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RESUMO

LIMA, N. E. Filogeografia de populacdes naturais do buriti (Mauritia flexuosa L. {.,
Arecaceae) do Brasil Central. 2012. 73 f. Dissertacdo (Mestrado em Genética e
Melhoramento de Plantas) - Escola de Agronomia e Engenharia de Alimentos,
Universidade Federal de Goias, Goiania, 2012.!

Mauritia flexuosa, popularmente conhecida como buriti, ¢ uma grande palmeira que
ocorre especialmente em associagdo com areas alagadas (veredas) na América do Sul.
Destaca-se pela importancia econdmica para as populagdes locais do Brasil Central e
como fonte de alimento, local de reproducdo e refgio para fauna terrestre e aquatica. O
efeito de eventos historicos, demograficos e das flutuagdes climaticas sobre a distribui¢ao
do buriti pode gerar pistas sobre as possiveis respostas desta espécie a pressao antropica e
a mudangas climaticas. Para tanto foi estudada a filogeografia de M. flexuosa. Os
resultados foram baseados no polimorfismo das seguintes regides cloroplastidiais
intergénicas: psbA-trnH, trnC-ycf6 e trnS-trnG. Foram amostrados 170 individuos de 14
localidades distribuidas pelo Brasil Central, incluindo popula¢des nas Bacias:
Amazonica, do Araguaia-Tocantins, do Parana e do Sao Francisco. Como a distribuig¢ao
de M. flexuosa ¢ restrita a regides alagaveis rodeadas por grandes areas de terras secas,
que podem atuar como barreiras ao fluxo génico, hipotetiza-se que as populagdes de
buriti de cada bacia hidrografica sejam altamente diferenciadas, uma vez que estas bacias
devem se comportar como quebras filogeograficas. Os dados combinados para as trés
regides cloroplastidiais geraram um fragmento de 1205 pb com 11 haplotipos. A
diversidade nucleotidica foi baixa (m = 0,005314 +/- 0,002800) e a diversidade
haplotipica foi elevada (4 =0, 791) para os dados combinados. O padrdo encontrado para
o parametro demografico € e para as diversidades nucleotidica e haplotipica por
populacdao mostra regides geograficas com uma relativa uniformidade genética, separadas
por quebras abruptas nas diversidades caracterizando uma colonizagdo por setores. A
diferenciagdo entre populacdes foi significativa (P<0,001) e ndo hé sinal de retracdo
recente no tamanho das populagdes seguido por expansdao (D de Tajima= -1,955 p=
0,00210; Distribuicao de mismatch=0,034 p=0,7467 e parametro de crescimento g = 402,
402, ICredi 95% = -334,961, ICreds 95%= 999,91). Foram encontrados agrupamentos
distintos por localidade na andlise filogenética (programa Network), porém eles nio
suportam a hipotese inicial de que as principais bacias hidrograficas formam quebras
filogeograficas importantes para distribuicdo das linhagens maternas de M. flexuosa. As
populagdes estudadas apresentaram tempos de coalescéncia antigos. Essa pesquisa gerou
mais detalhes sobre a dindmica e estrutura genética nos remanescentes das populagoes de
buriti, auxiliando a entender melhor a historia evolutiva para esta palmeira neotropical.

Palavras-chave: Areas alagadas, vereda, Cerrado, Savana neotropical.

!'Orientadora: Prof®. Dr®. Rosane Garcia Collevatti. ICB-UFG.



ABSTRACT

LIMA, N. E. Phylogeography of natural populations of buriti (Mauritia flexuosa L.
f., Arecaceae) from Central Brazil. 2012. 73 p. Dissertation (Master in Genetics and
Plant Breeding) Escola de Agronomia e Engenharia de Alimentos, Universidade Federal
de Goias, Goiania, 2012."

Mauritia flexuosa, popularly known as buriti, is a large palm that occurs especially in
association with wetlands (veredas) in South America. It is distinguished because of its
economic importance for local populations from Central Brazil, and as source of food,
breeding site and haven for the terrestrial and aquatic fauna. The effect of historical
demographic events and climatic fluctuations in the current distribution of buriti can
provide clues about the responses of this species to anthropic pressures and to future
climatic changes. For this purpose we studied the phylogeography of M. flexuosa. The
results were based on the differences of sequences from the following chloroplast
intergenic regions: psbA-trnH, trnC-ycf6 and trnS-trnG. We sampled 170 individuals
from 14 localities throughout Central Brazil, including populations in the Amazon,
Araguaia/Tocantins, Parand and S3o Francisco Basins. Since the distribution of M.
flexuosa is restricted to wetlands, which are surrounded by large areas of dry lands that
may act as barriers to gene flow, we hypothesized that populations are highly
differentiated and that River Basins act as phylogeographic breaks. The combined data
from the three sequence regions generated a fragment of 1205bp, with 11 haplotypes.
Nucleotide diversity was low (m = 0.005314 +/- 0.002800) and haplotipic diversity was
high (4 =0,791) for the combined data. The population parameter 6, and nucleotide and
haplotype diversity per population, shows a pattern where populations from different
geographic regions have a relative genetic uniformity, separated by steep losses on the
diversity; what characterizes colonization by sectors. Differentiation among populations
was significant (P< 0.001), but no sign of recent bottleneck on population size followed
by expansion was found (D Tajima=-1.955 p = 0.00210; Mismatch Distribution=0.034
p=0.7467 and growth parameter g=402. 402, 95% = -334.961 ICredi, ICreds 95% =
999.91). We could group populations by location in the phylogenetic analysis (Network
software), but they do not support the initial hypothesis that the major basins act as
important phylogeographic breaks for the distribution of maternal lineages of M.
flexuosa. The studied populations showed ancient time of coalescence. This research
provided more details on the dynamics and genetic structure of the remnant of buriti
populations, helping to elucidate the evolutionary history of this neotropical palm.

Keywords: Wetlands, vereda, Cerrado, neotropical savanna.

'Adviser: Prof. Dr*. Rosane Garcia Collevatti. ICB-UFG.



1 INTRODUCAO

A espécie Mauritia flexuosa Linnaeus filius pertencente a familia Arecaceae ¢
conhecida popularmente por buriti. E uma palmeira de grande porte, de presenca marcante
no Cerrado por ocorrer principalmente em associagdo com nascentes de agua, em
formagdes conhecidas como veredas (Henderson et al., 1995a). Inumeros produtos uteis
desta palmeira sdo aproveitados pelas populacdes locais do Brasil Central, tanto para
alimentag¢do quanto em atividades de importancia econdmica. Destaca-se o uso das folhas
para confec¢do de utensilios e artesanatos, os frutos para producao de doces, licor, 6leo e o
uso da madeira para fabricacao de méveis (Felfili et al., 2004; Martins et al., 2010). Além
da importancia para o homem, o buriti exerce um papel fundamental na manuten¢do do
sistema hidrico das veredas, e na fauna terrestre e aquatica do cerrado, funcionando como
refligio, abrigo, fonte de alimento e local de reproducao (Villalobos, 1994).

Por ter uma distribuicao restrita a regides alagaveis, rodeadas por grandes areas
de terras secas, que podem atuar como barreiras ao fluxo génico, hipotetiza-se que as
populacdes de buriti de cada bacia hidrografica sejam geneticamente diferenciadas, uma
vez que estas bacias devem se comportar como quebras filogeograficas. Adicionalmente,
as oscilagdes climaticas que ocorreram durante o Terciario e o Quaternario afetaram a
distribuicdo das espécies, influenciando os eventos de extingdo de populacdes locais e,
concomitantemente, estimulando os processos evolutivos e a especiacdo de alguns grupos
(Hewitt, 2000). A literatura mostra pelo registro fossil de pélen que M. flexuosa sofreu os
efeitos das flutuacdes climaticas do Terciario e Quaternario em sua distribuicdo com
reducdo nos registros de polen das espécies nos periodos frios e secos do Glacial (Ferraz-
Vicentini & Salgado-Labouriau 1996; Salgado-Labouriau et al., 1997; Rull, 1998;
Burnham & Graham, 1999; Barberi et al., 2000). Assim, o conhecimento dos eventos
histéricos, demograficos e as flutuagdes climaticas que influenciaram a distribuig¢do atual
de M. flexuosa sdo importantes, pois geram informacdes que contribuem para entender a
historia evolutiva e as possiveis respostas da espécie perante as pressdes ambientais atuais.

O presente trabalho teve por objetivo estudar a estrutura genética e a

filogeografia de M. flexuosa, baseado no polimorfismo de trés regides cloroplastidiais
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intergénicas, de populagdes distribuidas no Brasil Central nas Bacias Hidrograficas:
Amazodnica, do Araguaia/Tocantins, do Parand e do Sao Francisco. Com base nos padrdes
filogeograficos identificados, € nos tempos estimados de divergéncia das linhagens, foram
levantados na literatura os eventos climaticos e geomorfologicos que podem ter
influenciado a formacgao dos padrdes historicos e demograficos observados. Estima-se que
o Brasil apresente 29 géneros e 132 espécies de palmeiras (Lorenzi et al., 2004) e até o
presente momento nao ha na literatura estudos filogeograficos sobre as palmeiras do pais,
sendo este um estudo pioneiro e de relevancia no que diz respeito a compreensdo da

historia evolutiva de uma espécie de palmeira.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CARACTERIZACAO E CONTEXTUALIZACAO DAS PALMEIRAS
(ARECACEAE)

As palmeiras (Arecaceae) sdo o simbolo dos tropicos, € uma das mais distintas
dentre as plantas que florescem. Essa familia possuiu uma surpreendente diversidade
morfologica e ecoldgica. Ela apresenta as maiores folhas, hastes aéreas e inflorescéncias
dentre as espécies de plantas (Dransfield et al., 2008). Muitas espécies de palmeira
desempenham um papel vital na economia mundial, fornecendo importantes produtos
como 0leos, amido e agucar, e sdo significativamente importantes na industria de cultivo
de plantas. Apresentam também grande importdncia econOmica tanto no cenario
internacional (ex: 6leo do fruto, castanha, moveis, cosméticos), quanto para subsisténcia de
algumas comunidades do mundo (Dransfield et al., 2008). Ocorrem naturalmente em
diferentes ambientes e sdo também cultivadas em jardins, canteiros e avenidas de cidades.
Fornecem alimento para diversos animais, como mamiferos, tucanos, papagaios, peixes e
diversos insetos, representando o principal alimento das dietas de muitos destes (Martins et
al., 2010).

A familia Arecaceae insere-se dentro do clado das monocotiledoneas. Varios
estudos sdo concordantes quanto ao monofiletismo do grupo (Asmussen & Chase, 2001;
Asmussen et al., 2005; Baker, et al., 1999a; Baker, et al., 2009; Chase et al., 2006; Hanh,
2002; Dransfield, et al., 2008) (Figura 1). S3o reconhecidas hoje cerca de 2600 espécies
reunidas em mais de 240 géneros, distribuidos em cinco subfamilias: Calamoideae,
Nypoideae, Coryphoideae, Ceroxyloideae e Arecoideae (Dransfield, et al., 2005). As
palmeiras sdo conhecidas ao que diz respeito a seu registro fossil, com fosseis da Europa e
América do Norte datando do ultimo Cretaceo (90 Mya) (Soltis et al., 2005). Algumas
espécies de palmeiras, que hoje estdo limitadas as regides da Asia tropical, ocorriam na
Europa Ocidental no Oligoceno e¢ Mioceno. Atualmente diversas espécies ainda sdo
encontradas fora das regides subtropicais, mas a distribui¢do predominantemente dessa

familia ¢ tropical (Lorenzi et al., 2004).
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Figura 1. Arvore filogenética resultado da combinacio de cinco regides cloroplastidiais
(rps16, matK, trnL—trnF, trnD—trnT, trnQ-rps16) gerada pelo consenso de 5000
superarvores € pelo método de andlise supermatriz. Os nimeros acima dos
ramos sdo o numero de clados e os que seguem abaixo dos ramos indicam o
numero de arvores que suportam o clado dado. As subfamilias das palmeiras e
tribos estdo indicadas (Fonte: Baker et al., 2009). A seta vermelha indica a
subfamilia 4 qual a espécie estudada neste trabalho pertence

Dentre as monocotiledoneas o registro fossil da familia Arecaceae ¢ o mais rico

e amplo, sendo o mais antigo datado de antes do Tutoriano (89-93.5 Ma) (Soltis et al.,
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2005; Harley, 2006) aparentemente substituindo as coniferas do Cenomaniano (Cretaceo)
(Coiffard & Gomez, 2010). Cronologicamente, a expansao e retragcdo da distribuicdo dos
registros fosseis de palmeiras em altas latitudes ¢ um importante indicador de eventos
histéricos e oscilagdes climaticas ocorridas durante o Terciario/Quaternario (Harley, 2006).
O registro fossil sugere que as subfamilias de palmeiras Coryphoideae, Arecoideae,
Nypoideae e Calamoideae apresentam linhagens evolutivas distintas em cerca de > 60 Ma
(Wilson et al., 1990), e mostra um aumento gradual na diversidade de palmeiras ao longo
do tempo (Harley, 2006). Entretanto, apesar da grande quantidade de fosseis encontrados,
existe a dificuldade em identificd-los taxonomicamente devido as poucas variagdes
morfoldgicas neles encontradas e a maioria dos descritos pertencerem ao género
Palmoxylon (Harley, 2006).

Intmeros trabalhos demonstram que o genoma cloroplastidial das palmeiras ¢
altamente conservado e, consequentemente, apresenta muitas regides cloroplastidiais nao
informativas e com baixo polimorfismo (Wilson et al., 1990; Gaut et al., 1992; Gaut et al.,
1996; Eyre-Walker & Gaut, 1997; Asmussen & Chase, 2001; Baker, et al., 1999a; Chase et
al., 2006; Dransfield, et al., 2009). Wilson et al. (1990), por meio da técnica RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphisms) propdem que a taxa total de substituicao de
nucleotideos em DNA cloroplastidial ¢ cerca de oito vezes mais baixa em palmeiras do que
em gramineas. Em um estudo considerando o gene cloroplastidial codificante rbcL foi
encontrado uma taxa de substituicdo, para as palmeiras, cinco vezes mais lenta do que para
gramineas (Gaut et al., 1992; Gaut et al., 1996). A grande diferenca encontrada nas taxas
de substituicdo de bases entre as palmeiras e gramineas pode ser consequéncia do efeito do
tempo de geracdo nas taxas de evolugdo do DNA cloroplastidial. Verifica-se o tempo
maior de reproducao em plantas perenes, de longa vida, quando comparada com as anuais,
pode ser o motivo das diferengas das taxas de substituicdo de base (Wilson et al., 1990;
Gaut et al., 1992; Gaut et al., 1996).

Gaut et al. (1996) desenvolveram um estudo comparativo para obter a taxa de
substitui¢do de nucleotideos em palmeiras e gramineas considerando o gene nuclear Adh, e
revelaram uma taxa de substituicdo 2,5 vezes mais lenta em palmeiras do que em
gramineas, muito menor do que a encontrada para a maioria dos genes nucleares de
plantas. Um estudo filogenético para a subfamilia Calamoideae, utilizando sequéncias de
DNA da regido intronica cloroplastidial 7ps/6, mostrou que a regiao cloroplastidial possui

baixas taxas de variacdo, corroborando o que ja era previsto para o genoma cloroplastidial
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conservado de palmeiras (Baker et al., 2000). Neste mesmo trabalho os autores utilizaram
o espagador nuclear ribossomal transcrito (ITS) e encontraram altos niveis de
polimorfismo e homoplasia, verificando que a evolugdo em concerto ndo ¢ efetiva na
homogeneizacao das repeticdes do ITS, gerando topologias duvidosas (Baker et al., 2000).
Essa tendéncia a homogeneizagdo das sequéncias génicas sob influéncia de mecanismos
que operam homogeneizando as por meio de conversdo génica e crossing over desigual ¢
conhecida por evolugdo em concerto (Hartl & Clark, 2010). Nesta situagdao a familia
multigénica evolui junto, em concerto, compartilhando as mesmas substituicdes
mutacionais que discriminam uma espécie de outra (Templeton, 2006).

A conversao génica ¢ um processo no qual uma quebra de fita dupla no DNA ¢
reparada pelo pareamento nucleotidico entre dois genes suficientemente similares (ndo
necessariamente seu homologo), acompanhada pela ressintese de uma por¢ao da sequéncia
alvo, resultando na substituicdo da sequéncia no sitio original pelo molde invasor.
Formalmente, o resultado ¢ que a sequéncia de um gene “converte” a sequéncia do outro
gene para torna-la exatamente igual a ela (Hartl & Clark, 2010). No crossing over desigual,
os dois cromossomos ndo trocam segmentos iguais de DNA e um recebe maior quantidade
de material genético que outro, resultando em um aumento do numero de copias em um
cromossomo ¢ em uma redugdo correspondente no nimero de copias do outro (Ridley,

2006).

2.2 MAURITIA FLEXUOSA L. F.. UMA PALMEIRA DE IMPORTANCIA
ECONOMICA, ECOLOGICA E CULTURAL

A espécie M. flexuosa, conhecida popularmente como “buriti’, “miriti”,
“buritizeiro” e “caranda-guagu”, (Lorenzi et al., 2004) pertence a familia Arecaceae,
(Dransfield et al., 2005). Os indios a conhecem por “Arvore da Vida” e o Sertanejo por
“Palmeira de Deus” (conhecimento popular). E considerada a palmeira mais abundante do
Brasil (Lorenzi, 1992; Lorenzi et al., 2004). At¢ o momento hd poucas informagdes a
respeito do genoma para as espécies de palmeiras. No sitio do National Center for
Biotechnology Information (NCBI) estdo disponiveis o nimero de cromossomos para
Cocos nucifera (16) e Elaeis guineensis (16). Para M. flexuosa estdo depositados no
Genbank as sequéncias de microssatélites desenvolvidas por Federman et al. (2011),

sequéncias parciais do espacador inter génico trnD-trnY e trnE-trnT, e sequéncias



15

completas dos genes tRNA-Tryr, tRNA-Glu, e do espagador inter génico trnY-trnE obtidas
para os trabalhos de filogenia de Baker e colaboradores.

Mauritia flexuosa € uma palmeira didica e com folhas flebeliformes; quando
adultas, sdo caracterizadas por serem altas, com até 30m e 20-50 cm de diametro, de caule
solitario e liso (Figura 2). No Cerrado, floresce nos meses de mar¢co a maio e apresenta
frutos quase o ano todo (Martins et al., 2010). Os frutos castanho-avermelhados, oblongo-
globosos, medindo cinco centimetros por quatro centimetros, epicarpo coberto por escamas
sobrepostas de cerca de seis milimetros, mesocarpo carnoso, contendo normalmente uma
semente (Lorenzi et al., 2004; Martins et al., 2010). As sementes de M. flexuosa podem ser
classificadas como recalcitrantes e a emergéncia das plantulas se da entre trés e quatro
meses apods a semeadura. As plantulas sdo de crescimento lento e a producao dos frutos
pode levar entre sete a oito anos (Paula-Fernandes, 2001). E polinizada por coledpteros das

familias Nitidulidae, Curculionidae e Cucujidae (Storti, 1993).

Figura 2. Mauritia flexuosa. A, F, G e H- Frutos de M. flexuosa (fonte: A - Fernando
Tatagiba; F-Instituto de Investigaciones de la Amazonia Peruana, 2006; G -
Tiago Carrijo, H-Globo Rural, 2009), B- Inflorescéncia feminina, C-
Inflorescéncia masculina (fonte: B e C- Instituto de Investigaciones de la
Amazonia Peruana, 2006), D- Exemplar de M. flexuosa e E- Buritizal com
representantes da espécie (fonte:www. pirenopolis.tur.br, 2012)
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Mauritia flexuosa apresenta ampla distribui¢do geografica na América do Sul.
Esta espécie esta presente em algumas regides da Amazonia brasileira e Cis-Andina, na
Colombia e na Venezuela, em regides alagadas conhecidas como Morichales, no Peru, nos
Aguajales, e ainda em areas alagadas no Nordeste do Brasil (nos limites da Caatinga) e no
Cerrado do Brasil Central, conhecidas por Veredas (Lorenzi, 1992; 2004; Henderson,
1995a; 1995b) (Figura 3). O Cerrado ¢ uma formagdo savanica e ocupa uma area de
aproximadamente dois milhdes de km?®, correspondente a aproximadamente 23% do
territorio brasileiro, distribuido principalmente no Planalto Central (Ratter et al., 1997)
(Figura 3).

A formacdo savanica caracterizada pela presenca marcante de uma unica
espécie de palmeira arborea ¢ denominada Palmeiral. Nesta fitofisionomia praticamente
nao existem arvores dicotiledoneas, embora estas possam ocorrer com frequéncia baixa. Os
Palmeirais ocorrem em solos mal drenados (brejosos), presentes ao longo dos fundos de
vales do Brasil Central, quase sempre sdo dominados pela espécie M. flexuosa (buriti), e
caracterizam o Buritizal. Em certos casos também podem estar presentes outras espécies de
palmeiras em pequena densidade, como Mauritiella armata (buritirana) (Ribeiro & Walter,
1998). No Buritizal h4 formacao de dossel, ainda que descontinuo, e ndo ha uma vegetagao
arbustivo-herbacea associada da maneira tipica, como ocorre nas veredas (Ribeiro &

Walter, 1998).

A s ! % Provincia Guayana
/ 'w:’ ”.}’L N B % Provincia Amazénia
S ) l\ . o Provincia Atlintica
- T = —H - Y E Provincia Paranaense
: 11T Provineia Caatinga
¥77 provincia Chaco
L i Provincia do Cerrado

; E!—ﬁt’k‘.i}
i i - Al

D e S Mauritia flexuosa L. 1.
RAN iy S

i3tisine anils

Figura 3. A- Mapa da distribuicdo geografica de Mauritia flexuosa na América do Sul
(Fonte: Oliveira-Filho & Ratter, 1995); B- Mapa mostrando a distribui¢ao da
savana brasileira de acordo com o IBGE (1993), com as sete provincias
fitogeograficas a leste da América do Sul de acordo com Cabrera & Willink
(1973) (Fonte: Oliveira-Filho & Ratter, 1995)
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A Vereda também ¢ uma fitofisionomia caracterizada pela presenca de M.
flexuosa, que aparece em meio a agrupamentos mais ou menos densos de espécies
arbustivo-herbaceas. S3o, em geral, circundadas por vegetagdo de campo dominada por
espécies das familias Cyperaceae e Gramineae (Silva-Junior & Felfili, 1996), e os
representantes de M. flexuosa ndo formam dossel como ocorre no Buritizal (Ribeiro &
Walter, 1998). As Veredas sdo formagdes perenifolias dominadas por espécies adaptadas
para o desenvolvimento em solos permanentemente alagados e, normalmente ocorrem em
areas planas ao longo de cursos d’agua, ou, em areas de nascentes. Sao consideradas bacias
coletoras das daguas absorvidas pelos platds adjacentes, funcionando como vias de
drenagem. Pelo seu aterro gradual, aliado ao tipo de solo e a umidade existente,
transformam-se gradativamente em uma forma tipica de floresta, com espécies
caracteristicas de porte nao muito desenvolvido, conhecidas como “matas-do-alagado”
(Ferreira, 1980).

Os buritis sdo indicadores ecologicos da presenga de dgua na superficie, como
também em solos mal drenados e encharcados. Sao frequentemente associados a existéncia
de nascentes e pogos d’agua e dependem da agua para sua dispersdo e germinagdo. A
principal ameaca ao buriti ¢ a devastacdo do seu habitat, que vem sendo degradado pelas
acdes do ser humano, como a exploragao de argila, a expansao da fronteira agropecuaria, o
avanco da urbanizacdo, a constru¢do de estradas e canais de drenagem e a exploragdo nao
sustentavel da flora local (Araujo et al., 2002; Ramos et al., 2006). As consequéncias tém
sido desastrosas para as veredas, como os assoreamentos, o ressecamento dos solos, a
diminuigdo do volume hidrico, a erosio e a perda da biodiversidade (Aratjo et al., 2002). E
frequente observar, proximo as veredas, lavouras e queimadas, tendo como consequéncia
perda de agua, morte dos buritis e comprometimento das novas geragdes da espécie
(Martins et al., 2010).

Inimeros produtos uteis do buritizeiro sdo aproveitados pelas populacdes
locais do Brasil Central, tanto para sua alimentacdo como sustento em atividades de
importancia econdmica e cultural (Figura 4). Destaca-se o uso das folhas para a cobertura
de habitagdes rusticas; para confecg¢ao de utensilios, tecidos, cordas, redes, chapéus, bolsas
e artesanato (Sampaio et al., 2008; Nascimento et al., 2009; Nascimento, et al., 2010;
Martins, et al., 2010; Martins, et al., 2011). O fruto do buriti é castanho avermelhado,
coberto por escamas, com poupa amarela e rica em calcio e vitamina A e com ele sdo

preparados doces, sorvetes, cremes, geléias, licores, vitaminas, “vinho de buriti” e 6leos
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(Almeida, 1998; Nascimento et al., 2009; Sampaio et al., 2008). O 6leo do buriti € rico em
carotendides e tem sido usado frequentemente na producdo de cosméticos (Zanatta et al.,
2010). A forma de exploragdo do buriti ¢ o extrativismo e ainda ndo sao conhecidos
plantios comerciais de buriti. Praticamente n3ao ha trabalhos que contabilizem a
importancia que o extrativismo desempenha na formagdo econdmica social do Cerrado
(Martins et al., 2010). Em 2004, em Belém, 100 mililitros de 6leo de buriti eram vendidos
por RS 5; o quilo da polpa valia R$ 8; e um paneiro com 15 frutos custava R$ 1. Entre
1997 e 1998, 20 frutos custavam R$ 0,50 (Cymerys et al., 2005).

Para as culturas indigenas na Amazonia, as palmeiras sdo consideradas as
plantas mais importantes (Henderson et al., 1995b). Na regido do Cerrado ndo ¢ diferente,
indigenas e kalungas (comunidade tradicional de descendentes africanos) também fazem
uso dos produtos das palmeiras nas suas diversas formas, como na construgdo,
alimentagdo, artesanato, medicina e rituais (Nascimento et al., 2010). A comunidade de
kalungas Engenho II, de Cavalcante, Goias, considera o buriti a palmeira de maior
destaque, devido as necessidades da comunidade (Martins et al., 2011). Destaca-se a
utilizacao do buriti na cultura indigena, nas corridas com os troncos, que sao competicoes
durante os rituais, onde os indios correm carregando toras pesadas. Isso € visto
culturalmente como importante para o exercicio fisico que os prepara para atividade de

caca e para a guerra (Nascimento et al., 2009) (Figura 4).

Figura 4. Mauritia flexuosa na cultura. A, D e E- Artesanato produzido com as folhas do
buriti (fonte: A e D- SEBRAE; E- Jaime Gesisky, 2008), B- Cobertura de
habitagdo com folhas de buriti (fonte: Martins et al., 2008), C- Moével produzido
a partir do tronco do buriti (fonte: TV ecorural), F- Cosmético produzido a partir
do fruto do buriti (fonte: Natura cosméticos), G- Producao artesanal do 6leo de
buriti (Martins et al., 2008), H- Doce de buriti (fonte: Gourmandise), I e J-
Corrida indigena com os troncos de buriti (fonte: I- Ernesto Rodrigues, 2008; J-
Marilia Franga, 2007)
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O buriti exerce papel fundamental na manutengdo da fauna do Cerrado,
funcionando como local de pouso, alimentacdo e reproducdo para a avifauna (Villalobos
1994; Brightsmith & Bravo, 2006; Nunes & Santos Junior, 2011). Ele também funciona
como refugio, abrigo, fonte de alimento e local de reproducao para a fauna terrestre e
aquatica (Gurgel-Gongalves et al., 2006; Andreazzi et al., 2009) (Figura 5). As araras e
papagaios (Psittacidae) fazem seus ninhos em buracos no tronco ou na copa das palmeiras
sendo que as cavidades existentes nos buritis representam os Unicos locais com
caracteristicas adequadas para a reprodugdo de algumas espécies de aves de porte médio e
grande (Brightsmith & Bravo, 2006; Tubelis, 2009).

O buriti ¢ componente da dieta de varias espécies da fauna, principalmente pela
grande oferta de frutos durante quase todo o ano (Villalobos, 1994). Muitas dessas
espécies, principalmente mamiferos, funcionam como agentes dispersores de buriti:
Alouatta seniculus (guariba vermelho), Agouti paca (paca); Ateles belzebuth (macaco-
aranha), A. chamek (macaco-aranha), Cebus apella (macaco-prego), C. albifrons (macaco
caiarara), Didelphis albiventris (gamba-de-orelha-branca), Lagothrix lagotricha (macaco-
barrigudo), Nasua nasua (quati), Nectomys squamipes (rato d’agua), Oligoryzomys sp.
(camundongo-do-mato), Oxymycterus roberti (rato-porco), Tapirus terrestris (anta),
Tayassu pecari (queixada), Tayassu tajacu (porco—do-mato) (Villalobos, 1994; Aquino &
Bodmer, 2004).

Figura 5. Exemplos de animais que se alimentam de Mauritia flexuosa. A, B, C, D, E, F e
G- Avifauna (fonte: A- P.B.M; B- Alexssander Alvarenga C, E- Arboretto, D-
Marcelo Camacho; F- Tiago, 2010; G- A. A. M.), H- Anta, I- Queixada, J-
Capivara, K- Quati, L- Paca (fonte: H- Instituto de Investigaciones de la
Amazonia Peruana, 2006; J- Carlos Ravazzani; [-Rodrigo Z. Daminano; J-; K-
Giselda Person; L- www.cpt.com.br, 2010) e M- larvas de coledptero no tronco
em decomposicao (/nstituto de Investigaciones de la Amazonia Peruana, 2006)
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2.3 ASPECTOS BIOGEOGRAFICOS DE MAURITIA FLEXUOSA L. F.

A espécie Mauritia flexuosa, pertence a familia Arecaceae, subfamilia
Calamoideae, tribo Lepidocaryeae e subtribo Mauritiinae (Dransfield et al., 2005). A
familia Arecaceae pertence a ordem Arecales, em que esta organizagdo ¢ mantida desde a
primeira publicacdo do Grupo de Filogenia das Angiospermas (APG I, 1998) até a tltima
revisao (APG III, 2009). As analises filogenéticas para a familia Arecaceae, tanto com
dados moleculares quanto morfologicos, apresentam um forte suporte para monofilia da
subfamilia Calamoideae (Baker et al., 1999; 2000; 2009; Asmussen et al., 2000; Hahn,
2002; Asmussen & Chase, 2001; Baker et al., 2009) (Figura 6). Essa subfamilia ¢
considerada como basal dentro da familia, aparecendo como grupo irmdo das demais

subfamilias (Chase, 2001; Hahn, 2002; Asmussen et al., 2006, Baker et al., 2009) (Figura
1).
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Figura 6. Arvore filogenética da subfamilia Calamoideae apresentando forte suporte para
monofilia. A arvore foi gerada pelo consenso das 10 arvores igualmente mais
parcimoniosas para a regido cloroplastidial 7ps16. Os niimeros abaixo dos ramos

representam os valores de suporte de Jacknife (Fonte: Baker et al., 2000)
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Andlises filogenéticas para a subfamilia Calamoideae, utilizando a regido
nuclear ITS (Figura 7) e cloroplastidial (Figura 8), suportam os géneros Mauritia e
Mauritiella Burret como grupos irmaos (Baker et al., 2000). A historia destes dois géneros
se misturou no passado quanto a taxonomia, uma vez que o género Mauritiella foi
proposto por Burret, em 1935, mas, posteriormente, Hawkes (1952) sinonimizou esse
género em Mauritia. Mais tarde, Balick (1981) revalidou o género Mauritiella e esse nome

ainda vem sendo utilizado no presente.
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Figura 7. Parte da arvore filogenética para a subfamilia Calamoideae representando a
relacdo filogenética entre Mauritia flexuosa e Mauritiella armata como grupos
irmaos para a regido nuclear ITS (17SE e ITS4) resultado do consenso de 405
arvores igualmente parcimoniosas. Os numeros abaixo dos ramos representam os
valores de suporte de Jacknife (Fonte: Baker et al., 2000)
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Figura 8. Parte da arvore filogenética para a subfamilia Calamoideae representado a
relacdo filogenética entre Mauritia flexuosa e Mauritiella armata como grupos
irmaos para a regido cloroplastidial 7ps16 resultado do consenso das 10 arvores
filogenéticas mais parcimoniosas. Os nimeros abaixo dos ramos representam
os valores de suporte de Jacknife (Fonte: Baker et al., 2000)

Atualmente, o género Mauritia ¢ composto por duas espécies: M. carana
(ocorre no Peru (Loreto), na regido do Rio Negro e areas adjacentes da Venezuela
(Amazonas, Guainia) até Manaus no Brasil) e M. flexuosa, ambas estreitamente
relacionadas a Mauritiella (Henderson, 1995a; Henderson et al., 1995b). O género
Mauritiella ¢ caracterizado por individuos, de uma forma geral, menores que os de
Mauritia, e se distingue por hastes agrupadas, que sdo cobertas proximo a base com
espinhos conicos fortemente enraizados. Mauritiella ¢ composto por trés espécies: M.

aculeata, M. armata ambas de ocorréncia Trans-Andina (Figura 9) e uma de ocorréncia na
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costa do Pacifico da Colombia, M. macroclada (Henderson, 1995a; Henderson et al.,

1995b) (Figura 10).

Figura 9. Representagdo da distribuicdo geografica de Mauritiella armata (A) e
Mauritiella aculeata (B) (Fonte: Henderson, 1995a)

O registro de polen mais antigo de Mauritia estende-se até o Paleoceno. Ele
aparece proximo ao limite Cretidceo/ Tercidrio (cerca de 65 milhdes de anos antes do
presente), representado pelo fossil do podlen da espécie Mauritiidites franciscoi (Muller,
1970). O fossil do polen de Mauritia aparece na literatura como o género-forma:
Mauritiidites franciscoi, Mauritiidites sp., Mauritiidites, Mauritia-tipo ¢ Mauritia (Rull,
1998). Ele ¢ bem distribuido e comum durante o Terciario (65 a 1,7 m. a. A. P nas bacias
do norte da América do Sul do Brasil, Colombia e Peru onde tem sido registrado desde o
Paleoceno (Muller, 1970; Hoorn, 2006) (Figura 10). Este polen ¢ identificado baseado na
presenca de espinhos profundamente enraizados, uma caracteristica morfologica tnica, e ¢
considerado o fossil equivalente a Lepidocaryum (pdlen monosulcado como em
Mauritiidites), Mauritia € Mauritiella (ambos com pdlen monoporado) (Rull, 2001).

A ocorréncia do pélen de Mauritiidites no Terciario € localizada em areas que
atualmente este tdxon nao ocorre mais (Rull, 1998) e mostra que sua distribuicao
geografica foi notavelmente reduzida e fragmentada pela orogénese dos Andes durante o
Oligoceno-Mioceno (Terciario/ Quaternario), resultante de uma reorganizacao das placas
tectonicas (Hoorn et al., 1995). O soerguimento do nordeste dos Andes no Quaternario € o

desenvolvimento de uma cordilheira geraram especiagdao alopatrica e extingdes locais
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(Rull, 1991; 1996a; 1998; 2001) sendo este um dos fatores relevantes para a constru¢ao da
historia evolutiva de Mauritia flexuosa, visto que desempenhou um papel importante no
isolamento de Mauritiidites franciscoi. No passado, M. franciscoi foi isolada por este
evento tectonico, de modo que, atualmente, Mauritiella macroclada permanece na regiao
Cis-Andina e as demais espécies pertencente aos géneros Mauritia € Mauritiella estao

distribuidas pela regido Trans-Andina (Rull, 1998) (Figura 10).

—; Escudv da Guiana
- '!:?lNlD«\D 10" N| = Concxies marinhas
e ;H SRR . o Minceno
S e Fegistros no Tercidria de
="oa Atlantico 'T M. fanciscoi

L .. ——  Aus@ncinde  Idwirisiidites
e = —— = durante ¢ Terciaric

* Mawuritielin macrockeia

S
—

\bx @ U “, BOLIMIA “ —

Figura 10. Mapa do norte da América do Sul com distribui¢ao do fossil de Mauritia no
Terciario e a distribuicdo atual de Mauritiella macroclada representada pelo
simbolo *. Os numeros representam: 1 (Bacia do Falcon), 2 (Bacia do
Mararacibo), 3 (Delta do Catatumbo) e 4 (Bacia de Magdalena) (Fonte: Rull,
1998 - modificada no presente trabalho)

Adicionalmente a influéncia do soerguimento dos Andes sobre M. franciscoi
alguns mecanismos ecoldgicos contribuiram para a reducao de sua ocorréncia no Terciario.
A nova topografia em montanhas ndo era um habitat favoravel para M. franciscoi e isto
pode ter induzido a condi¢des desfavoraveis (climas mais secos, desprovido de topografia
para o alagamento) nas poucas bacias isoladas. Houve um forte decaimento de Mauritia no
Mioceno médio e Tardio pelo registro fossil (Hoorn, 1995; 2006) provavelmente devido ao
desaparecimento de muitas areas de planicies especialmente as costeiras e sua substituicao
por paisagem de montanhas.

Durante o Pleistoceno (os ultimos 1,7 milhdes de anos) no minimo 30 ciclos
glacial/ interglacial s3o registrados (Salgado-Labouriau, 1998) causando profundas

reorganizagdes biogeograficas. Nas planicies onde ocorrem Mauritia, a sequéncia do
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periodo glacial/ interglacial foi paralela a oscilagdes climaticas secas/ imida (Burnham &
Graham, 1999). O registro fossil sugere que M. flexuosa sofreu os efeitos das flutuagdes
climaticas do Quaternario em sua distribuicao, pois ha indicios de redugdo nos registros de
polen da espécie nos periodos frios e secos do Glacial (Ferraz-Vicentini & Salgado-
Labouriau 1996; Salgado-Labouriau et al., 1997; Rull, 1998; Burnham & Graham, 1999;
Barberi et al., 2000). Acredita-se que a persisténcia de planicies no interior da Amazonia
impediu o total desaparecimento de Mauritia (Rull, 1998). A espécie foi um importante
componente para as florestas na Amazonia e persistiu durante os periodos secos e umidos,
entretanto sua abundancia foi notavelmente reduzida durante os periodos secos (Absy &
Hammen, 1976). As mudangas climaticas do Pleistoceno ndo eliminaram Mauritia da
bacia Amazénica. E possivel que Mauritia tenha progressivamente colonizado areas secas
enquanto elas se tornavam gradualmente mais umidas e encontrado no Brasil Central local
favoravel para colonizagdo (Rull, 1998).

Estudos mostram que a sequéncia de vegetacdo e dos eventos climaticos
encontrados a partir de estudos palinoldgicos tendem a seguir um padrdo geral para o
Brasil Central para eventos que ocorreram durante o Pleistoceno (Quaternario). Ferraz-
Vicentini & Salgado-Labouriau (1996) e Salgado-Labouriau et al. (1997) descrevem o
cenario do clima e vegetagdo de uma Vereda (Buritizal) do municipio de Crominia (GO)
no Brasil Central durante o Quaterndrio Tardio por meio de andlises palinoldgicas. O
testemunho de sondagem (“core”) retirado foi datado em mais de 32.400 anos
radiocarbonicos (ca) antes do presente (A.P.) até cerca de 3.500 anos A.P. apresentando
fases nas quais foi possivel verificar as mudangas climaticas ocorridas durante este
intervalo. Antes de 32.400 A. P. cresciam vereda e mata de galeria no local e esta regidao
era circundada por Cerrado arboreo. Isto indica que a distribui¢do da vegetacao na regido
era semelhante a atual sugerindo um clima quente e semi-imido, com 4-5 meses secos. No
final do Pleniglacial Médio (32.400 ate 28.300 A.P.) os elementos arboreos e arbustivos
comecaram a diminuir na regido. De ca 27.400 ate 20.000 A.P. a vereda foi substituida por
uma lagoa rasa e a regido em torno era de campo aberto. Esta fase foi caracterizada por
conter elevada umidade e provavelmente ser mais fria que o presente e que as duas fases
anteriores. A redu¢do na concentracdo de polen, esporos e algas entre ca 18.500 e ca
11.300 A.P. sugeriu uma fase seca e provavelmente fria no final do Pleistoceno. A seca
(porém nao frio) continuou de ca 10.500 até ca 7.700 A.P. e o local de coleta foi queimado

sugerindo uma estagdo seca mais prolongada do que a atual. De 6.680 a ca 3.500 A.P. o
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buritizal, a floresta de galeria e o Cerrado arbdreo comegaram a retornar a regido indicando
um aumento de umidade. O estudo ndo encontrou informagao a respeito dos ultimos 3.500
A.P. anos em virtude da parte superior do sedimento ter sido queimada e removida pela
acdo do homem atual. A abundante ocorréncia de particulas de carvao nos sedimentos mais
antigos sugeriu que o Cerrado foi queimado muitas vezes por fogo, provavelmente natural,
durante o Pleniglacial, ainda que a vereda ndo sofresse a acdo do fogo. A presenca de
particulas de carvao no inicio do Holoceno poderia em parte ser devida a ocupagdo humana
da regido.

Barberi et al. (2000) realizaram um estudo sobre a paleovegetacdo e paleoclima
da Vereda de Aguas Emendadas (DF) no Brasil Central e encontram resultados que geram
interpretagdes concordantes ao trabalho desenvolvido por Ferraz-Vicentini & Salgado-
Labouriau (1996) e Salgado-Labouriau et al. (1997). A anélise palinoldgica da vereda
estudada no topo de um platd mostra uma sequéncia de mudangas nos ultimos ca 30.500
anos. Ha ca 30.480 +/- 100 anos A.P. iniciou-se uma deposi¢ao de turfa nesta area e entre
ca 25.790+/-70 e ca. 24.200 anos A.P. graos de polen e algas eram abundantes nesta turfa,
indicando presenga de vegetacao palustre cercada de Cerrado aberto e manchas de mata de
galeria no cume do platd. Entre ca 24.000 e 21.4502+/- 100 anos A.P. a vegetacdo era mais
densa que a atual, com plantas aquaticas em abundancia e com algumas arvores de clima
mais frio, sugerindo um clima mais umido e provavelmente mais frio que o presente. A
auséncia de polen de Mauritia durante todo esse tempo indica que ndo havia vereda na
area. A redugdo dréstica da concentracdo e da diversidade polen, algas e esporos entre ca
21.000 e 7.220 +/- 50 anos A.P. sugere uma fase seca que resultou em um clima mais
sazonal e na desertificacdo do cume do platd. Pouco depois de 7.000 anos A.P. a
quantidade de polen e esporos aumentou e o polen de Mauritia comegou a ser encontrado
nos sedimentos, 0 que mostrou que a vegetagdo comegou novamente a crescer na area. De
ca 5.600 anos A.P. até o presente, varios tipos de vegetagdo ocorrem no cume do platd, da
mesma forma que hoje: o cerrado, as matas secas e a vereda com buritis. O clima nesta
fase era semelhante ao atual. Assim como no municipio de Crominia (GO) (Ferraz-
Vicentini & Salgado-Labouriau, 1996; Salgado-Labouriau et al., 1997) particulas de
carvao sdo encontradas em todo o sedimento.

Nem todas as variagdes nos aglomerados de pdlen de Mauritia podem ser
interpretadas em termos climaticos. A mudanga de curso de rios € o aumento de areas

alagadas também tém forte influéncia em sua distribui¢ao (Rull, 1998). Sabe-se que M.
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flexuosa ocorre em associacdo a areas alagadas, e assim a agua se destaca como fator
importante para persisténcia desta espécie. A persisténcia de M. flexuosa no Cerrado
durante os periodos secos ¢ possivel em virtude da drenagem superficial perene, no fundo
dos vales, responsavel pela manutengao das Veredas (Ab’Saber, 2005).

O bioma Cerrado desempenha papel fundamental na distribui¢do dos recursos
hidricos no territorio brasileiro e na América do Sul (Brasil, 1998). A bacia hidrografica ¢
definida como uma area de captacao natural da agua da precipitacdo que faz convergir o
escoamento para um unico ponto de saida (Porto & Laina, 2008). As grandes bacias
hidrograficas da América do Sul possuem suas partes mais altas localizadas no Planalto
Central brasileiro, regido onde se insere o bioma Cerrado, local em que diversos rios
nascem, e, na medida em que seguem em direcdo ao mar, ganham volume, abastecendo
grande parte do Brasil e outros paises sul americanos (Brasil, 2007). De acordo com a
Divisao Hidrografica Nacional (2003) as bacias hidrograficas brasileiras sdo classificadas e
identificadas da seguinte forma: Bacia Amazonica, Bacia dos Rios Tocantins/ Araguaia,
Bacia do Atlantico Nordeste Ocidental, Bacia do Parnaiba, Bacia do Atlantico Nordeste
Oriental, Bacia do Rio Sdo Francisco, Bacia do Atlantico Leste, Bacia do Atlantico
Sudeste, Bacia do Atlantico Sul, Bacia do Paraguai, Bacia do Rio Parané e Bacia do Rio
Uruguai (Figura 11).

Entre as bacias hidrograficas que recebem as dguas provenientes da area do
Cerrado destacam-se as dos seguintes rios: Amazonas, Araguaia, Tocantins, S3o Francisco,
Parana, Paraguai, Parnaiba, Itapecuru, Pardo e Jequitinhonha. A Estagdao Ecologica de
Aguas Emendadas, localizada na regido de Planaltina é conhecida por ser um divisor de
aguas, de onde os rios das bacias que ali se inserem, correm em dire¢des contrarias, Norte
e Sul (Lima & Silva, 2008). A parte norte da Estacdo, para onde drena o Corrego Vereda
Grande, localiza-se na Bacia Hidrografica do Maranhao, que contribui para a formagao dos
corpos hidricos da Bacia Hidrografica do Rio Tocantins-Araguaia. A parte Sul, para onde
drena o Corrego Brejinho, localiza-se na Bacia Hidrografica do Rio Sao Bartolomeu, que
contribuiu para a formacao dos corpos hidricos da Bacia Hidrografica do Rio Parana. A
divisdo norte/sul ¢ arbitraria, tendo como limite o divisor de aguas entre as bacias

hidrograficas do Maranhdo e Sao Bartolomeu (Lima & Silva, 2008).
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2.4 CONCEITOS GERAIS

Entende-se por haplotipo uma combinacao unica de estados alélicos de
marcadores genéticos presentes ao longo de um unico cromossomo (Hartl & Clark, 2010).
A distribui¢ao do nimero observado de diferencas par a par entre os pares de haplotipos ¢
conhecida por distribuicdo de mismatch (Scheineider & Excoffier, 1999). Essa distribui¢ao
geralmente ¢ multimodal em amostras retiradas de populagdes em equilibrio demografico,
uma vez que isto reflete na forma altamente estocastica das arvores dos genes, mas ¢
geralmente unimodal em populagdes que passaram por uma expansao demografica recente
(Hudson, 1991; Rogers & Happerding, 1992).

Os sitios segregantes sdo os sitios nucleotidicos na amostra que sdo ocupados
por dois ou mais nucleotideos (S). O nimero médio de diferengas de nucleotideos entre
todas as comparagdes de sequéncias par a par ¢ conhecido por m. A diversidade
nucleotidica, comumente simbolizada pela letra grega m, ¢ a probabilidade de que uma
amostra de um sitio nucleotidico em particular tomada ao acaso de dois individuos seja
diferente. E a propor¢do média de diferencas nucleotidicas entre todos os possiveis pares
de sequéncias, sendo essencialmente a heterozigosidade no nivel do nucleotideo (Hartl &
Clark, 2010).

O tamanho efetivo populacional (N.) ¢ o nimero de individuos reprodutivos,
J& que estes sao os que contribuem para a proxima geragao.O tamanho populacional efetivo
de uma populagdo real ¢ o nimero de individuos que, em uma populacao ideal, sofreria a
mesma magnitude de deriva genética aleatdria que a populacao real (Hartl & Clark, 2010).
A genealogia que representa a relagdo entre uma gama de copias de genes, escolhidas de
uma populagdo ao acaso, pode ser vista como uma série de coalescéncias, que sdo pontos
nos quais duas linhagens possuem um ancestral em comum.

O intervalo de tempo entre uma coalescéncia e a proxima ¢ esperado que tenha
uma distribui¢do que dependa do tamanho efetivo populacional 4N. em uma populacao
dipléide ou 2N, em uma populacao haploide. Na auséncia de um padrao, os dados de
sequéncias moleculares podem nado gerar informacdes sobre as duragdes reais desses
intervalos, mas a respeito da quantidade de mudanga que lhes ocorreram (Kuhner et al.,
1995). Entdo no lugar de estimar 4N, estima-se seu produto com a taxa de mutag¢do neutra
i, chamado de parametro 0. Portanto, parametro 6 ¢ definido como 4N.u, em que N, ¢ o

tamanho populacional efetivo dipldide, p ¢ a taxa de mutagdo por sitio por geragdo
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(Kuhner et al., 1995; Kuhner, 2006; Fu & Li, 1993). Um valor especifico de 0 pode ser

escolhido para gerar a distribuicao da coalescéncia (Fu & Li, 1993).

2.5 ASPECTOS GERAIS DA FILOGEOGRAFIA

A biogeografia ¢ o estudo do padrdo de distribui¢do dos seres vivos na Terra
(Sene, 2009). Os limites da distribui¢ao de uma espécie podem ser estabelecidos por seus
atributos ecologicos (por exemplo: umidade, temperatura, alimento, predadores e
competidores) ou por alguma explicacdo histérica. Na maioria dos casos a visdo completa
da distribuicdo de uma espécie exige tanto o conhecimento ecoldgico quanto o historico e
deste modo os dois fatores ndo se opdem, sendo que o método sensivel de analise consiste
em descobrir como ambos (a ecologia e a histéria) se combinaram para produzir a
distribuicao da espécie (Ridley, 2006). A biogeografia pode ser dividida em dois campos: a
ecogeografia e a biogeografia historica. A ecogeografia enfatiza o papel das pressdes
ecoldgicas contemporaneas na modelagem da distribuicdo espacial dos organismos
modelos (Avise, 2000). A biogeografia historica preocupa se com a geografia e as relagdes
entre as espécies, os géneros e entre grupos taxondmicos mais elevados (Ridley, 2006),
derivando a filogeografia, considerada uma sub-disciplina da biogeografia (Avise, 2000).

A filogeografia ¢ um campo de estudo que objetiva investigar os principios e
processos que governam a distribui¢dao da genealogia das linhagens, especialmente aquelas
dentro e entre espécies proximas (Avise, 1987). Como a palavra sugere, a filogeografia
trata com os componentes historicos geograficos e filogenéticos, ou seja, da distribuicao
espacial das linhagens dos genes (Avise, 1987; 2000; 2009). Baseada em uma amostragem
apropriada de individuos e dos genes, os filogedgrafos utilizam dados genéticos do
presente de uma populagdo para testar hipoteses biogeograficas, descrever a evolucao do
isolamento reprodutivo de unidades populacionais, inferir a respeito da distribui¢do das
genealogias e a origem de processos que as moldaram (Avise, 2009; Beheregaray, 2008).

Neste sentido, a filogeografia tem gerado contribui¢des valiosas que agregam
conhecimento sobre a histdria evolutiva das espécies como: inferéncias a respeito das
origens geograficas de espécies, a possivel localiza¢do de refigios em periodos chaves do
passado, o incentivo ao estudo da evolugdo de marcadores moleculares, subsidios para o
desenvolvimento de estratégias de conservagdo e manejo sustentavel da(s) espécie(s)

estudada(s) (Avise, 2000; 2009; Beheregaray, 2008).
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Os estudos filogeograficos também incluem os preceitos da ecogeografia em
uma perspectiva historica e multidisciplinar, tendo em vista que as pressdes ecologicas e
contemporaneas nao sao as unicas responsaveis pela distribui¢do espacial das linhagens, e
a selecdo natural ndo € o Unico mecanismo capaz de gerar linhagens que reflitam em
padrdes geograficos (Avise, 2000). O isolamento geografico de uma populagdo geralmente
¢ decorrente de eventos historicos podendo ser causado por dispersdo e/ou vicariancia. O
ambito de uma espécie mudara se os membros dela se moverem no espago caracterizando
o processo de dispersao. Animais e plantas movem-se ativa e passivamente, no espago para
procurar areas desocupadas ou em resposta a mudancas ambientais (na fase de semente, as
plantas movem-se passivamente) (Ridley, 2006). Sob interpretacdo da vicaridncia, as
populagdes ou os taxons relacionados tornaram se separados quando muitas ou poucas
formas ancestrais apresentavam extensdes continuas e foram separadas por eventos
ambientais (Posadas et al., 2006).

A vicariancia e a dispersdo sdo duas possibilidades levadas em consideragao
para estimar a origem espacial disjunta de tdxons. Ronquist (1997) faz uma critica a
modelos que nao consideram os processos de dispersao e extingdo relevantes e sugere um
método biogeografico de analise no qual ndo se assume pressuposto algum a respeito das
relacdes de parentesco e a area de distribuicdo (andlise dispersdo-vicariancia). Dentro da
filogeografia, estimativas genealdgicas apropriadas podem auxiliar no peso das influéncias
de dispersdo versus vicariancia (bem como qualquer outro processo evolutivo) na
modelagem da distribuicdo geografica dos modelos genéticos (Avise, 2000). Para gerar
estas estimativas genealdgicas os primeiros estudos filogeograficos comegaram a utilizar o
DNA mitocondrial (mtDNA) com intuito de verificar como os individuos estavam ligados
genealogicamente através dos ancestrais comuns (Avise, 1994). O mtDNA ¢ usado para
estudos filogeograficos em animais, as sequéncias de DNA cloroplastidial (cp) em estudos
com plantas, e as sequéncias de DNA nucleares ndo codificantes (nc) para os estudos
filogeograficos em animais e as plantas (Hewitt, 2004).

As regides nao codificantes do cpDNA evoluem pelo acimulo de substituigdes
de nucleotideos e mutagdes microestruturais como dele¢do (equivalem a indels,
representadas por gaps) e inversdes. A aplicacdo de dados de sequéncias ndo codificantes
de DNA em plantas vem crescendo, visto que os introns e os espacadores geram
informacdes relevantes para os estudos evolutivos. Comparada as sequéncias codificantes,

¢ diferente a dindmica mutacional dos introns e espagadores, envolvendo mudangas
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microestruturais frequentes relacionadas a adicdo e substituicdo de nucleotideos
individuais (Borsch & Quandt, 2009).

O estudo das diferencas do DNA entre as espécies relacionadas, ou
polimorfismos no DNA de uma dada espécie, pode fornecer a compreensao da natureza
das mutacdes e dos processos evolutivos que compdem sua historia (Britten et al., 2003).
Para exemplificar o uso do cpDNA em estudos filogeograficos alguns trabalhos sdo citados
com as respectivas interpretagdes dos padroes encontrados nas linhagens. Caron et al.
(2000) investigaram o nivel e a organizacao do polimorfismo de DNA cloroplastidial em
populacdes de Dicorynia guianensis (Caesalpiniaceae) e quando comparadas em areas
diferentes da Guiana Francesa foi encontrado um modelo geografico da frequéncia dos
haplétipos ao longo da costa do Atlantico. Este modelo de acordo com os autores ¢
provavelmente o resultado da dinamica de restricdo-expansdo das florestas tropicais
durante o Quaternério.

Cavers et al. (2003) estudaram a filogeografia baseado no polimorfismo de
cpDNA de Cedrela odorata (Meliaceae) na Mesoamérica em 29 populagdes de seis paises
e identificaram cinco haplotipos, filogeneticamente agrupados em trés linhagens (norte,
centro e sul) que ndo seguiram o modelo de isolamento por distancia. De acordo com os
autores como a colonizagdo da peninsula proto-Mesoamericana foi dada pela flora e fauna
da América do Sul em virtude da formacao do Istimo do Panamé, sendo provavel que a
estrutura observada em C. odorata seja o resultado de repetidas colonizagdes da
Mesoamérica por populagdes da América do Sul. Caetano et al. (2008) realizaram um
estudo filogeografico baseado em dois marcadores cloroplastidiais (psbaA-trnH e trnS-
trnG) com 53 populagdes naturais da espécie Astronium urundeuva distribuidas em areas
de Mata Seca na Argentina, Bolivia, Brasil e Paraguai. Os autores identificaram cinco
haploétipos que apresentaram distribuicdo espacialmente estruturada e revelaram um
processo de vicariancia e progressiva divergéncia entre as populagdes.

Os genes nucleares de copia simples também geram dados de sequéncia para
estudos filogeograficos em nivel intra-especifico (Avise, 2009). O aumento do uso de
sequéncias de DNA nuclear (ncDNA) em estudos filogeograficos, combinados com os
dados organelares, direcionam analises multilocos, com consideraveis melhoras na
precisdo e consisténcia em inferéncia historica (Brito & Edwards, 2009). Lorenz-Lemk et
al. (2005) estudaram a filogeografia de Passiflora actinia e P. elegans (Passifloraceae)

utilizando marcadores cloroplastidiais e nuclear (ITS). Para este estudo os marcadores
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plastidiais apresentaram variagdo restrita, porém quando adicionado as andlises dos dados
nucleares contribuiram para identificagdo de um hibrido intra-especifico de morfologia
intermediaria na borda da distribuicao entre estas duas espécies. Olsen (2002) realizou um
estudo a respeito da historia populacional de Manihot esculenta (Euphorbiaceae) e M.
pruinosa, uma espécie hibrida potencial, por meio do gene nuclear Glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase (G3pdh). A distribui¢ao dos haplétipos indicou um isolamento
por distancia para as populagdes de M. esculenta e os haplétipos compartilhados em nivel
interespecifico com M. pruinosa provavelmente refletem uma recente introgressao inter-
especifica ou rearranjo incompleto de linhagens entre estas espécies.

Nos estudos filogeograficos as inferéncias sobre a historia evolutiva das
espécies se baseiam em testes estatisticos relacionados as hipoteses historicas e estimativas
dos parametros demograficos (Knowles, 2009). Diversos métodos aplicados as analises
filogenéticas tradicionais como: de distdncia, maxima parcimdnia, maxima
verossimilhanga e inferéncia bayesiana s3o frequentemente usados nos estudos
filogeograficos tradicionais (Freeland, 2005). Surgem outras abordagens filogeograficas
como a filogeografia estatistica que ndo estuda apenas os padrdes observados pela variacao
genética, mas modelos estatisticos a partir de varias hipdteses que proporcionem avaliagdes
sobre os processos evolutivos e as estimativas de parametros (Knowles, 2000). Os estudos
estatisticos filogeograficos contribuem para o entendimento dos fatores que influenciaram
a divergéncia e especiacdo, gerando modelos biogeograficos (Knowles & Maddison,
2002). Proporcionam ainda meios de se estudar os padroes de distribuigdo da variacao
genética, com o potencial de distinguir aqueles causados por fluxo génico atual entre as
populacdes, daqueles derivados de eventos histéricos (Knowles, 2000; 2004; 2009;
Richards et al., 2007).

O conceito de genealogia do gene e demografia populacional sdo intimamente
relacionados em estudos microevolutivos de populagdes proximas e espécies relacionadas.
A Teoria da Coalescéncia ¢ um modelo retrospectivo de genética de populagdes, baseado
na genealogia de genes, que descreve as ligagdes (coalescéncia) das linhagens
retrospectivamente no tempo, até um ancestral comum (Kingman, 1982; Avise, 1994;
2000; 2009). Ela lida com expectativas matematicas e estatisticas para as relagdes
filogenéticas historicas entre as linhagens em fun¢do dos pardmetros demograficos
populacionais com as médias e as variancias na distribui¢do do tamanho da familia, ¢ na

magnitude do fluxo génico interpopulacional (Avise, 2000).
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A Teoria da Coalescéncia proporcionou o desenvolvimento de simulagdes e
rigorosas analises estatisticas de dados populacionais (Knowles, 2009). Ela utiliza-se de
dois estimadores diferentes para o parametro chave, 6= 4Nep, onde Ne ¢ o tamanho efetivo
populacional, e p ¢ a taxa de substituicdo (Kingman, 2000). A conclusdo geral, a partir da
teoria estatistica, ¢ que os fatores historicos demograficos (como as médias e as variancias
nos numeros de descendentes por familia) podem influenciar a genealogia dos genes de
maneira estatisticamente previsivel. Por exemplo, os pontos de coalescéncia na genealogia
dos genes geralmente sdo mais antigos em populagdes com tamanho efetivos maiores.
Assim, estruturas ramificadas nas arvores de genes podem ser interpretadas sob a Teoria da
Coalescéncia, para auxiliar a revelar a historia demografica de uma populacdo (Avise,
2000).

No estudo das espécies neotropicais, a filogeografia tem se mostrado uma
ferramenta bastante util e capaz de revelar o papel que eventos histéricos do Tercidrio/
Quaternario possuem sobre a distribui¢do da diversidade e estrutura genética das espécies.
Sabe-se que a dispersao das sementes de M. flexuosa por zoocoria e pela dgua sdo fatores
de grande peso para a determinagdao de sua estrutura populacional, no entanto, ndo sao
suficientes para evitar o processo de diferenciacdo entre as populagdes. Espera-se que o
padrdo filogeografico de M. flexuosa esteja associado a sua distribuicdo nas grandes bacias
hidrogréficas, e que as areas secas que as circundam atuem como barreira ao fluxo génico
da espécie e, portanto haveria elevado nivel de diferenciagdo entre as populagdes de M.
flexuosa por bacia hidrografica distribuidas no Brasil Central.

Objetiva-se estudar a estrutura genética e a filogeografia de M. flexuosa em
populagdes distribuidas no Brasil Central e relacionar os resultados obtidos com os eventos
histéricos e demograficos, associando as flutuagdes climaticas que influenciaram a
distribuicao atual da espécie nas veredas, de maneira a contribuir para o entendimento da
evolucdo e dos efeitos da fragmentacdo na espécie e no ambiente no qual esta inserida, as

veredas.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 AREAS DE ESTUDO

Foram amostradas 14 populacdes de M. flexuosa de individuos adultos, em
areas de Veredas que representam a distribuigdo geografica da espécie no Brasil Central,
englobando as bacias hidrograficas: do Amazonas, do Araguaia-Tocantins, do Sao
Francisco e do Parana. A coleta inclui de trés a vinte individuos, distribuidos nas seguintes
localidades com seus respectivos codigos: Acreuna (GO)- AGO, Campo Grande (MS)-
CGMS, Cerejeiras (RO)- CERO, Cidade de Goias (GO)- CGO, Diamantino (MT)- DIMT,
Estagdo Ecologica de Aguas Emendas (DF)- AEDF, Mozarlandia (GO)- MGO, Novo
Planalto (GO)- NGO, Nova Xavantina (MT)- NMT, Paraiso do Tocantins (TO)- PATO,
Parque Nacional Cavernas do Peruagu (MG)- PMG, Porto Franco (MA)- PFMA, Ribeirao
Cascalheiras (MT)- RMT, Sao Miguel do Araguaia (GO)- SGO (Figura 12).
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Figura 12. A- Distribuicdo geografica das 14 populagdes amostradas para o estudo
filogeografico de Mauritia flexuosa no Brasil. B- Visualizacao referente as 14 populagdes
amostradas por bacia hidrografica na regido do Brasil Central em zoom
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3.2 EXTRACAO DE DNA E SELECAO DAS REGIOES CLOROPLASTIDIAIS

Para o estudo filogeografico foi extraido DNA a partir das folhas dos
individuos coletados, utilizando-se o protocolo de extragdo CTAB dois por cento (Doyle &
Doyle, 1987) e ap6s a extracdo, o DNA total foi quantificado. O DNA foi diluido para uma
concentragdo de, aproximadamente, cinco nanogramas por microlitro ideal para a
montagem das reacdes em cadeia da polimerase (PCR) (Figura 13). As amostras de DNA

estoque e de trabalho foram armazenadas em freezer.

Figura 13. (A) DNA extraido visualizado em gel de agarose 1% para a quantificacdo com
lambda a concentragdo de 500ng e (B) DNA diluido visualizado em gel de
agarose 1,5% para a quantificacao
Foram selecionados quatro individuos de quatro localidades que

representassem pontos coletados discrepantes em termos de distdncia por Bacia

Hidrografica para testar a amplificacdo por PCR de regides cloroplastidiais (Figura 14)

com diferentes taxas de substituicio e selecionar aquelas que apresentassem

polimorfismos. Para cpDNA foram testadas as regides intergénicas: trnC-ycf6 (Demesure
et al., 1995), psbA-trnH, trnS-trnG, trnS-trnG2S, rpS12-rpL20, rpL16, rpS16 (Shaw et al.,

2005), o intron #rnL amplificado pelo par de primer “c” e “d” e o intron #7nL amplificado

pelo par de primer “e” e “f” (Taberlet et al., 1991) (Tabela 1). Apenas as regides

cloroplastidiais psbA-trnH, trnC-ycf6 e trnS-trnG apresentaram polimorfismo e portanto
apropriadas para a proposta do trabalho. Foram realizados testes de PCR também para as

regides nucleares ITS 75-92 (Desfeux, & Lejeune, 1996) e ITS 04-05 (White et al., 1990)

(Tabela 2). As regides nucleares apresentaram sucesso na amplificagdo, porém nao foram

geradas sequéncias que pudessem ser aproveitadas para as andlises filogeograficas. Baker

et al. (2000) apenas obtiveram sucesso no sequenciamento das regides nucleares para

palmeiras quando clonaram os produtos de PCR do ITS.



37

Tabela 1. Descricdo das regides cloroplastidiais testadas para obtengdo dos dados
moleculares

Regido Cloroplastidial

Sequéncia nucleotidica

“c”e“d”
“e”e“f”
rpS12-rpL20
rpL16
rpS16

psbA-trnH

trnS-trnG

trnC-ycf6

trnL C - Foward
trnL D - Reverse
trnL E - Foward
trnL F - Reverse
5'tpS12 - Foward
rpL20 - Reverse
rpL16F71 - Foward
rpL16R1516 - Reverse
pS16 - Foward
pS16 - Reverse
psbA - Foward
trnH - Reverse
trnS(GCU) - Foward
3'trnG(UUC) - Reverse
5'trnG2S - Reverse
trnC(GCA) - Foward
ycf6 - Reverse

CGA AAT CGG TAG ACG CTA CG

GGG GAT AGA GGG ACT TGA AC

GGT TCA AGR CCC TCT ATC CC

ATT TGA ACT GGT GAC ACG AG

ATT AGA AAN RCA AGA CAG CCA AT
CGY YAY CGA GCT ATA TAT CC

GCT ATG CTT AGT GTG TGA CTC GTT G
CCCTTC ATT CTT CCT CTA TGT TG
AAA CGA TGT GGT ARA AAG CAAC
AAC ATC WATTGC AAS GAT TCG ATA
GTT ATG CAT GAA CGT AATGCT C
CGC GCATGG TGG ATT CAC AAT CC
AGA TAG GGA TTC GAA CCC TCG GT
GTA GCG GGA ATC GAA CCC GCATC
TTT TAC CAC TAA ACT ATA CCC GC
CCA GTT CRA ATC YGG GTG

GCC CAA GCR AGA CTT ACT ATATCC AT

Tabela 2. Descri¢ao das regides nucleares ITS testadas

Regido Nuclear Sequéncia nucleotidica

ITS 75 - Foward TAT GCT TAA ACT CAG CGG G

ITS 75-92
ITS 92 - Reverse AAG GTT TCC GTA GGT GAA C
ITS 04-05 ITS 04 - Foward TCCTCCGCTTATTGATATGC
ITS 05 - Reverse TATGCTTAAACTCAGCGGG
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Figura 14. Representacdo do DNA cloroplastidial e suas principais regides
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3.3 OBTENCAO DOS DADOS MOLECULARES

Os testes para a reacdo de PCR utilizando os primers citados foram otimizados
com ajustes nas temperaturas de anelamento e concentragdo dos reagentes para a
amplificacdo de cada regido. As temperaturas de anelamento para as regides
cloroplastidiais foram: 57°C psbA-trnH, 62°C trnC-ycf6 e 57°C trnS-trnG. Os fragmentos

foram amplificados via PCR em um volume total de vinte microlitros (Tabela 3).

Tabela 3. Protocolo de PCR para as trés regides cloroplastidiais estudadas

Reagente Concentragdo final Volume
Agua ultra pura _ 42 nl
DNA(5ng/ut) 25ng 5 ub
Primer Foward (1uM) 0,1uM 2wl
Primer Reverse (1uM) 0,1uM 2wl
Tampao da enzima 10X Ix* 2wl
Albumina bovina (2,5 mg/m() 0,312mg/m¢e 2,5 wt
DNTPs (2,5mM) 0,25mM 2 ut
Taq polimerase (Su/pl) 1,5 unidades 0,3 pnt
Total 20 pt

* Tampao 1x (10 mM Tris-HCI, pH 8,3, 50 mM KCl, 1,5 mM MgClJ

O programa de PCR utilizado para cpDNA possui 0s seguintes passos:
(primeiro) desnaturacdo do DNA a 94°C por cinco minutos; (segundo) a 94°C por um
minuto; (terceiro) anelamento do primer (temperatura especifica para cada primer) por um
minuto; (quarto) extensao da molécula pela enzima Taq polimerase (Pho neutra) a 72°C
por um minuto; (quinto) 35 ciclos seguindo do segundo ao quarto passo; (sexto) extensao
de sete minutos a 72°C para finalizar os produtos amplificados. As regides foram
amplificadas por PCR utilizando termocicladores GeneAmp PCR System 9700 (4pplied
Biosystems, CA).

Os produtos de PCR, juntamente com o marcador de um kilobase (1KB
Invitrogen), foram submetidos a eletroforese (Figura 15). Os individuos que apresentavam
amplificacdo satisfatoria eram selecionados para a reagcdo de purificagdo do produto da
PCR com as enzimas Exonuclease I — EXO (2,500U) e Shrimp Alkaline Phosphatase-
SAP (5000U) (Amersham Biosciences). Para cinco microlitros de produto de PCR era

utilizado um microlitro das enzimas EXO-SAP (a mistura das enzimas eram na propor¢ao
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de um EXO: nove SAP) e as amostras eram levadas ao termociclador com seguinte
programa: 37°C por noventa minutos e oitenta graus por vinte minutos.

Com o produto purificado de PCR foram feitas reagdes de sequenciamento
utilizando o kit de sequenciamento DYEnamic™ ET terminator (GE Healthcare) de acordo
com as instrugdes do fabricante utilizando o seguinte programa no termociclador: 95°C por
vinte segundos, cinquenta graus por 15 segundos e sessenta graus por um minuto em 25
ciclos. O produto da reagdo de sequenciamento era submetido a um processo de
purificacdo de acordo com instrugdes do fabricante. O sequenciamento foi feito em
sequenciador automatico de DNA ABI Prism 3100 (Applied Biosystems, CA) (Figura 15).
Os fragmentos foram sequenciados em ambas as dire¢des, forward e reverse para
montagem da fita consenso. Para a regido intergénica trnC-ycf6 foi sequenciado apenas a
fita reverse (duas vezes para cada individuo) pois as sequéncias geradas para foward
continham um microssatélite em seu inicio impossibilitando que um niimero satisfatério de

pares de base fossem obtidos.

70 80 50 100 110 120
TCCAATGAAT CT ACT CGT AACAAGTTTCTATATTATAAAATTTCT GG TAGAA®

80 %0 100 110 120
TAATCTCTATTTTATTCCTACGAATAGAACATGACCATATGAGATGATACAC

70 80 90 100 110 120
TGTATACGAATCGT TGAATCAAACAATGGAGCAATACCCAATATCTTIG TTTC!
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Figura 15. Gel de agarose (1,5%) dos produtos de PCR referente as regides
cloroplastidiais trnC-ycf6-62°C (A), trnS-trnG-57°C (B) e psbA-trnH-57°C (C)
com os respectivos eletroferogramas (reverse para trnC-ycf6 e foward para
trnS-trnG e psbA-trnH)

3.4 CARACTERIZACAO DAS SEQUENCIAS
O sequenciamento foi realizado no Laboratorio de Genética e Melhoramento
de Plantas da Escola de Agronomia da Universidade Federal de Goids. As sequéncias

foram analisadas e as fitas consenso montadas, editadas e alinhadas utilizando o programa
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SeqScape 2.7 (Applied Biosystems, CA). Posteriormente foram editadas por inspecao visual
e realinhadas no programa Muscle (Edgar, 2004). Foram estimadas as diversidades
nucleotidica (m) e haplotipica (4) para cada populagdo, por bacia hidrografica e para as

populagdes como um todo pelo programa Alerquin 3.1 (Excoffier et al., 2006).

3.5 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Para testar a hipotese de que a distancia geografica esta correlacionada com a
distdncia genética entre as populacdes foi realizado o Teste de Mantel utilizando-se a
matriz de distdncia. Para investigar a estrutura genética das populacdes de M. flexuosa foi
feita uma Andlise da Variancia Molecular (AMOVA) utilizando se o programa Alerquin
3.1 (Excoffier et al., 2006). O modelo da AMOVA usado por este programa ¢ similar ao
modelo de Weir & Cockerham (1984) baseado nas analises da variancia das frequéncias
dos genes, mas leva em consideragdo o numero de substitui¢gdes entre os hapldtipos
(Excoffier, 1992). Esta abordagem gera estimativas dos componentes da variancia e
analogos das estatisticas F, designados como estatisticas 0, que refletem na correlagdo da
diversidade haplotipica em diferentes niveis de subdivisao hierarquica. A significancia dos
componentes de variancia e das estatisticas 0 sdo testadas através de um modelo de
permutacdo ndo paramétrica.

Para entender a relagdo evolutiva entre os haplotipos foi realizada uma anélise
dos dados de sequenciamento pelo método “median-joining network” (Bandelt et al., 1999)
implementada no programa Network (Forster et al., 2000). Nesta andlise, redes do tipo
“minimum spanning” sdo construidas baseadas na unido de arvores com o menor numero
de mudangas entre nos ou haplotipos e que contenham todas as sequéncias de entrada
(Bandelt et al., 1999). Utilizando o critério de parcimdnia, o programa encontra os vetores
médios, que representam a sequéncia consenso entre as sequéncias mais proximas aquele
vetor, interpretado biologicamente como: possiveis sequéncias que ndo foram amostradas
ou sequéncias de ancestrais extintas (Bandelt et al., 1999).

Os episodios de crescimento e declinio populacional deixam sinais
caracteristicos na distribuicdo dos sitios diferentes de nucleotideos entre os pares de
individuos e, portanto, podem ser usados a partir de dados moleculares, para conhecer a
histéria demografica (Rogers & Harpending, 1992). Para estudar a historia demografica foi
obtida a distribui¢do da frequéncia das diferengas de bases entre pares de individuos

(distribui¢do de mismatch) utilizando uma abordagem nao linear dos quadrados minimos
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proposta por Schneider & Excoffier (1999) feita pelo programa Alerquin 3.1 (Excoffier et
al., 2006). O grafico da distribuicdo de mismatch foi obtido utilizando se o programa
Dnasp (Librado & Rozas, 2009). Para verificar se as populagdes estavam sob neutralidade
seletiva, em equilibrio mutagdo-deriva foram feitos testes de neutralidade de Tajima
(Tajima, 1989) e de Fu (Fu, 1997) que sdao baseados no modelo de infinitos sitios sem
recombinacao.

Para selecionar o melhor modelo evolutivo de substitui¢do incluindo os
parametros que o melhor caracteriza foi utilizado o programa JModelTest (Posada, 2008).
O modelo obtido foi o F81+I+G encontrado por verossimilhanga e sob a informagdo do
critério de Akaike (AIC). Foram colhidas as informag¢des do modelo de substitui¢ao
F81+I+G para construir a inferéncia filogenética utilizando o programa Mr Bayes 3.2
(inferéncia bayesiana).

Para entender a melhor as relagdes evolutivas entre as sequéncias, estimar o
tempo do ancestral comum mais recente (Tyrca) € acrescentar informacdes as analises
feitas sobre a historia demografica de M. flexuosa foi usado o modelo de coalescéncia
(Kingman, 1982) e colhidas as caracteristicas do modelo evolutivo de substitui¢ao
(F81+I+G) pelo o programa BEAST 1.6.2 (Drummond & Rambaut, 2007). A taxa de
mutacdo usada foi de 0,8 +/-0,04 x10” mutagdes por sitio por ano, estimada para regides
cloroplastidiais nao codificantes de monocotiledoneas (Yamane et al., 2006). Foi calibrado
um né interno referente & populacdo da Estagdo Ecoldgica de Aguas Emendadas a partir da
datacao do registro fossil de pélen em 7200 +/- 50 anos (Barberi et al., 2000). Para esta
andlise também foram utilizadas trés espécies como grupo externo pertencentes a familia
Arecaceae: Orbignya phalerata e Scheelea phalerata ambas pertencentes a subfamilia
Arecoideae, tribo Cocoseae, subtribo Attaleinae (Dransfield et al., 2005) conhecidas
popularmente por Babagu e Bacuri respectivamente, e Mauritiella armata pertencente a
subfamilia Calamoideae, tribo Lepidocaryeae e subtribo Mauritiinae (Dransfield et al.,
2005) conhecida popularmente por Buritirana. A visualizacdo da arvore de coaléscencia e
da arvore filogenética foi feita pelo programa Fig Tree v.1.3.1.

A taxa de migracdo entre populagdes e o tamanho efetivo das populagdes
foram estimados baseado na teoria da coalescéncia (Kingman, 1982; Tavaré, 1984;
Hudson, 1991). Esta analise permitiu distinguir ¢ compreender melhor os eventos
historicos de variagdo demografica e o fluxo génico entre populagdes. Os parametros &

(coalescence), g (growth) e M (migration) foram estimados por analise bayesiana, baseado
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no processo de amostragem pelo método MCMC (Markov Chain Monte Carlo) (Beerli &
Felsenstein, 1999; 2001), implementado no programa Lamarc 2.0.2 (Kuhner et al., 2006).
Tanto as analises independentes geradas pelo programa Lamarc (Kuhner et al., 2006),
quanto as geradas pelo o programa BEAST 1.6.2 (Drummond & Rambaut, 2007) foram
combinadas e a convergéncia e estabilidade destas foram checadas usando o programa
Tracer 1.5 (Rambaut & Drummond, 2007). Todas estas andlises apresentaram valores do

tamanho efetivo da amostra (ESS) superiores a duzentos.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O sequenciamento do produto da amplificagdo das regides ndo codificantes
intergénicas psbA-trnH, trnS-trnG e trnC-ycf6 gerou fragmentos de 417 pares de base (pb),
401pb e 387pb, respectivamente. Concatenadas, as regides geraram um fragmento de
1205pb. Os valores relativos da composi¢ao nucleotidica considerando todas as populagdes
para o fragmento concatenado foram para cada base: C = 16,27%, T= 35,27%, A= 32,84%,
G= 15,61%. Os valores de diversidade haplotipica e nucleotidica total por regido

cloroplastidial para todas as populacdes estudadas encontram-se na Tabela 4.

Tabela 4. Tamanho dos fragmentos em pares de base (pb); - diversidade nucleotidica; /-
diversidade haplotipica; n- total de individuos sequenciados por regido
cloroplastidial (n) considerando todas as populagdes amostradas de Mauritia

flexuosa
Regido cloroplastidial Fragmento pb T h n
psbA-trnH 417 0,011279 +/- 0,006136 0,708 219
trnS-trnG 401 0,000300 +/- 0,000522 0,110 212
trnC-ycf6 387 0,000660 +/- 0,000819 0,253 222

Os dados cloroplastidiais combinados para as regioes psbA-trnH, trnS-trnG e
trnC-ycf6 apresentaram baixos valores de diversidade nucleotidica tanto no total (7=
0,005314 +/- 0,002800), quanto por populagdo. Foi encontrado um alto valor da
diversidade haplotipica total (A= 0,791), porém, quando observado por populacdo,
verificou-se baixos valores (Tabela 5). Os baixos valores de diversidade haplotipica e
nucleotidica por populacdo podem ser um indicio de que houve gargalo populacional no
passado. Isto ¢ corroborado pela informacdo de redugdo do registro fossil de polen de
Mauritia durante as flutuagdes climaticas do Terciario e Quaterndrio nos periodos frios e
secos do Glacial. O parametro demografico € apresentou valor total baixo e significativo
(6= 2,2264E-3, SE=3,9856E-5; IC; 95% = 8,138E-4; 1C;95%= 3,9516E-3), bem como por
populacao (Tabela 5). Baixos valores do parametro de € sugerem populagdes com tamanho
efetivo pequeno e/ou com baixa taxa de substitui¢cdo, corroborando com o conhecido sobre

a baixa taxa de substituicdo caracteristica do genoma conservado de palmeiras.



44

Tabela 5. Diversidade genética e parametro demografico theta (0), referente as populagdes de Mauritia flexuosa, baseados em coalescéncia
pela analise Bayesiana para os dados de cloroplastos combinados para psbA-trnH, trnS-trnG e trnC-ycf6. n- diversidade
nucleotidica; SE- desvio padrao; 4- diversidade haplotipica; 6- parametro de coalescéncia (todos os valores de 6 ndo diferenciaram
de zero baseado no intervalo de credibilidade inferior (ICi) e superior (ICs)); k- nimero de haplotipos e n- nimero de individuos

por populagao
Bacia Codigo Populacdo T SE h 0 0ICi95% B0ICs95% k n
CERO Ceregjeiras (RO) 0 0 0 0,0000127 1,03E-05 9,72E-04 1 3
Amazonica RMT Ribeirdo Cascalheira (MT) 0,000128 0,000213 0,15385 0,0000162 1,04E-05 2,05E-04 1 13
DIMT Diamantino (MT) 0,003833 0,002297 0,49091 0,0010270 0,000237 5,71E-03 4 11
AGO Acreuna (GO) 0 0 0 0,0000139 1,01E-05 4,75E-04 1 16
Parani AEDF Parque Ecoldgico Aguas Emendadas (DF) 0,00177 0,001169 0,25714 0,0003250 8,31E-05 1,51E-03 3 15
CGO Cidade Goias (GO) 0,002263 0,001466 0,18182 0,0003360 3,37E-05 1,22E-03 2 11
CGMS Campo Grande (MS) 0,00028 0,000324 0,33684 0,0000678 2,75E-05 1,02E-03 2 20
S. Francisco PMG Parque Nacional Cavernas do Peruagu (MG) 0,000166 0,000253 0,2 0,0001060 1,31E-05 6,94E-04 2 10
PATO Paraiso do Tocantins (TO) 0 0 0 0,0000110 9,95E-06  5,32E-05 1 18
PFMA Porto Franco (MA) 0,004299 0,002451 0,11765 0,0000117 9,61E-06  3,12E-04 1 17
Tocantins MGO Mozarlandia (GO) 0,000443 0,000487 0,53333 0,0001270 2,22E-05 1,66E-03 2 6
NMT Nova Xavantina (MT) 0 0 0 0,0000467 1,23E-05 9,11E-04 1 16
SGO Sao Miguel do Araguaia (GO) 0,000369 0,000408 0,41667 0,0003040 4,24E-05 3,69E-03 3 9
NGO Novo Planalto (GO) 0 0 0 0,0000141 1,00E-05 721E-04 1 5

Total 0.003693 0.002025 0,79123 22264E-3 §,138E-4 3,9516E-3 11 170
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Ao verificar os valores de diversidade nucleotidica por bacia hidrografica,
nota-se que o maior valor de m ¢ o proveniente das populagdes da Bacia Hidrografica
Amazonica (Tabela 6). Este fato pode ser um indicio de que as populagdes de M. flexuosa
sdao provenientes de populacdes da Amazodnia. Isto corrobora com o encontrado para o
registro fossil, que indica que a coloniza¢do de M. flexuosa pode ter ocorrido a partir de
populacdes remanescentes de areas que ndo secaram tanto durante as oscilagdes climaticas
do Terciario/Quaternario, (Rull, 1998). No entanto faz-se necessario sequenciar maior
numero de individuos provenientes da Bacia Amazonica para tecer explanacdes mais

consistentes a respeito.

Tabela 6. Diversidade genética referente as populagdes de Mauritia flexuosa por bacia
hidrografica para os dados de cloroplastos combinados para psbA-trnH, trnS-
trnG e trnC-ycf6. mn- diversidade nucleotidica; SE- desvio padrio; h-
diversidade haplotipica; n- numero de individuos por bacia hidrografica no
total de 170 individuos sequenciados

Bacia hidrografica T SE h n
Amazonica 0,003721 0,002106 0,4416 27
Parana 0,002009 0,001225 0,7964 62
Tocantins 0,002270 0,001350 0,6708 71

Sao Francisco 0,000166 0,000253 0,2000 10

Considerando que M. flexuosa possui uma ampla distribuicdo geografica e em
manchas, nas regides alagaveis, e que o genoma das palmeiras ¢ relativamente conservado,
¢ dificil tecer comparacdes com outras plantas do Cerrado. Para outros estudos com plantas
do cerrado, nos quais ¢ importante ressaltar que nao foram usadas as mesmas regides
cloroplastidiais que as deste estudo, como para Hymenaea stigonocarpa (Fabaceae)
(Ramos et al., 2007), Lychnophora ericoides (Asteraceae) (Collevatti et al., 2009) e
Plathymenia reticulata (Leguminosae) (Novaes et al., 2010) e Tibouchina papirus
(Melastomataceae) (Collevatti et al., 2012), foram encontrados altos valores de / ( 0,804;
0,726; 0,9; 0,912 respectivamente), assim como para M. flexuosa (h =0,791). Observa-se
que a w para M. flexuosa apresenta valores muito baixos se comparado aos resultados
encontrados para a L. ericoides, que apresentou alto valor de 7 (0,03+/-0,002) (Collevatti et
al.,, 2009). Porém, P. reticulata (Novaes, 2010), H. stigonocarpa (Ramos, 2007) ¢ T.
papirus (Collevatti et al., 2012) que apresentaram valores de 7z iguais a 0,0025, 0,003 e

0,0029, respectivamente, sdo similares ao encontrado para M. flexuosa.
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As regides cloroplastidiais intergénicas psbA-trnH, trnS-trnG e trnC-ycf6
apresentaram respectivamente seis, trés e dois haplotipos (Figura 16). Um estudo
filogeografico desenvolvido para a espécie de palmeira Daemonorops mollis baseado na
regido cloroplastidial »pL 16 também encontrou baixo nimero de haploétipos (cinco) (Yap,
2010). Em virtude da baixa taxa de substitui¢do do DNA em palmeiras espera-se encontrar

um baixo numero de haplétipos por regido cloroplastidial.

Grupos externos
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Figura 16. Rede de haplotipos para as regides cloroplastidiais estudadas para Mauritia
flexuosa: A- psbA-trnH, B- trnS-trnG e C trnC-ycf6. O tamanho da
circunferéncia ¢ proporcional a frequéncia de cada haplotipo. Os passos
mutacionais estdo representados pelos tracos (passos mutacionais maiores que
um estdo representados entre parénteses) e “mv’’ corresponde ao median vector
representados pelo circulo de cor cinza. Cerejeiras (RO)- CERO, Ribeirdo
Cascalheiras (MT)- RMT, Diamantino (MT)- DIMT, Acretina (GO)- AGO,
Estacdo Ecologica de Aguas Emendas (DF)- AEDF, Cidade de Goias (GO)-
CGO, Campo Grande (MS)- CGMS, Parque Nacional Cavernas do Peruagu
(MG)- PMQG, Paraiso do Tocantins (TO)- PATO, Porto Franco (MA)- PFMA,
Mozarlandia (GO)- MGO, Nova Xavantina (MT)- NMT, Sao Miguel do
Araguaia (GO)- SGO, Novo Planalto (GO)- NGO
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As regides intergénicas combinadas apresentaram 11 haplotipos para os 170
individuos sequenciados (Tabela 7, Figura 17, Figura 18). Foram encontrados cinco
exclusivos das populacdes de CGMS (Campo Grande-MS), DIMT (Diamantino-MT),
MGO (Mozarlandia -GO), SGO (Sao Miguel do Araguaia- GO) e PMG (Parque Nacional
Cavernas do Peruacu-MG). No entanto, estas populagdes possuem representantes em
haplotipos compartilhados por outras populagdes. Desta forma, apesar de terem sido
encontrados agrupamentos distintos por localidade na andlise filogenética (programa
Network), estes agrupamentos nao suportam a hipdtese inicial de que as principais bacias
hidrograficas formam quebras filogeograficas importantes para distribui¢do das linhagens
maternas de M. flexuosa. Nota-se que ha arranjo incompleto de linhagens com retencgdo de
polimorfismo ancestral e, portanto ndao foi encontrada relagdo entre a distribuicdo das

linhagens genéticas e o espaco geografico.

Tabela 7. Haplotipos de Mauritia flexuosa baseados nos dados cloroplastidiais
combinados para as regides psbA-trnH, trnS-trnG e trnC-ycf6 com os seus
respectivos sitios polimorficos € o numero de individuos correspondentes (N)

cpDNA Concatenado
psba/trnH trnS/trnG  trnClycf6

I 11 2 4 5 8
Haplotipos 2 03 80 1 1 0 N

7 4 8 4 9 9 2 2
HO1 C ACAA G G T 5
HO02 . A L. . . . 1
HO3 T AT . . . . 26
HO04 T AT . 2
HO5 T AT A . 54
HO06 T A G 18
HO07 T AT . G 1
HO8 T A A G 4
H09 T - A T 48
HI10 - A T . 10
HI1 - A T G 1
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Figura 17. Rede de hapldtipo para as regides cloroplastidiais concatenadas de Mauritia flexuosa. O tamanho da circunferéncia ¢ proporcional
a frequéncia do haplotipo. Os passos mutacionais estdo representados pelos tragos (passos mutacionais maiores que um estao
representados entre parénteses) e “mv” corresponde ao median vector representados pelo circulo de cor cinza. Cerejeiras (RO)-
CERO, Ribeirdo Cascalheiras (MT)- RMT, Diamantino (MT)- DIMT, Acreina (GO)- AGO, Estagdo Ecologica de Aguas
Emendas (DF)- AEDF, Cidade de Goias (GO)- CGO, Campo Grande (MS)- CGMS, Parque Nacional Cavernas do Peruacu (MG)-
PMG, Paraiso do Tocantins (TO)- PATO,Porto Franco (MA)- PFMA, Mozarlandia (GO)- MGO, Nova Xavantina (MT)- NMT,

Sao Miguel do Araguaia (GO)- SGO, Novo Planalto (GO)- NGO
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O fendmeno de Aguas Emendadas na Estacdo Ecoldgica de Aguas Emendadas
(AEDF) consiste no desdgue das dguas em duas direcdes opostas ao seu norte e sul. Ao
norte, o Corrego Vereda Grande, que contribui para formacdo da Bacia do Tocantins/
Amazonica e ao sul para a formagao da Bacia Platina. A principio pensou-se que poderia
haver uma relagcdo entre padrao de desague norte/sul de AEDF, com a distribui¢do da
variedade genética nas bacias hidrograficas. Entretanto, ndo foi verificado um padrdo que
refletisse neste fendmeno de desague, pois as populagdes de Mozarlandia-GO, Sao Miguel
do Araguaia-GO, Novo Planalto-GO e Nova Xavantina-MT-GO, pertencentes a Bacia do
Tocantins/ Araguaia, compartilham haplotipos com individuos das populagdes da Bacia do
Parand e Amazonica (Figura 17).

Pela andlise de variancia molecular (AMOVA, Excoffier et al., 1992)
encontrou-se uma diferenciacao elevada e significativa entre as populacdes (Fsr= 0,75244;
p<0,001). A rede de haplotipos, e a elevada diferenciagdo entre as populagdes de M.
flexuosa, mostram que ndo ha evidéncias da influéncia do percurso dos principais rios, €
suas bacias hidrograficas, na historia evolutiva de M. flexuosa. A diferenciacdo genética
encontra-se entre as populagdes, € ndo por bacias hidrograficas. Sendo assim, as grandes
areas de terra seca que rodeiam as areas alagadas onde ocorrem os buritizais, funcionariam
como barreiras ao fluxo génico dessa espécie.

O padrdo encontrado para o parametro demografico 6, e para as diversidades
nucleotidica e haplotipica por populacdo, mostra regides geograficas com uma relativa
uniformidade genética, separadas por quebras abruptas nas diversidades, caracterizando
uma colonizagdo por setores (Figural8). Estes setores sdo uma estrutura transitoria para
populacdes com elevada capacidade dispersiva, porém elas também podem estar presentes
por um longo periodo em espécies com mobilidade limitada, ou para componentes do
genoma experimentando fluxo génico reduzido, como observado para populacdes de M.

flexuosa.
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Figura 18. Distribuicdo geografica dos haplotipos baseado nos dados cloroplastidiais
combinados, para 170 individuos. O tamanho da circunferéncia ¢
proporcional a frequéncia do haplotipo

As comparagdes par a par entre os valores de Fsr referente a maioria das
populacdes mostram uma diferenciagao significativa entre elas, evidenciada pelo Fsr global
(Tabela 8). Entretanto a comparagdo de Fgr par a par entre algumas populagdes mostrou-se
ndo significativa, indicando uma possivel formacao de haplogrupos. Comparando os
valores de Fsr par a par da populagdo de AGE-Parque Ecolégico de Aguas Emendadas
com as demais, observam-se valores significativos, exceto quando comparados com as
populagdes de PATO- Paraiso do Tocantins (valor de p=0,21622+-0,0338) e PFMA- Porto
Franco (valor de p= 0,63964+-0,0582). Os valores de Fgsr par a par, comparando a
populacao de PFMA com as demais, também se apresentaram todos significativos, exceto
para as populagdes de AGE (0,63964+-0,0582) e PATO (valor de p= 0,48649+-0,0511).

Estas populagdes refletem na formagao do haplétipo nove.
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Tabela 8. Valores de p do Fsr par a par entre as populagdes de Mauritia flexuosa. Os asteriscos representam os valores nao significativos e
SE- desvio padrdo. Cerejeiras (RO)- CERO, Ribeirdo Cascalheiras (MT)- RMT, Diamantino (MT)- DIMT, Acretna (GO)- AGO,
Estagdo Ecologica de Aguas Emendas (DF)- AEDF, Cidade de Goias (GO)- CGO, Campo Grande (MS)- CGMS, Parque Nacional

Cavernas do Peruacu (MG)- PMG, Paraiso do Tocantins (TO)- PATO, Porto Franco (MA)- PFMA, Mozarlandia (GO)- MGO,

Nova Xavantina (MT)- NMT, Sao Miguel do Araguaia (GO)- SGO, Novo Planalto (GO)- NGO

AGO SE AEDF SE CGMS SE CGO SE DIMT SE RMT SE CERO SE MGO SE NGO SE NMT SE PATO SE PFMA SE SGO SE PMG
AGO -
AEDF 0 0 -
CGMS 0 0 0 0 -
CGO 0 0 0 0 0 0 -
DIMT 0.072* 0.018 0 0 0 0 0.153* 0.039 -
RMT  0.459 0.044 0 0 0 0 0 0 0.180* 0.036 -
CERO 0 0 0 0 0 0 0.009 0.009 0.009 0.009 0.009 0.01 -
MGO 0 0 0 0 0 0 0.496* 0.034 0.054 0.024 0 0 0045 0.02 -
NGO 0 0 0 0 0 0 0.991* 0.003 0.081 0.021 0 0 0.009 0.009 0.432* 0.04 -
NMT  0.991* 0.003 0 0 0 0 0 0 0.036  0.02 0.468* 0.02 0 0 0 0 0 0 -
PATO 0 0 0.216* 0.03 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 -
PFMA 0 0  0.640*% 0.06 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.486* 0.051 -
SGO 0 0 0 0 0 0 0.874* 0.033 0 0 0 0 0.009 0.009 0.144* 0.02 0.991* 0.003 0 0 0 0 0 0 -
PMG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.009 0.009 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 -
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Comparando os valores de Fgr par a par da populagdo de CGO- Cidade de
Goias com as demais populacdes, observam-se valores significativos, exceto quando
comparados com as populagdes de DIMT- Diamantino (valor de p= 0,153+-0,038), MGO-
Mozarlandia (valor de p= 0,49550+-0,0339), NGO- Novo Planalto (valor de p= 0,990+-
0,003) e SGO= Sao Miguel do Araguaia (valor de p= 0,873+-0,033) de CGO- Cidade de
Goias (valor de p= 0,15315+-0,0385). Estas populagdes refletem nos haplotipos trés e
quatro. Comparando os valores de Fgst par a par da populacio de AGO- Acreuna com as
demais populagoes, observam-se valores significativos, exceto quando comparados com as
populacdes de NMT- Nova Xavantina (valor de p= 0,990+-0,003) DIMT- Diamantino
(valor de p= 0,072+-0,018), RMT- Ribeirdo Cascalheira (valor de p= 0,459+-0,043). Estas
populagdes refletem na formagdao do hapldtipo cinco. O haplotipo um (formado por
representantes das populacdes de CERO- Cerejeiras, DIMT- Diamantino e CGO- Cidade
de Goias), o haplotipo seis (formado por populagdes de AGO- Acreuna, DIMT-
Diamantino e CGMS- Campo) e o haplétipo 10 (formado por populagdes de PMG- Parque
Nacional Cavernas do Peruagu e AEDF- Estacio Ecoldgica de Aguas Emendadas)
apresentaram valores significativos de Fst par a par entre as populagdes que os compdem.
Estas populagdes possuem poucos representantes que compartilham os haplotipos citados.

Os valores de Fgr par a par que podem ser usados como um termo genérico
para as distancias genéticas entre as populagdes (Slatkin, 1995). A partir disto, sugere-se
que as populacdes estudadas de M. flexuosa reflitam trés possiveis haplogrupos. O
primeiro deles comportaria as populagdes da Bacia Amazonica. O registro fossil sugere
que as populacdes amazodnicas, provavelmente, deram origem as populagcdes de M.
flexuosa no Brasil Central. Os dados moleculares também sugestionam isto quando se
observa que o maior valor de diversidade nucleotidica encontrada por bacia hidrografica
foi proveniente da Bacia Amazodnica e os maiores valores de diversidade haplotipica foram
da populacdo de Mozarlandia-GO (Tocantins/Amazdnica) seguida de Diamantino-MT
(Amazonica). Corroborando com esta idéia foram encontrados representantes das
populagdes da bacia Amazonica compartilhando haplotipos com outras populagdes nao
amazonicas. Os haplétipos cinco e seis sao compartilhados por representantes da bacia do
Parand, do Tocantins e Amazodnica. O hapldtipo um é composto apenas por representantes
da bacia Amazonica (CERO- Cerejeiras, DIMT- Diamantino ¢ RMT- Ribeirdo
Cascalheiras), e apresentaram valores significativos de Fsrpar a par entre estas populagdes.

Para ter um suporte melhor a respeito de um possivel haplogrupo da Bacia Amazonica,
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faz-se necessario sequenciar um numero maior de representantes dessa bacia. Neste
trabalho foram utilizados 27 individuos (Cerejeiras-trés, Ribeirdo Cascalheira-13 e
Diamantino-11 individuos sequenciados).

O segundo grande haplogrupo seria formado pelos haplétipos compartilhados
pelas populagdes localizadas mais ao centro-oeste. Estas populacdes contemplam os
haplotipos trés, quatro, sete, seis oito e cinco. O terceiro haplogrupo comportaria o
haplétipo nove, 10 e 11, apesar de determinadas populacdes que compdem alguns
haplétipos destes grupos apresentam valores de Fgr par a par significativos entre si.

O alto e significativo valor de Fsr encontrado, também pode ser um indicio de
que a dispersdao dos frutos de M. flexuosa é, em grande parte, restrita localmente.
Villalobos (1994) verificou isto em um estudo no qual objetivo era determinar quais os
frugivoros associados a M. flexuosa e a importancia desses animais para a planta,
principalmente em termos da dispersdo de sementes. Os psitacideos destacam se como
importantes dispersores de semente, principalmente Ara manilata, pela sua capacidade
para dispersar a semente em algum lugar propicio para germinacao. Quando os psitacideos
ndo carregam a semente, eles derrubam os frutos inteiros ou parcialmente comidos
possibilitando assim a utilizagdo dos mesmos por frugivoros terrestres. Alguns
comportamentos no trabalho de Villalobos (1994) foram observados: os pequenos roedores
carregam os frutos e o estocam, a anta (7Tapirus terrestris) se mantém no local onde come
os frutos e nao os carrega durante as refeigdes e os psitacideos derrubaram a maioria dos
frutos (>50%) a menos de um metro de distancia de palmeira onde se alimentam. Portanto
nas veredas a distribuicdo das sementes por animais a partir da fonte diminui com um
aumento da distdncia em sua grande maioria. Quanto a dispersao por fezes dos mamiferos
ou mesmo levadas pelos psitacideos o destino € incerto, pois frequentam tanto areas de
Cerrado quando outras veredas, podendo deixar a semente do buriti em habitat favoravel
ou ndo. O padrio espacial da dispersdo de sementes afeta diretamente o recrutamento dos
individuos na populagdo, e, em ultima instancia, a estrutura genética das populacdes, a
diversidade de espécies e o padrao espacial das comunidades (Harms et al., 2000).

No estudo filogeografico realizado nas ilhas Filipinas, Asia encontrou-se para a
palmeira Daemonorops mollis valores elevados de Fsr =0,720, provavelmente porque as
populacdes amostradas estdo estruturadas geneticamente em trés grupos distintos,
distribuidos nas seis ilhas estudadas (Yap, 2010). Trénel et al. (2008), em um estudo sobre

o isolamento historico e o fluxo génico nos Andes para a palmeira Ceroxylon echinulatum,
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revelou uma forte e significativa estruturagdo genética através das comparagdes de Fgsr
entre as sete populagdes estudadas distribuidas ao longo da cadeia dos Andes (os valores
de Fsr par a par variaram entre 0,12 a 0,66). Outros estudos filogeograficos no Cerrado
também mostram historias evolutivas de espécies arboreas que encontraram valores
elevados de Fsr. As populacdes de Caryocar brasiliense (Caryocaraceae) (Collevatti,
2003), H. stigonocarpa (Fabaceae) (Ramos et al.2007), L. ericoides (Asteraceae)
(Collevatti et al., 2009) e T. papyrus (Melastomataceae) (Collevatti et al., 2012), por
exemplo, apresentaram os valores de 0,7803; 0,692; 0,837; 0,684 respectivamente. Os
estudos acima citados para o Cerrado e para palmeiras obtiveram os altos valores de Fsr
similarmente a M. flexuosa, devido a subdivisdes na distribuicdo dos haplotipos em
haplogrupos geneticamente diferenciados por regido geografica.

O teste de Mantel sugere que a diferenciacdo entre as populagdes esta
positivamente correlacionada a distancia geografica (r’= 0,287219; valor de p= 0,0570),
entretanto fatores historicos, relativos a dispersdo e oscilagdes climaticas do Terciério/
Quaternario, também podem ter contribuido para esta diferenciagdo. J& em um estudo para
a espécie de palmeira Ceroxylon echinulatum, apesar de o teste de Mantel também ser
significativo, (r *= 0,90, valor de p < 0,001) a diferenciacio entre as populacdes ¢ limitada
principalmente pela distancia geografica o que foi justificado devido a distribui¢do
seguindo um modelo em U ao longo da cadeia dos Andes, e portanto algumas populacdes
ndo mais apresentarem mais fluxo génico atual (Trénel et al., 2008). Collevatti et al. (2009)
também encontraram correlacao positiva entre a diferenciagao das populagdes e a distancia
geografica para populagdes de L. ericoides. Entretanto para populacdes de C. brasiliense,
uma espécie de distribuicdo ampla como M. flexuosa também ndo foi encontrada relacao
significativa entre a diferenciacdo das populacdes e a distancia geografica o que sugere
uma maior influéncia dos fatores histéricos na diferenciagdo genética entre estas
populacdes (dados ndo publicados - Collevatti et al.,2003).

A distribuicdo de mismatch (0,034; p= 0,7467) sugere que ndo ha sinal de
retracdo recente no tamanho das populagdes seguido por expansdo. Para o teste de
neutralidade D de Tajima (-1,955; p= 0,00210) o resultado foi de significativo, o que
indicaria expansao populacional. Entretanto para que o valor de D negativo e significativo
seja considerado como indicativo de expansdo populacional ¢ preciso que seja muito
elevado. A selecao direcional positiva (selective sweep) também pode deixar o mesmo

sinal na genealogia que a expansao demografica gerando resultados significativos que nao
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propriamente indiquem expansdo (Tajima, 1989; Fu, 1997). O valor de D apesar de
negativo e significativo € pequeno e poderia indicar tamanho populacional constante. Para
populagdes em equilibrio demografico, espera-se encontrar grandes diferencas par a par
refletidas em um grafico multimodal da distribuicao de mismatch e para as populagdes de
M. flexuosa encontrou-se um grafico bimodal, com pequena propor¢ao de diferengas par a
par (Figura 19). Uma justificativa seria que a pequena propor¢ao de diferengas par a par
encontrada ndo ¢ devido a uma expansao demografica recente, mas sim, porque o tempo
nao foi suficiente para que o genoma de populagdes de M. flexuosa sofresse alteragdes que

refletissem em grandes diferencas par a par entre os pares de haplétipos observados.
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Figura 19. Distribuicdo de mismatch Harpending's Raggedness para as populagdes de M.
flexuosa sem sinal de retragdo recente seguido por expansao (p> 0,05)

As anélises de coalescéncia sugerem que as populagdes ndo estdo em expansao,

mas apresentam tamanho populacional constante e pardmetro de mutacdo muito baixo 6

(Tabela 5). As andlises de coalescéncia combinadas apresentaram valores baixos, porém

significativos para o parametro demografico 6 (6= 2,2264E-3, SE=3,9856E-5; IC; 95% =

8,138E-4; IC; 95%= 3,9516E-3). Para o parametro demografico g geral (g= 402, 402, SE=

4,8084, IC; 95% = -334,961, 1C595%= 999,91) e por populacdo foram encontrados valores
positivos e ndo significativos (Tabela 9).

Valores elevados e positivos de g indicariam crescimento populacional (a

populagdo era menor no passado e esta se tornando maior), entretanto se a taxa de p for

muito baixa provavelmente ndo seria visivel quase nenhum crescimento tanto para os
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valores de g quanto 6 (Kuhner, 2006). As analises de coaléscencia, assim como, o indicado
pela distribuicao de mismatch sugerem que as populacdes ndo estdo em expansdao, mas
apresentam um tamanho populacional constante. O parametro 0 geral e por populacao
muito baixo confirma a baixa taxa de substituicdo caracteristica do genoma de palmeiras e
refletiu também nos poucos hapldtipos encontrados para M. flexuosa (Tabela 5). O nimero
de migrantes por geragdo para a populacdo foi baixo para todas as comparacdes par a par
entre as populacoes de M. flexuosa (Tabela 10). O padrao encontrado para os parametros
demograficos para as populagdes de M. flexuosa também se apresentaram para o estudo
filogeografico de 7. papyrus (Collevatti et al., 2012). Os demais estudos filogeograficos
de espécies arboreas do Cerrado apresentam retracao no tamanho populacional (Collevatti

et al., 2009) ou expansao (Ramos et al., 2007; Novaes, 2010).

Tabela 9. Parametros demograficos para as populagdes de Mauritia flexuosa baseada em
coalescéncia por analise Bayesiana para os dados cloroplastidiais combinados,
g ¢ o parametro de crescimento exponencial; IC;- intervalo de confianga
inferior; ICs- intervalo de confianga superior

Caodigo Populacdes g 2ICi95% g 1C,95%
AGO Acreuna (GO) 770.7377 -514.5597 976.8517
AEDF Parque Ecolégico Aguas Emendadas (DF)  887.7605 -456.481  986.3066
CGMS Campo Grande (MS) 249.6142 -468.9594 969.5239
CERO Cerejeiras (RO) 536.8736 -460.5503 978.1975
CGO Cidade Goias (GO) 890.6455 -474.3208 990.3015
DMT Diamantino (MT) 905.6542 -439.4071  1002.51
MGO Mozarlandia (GO) 637.7529 -459.9225 989.1562
NMT Nova Xavantina (MT) 804.5051 -459.5106 982.0889
NGO Novo Planalto (GO) 885.6552 -479.1003 984.3684
PATO Paraiso do Tocantins (TO) 734.1741 -469.1049 982.9378
PMG Parque Nacional Caverna do Peruagu (MG) 496.1822 -452.6702 980.6739
PFMA Porto Franco (MA) 730.6853 -548.6836 975.0236
RMT Ribeirdo Cascalheira (MT) 461.7441 -468.0444 976.6195
SGO Sao Miguel do Araguaia (GO) 874.7251 -461.8703 989.4745




57

Tabela 10. Numero de migrantes por geragao para as populagdes de Mauritia flexuosa baseada em coalescéncia por analise Bayesiana para os
dados cloroplastidiais combinados. A dire¢ao da migracdo ¢ das populacdes fonte na linha para as populagdes receptoras na coluna

Receptora

Fonte

Populagdes AGO AEDF CGMS CERO CGO DMT MGO NMT NGO PATO PMG PFMA RMT SGO
AGO 1,37E-01 1,47E-05 6,40E-06 6,24E-04 4,31E-01 3,98E-06 1,61E-02 8,17E-06 2,20E-04 2,74E-03 3,67E-04 6,24E-03 1,37E-01
AEDF  1,14E-03 5,06E-03 5,42E-03 3,77E-05 1,27E-02 2,36E-05 3,27E-06 5,03E-04 3,33E-02 3,31E-03 3,69E-03 1,52E-03 0
CGMS  3,65E-06 1,02E-02 3,74E-01 2,00E-03 2,71E-02 7,43E-07 2,85E-05 1,46E-05 2,21E-06 1,26E-03 6,60E-03 0 0
CERO  3,35E-04 2,29E-02 1,83E-02 3,16E-02 1,19E-02 7,07E-04 3,96E-02 2,93E-05 2,42E-05 5,82E-02 0 0 0
CGO 2,94E-04 2,42E-02 1,18E-05 1,63E-02 4,62E-03 4,17E-02 1,41E-04 6,42E-03 4,04E-04 0 0 0 0
DMT 5,96E-02 3,48E-06 1,24E-02 4,97E-03 4,26E-06 5,10E-07 1,50E-03 1,00E-03 0 0 0 0 0
MGO 1,03E-04 2,75E-04 7,14E-07 1,48E-03 4,78E-02 1,37E-06 9,12E-04 0 0 0 0 0 0
NMT 1,75E-02 7,03E-05 2,22E-05 4,10E-02 4,62E-03 8,31E-03 3,65E-03 0 0 0 0 0 0
NGO 5,37E-04 2,99E-04 2,04E-04 3,16E-07 6,01E-03 1,07E-04 0 0 0 0 0 0 0
PATO  4,22E-03 4,61E-02 5,88E-05 3,32E-05 4,11E-03 0 0 0 0 0 0 0 0
PMG 4,15E-03 7,22E-03 7,60E-03 1,31E-02 0 0 0 0 0 0 0 0 0
PFMA  1,24E-04 7,99E-03 9,16E-03 0 0 0 0 0 0 0 0 0
RMT 2,29E-03 1,86E-02 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
SGO 1,89E-05 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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As andlises de coalescéncia geradas, considerando o genoma cloroplastidial,
indicaram um tempo do ancestral comum mais recente (Tmrca) para M. flexuosa
Mauritiella armata, Orbignya phalerata ¢ Scheelea phalerata em 9.931.375 anos antes do
presente (Figura 20). O grupo irmao M. flexuosa e Mauritiella armata se comparados a O.
phalerata e S. phalerata apresentaram tempos de coalescéncia mais profundos e
divergiram em 1.909.208 anos antes do presente enquanto as espécies O. phalerata e S.
phalerata divergiram em 359.142 anos antes do presente.

Pela analise de coalescéncia, o individuo da espécie Mauritiella armata (Figura
20), utilizado como grupo externo, comportou-se como tal, saindo como grupo irmao da
espécie M. flexuosa. Entretanto, na rede de haplétipos (Figura 17) e nas andlises
bayesianas (Figura 21), Mauritiella armata emergiu junto ao grupo interno, tornando M.
flexuosa uma espécie parafilética. Isto indica que estudos taxondmicos mais detalhados
devem ser realizados no grupo Mauritiella € Mauritia, com o objetivo de confirmar o
status do género Mauritiella, e as espécies contidas em ambos. A arvore gerada pela
analise bayesiana foi politomica e ndo deixou clara a relacao entre os individuos da espécie
M. flexuosa, porém ¢é possivel visualizar um agrupamento de individuos da Bacia
Amazonica juntamente a Mauritiella armata.

Os dados moleculares sdo concordantes aos palinologicos (Muller, 1970; Rull,
1998; 2001) encontrando tempos de coalescéncia antigos para M flexuosa. O Tyrca para
todos os haplétipos de M. flexuosa foi estimado em 1.121.876 anos antes do presente, com
intervalo de confianca a 95% minimos e maximos entre 587.330 ¢ 4.964.000 anos antes do
presente. Este ancestral divergiu em 1.121876 anos antes do presente em duas linhagens
que originaram: um grupo contendo os haplétipos H; e H,, os mais antigos e representantes
das populagdes CERO, DIMT e CGO e os demais haplotipos (Hs, Hs, Hs, He, H7, Hg, Ho,
Hio, Hi1) formaram outro grupo. Este grupo de haplotipos divergiu em 701.778 anos antes
do presente em duas linhagens: uma contendo H; e Hy com maior numero de
representantes da bacia do Tocantins/ Araguaia e as demais linhagens dentro de outro
grupo (Hs, He, H7, Hg, Ho, Hjo, Hj1). Em 663.018 anos antes do presente o grupo restante
se dividiu em os haplétipos Hs, Hg, H; com representantes das bacias Parana e Tocantins e
o grupo mais recente englobando os Hy, Hjo, H;; das bacias do Tocantins, Parand e Sao
Francisco. Observando os tempos de coalescéncia nota-se que o grupo de haplotipo mais

antigo (H; e H,) ¢ basicamente composto por populagdes da bacia Amazonica.
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Figura 20. Relagoes entre as linhagens e o Tyvrca de 170 individuos distribuidos em 14 populagdes de Mauritia flexuosa baseado em analises

de coalescéncia bayesianas para sequéncias de cloroplasto. A escala de tempo esta em anos antes do presente
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Como a dinamica de desague e a persisténcia dos rios das bacias hidrograficas
se alteram ao longo dos periodos secos e frios do glacial durante o Tercidrio/Quaterndrio e
que a ocorréncia de M. flexuosa esta diretamente associada a areas alagadas, sua area de
distribuicao pode ter sido reduzida e fragmentada durante o Terciario por ndo haver habitat
favoravel a sua persisténcia. Os haplotipos mais antigos e basais de M. flexuosa H; e H;
pertencentes a bacia hidrografica Amazdnica corroboram com a idéia de uma possivel
colonizagdo por populacdes da Amazodnia. Isto € suportado também pelo registro fossil de
Mauritia que mostra uma expansao proveniente da regido Amazonica, sugerindo que estas
populacdes mantiveram refugios Umidos durante o Tercidrio (Rull, 1998), e seus
remanescentes foram interconectados durante o Quaternario-Pleistoceno (imidos
interglaciais).

As evidéncias palinologicas (Rull, 1998) sugerem que a distribui¢cdo atual do
género Mauritia pode ser o resultado da reducdo e separacao da abrangéncia geografica de
sua distribui¢do, ao invés de ter ocorrido propriamente um evento de expansdo. Isto
corrobora com os resultados encontrados para distribui¢do de mismatch e para os
parametros demograficos g e 0 (exceto D de Tajima), que sugerem que nao houve retragao
recente seguida de expansdo, mas que estas populagdes apresentam um tamanho
populacional constante. Rull (1998) em um estudo biogeografico baseado na palinologia de
Mauritia, ndo havia descartado a hipdtese de uma expansdo recente, pds-glacial, caso
alguma evidéncia fosse apresentada, porém, nao houve suporte estatistico para tal idéia até
o presente momento. A baixa diversidade genética encontrada neste trabalho, e a hipotese
de uma possivel colonizacdo por setores provenientes das dreas da Amazonia, corroboram

o que ja foi encontrado pelo registro fossil.



5 CONCLUSAO

As principais bacias hidrograficas ndo formam quebras filogeograficas
importantes para distribui¢do das linhagens maternas de M. flexuosa. As éreas de terra
seca, que rodeiam as areas alagadas onde ocorrem os buritizais, comportam-se como
barreiras ao fluxo génico para estas populagdes. Apesar de ser uma espécie didica, a
diversidade genética das populagdes estudadas de M. flexuosa foi baixa. O padrdo
encontrado para o parametro demografico 6, e para as diversidades nucleotidica e
haplotipica por populacdo, mostra regides geograficas com uma relativa uniformidade
genética, separadas por quebras abruptas nas diversidades caracterizando uma colonizag¢ao
por setores. As populagdes de M. flexuosa aparentemente se encontram em equilibrio
demografico e apresentam tempos de coalescéncia antigos.

O estudo filogeografico e a estrutura genética do Buriti nas veredas do Brasil
Central geraram maiores detalhes sobre sua historia evolutiva e dinamica populacional,
auxiliando no conhecimento de fatores biologicos desta espécie de palmeira que possam
ser aplicados a conservacao e planos de manejo. Para acrescentar informacoes a respeito da
histéria evolutiva de M. flexuosa faz necessario estudo com modelagem e simulagdes a
partir do registro fossil, além de um estudo filogeografico com populacdes de M. flexuosa
provenientes da Amazonia e pesquisas filogeograficas comparativas entre os géneros

Mauritia e Mauritiella.
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