se 10.000
permutacoes

O correlograma de Mantel multivariado (Figura 4.2) mostrou relagéo
significativa para as primeiras classes de distancia, ou seja, até aproximadamente 280 km,
e depois na quinta classe de distancia. Dentro dessa decomposicdo que o correlograma
oferece da distancia geogréafica, nota-se que as populacfes tendem a ser mais similares nas
duas primeiras classes de distancia em 280 Km e mais diferentes nas ultimas classes de
distancias. Esses resultados mostram que, de fato, a distancia geogréafica parece influenciar
na estruturacdo espacial da variabilidade genética entre as populacfes. Martins et al.
(2012), trabalhando com isoenzimas em seis populacdes naturais de H. speciosa,
encontraram valor de correlacdo de Person similar ao encontrado neste trabalho (r =
0,3598; p = 0,0920).

Apesar da relativamente baixa densidade da correlacdo entre duas matrizes, em
comparacdo com outras especies, como cagaiteira (Eugenia dysenterica) (Telles et al.,
2001 ), que mostrou r = 0,72 e Pau- papel (Tibouchina papyrus) (Telles et al. , 2010) , com
r = 0,71 , a correlacdo entre as populagdes de H. speciosa indicou que as distancias

genéticas e geograficas estdo relacionados.
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Figura 4.2 Correlograma de Mantel (sete classes de distancia) e os respectivos valores de r
(correlacéo de Pearson) para cada classe

Com isso, os padrdes observados sugerem que o fluxo génico é mais intenso
em distancias com aproximadamente 250 km, sugerindo que ha equilibrio entre migracéo e
deriva genética e que a diferenciacdo genética segue o modelo de isolamento por distancia.
Com base nestes resultados, é possivel definir grupos de populac@es a serem amostradas ou
conservadas, com base na distancia entre elas. Isso indica que, 0s quatro grupos genéticos
identificados pela andlise do Structure (ver capitulo 1) devem ser considerados como
diferentes unidades de conservacdo. O padrdo de diferenciacdo genética observado é
compativel, ainda, com as caracteristicas da biologia reprodutiva da planta, em que a
polinizacéo ¢é feita principalmente por mariposas (Darrault & Schilindwein, 2006; Pinto et
al., 2008. A polinizacdo feita por estes insetos tem como caracteristica fluxo restrito, pois o

forrageamento ocorrem principalmente a curtas distancias.

Com a analise de autocorrelacdo espacial das frequéncias alélicas foi gerado
um correlograma espacial médio negativo e ndo significativo (rm= -0,0276; p=0,952)
(Figura 21). Dos 833 indices | de Moran (119 frequéncias alélicas em sete classes de
distancia) obtidos de autocorrelacdo espacial apenas 62 foram significativos ao nivel de
5%. O valor maximo de | de Moran encontrado foi igual a 0,845 e o minimo foi -0,008. Os
correlogramas médios em cada classe distancia apresentaram coeficientes I de Moran

baixos, resultando num correlograma medio geral com autocorrelacdo espacial quase nula,
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mostrando que as frequéncias alélicas tém distribuicdo aleatdria ao longo do espaco, com
auséncia de um padrdo espacial nitido.
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Figura 4.3 Correlograma médio dos valores | de Moran, obtido a partir da autocorrelacdo
espacial das frequéncias alélicas de Hancornia speciosa, calculada com 10.000
permutacoes
Certamente, a pequena influéncia do componente geografico, como foi visto

pelo teste de Mantel, seja 0 motivo pelo qual a autocorrelacdo espacial das frequéncias

alélicas entre os pares de localidades tenha sido tdo baixa. Entretanto, o correlograma de

Mantel identificou um padrdo por isolamento por distancia (Wright, 1943), pois a

diferenciacdo genética, acessada pelo Fst, diminui com o aumento da distancia geografica.

Isso acontece porque diversos processos estocasticos podem influenciar nos padrdes de

diferenciacéo genética (Sokal & Jacquez 1989), além disso, a variagdo entre as variedades

botanicas podem estar interferindo no padréo geogréafico da espécie.

4.3.3 Descontinuidades genéticas

O algoritmo de Monmonier identificou descontinuidades genéticas entre as
populacdes localizadas no extremo sul da area de distribuicdo do Cerrado, como visto na
Figura 4.4. A descontinuidade genética foi estabelecida nas popula¢Ges de Campo Grande-
MS, Selviria-MS e Portelandia-GO. O Fst par a par médio dessas trés populagcdes em
relacdo as demais é de 0,139, mostrando que elas estdo entre as mais diferenciadas

geneticamente.
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Figura 4.4 Descontinuidade genética de acordo com o algoritmo de Monmonier,
destacado pela seta em vermelho, plotada na rede de Gabriel a partir do
resultado encontrado na PCoA com os valores de Fst par a par entre as 24
populagdes de Hancornia speciosa
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4.3.4 Deteccdo de sinais de gargalo genético

Desvios significativos do equilibrio de mutacdo e deriva genética foram
testados por meio da adequacdo aos modelos de mutagéo de infinitos alelos (I.A.M.), two-
phase (T.P.M.) e stepwise (S.M.M.) (Cornuet & Luikart, 1996; Luikart & Cornuet, 1998;
Piry, 1999). Néo foi constado equilibrio, indicando ocorréncia de sinais significativos de
gargalo genético, em nove populacdes de H. speciosa, Pirindpolis-GO, Chapada dos
Guimarées-MT, Niquelandia-GO, Fronteria-MG, Perdizes-MG, Japonvar-MG, Roda
Velha-BA, Brazilandia-MG e Tangara da Serra-MS sob o modelo mutacional de stepwise
(S.M.M.) e para duas supopulacdes, Fronteira-MG e Perdizes-MG, sob o modelo two-
phase (T.P.M.). Para o modelo de infinitos alelos(I.A.M.) foram encontrados sinais de
gargalo para cinco populagdes, Matrinchd-GO, Mutunodpolis-GO, Serra de Jaragua-GO,
Ccocalinho-MT e Diamantina-MS.

Para Luikart & Cornuet (1998) as populagdes que passaram por um recente
processo de gargalo genético apresentam um excesso temporario de heterozigotos
(He>Heq). 1sso foi observado em todas as populag¢fes apontadas acima, ja que todas elas
apresentam numero significativo de locos em excesso de heterozigosidade, ou seja, a

heterozigosidade esperada (He) pelos pressupostos de EHW nos locos é maior que a
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heterozigosidade esperada sob equilibrio entre mutacdo e deriva (Heg). Consequentemente,
em uma populagdo que sofreu um recente processo de gargalo genético, espera-se que He
> Heq.  Em decorréncia de ndo se conhecer o historico da area de estudo a causa da

ocorréncia de gargalos populacionais é desconhecida.

Tabela 4.4 Teste de Wilcoxon para deteccdo de gargalo genético em vinte e quatro
populagfes Hancornia speciosa, utilizando teste de Wilcoxon sob trés
modelos mutacionais: modelo de infinitos alelos (I.A.M.), modelo de
mutacdo stepwise (S.M.M.), modelo mutacional two-phase (T.P.M.) com
proporcéao de 70% para S.M.M

Populacio LAM. T.P.M. S.M.M.
PIRGO 0,078 0,937 0,007*
PORGO 0,578 0,973 0,054
MATGO 0,007* 0,812 0,297
CHGMT 1,000 0,296 0,039*
CAGMS 0,109 0,937 0,078
PIPMG 0,078 0,812 0,468
FANGO 0,078 0,375 1,000
GCAMT 0,687 0,109 0,078
SELMS 0,054 0,937 0,297

MCAMG 0,687 0,687 0,297
MUTGO 0,015* 0,469 0,687
NIQGO 0,937 0,296 0,008*
APAGO 0,937 1,000 0,078
JARGO 0,015* 0,687 0,054
FROMG 0,937 0,015* 0,008*
PEDMG 0,578 0,023* 0,015*
JAPMG 0,468 0,109 0,015*
NATTO 0,825 0,468 0,296
PONTO 0,812 0,578 0,109
ROVBA 0,937 0,055 0,007*
BRAMG 0,686 0,297 0,041*
COCMT 0,015* 0,109 0,578
DIAMS 0,023* 0,567 0,546
STAMS 0,297 0,375 0,015*

*Significativo, p< 0,05

Van Rossum & Prentice (2004) e Nazareno (2009) avaliaram desvios
significativos do equilibrio de mutacéo e deriva de populacGes de Silene nutans e Ficuss
ssp., respectivamente, e encontraram sinais significativos de gargalo genético em varias

populacbes, sendo interpretados como consequéncia da fragmentacdo das populacdes
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resultante da perturbacdo humana nas regiGes de ocorréncia das espécies. Ao contrério,

Bacles et al. (2004) para Sorbus aucuparia ndo observaram sinais de gargalos genéticos

recentes, neste caso, 0s autores citam que ha evidencias de que a destruicdo de habitats na

area de estudo é antiga, e os marcadores utilizados ndo foram capazes de detectar os

gargalhos genéticos mais antigos.

4.4

CONCLUSOES

Existe estruturacdo genética entre e dentro de populacbes, com a diferenciacdo
genética entre populacdes de H. speciosa se apresentando moderada, sugerindo
baixo fluxo génico entre elas;

Existe um fraco padrdo espacial na variabilidade genética encontrada nas
populacdes de H. speciosa, sugerindo um modelo de diferenciacdo de isolamento-
por-distancia ou stepping-stone;

Houve sinais significativos de gargalo genético em nove populacbes de H.
speciosa, Pirinopolis-GO, Chapada dos Guimardes-MT, Niquelandia-GO,
Fronteria-MG, Perdizes-MG, Japonvar-MG, Roda Velha-BA, Brazilandia-MG e
Tangaré da Serra-MS sob 0 modelo mutacional de stepwise (S.M.M.) e para duas
subpopulacdes, Fronteira-MG e Perdizes-MG, sob o modelo two-phase (T.P.M.).
Para o modelo de infinitos alelos (1.A.M.) foram encontrados sinais de gargalo para
cinco populacdes, Matrincha-GO, Mutundpolis-GO, Serra de Jaragua-GoO,

Ccocalinho-MT e Diamantina-MS.



5 Capitulo 3: ESTRATEGIAS DE CONSERVAC}AO IN SITU E EX SITU DE
Hancornia speciosa (APOCYNACEAE)

RESUMO

O Planejamento Sistematico da Conservacdo envolve uma série de etapas que devem ser
realizados para determinar a maneira mais rentavel para investir em agdes de conservacao.
Neste sentido, o objetivo deste capitulo foi estabelecer estratégias de conservacao in situ e
ex situ de uma Unica espécie, a Hancornia speciosa, uma espécie amplamente distribuida
no Cerrado brasileiro, como um estudo de caso. Os dados para as analises consistiram em
157 alelos de sete locus microssatélites codificados para um total de 777 &rvores
individuais amostradas em 24 locais distribuidos ao longo do Cerrado. Como resultados, ha
oito populagbes a serem preservadas in situ (Fronteiras-MG e Diamantina-MS,
Niquelandia-GO, Serra de Jaragud-GO, Japonvar-MG, Natividade-TO, Roda Velha-BA e
Cocalinho-MT). Outra estratégia apontada para selecdo de éareas prioritarias para
conservacao in situ consistiu em selecionar a melhor solugdo com maior frequéncia de
remanescentes ao redor das populacdes. Como resultado foram selecionadas Natividade-
TO, Roda Velha-BA, Diamantina-MS, Chapada dos Guimaraes-MT, General Carneiro-
MT, Cocalinho-MT, Niquelandia-GO, Pirapora-MG e Fronteira-MG como populacbes
prioritarias para conservacdo. A colecdo de germoplasma, uma estratégia de conservacao
ex situ, para esta espécie ja existe, entdo também foi utilizado a abordagem do
Planejamento Sistematico da Conservacao para identificar o menor nimero de populagfes
naturais que devem ser coletadas em campo para complementar a variabilidade genética da
colecdo existente. Dessa forma, Foi escolhida a melhor solucdo que possui a menor
distancia para Goiania, facilitando a coleta de material. Neste caso, sete popula¢des foram
selecionadas para complementar a colecdo de germoplasma: Niquelandia-GO, Fronteira-
MG, Mutundpolis-GO, Brazilandia-MG, Cocalinho-MT e Diamantina-MS e Serra de
Jaragua-GO.

Palavras-chave: Planejamento Sistematico da Conservacdo, Complementaridade, Cerrado,

Microssatélites
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ABSTRACT

Systematic Conservation Planning (SCP) involves a series of steps that should be
accomplished to determine the most cost-effective way to invest in conservation action.
Although SCP has been usually applied at the species level (or hierarchically higher), it is
possible to use alleles from molecular analyses at the population level as basic units for
analyses. In this sense, the aim of this chapter is to establish conservation strategies in situ
and ex situ of a single species, the Hancornia speciosa, a species widely distributed in the
Brazilian Cerrado, as a case study. The data for analysis consisted of 157 alleles seven
microsatellite locus coded for a total of 777 individual trees sampled at 24 sites spread over
the Cerrado. As a result, there are eight people to be preserved in situ (Fronteiras-MG e
Diamantina-MS, Niquelandia-GO, Serra de Jaragua-GO, Japonvar-MG, Natividade-TO,
Roda Velha-BA and Cocalinho-MT). Another strategy aimed at selection of priority areas
for conservation in situ consisted in selecting the best solution with higher frequency
around the remaining populations. As a result were selected Natividade-TO, Roda Velha-
BA, Diamantina-MS, Chapada dos Guimaraes-MT, General Carneiro-MT, Cocalinho-MT,
Niquelandia-GO, Pirapora-MG and Fronteria-MG as priority populations for conservation.
Germplasm collection, an ex situ conservation strategy, for this species already exists, so it
was also used to the Conservation Systematic Planning approach to identify the lowest
number of natural populations should be collected in the field to complement the genetic
variability of the collection existing. Thus, the best solution was chosen that has the
shortest distance to Goiania, facilitating the collection of material. In this case, seven
population were selected to complement the germplasm collection: Niquelandia-GO,
Fronteira-MG, Mutunépolis-GO, Brazilandia-MG, Cocalinho-MT, Diamantina-MS and
Serra de Jaragua-GO.

Keywords: Systematic Conservation Planning, Complementarity, Cerrado, Microsatellite
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5.1  INTRODUCAO

O Brasil é considerado um dos paises de maior biodiversidade no mundo,
calcula-se que nada menos de 10% de toda a biota terrestre encontram-se no pais
(Mittermeier et al., 1998; Myers et al., 2000). Embora as estimativas de riqueza variem
enormemente, 0 universo das espécies vegetais conhecidas para 0s principais grupos
taxonémicos ja € suficiente para colocar o pais no primeiro lugar mundial em termos de
especies. Além do tamanho, o isolamento geografico observado no passado remoto e a
grande variagdo de ecossistemas seriam as razdes que explicam tal biodiversidade
(Machado et al., 2004).

No entanto, as modificacBes ambientais decorrentes do processo antrépico de
ocupacdo dos espacos e urbanizagdo vém acontecendo em escala global, afetando inclusive
o Brasil. Nos dois ultimos séculos, as taxas de degradacdo se tornaram incompativeis com
a capacidade de suporte dos ecossistemas naturais, resultando em esgotamento dos

recursos genéticos e poluicdo dos ecossistemas.

Dentro da biologia da conservacdo, a genética aparece como uma ferramenta
essencial, cujo uso vem crescendo com o desenvolvimento de diferentes marcadores
moleculares, tipos de aplicacdo, aumento da replicabilidade e rigor estatistico. A genética
da conservacao, assim, é motivada pela necessidade de reduzir as taxas atuais de extin¢des
e pela preservacdo da biodiversidade (Frankham et al., 2008), tendo como objetivo a
elaboracdo de estratégias conservacionistas e politicas publicas adequadas a conservacao
da biodiversidade (DeSalle & Amato, 2004). Assim, a genética da conservacdo pode ser
utilizada na resolucdo de muitos problemas ambientais. Um de suas aplicagdes mais
importantes € identificar fatores genéticos que possam levar uma populacdo ou espécie a
um estado de ameaca, analisando endogamia, tamanho efetivo populacional, variacdo
genética e presenga ou ndo de fluxo génico. Desta forma, busca-se identificar padrdes e
processos que sdo relevantes para 0 manejo e conservacdo de populacdes ameacadas
(DeSalle & Amato, 2004).

A atual crise da biodiversidade forgou cientistas conservacionistas a
desenvolver estratégias sistematicas para alcancar efetivamente as metas de conservacéo,

que visem resolver potenciais conflitos entre conservacdo e desenvolvimento humano
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(Balmford et al., 2001; Araujo, 2003). O principio geral destas estratégias encontra-se no
Planejamento Sistematico da Conservacao, que envolve uma série de etapas que devem ser
realizados para determinar a maneira mais rentavel para investir em a¢6es de conservacao
(Margules & Pressey, 2000; Sarkar & llloldi-Range, 2010). Em ultima analise, o
Planejamento Sistematico da Conservacdo permite a melhor tomada de acbes de
conservacao e uso da terra em diferentes escalas espaciais. Ele foi aplicado a uma série de
conjuntos de dados para testar e melhorar os seus detalhes metodologicos, e utilizado na

pratica acOes de conservacdo em algumas partes do mundo (ver Margules & Sarkar 2007).

Assim, a conservagdo dos recursos geneticos vegetais de uma espécie visa a
manutencdo da variabilidade genética de interesse atual e de potencial para o homem.
Nesse contexto, de gestdo da diversidade bioldgica, ha duas estratégias para a conservagado
dos recursos genéticos que sdo complementares, a conservacdo in situ e ex situ (Rao &
Hodgkin, 2002; Volis & Blecher, 2010). A escolha da estratégia depende de aspectos
relacionados com as espécies, com 0s objetivos e as prioridades da gestdo do programa de

manejo.

A conservacao in situ é a manutencao e recuperacgao dos recursos genéticos em
seus habitats naturais (Rao & Hodgkin 2002). J& conservacdo ex situ é a manutencdo de
germoplasma fora do seu habitat natural, sem o risco de mudan¢as na sua composicao
genética (Karp et al., 1997; Vallois et al., 2001). Uma estratégia popular da conservacédo de
recursos genéticos de uma espécie nativa séo as colecdes de germoplasma (Skinner et al.,
1999). As colecbes de germoplasma podem servir como um método de conservacéo in vivo
e ex situ, em que amostras da variabilidade genética de certas espécies pode ser mantido
fora do seu habitat natural (Scariot e Servilha 2007). Neste sentido, as cole¢des de
germoplasma servem ao duplo prop6sito de prover material para 0 melhoramento no
presente e conservar a diversidade genética para o futuro (Nass, 2001; Vallois et al., 2001).
Alguns problemas surgem quando a definicdo de uma colecdo de germoplasma, por
exemplo, excesso de esforgo na coleta de germoplasma, o enorme tamanho das colecdes,
os recursos financeiros limitados, a melhor maneira de selecionar as entradas usando dados
de adesdo complexas e incompletos, e como e quando revé-las decisdes ao longo do tempo
(Brown, 1989; Frankel & Brown 1984). Mesmo assim, colecOes de germoplasma estdo
sendo adotadas como uma ferramenta util para melhorar a conservacédo, acessibilidade e

utilizacdo dos recursos geneéticos vegetais.
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Neste contexto, a variagdo genética presente em uma espécie, essencial para
sobrevivéncia e adaptacdo a possiveis mudancas do ambiente, é a base para programas de
conservacao genética. A compreensdo dos padrdes de distribuicdo da diversidade genética
e o nivel de diferenciacdo intra-especifico é de fundamental importancia para a definicdo
de estratégias de conservacdo e uso sustentado desses recursos genéticos. Assim, o objetivo
desse capitulo foi propor estratégias de conservacao in situ, bem como complementar a
colecdo de germoplasma de Hancornia speciosa Gomes da Escola de Agronomia da

Universidade Federal de Goias.

52  MATERIALE METODOS
5.2.1 Area de estudo e amostragem para proposta de conservacao in situ

Para a definicdo das populacdes prioritarias para conservacdo in situ, foram
coletadas 24 populagdes naturais de Hancornia speciosa Gomes oriundas de todo Cerrado
brasileiro, totalizando 777 individuos, cerca de 32 individuos por populagdo (Tabela 5.1 e
Figura 5.1). As localidades foram todas georeferenciadas, suas distancias em relacdo a

Goiania medidas e coletadas as proporcdes de remanescestes em torno de cada populacéo.

Figura 5.1 Mapa das localidades coletadas para proposta de conservacgéo in situ e ex situ
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Tabela 5.1 Relacdo das vinte e cinco populaces de Hancornia speciosa distribuidas ao
longo Cerrado, com respectivos cddigos, propor¢do de remanescentes ao
redor e distancias em linha reta até Goiania-GO

Proporcéao Distancia em linha
No. Cddigo Populacao media de reta (Km) até
remanescentes Goiania-GO

1 PIRGO  Pirinopolis-GO 0,36 144,43

2 PORGO Portelandia-GO 0,41 359,84

3 MATGO Matrinchd-GO 0,26 226,04

4  CHGMT Chapada dos Guimardes-MT 0,73 697,78

5 CAGMS Campo Grande-MS 0,20 675,69

6 PIPMG  Pirapora-MG 0,60 437,52

7 FANGO Faina-GO 0,26 166,13

8 GCAMT General Carneiro-MT 0,79 405,26

9 SELMS  Selviria-MS 0,14 487,41
10 MCAMG Monte Carmelo-MG 0,12 320,06
11 MUTGO Mutunopolis-GO 0,28 327,29
12 NIQGO Niquelandia-GO 0,47 241,68
13 APAGO Alto Paraiso-GO 0,87 337,62

14  JARGO  Serrado Jaragua-GO 0,24 87,55

15 FROMG Fronteira-MG 0,02 403,95

16 PEDMG Perdizes-MG 0,19 373,14

17 JAPMG Japonvar-MG 0,57 550,76

18 NATTO Natividade-TO 0,98 546,56

19 PONTO Porto Nacional-TO 0,58 663,37

20 ROVBA Roda Velha-BA 0,43 576,43

21 BRAMG Brasilandia-MG 0,34 358,59

22 COCMT Cocalinho-MT 0,54 308,91

23 DIAMS Diamantina-MT 0,59 772,06
24  STAMS  Tangara da Serra-MT 0,49 950,35
25 COLGO Colegdo de germoplasma-GO 0,10 0

5.2.2 Area de estudo e amostragem para proposta de conservacao ex situ

O trabalho de conservacdo ex situ, além da amostragem das populagdes
naturais descritas anteriormente, também foi realizado com plantas de mangabeira da
colecdo de germoplasma da Escola de Agronomia da Universidade Federal de Goiés
(EA/UFG), implantado em dezembro de 2005, em delineamento experimental de blocos
completos casualizados. Os tratamentos sdo constituidos por progénies originadas de
plantas nativas amostradas no Cerrado, abrangendo 28 populagbes das variedades
botanicas H. speciosa var. pubescens, H speciosa. var. gardnerii, H. speciosa var. speciosa

e H. speciosa var. cuyabensis.
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A colecdo de germoplasma esta localizada no municipio de Goiania, GO,
cujascoordenadas geograficas sdo: latitude 16°35°12” S, longitude 49°21°14” W e 730 m
dealtitude. De acordo com a classificacdo de Koppen, o clima da regido é do tipo Aw
(quente e semi-Umido, com estacdo seca bem definida de maio a setembro), com
temperatura média de 22,3°C e umidade relativa do ar media de 87%. O solo é
caracterizado como latossolo vermelho distrofico, de textura média e relevo suavemente
ondulado (Brasil, 1992; Embrapa, 1999).
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Figura5.2 Colecdo de frutiferas nativas do Cerrado da EA/UFG, demonstrando a
disposicao da colecdo de H. speciosa e distribuicdo das plantas por variedade

5.2.3 Amostragem genética

A obtencdo dos dados moleculares dos individuos de mangabeira, tanto das
populacdes naturais, quanto da colecdo de germoplasma foram realizadas no laboratorio de
Genética & Biodiversidade da Universidade Federal de Goids, em Goiania, Goiés. Os
dados moleculares da colecdo de germoplasma foram coletados por Olevatti (2013). O
DNA gendmico foi extraido a partir do tecido foliar de cerca de 32 individuos adultos de
cada populacdo, seguindo o protocolo de Cationic hexadecyl Trimethyl Ammonium
Bromide, CTAB proposto por Doyle & Doyle (1987). Em seguida, o DNA total foi
quantificado e diluido. A quantificagdo foi realizada com o auxilio de um marcador de

peso molecular (Low DNA mass ladder da Invitrogen®) em gel de agarose 1% e tampao
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para eletroforese TBE 1X. A diluigéo foi realizada para uma concentracdo de trabalho de
2,5ng pul-1 e armazenado a -20°C.

O método utilizado para deteccdo dos genotipos foi baseado na separacao de
fragmentos microssatélites (SSR) marcados com fluorocromos através de eletroforese
capilar automatizada (ABI PRISM® 3500 Genetic Analyzer — Applied Biosystems). Os
fragmentos microssatélites, amplificados via PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase), séo
injetados em capilares finos, preenchidos com polimero, para, em seguida serem
submetidos a uma eletroforese em alta voltagem. A tensédo gerada causa 0 movimento dos
fragmentos de DNA através do polimero, em direcdo ao pdlo positivo. Durante o trajeto as

amostras passam pela regido do laser, onde a fluorescéncia é detectada.

Para as reacOes de amplificacdo via PCR foram utilizados sete pares de
iniciadores de regiBes microssatélites desenvolvidos por Rodrigues et al. (2015) e
marcados com um dos fluorocromos. As reacGes foram preparadas a partir de um coquetel
de reagentes para um volume final de 15 pl, contendo cerca de 5ng pl-1 de DNA
gendmico, 1X Tampdo da Enzima 10X; 0,25 mM dNTPs; 3,33 mg BSA; 0,156mM
Iniciador foward ; 0,156mM Iniciador reverse e 1U de TagDNA Polimerase.Para a
amplificacdo do DNA o programa de termociclagem foi composto dos passos descritos a
seguir: (1°) desnaturacdo do DNA a 94°C por 5 minutos; (2°) 94°C por 1 minuto; (3°)
temperatura especifica de anelamento do iniciador por 1 minuto; (4°) extensdo da molécula
pela enzima TagDNA polimerase a 72°C por 1 minuto; (5°) 35 ciclos seguindo do 2° ao 4°

passo; (6°) passo final de extensdo de 45 minutos para finalizar os produtos amplificados.

Apo6s a amplificagdo, os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese
capilar em sequenciador automatico, sendo todo processo eletroforético realizado em um
sequenciador ABI PRISM® 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Os alelos
foram nomeados com o auxilio do programa GeneMapper 3.5 (Applied Biosystems),
utilizando o marcador padrdo GeneScanTM 500 RoxTM Size Stardard (Applied
Biosystems).

5.2.4 Selecdo de areas prioritarias para conservacao in situ

A selecdo de &reas prioritarias para conservagdo tem por objetivo identificar

possiveis populagGes importantes, do ponto de vista da diversidade alélica, fornecendo
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informagdes para trabalhos futuros que visam tomar decisdes sobre delimitacdo de
estratégias de manejo e conservacdo. Conforme apontado por (Diniz-Filho et al., 2012) os
alelos encontrados nas populacdes naturais de mangabeira sdo os alvos da conservacéo.
Assim, foi utilizado um algoritmo, implementado no software R, para atingir a meta inicial
da conservacao de encontrar o menor nimero de populacdes em que todos os alelos sdo
representados pelo menos uma Unica vez. Como sdo possiveis varias solugdes para este
problema de minimizacdo, foram desenvolvidas duas estratégias a fim de selecionar a

melhor solugéo.

A primeira estratégia foi utilizara frequéncia com que cada uma das 24
populacdes aparece em todas as solucBes possiveis, que é chamada de “insubstituibilidade”
(irrepleceability) (IRR). Um valor de IRR igual a 1 ocorre, por exemplo, quando ha um
alelo que sé aparece em uma populacéo, de modo que se essa populacdo nédo € incluida na
solugdo, ela “falha” no sentido de representar todos os alelos.Outra possibilidade para
analisar todas as possiveis solugdes de minimizagdo foi usar um critério “externo”, ou seja,
outra variavel mensurada nas 24 populacdes, que permita escolher ou interpretar as
solugdes dadas pelo algoritmo. Neste caso, em termos de conservagao in situ, uma idéia é
que a solucéo escolhida contenha populacdes em locais bem preservados, com um maior
numero de remanescentes de vegetacdo natural. Os valores da proporcdo de remanescentes
naturais foram calculados com um raio de 25 km ao redor das populacdes, a partir de um
mapa de 4 km de resolucdo do MMA (ver Telles et al. 2003 para detalhes; Diniz-Filho et
al. 2012), indicando assim o nivel de vegetacdo natural em escala regional (como exemplo,
na regido em torno de Goiania essa proporcao de remanescente foi igual a 10%, mas no
nordeste do Estado pode chegar a valores maiores do que 80%). As frequéncias de
remanescentes naturais em torno das 24 populacdes (+ Goiania, como populacéo 25) estdo
listadas na Tabela 5.1. Assim, para cada uma das possiveis solugdes, calculou-se a
proporcdo meédia de remanescentes de vegetagdo natural, permitindo definir qual dessas
solucBes é a que possui maior propor¢do de remanescentes e que seria, portanto, mais

interessante para conservagao in situ.
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5.2.5 Complementaridade da colecdo de germoplasma da EA/UFG, uma estratégia

de conservacao ex situ

Uma analise diferente, porém, como o mesmo algoritimo, foi conduzida
incluindo a colecdo de germoplasma de mangabeira como sendo uma populacdo
preservada, uma metodologia também apontada por Diniz-Filho et al. (2012). Neste caso, 0
objetivo do algoritmo era buscar quais populacdes sdo necessarias para representar 0s
alelos que ndo estdo na colecdo de germoplasma. Como também sdo possiveis varias
solugdes para este problema de complementaridade, foram desenvolvidas duas estratégias

a fim de selecionar a melhor solucéo.

A primeira consiste na idéia de simplesmente excluir da matriz de frequéncias
alélicas aqueles alelos que ja se encontram na colecdo, com base na insubstituibilidade
(IRR). Uma segunda andlise para complementaridade da colecdo de germoplasma foi
escolher a melhor solucdo possivel, que apresenta a menor distancia geografica das
populacdes naturais para a Goiania, local da colecdo (ver Tabela 5.1). Esse procedimento é

importante no sentido de facilitar a coleta do material e reduzir gastos com transporte.

53  RESULTADOS E DISCUSSAO
5.3.1 Selecdo de areas prioritarias para conservacao in situ

Buscando todas as combinagGes possiveis de populacdes (n?* = 16.777.216
solucdes), foi possivel saber quais dessas combinacdes possuem o menor ndmero de
populacdes que representa todos os alelos amostrados, que sdo encontrados nas 24
populagdes naturais. Foram encontradas 69 solugdes diferentes que atendem aos requisitos
acima, com um minimo de 9 populagdes necessarias para representar os 157 alelos. Como

h& mais de uma solucao possivel para o problema, duas estratégias foram conduzidas:

Na primeira estratégia as 69 solucBes possiveis foram analisadas quanto as
freqiéncia com que cada uma das 24 populacGes aparece nas 69 solugdes (IRR). Os
valores de IRR para as 24 populacdes de mangaba, calculados a partir das 69 solucdes

minimas estdo listados na Figura 5.3.
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Figura 5.3 Frequéncia com que cada uma das 24 populacdes de Hanconia speciosa
aparece nas 69 solugdes (IRR)

Como resultados, ha duas populacbes a serem preservadas (Fronteiras-MG e
Diamantina-MS) com IRR =1, e outras 6 populacdes (Niguelandia-GO, Serra de Jaragua-
GO, Japonvar-MG, Natividade-TO, Roda Velha-BA e Cocalinho-MT) com valores de IRR
entre 0,9 e 0,5 (Figuras 5.3 e 5.4). Em geral os valores de IRR n&o foram muito elevados,
consequéncia da baixa frequéncia de alelos raros. As solugdes, por consequéncia, ndo sao
muito semelhantes, com um valor médio de coeficiente de Jaccard entre elas igual a 0.513
+0.162.

[0 0.2]00.4] @ 0.6] M0.8] W|
Figura5.4 Mapa de populagbes prioritarias para conservagdo in situ de Hancornia
speciosa baseada da insubstituibilidade




93

A outra estratégia apontada para selecdo de areas prioritarias para conservagao
in situ consistiu em selecionar a melhor solugdo com maior frequéncia de remanescentes
ao redor das populacdes. Como resultado, para cada uma das 69 solugdes possiveis,
calculou-se a proporcdo média de remanescentes de vegetacdo natural, permitindo definir
qual dessas solugGes € a que possui maior propor¢do de remanescentes e que seria,
portanto, mais interessante para conservagéo in situ. A solucdo encontra-se na Figura 5.5 e,
em meédia, suas populacdes encontram-se em regifes com 57% de remanescentes de

vegetacdo natural em um raio de 50 km de entorno.

Figura5.5 Mapa de populagcdes prioritarias para conservacdo in situ de Hancornia
speciosa baseada na maxima porcentagem de remanescentes

Neste caso, as populacdes selecionadas como prioritarias para conservacao
foram: Natividade-TO, Roda Velha-BA, Diamantina-MS, Chapada dos Guimaraes-MT,
General Carneiro-MT, Cocalinho-MT, Niquelandia-GO, Pirapora-MG e Fronteira-MG
(Figura 5.5). As duas estratégias empregadas para selecionar as melhores solucdes de
minimizagao coincidiram em priorizar cinco das 24 populagdes naturais: Natividade-TO,
Diamantina-MS, Cocalinho-MT, Niquelandia-GO e Fronteira-MG (Tabela 5.2).
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Na Tabela 5.2 é possivel perceber a populacdo de Niquelandia-GO obteve o
maior namero médio de alelos por I6cus (11,714), seguido das popula¢des de Natividade-
TO (11,285) e Diamantina-MS (10,140). Foram observados também alelos privados em
trés populacdes prioritarias (DIAMS, FROMG e NATTO). A identificacdo de alelos
privados é Util para aplicar na conservacdo genética e poder identificar populagbes que
merecem manejo especial (Kalinowski, 2004). Ja a heterozigosidade observada apresentou
valores ligeiramente inferiores a diversidade génica em todas as populagdes prioritarias,
indicando excesso de homozigose. As diferencas encontradas entre as estimativas de He e
Ho explicam o aparecimento de endogamia nas populagdes, mesmo estas apresentando
alogamia e sistema de incompatibilidade (Caballero et al., 2010; Costa, 2013; Olivatti,
2013).

Tabela 5.2  PopulacGes prioritarias de Hancornia speciosa para conservacao in situ

Populacdo Prioritaria N A Ar He Ho f

1*  NATTO 32 11,285 4,366 0,673 0,591 0,124*
22 DIAMS 33 10,142 4,554 0,778 0,631 0,192*
3*  NIQGO 33 11,714 4,406 0,667 0,611 0,085*
4 COCMT 33 10,000 4,623 0,766 0,738  0,038"°
5% FROMG 32 6,857 3,263 0,559 0,482 0,139*

Com relacdo as estratégias de conservacdo de recursos genéticos in situ, a
preocupacdo da Genética de Populacbes, ndo € sO entender a acdo dos mecanismos
microevolutivos que condicionam a estrutura populacional, como o fluxo génico, deriva
genética, sistema de cruzamento. Mas, sua preocupacdo vai além, como por exemplo,
detectar as restriches tanto de natureza genética e ecoldgica, quanto de acdo humana, as
possibilidades de evolucdo continua e de aparecimento de novas estratégias adaptativas
(Frankham et al., 2008).

As possibilidades de perda significante de variabilidade genética, causadas pela
atividade humana, principalmente devido a destruicdo de habitats, com consequente
limitacdo do potencial evolutivo futuro de muitas espécies, estdo cada vez mais presentes.
Entretanto, embora se tenha, cada vez mais informagdes consistentes sobre o nivel de
variabilidade genética em populagdes naturais, principalmente a partir da utilizacdo de
técnicas de eletroforese, ainda pouco sabemos sobre as relacdes entre esta variabilidade e a
adaptacdo e sobrevivéncia. A integracdo de métodos de abordagem, tanto genéticos como

ecologicos, provavelmente nos permitirdo compreender de maneira mais abrangente 0s
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processos a que populacdes naturais estdo submetidas, tornando possivel estabelecer
estratégias mais adequadas para a preservacao das diferentes formas de vida.

5.3.2 Complementaridade da colecdo de germoplasma da EA/UFG, uma estratégia

de conservacao ex situ

Buscando complementar a diversidade genética amostrada pela colecdo de
germoplasma, no qual a colecdo se comporta como uma populagdo preservada, foram
excluidos 127 alelos, restando apenas 30 alelos para o teste de insubistituibilidade. Desse
modo, foram obtidas 12 solucGes que representam todos os 30 alelos com o0 menor nimero
de populacdes (essas solucdes possuem 7 populacdes), com uma similaridade média de

0.425 + 0.146. Os valores de IRR sdo os seguintes:
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Figura 5.6 Frequéncia com que cada uma das 24 populagdes de Hanconia speciosa
aparece nas 69 solucdes (IRR)

Apenas seis populagdes apresentaram IRR > 0,5 e que, portanto, podem ser
selecionadas para complementar a variabilidade genética da cole¢do de germoplasma de H.
speciosa. Isto é apenas as popula¢bes de Niquelandia-GO, Fronteira-MG, Natividade-TO,
Brazilandia-MG, Cocalinho-MT e Diamantina-MS apresentaram freqiiéncia maxima de

selecdo, ou seja, aparecem em todas as solucdes possiveis (Figura 5.7).

A outra estratégia foi escolher qual das 12 solu¢Bes possui a menor distancia
para Goiénia, facilitando a coleta de material. Neste caso, sete populagdes foram

selecionadas para complementar a colecdo de germoplasma: Niquelandia-GO, Fronteira-



MG, Mutunépolis-GO, Brazilandia-MG, Cocalinho-MT e Diamantina-MS e Serra de

Jaragué-GO (Figura 5.8).

®
S
o
S
On
Q
o
O o
S
© &
©T 3T
o=
S 2
TS
o=
2=
w
S a8
c S
Qo »m
€ £
L
S ©
a
58
°9
C @
ab
o ©
8
wn
g5
Mp

complementaridade da colecdo de

baseada na menor distanc

Goiania

ia até



97

Neste trabalho, foi possivel projetar estratégias ideais de conservacdo da
diversidade genética de Hancornia speciosa no ambito in situ e ex situ. Diferentes
estratégias de minimizacdo das solucBes possiveis foram feitas com base no mesmo
conjunto de dados, embora com o uso de pesos distintos, revelando seus propositos
diferentes. Assim, entende-se que as estratégias de conservagdo ex situ e in situ podem ser
implementadas em conjunto, de modo a aumentar a eficAcia do planejamento
conservacionista. Neste estudo, a variabilidade genética de populacdes naturais H. speciosa
foi representada de tal maneira a conservar estrategicamente (in situ) todos os alelos
conhecidos em oito populag@es naturais distribuidas ao longo do bioma Cerrado. Tentando
diminuir os impactos humanos sobre as popula¢cdes naturais, a variabilidade genética da
mangabeira foi conservada estrategicamente considerando populacdes em regibes com
mais remanescentes de cobertura natural, conservando outras nove populacdes, algumas
coincidentes com a primeira estratégia. Definindo prioridades entre as populagdes
amostradas, estas estratégias in situ podem ajudar no planejamento de uma agenda para
intervencdes de conservacgdo da espécie como um todo. Além disso, supondo que a colecao
de germoplasma da Universidade Federal de Goias € uma populacdo totalmente protegida,
mostrou-se com este trabalho que € possivel selecionar um conjunto de populagdes naturais
que precisam ser amostradas para complementar a variabilidade genética conhecida,
visando a sua conservacao ex situ. Assim, foram selecionadas sete populacGes prioritarias

para complementarem a colecdo de germoplasma da espécie estudada.

As estratégias de Planejamento Sistematico da Conservacdo apresentam com
objetivo a selecdo de regibes prioritarias para conservacdo com base em diversos objetivos,
com diferentes metas de conservacdo (Sarkar & llloldi-Rangel, 2010). Uma aplicacédo
inicial dessas estratégias de conservacdo sistematica, com dados genéticos, foi
originalmente apresentada por Diniz-Filho & Telles (2006) e Diniz-Filho (2012). Estes
autores propuseram como diferentes algoritmos poderiam ser utilizados para representar a
diversidade genética de populacfes sob estruturas espaciais distintas. Essas anélises, como
a que foi apresentada aqui, sugerem que o Planejamento Sistematico da Conservacéo pode
ser uma ferramenta bastante Util e objetiva para orientar as aces de conservacao dentro da
especie, embora, naturalmente, melhorias adicionais podem ser importantes e mais

trabalho é necessario para expandir as atividades de conservacao.
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Para Diniz-Filho (2012), uma questdo importante a ser discutida a cerca dessas
aplicacdes de estratégias de conservacdo é que elas se baseiam em marcadores moleculares
neutros. Isso ndo reflete necessariamente caracteristicas adaptativas que devem ser
importantes para a persisténcia da populacdo, ou as caracteristicas que podem ser
importantes para o aproveitamento econdémico dessas espécies (ou seja, producgdo de frutas
e de qualidade). No entanto, o principal objetivo dessas analises foi mostrar a possibilidade
de desenvolver um plano de conservacgdo sistematica baseada em dados genéticos. Claro
que, se os dados adaptativos estiverem disponiveis, 0s mesmos procedimentos podem ser
aplicados com mais robustez. Além disso, outros objetivos podem ser adicionados
melhorando as possibilidades de persisténcia da populagdo, o que poderia ser acoplado

com as andlises realizadas neste trabalho.

A questdo mais importante levantada por essa andlise € a possibilidade de aplicar 0s
métodos de Planejamento Sisteméatico da Conservagdo para lidar com a variagdo genética
da espécie, com base em abordagens distintas para estratégias de conservacao in situ e ex
situ. Apesar de que muitas melhorias podem ser feitas para lidar com aspectos mais
complexos dos dados genéticos (como lidar com as frequéncias alélicas e ndo com a
presenca-auséncia de alelos e fazendo andlises independentes para o loci distintos), as
analises aqui apresentadas sdo um bom ponto de partida para o planejamento da

conservacao da diversidade genética de uma forma mais sistematica e objetiva.

54  CONCLUSOES

i.  Como base na insubstituibilidade oito populaces naturais podem sdo prioritarias
para conservacao in situ (Fronteiras-MG, Diamantina-MS, Niquelandia-GO, Serra
de Jaragua-GO, Japonvar-MG, Natividade-TO, Roda Velha-BA e Cocalinho-MT);

ii. Com base na porcentagem de remanescentes, as populacdes selecionadas como
prioritarias para conservacdo foram: Natividade-TO, Roda Velha-BA, Diamantina-
MS, Chapada dos Guimardes-MT, General Carneiro-MT, Cocalinho-MT,
Niquelandia-GO, Pirapora-MG e Fronteira-MG;

iii. A fim de complementar a variabilidade genética existente na colecdo de
germoplasma da Escola de Agronomia da UFG, foram selecionadas sete
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populacBes naturais prioritarias para a coleta de germoplasma, nas regides descritas
a seguir: Niquelandia-GO, Fronteira-MG, Mutundpolis-GO, Brazilandia-MG,

Cocalinho-MT e Diamantina-MS e Serra de Jaragua-GO.



6. CONCLUSOES GERAIS

Vi.

Vii.

viii.

Existe elevada variabilidade genética, entre as populacGes de H. speciosa e entre 0s
individuos dentro das variedades botanicas, para os marcadores microssatélites
avaliados;

Apesar da variagdo genética entre variedades botanicas ser significativa, ela é
muito baixa, estando a maior parte da diferenciacdo genética no componente
entre populacdes, independentes das variedades;

A variedade H. speciosa var. speciosa se apresenta como a variedade botanica
geneticamente mais divergente em relacdo as demais, seguida da variedade H.
speciosa var. cuyabensis;

A plasticidade fenotipica pode estar contribuindo para diferenciacdo fenotipica
entre as variedades botanicas;

A alta diversidade genética entre as populacGes de H. speciosa avaliadas sugere
a necessidade de um nimero grande de areas para a conservacgao in situ;

Existe estruturacdo genética significativa entre e dentro de populacdes, com a
diferenciacdo genética entre populacdes de H. speciosa se apresentando alta,
sugerindo baixo fluxo génico entre elas;

Existe um fraco padrdo espacial na variabilidade genética encontrada nas
populagbes de H. speciosa, sugerindo um modelo de diferenciacdo de
isolamento-por-distancia ou stepping-stone;

Nove populagdes naturais de H. speciosa foram selecionadas como prioritarias
para conservacao in situ: Natividade-TO, Roda Velha-BA, Diamantina-MS,
Chapada dos Guimardes-MT, General Carneiro-MT, Cocalinho-MT,
Niquelandia-GO, Pirapora-MG e Fronteira-MG;

A fim de complementar a variabilidade genética existente na colecdo de
germoplasma da Escola de Agronomia da UFG, foram selecionadas sete

populacbes naturais prioritarias para a coleta de germoplasma, nas regides
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descritas a seguir: Niquelandia-GO, Fronteira-MG, Mutunopolis-GO,
Brazilandia-MG, Cocalinho-MT e Diamantina-MS e Serra de Jaragua-GO.
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Apéndice A. Frequéncia alélica dos sete locos microssatélites nas 18 primeiras populac6es de H. speciosa

120

popl pop2 pop3 pop4 pop5 pop6 pop7 pop8 pop9 popl0  popll popl2 popl3 popld  popl5 poplé  popl7  popl8
Loco: Hs01
p: 239 0.000 0.000 0.000 0.000 0.500 0.063 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.125 0.040 0.000 0.091 0.000 0.000 0.531
p: 241 0.015 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.423 0.412 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.016 0.000
p: 243 0.000 0.000 0.000 0.000 0.047 0.000 0.000 0.000 0.000 0.038 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.094
p: 245 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.031 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
p: 247 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.016 0.000 0.031 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.030 0.045 0.000 0.000 0.000
p: 249 0.000 0.016 0.000 0.172 0.047 0.000 0.107 0.031 0.020 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.078 0.016 0.000
p: 251 0.015 0.065 0.219 0.484 0.000 0.047 0.286 0.125 0.660 0.000 0.059 0.250 0.020 0.167 0.000 0.078 0.078 0.203
p: 253 0.167 0.081 0.031 0.016 0.031 0.047 0.000 0.000 0.020 0.000 0.000 0.000 0.120 0.000 0.000 0.156 0.125 0.000
p: 255 0.000 0.097 0.000 0.063 0.016 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
p: 257 0.000 0.048 0.000 0.016 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.088 0.000 0.040 0.000 0.000 0.000 0.000 0.078
p: 259 0.000 0.000 0.000 0.063 0.031 0.016 0.000 0.000 0.000 0.154 0.206 0.000 0.040 0.015 0.000 0.000 0.000 0.063
p: 261 0.000 0.210 0.000 0.000 0.000 0.016 0.179 0.125 0.000 0.077 0.000 0.000 0.000 0.076 0.000 0.016 0.016 0.000
p: 263 0.015 0.000 0.203 0.031 0.000 0.016 0.107 0.094 0.000 0.077 0.029 0.000 0.160 0.015 0.227 0.047 0.047 0.000
p: 265 0.045 0.000 0.188 0.016 0.125 0.063 0.000 0.000 0.000 0.038 0.000 0.000 0.040 0.000 0.136 0.016 0.031 0.000
p: 267 0.136 0.032 0.031 0.031 0.016 0.156 0.000 0.000 0.000 0.000 0.059 0.000 0.140 0.212 0.136 0.047 0.078 0.000
p: 269 0.061 0.113 0.000 0.094 0.000 0.047 0.000 0.063 0.000 0.000 0.029 0.125 0.080 0.030 0.045 0.188 0.125 0.000
p: 271 0.258 0.000 0.000 0.000 0.063 0.313 0.107 0.063 0.000 0.000 0.000 0.000 0.040 0.136 0.091 0.219 0.063 0.000
p: 273 0.152 0.323 0.047 0.016 0.109 0.016 0.036 0.031 0.180 0.019 0.059 0.000 0.060 0.000 0.045 0.063 0.125 0.016
p: 275 0.015 0.016 0.000 0.000 0.000 0.016 0.000 0.094 0.040 0.154 0.029 0.125 0.020 0.015 0.000 0.016 0.000 0.000
p: 277 0.000 0.000 0.031 0.000 0.000 0.000 0.036 0.031 0.020 0.019 0.029 0.000 0.020 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
p: 279 0.015 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.071 0.031 0.040 0.000 0.000 0.125 0.060 0.030 0.045 0.016 0.094 0.000
p: 281 0.000 0.000 0.031 0.000 0.016 0.094 0.000 0.063 0.000 0.000 0.000 0.125 0.000 0.000 0.045 0.000 0.016 0.000
p: 283 0.000 0.000 0.031 0.000 0.000 0.000 0.036 0.063 0.020 0.000 0.000 0.000 0.000 0.106 0.000 0.016 0.016 0.000
p: 285 0.061 0.000 0.109 0.000 0.000 0.031 0.036 0.125 0.000 0.000 0.000 0.000 0.100 0.061 0.000 0.031 0.063 0.000
p: 287 0.015 0.000 0.031 0.000 0.000 0.016 0.000 0.031 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.076 0.091 0.016 0.063 0.000
p: 289 0.030 0.000 0.047 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.020 0.015 0.000 0.000 0.031 0.016
p: 291 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.125 0.000 0.015 0.000 0.000 0.000 0.000
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151
157
159
161
163
165
167
169
171
173
175
177
179
181
183
185
187
189
191
193
195
197
199
201
203
205

1207

0.000
0.000
0.000
0.000
0.015
0.000
0.000
0.000
0.000
0.212
0.000
0.000
0.000
0.000
0.015
0.045
0.121
0.045
0.242
0.152
0.015
0.000
0.000
0.015
0.000
0.000
0.000
0.001

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.047
0.094
0.109
0.000
0.047
0.094
0.125
0.000
0.031
0.109
0.000
0.328
0.000
0.016
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.015
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.242
0.000
0.000
0.000
0.000
0.106
0.242
0.061
0.000
0.000
0.045
0.000
0.015
0.000
0.000
0.030
0.030
0.061
0.091

0.000
0.016
0.000
0.000
0.031
0.000
0.000
0.000
0.156
0.469
0.000
0.063
0.016
0.000
0.063
0.031
0.000
0.016
0.047
0.078
0.000
0.016
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.234
0.250
0.047
0.000
0.000
0.047
0.000
0.016
0.016
0.000
0.031
0.000
0.016
0.125
0.016
0.000
0.063
0.094
0.000
0.000
0.000
0.000
0.016
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.061
0.000
0.015
0.015
0.000
0.000
0.076
0.030
0.000
0.015
0.000
0.015
0.015
0.030
0.121
0.091
0.0901
0.258
0.015
0.000
0.015
0.091
0.000
0.000
0.030

0.000
0.000
0.036
0.000
0.000
0.000
0.036
0.036
0.143
0.036
0.000
0.000
0.000
0.036
0.143
0.036
0.000
0.000
0.179
0.000
0.000
0.036
0.036
0.036
0.071
0.000
0.143
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.029
0.000
0.000
0.088
0.088
0.000
0.000
0.029
0.029
0.147
0.029
0.000
0.000
0.059
0.029
0.000
0.059
0.029
0.059
0.059
0.000
0.235
0.029

0.000
0.000
0.042
0.000
0.000
0.000
0.000
0.021
0.563
0.083
0.000
0.000
0.021
0.000
0.021
0.000
0.000
0.000
0.000
0.167
0.021
0.000
0.042
0.000
0.021
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.439
0.061
0.000
0.030
0.000
0.000
0.000
0.000
0.121
0.121
0.030
0.045
0.000
0.000
0.000
0.000
0.015
0.121
0.015
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.028
0.444
0.000
0.000
0.000
0.028
0.056
0.000
0.056
0.000
0.194
0.000
0.028
0.056
0.000
0.028
0.000
0.056
0.000
0.028
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.125
0.125
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.125
0.000
0.000
0.125
0.250
0.000
0.125
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.056
0.037
0.019
0.037
0.000
0.074
0.111
0.037
0.185
0.019
0.037
0.093
0.019
0.056
0.037
0.000
0.000
0.167
0.000

0.000
0.000
0.000
0.015
0.000
0.000
0.030
0.000
0.076
0.091
0.000
0.000
0.000
0.000
0.076
0.015
0.030
0.167
0.045
0.106
0.000
0.030
0.015
0.030
0.000
0.061
0.091
0.076

0.000
0.000
0.000
0.045
0.000
0.000
0.091
0.000
0.000
0.023
0.000
0.000
0.000
0.000
0.227
0.023
0.023
0.114
0.023
0.000
0.227
0.045
0.000
0.023
0.136
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.016
0.000
0.000
0.250
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.078
0.078
0.000
0.250
0.078
0.156
0.000
0.000
0.016
0.000
0.000
0.016
0.000
0.031

0.000
0.000
0.016
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.234
0.000
0.000
0.000
0.031
0.047
0.094
0.078
0.016
0.188
0.063
0.031
0.016
0.016
0.063
0.016
0.000
0.000
0.047
0.031

121

0.016
0.016
0.000
0.172
0.000
0.094
0.000
0.047
0.000
0.344
0.000
0.000
0.109
0.078
0.016
0.031
0.000
0.000
0.016
0.016
0.000
0.000
0.016
0.000
0.031
0.000
0.000
0.000
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1211

215
219

1235

Loco: Hs06
95
99
101
103
105
107
109
111
113
115
117
119
121
123
125
127
129
131
133
135
137
139
141

1143

0.000
0.030
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.045
0.015
0.045
0.136
0.000
0.061
0.061
0.030
0.000
0.106
0.182
0.167
0.091
0.015
0.015
0.000
0.030
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.016
0.000
0.266
0.547
0.109
0.016
0.000
0.016
0.016
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.016
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.045
0.015
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.197
0.015
0.227
0.061
0.015
0.076
0.015
0.045
0.106
0.030
0.030
0.045
0.030
0.045
0.015
0.015
0.000
0.000
0.015
0.015
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.145
0.016
0.097
0.016
0.194
0.145
0.097
0.081
0.016
0.016
0.065
0.032
0.016
0.048
0.000
0.016
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.031
0.000
0.000

0.000
0.000
0.109
0.000
0.000
0.016
0.094
0.000
0.016
0.109
0.219
0.172
0.016
0.094
0.000
0.016
0.000
0.125
0.000
0.000
0.016
0.000
0.000
0.000

0.015
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.031
0.109
0.031
0.109
0.094
0.063
0.047
0.125
0.000
0.188
0.063
0.047
0.000
0.000
0.063
0.016
0.000
0.000
0.016
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.077
0.000
0.077
0.154
0.231
0.154
0.038
0.115
0.077
0.000
0.000
0.000
0.038
0.038
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.083
0.111
0.056
0.028
0.222
0.028
0.000
0.083
0.000
0.083
0.056
0.028
0.056
0.083
0.056
0.028
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.040
0.080
0.000
0.140
0.060
0.320
0.080
0.060
0.040
0.020
0.020
0.040
0.020
0.040
0.020
0.000
0.020
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.203
0.109
0.094
0.000
0.094
0.031
0.031
0.125
0.063
0.125
0.000
0.016
0.000
0.016
0.016
0.078
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.053
0.079
0.079
0.026
0.079
0.158
0.105
0.079
0.026
0.026
0.079
0.026
0.105
0.000
0.026
0.000
0.000
0.026
0.026
0.000
0.000
0.000

0.000
0.125
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.125
0.000
0.000
0.000
0.000
0.375
0.000
0.000
0.000
0.125
0.000
0.000
0.000
0.375
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.019
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.107
0.107
0.000
0.036
0.161
0.071
0.071
0.000
0.089
0.179
0.000
0.000
0.000
0.018
0.018
0.036
0.036
0.000
0.036
0.000
0.018
0.000

0.015
0.000
0.015
0.015
0.000

0.000
0.015
0.091
0.015
0.000
0.015
0.045
0.227
0.106
0.030
0.061
0.076
0.091
0.000
0.030
0.030
0.091
0.015
0.045
0.000
0.015
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.023
0.045
0.068
0.114
0.205
0.068
0.091
0.182
0.045
0.023
0.000
0.000
0.045
0.023
0.000
0.023
0.045
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.016
0.016
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.016
0.000
0.000
0.000
0.016
0.172
0.141
0.000
0.031
0.078
0.141
0.094
0.094
0.125
0.078
0.016
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.016
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.016
0.016
0.031
0.109
0.203
0.016
0.063
0.063
0.031
0.109
0.125
0.063
0.047
0.000
0.031
0.016
0.016
0.016
0.000

122

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.047
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.063
0.016
0.047
0.359
0.188
0.266
0.000
0.000
0.000
0.000
0.016
0.000
0.000
0.000
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145
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149
151
155
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Loco: Hs08

1229
1231

233
235
237
239
241
243
245
247
249
251
253
255
257
259
261
263
265
267
269
271

1273

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.045
0.061
0.000
0.000
0.015
0.121
0.227
0.273
0.182
0.045
0.030
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.016
0.016
0.000
0.047
0.063
0.016
0.281
0.297
0.078
0.031
0.156
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.015
0.000
0.061
0.000
0.045
0.288
0.106
0.030
0.030
0.015
0.167
0.091
0.076
0.076
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.016
0.065
0.242
0.097
0.403
0.032
0.032
0.048
0.000
0.016
0.000
0.048
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.219
0.063
0.078
0.422
0.031
0.031
0.063
0.000
0.000
0.000
0.094
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.136
0.091
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.061
0.182
0.136
0.106
0.076
0.030
0.136
0.030
0.000
0.015
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.036
0.179
0.000
0.000
0.071
0.071
0.071
0.036
0.214
0.107
0.071
0.000
0.107
0.036
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.176
0.176
0.000
0.059
0.088
0.118
0.029
0.029
0.059
0.029
0.059
0.059
0.088
0.029
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.080
0.000
0.000
0.040
0.220
0.220
0.200
0.140
0.080
0.000
0.000
0.000
0.000
0.020
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.016
0.172
0.297
0.047
0.047
0.188
0.094
0.078
0.063
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.053
0.000
0.000
0.026
0.000
0.000
0.000
0.053
0.158
0.211
0.211
0.000
0.053
0.211
0.026
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.375
0.000
0.000
0.000
0.000
0.250
0.000
0.000
0.000
0.125
0.000
0.125
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.125

0.000
0.018
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.222
0.000
0.000
0.019
0.074
0.167
0.093
0.111
0.093
0.074
0.037
0.093
0.000
0.000
0.000
0.019
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.015
0.091
0.015
0.045
0.030
0.045
0.485
0.091
0.030
0.045
0.061
0.045
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.028
0.000
0.000
0.083
0.000
0.000
0.000
0.000
0.056
0.139
0.139
0.139
0.083
0.250
0.000
0.028
0.000
0.000
0.000
0.000
0.028
0.028

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.078
0.125
0.016
0.000
0.016
0.297
0.125
0.109
0.203
0.031
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.031
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.016
0.000
0.016
0.016
0.000
0.078
0.188
0.031
0.000
0.000
0.125
0.125
0.141
0.141
0.063
0.031
0.031
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

123

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.156
0.000
0.063
0.000
0.141
0.031
0.000
0.609
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
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Loco: Hsll

1123
1127

129
131
133
135

1137

Loco: Hs16

1101

103
105
107
109
111
113
115
117
119
121
123
125
127
129
131
133
135
137

1139

0.000
0.000
0.939
0.061
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.061
0.030
0.121
0.000
0.061
0.061
0.030
0.015
0.106
0.182
0.167
0.106
0.015
0.015

0.000
0.000
0.594
0.328
0.016
0.000
0.063

0.000
0.000
0.016
0.000
0.016
0.000
0.813
0.125
0.000
0.000
0.016
0.016
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.530
0.470
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.015
0.076
0.000
0.273
0.121
0.000
0.076
0.015
0.061
0.136
0.015
0.045
0.030
0.045
0.030
0.030
0.000

0.000
0.000
0.625
0.375
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.094
0.000
0.109
0.047
0.000
0.250
0.078
0.141
0.047
0.031
0.016
0.063
0.031
0.016
0.047
0.000

0.000
0.000
0.891
0.109
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.031
0.000
0.000
0.000
0.016
0.094
0.000
0.016
0.109
0.219
0.188
0.016
0.125
0.000
0.016
0.000
0.141
0.000

0.000
0.000
0.970
0.030
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.125
0.016
0.000
0.078
0.141
0.031
0.063
0.109
0.031
0.203
0.031
0.063
0.000
0.000
0.063
0.016
0.000

0.000
0.000
0.750
0.250
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.036
0.000
0.071
0.429
0.000
0.036
0.179
0.143
0.036
0.036
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.639
0.361
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.028
0.000
0.111
0.556
0.083
0.028
0.056
0.000
0.028
0.028
0.000
0.000
0.028
0.000
0.028
0.000

0.000
0.000
0.708
0.271
0.000
0.021
0.000

0.000
0.000
0.000
0.020
0.000
0.020
0.400
0.080
0.060
0.140
0.000
0.080
0.040
0.020
0.080
0.020
0.000
0.040
0.000
0.000

0.000
0.000
0.879
0.061
0.061
0.000
0.000

0.000
0.000
0.091
0.000
0.015
0.000
0.152
0.000
0.121
0.182
0.167
0.106
0.000
0.000
0.000
0.000
0.076
0.076
0.015
0.000

0.000
0.000
0.632
0.368
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.026
0.000
0.000
0.026
0.053
0.000
0.053
0.053
0.079
0.105
0.237
0.132
0.184
0.026
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.625
0.375
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.125
0.000
0.000
0.625
0.000
0.000
0.125
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.125
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.778
0.222
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.054
0.018
0.196
0.304
0.089
0.054
0.054
0.018
0.054
0.036
0.000
0.000
0.018
0.000
0.054
0.000

0.000
0.000
0.879
0.121
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.015
0.000
0.000
0.015
0.288
0.121
0.091
0.182
0.030
0.121
0.015
0.015
0.045
0.015
0.015
0.030
0.000
0.000

0.000
0.000
0.955
0.023
0.000
0.000
0.023

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.045
0.000
0.068
0.001
0.114
0.023
0.091
0.182
0.114
0.001
0.068
0.068
0.023
0.000

0.000
0.000
0.734
0.266
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.016
0.000
0.016
0.156
0.094
0.000
0.047
0.063
0.156
0.109
0.078
0.109
0.125
0.016
0.000

0.000
0.000
0.734
0.266
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.031
0.063
0.219
0.016
0.078
0.109
0.047
0.078
0.109
0.047
0.078
0.031
0.000

124

0.031
0.000
0.844
0.094
0.031
0.000
0.000

0.000
0.000
0.047
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.063
0.016
0.016
0.391
0.156
0.297
0.000
0.000
0.000
0.000
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201
: 203

= T 8 =2 B @

0.000
0.030
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.848
0.121
0.030
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.547
0.000
0.453
0.000
0.000

0.015
0.000
0.000
0.015
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.576
0.409
0.000
0.015
0.000

0.000
0.016
0.016
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.891
0.078
0.031
0.000
0.000

0.000
0.000
0.031
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.547
0.453
0.000
0.000
0.000
0.000

0.031
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.333
0.348
0.288
0.030
0.000

0.000
0.000
0.036
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.036
0.464
0.500
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.028
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.361
0.639
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.760
0.000
0.240
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.288
0.697
0.015
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.026
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.842
0.079
0.079
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.125
0.625
0.250
0.000
0.000
0.000

0.000
0.018
0.036
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.019
0.673
0.288
0.019
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.016
0.938
0.047
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.023
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.071
0.857
0.036
0.036
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.016
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.125
0.813
0.063
0.000
0.000
0.000

0.031
0.016
0.016
0.031
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.047
0.672
0.250
0.031
0.000
0.000

125

0.016
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.984
0.016
0.000
0.000
0.000

Apéndice B. Frequéncia alélica dos sete locos microssatélites nas 10 ultimas populacdes de H. speciosa

popl9  pop20 op21 pop22  pop23  pop24  pop25 pop26  pop27  pop28
Loco: Hs01
p: 239 0,597 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
p: 241 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,056 0,071 0,000 0,000



1243
: 245
247
249
251
253
255
257
259
261
263
265
267
269
271
273
275
277
279
281
283
285
287
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Loco: Hs05
p: 149
p: 151
p: 157

0,032
0,000
0,000
0,000
0,145
0,000
0,000
0,016
0,177
0,016
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,016
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,000

0,000
0,016
0,016
0,000
0,000
0,000
0,000
0,031
0,000
0,000
0,000
0,594
0,250
0,031
0,047
0,000
0,000
0,000
0,000
0,016
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,000

0,032
0,000
0,000
0,000
0,000
0,016
0,000
0,000
0,000
0,000
0,048
0,032
0,032
0,016
0,274
0,032
0,032
0,000
0,000
0,306
0,129
0,000
0,048
0,000
0,000

0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,016
0,000
0,000
0,000
0,065
0,000
0,016
0,065
0,000
0,468
0,097
0,129
0,016
0,065
0,032
0,016
0,000
0,000
0,016
0,000

0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,063
0,047
0,000
0,000
0,000
0,016
0,094
0,391
0,031
0,047
0,063
0,000
0,031
0,188
0,016
0,000
0,000
0,000
0,000
0,016

0,000
0,000
0,000

0,032
0,000
0,000
0,000
0,113
0,016
0,000
0,000
0,000
0,016
0,016
0,048
0,145
0,016
0,274
0,097
0,000
0,032
0,081
0,065
0,000
0,048
0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,000
0,000
0,056
0,000
0,000
0,000
0,000
0,417
0,194
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,167
0,028
0,083
0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,000
0,000
0,036
0,000
0,000
0,000
0,000
0,357
0,214
0,036
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,143
0,071
0,071
0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,000
0,093
0,389
0,037
0,000
0,019
0,019
0,148
0,056
0,000
0,019
0,019
0,130
0,056
0,000
0,000
0,000
0,000
0,019
0,000
0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,000
0,000
0,593
0,000
0,000
0,000
0,111
0,019
0,000
0,037
0,000
0,000
0,204
0,037
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,000
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1159
1161

163
165
167
169
171
173
175
177
179
181
183
185
187
189
191
193
195
197
199
201
203
205
207
209
211
215
219

1235

0,083
0,000
0,000
0,000
0,017
0,000
0,500
0,000
0,000
0,017
0,283
0,000
0,017
0,000
0,017
0,000
0,000
0,000
0,033
0,033
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

0,016
0,000
0,016
0,016
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,063
0,000
0,000
0,047
0,484
0,250
0,094
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,016
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,016
0,000
0,000
0,000
0,000
0,063
0,016
0,031
0,016
0,063
0,281
0,031
0,016
0,000
0,172
0,250
0,000
0,000
0,047
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

0,031
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,016
0,000
0,000
0,000
0,031
0,031
0,016
0,000
0,063
0,016
0,406
0,109
0,109
0,016
0,078
0,031
0,000
0,000
0,000
0,016
0,000
0,031
0,000
0,000

0,016
0,000
0,000
0,000
0,031
0,000
0,047
0,047
0,000
0,000
0,000
0,000
0,016
0,078
0,344
0,016
0,078
0,031
0,000
0,031
0,219
0,031
0,000
0,000
0,000
0,000
0,016
0,000
0,000
0,000

0,000
0,031
0,000
0,000
0,000
0,000
0,141
0,000
0,000
0,000
0,000
0,047
0,047
0,047
0,141
0,000
0,250
0,094
0,000
0,031
0,078
0,063
0,000
0,031
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,111
0,000
0,000
0,000
0,000
0,306
0,139
0,000
0,056
0,000
0,139
0,028
0,000
0,000
0,028
0,028
0,056
0,000
0,083
0,028
0,000
0,000
0,000
0,000

0,000
0,083
0,000
0,000
0,000
0,000
0,042
0,000
0,000
0,000
0,000
0,375
0,208
0,042
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,042
0,083
0,083
0,042
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

0,000
0,032
0,000
0,000
0,065
0,000
0,323
0,032
0,000
0,016
0,065
0,177
0,032
0,000
0,016
0,000
0,129
0,016
0,000
0,000
0,000
0,032
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,065

0,177
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,484
0,000
0,000
0,065
0,000
0,065
0,000
0,016
0,000
0,016
0,097
0,048
0,000
0,000
0,000
0,016
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,016
0,000
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Loco: Hs06
95
99
101
103
105
107
109
111
113
115
117
119
121
123
125
127
129
131
133
135
137
139
141
143
145
147
149
151
155

1159

0,000
0,000
0,016
0,000
0,016
0,000
0,016
0,000
0,031
0,219
0,000
0,000
0,078
0,172
0,109
0,094
0,031
0,016
0,000
0,016
0,000
0,078
0,047
0,016
0,000
0,000
0,000
0,000
0,031
0,016

0,016
0,177
0,048
0,081
0,000
0,048
0,129
0,000
0,016
0,000
0,016
0,016
0,016
0,016
0,032
0,065
0,194
0,129
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,000
0,109
0,000
0,141
0,094
0,016
0,063
0,078
0,109
0,047
0,016
0,000
0,031
0,016
0,016
0,016
0,109
0,016
0,016
0,031
0,000
0,016
0,031
0,016
0,016
0,000
0,000
0,000

0,016
0,016
0,031
0,156
0,016
0,063
0,141
0,000
0,047
0,031
0,109
0,031
0,109
0,000
0,031
0,016
0,063
0,016
0,000
0,000
0,031
0,047
0,016
0,016
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

0,063
0,031
0,016
0,078
0,094
0,047
0,078
0,125
0,047
0,016
0,203
0,078
0,031
0,016
0,000
0,016
0,000
0,016
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,016
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,031

0,016
0,000
0,210
0,016
0,048
0,000
0,032
0,065
0,081
0,048
0,016
0,032
0,048
0,016
0,032
0,065
0,032
0,000
0,016
0,016
0,048
0,016
0,016
0,032
0,000
0,000
0,016
0,032
0,000
0,048

0,000
0,028
0,000
0,056
0,000
0,000
0,000
0,000
0,028
0,028
0,000
0,000
0,167
0,111
0,056
0,056
0,111
0,083
0,028
0,028
0,028
0,000
0,083
0,056
0,000
0,000
0,000
0,028
0,028
0,000

0,000
0,000
0,000
0,036
0,000
0,036
0,107
0,036
0,071
0,036
0,000
0,036
0,143
0,071
0,036
0,036
0,036
0,036
0,071
0,071
0,000
0,107
0,000
0,036
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,000
0,136
0,000
0,045
0,227
0,106
0,121
0,000
0,030
0,061
0,076
0,045
0,076
0,030
0,000
0,000
0,015
0,030
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,017
0,133
0,033
0,083
0,333
0,133
0,033
0,050
0,017
0,000
0,000
0,083
0,033
0,000
0,050
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
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Loco: Hs08

1229
1231

233
235
237
239
241
243
245
247
249
251
253
255
257
259
261
263
265
267
269
271

1273

Loco: Hsll

1123
1127

129

1131

0,000
0,016
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,375
0,063
0,047
0,219
0,016
0,047
0,031
0,156
0,016
0,016
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,813
0,188

0,000
0,375
0,031
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,031
0,391
0,094
0,078
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,938
0,031

0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,031
0,031
0,047
0,047
0,188
0,094
0,156
0,094
0,016
0,234
0,063
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

0,000
0,031
0,922
0,047

0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,038
0,000
0,173
0,000
0,096
0,115
0,038
0,019
0,077
0,096
0,077
0,096
0,058
0,019
0,038
0,058
0,000
0,000

0,000
0,016
0,625
0,359

0,016
0,194
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,032
0,194
0,000
0,177
0,210
0,016
0,113
0,016
0,032
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

0,000
0,063
0,938
0,000

0,053
0,026
0,000
0,000
0,026
0,000
0,026
0,000
0,053
0,158
0,105
0,158
0,105
0,105
0,132
0,000
0,053
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,938
0,047

0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,056
0,000
0,000
0,194
0,083
0,056
0,083
0,056
0,278
0,056
0,056
0,028
0,028
0,028
0,000
0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,667
0,333

0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,143
0,000
0,000
0,071
0,143
0,036
0,071
0,000
0,357
0,107
0,036
0,036
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,607
0,393

0,000
0,000
0,000
0,000
0,032
0,016
0,081
0,016
0,048
0,113
0,194
0,194
0,161
0,065
0,048
0,032
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

0,000
0,093
0,370
0,537

0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,097
0,048
0,000
0,016
0,048
0,081
0,371
0,258
0,081
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

0,000
0,037
0,796
0,167
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1133
1135
137

Loco: Hs16

1101

103
105
107
109
111
113
115
117
119
121
123
125
127
129
131
133
135
137
139
141
143
145
147
149

1151

0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,016
0,000
0,016
0,000
0,016
0,000
0,031
0,219
0,000
0,000
0,063
0,156
0,141
0,094
0,031
0,016
0,000
0,016
0,000
0,078
0,047
0,016
0,000
0,000

0,000
0,031
0,000

0,313
0,016
0,031
0,109
0,000
0,000
0,125
0,000
0,016
0,000
0,016
0,016
0,000
0,000
0,031
0,016
0,188
0,125
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,000
0,113
0,000
0,000
0,194
0,016
0,032
0,081
0,097
0,129
0,000
0,016
0,016
0,016
0,032
0,000
0,081
0,048
0,000
0,032
0,000
0,016
0,000
0,032

0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,016
0,141
0,000
0,000
0,063
0,141
0,000
0,047
0,078
0,078
0,078
0,094
0,031
0,016
0,047
0,047
0,016
0,000
0,031
0,047
0,000
0,000
0,031
0,000

0,000
0,000
0,000

0,031
0,016
0,000
0,078
0,109
0,000
0,000
0,063
0,219
0,000
0,016
0,266
0,078
0,031
0,016
0,000
0,000
0,016
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,031
0,000

0,000
0,000
0,016

0,016
0,000
0,219
0,000
0,047
0,000
0,016
0,063
0,078
0,047
0,016
0,016
0,047
0,016
0,047
0,047
0,078
0,000
0,016
0,016
0,016
0,047
0,016
0,000
0,031
0,000

0,000
0,000
0,000

0,000
0,028
0,000
0,028
0,000
0,028
0,028
0,000
0,000
0,028
0,000
0,000
0,111
0,139
0,028
0,056
0,139
0,083
0,056
0,028
0,028
0,000
0,056
0,028
0,056
0,000

0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,000
0,036
0,000
0,000
0,071
0,000
0,071
0,036
0,071
0,000
0,107
0,143
0,000
0,036
0,036
0,071
0,000
0,179
0,000
0,071
0,036
0,000
0,036
0,000

0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,000
0,152
0,000
0,061
0,197
0,091
0,091
0,000
0,015
0,061
0,076
0,015
0,015
0,076
0,015
0,000
0,091
0,045
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,016
0,156
0,063
0,063
0,344
0,094
0,063
0,000
0,016
0,000
0,000
0,078
0,000
0,047
0,063
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
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1153
1155

157
161

. 165

Loco: Hs30

1193
1195

197
199
201

: 203

0,000
0,000
0,000
0,031
0,016

0,000
0,969
0,031
0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,000
0,774
0,226
0,000

0,016
0,032
0,000
0,000
0,000

0,109
0,891
0,000
0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

0,078
0,750
0,016
0,094
0,063
0,000

0,000
0,000
0,000
0,000
0,031

0,000
0,016
0,156
0,734
0,047
0,047

0,000
0,016
0,047
0,000
0,047

0,125
0,813
0,031
0,031
0,000
0,000

0,000
0,000
0,028
0,028
0,000

0,556
0,444
0,000
0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

0,286
0,679
0,036
0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

0,015
0,394
0,561
0,030
0,000
0,000

0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

0,000
0,641
0,234
0,125
0,000
0,000
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Apéndice C. Teste de desequilibrio de ligacdo para todas as possibilidades de pares de locos. Probabilidades calculadas a partir de teste

baseado em reamostragem, segundo teste de permutacédo

Hs01/ Hs01/ Hs01/ Hs01/ Hs01/ Hs01/ Hs05/ Hs05/ Hs05/ Hs05/ Hs05/ Hs06/ Hs06/ Hs06/ Hs06/ Hs08/ Hs08/ Hs08/ Hsl1l/ Hsl11l/ Hsl6/
Hs05 Hs06 Hs08 Hsll Hs16 Hs30 Hs06 Hs08 Hsll Hsl6 Hs30 Hs08 Hsll Hs16 Hs30 Hsll Hsl6 Hs30 Hsl6 Hs30 Hs30

HASgPIRGO 0,000 0,002 0,500 0,903 0,000 0,772 0,024 1,000 0,907 0,013 0821 0,358 0,441 0,000 0,348 0,972 0,251 0,671 0,654 0,204 0,392
HASgPORGO 0,000 0,622 0,084 0,240 0,881 0,071 0661 0,039 0,207 0,726 0,237 0,179 0,087 0,000 0,108 0,550 0,145 0,145 0,209 0,614 0,165
HASgMATGO 0,000 1,000 0,146 0,354 1,000 0579 0523 0,667 0,381 0591 0,385 1,000 0,343 0,000 0,412 0,684 1,000 0,756 0,392 0,149 0,005
HASCCHGMT 0,000 0,396 0,982 0,914 0,555 0,384 1,000 0968 0905 1,000 0,404 1,000 0,876 0,001 0,802 0,056 1,000 0,062 0,757 0,466 0,462
HAScCAGMs 0,000 0,279 0,035 0,759 0,355 0,344 0,384 0,033 0,627 0446 0,631 0,270 0,755 0,000 0,183 0,526 0,099 0,354 0,815 0,757 0,341
HASsPIPMG 0,000 1,000 1,000 0,576 1,000 0,155 1,000 1,000 0,304 1,000 0,248 0,313 0,505 0,000 0,469 0,936 0,396 0,322 0,171 0,038 0,089
HASpFANGO 1,000 1,000 1,000 0,466 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,453 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,190 1,000 0,856
HASgFANGO 0,040 1,000 1,000 0,679 1,000 0,102 1,000 1,000 1,000 1,000 0,866 1,000 0,453 0,086 0,348 1,000 1,000 0,564 0,002 0,014 0,126
HASgGCAMT 0,000 0,943 0,239 0868 0,770 0,048 1,000 0,721 0,927 0,257 0,048 1,000 0,108 1,000 0,632 0,724 1,000 0,466 0,709 0,287 0,088
HASGSELMS 0,000 1,000 1,000 0,785 0,635 0,709 0431 0567 0904 0449 0,952 0,061 0,616 0,028 0,988 0,412 1,000 0,746 0,907 0,088 0,956
HASgMCAMG 1,000 0,081 1,000 0,289 0,077 0,469 1,000 1,000 0,025 1,000 0,629 1,000 1,000 1,000 0,550 0,613 1,000 0,534 0,383 0,924 1,000
HASgMUTGO 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
HASpMUTGO 0,057 0,099 1,000 1,000 1,000 0,779 0,008 0,176 0,562 1,000 0,252 0,006 0,147 1,000 0,288 0,265 1,000 0,508 0,894 0,892 0,633
HASpNIQGO 0,000 0,016 1,000 0,678 1,000 0,640 0,122 1,000 0586 1,000 0,560 0,624 0,556 0,388 0,988 0,599 0,125 0,379 0,952 0,363 0,900
HASpAPAGO 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,545 1,000 0,631 1,000 0945 1,000 0,504 0,637 1,000 0,922 0,981 1,000 1,000
HASgIARGO 0,059 1,000 1,000 0,018 1,000 0,982 0,408 1,000 059 1,000 0,504 0,067 0,957 0,002 0,595 0,242 0,393 0,850 0,288 0,939 0,230
HASpPJARGO 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,239 0,161 0,198 0,563 0,180 0,637 0,000 0,632 0518 0,185 0,746 0,393 0,270 0,878
HASgFROMG 0,000 0,177 0,406 0425 0416 0126 0919 0,241 0,734 0,962 0,370 0,727 0,049 0,000 0,683 0,38 0,816 0,663 0,060 1,000 0,501
HASQPEDMG 0,004 0,002 0,246 00866 0,019 0,691 0843 0,793 0595 0,835 0,465 0494 0,419 0,000 0,645 0,063 0,483 0,938 0,645 1,000 0,645
HASSIAPMG 0,000 0,699 0,062 0,538 0,345 0,135 0,345 0,001 0510 0,582 0,420 0,410 0,325 0,000 0,177 0,070 0,143 0520 0,139 0,179 0,403
HASgNATTO 0,000 1,000 1,000 0,115 0,343 0,288 0,410 0,497 0,294 0,073 0522 0,240 0,301 0,000 0,727 0,151 0,020 0,455 0,525 0,154 0,852
HASgPONTO 0,000 0,333 0,128 0,445 0,211 0855 0,236 1,000 0,213 0,125 0,843 1,000 0,409 0,000 0,601 0,622 1,000 1,000 0,777 0,732 0,703
HASSROVBA 0,000 0,432 0468 0576 0,772 0,767 0411 0,127 0,743 0,747 0,642 0,430 0,545 0,000 0,066 0,395 0,808 0,993 0,279 0,862 0,048
HASgBRAMG 0,000 1,000 1,000 0,498 1,000 0,777 1,000 1,000 0544 1,000 0,889 1,000 0,917 0,000 0,184 0,310 1,000 0,308 0,964 0,707 0,226

HASpCOCMT 0,115 1,000 1,000 0,236 1,000 1,000 0,044 1,000 0460 0,050 0,707 1,000 1,000 0,005 1,000 1,000 1,000 0,768 1,000 1,000 1,000




HASgCOCMT
HAScDIAMS
HASCSTAMS

0,014 1,000 0,102 1,000 1,000 0,558 1,000 0,060 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,751 1,000 1,000 1,000 0,229 1,000
0,004 1,000 0,359 0,453 0,351 0,955 1,000 1,000 0939 0,348 0,222 1,000 0,315 0,229 0,944 0,775 0,236 0,174 0,345 0,193 0,959
0,002 0,308 0,310 0,055 0,372 0983 0819 0465 0,679 0,318 0,380 0,530 0,497 0,000 0,993 0483 0,785 0,862 0,302 0,430 0,933

Em destaque: Probabilidade < 0,05 (em desequilibrio de ligagéo). Valores baseados em 10080 permutagdes.

Apéndice D. Fst par a par obtido pelo software Arlequim
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CCHGMT cCAGMs

cSTAMS

cDIAMS gPORGO gMATGO ¢SELMS gFANGO gMCAMG gMUTGO g¢gGCAMT @gJARGO ¢gFROMG ¢gPEDMG gNATTO gPONTO

CCHGMT
cCAGMs
cSTAMS
cDIAMS
gPORGO
gMATGO
gSELMS
gFANGO
gMCAMG
gMUTGO
gGCAMT
gJARGO
gFROMG
gPEDMG
gNATTO

0
0,16753
0,08454
0,09987
0,19127
0,08401
0,13193
0,13278
0,11069
0,09277
0,09551
0,09057
0,15765
0,00177
0,13002

0
0,17658
0,16939
0,23007
0,15086
0,09449
0,16777
0,13328
0,12842
0,18468
0,11442
0,18259
0,13231
0,13330

0
0,05963
0,13529
0,07945
0,12744
0,11977
0,10969
0,11407
0,08120
0,10845
0,17281
0,14529
0,11162

0
0,15094
0,03881
0,16087
0,05764
0,11061
0,08253
0,11778
0,10407
0,20776
0,17150
0,14495

0
0,13370
0,19062
0,17984
0,17834
0,20080
0,13678
0,17124
0,27473
0,24579
0,16114

0
0,1179
0,05276
0,09093
0,06807
0,11133
0,09319
0,17908
0,14188
0,10939

0
0,15443
0,06159
0,13728
0,15638
0,10056
0,17566
0,14220
0,09424

0
0,12523
0,01589
0,14816
0,11611
0,22521
0,19334
0,14396

0
0,09522
0,11981
0,06846
0,12540
0,12264
0,10656

0
0,10478
0,07729
0,18223
0,15178
0,12228

0
0,09724
0,21315
0,17893
0,13568

0
0,14922
0,11517
0,07375

0
0,07137
0,16859

0
0,14546



gPONTO 0,10371  0,12068  0,10353  0,09462  0,14430 0,08387  0,10377  0,10605 0,07617 0,08348  0,12456  0,05350
gBRAMG  0,09375 0,10137 0,08192 0,11939 0,16211  0,08956  0,06609 0,11716  0,07512 0,08265 0,10740  0,03349
gCOCMT 0,11253  0,12516  0,12280 0,08697  0,16485 0,05507  0,09400 0,09578 0,07726 0,08424  0,13920  0,06102
gPIRGO 0,11452  0,13010 0,08566  0,12170  0,17062  0,10781  0,10215 0,12559  0,08583 0,0930  0,12315  0,04199
SPIPMG 0,14475  0,11010 0,10008 0,10125 0,16414 0,08493  0,09822  0,08434 0,11187 0,09759  0,14248  0,08944
SJAPMG 0,29013  0,23408 0,25014 0,25109  0,25685 0,22244  0,24642  0,24872 0,25170 0,27064  0,26536  0,23254
SROVBA 0,22948  0,18790 0,18435 0,17966  0,19570 0,17944  0,18773  0,16945 0,19031 0,18855  0,20593  0,17515
pFANGO 0,09981  0,13553  0,08050 0,04609  0,16746 0,04902  0,11982 -0,00002 0,10208 0,00460  0,10126  0,08429
pMUTGO 0,09552  0,10783 0,08016 0,07127  0,13602 0,04279  0,08725  0,04083 0,07508 0,02499  0,10998  0,05324
pNIQGO 0,09230 0,12213 0,09475 0,11927  0,16369 0,09881  0,09653 0,11741 0,08038 0,07346  0,08314  0,04532
PAPAGO 0,08753  0,06203 0,07910 0,10184  0,14009 0,05794  0,04930 0,09382 0,04626 0,08855  0,10393  0,01402
pJARGO 0,07442  0,11053 0,09314 0,07462  0,15163 0,06143  0,08457  0,07356 0,05979 0,05024  0,08835  0,00951
pCOCMT 0,14239  0,11309 0,13969 0,10490 0,17772 0,08174  0,10137  0,11232 0,10996 0,10290  0,16144  0,07832
Continuacéo da tabela anterior...

gBRAMG gCOCMT gPIRGO sPIPMG sIAPMG SsROVBA pFANGO pMUTGO pNIQGO pAPAGO pJARGO pCOCMT
gBRAMG 0
gCOCMT 0,07018 0
gPIRGO 0,02010  0,10334 0
SPIPMG 0,05021  0,10605  0,07908 0
SJAPMG 0,20956  0,24364  0,21836  0,14659 0
SROVBA 0,14096  0,19290 0,16322  0,08320  0,10583 0
pFANGO 0,07947  0,07091  0,09366  0,06318 0,23871  0,14931 0
pMUTGO 0,03739  0,05845  0,06073 0,05245 0,20517 0,13082  0,02249 0
pNIQGO 0,03009 0,09205 0,04971 0,09360 0,24285 0,18115  0,08292 0,04323 0
pAPAGO  -0,00088 0,02579  0,01393  0,00447  0,17327 0,09574  0,03617 0,01610  0,02603 0
pJARGO 0,03473  0,05309 0,04692 0,06488 0,20776  0,13956  0,04694  0,03057 0,05179 -0,00544 0
pCOCMT 0,08256 -0,00073  0,12030 0,11040 0,23501 0,18550  0,09442 0,08959  0,12039  0,04696 0,0752 0

0,16950
0,12898
0,17422
0,13573
0,19329
0,33641
0,27509
0,20043
0,16619
0,16573
0,10544
0,14418
0,19546

0,13380
0,10333
0,14668
0,11655
0,15705
0,31280
0,25915
0,17060
0,13324
0,11502
0,09073
0,10576
0,16651

0,04713
0,02396
0,08442
0,06255
0,08674
0,25005
0,18183
0,10441
0,07301
0,06843
0,01574
0,07378
0,10807
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0
0,04199
0,07139
0,07141
0,07294
0,22763
0,16646
0,08449
0,05834
0,07156
0,04155
0,06065
0,08956
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