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RESUMO GERAL

ALMEIDA JUNIOR, E.B. Distribuicio da variabilidade genética e fluxo de pélen em
subpopulag¢oes de Annona crassiflora Mart. (Annonaceae). 2015. 153 f. Tese (Doutorado

em Genética e Melhoramento de Plantas) — Escola de Agronomia, Universidade Federal de

Goias, Goiania, 2015'

A espécie Annona crassiflora Mart. (Annonaceae) ¢ uma planta frutifera nativa do Cerrado,
amplamente distribuida ao longo do Bioma. O objetivo do trabalho foi avaliar a
distribuicao espacial da variabilidade genética em subpopulag¢des naturais da espécie, em
um contexto geografico e relacionar os niveis de diversidade observados com variaveis
climaticas e da paisagem, além da distancia de dispersao de pdélen em escala local, em uma
subpopulacdo natural. No presente estudo foram empregados seis pares de iniciadores
microssatélites. Para avaliar a distribui¢do da variabilidade genética foram amostradas 25
subpopulagdes naturais, em média 30,6 plantas por subpopulagdo. Foram estimados os
niveis de diversidade genética (H.), riqueza alélica (4Ar), indice de fixagao intrapopulacional
(f), estrutura genética, por meio do coeficiente de coancestria (6) e coeficiente de
endogamia da populagdo total (F) O padrao espacial da variabilidade genética foi avaliado
por meio do Teste de Mantel, I de Moran e regressao linear dos parametros genéticos com
as duas dimensoes espaciais (latitude e longitude). As estimativas de H., Ar e f foram
relacionadas com métricas de adequabilidade climatica e com a porcentagem de
remanescentes de vegetacdo do Cerrado. A dispersdo de polen foi avaliada por meio de
analise de atribuicdo de paternidade usando 572 plantas, que incluem 460 semente, 20
plantas matrizes ¢ 92 candidatos a doadores de polen, em uma subpopulagcdo natural da
espécie. As taxas de fecundagdo cruzada também foram avaliadas, nas familias maternas
usando o modelo misto de reprodugdo. As taxas de cruzamento indicam sistema
reprodutivo com prevaléncia de alogamia. A atribui¢do de paternidade indicou que o fluxo

génico ocorre, prioritariamente, em curtas distancias, em até 360 metros, na subpopulacao

'Orientadora: Dr* Thannya Nascimento Soares. ICB-UFG.
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avaliada. As 25 subpopulacdes apresentam niveis elevados de diversidade e forte
estruturagao genética. H4 endogamia devido a subdivisao, mas nao em relagdo ao sistema
de cruzamento. Os demes formaram dois grupos consistentes, com descontinuidade
genética entre as subpopula¢des do noroeste e sudeste da distribuicdo. A diversidade
genética e a riqueza alélica mostraram forte relagdo com a longitude, sugerindo uma
expansao da distribui¢do na direcdo sudeste. Foi observado que a distribui¢do espacial da
diversidade genética e riqueza alélica estdo relacionadas com a adequabilidade climéatica no
ultimo maximo glacial, por um efeito indireto do espago geografico, enquanto que nenhuma
relagdo foi observada com a adequabilidade no presente. A porcentagem de remanescentes
da vegetacao natural, por sua vez nao explicou a distribui¢do espacial da diversidade

genética, riqueza alélica e coeficiente de endogamia.

Palavras-chave: biologia reprodutiva, diversidade e estrutura genética, genética na escala

da paisagem, modelos de nicho ecologico.
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GENERAL ABSTRACT

ALMEIDA JUNIOR, E.B. Distribution of genetic variability and pollen flow in
subpopulations of Annona crassiflora Mart. (Annonaceae). 2015. 153 f. Thesis

(Doctorate Genetics and Plant Breeding) — Escola de Agronomia, Universidade Federal de

Goias, Goiania, 20152

The Annona crassiflora Mart. species (Annonaceae) is a fruit plant native from Cerrado,
widely distributed throughout the biome. The goal here was evaluate the spatial distribution
of genetic variability in natural subpopulations of the species, geographically, and relate the
genetic diversity levels with climatic and landscape profile, furthermore the pollen dispersal
within a subpopulation. We used here six pair of microsatellite primers. To evaluate the
distribution of genetic variability we sampled 25 natural subpopulations, 30.6 plants per
subpopulation, on average. We estimate the genetic diversity (He), allelic richness (Ar),
fixation index (f), genetic structure, using coancestry coefficient () and inbreeding
coefficient of overall population (F). The spatial pattern the genetic variability was
evaluated by Mantel test, Moran's I index and linear regression of genetic parameter with
two spatial dimensions (latitude and longitude). We correlate He, Ar f with climate
suitability and the percentage of Cerrado vegetation around subpopulations. Furthermore
we evaluated the pollen dispersal by paternity analysis, using 572 plants, including 460
seeds, 20 mother plants and 92 pollen donors candidate, within a natural subpopulation.
The outcrossing rates were also evaluated in maternal families using the mixed mating
model. The outcrossing rates indicate mating system with prevalence of allogamy. The
assignment of paternity indicated that gene flow mainly occurs in short distances, until 360
meters, in the subpopulation evaluated. The 25 subpopulations have moderate genetic
diversity levels and strong genetic structure. We found inbreeding due to the subdivision,

but not in mating within subpopulations. The demes belongs to two consistent groups with

*Advisor: Dr* Thannya Nascimento Soares. ICB-UFG.
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genetic discontinuity between the northwest and southeast subpopulations distribution. The
genetic diversity and allelic richness showed strong relationship with longitude, suggesting
a range expansion in the southeastern direction. We noted that spatial distribution of genetic
diversity and allelic richness are related to suitability at the last glacial maximum, by an
indirect effect of geographical distances, whereas no relationship was observed regarding
present suitability. The percentage of cover natural vegetation, in turn not explain the

spatial distribution of genetic diversity, allelic richness and inbreeding coefficient.

Keywords: diversity and genetic structure, ecological niche models, landscape genetics,

reproductive biology.



1 INTRODUCAO GERAL

A espécie Annona crassiflora Mart. (Annonaceae) ¢ conhecida popularmente
por marolo, araticum-cortiga, araticum-de-boia, araticum-dos-grandes ou araticum-do-
campo. O nome Annona, referente ao género, ¢ proveniente da palavra “annon”, que
significa, no Haiti, colheita do ano. O epiteto especifico crassiflora é uma referéncia as
pétalas grossas encontradas na espécie. O nome popular, araticum, vem do tupi e significa
arvore de fibra rija e dura, ou fruto do céu, saboroso, ou ainda fruto mole (Silva Janior,
2005).

A planta apresenta porte arboreo com altura de 4 m a 8§ m, com tronco
geralmente tortuoso de 20 cm a 30 cm de didmetro, revestido por casca aspera e corticosa
que resiste a acao do fogo. As folhas sdo crasso-membranosas, glaucas e ferrugineo-hirsutas
quando jovens. As flores sdo solitarias, axilares, com pétalas engrossadas e carnosas. O
fruto ¢ do tipo baga subglobosa, de superficie tomentosa e tuberculada ou papilosa,
contendo polpa levemente adocicada e de cheiro agradavel. Algumas vezes o fruto pode
apresentar polpa avermelhada e mais doce (Souza & Lorenzi, 2008). Os frutos podem ser
consumidos in natura, ou processados de varias formas, com destaque para os doces, as
geleias, os licores, os refrescos, os sorvetes e os sucos (Soares et al., 2009).

As populagdes naturais de A. crassiflora Mart. ocorrem nas fitofisiomias do
bioma Cerrado que incluem o cerrado em sentido restrito, cerraddo e campo limpo. A
distribuigdo geografica ¢ ampla, sendo encontradas nos Estados de Minas Gerais, Mato
Grosso do Sul, Distrito Federal, Goias, Mato Grosso, Para, Bahia, Piaui, Tocantins,
Maranhdo e, em remanescentes no Parand e em S@o Paulo. A espécie ndo ocorre nos
cerrados de Rondonia, Amazonas, Amapa, Roraima e Ceara (Ratter et al., 2000).

As informagdes referentes a biologia reprodutiva da espécie Annona crassiflora

sdo provenientes de estudos de observacdo do comportamento do polinizador, ou por
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polinizacdo manual. Nao sdo conhecidos trabalhos que utilizam marcadores moleculares
para avaliar o sistema reprodutivo na espécie, a partir da abordagem direta, avaliando
progénies oriundas de um evento de fecundagdo. Segundo as informagdes levantadas até o
presente momento, o araticunzeiro ¢ considerado autocompativel. Os frutos gerados por
autofecundag¢do sao viaveis. No entanto, os frutos do araticunzeiro sdao formados,
prevalentemente, por meio da fecundacao cruzada. Esse fato faz com que a espécie seja
dependente de agentes polinizadores. A planta apresenta cantarofilia, sendo polinizado por
besouros da espécie Cyclocephala spp (Cavalcante et al., 2009).

A dispersdo dos frutos de A. crassiflora Mart. ¢ realizada prioritariamente pela
anta (Tapirus terrestris). Outros animais podem, ocasionalmente, consumir os frutos do
araticunzeiro, tais como o veado catingueiro (Mazama gouazoubira), lobinho (Cerdocyon
thous) e tatu (Dasypus sp.) e algumas espécies de aves, mas elas ndo constituem dispersores
efetivos. Além disso, as caracteristicas dos locais de defecacdo do 7. terrestris ¢ a
eliminacdo das sementes intactas podem favorecer a germinagdo da planta (Golin et al.,
2011). As sementes de A. crassiflora também foram encontradas nas fezes do lobo guara
Chvysocyon bvachyuvus (Motta-Junior et al., 1996), o que indica a possibilidade desse
animal constituir um dos dispersores do araticunzeiro.

Estudos realizados com a espécie 4. crassiflora Mart. por Telles et al.
(2003) em seis subpopulacdes naturais e cinco locos isoenzimaticos, os autores observaram
indices elevados de diversidade genética, que variou entre 0,189 e 0,460, com média igual a
0,357. Foi observado ainda que as subpopulagdes naturais estdo estruturadas, com Ggr =
0,188. Blanco et al., (2007), por sua vez, avaliaram onze subpopulagdes da espécie por
meio da sequéncia ndo codificante #7rnl do DNA cloroplastidial (cpDNA). Os autores
detectaram niveis elevados de diversidade de haplotipos (Hd = 0,875) e de diversidade
nucleotidica (p = 0,0335). Diferentemente do trabalho citado anteriormente, o nivel de
estruturacdo genética encontrado pode ser considerado baixo. Cerca de 7% da diversidade
genética estd no componente interpopulacional.

Iniciadores que amplificam, via PCR, regides microssatélites, que sdo
especificos para a espécie A. crassiflora, foram desenvolvidos por Pereira et al., 2008. Os

autores empregaram a metodologia de biblioteca enriquecida de DNA. Foram obtidos 44
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pares de iniciadores microssatélites, dos quais, 10 foram selecionados em fun¢do da
consisténcia da amplificacdo e do nivel de polimorfismo apresentado. Os iniciadores
microssatélites desenvolvidos foram utilizados por Pereira (2007) para avaliar
geneticamente 13 subpopulagdes naturais de A. crassiflora Mart. O autor observou um
nivel elevado de diversidade alélica (0,866). A estrutura genética indica que parte
significativa dessa variacdo esta distribuida entre as populagdes (9,1%).

Cota et al. (2011), por sua vez, avaliaram quatro subpopulacdes naturais de A.
crassiflora usando marcadores RAPD, que ndo sdo espécie-especificos. Os autores
verificaram que a diversidade genética média foi de 0,31, valores comumente encontrados
com esse tipo de marcador. A estrutura genética foi elevada, com 22,62% da diversidade
genética localizada entre as subpopulagdes.

Collevatti et al. (2014) compararam a diversidade e a estrutura genética espacial
em duas subpopulagdes de Annona crassiflora Mart., uma em area de conservacao e outra
em area antropizada. Foram empregados dez locos microssatélites. Os niveis de diversidade
genética encontrados foram elevados, nos dois ambientes, mas foi maior na populacdo
conservada. Os autores observaram que a fragmentacao pode influenciar negativamente a
dinamica evolutiva da espécie. Na populacdo antropizada o coeficiente de endogamia foi
mais elevado e significativo, enquanto que na populagdo conservada essa estimativa nao foi
diferente de zero. Os autores verificaram ainda que a subpopulagdo conservada apresentou
estrutura genética espacial de baixa magnitude, enquanto que a subpopulacio antropizada
mostrou ajuste ao modelo de isolamento por distincia.

Assim, o objetivo do trabalho ¢ avaliar o nivel de diversidade e estrutura
genética, em escala geografica, bem como a dispersdo de polen em subpopulacdes de A.

crassiflora Mart. no Cerrado brasileiro.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 SISTEMA REPRODUTIVO E FLUXO GENICO VIA POLEN EM
POPULACOES DE PLANTAS

O sistema reprodutivo das angiospermas pode ser classificado com relagdo ao
modo de reproducdo, que se refere as formas assexuadas e sexuadas. Os mecanismos
assexuados, que sdao representados pela propagacdo vegetativa e a apomixia originam,
desconsiderando a mutag¢do, uma prole geneticamente semelhante a planta matriz. Nos
mecanismos sexuados, em que ocorre recombinacdo do material genético, existem
diferentes sistemas de cruzamento. Eles podem ser classificadas em autogamia, em que
ocorre autofecundacao; alogamia, em que ocorre fecundagdo cruzada; ou sistema misto,
que acomoda tanto fecundacao cruzada, quanto autofecundagao (Fryxell, 1957).

O sistema reprodutivo e de cruzamento influenciam fortemente a estrutura
genética das populacdes de plantas, visto que o tipo de mecanismo adotado determina as
regras de encontro dos alelos, que formardo as proximas geragdes (Wright, 1920, 1950).
Em plantas autdgamas a maioria dos locos se encontram em homozigose e quase toda a
diversidade genética esta entre os individuos, de modo que as populacdes sdo misturas de
linhagens puras. Em plantas alogamas ha diversidade tanto entre individuos, quanto dentro.
O componente dentro de individuos € representado pela diferenciacdo entre alelos dentro do
mesmo loco, visto que a heterozigosidade ¢ comum quando had fecundag¢do cruzada

(Loveless & Hamrick, 1984; Falconer, 1987; Cruz et al., 2011).

A fecundacdo cruzada pode representar uma vantagem evolutiva, no que tange
a producdo de uma prole com composi¢do genética heterogénea e, portanto, com maior
flexibilidade para lidar com as mudangas ambientais, quando comparada com a prole de
uma planta autégama (Karasawa et al., 2009). A alogamia, no entanto, pode ser
desvantajosa em ambientes que sofreram perturbagdes severas e que estdo em estagio de

recolonizag¢do. Por isso, muitas plantas invasoras sao autdgamas, pela independéncia da
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existéncia de individuos de sexos opostos, ou mesmo a presenga de polinizadores (Harlan,
1975). A autopolinizagdo, por sua vez, ¢ vantajosa com relagdo a eliminagao da carga
genética, ao expor os alelos deletérios recessivos e sujeitd-los a agdo da selecdo natural.
Estima-se que 20% das angiospermas desenvolveram uma estratégia de cruzamento

baseada em autogamia (Barrett, 2002).

As estratégias de cruzamento das plantas foram evidenciadas, inicialmente, por
observagdo do comportamento de forrageamento do polinizador. S3o observadas também a
morfologia e anatomia das flores. Por fim € realizada ainda a avaliagdo das progénies, para
inferir o parentesco, por meio de descritores morfoldgicos e estimar as taxas de fecundagdo
cruzada em populagdes experimentais (Ellstrand, 1992). As metodologias mais recentes de
avaliagdo do sistema reprodutivo incluem a utilizagdo de marcadores genéticos, que
apresentam segregacao mendeliana e sdo adequados para evidenciar a estrutura familiar.
Nesse sentido, varios trabalhos tém sido publicados, empregando essa metodologia

(Collevatti et al., 2001; Diniz Filho & Telles, 2001; Zucchi et al., 2003).

A utilizacdo dos marcadores genéticos para estimar taxas de fecundagao
cruzada se deu a partir do desenvolvimento de um modelo para produzir essas estimativas.
Com esse objetivo, Ritland & Jain (1981) desenvolveram um algoritmo para obter,
simultaneamente, as estimativas da taxa de fecundagdo cruzada e das frequéncias no pool
de podlen, a partir de varios locos. Esse modelo genético permitiu nao apenas determinar
qual a propor¢do de progénies ¢ resultante de autofecundacdo e fecundagdo cruzada, mas

também a taxa de cruzamento entre individuos aparentados.

Estimar as taxas de fecundacao cruzada e conhecer as estratégias reprodutivas
das plantas ¢ importante para compreender os padrdes observados na estruturagdo genética
das populagdes naturais (Loveless & Hamrick, 1984). Essas informagdes, por sua vez, sao
importantes nas estratégias de manejo e conservagdo de espécies nativas (Ellstrand, 1992).
As informagdes relacionadas ao sistema reprodutivo também s3o importantes para os
programas de domesticacdo de espécies selvagens, visto que esse conhecimento ¢
primordial nas escolhas dos métodos de melhoramento que serdo empregados (Harlan,

1975; Borém & Miranda, 2009; Cruz et al., 2011).

O fluxo génico, por sua vez, ¢ o fator microevolutivo responsavel pela coesdo
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genética das populacdes naturais. A propria definicdo de populacdo tem incluida a
probabilidade de cruzamento entre os individuos, que convivem em uma regido que seja
restrita o suficiente para permitir esse encontro. Nesse sentido, o fluxo génico age na
direcdo contraria a mutagdo, deriva genética e selecdo natural divergente, com relagdo a
estruturagdo genética. A movimentagdo de alelos ¢ capaz de homogeneizar as frequéncias
alélicas, o que reduz a diferenciagdo genética entre as populagdes naturais (Wright, 1950;

Hamrick et al., 1993).

A definicdo basica de fluxo génico corresponde aos movimentos
interpopulacionais e intrapopulacionais de gametas, individuos ou grupos de individuos
(Slatkin, 1987). No entanto, as espécies vegetais sdo sésseis, dessa forma o fluxo génico
pode ocorrer a partir da movimentagdo dos gametas masculinos, por meio de agentes
polinizadores, conhecido por fluxo génico via polen. Nesse estagio ¢ o alelo quem ¢
disperso, em genoma haploide do grao de pdlen. O fluxo génico pode ocorrer também apds
a fertilizacdo, pela dispersao de sementes. Nesse caso € o genotipo, ou o proprio individuo
quem ¢ conduzido e a dependéncia se da por agentes que fazem o transporte das sementes,
ou agentes dispersores. O fluxo génico mediado por polen ¢ independente da dispersao de
sementes. Normalmente a movimentagdo de genes se d4 mais intensamente pelo polen, que
pela semente. Nesse sentido, a estrutura genética espacial em plantas costuma ser reforcada
pela baixa dispersao das sementes, quando comparado ao fluxo génico realizado pelo poélen

(Schnabel, 1998; Miyazaki & Isagi, 2000).

Varios autores propuseram modelos tedricos de fluxo génico, para estudar a
estrutura da populacdo, considerando um cendrio hipotético. O modelo mais simples ¢ o de
fluxo génico simétrico, em que a taxa de migracdo entre as subpopulagdes seja igual e
constante ao longo das geragdes. Wright (1931) propoés o modelo de ilhas, no qual a
populacdo encontra-se subdividida em unidades menores, ou subpopulacdes e o fluxo
génico ocorre entre as subunidades de forma aleatdria e com contribuicdo equivalente de
cada subpopulacao. Wright, (1940) propds o modelo continente-ilha. Nesse cenario ha um
movimento unidirecional de uma subpopulagdo grande, representada pelo continente, para
uma menor e isolada, representada pela ilha. Wright (1942) propds ainda o modelo de

isolamento por distincia. Ele prevé que as populagdes mais proximas espacialmente sao
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mais semelhantes geneticamente, em funcdo de uma maior taxa de migragao ente elas. A
taxa de migragao decai com a distancia geografica, o que aumenta a diferenciacao genética
entre as populagdes, conforme a distancia aumenta. Kimura & Weiss (1964) propuseram
um modelo conhecido por “stepping stone”. Nesse modelo o fluxo génico ocorre apenas

entre subpopulacdes vizinhas.

O fluxo génico ¢ um componente importante na manutencao da viabilidade das
populagdes naturais. Populagdes isoladas apresentam reducdo da diversidade genética em
funcdo da subdivisdo e da atuacao da deriva genética, o que pode levar a fixagao de alelos e
consequente perda de outros. Subpopulagdes isoladas também apresentam aumento da
endogamia. Esses fatores podem conduzir essas subpopulagdes a extingdo. Por isso ¢
importante conhecer as distdncias do fluxo génico, para conectar unidades populacionais

isoladas e manter os niveis de diversidade genética (Ellstrand, 1992).

As taxas de fluxo génico podem ser estimadas a partir de uma perspectiva
historicamente acumulada, ou do fluxo génico contemporaneo. Em um contexto historico
as estimativas podem ser obtidas em func¢ao do Fsr. Essa abordagem inclui tanto o fluxo
génico mediado por polen, quanto por semente. Essa estimativa aparente de fluxo génico

pressupde o modelo de ilhas e equilibrio migracdo-deriva (Slatkin, 1987).

O fluxo génico pode ser mensurado também a partir de uma perspectiva
contemporanea. Nesse contexto € possivel separar o fluxo génico devido a semente, da
dispersdo de pdlen. A distancia de dispersdo de polen tem sido estimada a partir de andlise
de atribuicdo de paternidade. Essa metodologia consiste em utilizar marcadores genéticos
para evidenciar o gendtipo materno, das progénies e dos possiveis doadores de pdlen.
Assim, ao obter as distancias geograficas entre os doadores de polen e a planta matriz, a
distancia de dispersdo ¢ evidenciada. As estimativas de fluxo génico contemporaneo sdo
obtidas a partir de métodos de andlise e atribuicdo de paternidade por maxima
verossimilhanca. Essa metodologia define o individuo mais verossimil de ser o doador de
pélen, com base nas frequéncias alélicas da populacao (Marshall et al., 1998; Kalinowski et

al., 2007).

Os estudos de dispersao de polen em populagdes de clima tropical sdo

relativamente escassos. Em um levantamento realizado por Ashley (2010) foi observado
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que a maior parte dos estudos com dispersdo de polen foi conduzido em paises de clima
temperado. De 43 artigos publicados entre 1996 e 2009, 60,4% foram realizados com
espécies de clima temperado e 25% com espécies de clima tropical. Mesmo com a maior

biodiversidade nos tropicos, os estudos ainda sdo incipientes.

Dentre os estudos realizados em espécies de clima tropical, Bittencourt &
Sebbenn (2007) avaliaram a distancia de dispersdo de polen em Araucaria angustifolia. Os
autores empregaram o método de atribuicdo de paternidade a partir de oito locos
microssatélites. Foram observadas distancias médias de dispersdo de polen superiores a 2
km, entre fragmentos florestais e 83 metros, dentro dos fragmentos. Essas distancias sdo
relativamente grandes e, através dos estudos ja realizados, € possivel afirmar que as
distancias de dispersdo de polen ndo costumam ser muito longas. No levantamento
realizado por Ashley (2010) foi evidenciado que a maior parte das espécies (55%)
apresentaram distancias de dispersao de até 200 metros. Essas distancias variam muito em
fun¢do do ambiente, da biologia da espécie e do comportamento do polinizador. Mais

estudos com plantas nativas sdo necessarios, especialmente com as endémicas do Cerrado.

22 ESTRUTURA GENETICA E PADRAO ESPACIAL DA
VARIABILIDADE GENETICA EM POPULACOES NATURAIS

As populacdes naturais, normalmente, estdo subdivididas em um conjunto de
populagdes menores ou subpopulagdes. A consequéncia dessa subdivisao hierdrquica € que
0s cruzamentos costumam ndo ser ao acaso na populacdo total, pois ocorrem com maior
frequéncia entre individuos dentro das subpopulagdes e com menor frequéncia entre
individuos de subpopulagdes diferentes. Isso gera uma estrutura na populagdo total, que ¢
determinada pelo modo como as frequéncias alélicas estdo organizadas. Essa estrutura dos
cruzamentos gera uma diferenciagdo entre as subpopulac¢des (Hartl & Clark, 2010).

A estrutura genética corresponde a forma como a variabilidade genética se
distribui dentro das subpopulagdes e entre elas. Essa distribui¢do ¢ governada tanto por

variaveis ecologicas, que afetam o padrdao de colonizagcdo e mortalidade dos individuos,
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quanto por forcas evolutivas sistemdticas e dispersivas. A forma como os genotipos se
distribuem ¢ influenciada pela resposta das populagdes locais as pressdes de selecao,
promovidas pelo ambiente, resultando no aumento da frequéncia de alelos favoraveis ao
ambiente, em detrimento da eliminagdo ou reducdo de outros (Hamrick, 1989). A
diferenciacdo das frequéncias alélicas entre as subpopulacdes também ocorre por deriva
genética, especialmente nas populagdes pequenas. A amostragem aleatéria de alelos ao
longo das geragdes, que ocorre de forma independente em cada subpopulagdo, acentua a
diferenciagdo entre elas. O fluxo génico, por sua vez, tem efeito oposto a deriva genética e
a selecdo natural divergente. Ele reduz essa diferenciacdo ao homogeneizar as frequéncias
alélicas (Hartl & Clark, 2010). A estrutura genética também ¢ afetada pelo sistema de
cruzamento, que determina o padrdo de encontro dos gametas e influencia fortemente as

frequéncias genotipicas nas geracdes subsequentes (Hamrick, 1989).

Por ser o resultado de processos evolutivos historicos, os estudos que
evidenciam a estrutura genética das populagdes naturais podem revelar os fenomenos
genéticos envolvidos na mudanga da composicdo genética dessas populagdes. Essas
informacdes sdo importantes nos esforgos correntes de amostragem de individuos, com a
finalidade de preservar a maxima variabilidade genética possivel e subsidiar programas de
conservagao para diversas espécies (Loveless & Hamrick, 1984; Frankham et al., 2008). Os
estudos sobre a estrutura genética das populagdes permitem, ainda, determinar o modo de
reproducado e estrutura familiar (Cruz et al., 2011) e estimar taxas de fluxo génico histérico
(Slatkin, 1987). Essas informac¢des também sdao importantes para auxiliar nos programas de
domesticagdo de espécies selvagens, ao apontar areas promissoras para a coleta de

germoplasma (Cruz et al., 2011).

O método para avaliar a estrutura genética das populagdes foi desenvolvido por
Wright (1950, 1965), com base em indices de correlagdo. O autor criou, a partir do
coeficiente de endogamia F, definido como a correlagdo entre as frequéncias dos alelos,
que se unem na formagao do zigoto, trés indices para medir a correlagdo entre frequéncias
alélicas em diferentes niveis hierarquicos populacionais: Fir, Fis € Fsr. Os subscritos
indicam o nivel onde os indices medem a correlacao; “IT” indica individuos em relagao a

populagdo total, “IS” individuos em rela¢do a subpopulagdo ¢ “ST” as subpopulacdes em
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relacdo a populacdo total. A medida de estrutura genética desenvolvida por Wright (1950)
foi desenvolvida para locos bialélicos.

Posteriormente, Nei (1973) expandiu suas conclusdes para locos multialélicos.
Este autor mediu a diferenciacdo entre as populagdes com base na redugdo da
heterozigosidade esperada sob equilibrio de Hardy-Weinberg. O autor repartiu a
heterozigosidade esperada da populagdo total em componentes entre e dentro das
populagdes. A relacdo entre os niveis de heterozigosidade esperada sob Equilibrio de
Hardy-Weinberg entre as subpopulagdes, pela heterozigosidade esperada total ¢ o indice
Gsr. Esse indice € andlogo ao Fisr e quantifica a diferenciagdo das subpopulacdes.

O método mais comum, para avaliar a estruturagdo da variabilidade genética
usado hoje ¢ pela andlise de varidancia das frequéncias alélicas, desenvolvido por
Cockerham e difundido por Weir & Cockerham (1984). A andlise de variancia,
tradicionalmente usada para caracteres quantitativos foi empregada em um modelo
aleatorio hierarquico, que consiste na frequéncia de uma variavel Yju, que representa o alelo
[, no individuo £, da familia j da populagdo i que assume valor 1, se um determinado alelo
estiver presente € 0 quando ele for ausente. Assim, a decomposi¢do da variancia total em
componentes de variancia associados as fontes de varia¢do das subdivisdes hierarquicas dos
demes, ou subpopulagdes, permite gerar efeitos para grupos, individuos dentro de grupos e
genes dentro de individuos. Os componentes de variancia, que sao obtidos pelos quadrados
médios do quadro da andlise de varidncia sdo usados para obten¢do de trés indices: F, fe 6,
que sdo analogos ao Fir, Fis e Fsr respectivamente.

Com o advento dos marcadores moleculares, outros métodos foram
desenvolvidos, de acordo com as particularidades dos dados usados para avaliar a estrutura
genética populacional. Excoffier et al. (1992) introduziu a Andlise de Varidncia Molecular,
inicialmente para dados haplotipicos. Nesse método sdao usadas as distancias entre todos os
pares de haplotipos para a estimagao dos quadrados médios, em um modelo hierarquico da
analise de varidncia, desenvolvendo o indice @sr, andlogo ao Fsr. Posteriormente, Slatkin
(1995) derivou o indice Rsr, especificamente para marcadores moleculares microssatélites,
envolvidos em um modelo mutacional chamado stepwise. A métrica leva em consideragao

o tamanho do alelo, mais que a identidade por estado, reduzindo o viés nas estimativas de
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diferenciacdo genética entre as populagdes ocasionalmente geradas pelo uso do 8 e do Fr,

quando usado esse tipo de dado.

Os métodos descritos até entdo avaliam a distribuicdo da variabilidade genética
sem levar em consideragdo explicitamente o espago geografico. No entanto, a distancia
fisica entre as subpopulagdes e entre os individuos dentro das subpopulacdes podem afetar
a maneira como as frequéncias alélicas se diferenciam ao longo do tempo, pois os
processos evolutivos podem ter dependéncia espacial (Epperson, 2003). Subpopulacdes
mais proximas, espacialmente, podem ter taxas de fluxo génico maiores, que subpopulacdes
mais distantes. Além disso, subpopulagdes geograficamente isoladas, podem sofrer mais o
impacto de mutacdes deletérias, por meio da endogamia. Subpopulagdes mais proximas
também podem estar submetidas a ambientes mais semelhantes. Assim, a selecdo natural
convergente pode aumentar as frequéncias dos mesmos alelos, levando a uma redugdo na
diferenciagdo entre as subpopulcdes. Muitas teorias € modelos ecoldgicos assumem que os
elementos de um ecossistema que estdo proximos um do outro no espago, ou no tempo sao
mais susceptiveis de serem influenciados pelo mesmo processo gerador (Legendre &
Fortin, 1989).

Os estudos de estrutura genética em escala espacial sdo capazes de ajudar a
revelar a dindmica microevolutiva das populacdes naturais (Smouse & Peakall, 1999). A
teoria basica de genética de populagdes prediz que as subpopulacdes naturais de plantas
exibirdo uma forte estruturacdo da variabilidade genética, quando o fluxo génico for
restrito. Ainda que essas populacdes apresentem distribuicdo continua, as limitagdes na
dispersdao dos alelos, impostas pelo fluxo génico restrito, geram uma estrutura genética
espacial, de modo que essas subpopulagdes passam a se comportar segundo o previsto por
um modelo de isolamento genético pela distdncia. O modelo prevé que o aumento na
distancia geografica entre as subpopulagdes ¢ acompanhado pelo aumento da distidncia
genética das unidades amostrais, em fun¢do da deriva genética e/ou selecdo natural (Wright,
1942).

A estrutura espacial da variabilidade genética, em um modelo de isolamento por
distancia pode ser testada a partir da analise de autocorrelacao espacial. O isolamento por

distancia resulta em autocorrelacao positiva (Sokal & Wartenberg, 1983). Uma estrutura
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espacial, por sua vez, pode ser descrita a partir de uma funcdo de estrutura, que permite
quantificar o grau de dependéncia espacial existente e particiona-lo em classes de
distincias. Para estudos em genética de populagdes, a fungdo de estrutura mais comumente
empregada ¢ o correlograma. Esse, por sua vez, corresponde a um grafico em que os
valores de autocorrelagdo sdao plotados na ordenada, contra classes de distancia entre
estagdes de amostragem (localidades) na abscissa (Legendre, 1993). Quando sao
empregados dados quantitativos, como por exemplo, frequéncia alélica, ou dados
morfométicos, o coeficiente / de Moran ¢ mais frequentemente empregado para descrever a

autocorrelacao espacial (Diniz Filho & Telles, 2001).

Outro método comumente usado por geneticistas de populagdes para avaliar a
relacdo entre divergéncia genética das populagdes e a distancia geografica ¢ o teste de
Mantel. O procedimento consiste em correlacionar duas matrizes, a de distancia genética,
obtida por diferentes métricas (6, Fsr, distdincia de Nei, dentre outras) e a matriz de
distancia geografica entre os demes, ou subpopulacdes, por meio do coeficiente de
correlacao de Pearson (), por exemplo. Assim como o I de Moran, o teste de Mantel pode
ser realizado em diferentes classes de distancia, gerando um Correlograma de Mantel
(Diniz-Filho et al., 2013). Os resultados obtidos por ambos os métodos tendem a convergir,

especialmente para amostras grandes (Epperson, 2003).

Alguns estudos genéticos foram realizados com individuos pertencentes a
espécie A. crassiflora Mart. Telles et al. (2003) avaliaram seis populagdes naturais
provenientes do Estado de Goids. Foram utilizados cinco locos isoenzimaticos para estimar
os parametros que caracterizam a variabilidade genética existente e o grau de estruturagdo
das populagdes. Os autores encontraram elevados niveis de polimorfismo nos locos
analisados; 80% deles e de diversidade genética, que variou entre 0,189 e 0,460, com média
igual a 0,357. Foi observado ainda que as populacdes naturais estdo estruturadas, com Ggr=
0,188. Esse resultado indica que dentro das popula¢des os cruzamentos sdo ao acaso
(panmixia), mas os individuos t€ém maior probabilidade de cruzar com outro individuo da
mesma populacdo, que de outra populagdo. Os autores observaram ainda, por meio do teste
de Mantel, que existe uma correlacdo positiva entre as distdncias geograficas e genéticas (r

= 0,4206; p = 0,070).
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A distribuicdo da variabilidade genética em populagdes de A. crassiflora Mart.
também foi caracterizada por Blanco et al. (2007). Os autores utilizaram onze populacdes
do Estado de Goias. A diversidade genética foi avaliada por meio da sequéncia ndo
codificante t#rnL do DNA de cloroplastos (cpDNA). As sequéncias foram caracterizadas a
partir do nimero de haplétipos, diversidade de haplotipos e diversidade de nucleotideos por
sitio, dentro e entre populagdes. A estrutura genética foi dimensionada por meio do indice
Gsr de Nei (1973), que mede a proporcdo da variacdo genética total que estd entre as
populagdes. Os autores observaram que dos 519 pares de bases avaliados no cpDNA, 147
sitios foram polimorficos (28,3%) e 372 sitios conservados (71,7%). Os autores detectaram
niveis elevados de diversidade de haplétipos (Hd = 0,875) e de diversidade nucleotidica (p
= 0,0335). Esses resultados sugerem a existéncia de um elevado nivel de diversidade
genética nas populacdes amostradas. O nivel de estruturagdo genética encontrado nesse
trabalho pode ser considerado baixo. Cerca de 7% da diversidade genética estd no
componente interpopulacional. Os autores sugerem que as populagdes estdo em processo de
diferenciagdo, possivelmente como resultado da fragmentacdo pelo qual o Cerrado vem
sofrendo. Esse processo de fragmentag@o iniciou recentemente, nos ultimos sessenta anos.
Assim, aparentemente ndo houve ainda tempo suficiente para que as populagdes exibam

diferencas genéticas significativas.

Cota et al., 2011, por sua vez, avaliaram quatro subpopulagdes naturais de A.
crassiflora usando marcadores RAPD, que ndo sdo espécie-especificos. Os autores
verificaram que a diversidade genética média foi de 0,31, valores comumente encontrados
com esse tipo de marcador. A estrutura genética foi elevada, com 22,62% da diversidade
genética localizada entre as subpopulagoes.

O estudo genético das populacdes naturais de araticunzeiro avangou com o
desenvolvimento dos iniciadores de regides microssatélites por Pereira et al. (2008), para
serem empregados como marcadores moleculares. Os autores empregaram a metodologia
de biblioteca enriquecida de DNA. Foram obtidos 44 pares de iniciadores microssatélites,
dos quais, 10 foram selecionados em fungdo da consisténcia da amplificagdo e do nivel de
polimorfismo apresentado. Os iniciadores desenvolvidos evidenciaram, em média, 19 alelos

por loco e diversidade genética média de 0,906. O conjunto de iniciadores ¢ altamente
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informativo e constitui uma ferramenta poderosa para a caracterizacdo genética de
populagdes de A. crassiflora Mart.

Os iniciadores microssatélites desenvolvidos foram utilizados por Pereira
(2007) para avaliar geneticamente 13 populagdes naturais de A. crassiflora Mart. coletadas
no estado de Goias. O autor observou elevado nivel de diversidade alélica por populagao,
com média de 17 alelos por loco. Os valores para as heterozigosidades médias esperadas
(0,866) e observadas (0,728) foram elevados, indicando alto nivel de diversidade genética
nas populagdes. A estrutura genética observada indica que parte significativa dessa variagao
estd distribuida entre as populagdes (9,1%). A andlise de divergéncia genética demonstrou a
formagdo de quatro grupos distintos de populagdes, evidenciando forte estruturacdo da
variabilidade genética das populacdes no espago. Segundo o autor, os resultados sugerem
que a ocupacdo da regido do Cerrado do estado de Goids por parte da espécie se deu por
deslocamento no sentido sudoeste-nordeste, tendo ocorrido a formacgao de dois gradientes
de variacdo genética, dispostos em paralelo, mantidos em isolamento por uma barreira
geografica, denominada Vao do Parana. A andlise de estruturagdo intrapopulacional foi ndo
significativa, denotando auséncia de efeitos espaciais dentro das populagdes,
provavelmente decorrente do fluxo de pdlen e da dispersdao de sementes a longas distancias

(Pereira, 2007).

Collevatti et al. (2014) compararam a diversidade e a estrutura genética espacial
em duas populacdes de Annona crassiflora Mart., uma em area de conservagdo e outra em
area antropizada. Foram empregados dez locos microssatélites. Os niveis de diversidade
genética encontrados foram altos para os dois ambientes, mas foi maior na populagdo
conservada. Os autores observaram que a fragmentacdo pode influenciar negativamente a
dindmica evolutiva da espécie. Na populagdo antropizada foi detectada um coeficiente de
endogamia com valor significativo enquanto que na populagdo conservada essa estimativa
ndo foi significativa. Os autores verificaram forte estruturacdo das populagdes. A populagdo
conservada apresentou estrutura genética espacial de baixa magnitude. A populagao
antropizada, por outro lado, mostrou ajuste a0 modelo de isolamento por distdncia. O
trabalho mostra o impacto da antropizacdo sobre a dindmica evolutiva da espécie A.

crassiflora Mart.
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23 O CLIMA E A PAISAGEM NA DISTRIBUICAO DA
VARIABILIDADE GENETICA NAS POPULACOES NATUAIS

E bem conhecido o fato de que as caracteristicas fisicas e climaticas do
ambiente podem afetar profundamente o padrdo de distribuicdo das espécies no globo
(Soberon & Peterson, 2005). O conjunto das caracteristicas abidticas, como temperatura,
umidade e precipitacdo, por exemplo, somado com as condi¢des bidticas, como a presenca
de alimentos e predadores definem o nicho ecoldgico da espécie. Diversos conceitos de
nicho surgiram na historia da tradicdo de pesquisa da Ecologia. A concep¢dao do nicho
Grinnelliano indica que cada espécie tem um conjunto de exigéncias ambientais necessarias
a sua sobrevivéncia, em um determinado local, sem levar em consideragdo as interagoes
com outras espécies. O nicho Eltoniano, por outro lado ¢ uma defini¢do mais funcional, que
leva em consideragdo a interagdo da espécie com outras espécies e sua fungdo em teias
alimentares. O nicho Hutchinsoniano, por sua vez, ¢ definido como um envelope
multidimensional de condi¢des em que uma espécie pode tolerar, fisiologicamente e existir
(nicho fundamental) e os locais onde ela ndo ¢ excluida por outros competidores e
efetivamente ocupa (nicho realizado) (Pocheville, 2015).

A distribuigdo geografica das espécies tem sido tradicionalmente preditas com
base nos modelos de nicho ecologico. Estes, por sua vez, empregam registros de ocorréncia
de uma determinada espécie, associados com dados ambientais e algoritmos matematicos
para modelar e mapear a distribui¢do potencial, indicando areas adequadas para ocorréncia
dessa espécie (Jiménez-Valverde et al., 2008). Existem varios algoritmos que podem ser
usados, para gerar mapas de distribui¢ao potencial. Esses resultados podem ser projetados
para outros periodos de tempo, para o passado, ou futuro, com o objetivo de compreender o
impacto das mudancas climaticas na distribuicdo espacial da espécie, além de evidenciar
areas de estabilidade climatica, que podem ser importantes refugios historicos da
biodiversidade. Mapas de estabilidade podem ser usados para evidenciar padrdes de

diversidade e auxiliar em planejamentos voltados para a conservagdo. (Werneck et al.,

2012; Diniz-Filho et al., 2015).
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Terribile et al. (2012) modelaram a distribui¢dao potencial de 18 espécies nativas
do Cerrado, incluindo A. crassiflora, no presente, representado pelo periodo pré-industrial e
projetaram os modelos no passado, no Gltimo méximo glacial (~ 21 m.a) e no futuro (2080-
2100). Os autores desenvolveram um método para identificar areas climaticamente estaveis,
no Cerrado, reduzindo as incertezas relacionas aos diversos modelos climaticos. Os autores
identificaram uma regido climaticamente estavel, para as 18 espécies em todos os tempos
estudados (passado, presente e futuro) no centro-oeste e sudeste do bioma, indicando areas
de reftigio historico da biodiversidade.

Recentemente, os mapas de adequabilidade ambiental estdo sendo empregados
como preditores das estimativas dos parametros genéticos. Os estudos procuram relacionar
padrdes de distribuicdo da variabilidade genética com locais climaticamente adequados, no
passado, ou no presente, para a espécie em estudo (Knowles et al., 2007; Soares et al.,
2014; Diniz-Filho et al., 2015). O uso de técnicas de modelagem de nicho e inferéncias
sobre processos demograficos historicos pode auxiliar no delineamento de cenarios com
efeitos multiplos, a partir de diferentes fatores que afetam os pardmetros genéticos, ao
longo da distribui¢do espacial de uma dada espécie (Soares et al., 2014).

Collevatti et al. (2011) modelaram a distribui¢ao potencial da espécie Caryocar
brasiliensis, conhecida popularmente por pequizeiro, uma arvore nativa do Cerrado. Os
autores utilizaram 135 registros de ocorréncia da espécie, seis varidveis climaticas, trés
modelos climaticos acoplados oceano-atmosfera e o modelo de nicho ecologico MAXENT
(maxima entropia). O modelo foi projetado para o futuro (50 anos). Os parametros
genéticos foram estimados com base em dez locos microssatélites, avaliados em 466
plantas, provenientes de 15 subpopulagdes naturais da espécie. Os autores constataram que
areas climaticamente adequadas para C. brasiliensis estdo restritas ao sudeste do Cerrado.
Esta regido ¢ a mais degradada do bioma. Os autores alertam para o risco das
subpopulagdes localizadas na por¢ao central da distribuig¢do geografica, que perdeu
adequabilidade, o que pode levar a perda de diversidade genética.

Soares et al. (2014) utilizaram a adequabilidade resultante de 14 modelos de
nicho ecologico e cinco modelos climaticos como preditores para o nimero de alelos por

loco e coeficiente de endogamia (varidvel resposta) em 23 subpopulagdes naturais de



36

Dipteryx alata, uma éarvore nativa do Cerrado conhecida popularmente por baru. Os dados
genotipicos foram obtidos por oito locos microssatélites. Os autores constaram que ha
relagdo significativa entre a adequabilidade e as estimativas dos pardmetros genéticos. Os
locais mais adequados para D. alata, segundo a distribui¢do potencial, apresentam maior
variabilidade genética e menor endogamia.

O padrao de distribuigdo da variabilidade genética nas populagdes naturais
também pode ser amplamente afetado por varidveis ambientais, relacionadas com as
caracteristicas atuais da paisagem. A linha de pesquisa que procura unir teorias e
ferramental da genética de populagdes e ecologia de paisagens tem sido chamada de
genética na escala da paisagem (landscape genetics). A disciplina procura relacionar as
caracteristicas da paisagem com processos microevolutivos, como o fluxo génico, deriva
genética e selecdo natural. Adicionalmente ajuda a identificar quebras de fluxo génico entre
subpopulagdes, sem uma causa Obvia, ou ainda a elucidar eventos de contato secundario
entre subpopulacdes previamente isoladas (Manel et al., 2003).

Os estudos de genética na escala da paisagem podem revelar barreiras ao fluxo
génico causadas por elementos ndo naturais na composicao atual do ambiente, como por
exemplo a agricultura, ou outros tipos de uso do solo. Ou ainda elementos naturais, como
um campo aberto pode afetar o fluxo génico de uma espécie florestal. Essas questdes sdo de
grande interesse na biologia da conservagdo. A abordagem tradicional para verificar
barreiras ao fluxo génico, em fungdo das caracteristicas da paisagem consiste em
correlacionar a distdncia genética, por exemplo o Fsy par a par com uma matriz de
distancia, ou resisténcia ambiental, por meio do teste de Mantel. Essa matriz ¢ variavel e
pode conter o comprimento, area ou percentagem de cobertura de elementos da paisagem,
como valas, rios e vegetacdo natural nos corredores de uma determinada largura entre pares
de subpopulagdes. E importante usar a distdncia geografica também, em uma anélise de
correlagdo parcial (Mantel parcial) entre a matriz de resisténcia, distancia genética e
geografica, para separar os efeitos da composicdo da paisagem e do espaco geografico na
diferenciagdo genética das subpopulagdes (Holderegger et al., 2010).

Diniz-Filho et al. (2009) estudaram o efeito da fragmentacdo do Cerrado na

diversidade genética de Caryocar brasiliense, o pequizeiro. Os autores utilizaram a
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porcentagem de vegetagdo ao redor das subpopulagdes naturais, como meio de acessar o
impacto antropico na paisagem local. De acordo com os autores, os niveis de endogamia
encontrados no estudo podem ser explicados por processos de isolamento e fragmentacao

do habitat, relacionados a intensa ocupagao humana recente na fronteira sul do bioma.

24 MARCADORES MICROSSATELITES E A CARACTERIZACAO DA
DIVERSIDADE GENETICA EM POPULACOES

Os microssatélites consistem em regides compostas por pequenas sequéncias,
de um a quatro nucleotideos, repetidos em tandem. Alguns experimentos mostraram que o
genoma dos eucariotos apresenta grandes quantidades dessas regides altamente repetitivas
(Litt & Luty, 1989). Esses sitios polimorficos podem ser amplificados via reagdo em cadeia
da polimerase e constituir uma classe de marcadores moleculares altamente informativa

(Ferreira & Grattapaglia, 1998).

As regides microssatélites sdo muito varidveis, em funcdo das altas taxas de
mutagdo, cerca de 7 x 107 por loco por geragdo (Brinkmann et al., 1998). O processo
gerador da maior parte das mutagdes nessas sequéncias € a derrapagem (slippage) da DNA
polimerase. Isso ocorre durante o processo de dissociacdo e reassociagdo da DNA
polimerase em uma fita de DNA crescente. Nesse momento pode ser gerada uma volta
(loop) na fita crescente. Quando isso ocorre, a enzima reassocia em uma posi¢cdo na fita
molde em que ela j& havia adicionado o motivo de repeti¢ao e adiciona um ou mais motivos
novamente, dependendo do tamanho da volta e da quantidade de motivos de repeticdo que
ficou escondida na fita que estd em sintese. Assim, a fita recém-sintetizada ganha um
motivo a mais que a fita molde. Quando a volta acontece na fita molde, a fita que esta em
sintese perde um ou mais motivos de repeticdo. Esse modelo de mutagdo é conhecido por
Stepwise Mutation Model (SMM) (Ellegren, 2004).

A consequéncia do SMM ¢ que dois alelos que diferem por uma repeticao estao
mais estreitamente relacionados (tém um antepassado comum mais recente) do que os
alelos que diferem em muitas repetigdes, pois a adigdao eu perda de um motivo de repeticao

¢ mais provavel que o de muitos motivos, simultaneamente. Essa caracteristica afeta as
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analises de estruturagdo genética, que emprega o infinite alleles model (IAM). Segundo
esse modelo, toda mutagdo gera um alelo novo, que ndo existia anteriormente. Sob o SMM
isso pode ndo ser verdade, pois um alelo pode ganhar ou perder motivos de repeticdo e
originar outro alelo igual a um que ja existia na populagdo anteriormente. Isso cria alelos
idénticos por estado, que nao podem ser diferenciados dos que sdao idénticos por

descendéncia, o que afeta também as analises de parentesco (Slatkin, 1995).

Os microssatélites sdo muito varidveis, mas as sequencias de DNA que
flanqueiam essas regides sdo, geralmente, conservadas dentro de uma mesma espécie. Isso
permite o desenvolvimento de iniciadores para amplificagdo especifica desses locos. As
amplificacdes normalmente evidenciam extensivo polimorfismo, que € representado pela
ocorréncia de diferentes nimeros de motivos de repeti¢do na estrutura do microssatélite,

entre individuos diferentes (Morgante & Olivieri, 1993).

A vantagem da utilizacdo dos marcadores microssatélites, no que se refere ao
contetdo informativo, estd associada a sua expressdo codominante ¢ multialelismo. Além
disso, os microssatélites estdo amplamente distribuidos no genoma. Além da capacidade de
gerar altos niveis de polimorfismo, os esses marcadores apresentam alta reprodutibilidade,
sdo relativamente simples de manusear e requerem pequenas quantidades de DNA. A
principal desvantagem ¢ o custo do desenvolvimento dos iniciadores, que sdo espécie-
especificos . Uma alternativa para driblar o alto custo de desenvolvimento dos iniciadores ¢
realizar a transferibilidade entre espécies evolutivamente relacionadas, dentro do mesmo
género e até mesmo dentro da mesma familia (Peakall et al., 1998; Zucchi et al., 2002;

Kuleung et al., 2004).

Os parametros mais comuns usados para descrever a diversidade genética com
dados provenientes de marcadores moleculares sdo: a propor¢ao de locos polimorficos (P)
que representa a relacdo entre o numero de locos polimoérficos pelo total de locos
amostrados, a riqueza alélica (4r) que ¢ nimero de alelos amostrados, em funcao dos
tamanhos das amostras, heterozigosidade esperada (H.) sob equilibrio de Hardy-Weinberg,
ou diversidade genética de Nei e a heterozigosidade observada (H,) (Nei, 1973; Robinson,

2006; Frankham et al., 2008).

A riqueza alélica, por sua vez ¢ definida como o polimorfismo, ou numero
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médio de alelos por loco. Essa medida, no entanto ¢ muito influenciada pelos diferentes
tamanhos das amostras retiradas das populacdes. Populacdes que passaram por bottlenecks
e estdo representadas por tamanhos pequenos apresentardo estimativas viesadas da riqueza
alélica. A relag@o entre a riqueza alélica e o tamanho da amostra ¢ assintdtica. Conforme o
tamanho da amostra cresce, o viés presente nessas estimativas tende a zero. O nivel de
polimorfismo dos locos utilizados também afeta a estimativa da riqueza alélica. Nesse caso,
o viés ¢ menor, para os mesmos tamanhos amostrais, quando os locos utilizados sao mais
polimdrficos. Com o objetivo de tornar as estimativas de riqueza alélica comparaveis entre
as populagdes, ¢ importante a reducao no tamanho de todas as amostras para o tamanho da
menor amostra. Assim, todas as populagdes sofrerdo a mesma magnitude de viés nas
estimativas de riqueza alélica e os valores poderdo ser compardveis entre as populacdes

(Leberg, 2002).

A heterozigosidade observada ¢ uma medida que consiste na soma da propor¢ao
dos locos heterozigotos pelo total de locos amostrados (Frankham et al., 2008). A
frequéncia de locos em heterozigose caracteriza a diversidade genética, pois cada
heterozigoto apresenta diferentes alelos e todos eles juntos representam a variagdo total
existente. A diversidade genética pode ser obtida a partir da soma de quadrados das
frequéncias alélicas. Essa métrica ¢ independente das frequéncias genotipicas e ¢
igualmente adequada para populagdes aldgamas e autdogamas (Weir, 1990). Ela foi defina
por Nei (1973) como sendo: H=1-Y(p;)2 em que p: é a frequéncia do alelo i na
populagao.

Algumas espécies nativas do Cerrado foram avaliadas geneticamente com
marcadores microssatélites. Moura et al. (2009) avaliaram duas popula¢des de Solanum
lycocarpum, conhecida popularmente por lobeira. Os autores empregaram trés pares de
iniciadores microssatélites. Foram observados entre 5,29 a 7,12 alelos por loco e
diversidade genética de 0,368. Niveis elevados de diversidade também foram encontrados
em populagdes de Caryocar brasiliensis Camb. (pequizeiro) por Collevatti et al. (2001), a
partir de dez pares de iniciadores microssatélites. Os autores evidenciaram de 20 a 27 alelos
por loco e diversidade genética que variou entre 0,129 a 0,924. Outros estudos conduzidos

em plantas nativas (Diniz Filho & Telles, 2001; Zucchi et al., 2003; Soares et al., 2008)
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evidenciam que as populagdes de plantas nativas do Cerrado exibem diversidade genética

elevada.

2.5 A FAMILIA ANNONACEAE E A ESPECIE ALVO Annona crassiflora
Mart.

A familia Annonaceae apresenta aproximadamente 130 géneros e 2200
espécies. Desses, cerca de 30 géneros e 250 espécies ocorrem em praticamente todas as
formacdes naturais do Brasil. No pais, destacam-se a Xylopia aromatica, conhecida
popularmente por pimenta-de-macaco e a Annona crassiflora Mart., chamada de araticum
ou marolo, ambas nativas do Brasil. As espécies A. squamosa e A. muricata (fruta-do-conde
e graviola) sdo muito conhecidas no pais por causa do seu cultivo, especialmente na regido
nordeste. Essas espécies, no entanto, sdo originarias da América Central (Souza & Lorenzi,

2008).

Os representantes da familia Annonaceae ocorrem quase que inteiramente em
regides tropicais, exceto pelos géneros Asimina e Deeringothamnus, que sao norte-
americanos e o género Xylopia, que pode ser considerado pantropical. Algumas hipoteses
tém sido levantadas para explicar a distribui¢do das espécies dessa familia. Essas
informagdes sdo interessantes, pois exercem um papel importante na compreensdo da
origem, evolugdo e dispersdo das angiospermas como um todo. O centro de origem dessas
angiospermas foi considerado, por muito tempo, a regido entre Assam (Asia) e Fiji
(Oceania), devido a diversidade de familias de angiospermas primitivas que ocorrem nesses
locais. No entanto, com a teoria de tectonica de placas, foi observado que a regido
considerada o “ber¢o” das familias primitivas de angiospermas, eram na verdade, na época
do surgimento dessas familias no cretdceo inferior, duas regides distintas. Nesse sentido, a
diversidade nesse local passou a ser explicada pela justaposi¢do de duas areas que
apresentavam a flora composta por muitas familias primitivas de angiospermas e o local de

origem pode ter sido em uma regiao intermediaria (Doyle & Le Thomas, 1997).



41

As espécies pertencentes a essa familia estdo representadas por arvores,
arbustos e lianas. E caracteristica da familia a presenca de casca fibrosa, madeira com raios
largos, formado por células esféricas esparsas. A madeira apresenta terpendides aromaticos
e frequentemente com esclereides com alcaloides do tipo benzil isoquinolinico e, as vezes,
com a presenca de taninos. As folhas sdo alternas, disticas, simples, inteiras,
frequentemente curto-pecioladas, com venagdo peninérvea, laminas com glandulas
peltcidas e sem estipulas. A inflorescéncia ¢ determinada, as vezes reduzida a uma tUnica
flor terminal ou axilar. As flores geralmente sdo bissexuais e radiais, com frequéncia elas
abrem e aumentam gradualmente de tamanho antes da antese. Apresentam receptaculo
curto, de plano a hemisférico. As sépalas sdo livres ou levemente conatas, valvadas ou
imbricadas. Os estames sdo0 numerosos, peltados e congestos em uma estrutura discoide,
livres, com uma nervura. Os filetes sdo curtos e grossos, pouco diferenciados das anteras. A
morfologia dos graos de polen ¢ variada, algumas vezes sdo monossulcados, outras
inaperturados, as vezes em tétrades ou poliades. Os carpelos variam de um a trés, em geral
sdo livres e em arranjos espiralados. O ovario € supero com placentacdo lateral. Os 6vulos
sdo apresentados em um ou vdarios por carpelo. Nas pétalas internas sdo encontrados,
algumas vezes, os nectarios. O fruto ¢ agregado de bagas, as vezes secundariamente
conatos durante o desenvolvimento. As sementes sao frequentemente ariladas, com embrido

diminuto e endosperma ruminado (Judd et al., 2009).

As espécies da familia Annonaceae apresentam cantarofilia, ou seja, elas sdo
polinizadas por coledpteros. Nessa familia, as flores produzem um odor frutado, algumas
vezes picante. Durante a antese as pétalas fecham sobre o centro da flor e formam uma
camara de polinizacdo. As cAmaras emitem odores que atraem os besouros. Nesse espaco 0s
insetos ficam protegidos da luz do sol e de predadores, além de encontrarem alimento. Na
camara, as anteras liberam os graos de polen, que sdo viscosos e aderem ao corpo do inseto.
Em seguida, as pétalas caem e os coledpteros procuram outras flores, realizando a
polinizagdo (Gottsberger, 1999).

Virias espécies da familia Annonaceae apresentam importancia frutifera em
diversos paises como Chile, México, Venezuela, Australia e Brasil. No Brasil, estas culturas

sdo encontradas desde o norte do Pais, at¢ o Estado de Sao Paulo. Hoje nos estados da
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Bahia, Pernambuco, Alagoas, Minas Gerais e Sao Paulo encontram-se plantios irrigados
com bom nivel tecnoldgico. No entanto, foi no semiarido brasileiro que o cultivo destas
fruteiras se espalhou. Na regido Nordeste, a Bahia ¢ o principal produtor, seguido dos
estados de Pernambuco e Alagoas (Braga Sobrinho, 2010).

A espécie Annona crassiflora Mart (Annonaceae) ¢ conhecida popularmente
por marolo, araticum-cortica, araticum-de-boia, araticum-dos-grandes ou araticum-do-
campo . O nome Annona, referente ao género é proveniente da palavra “annon”, que
significa, no Haiti, colheita do ano. O epiteto especifico crassiflora ¢ uma referéncia as
pétalas grossas encontradas na espécie. O nome popular, araticum vem do tupi e significa
arvore de fibra rija e dura, ou fruto do céu, saboroso, ou ainda fruto mole (Silva Junior,
2005).

A planta (Figura 1) apresenta porte arboreo com altura de 4 m a 8 m, com
tronco geralmente tortuoso de 20 cm a 30 cm de didmetro, revestido por casca aspera e
corticosa que resiste a agdo do fogo. As folhas s3o crasso-membranosas, glaucas e
ferrugineo-hirsutas quando jovens. As flores sdo solitarias, axilares, com pétalas
engrossadas e carnosas, O fruto ¢ do tipo baga subglobosa, de superficie tomentosa e
tuberculada ou papilosa, contendo polpa levemente adocicada e de cheiro agradavel.
Algumas vezes o fruto pode apresentar polpa avermelhada e mais doce (Souza & Lorenzi,

2008).
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Figura 1. A espécie Annona crassiflora Mart. (araticum). a — a planta de porte arboreo; b
— as folhas crasso-membranosas; ¢ — a flores axilares com pétalas carnosas; d —
o fruto do tipo baga de formato subgloboso.
(fonte: Google Imagens®)

Com relagdo a morfoanatomia foliar, a espécie A. crassiflora Mart. apresenta
folhas hipoestomaticas com estdmatos paraciticos. Na face abaxial existem tricomas
simples. Essas estruturas reduzem a evapotranspiracao e atuam na defesa contra herbivoros.
A nervura principal da folha, em secgdo transversal, apresenta feixe vascular unico,
circundado por uma bainha de fibras. Esta espécie ¢ rica em tecido esclerenquimatico,

esclereideos e células pétreas, distribuidas no tecido parenquimatico. Em vista transversal a
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epiderme ¢ unisseriada, com células de maiores dimensdes na face adaxial. O mesofilo ¢
dorsiventral, composto por uma camada de parénquima pali¢adico e, aproximadamente,
quatro camadas de parénquima esponjoso, que ¢ constituido por muitos espacos
intercelulares em distribuicao irregular (Corréa et al., 2007).

Os frutos do araticum sdo sincarpicos com até 15 cm de didmetro e 2 kg de
peso. Apresentam conformacao oval a arredondado, externamente ¢ marrom-claro, comoso.
Internamente a coloragdo ¢ creme amarelada, com polpa firme e muitas sementes elipticas,
marrons e escuras. No Cerrado do Estado de Goiés, os frutos do araticum apresentam, em
média, peso de 960 g, 10,6 cm de didmetro longitudinal (largura), 13,0 cm de didmetro
transversal (comprimento) e 876,4 cm?® de volume. Sdo de conformag¢do achatada e com
mais de 100 sementes por fruto. Os frutos, no entanto, apresentam peso, tamanho e volume

muito desuniformes (Naves et al., 1995; Almeida et al., 1998).

O araticunzeiro ¢ considerado uma espécie breve-decidua, pois perde as suas
folhas de forma gradual ao longo da estacdo seca. A renovagdo completa da folhagem
ocorre no inicio da estagdo chuvosa. No més de setembro hd um pico na queda das folhas e
a renovacao se da duas semanas depois. Essa estratégia permite que as folhas novas possam
aproveitar o periodo de chuvas e de disponibilidade de umidade para exibir um potencial

fotossintético maior que se elas tivessem folhas mais velhas (Melo, 2009).

A floragdo do araticum foi observada nos Cerrados de Minas Gerais no final de
setembro e inicio de outubro. A frutificagdo iniciou no final do més de outubro, com pico de
producdo no final de fevereiro e inicio de marco. O desenvolvimento total do fruto

compreende 140 dias a partir da antese, quando ele alcanca o seu tamanho maximo, cerca

de 2 kg (Silva, 2009).

As populagdes naturais de A. crassiflora Mart. ocorrem nas fitofisiomias do
bioma Cerrado que incluem o cerraddo, cerrado denso, cerrado tipico, cerrado ralo. A
distribuicdo geografica ¢ ampla, sendo encontrado nos Estados de Minas Gerais, Mato
Grosso do Sul, Distrito Federal, Goias, Mato Grosso, Pard, Bahia, Piaui, Tocantins,
Maranhao e, em remanescentes, no Parana e em Sao Paulo (Figura 2). A espécie ndo ocorre

nos cerrados de Rondonia, Amazonas, Amapa, Roraima e Ceara (Ratter et al., 2000).
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Figura 2. Mapa do Brasil evidenciando a distribui¢do geografica da espécie A. crassiflora
Mart., as linhas em verde demarcam o bioma Cerrado.

(fonte: Ratter et al., 2000)

A espécie Amnona crassiflora Mart. ndo apresenta sistema de
autoincompatibilidade. Os frutos gerados por autofecundagdo s3o, portanto, viaveis. No
entanto, os frutos do araticunzeiro sdo formados, predominantemente, por meio da
fecundagdo cruzada (alogamia predominante). Esse fato faz com que a espécie seja
dependente de agentes polinizadores. O araticum apresenta cantarofilia, sendo polinizado
por espécies de besouros do género Cyclocephala (Gottsberger, 1989a, 1989b; Cavalcante
et al., 2009).
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As flores do araticum sdo hermafroditas e apresentam protoginia. A antese ¢
gradual e inicia nas primeiras horas do dia e pode se estender até o inicio da madrugada do
dia seguinte (Figura 3). A receptividade aos polinizadores ocorre desde o inicio da antese. A
formagdo do fruto é mais provavel quando as flores sdo polinizadas nessa fase inicial. A
fase masculina, que sucede a feminina ¢é caracterizada pelo afrouxamento da massa de
estames e a exposi¢do do pdlen. A porcentagem de viabilidade do pdlen de araticum, pelo
teste do carmim acético ¢ de 93,83%, o que pode ser considerada alta (Cavalcante et al.,

2009).

D.1-8h D.1- 17030 D.1 - 18h30 D.1 - 19h30 D.2 - 9h
Figura 3. Antese da flor de Annona crassiflora (A, B, C e D) e aspecto da flor apos a
queda dos verticilos florais, com algumas anteras pendentes e ainda presas ao
receptaculo floral (E). D.1 = primeiro dia, D.2 = segundo dia.
(fonte: Cavalcante et al., 2009).

Cavalcante et al. (2009) observaram também a existéncia de plantas de
araticunzeiro cujas flores, embora perfeitas, ndo expdem o pdlen das anteras quando estdo
em fase masculina, o que caracteriza uma planta funcionalmente feminina. Os autores
também observaram plantas cujas flores, embora perfeitas e em numero abundante, ndo
formavam frutos, mesmo através da polinizagdo manual cruzada, o que sugere que as
plantas sejam funcionalmente masculinas. Esse fenomeno chama a atencdo, pois ¢ um
indicio de que essa espécie tenha dioicia. Porém ha plantas hermafroditas, que apresentam

flores produtoras de polen e frutos.
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As flores do araticunzeiro apresentam termogénese. Normalmente, a flor inicia
o processo de aquecimento ao anoitecer. Sua temperatura interna pode ser at¢ 10°C acima
da temperatura ambiente. O estigma apresenta uma camada de exsudato transparente. Com
o aumento da temperatura a flor exala um forte odor, que atrai os besouros. Os coledpteros
entram nas flores e perfuram as pétalas internas e depois saem, ou iniciam uma cépula. Em
seguida, os estames deiscentes caem no interior da camara floral e, posteriormente as
pétalas separam-se do receptaculo floral, caindo no chdo. Alguns coledpteros permanecem
no interior do anel das pétalas durante o dia, no chao, saindo somente no inicio da noite. Os
insetos saem cobertos de pdlen e realizam a polinizagdo quando entram no interior de outra

flor recém-aberta (Gottsberger, 1989b; Almeida et al., 1998).

A taxa de frutificacdo observada na espécie foi baixa e girou em torno de 4%. O
que pode explicar esses dados, apesar da alta viabilidade do polen, € a taxa de polinizacao
natural, que pode variar muito em fun¢do das condi¢des ambientais, como por exemplo, a
acdo dos ventos. Esse fator pode influir negativamente na frutificagdo. A baixa taxa de
frutificacdo também pode ser explicada pela diocia, ou seja, a presenga de planta com flores
funcionalmente femininas e plantas funcionalmente masculinas (Cavalcante et al., 2009).

No Cerrado, a dispersao dos frutos de A. crassiflora Mart. ¢ realizada
prioritariamente pela anta (7apirus terrestris). Outros animais podem, ocasionalmente,
consumir os frutos do araticunzeiro, tais como o veado catingueiro (Mazama gouazoubira),
lobinho (Cerdocyon thous) e tatu (Dasypus sp.) € algumas espécies de aves, mas elas nao
constituem dispersores efetivos. Além disso, as caracteristicas dos locais de defecagdo do T.
terrestris e a eliminacdo das sementes intactas do araticunzeiro podem favorecer a
germinagdo da planta (Golin et al., 2011). As sementes de A. crassiflora também foram
encontradas nas fezes do lobo guara Chvysocyon bvachyuvus (Motta-Junior et al., 1996), o
que indica a possibilidade desse animal constituir um dos dispersores do araticunzeiro.

As sementes do araticunzeiro apresentam problemas de germinacdo, em funcao
do tegumento duro e dorméncia prolongada. A dorméncia em sementes de Annona
crassiflora Mart ocorre em decorréncia da imaturidade do embrido, o qual tem a
necessidade de finalizar seu desenvolvimento durante a embebicdo, para que o processo

germinativo se inicie. Dessa forma, a germinagdo ocorre com as primeiras chuvas, em
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outubro e atinge o pico em novembro, quando a precipitacao ¢ substancial. A umidade ¢ um
fator preponderante na quebra da dorméncia na espécie € no estabelecimento das mudas
(Silva et al., 2007).

A utilizagdo mais proeminente da espécie A. crassiflora Mart., e que a inclui
dentro das espécies que podem ser consideradas como recurso genético do Cerrado, ¢ o
aproveitamento alimentar dos frutos (Almeida et al., 1998). Os frutos do araticum podem
ser consumidos in natura, ou processados de varias formas. Existem varias receitas de
doces e bebidas que levam o sabor de sua polpa adocicada, acrescida, muitas vezes, pelos
sabores de outros frutos. Esse aproveitamento ¢ difundido entre os habitantes de
comunidades locais do Cerrado brasileiro. Podem ser encontrados varios pratos tipicos da
regido que sdo confeccionados com esse fruto, com destaque para os doces, as geléias, os
licores, os refrescos, os sorvetes e os sucos (Soares et al., 2009).

O araticum ¢ um fruto de alto valor nutricional, uma vez que ele
contém niveis elevados de lipideos, fibras, magnésio e fosforo. Contém ainda o &cido
malico, um composto muito empregado para produgdo de acidulantes e estabilizantes na
industria alimenticia. O fruto também apresenta uma boa quantidade de substancias
antioxidantes (Damiani et al., 2011). Um fruto tipico do araticum, com 2 kg tem
rendimento de 50% de polpa. Cada 100 g de polpa, por sua vez, contém aproximadamente
52 calorias, 0,4 g de proteinas, 52 mg de calcio (Ca), 24 mg de fésforo (P), 2,3 mg de ferro
(Fe), 21 mg de vitamina C, 50 mg de vitamina A, 0,04 mg de vitamina B1 e 0,07 mg de
vitamina B2 (Almeida et al., 1998).

Outra utiliza¢ao potencial do araticunzeiro ¢ como planta medicinal. A espécie
tem sido usada pelas comunidades locais do Cerrado brasileiro para o tratamento de uma
série de doengas, tais como: diarréia, reumatismo e sifilis (Almeida et al., 1987). A planta
apresenta também acetogeninas, que apresentam propriedades citotoxicas. Esses compostos
foram estudados na década de 1980 e mostraram atividade antitumoral contra a leucemia
linfocitica em camundongos, a partir de testes in vivo. As acetogeninas mostraram, mais
tarde, que sdo efetivas também contra uma série de linhagens de células tumorais. No

araticum foi isolada das sementes uma acetogenina chamada crassiflorina. Essa molécula
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tem despertado interesse como uma fonte de potenciais agentes antineopldsicos naturais
(Santos & Boaventura, 1994).

Ferreira et al. (2008) testaram os possiveis efeitos mutagénicos,
antimutagénicos e citotoxicos do extrato etandlico de folhas de araticum, pelo teste em
camundongos. Os autores evidenciaram que o extrato ndo apresenta efeito mutagénico em
ratos. Quanto ao efeito citotoxico ele foi observado em doses elevadas do extrato. A
atividade antimutagénica foi claramente evidenciada, nesse estudo. Os autores concluiram
que possivelmente a atividade antimutagénica exibida possa contribuir para um efeito
anticancerigeno, enquanto que a citotoxicidade para uma atividade antitumoral.

A casca e a semente dos frutos de araticunzeiro apresentam também compostos
fendlicos que possuem excelentes efeitos antioxidantes, tais como o acido ascérbico,
cafeico, quinico, fertlico, tartarico, dentre outros. E importante ressaltar que esses
elementos do fruto sdo considerados restos de consumo humano, pois normalmente sio
descartados, sendo aproveitada apenas a polpa. Isso leva a perda desse potencial, visto que
a polpa tem efeito antioxidante mais fraco. Esses compostos antioxidantes podem ser
removidos por processos de extragdo relativamente simples e rdpidos. Esse fato deve
encorajar a obtencdo de extratos fenolicos para estudos farmacoldgicos, com o objetivo de
evidenciar o potencial de utilizacdo dessas moléculas em medicamentos, ou o
desenvolvimento de suplementos dietéticos e alimentos funcionais (Roesler et al., 2007).

Os extratos hidroalcoodlicos de sementes, folhas e caules de 4. crassiflora Matrt.
também mostram efeitos alelopaticos proeminentes. Inoue et al. (2010) observaram que
esses extratos reduzem a germinagdo e¢ o desenvolvimento de radicula de espécies de
plantas daninhas, mas ndo afetam o desenvolvimento de mudas da soja. Os autores sugerem
que esses compostos poderiam ser utilizados como biodefensivos agricolas, desde que mais

estudos sejam realizados para identificar as substancias responsaveis pela alelopatia.



3 SISTEMA DE CRUZAMENTO E FLUXO GENICO
CONTEMPORANEO VIA POLEN EM Annona crassiflora Mart.

RESUMO

A espécie Annona crassiflora Mart. (Annonaceae), popularmente conhecida por
araticunzeiro ¢ uma arvore nativa do bioma Cerrado. Essa espécie € muito interessante para
estudos de sistema de cruzamento e dispersao de polen, pois ha uma relacdo estreita entre
polinizadores, dispersores de frutos e a planta. A espécie apresenta cantarofilia, sendo
polinizado por apenas dois besouros do género Cyclocephala, que sdo atraidos pelo odor da
flor, que também apresenta termogénese. A dispersao dos frutos ¢ realizada, quase que
exclusivamente pela anta (7apirus terrestris). Sendo assim, a espécie A. crassiflora foi
selecionada para estudos de biologia reprodutiva, usando marcadores microssatélites.
Foram amostradas sementes e folhas de 20 arvores matrizes, além de folhas de 92 arvores
adultas em uma populacdo natural localizada proximo ao municipio de Vila Propicio,
Goiés, Brasil. O DNA foi extraido e amplificado via PCR com seis pares de iniciadores
microssatélites. Foram estimados os niveis de diversidade genética na populacao (H.) e
endogamia (f). O sistema reprodutivo foi avaliado com base nas estimativas da taxa de
cruzamento (#,) geral e por familia, além das correlacdes de paternidade (7,). A distancia da
dispersao de poélen foi avaliada por meio de teste de paternidade. Foram observados indices
moderados de diversidade genética (0,628). O coeficiente de endogamia nao diferiu de zero
(-0,019). A taxa de cruzamento variou, entre as familias de 0,839 a 0,993, indicando sistema
misto de reprodu¢do. A correlacdo de paternidade indicou que 30% das sementes tem
parentesco de irmaos-completos. A distancia maxima de dispersdao do podlen foi de 360,7
metros € média de 131,5 metros, sendo que 71% dos eventos de polinizacdo ocorreram em

até¢ 160 metros, evidenciando que o fluxo génico ocorre em curtas distancias.

Palavras-chave: araticunzeiro, biologia reprodutiva, distancia de polinizacdo,

microssatélites.
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MATING SYSTEM AND CONTEMPORARY GENE FLOW BY POLLEN

IN Annona crassiflora Mart.

ABSTRACT

The Annona crassiflora species, known as araticunzeiro is a native tree of the Cerrado
biome. This species is very interesting for breeding system and pollen dispersal studies,
because there is a closely relationship between pollinators, fruit dispersers and the plant. A4.
crassiflora is cantharophily, being pollinated just by two Cyclocephala gender beetles,
which are attracted by flower's odor, as well as the thermogenesis. The fruit dispersion is
carried out, almost exclusively, by the tapir (7apirus terrestris). Thus, the species A.
crassiflora was selected to mating system and pollen dispersal studies, using SSR markers.
Seeds and leaves of trees 20 mother plants have been sampled, plus the leaves of 92 trees.
The DNA was extracted and amplified with six pair of microsatellite primers by PCR. We
estimate the levels of genetic diversity (H.), and inbreeding (f) in the population. The
mating system was evaluated based on estimates of general and per family outcrossing rate
(tn), in addition to paternity correlation (7,). We evaluated the distance pollen dispersal
using paternity analysis. We observed moderate levels of genetic diversity (0.628). The
inbreeding coefficient did not differ from zero (-0.019). The outcrossing rate ranged
between families from 0.839 to 0.993, indicating a mixed mating system. The correlation of
paternity indicated that 30% of the seeds are full-sibs. The maximum distance of pollen
dispersion was 360,7 m and averaged 131.5 m, with 71% of the pollination occurring until

160 m, indicating short distance of gene flow.

Keywords: araticunzeiro, microsatellites, reproductive biology, pollination distance.
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3.1 INTRODUCAO

A espécie Annona crassiflora Mart. (Annonaceae), popularmente conhecida por
araticunzeiro ¢ uma arvore nativa do bioma Cerrado. A planta apresenta porte arboéreo com
altura de 4 m a 8 m, com tronco geralmente tortuoso de 20 cm a 30 cm de didmetro,
revestido por casca dspera e corticosa que resiste a acdo do fogo. As folhas sdo crasso-
membranosas, glaucas e ferrugineo-hirsutas quando jovens. As flores sdo solitarias,
axilares, com pétalas engrossadas e carnosas. O fruto ¢ do tipo baga subglobosa, de
superficie tomentosa e tuberculada ou papilosa, contendo polpa levemente adocicada e de
cheiro agradéavel. Algumas vezes o fruto pode apresentar polpa avermelhada e mais doce
(Souza & Lorenzi, 2008).

Com relagdao ao sistema reprodutivo, Cavalcante et al. (2009) observaram as
flores em antese do araticunzeiro e o comportamento do inseto polinizador. Os autores
verificaram que, apesar da espécie ndo apresentar sistema de autoincompatibilidade, os
frutos de A. crassiflora sao formados, prevalentemente, por meio da fecundagao cruzada
(alogamia prevalente). Esse fato faz com que a espécie seja dependente de agentes
polinizadores. O araticum apresenta cantarofilia, os principais polinizadores identificados
s30 os besouros do género Cyclocephala, principalmente C. atricapilla Mannerheim e C.
octopunctata Burmeister. A polinizagdo por besouros ¢ muito comum entre espécies da
familia Annonaceae, sendo considerada plesiomoérfica nas angiospermas (Gottsberger,
1989a, 1999; Cavalcante et al., 2009).

As flores do araticunzeiro apresentam termogénese. Normalmente o processo
de aquecimento ¢ iniciado ao anoitecer. Sua temperatura interna pode ser até 10°C acima da
temperatura ambiente. O estigma apresenta uma camada de exsudato transparente. Com o
aumento da temperatura a flor exala um forte odor, que atrai os besouros. Em A. crassiflora
a antese ¢ gradual e inicia nas primeiras horas do dia e pode se estender até o inicio da
madrugada do dia seguinte. A receptividade aos polinizadores ocorre desde o inicio da
antese. A formagao do fruto ¢ mais provavel quando as flores sdo polinizadas nessa fase
inicial (Gottsberger, 1989a; Cavalcante et al., 2009).

Alguns trabalhos disponiveis na literatura avaliaram o sistema reprodutivo de
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espécies da familia Annonaceae (Gottsberger, 1999; Kiill & Costa, 2003), inclusive de A.
crassiflora (Gottsberger, 1989a, 1989b; Cavalcante et al., 2009). No entanto eles empregam
métodos indiretos, observando o comportamento dos insetos polinizadores. Apesar da
familia Annonaceae ser uma das mais antigas, dentre as angiospermas € apresentar varias
espécies economicamente importantes, existem poucos trabalhos que utilizam a abordagem
de empregar marcadores moleculares para quantificar a taxa de fecundagdo cruzada. Dentre
os trabalhos realizados com espécies da mesma familia, Lora et al. (2011) empregaram a
andlise de paternidade, por meio de marcadores microssatélites para avaliar o sistema
reprodutivo em A. cherimola. Diferente do observado pelos trabalhos com métodos
indiretos em A. crassiflora, os autores verificaram a presenca de autofecundagdo, que
variou entre 25% e 90%.

A taxa de frutificacdo observada na espécie ¢ baixa, em torno de 4%
(Cavalcante et al., 2009). Apesar da alta viabilidade do pdlen, a polinizagdo natural pode
variar muito, em fun¢ao das condi¢des ambientais, como por exemplo a agao dos ventos.
Esse fator pode influir negativamente na frutificacdo. A baixa taxa de frutificagdo também
pode ser explicada pela existéncia de plantas de araticunzeiro cujas flores, embora perfeitas,
ndo expoem o polen das anteras quando estd em fase masculina, o que caracteriza uma
planta funcionalmente feminina. Além disso, existem plantas cujas flores, embora perfeitas
e em numero abundante, ndo formam frutos, mesmo por meio da polinizacdo manual
cruzada, o que sugere que as plantas sejam funcionalmente masculinas. Esse fendmeno
chama a atenc¢ao, pois ¢ um indicio de que essa espécie tenha dioicia funcional. Porém ha
plantas hermafroditas, que apresentam flores produtoras de pélen e frutos (Cavalcante et
al., 2009).

A dispersao dos frutos das espécies neotropicais da familia Annonaceae,
provavelmente eram realizadas por herbivoros de grande porte, pertencentes a uma fauna ja
extinta, como por exemplo as grandes preguicas terrestres gigantes. Assim, esses frutos
exibem adaptacdes obsoletas, sendo que muitos deles apresentam grande porte, o que
dificulta a dispersdo por animais presentes na fauna atual. Isso faz com que esses frutos
fiquem acumulados na base das plantas matrizes, apodrecendo ou servindo de alimento

para insetos (Janzen & Martin, 1982). Esse fato explica o motivo pelo qual a dispersao dos
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frutos de A. crassiflora seja realizada quase que exclusivamente pela anta (7Zapirus
terrestris). Outros animais podem consumir ocasionalmente os frutos do araticunzeiro, tais
como o veado catingueiro (Mazama gouazoubira), lobinho (Cerdocyon thous), tatu
(Dasypus sp.) e algumas espécies de aves, mas elas ndo constituem dispersores efetivos.
Além disso, as caracteristicas dos locais de defecagdo do T. terrestris e a eliminag¢ao das
sementes intactas do araticunzeiro podem favorecer a germinagao da planta (Golin et al.,
2011).

Além das caracteristicas naturais do araticunzeiro, que podem limitar o alcance
do fluxo génico, a crescente fragmentacao do Cerrado pode levar as populagdes naturais da
espécie a apresentarem restricoes na dispersao de podlen e semente. Collevatti et al.
(2014) avaliaram geneticamente duas populagdes naturais de A. crassiflora, uma em area
conservada, pertencente a Estagdo Ecoldgica de Aguas Emendadas (ESECAE-DF) e outra
em area com marcada fragmentagdo, proxima ao municipio goiano de Padre Bernardo. Os
autores constataram que na area fragmentada a populagdo apresenta ajuste ao modelo de
isolamento por distancia, com forte estrutura espacial. Na populacdo conservada os
gendtipos estdo mais uniformemente distribuidos, sem estrutura espacial significativa.

Na literatura consta alguns trabalhos que empregaram a metodologia usada
aqui, que consiste na utilizacdo de marcadores microssatélites e teste de paternidade, ou o
método TwoGener, para avaliar o fluxo génico em espécies neotropicais (Nason et al.,
1998; Dick et al., 2003; Lacerda et al., 2008) e mesmo nativa do Cerrado (Collevatti et al.,
2010). Até o presente momento, entretanto ndo existe registro na literatura de trabalhos de
dispersdo de polen, empregando teste de paternidade, em nenhuma espécie da familia
Annonaceae. Mesmo os trabalhos com espécies polinizadas por besouros, usando
marcadores moleculares sdo raros. Apenas dois deles foram levantados por Ward et al.,
(2005), em um levantamento dos trabalhos que avaliaram o sistema de cruzamento e fluxo
génico mediado por polen, em arvores neotropicais, ambos apenas sobre sistema de
cruzamento.

Assim, o objetivo do trabalho foi caracterizar o sistema reprodutivo de plantas
provenientes de uma populagdo natural de A4. crassiflora. e determinar a distancia de

dispersao de pélen com base em analise de paternidade.
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Coleta do material vegetal

Para avaliar o sistema de cruzamento e as distincias de dispersdao de pélen em
A. crassiflora, foi utilizada uma populacdo natural localizada no municipio de Vila Propicio
- Goias (Latitude: -15,203; Longitude: -48,732), distante 211 km de Goidnia. A area de
coleta ¢ um fragmento de Cerrado, com 4,2 ha. A fragmentacao da vegetacao nativa nesse
municipio ¢ muito recente e data do inicio da década de 1930. A antropizacdo se deu em
funcdo da expansdo da atividade agropecuaria.
Nessa localidade foram coletados 74 frutos de 20 matrizes, em média 3,7
frutos por planta, além das folhas dessas plantas. Adicionalmente coletaram-se folhas de 92
arvores adultas, para serem avaliadas como as provaveis doadoras de polen, totalizando 112
plantas. Todas as plantas foram georreferenciadas. O material vegetal foi transportado para
o Laboratorio de Genética & Biodiversidade, no Instituto de Ciéncias Biologicas, na
Universidade Federal de Goias. Os frutos foram despolpados e as sementes retiradas para
extracdo do DNA total. Dos 74 frutos amostrados foram obtidas 2643 sementes, em média

35,7 sementes por fruto.

3.2.2 Obtencio dos dados moleculares

O DNA vegetal foi obtido das folhas com base no protocolo CTAB (Brometo de
Cetiltrimetilaménio), estabelecido por Doyle & Doyle (1987), descrito por Ferreira &
Grattapaglia (1998), comumente utilizado para diversas espécies nativas do Cerrado. O
procedimento consiste na lise da membrana celular, a partir do detergente cationico CTAB
e precipitagdo do DNA em élcool. As amostras de DNA foram quantificadas em gel de
agarose a 1%, por meio da técnica de eletroforese em cuba horizontal e coradas com

brometo de etideo. A quantificacdo foi realizada a partir da comparagao visual entre as
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bandas das amostras com o padrdo de peso molecular Fago Lambda da Invitrogen™. O
DNA foi diluido com 4gua ultra pura para a concentragao de trabalho igual a 1,5ng/ul.

No caso da extracdo de DNA das sementes foi necessario uma etapa adicional,
em fungdo da presenca de varios contaminantes, restos de metabdlitos secundarios, que nao
foram eliminados durante o processo de extragdo com o protocolo usual. Inicialmente o
DNA das 2643 sementes foi extraido e quantificado em gel de agarose 1%. Destas, as
amostras que apresentaram a maior quantidade de DNA foram selecionadas para uma
segunda extragdo. Nessa etapa foram escolhidas 23 sementes por arvore mae, totalizando
460 semente. Para remover os compostos secundarios restantes foi utilizado o kit de
extragao DNeasy 96 Plant Kit da Qiagen®, para fazer a extracdo do produto resultante da
utiliza¢do do protocolo CTAB.

O DNA foi amplificado via reagdo em cadeia da polimerase (PCR) com seis
pares de iniciadores de regides microssatélites, desenvolvidos por Pereira et al. (2008). Para
cada amostra foi preparada uma reagdo com volume final de 10,5 pL composta por: 4,5 ng
de DNA, 0,25 uM de cada iniciador (forward e reverse), 0,25 mM de cada um dos dNTPs,
tampao (1 mM Tris-HCI, pH 8,3; 5 mM KCI), 1,5 mM MgCI2, 0,25mg/mL BSA (Bovine
Serum Albumin), 1 U Taq DNA polimerase da Phoneutria® e agua ultra pura q.s.p. O
programa de amplificacao do termociclador Veriti® da Applied Biosystems® consistiu dos
seguintes passos: 1) — desnaturagdo do DNA a 94°C por cinco minutos; 2°) — 94°C por 1
minuto; 3°) — anelamento do iniciador em temperatura especifica por 1 minuto; 4°) —
extensao da molécula de DNA pela enzima Taq DNA polimerase a 72°C por 1 minuto; 5°)
— 30 ciclos seguindo do 2° ao 4° passo; 6°) — extensao de 7 minutos a 72°C, para finalizar
os produtos amplificados.

Foram montados dois sistemas multiplex para a genotipagem no analisador
automatico de DNA 3500 da Applied Biosystems® (Tabela 1). O loco Acr20 foi analisado
separadamente, por possuir mesma amplitude e/ou mesma coloracao do Acr01 (multiplex

01) e Acr22 (multiplex 02).
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Tabela 1. Conjunto de iniciadores microssatélites em esquema de genotipagem multiplex,
conforme foram empregados para avaliacao do sistema de cruzamento e fluxo
génico via pdélen em uma populagdo natural de A. crassiflora, proveniente do

estado de Goias, Brasil.

Multiplex Loco Fluorocromo

Acr01 6FAM

01
Acr26 HEX
Acrl0 6FAN

02 Acrl9 HEX
Acr22 6FAN
Acr20 6FAN

A reagdo para a eletroforese capilar foi montada para um volume final de 10uL,
composta por: 1uL do produto da reagdo de amplificacdo, 0,25 pL de marcador interno de
peso molecular ROX Size Standard e 8,75 pL de formamida Hi-Di® Applied Biosystems®.
Essa solugdo foi submetida a desnaturagdo por 5 minutos a 95°C, seguida de resfriamento

imediato a 0°C por 1 minuto.

3.2.3 Avaliacao dos locos microssatélites

Inicialmente os gendtipos foram obtidos por meio da andlise dos
eletroferogramas no programa GeneMapper® V. 5 da Applied Biosystems®. Em seguida,
os genoétipos foram usados para avaliar tanto os erros de genotipagem, quanto a existéncia
de alelos nulos e “dropout”, o que pode prejudicar as andlises do sistema reprodutivo e de
atribui¢do de paternidade. Para essa finalidade foi usado o programa Micro-Checker (Van
Oosterhout et al., 2004). As analises foram conduzidas com 1000 permutagdes. Nessa etapa
foram utilizados apenas os genotipos das arvores adultas. Essa decisdo foi tomada, pois o
Micro-Checker utiliza os desvios das proporgdes genotipicas (homozigosidade) esperadas

pelo equilibrio de Hardy-Weinberg para avaliar os erros de genotipagem, “dropout” e a
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presenca de alelos nulos. Sendo assim, as sementes foram excluidas da andlise, pois a
estrutura familiar pode gerar desvios, confundindo as andlises. Um “dropout” ocorre
quando em um genoétipo os alelos sdo de tamanhos muito diferentes. Nesse casso, o alelo
menor amplifica mais rdpido e gera um sinal de fluorescéncia tdo alto que o alelo maior
pode nao ser facilmente visualizado e, portanto, ignorado. Um alelo nulo, por sua vez,
ocorre quando ha uma mutacdo no sitio de anelamento do iniciador, ndo ocorrendo a
amplifica¢do, ainda que o loco microssatélite exista. Quando a mutacdo estd presente em
apenas um dos cromossomos, o individuo ¢ identificado como homozigoto, ainda que seja
heterozigoto (Shaw et al., 1999).

A capacidade de discriminar os individuos estd intimamente associada ao nivel
de polimorfismo dos marcadores microssatélites. O nivel de variabilidade foi avaliado a
partir do nimero de alelos por loco. Foi estimado ainda a diversidade genética de Nei (H.) e
o coeficiente de endogamia (f), para verificar a ocorréncia de desvios das proporcdes
genotipicas do esperado na vigéncia do equilibrio de Hardy-Weinberg. Esses parametros
foram obtidos por meio do pacote “hierfstat” no programa R (Goudet, 2005). A habilidade
dos locos microssatélites em discriminar os individuos foi medida com base nas
probabilidades combinadas de identidade (P/) (Paetkau et al., 1995) e de exclusdo de
paternidade (P) (Weir, 1996). Para gerar esses valores foram empregados os gendtipos das
plantas adultas, na etapa de andlise de frequéncias alélicas, implementada no programa
CERVUS (Kalinowski et al., 2007). Além disso, foi realizada a analise de equilibrio de
ligacdo entre todos os pares de locos, usando a correcao de Bonferroni, por meio do Teste

Exato de Fisher, com dez mil randomizagdes no programa GDA (Lewis & Zaykin, 2001).

3.2.4 Caracterizacao genética da populacio

O nivel e organizacdo da variabilidade genética na populacdo estudada foi
avaliada por meio da heterozigosidade observada (H,) e diversidade genética de Nei (1972),
que ¢ representada pela heterozigosidade esperada (H.) sob equilibrio de Hardy-Weinberg.

O nivel de endogamia na populacdo, que reflete a organiza¢do da variabilidade genética
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intrapopulacional foi avaliada por meio do coeficiente f. As andlises foram conduzidas
segundo Weir & Cockerham (1984), por meio do pacote ‘“hierfstat” no programa R

(Goudet, 2005). Os parametros foram estimados usando os gendtipos das plantas adultas.

3.2.5 Avaliacao do sistema reprodutivo

O sistema reprodutivo foi avaliado a partir do método direto, em que as
progénies oriundas de um evento de fecundagdo sdao utilizadas. Com esse objetivo foi
empregado o modelo misto, proposto por Ritland & Jain (1981) . Esse modelo assume que
uma fracdo das progénies avaliadas foi formada por eventos de autofecundacdo (s) e a
fracdo restante por eventos de fecundagdo cruzada (7). O modelo misto tem alguns
pressupostos importantes. Os locos empregados na andlise devem segregar
independentemente e, portanto, ndo estarem ligados (equilibrio de ligacdo). Além disso, a
fracdo das progénies resultantes da alogamia deve ter sido formada por cruzamentos
aleatorios. As frequéncias alélicas no pool de pdlen devem ser homogéneas em relagdo as
suas frequéncias no pool de 6vulos. Nao devem existir diferencas de fecundidade entre as
familias, ou plantas/matrizes. Por fim, os locos empregados ndo devem estar sob pressao de
selecdo e mutagdo (Ritland & Jain, 1981; Ritland, 2002).

Inicialmente foram estimadas as frequéncias alélicas do “pool” de pdlen e do
conjunto de 6vulos usando o programa MLTR — Multiloco Mating System Program
(Ritland, 2002), com base nos genotipos das progénies e das plantas matrizes. A
homogeneidade das frequéncias do “pool” de polen em relagdo ao conjunto de dvulos foi
testada a partir da estatistica Fsz. A significancia dos valores foi aferida pelo teste do y2, de
acordo com o método proposto por Workman & Niswander (1970). A diferenciagdao das
frequéncias alélicas ajuda a compreender a estrutura de cruzamentos na populacdo. Quando
ha panmixia as frequéncias alélicas do “pool” de poélen ndo diferem das frequéncias alélicas
do conjunto de 6vulos (Sebbenn, 2005).

Os parametros estimados, que descrevem o sistema reprodutivo foram: taxa de

cruzamento multiloco (t,) geral e por familia e taxa de cruzamento uniloco (,). A
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diferenga entre t, e t, permitiu avaliar a ocorréncia de cruzamentos entre plantas
aparentadas na populagdo (t,—t,). Foi estimada também a correlagio multiloco de
paternidade (f‘p(m)). Esse pardmetro ¢ definidlo no modelo de cruzamentos

correlacionados de Ritland (1989), que trata cada par de semente da prole como sendo uma
unidade de observagdo. Assim, a correlagdio multiloco de paternidade denota a
probabilidade de que dois irmaos, derivados de fecundacdo cruzada sejam irmaos

completos. Foi estimada também a correlagio de autofecundagdo () entre duas plantas,

dentro de uma familia. Esse parametro denota a probabilidade de ser encontrada uma
semente gerada por autofecundagdo, em uma matriz em que outra semente autofecundada
foi anteriormente encontrada. Para gerar os intervalos de confianga para cada uma das
estimativas foi empregado o procedimento de bootstrap com 1000 randomizagdes. Os
parametros foram estimados por meio do programa MLTR — Multiloco Mating System
Program (Ritland, 2002).

A estrutura genética dentro das familias maternas foi avaliada conforme

Sebbenn (2002). Os valores de ¢, e foram empregados para calcular a proporc¢ao

p(m)

A

de irmdos completos: ﬁ(IC)mefp(m), meios 1rmaos: P(MI):(l—fp(m))f e irmdos de

m

autofecundagao 13( mw=1— t .
3.2.6 Analise de paternidade e distancia de dispersao de pélen

Para medir as distancias do fluxo génico mediado por pdlen foi empregada a
metodologia de atribuicdo de paternidade, a partir dos locos microssatélites. A paternidade

foi inferida a partir de razdo de verossimilhanga:

LR—Hl
=",

em que H,; corresponde a hipdtese de que uma arvore seja a verdadeira doadora
de polen e H. a hipdtese de que o esse doador seja um individuo aleatério na populagdo.
Para cada provavel doador de pdlen na populacdo foi calculada uma razido de

verossimilhanca (LR) multiplicando os valores de LR para cada loco. Extraindo o logaritmo
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natural (/n) de LR de cada genitor, ¢ o obtido o LOD score. Quando o valor de LOD ¢
positivo, indica que a hipdtese H;, ou seja, de que o doador de polen € o candidato avaliado,
tem maior verossimilhanca que a hipdtese alternativa relativa ao outro individuo amostrado
aleatoriamente. Quando dois ou mais candidatos apresentaram o valor de LOD positivo ¢
utilizada a estatistica A (delta). Essa, por sua vez, corresponde a diferenca do valor de LOD
do doador de pdlen mais verossimil e o do segundo doador de pdlen mais verossimil
(Kalinowski et al., 2007).

Em seguida, foi realizada uma simulacdo da analise de paternidade, em que
foram gerados os valores criticos de A. Foram empregados dois niveis de confianca; 95%
(estrito) e 85% (relaxado). Essa etapa objetivou confrontar os valores de A obtidos nas
atribuicdes de paternidade com o valor critico gerados por simulacdo, para testar sua
significancia. O genitor paterno candidato foi determinado como doador de pdlen se a
diferenga entre o seu valor de LOD e o valor do segundo candidato for maior que o A
critico. A proporcao de doadores de pélen amostrada na populacao natural foi considerada
de 0,97 e de locos genotipados de 0,94. Foi apontado como possivel erro de genotipagem a
proporcao de 0,05 e os individuos com menos que trés locos genotipados foram descartados
da atribui¢do. As andlises de atribuicdo de paternidade foram conduzidas no programa
CERVUS (Kalinowski et al., 2007).

Os resultados da analise foram utilizados para verificar a paternidade multipla
nos frutos e construir um histograma com a distribui¢do da frequéncia dos eventos de
polinizacdo, de acordo com as classes de distancia. A atribui¢do de paternidade a 85% de
confianga, juntamente com os dados de GPS foram empregados para calcular a distdncia da

polinizagdo, em metros, assim como a média dos eventos de polinizagdo e o desvio padrao.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Polimorfismo dos locos e diversidade genética da populacio

As andlises no programa Micro-Checker, a partir dos dados das plantas da
populagdo natural, indicaram que os locos avaliados nao apresentam excessos de gendtipos
homozigotos, quando comparados com os valores esperados sob equilibrio de Hardy-
Weinberg, com 5% de significancia. Além disso, ndo foi evidenciada a presenca de alelos
nulos e “dropout”. Os resultados indicam auséncia de erros de genotipagem. Sob esse ponto
de vista, os locos sdo adequados para avaliar o sistema reprodutivo e realizar as anélises de
paternidade, com o objetivo de medir a distancia de polinizagao.

O numero de alelos por loco (4) variou de 4 a 12 (média 8,5). A diversidade
genética, representada pela heterozigosidade esperada sob equilibrio de Hardy-Weinberg
(H.) variou de 0,479 a 0,813 (média 0,628). A heterozigosidade observada (H,) variou de
0,445 a 0,835 (média de 0,640). O indice de fixagdo intrapopulacional (f) variou de -0,157 a
0,070 (média -0,019) (Tabela 2).

Tabela 2. Numero de alelos por loco (4), heterozigosidade esperada sob equilibrio de
Hardy-Weinberg (H.), heterozigosidade observada (H,), indice de fixacao
intrapopulacional (f), probabilidade de identidade (P[) e probabilidade de
exclusao de paternidade (P) dos locos SSR das plantas de A. crassiflora

provenientes da populagdo natural de Vila Propicio, Goiés, Brasil.

Loco A H, H, f PI P

Acr01 12 0,770 0,835 -0,085 0,087 0,245
Acrl0 5 0,479 0,445 0,070 0,307 0,559
Acrl9 7 0,595 0,688 -0,157 0,214 0,465
Acr20 11 0,813 0,811 0,003 0,061 0,187
Acr22 12 0,611 0,595 0,027 0,174 0,365
Acr26 4 0,503 0,469 0,069 0,316 0,608

Média 8,5 0,629 0,640 -0,019 PI(C) =1,921x10° P(C) = 0,997
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O nivel de polimorfismo (A4) e diversidade genética (H.) dos locos
microssatélites pode ser considerada mediana. Os valores obtidos aqui sdo inferiores aos
estimados por Pereira et al. (2008), ao avaliar 10 locos SSR em uma popula¢do natural de
A. crassiflora, proveniente do estado de Goids, quando sdo comparados, exclusivamente, os
mesmos conjuntos de marcadores moleculares. Os autores verificaram quase o dobro do
numero médio de alelos por loco (16,33). A diversidade genética e a heterozigosidade
observada também foram mais elevadas (0,879 e 0,766). O que explica a diferencia¢do dos
valores de H. ¢ a heterogeneidade das frequéncias alélicas. Quando elas sdo mais
equilibradas, a diversidade genética ¢ mais elevada (Hartl & Clark, 2010). Valores
medianos de H. indicam maior heterogeneidade dessas frequéncias, em comparagdo ao
estudo citado. Por sua vez, as estimativas de H, sdo afetadas pelo nivel de polimorfismo dos
locos (4), que ¢ inferior no presente trabalho, além do sistema reprodutivo e a presenca de
cruzamentos endogamicos, que reduzem a quantidade de genotipos heterozigotos
observados (Charlesworth & Wright, 2001).

A probabilidade combinada de identidade (PI) foi de 1,921x107, ou seja, a
probabilidade de que duas plantas na populagdo tenham genotipos idénticos ¢ de
aproximadamente 2 em 100 mil. Considerando que a populagdo inteira, avaliada nesse
estudo, ¢ formado por 112 arvores adultas e 460 sementes e que todos os registros no Brasil
de A. crassiflora, no banco de dados do Species Link, ndo passa de 550 pontos de
ocorréncia (Cria, 2015), a probabilidade de identidade (PI) obtida aqui é muito razoavel.
Dificilmente duas plantas teriam o mesmo gendtipo, por acaso, mesmo considerando todos
os registros da espécie. A probabilidade combinada de exclusdo de paternidade (P) foi de
0,997 (99,7%), que representa a probabilidade de excluir um genitor que ndo seja o
verdadeiro doador, com base no gendtipo (Tabela 2). Os valores de P, considerados ideais,
estdo entre 97% e 99%. Nessa faixa de magnitude € possivel resolver a paternidade de uma
semente com confianga (Ashley, 2010).

Os estimativas de P/ e P, obtidas no presente estudo, mostram que os locos
microssatélites usados sdo adequados para avaliacdo do sistema reprodutivo e andlise de
paternidade. Apesar disso, a estimativa de P/ foi maior que a obtida por Collevatti et al.

(2014), igual a 2,03x10"°. Da mesma forma, os autores obtiveram um valor superior para
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P, igual a 0,99999. O trabalho citado foi desenvolvido em duas populagdes de A.
crassiflora, sendo uma delas a mesma usada no presente estudo, no entanto com uma
bateria de locos maior, com 10 iniciadores. Embora, no presente estudo, tenha sido utilizada
uma quantidade menor de locos microssatélites, as estimativas de P/ e P sugerem que seis
iniciadores sdo suficientes para atingir os objetivos desse trabalho, resultando em menor
esfor¢co de amostragem genética. Ritland & Jain (1981) j& haviam mostrado, por meio de
simulagdo, que quatro locos isoenzimaticos, com frequéncias alélicas intermediarias e 200
individuos avaliados, s3o suficientes para boas estimativas da taxa de fecundagdo cruzada
multiloco. A adicdo de mais locos marcadores, no entanto, reduz rapidamente a variancia
das estimativas.

A anélise de equilibrio de ligagao evidenciou que os locos AcrO1 e Acrl9 (valor
de p < 0,001 com 5% de significancia) ndo satisfazem a hipotese de associagdo aleatdria
dos locos. Os demais pares encontram-se em equilibrio de ligacao (a = 0,00333; Corregao
de Bonferroni para testes multiplos). O equilibrio de ligacdo ¢ um importante pressuposto
na avaliacdo do sistema reprodutivo (Ritland & Jain, 1981; Ritland, 2002). Quando as
frequéncias alélicas de dois locos estdo associadas, por qualquer razdo, as estimativas que
levam em conta a média dos valores entre diferentes locos podem sofrer viés. Isso ocorre
pois mais peso ¢ dado para o padrdao evidenciado pelo par em desequilibrio de ligacao, em
comparagdo com os outros locos (Weir, 1996). Apesar da discussdo levantada pela
literatura, o desequilibrio de ligacdo observado causou pouco efeito nas estimativas
relacionadas ao sistema reprodutivo. Ainda que um dos dois iniciadores tenha sido
removido, os valores estimados variaram muito pouco. Por isso, optou-se por realizar as
analises com os seis iniciadores.

Com relacdo ao polimorfismo e organizacdo da diversidade genética, a
populacdo natural de A. crassiflora avaliada apresenta niveis intermediarios de H.. A
diferenca entre os valores médios de H. e H, foi pequena, o que resultou em estimativa nula
e ndo significativa do coeficiente de fixacdo intrapopulacional (f). Este resultado indica que
ndo had desvios das frequéncias genotipicas em relacdo as condi¢des esperadas pelo
Equilibrio de Hardy-Weinberg. Sendo assim, ndo foi possivel detectar o cruzamento entre

individuo aparentados, nessa populagcdo. A auséncia de endogamia em populacdes de A.
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crassiflora foi reportada, pela primeira vez, por Telles et al. (2003), usando marcadores
isoenzimaticos. Os autores verificaram auséncia de desvios da panmixia em populagdes

naturais da espécie, provenientes do estado de Goias.

3.3.2 Sistema reprodutivo

A homogeneidade das frequéncias alélicas do “pool” de polen, em relacao as
frequéncias alélicas do conjunto de dvulos foi refutada, com nivel de significancia de 5%.
Foi observada, no entanto, pequena diferenciacdo nas frequéncias alélicas entre o conjunto
de polen e 6vulo, com valores de Fsr que variaram entre 0,0025 (Acrl9) a 0,0414 (Acrl0)
(Tabela 3). Esse resultado ¢ interessante, visto que a populagdo adulta de plantas nao
apresentou desvios do modelo de cruzamentos aleatérios, quando avaliada por meio do
coeficiente de fixacdo intrapopulacional (f). A pequena estruturagdo das frequéncias alélicas
nas arvores adultas, identificada com os genotipos das sementes, indica a ocorréncia atual
de desvios da panmixia. Essa diferenciagdo pode ser gerada por meio da ocorréncia de
autofecundagdo, em uma taxa mais elevada que a esperada por Equilibrio de Hardy-
Weinberg, cruzamentos biparentais, endogamia, ou ainda variagdes espaciais na fenologia

de florescimento das plantas (Gusson et al., 2006).

Tabela 3. Diferenciacdo das frequéncias alélicas do “pool” de polen, em relacdo as
frequéncias alélicas do conjunto de 6vulos, por meio dos valores de Fsr por
loco, com os respectivos graus de liberdade (GL), y*> de cada teste e os valores
de p associados a hipotese de homogeneidade das frequéncias alélicas entre os
gametas masculinos e femininos de 4. crassiflora provenientes da populagdo

natural de Vila Propicio, Goids, Brasil.

Locos Fsr GL v Valor de p
Acr01 0,0044 14 47,27 1,73x10°%
Acrl0 0,0414 8 293,38 1,06x108
Acrl9 0,0025 9 20,64 1,43x10?

Acr20 0,0226 9 182,90 1,25%1073
Acr22 0,0064 14 77,97 6,71x10"

Acr26 0,0079 7 47,43 4,60x10%
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A taxa de cruzamento multiloco (t,) foi de 0,974 (£0,011) e a taxa de
cruzamento uniloco (¢,) foi de 0,909 (£0,022). A estimativa de ¢, ¢ compativel com

sistema de reprodu¢dao com prevaléncia de alogamia (Fryxell, 1957). A estimativa dos

parametros do sistema reprodutivo realizadas por familia, evidenciaram que os valores de

A

t, variaram entre 0,839 (fam12) a 0,993 (famO1, fam06, fam08, fam14, fam15, fam16).
Os valores de {, variaram entre 0,783 (fam03) e 0,952 (famO1) (Tabela 4).

Tabela 4. Estimativas por familia da taxa de cruzamento multiloco (t,), taxa de
cruzamento uniloco t., taxa de cruzamento entre individuos aparentados
(t,,—t,) das plantas de A. crassiflora provenientes da populagdo natural de

Vila Propicio, Goias, Brasil.

Familia t, 25 im - is
Fam01 0,993 (£0,002) 0,952 (+0,014) 0,041 (£0,011)
FamO02 0,943 (£0,004) 0,936 (£0,014) 0,007 (£0,011)
FamO03 0,883 (£0,003) 0,783 (£0,059) 0,099 (£0,058)
FamO04 0,953 (£0,002) 0,862 (£0,021) 0,091 (£0,022)
Fam05 0,984 (+0,007) 0,876 (+0,021) 0,108 (0,027)
FamO06 0,993 (+0,002) 0,914 (£0,011) 0,079 (+0,010)
Fam07 0,967 (£0,011) 0,929 (+0,014) 0,038 (40,005)
FamO08 0,993 (+0,002) 0,909 (+0,013) 0,084 (£0,012)
Fam09 0,977 (x0,008) 0,891 (£0,012) 0,086 (£0,014)
Fam10 0,956 (£0,003) 0,882 (£0,017) 0,074 (£0,017)
Faml1 0,931 (£0,004) 0,899 (£0,013) 0,033 (£0,010)
Fam12 0,839 (+0,004) 0,874 (+0,019) 0,035 (£0,016)
Fam13 0,963 (+0,006) 0,877 (£0,015) 0,087 (£0,016)
Fam14 0,993 (+0,002) 0,923 (£0,013) 0,070 (£0,011)
Faml5 0,993 (+0,002) 0,887 (£0,013) 0,106 (£0,014)
Faml6 0,993 (+0,002) 0,926 (£0,015) 0,066 (£0,012)
Faml7 0,974 (£0,009) 0,903 (+0,008) 0,071 (£0,009)
Fam18 0,989 (+0,005) 0,877 (+0,019) 0,112 (0,022)
Fam19 0,980 (+0,008) 0,925 (£0,014) 0,055 (£0,008)
Fam?20 0,955 (£0,008) 0,947 (£0,015) 0,009 (£0,011)
Média(Desvio Padrio) 0,974 (£0,011) 0,909 (£0,022) 0,065 (£0,017)

- Em negrito estdo destacados os valores maiores e menores de cada estimativa

As estimativas da taxa de cruzamento multiloco, obtidas nas familias,
evidenciam a ocorréncia de até¢ 16,1% de autofecundagdo. Esse resultado ¢ muito
interessante, visto que A. crassiflora ¢ uma espécie protoginica, sendo essa caracteristica

bastante comum dentro da familia Annonaceae (Gottsberger, 1988, 1989a). Apesar disso, ha
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variacdo na antese € no periodo de maturacdo das flores. A maturidade da fase feminina,
geralmente ¢ atingida na mesma noite em que a flor comega a abertura. No entanto, quando
as flores comecam a abrir suas pétalas no final da tarde, elas entram na fase feminina
apenas na noite do dia seguinte. A fase masculina da flor tem inicio por volta das 22 h, que
¢ caracterizada pelo afrouxamento da massa de estames e liberagdo do pdlen. Ela pode
durar até as 6 h. Apds a fase masculina, os verticilos florais destacam-se da planta e caem
no chao. O besouro Cyclocephala spp. passa o dia dentro da flor e sai no inicio da noite do
segundo dia, por volta as 18 h. Esses besouros sdo atraidos pelo odor das flores que estdo
na fase feminina (Gottsberger, 1989b).

E natural supor que as flores caidas, com os besouros na cdmara floral, fiquem
proximas as arvores de origem. O horario de saida dos besouros, no final da tarde, coincide
com a maturacdo da fase feminina das flores (Gottsberger, 1989b), que iniciaram a abertura
apenas no final da tarde anterior. Isso pode levar ao cruzamento entre flores diferentes,
dentro do mesmo individuo, o que ¢ conhecido por geitonogamia. Esse mecanismo
sincronizado pode explicar a autofecundacio observada em A. crassiflora, pois do ponto de
vista genético, a geitonogamia ¢ indiferenciada da transferéncia de pdlen para o estigma da
mesma flor.

A espécie A. crassiflora tem sido considerada alégama. Até o presente
momento ndo foi observado diretamente nenhum evento espontaneo de autofecundagdo, em
populagdes naturais, mesmo com a constatagdo de autocompatibilidade. Cavalcante et al.
(2009) salientam, inclusive, que 4. crassiflora pode apresentar dioicia funcional. Em um
trabalho de polinizagdo manual, os autores observaram a existéncia de plantas com flores
perfeitas, que ndo expdem o polen das anteras, na fase masculina. Isso caracteriza plantas
funcionalmente femininas. Além disso, os autores observaram flores que ndo formavam
frutos, mesmo com polinizagdo manual cruzada, caracterizando plantas funcionalmente
masculinas, além das plantas hermafroditas.

Telles et al. (2003) estimaram a taxa aparente de autofecundagdo (s.) e
fecundacdo cruzada (#,), que sdo métricas empregadas para avaliar o sistema reprodutivo
indiretamente, com base no Equilibrio de Wright, usando a estimativa do coeficiente de

endogamia (f). Os autores utilizaram quatro sistemas isoenzimaticos em seis populagdes
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naturais. Apesar da estimativa de #, média entre as populagdes ter sido proxima a 1,0, o que
caracteriza uma espécie alégama, os valores por populagdo foram diversos. As estimativas
variaram entre 0,742 a 1,0, o que salienta a possibilidade de ocorréncia espontanea de
autofecundagdo, embora o método usado seja indireto. A constatagdo da ocorréncia
espontanea de autofecundagdo, por meio da observacao direta de gendtipos provenientes de
familias maternas, no presente estudo, mostra que o sistema reprodutivo da espécie A.
crassiflora ¢ mais diversificado que o relatado na literatura, até o presente momento.

E esperada uma variagio na taxa de fecundagio cruzada em espécies
autocompativeis. Essa variacdo pode ocorrer tanto entre populacdes diferentes, quanto entre
arvores matrizes, dentro da mesma populagdo, conforme o observado no presente estudo. A
variacdo na taxa de cruzamento em pequena escala, entre individuos dentro da populagao,
da populagdo ao longo do tempo e entre os eventos de floragdo, dentro da populagdo tem
relagdo com a assimetria na densidade de floracdo, disponibilidade de flores masculinas,
além da distribuicao espacial das arvores (Murawski & Hamrick, 1991; Nason & Hamrick,
1997). Murawski et al. (1990) demonstraram, em Cavanillesia platanifolia, uma espécie de
sistema misto de reproducdo, uma relacio positiva entre a taxa de fecundagdo cruzada e a
disponibilidade de flores, com altas taxas de autofecundacdo em populagdes, ou anos com
baixa taxa de floracdo. Em plantas isoladas do grupo principal da populacao também houve
a ocorréncia de indices mais elevados de autofecundacao.

No presente estudo ndo foi observada autofecundagdo em plantas isoladas, ao
contrario disso. A familia 12 (¢, = 0,839), por exemplo, ndo estava isolada espacialmente.
Assim, a assimetria na floracao ¢ um dos fatores que pode explicar essa variacao na taxa de
fecundagdo cruzada, entre plantas matrizes. Em Ceiba pentandra (Malvaceae), por
exemplo, a taxa de cruzamento variou entre completa autofecundagdo e completa alogamia.
Essa variacao € explicada tanto pela pela assincronia no tempo de floragdo, quanto pelo
comportamento nao aleatorio do polinizador (Murawski & Hamrick, 1992).

A taxa de cruzamento entre individuos aparentados foi baixa, sendo igual a
0,065 (+0,017). Na estimativa por familias a diferenciacdo entre fm e fs variou entre
-0,030 (fam12) e 0,112 (fam18). O contraste t,,~t, &um indicativo de estrutura genética

intrapopulacional. Os desvios do cruzamento aleatério nao afetam os locos da mesma
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forma, assim, os valores de t,, que sdo estimativas independentes da taxa de fecundacao

cruzada (7) e t,, ,baseado na distribui¢do de probabilidade de 7, com gendtipos multiplos,
revelam a ocorréncia de cruzamentos entre parentes (Ritland & Jain, 1981). O valor médio
para a taxa de cruzamento entre individuos aparentados, obtido aqui, ¢ consistente com a
estimativa do coeficiente de endogamia (f), que ndo diferiu de zero, indicando cruzamentos
aleatorios.

A estimativa global da correlagdo multiloco de paternidade (?p(m)) foi 0,302
(£0,045). A correlagdo de autofecundagio (7,) foi igual 0,104 (+£0,008). A propor¢do de
irmaos completos, meios irmaos e irmaos de autofecundagdo, considerando todas as

familias maternas foi de 29,4%, 68% e 2,6%, respectivamente (Tabela 5).
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Tabela S. Estimativas por familia da correlagdo multiloco de paternidade (fp(m)),

correlacdo de autofecundagdo f,, propor¢do de irmaos completos (13(IC)),

propor¢ao de meios irmaos (13( M,)) , € propor¢ao de irmdos de autofecundacdo

(13( ,A)) das sementes de A. crassiflora provenientes da popula¢ao natural de

Vila Propicio, Goids, Brasil.

A

A

A

Familia Fp(m) rs P Py Py
FamO1 0.105 (£0.011) 0.109 (£0.000) 0.104 0.889 0.007
Fam02 0.156 (£0.021) 0.105 (£0.002) 0.147 0.796 0.057
FamO03 0.206 (+£0.022) 0.082 (+£0.011) 0.182 0.701 0.117
Fam04 0.412 (+£0.076) 0.093 (+0.008) 0.393 0.560 0.047
FamO05 0.071 (£0.012) 0.110 (£0.001) 0.093 0.891 0.016
Fam06 0.060 (£0.010) 0.109 (£0.000) 0.088 0.905 0.007
FamO07 0.117 (£0.007) 0.104 (+£0.001) 0.113 0.854 0.033
FamO08 0.217 (£0.033) 0.109 (+0.000) 0.215 0.778 0.007
Fam09 0.141 (£0.034) 0.105 (£0.001) 0.325 0.652 0.023
Fam10 0.126 (£0.019) 0.096 (£0.007) 0.120 0.836 0.044
Famll1 0.103 (£0.011) 0.092 (+£0.007) 0.096 0.835 0.069
Faml12 0.200 (£0.027) 0.093 (£0.006) 0.168 0.671 0.161
Fam13 0.211 (£0.027) 0.098 (£0.005) 0.203 0.760 0.037
Fam14 0.129 (£0.018) 0.109 (£0.000) 0.128 0.865 0.007
Faml5 0.627 (£0.096) 0.109 (£0.000) 0.623 0.370 0.007
Famlo6 0.150 (£0.025) 0.109 (£0.000) 0.149 0.844 0.007
Fam17 0.133 (£0.014) 0.101 (£0.003) 0.130 0.844 0.026
Faml8 0.303 (£0.039) 0.110 (£0.000) 0.300 0.689 0.011
Fam19 0.381 (+0.065) 0.112 (£0.002) 0.373 0.607 0.020
Fam20 0.173 (£0.025) 0.105 (£0.002) 0.165 0.790 0.045
Geral 0.302 (£0.045) 0.104 (£0.008) 0.294 0.680 0.026

- Em negrito estdo destacados os valores maiores e menores de cada estimativa

A estrutura genética dentro das familias maternas esta relacionada com a taxa

de cruzamento das arvores. Na familia 12 foi observada a maior propor¢ao de irmdos de

autofecundacdo (16,1%), pois a arvore materna 12 foi a matriz com a menor taxa de

fecundacdo cruzada (0,839). A propor¢ao de irmaos completos € meios irmaos, por sua vez,

¢ maior quanto mais elevada ¢ a taxa de fecundacdo cruzada. Os resultados evidenciam
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uma heterogeneidade na composi¢ao das progénies oriundas de cruzamento. Na familia 15
62,3% das sementes sdo aparentadas no grau de irmaos completos, enquanto que na familia
06, por outro lado, apenas 8,8% das sementes tem esse nivel de parentesco. O mesmo pode
ser observado em relagdo aos meios irmaos, em que a propor¢do variou entre 37%, na
familia 15 a 90,5% na familia 06.

A heterogeneidade da composi¢ao das progénies resultantes de cruzamento ¢
funcdo, ainda, da variacdo da correlagdo de paternidade. A estimativa desse pardmetro
variou entre 0,060 a 0,627. A causa de ocorréncia da correlacdo de paternidade pode ser
devido ao comportamento de forrageamento do polinizador. Quando a visitagdo ocorre com
maior frequéncia entre arvores vizinhas, as sementes tendem a ter os mesmos genitores e
serem aparentadas no grau de irmaos completos. Além disso, a correlacdo de paternidade
pode ser resultado do pequeno nimero de arvores na vizinhanga (Sun & Ritland, 1998). A

assincronia na floragdo entre arvores também gera maiores estimativas de 7. Em

adi¢do, a baixa densidade da populacdo aumenta a correlagdo de paternidade, em funcdo da
pequena diversificagdo dos grios de polen, que podem ser oriundos de poucas arvores

doadoras (Murawski & Hamrick, 1991).

A correlagao de autofecundacgao (f“s), por sua vez, variou pouco, entre 0,082

e 0,112. Esse parametro, além de denotar a probabilidade de ocorréncia de uma semente de
autofecundacdo, em uma progénie em que foi encontrada uma outra semente
autofecundada, também mede a variacdo na taxa de fecundagdo cruzada entre arvores
maternas. Quando a estimativa de 7, ¢ igual a um, indica que parte das progénies é
formada, exclusivamente, por fecundagdo cruzada e parte delas por autofecundacdo
(Ritland, 1989b). No presente estudo ndo houve essa simetria. A fecundagdo cruzada foi
predominante, com ocorréncia de pequenas taxas de autofecundagdo, o que explica a
pequena variagao na correlacao de autofecundagao.

De uma maneira geral, as espécies arboreas tropicais t€m mostrado um sistema
reprodutivo misto, com prevaléncia de fecundagdo cruzada, com taxa superior a 85%.
Plantas perenes, com ciclos de vida mais longos tendem a acumular grandes quantidades de
mutacdes somaticas e a autopolinizacao poderia expor essas mutagdes deletérias. Assim, a

selecdo natural poderia ter conduzido essas espécies a uma alta taxa de cruzamento, com
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pequena ocorréncia de autofecundagdo (Lande & Schemske, 1985), o que explica o valor

encontrado para correlacao de autofecundacao

3.3.3 Fluxo génico contemporaneo via pélen

Com as analises de paternidade foi possivel identificar o genitor paterno de 108
sementes, em um total de 435 (25%) com nivel de confianca de 95% (estrito) e de 185
sementes (43%) com nivel de confianga de 80% (relaxado). Para os célculos da distancia de
dispersdao de polen foi empregado o nivel relaxado. A atribui¢do de paternidade observada
foi baixa. O que pode explicar esse fato ¢ a presenca de outros fragmentos a distancias
menores que 1 km, da populacdo empregada (Figura 4). Além disso, na ocasido da coleta,
foi observado que varias arvores haviam sido derrubadas (Chaves, comunicagao pessoal). A
area que circunda essa populacdo apresenta atividade agricola e a derrubada dessas plantas

deve estar associada a expansdo das areas de cultivo.
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Figura 4. Imagem de satélite da populagdo natural de Vila Propicio - GO no centro do
retangulo tracejado, mostrando os fragmentos proximos nos circulos tracejados.

(fonte: Google Maps, 2015).
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Foi observada em A. crassiflora a presenga de paternidade multipla. Em média,
as sementes de um fruto apresentaram 2,7 doadores de pdlen. Os maiores valores foram
observados nas familias 14 e 15, que apresentaram 6 doadores de poélen, em um Unico fruto.
A paternidade multipla pode ser gerada, basicamente, de duas maneiras. Primeiro quando
multiplas fontes de polen sdo depositadas sequencialmente em uma flor, por varios
polinizadores. Outra forma conhecida ¢ quando um polinizador visita varias flores e, na
mesma visitacdo, deposita os graos de polen de multiplas fontes, a0 mesmo tempo, na flor
(Dudash & Ritland, 1991). A importancia dessas duas formas de produzir paternidade
multipla esta relacionada a um equilibrio entre a frequéncia de visitagdo do polinizador e a
capacidade dele em carregar polen de multiplas fontes (Campbell, 1998).

Em A. crassiflora, os insetos polinizadores podem passar muito tempo dentro
da camara floral, assim ¢ esperado que a diversidade de pdlen dos besouros seja muito
baixa, ou mesmo proveniente da mesma fonte. Cavalcante et al. (2009) relataram, em
média, a ocorréncia de 2 insetos por flor. Esse valor ¢ compativel com o nimero médio de
doadores de poélen por fruto (2,7), o que indica que o besouro deve carregar pdlen de uma,
ou poucas fontes. Como as flores das espécies da familia Annonaceae apresentam gineceu
com muitos carpelos e muitos 6vulos por carpelo, portanto muitas sementes por fruto
(Simpson, 2006), associado ao comportamento do polinizador, ¢ natural que os frutos sejam
formados por pdlen proveniente de poucos doadores.

A paternidade multipla em plantas tem sido discutida a luz da selecdo sexual
apds a polinizagdo. Marshall & Ellstrand (1986) avaliaram a ocorréncia de paternidade
multipla em rabanete (Raphanus sativus) e mediram se a selecdo ocorre por meio da
competicdo ente microgametofitos de diferentes fontes. Para avaliar essa hipotese os
autores verificaram se hé correlagdo entre a presenga de diferentes doadores de polen com
diferencas de germinagdo do polen e crescimento do tubo polinico. Outra hipotese € que a
planta matriz investe mais energia em frutos que possuem sementes formadas por
microgametofitos de diferentes fontes e menos energia nos frutos com sementes de poucos,
ou um Unico doador de polen. Para isso os autores avaliaram o efeito da paternidade
multipla nos caracteres dos frutos, como o nimero de sementes por fruto e peso das

sementes. Os autores verificaram que os frutos formados por sementes provenientes de
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diferentes doadores de pdlen apresentavam maior nimero de sementes € maior peso por
semente. Nesse tipo de fruto a competicdo por recurso entre as sementes ¢ mais intensa.
Para o gendtipo materno ¢ mais eficiente investir em frutos com paternidade multipla, pois
isso gera uma prole mais variavel e pode ocorrer sele¢do em favor do genoétipo materno
(Campbell, 1998). Em A. crassiflora, na coleta das sementes, foram observados varios
frutos “mumificados”, com sementes abortadas. No entanto ndo ¢ possivel afirmar que
esses frutos tenham sido formados por polen de uma unica fonte e a planta investiu mais
energia na maturacdo de outros frutos, com sementes formadas por pélen de multiplas
fontes, pois as sementes e frutos do araticunzeiro sdo suscetiveis ao ataque de diversos
patogenos (Braga Filho et al., 2014). Assim, estudos que procurem relacionar os caracteres
dos frutos e sementes com a paternidade multipla se fazem necessarios.

O fluxo génico contemporaneo, mediado por pdlen, na populagdo natural de
Vila Propicio, Estado de Goias, Brasil atingiu uma distancia maxima de 360,7 metros, entre
as matrizes da familia 20 e familia 02 (Figura 5). A menor distancia, por sua vez, foi de
16,3 metros, entre as matrizes das familias vizinhas 14 ¢ 15. A média de ocorréncia dos

eventos de polinizacao foi de 131,5 metros.
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Figura 5. Distancia maxima de poliniza¢do detectada por meio da analise de paternidade
em plantas da espécie 4. crassiflora pertencentes a populagdo natural de Vila

Propicio, municipio de Goids, Brasil.
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O histograma com a distribuicdo dos eventos de polinizacdo, nas classes de
distancia indicou que 71% dos casos de polinizacdo ocorreram em até 160 metros (Figura
6). Foi observado ainda que 8% (12) desses eventos realizaram-se entre plantas vizinhas,
distantes até 40 metros. A dispersdo de pdlen a distdncias mais longas ocorre em menor
proporcao, embora ndo raro, dada a distribui¢do observada. 20% dos casos de polinizagdo
ocorreram entre plantas que estavam distantes mais de 200 metros, dentre os quais, em 9
deles as plantas estavam a mais de 300 metros. A predominancia dos eventos de polinizacdo
a curtas distancias ¢ explicado pelo comportamento do polinizador, o besouro
Cyclocephala spp. Como explicado anteriormente, os besouros dessa espécie passam a
noite nos verticilos florais do araticunzeiro (Gottsberger, 1989b). Assim, ¢ esperado que o
besouro, impregnado de polen, entre em uma flor de uma arvore proxima, que esteja com a
fase feminina em atividade, exalando o odor que atrai o inseto. Assim, os eventos de

polinizacdo em curtas distancias sao esperados.

Frequéncia

16 45 74 102 131 160 188 217 246 275 303 332 360

Classes de distancia (m)

Figura 6. Histograma dos eventos de dispersdao de pdlen da espécie A. crassiflora na

populagao natural de Vila Propicio, Goias, Brasil.

O comportamento de forrageamento de espécies do género Cyclocephala foi
estudado por Young (1986), durante a observagao dos eventos de polinizacdo das flores da
espécie Dieffenbachia longispatha (Araceae), em uma estacao ecoldgica, em Porto Rico.

Por meio de captura, marcagdo e recaptura de 138 insetos, em varios dias sucessivos, 0s
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autores constaram curtas distancias de voo, com média igual a 83 metros. Metade dos
besouros recapturados voou para as flores femininas mais proximas. Os autores registram,
no entanto, distancias de até 400 metros. Os valores sdo compativeis com os resultados
encontrados no presente estudo (min: 16,3 m; max: 360,7 m; média: 131,5 m). Um
resultado muito interessante obtido Young (1986) foi a recaptura de dois besouros a 1,5 km
de distancia, que tinham sido observados na noite anterior. Isso mostra que alguns besouros
podem percorrer distdncias muito longas. Embora o estudo citado tenha sido conduzido em
um ambiente diferente do presente estudo e com outra espécie de planta ele ajuda a
explicar, inclusive, a ndo atribuicdo da paternidade de algumas sementes, no presente
estudo.

A distancia do fluxo génico mediado por pdlen, evidenciada no presente estudo,
também ¢ consistente com os resultados obtidos por Matsuki et al. (2011). Os autores
empregaram a técnica de andlise de paternidade com locos SSR, a partir da avaliacao
genética de um unico grao de podlen, aderido ao corpo dos besouros polinizadores da
espécie Magnolia obovata (Magnoliaceae), proveniente de Ogawa, Japao. O histograma
com a distribui¢do dos eventos de polinizagdo evidenciou que sua maior ocorréncia foi
observada até 100 metros. A distincia maxima observada foi de 1,1 km. Os resultados
ressaltam que, apesar do fluxo génico mediado por polen, carreado por besouros ocorrer,
prioritariamente, a curtas distancias € possivel observar transporte de poélen por distancias
superiores a mil metros, ainda que raramente.

Vale ressaltar que a distancia de polinizagdo ¢ fortemente dependente da densidade
de polinizadores e de plantas. Em qualquer populagao de plantas em que a densidade de
arvores em estagio reprodutivo ¢ baixa, os polinizadores podem percorrer longas distancias
(Young, 1988a). A densidade de polinizadores do género Cyclocephala, especificamente,
pode variar muito de um ano para o outro. Young (1988b) observou uma variagdo no
numero de inflorescéncias ndo visitadas da espécie Dieffenbachia longispatha (Araceae).
Enquanto que em 1982 31% e 1984 38% das inflorescéncias nao tinham sido visitadas, em
1983 foi observada auséncia de visitagdo em apenas 3% delas. Isso indica uma varia¢do na
densidade de polinizadores ao longo dos anos, o que causa uma varia¢ao na intensidade do

fluxo génico em diferentes anos.



77

O resultados observados no presente estudo, que evidenciam a ocorréncia de fluxo
génico, prioritariamente, em curtas distancia, fazem sentido a luz do trabalho desenvolvido
por Collevatti et al. (2014). Os autores usaram a mesma populacdo empregada no estudo e
mostraram forte estrutura genética espacial, com parentesco entre pares de plantas
significativo até 57 metros de distancia. Quanto mais restrito € o fluxo génico, menor ¢ a
vizinhanga genética e os individuos sdo mais aparentados em distdncias mais «
(Seoane et al., 2000). Os eventos de dispersao de pdlen em distancias mais longas sdo

nessa populagdo de A4. crassiflora.
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3.4 CONCLUSOES

o A populacgdo natural de 4. crassiflora apresenta niveis moderados de diversidade
genética;

o Nao ha endogamia na populacdo de arvores adultas de A. crassiflora avaliada,

. As plantas de A. crassiflora evidenciaram sistema de reproducao com

predominancia de alogamia;

o Ha pequena diferenciagdo das frequéncias alélicas do pool de polen com o
conjunto de 6évulos na populacdo de 4. crassiflora;

o Ha paternidade multipla nos frutos de 4. crassiflora;

. A polinizagdo em A. crassiflora ocorre em curtas distancias, em até 360 metros.



4 ESTRUTURA GENETICA EM ESCALA GEOGRAFICA DE
SUBPOPULACOES NATURAIS DE Annona crassiflora Mart. NO
CERRADO BRASILEIRO.

RESUMO

A estrutura genética corresponde ao padrdo de organizagdo da variabilidade
genética nas populagdes, em fun¢do da atuacdo de processos evolutivos. Nesse sentido, os
marcadores moleculares tém sido usados para avaliar geneticamente populacdes naturais,
revelando padrdes e processos evolutivos que ocorrem nelas. Sendo assim, a espécie
Annona crassiflora Mart. foi escolhida para os estudos de diversidade e estrutura genética
de populagdes, na sua area de ocorréncia, no Cerrado brasileiro. Foram utilizadas 25
subpopulagdes naturais da espécie, totalizando 762 plantas. O DNA foi extraido pelo
método CTAB e amplificado via PCR, por seis pares de iniciadores SSR. Inicialmente os
locos foram avaliados, quanto a ocorréncia de alelos nulos e “dropout”. Em seguida foram
avaliados os niveis de polimorfismo nos locos e nas subpopulacdes naturais, além da
diversidade genética (H.), heterozigosidade observada (H,), indice de fixacdo
intrapopulacional (f), estrutura genética (6) e coeficiente de endogamia da populacao total
(F). Foi realizada a anélise de agrupamento bayesiano e analise de coordenadas principais
(PCoA). O algoritmo de Monmonier foi usado para evidenciar restrigdes ao fluxo génico. O
Padrao espacial foi avaliado por meio de uma abordagem multivariada, pelo Teste de
Mantel e univariada pelo coeficiente I de Moran. Foi realizada ainda, a analise de regressao
linear entre as estimativas dos pardmetros genéticos e as duas dimensdes espaciais (latitude
e longitude). A andlise dos locos evidenciou elevado polimorfismo, com um total de 160
alelos. As populagdes apresentam niveis moderados de (0,683) e forte estruturacdo dessa
diversidade (@ = 0,181). H4 endogamia, devido a subdivisao (F = 0,224), mas nao em
relacdo ao sistema de cruzamento na maioria das subpopulacdes (f = 0,047). Os demes
formaram dois grupos consistentes, com descontinuidade genética entre as subpopulagdes

do noroeste e sudeste da distribuicdo da espécie. A diversidade genética (»? = 0,602) e a
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riqueza alélica (r* = 0,747) mostraram forte relagdo com a longitude. Os resultados

sugerem uma expansao de range na direcao sudeste da area de distribuicao da espécie.

Palavras-chave: araticunzeiro, diversidade genética, marcadores microssatélites

GEOGRAPHICAL GENETIC STRUCTURE OF NATURAL
SUBPOPULATIONS OF A4nnona crassiflora ON BRAZILIAN CERRADO

ABSTRACT

The genetic structure is the pattern of genetic variability distribution in
populations, according on acting of evolutionary processes. In this sense, the molecular
markers have been used to evaluate genetically natural populations, expound patterns and
evolutionary processes that occur. Therefore, Annona crassiflora species was chosen for
diversity and population genetic structure studies, throughout its range on Brazilian
Cerrado. We used here 25 natural subpopulations of the species, overall 762 individual. We
extracted the DNA by CTAB method and amplified by PCR using six pairs of microsatelite
primers. Firstly, the locos were evaluated for null alleles and dropout. Then we evaluated
the polymorphism levels of the locos and natural subpopulation, further the genetic
diversity (H.), observed heterozygosity (H,), inbreeding coefficient within subpopulations
(f), genetic structure (¢) and inbreeding coefficient overall population (F). We performed
bayesian cluster and principal coordinates analysis (PcoA). We used the Monmonier
algorithm to highlight restrictions to gene flow. The spatial pattern was evaluated by a
multivariate approach, using the Mantel test and univariate by the I Moran coefficient.
Futher, we performed the linear regression between estimates of genetic parameters and the
two spatial dimensions (latitude and longitude). Our results showed high levels of locos
polymorphism, with 160 alleles. The populations have moderate levels of genetic diversity
(0.683) and strong genetic structure (6: 0,181). There is inbreeding due to subdivision (F:
0.224), but not in relation to the mating system (f; 0047). Natural subpopulations of A.

crassiflora belongs to two consistent groups. with genetic discontinuity between northwest
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and southeast of species distribution. Genetic diversity (r*: 0.602) and allelic richness (r*:
0.747) showed strong relation with longitude. The results suggest a species range expansion

towards the southeast of the plant's distribution area.

Keywords: araticunzeiro, genetic diversity, microsatellite markers

4.1 INTRODUCAO

A estrutura genética corresponde ao padrdo de organizagdo da variabilidade
genética nas subpopulagdes. Essa organizacdo se deve aos processos demograficos
historicos, responsaveis por moldar as frequéncias alélicas e promover tanto a
diferenciagdo, quanto a homogeneizagao da variabilidade genética entre as subpopulagdes.
A auséncia de estruturagdo, por sua vez, indica que ndo ha diferenciagdo nas frequéncias
alélicas entre os demes e populagdo se comporta como uma unidade panmitica. Além disso,
as variaveis ecologicas também afetam a estruturagdo genética, pois o ambiente determina
os locais mais propicios para a ocorréncia de determinados gendtipos e a sele¢do natural
pode favorecer, ou eliminar esses genotipos (Hamrick, 1989).

Os estudos que evidenciam o padrio de organizacdo dos genotipos sdo
importantes nos esforcos correntes de amostragem de individuos, com a finalidade de
preservar a maxima variabilidade genética possivel e subsidiar programas de conservagao
para diversas espécies. Estudos sobre a estrutura genética das populagdes permitem ainda
evidenciar o modo de reproducdo e estrutura familiar e estimar taxas de fluxo génico
acumulados historicamente (Slatkin, 1987). Essas informacdes também sdao importantes
para auxiliar os programas de domesticacdo de espécies selvagens, ao apontar areas
promissoras para a coleta de germoplasma, no sentido de amostrar variabilidade e permitir
possiveis ganhos genéticos no melhoramento (Cruz et al., 2011).

Os processos microevolutivos, que ocorrem nas populagdes naturais, em geral se
dao dentro de um contexto espacialmente explicito, relacionado com a area de distribuigao,
ou habitat desses demes. Isso gera uma relagdo entre os processos temporais € 0 espago

geografico. Os padrodes espaciais resultam do efeito acumulado da atuagdo desses processos
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ao longo das geragdes, sendo possivel utiliza-los para compreender a presenga e magnitude
dessas forcas microevolutivas. Uma questdo central na analise de padrdes espaciais ¢ a
conexao entre eles com os fatores espaco-temporais, capazes de gera-los (Epperson, 2003).

Algumas espécies nativas do Cerrado ja foram caracterizadas geneticamente
(Collevatti et al., 1999; Diniz Filho & Telles, 2001; Zucchi et al., 2003; Soares et al., 2008;
Moura et al., 2009; Collevatti et al., 2014; Barbosa et al., 2015). No entanto, como esse
bioma tem sido alvo da agricultura mecanizada, nas ultimas décadas, muitas espécies
podem ser extintas, antes que sejam conhecidas pela ciéncia. Dentre as espécies nativas do
Cerrado destaca-se a Annona crassiflora Mart., conhecida popularmente por marolo, ou
araticunzeiro. A planta apresenta porte arboreo, com tronco geralmente tortuoso, revestido
por casca aspera, que resiste a acdo do fogo (Souza & Lorenzi, 2008). As populacdes
naturais de A. crassiflora ocorrem nas fitofisiomias do bioma Cerrado que incluem o
cerraddo, cerrado denso, cerrado tipico e Cerrado. A distribuicdo geografica ¢ ampla, sendo
encontrado nos Estados de Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Distrito Federal, Goias,
Mato Grosso, Para, Bahia, Piaui, Tocantins, Maranhdo e, em remanescentes, no Parana e
em Sao Paulo (Ratter et al., 2000).

Com relagdo a biologia reprodutiva, o araticunzeiro forma seus frutos
prevalentemente por meio da fecundagao cruzada (alogamia prevalente). Esse fato faz com
que a espécie seja dependente de agentes polinizadores. O araticum apresenta cantarofilia,
sendo polinizado por dois besouros do género Cyclocephala; C. atricapilla Mannerheim e
C. octopunctata Burmeister. As flores do araticum sdo hermafroditas e apresentam
protoginia (Gottsberger, 1989b; Cavalcante et al., 2009). No Cerrado, a dispersao dos frutos
¢ realizada prioritariamente pela anta (Zapirus terrestris). Outros animais podem,
ocasionalmente, consumir os frutos, mas elas ndo constituem dispersores efetivos. Além
disso, as caracteristicas dos locais de defecacdao do T. terrestris e a eliminacao das sementes
intactas podem favorecer a germinagao da planta (Golin et al., 2011).

Alguns estudos genéticos ja foram realizados com a espécie A. crassiflora Mart.
Telles et al. (2003) avaliaram seis subpopulagdes naturais provenientes do Estado de Goias
com marcadores isoenzimaticos. Os autores encontraram elevados niveis de diversidade

genética, mas essa diversidade encontra-se fortemente estruturada. O estudo genético das
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populagdes naturais de araticunzeiro avangou com o desenvolvimento dos iniciadores de
regioes microssatélites por Pereira et al.,, (2008). Pereira (2007) avaliaram 13
subpopulagdes do Estado de Goiéds e constaram levados indices de diversidade genética,
sendo que uma parte significativa dessa diversidade estd localizada entre as populagdes. Por
fim, Collevatti et al. (2014) compararam a diversidade e a estrutura genética espacial em
duas subpopulagdes de Annona crassiflora, uma em area de conservagao e outra em area
antropizada. Os autores verificaram que a subpopulagdo conservada apresentou estrutura
genética espacial de baixa magnitude, enquanto que a populagdo antropizada mostrou ajuste
ao modelo de isolamento por distancia. O trabalho mostra o impacto da antropizacao sobre
a dinamica evolutiva da espécie.

O objetivo do trabalho foi avaliar o nivel de diversidade e estrutura gei
espacial de populacdes naturais de A. crassiflora em escala geografica no Ce

brasileiro.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Coleta do material vegetal

Para verificar o padrao de estruturagdo genética foram amostradas vinte e cinco
subpopulagdes de araticunzeiro — A. crassiflora Mart., distribuidas na area natural de
ocorréncia da espécie (Figura 7). Em cada uma das subpopulagdes foram coletadas folhas
de aproximadamente trinta plantas adultas, totalizando 762 individuo. As amostras foram
acondicionadas em silica gel e transportadas apara o Laboratorio de Genética &

Biodiversidade, no Instituto de Ciéncias Biologicas, da Universidade Federal de Goias.



84

v/ :-
/ Yy /N CABg™
; fJ‘ ~ ]J_\_,n‘_\_‘- ‘\,—* )
( (
ALP \
POS
; o POSy\
~ VLP, o s
CHG . f
BAGy F‘En. ¢
e L UuRu,
’ LEB, {
HID PTUg
[ ROTy RiVe » p PP,
P .: \--.:
/__SER
CRIg | _CoR
L ] - T A. ARA * Col ® ;
.-
| PERg
Y COGg
NO :NE FAS. l - PP _} SCI.
° \ Y - ‘\\‘\ ) ‘:l CAN.
SM SE N / 3

Figura 7 Area de coleta das 25 subpopulagdes naturais de araticunzeiro — 4. crassiflora

Mart. no Cerrado brasileiro.

4.2.2 Obtencao dos dados

O DNA vegetal foi obtido com base no protocolo CTAB, estabelecido por
Doyle & Doyle (1987), descrito por Ferreira & Grattapaglia (1998), comumente usado para
diversas espécies nativas do Cerrado. O procedimento consiste na lise da membrana celular
a partir do detergente cationico CTAB (brometo de cetiltrimetilamonio) e precipitagdo do
DNA em alcool. As amostras de DNA foram quantificadas em gel de agarose a 1% corado
com brometo de etideo, por meio da técnica de eletroforese em cuba horizontal. As
amostras de DNA foram quantificadas em gel de agarose a 1%, por meio da técnica de
eletroforese em cuba horizontal e coradas com brometo de etideo. A quantificacdo foi
realizada a partir da comparag@o visual entre as bandas das amostras com o padrao de peso
molecular Fago Lambda da Invitrogen™. O DNA foi diluido com agua ultra pura para a

concentracao de trabalho igual a 1,5ng/ul.
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O DNA foi amplificado via reagdo em cadeia da polimerase (PCR) com seis
pares de iniciadores de regides microssatélites, desenvolvidos por Pereira et al. (2008). Para
cada amostra foi preparada uma reagdo com volume final de 10,5 pL. composta por: 4,5 ng
de DNA, 0,25 uM de cada iniciador (forward e reverse), 0,25 mM de cada um dos dNTPs,
tampao (1 mM Tris-HCI, pH 8,3; 5 mM KCI), 1,5 mM MgCl2, 0,25mg/mL BSA (Bovine
Serum Albumin), 1 U Taq DNA polimerase da Phoneutria® e agua ultra pura q.s.p. O
programa de amplificacdo do termociclador Veriti® da Applied Biosystems® consistiu dos
seguintes passos: 1) — desnaturagdo do DNA a 94°C por cinco minutos; 2°) — 94°C por 1
minuto; 3°) — anelamento do iniciador em temperatura especifica por 1 minuto; 4°) —
extensao da molécula de DNA pela enzima Taq DNA polimerase a 72°C por 1 minuto; 5°)
— 30 ciclos seguindo do 2° ao 4° passo; 6°) — extensdo de 7 minutos a 72°C, para finalizar
os produtos amplificados.

Foram montados dois sistemas multiplex para a genotipagem no analisador
automatico de DNA 3500 da Applied Biosystems® (Tabela 6). O loco Acr20 foi analisado
separadamente, por possuir mesma amplitude e/ou mesma coloragdo do AcrO1 (multiplex

01) e Acr22 (multiplex 02).

Tabela 6 Conjunto de iniciadores microssatélites em esquema de genotipagem multiplex,
conforme foram empregados para avaliagdo das 25 subpopula¢des naturais de

araticunzeiro — A. crassiflora Mart. no Cerrado brasileiro.

Multiplex Loco Fluorocromo
Acr01 6FAM
01
Acr26 HEX
Acrl0 6FAN
02 Acrl9 HEX
Acr22 6FAN

Acr20 6FAN
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A reagdo para a eletroforese capilar foi montada para um volume final de 10uL,
composta por: 1uL do produto da reacdo de amplificagao, 0,25 puL de marcador de peso
molecular interno ROX Size Standard e 8,75 pL de formamida Hi-Di® Applied
Biosystems®. Essa solu¢ao foi submetida a desnaturacdo por 5 minutos a 95°C, seguida de

resfriamento imediato a 0°C por 1 minuto.

Apds a obtencdo dos gendtipos de todas as plantas foi realizada a etapa de
checagem e confirmacdo dos alelos. Para isso foram selecionados trés individuos
portadores de cada alelo, preferencialmente provenientes de diferentes reacdes de PCRs e
eletroforeses e injetados novamente no analisador de fragmentos, lado a lado, do menor
alelo para maior. Essa etapa ¢ importante, pois por artefato da propria técnica, quando se
lida com locos microssatélites dinucleotideos um mesmo alelo pode receber um tamanho

incorreto, em até dois pares de bases.

4.2.3 Analise de dados

Os gendtipos foram obtidos por meio da andlise dos eletroferogramas no
programa GeneMapper® V. 5 da Applied Biosystems®. Os locos microssatélites foram
avaliados com o programa Micro-Checker (Van Oosterhout et al., 2004), com o objetivo de
identificar possiveis erros de genotipagem, além de verificar a existéncia de alelos nulos e
“dropout”. Esses erros e caracteristicas dos locos microssatélites podem representar uma
fonte importante de viés nas estimativas dos parametros genéticos populacionais. As
analises foram conduzidas com 1000 permutagdes. Além disso, foi construido um
histograma que mostra a distribui¢do das frequéncias alélicas ao longo de todas as
subpopulagdes.

Os locos microssatélites foram avaliados quanto ao nivel de polimorfismo, a
partir do nimero de alelos por loco (4). Foi estimada, ainda, a diversidade genética média
(H.), heterozigosidade observada (Ho) e coeficiente de fixacdo médio intrapopulacional (f).
Os valores de 4, H.e Ho foram obtidos por meio do pacote hierfstat — Estimation and tests
of hierarchical F-statistics (Goudet, 2005), no programa R.

A quantificagdo da magnitude da variabilidade genética presente nas
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populagdes foi realizada a partir da estimativa da riqueza alélica (4r). Esse parametro foi
usado em substitui¢do ao nimero de alelos por populacao. Optou-se por 4r, pois 0 nimero
de alelos por subpopulagdo ¢ fortemente influenciado pelo tamanho da amostra. Como o
nimero de amostras nas subpopulagdes empregadas no estudo sdo desbalanceados ¢
interessante usar a rarefacdo, que calcula o polimorfismo com base na subpopulagdo com o
menor n amostral, conforme El Mousadik & Petit (1996). A diversidade genética nas
subpopulagdes foi caracterizada a partir das estimativas da heterozigosidade esperada (H.)
sob equilibrio de Hardy-Weinberg, a partir do estimador da diversidade genética ndo
viesado de Nei (1972). Esse parametro ¢ dependente do numero de alelos nas
subpopulagdes e suas frequéncias relativas, independente do sistema reprodutivo. Foi
estimado também a heterozigosidade observada nas subpopulagdes (Ho).

A andlise de estrutura genética, a partir dos genotipos microssatélites foi
executada por meio da analise de variancia de frequéncias alélicas. Esse procedimento
consiste na obtencdo da estimativa de 6 a partir dos componentes de variancia, que ¢
analogo ao Fisr. Foi estimado também o parametro F, que mede o excesso, ou deficit de
homozigotos na populacao total, desconsiderando a subdivisdo, segundo o esperado pelo
Equilibrio de Hardy-Weinberg. Por fim, foi estimado o indice de fixa¢do intrapopulacional
(), que mede o excesso, ou deficit de homozigotos dentro das subpopulacdes, de acordo
com o esperado pelo equilibrio de Hardy-Weinberg. A significancia das estimativas de f foi
obtida usando 3 mil permutagdes. Os valores de p foram confrontados com o nivel de
significancia de 5%. A andlise de variancia foi realizada conforme (Weir & Cockerham
1984).

A estrutura genética das populagdes também foi avaliada por meio das
estatisticas R (R, Ris, Rsp), que sdo andlogas aos parametros estimados anteriormente. A
diferenca fundamental ¢ que as estatisticas R levam em consideragdo os tamanhos dos
alelos, mais que a identidade (por descendéncia, ou estado). Essas métricas sdo mais
adequadas aos dados provenientes de marcadores moleculares microssatélites, pois foram
desenvolvidas para locos que estdo sob o modelo de mutacdo stepwise (Slatkin, 1995). Os
valores das estatisticas Rsr foram confrontados com os valores de 8; R;y com F' e R;s com f.

Sob o modelo de infinitos alelos, as estimativas ndo diferirdo estatisticamente. A
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comparacdo, entdo, fornece um indicio sobre o impacto do modelo mutacional na
diferenciacdo genética das populagcdes (Balloux & Goudet, 2002). A analise foi conduzida
com dez mil randomizagdes no programa SPAGeDi (Hardy & Vekemans, 2002).

Para testar a hipdtese de reducdo recente no tamanho efetivo das
subpopulagdes, em consequéncia de bottleneck foi empregado o Teste de Wilcoxon.
Subpopulagdes que tenham sofrido uma redugdo recente do tamanho efetivo apresentam
um excesso de heterozigotos observados, em relacdo ao esperado sob Equilibrio de Hardy-
Weinberg e sob 0 modelo de mutagao-deriva. Assim, o programa BOTTLENECK (Cornuet
& Luikart, 1996) foi empregado para calcular, em cada subpopulacdo a distribui¢ao da
heterozigosidade esperada pelo equilibrio mutacdo-deriva, de acordo com o nimero de
alelos (k), dado o tamanho da amostra (n) e comparar com a distribui¢do da
heterozigosidade observada. Esta distribuicdo ¢ obtida por meio da simulacdo do processo
de coalescéncia de n genes, aqui empregando o modelo de mutagdo stepwise.

Em seguida foi realizada a analise de divergéncia genética. Para essa finalidade
foi empregada a estimativa de # entre pares de subpopulagdes, gerando uma matriz de
distancia genética. Essa andlise foi conduzida na extensdo para R do programa Arlequin
versao 3.5 (Excoffier & Lischer, 2010). Os valores estimados foram usados para calcular o
numero de migrantes por geracdo (Nm), por meio de um método indireto, em que

Nm=1/4(1/6—1)(n—1/n) (Crow & Aoki, 1984).

A matriz de distdncia resultante foi usada para a construgdo de uma
representacdo grafica, por meio da técnica de Analise de Coordenadas Principais (PCoA). O
objetivo ¢ gerar um arranjo ordenado em um grafico, de modo que a distancia entre os
sitios visualizados em um espago bi, ou tridimensional possa representar a distancia
genética contida na matriz de @ par a par, que estd em um espago multidimensional. A
selecdo da quantidade de eixos significativos, para a representacdo grafica foi realizada
com base em dois critérios. Primeiro, levando em consideracao a distribuicao de “broken-
stick”, em que os autovalores dos eixos das coordenadas principais foram confrontados
com os seus valores respectivos de “broken-stick”. Os eixos significativos sdo os que
apresentam maior porcentagem explicativa da varia¢do total, que a explicagdo aleatoria

correspondente, fornecida pelo valor de “broken-stick”. Em segundo lugar, levou-se em
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consideragdo o nimero de dimensdes factiveis de serem visualizadas facilmente. O objetivo
da PCoA ¢ reduzir a dimensionalidade dos dados, assim, em um grafico, a visualizacao de
mais que trés dimensdes ¢ muito dificil. A andlise de PCoA foi conduzida com o pacote ape
- Analyses of Phylogenetics and Evolution (Paradis et al., 2004), no programa R.

Foi realizada, ainda, a andlise de agrupamento bayesiano. Nesse procedimento
os grupos de individuos sao formados com base nos gendtipos, sem considerar o sitio de
coleta como sendo uma subpopulagdo natural real. Foi empregado o modelo de
ancestralidade comum (admixture), com alelos correlacionados e K que variou de um a 25.
Para cada valor de K foram realizadas 30 iteragdes, 16 mil de burnin e 1 milhdo de passos
do procedimento de Monte Carlo pelas Cadeias de Markov (MCMC). Para estimar o
melhor valor de K, que se ajusta aos dados foi utilizado o método descrito por Evanno et
al., (2005). Para realizacdo das analises foi usado o programa Structure e Structure
Harvester (Earl & VonHoldt, 2012).

As subpopulacdes foram visualizadas como pontos conectados com a Rede, ou
Grafo de Gabriel, sobre o mapa do Brasil, com a area delimitada do Cerrado. A Rede de
Gabriel ¢ um diagrama usado para expressar a conectividade entre os pontos, ou
subpopulagdes, de acordo com um algoritmo geométrico. Dois pontos sdo considerados
conectados se a circunferéncia tragada sobre eles nao incluir um terceiro ponto. O método
foi introduzido por Gabriel & Sokal (1969) como sendo uma simplificacdo da Triangulagdo
de Delaunay. Ao conjunto foi atribuida a primeira coordenada principal da PCoA, com o
objetivo de evidenciar a direcdo da maior parte da variagdo genética, em um contexto
geografico. A matriz de distdncia genética de € par a par também foi empregada para a
analise de descontinuidade genética, com o algoritmo de Monmonier. O método identifica
nas arestas do Grafo de Gabriel os pontos de maior divergéncia genética, sinalizando areas
de quebra, ou restri¢do do fluxo génico. No presente trabalho, o valor limiar usado como
ponto de maior divergéncia genética foi de 0,08. As andlises foram conduzidas no pacote
adegenet (Jombart, 2008), no programa R.

O padrao espacial da variabilidade genética foi avaliado por meio do teste de
mantel, que corresponde a correlacdo entre as matrizes de distancia genética (6 par a par) e

a matriz de distancia geografica. Foi empregado ainda, o correlograma de Mantel, que
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realiza o mesmo procedimento, estratificando a distancia geografica em vdrias classes de
distancia e testando a significancia da correlacdo em cada uma das 10 classes de distancia.
Ambos os procedimentos foram realizados com dez mil randomiza¢des com o pacote
vegan - Community Ecology Package: Ordination, Diversity and Dissimilarities (Oksanen
et al., 2015), no programa R.

Foi usado, ainda, o coeficiente I de Moran, para avaliar o padrdo espacial da
variabilidade genética. Enquanto o teste de Mantel corresponde a um procedimento
multivariado, o I de Moran foi usado de modo univariado, mensurando a magnitude da
autocorrelacdo das frequéncias alélicas ao longo das subpopulacdes, em que cada alelo
representa uma variavel, gerando um correlograma diferente para cada um deles. Foram
utilizadas oito classes de distancia, de modo a distribuir uniformemente o nimero de
subpopulagdes em cada classe. Cada andlise foi conduzida com mil permutagdes no
programa SAM — Spatial Analysis in Macroecology (Rangel et al., 2006). Os resultados
foram sumarizados e descritos com base na média e desvio-padrao dos valores de I de
Moran, por loco. Essa abordagem foi adotada para representar uma possivel
heterogeneidade na autocorrelagdo espacial, captada por diferentes locos e comparar com
os resultados obtidos no teste de Mantel.

Para avaliar o padrao espacial também foi utilizada a anélise de regressao linear
simples entre os pardmetros genéticos, que incluem: a diversidade genética (H.), a riqueza
alélica (A4r) e o coeficiente de fixacdo intrapopulacional (f) e as duas dimensdes espaciais,
separadamente; latitude e longitude. As estimativas dos parametros genéticos foram
plotadas na rede de Gabriel, para melhor visualizagdo da variagdo geografica. As analises

foram realizadas com o pacote estatistico basico do programa R (R Core Team, 2014).
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O nivel de polimorfismo dos locos microssatélites observado no presente estudo
foi elevado. O numero de alelos por loco variou de 14 (Acrl0) a 47 (Acr0O1), com média de
26,67 ¢ total de 160 alelos. Todos os alelos foram confirmados com a escada alélica. A
diversidade genética (H.) variou de 0,519 (Acrl0) a 0,809 (AcrOl), com média igual a
0,683. A heterozigosidade observada (H,) variou entre 0,738 (Acrl9) a 0,489 (Acrl0). Os
desvios dos valores de H, em relagdo ao esperado sob equilibrio de Hardy-Weinberg (H.)
foram pequenos (exceto para o loco AcrO1), o que resultou em estimativas de f de baixa

magnitude, que variou entre -0,009 (Acr26) e 0,123 (AcrO1). (Tabela 7).

Tabela 7. Numero de alelos por loco (4), diversidade genética (H.), heterozigosidade
observada (Hy), coeficiente de endogamia (f) estimados com base em seis locos

SSR de A. crassiflora.

Loco A H. Hy f
Acr01 47 0,809 0,709 0,123
Acrl0 14 0,519 0,489 0,059
Acrl9 24 0,755 0,738 0,024
Acr20 30 0,774 0,720 0,070
Acr22 27 0,750 0,726 0,032
Acr26 18 0,709 0,715 -0,009
Média 26,67 0,719 0,683 0,050

O nivel de polimorfismo elevado ¢ comum em regides microssatélites, dado a
elevada taxa de mutagdo. Em outros estudos previamente conduzidos com a espécie
também foram observados niveis elevados de variabilidade genética. Pereira et al. (2008)
obtiveram, em média, 19,3 alelos por loco em uma unica populagdo natural de A.
crassiflora, a partir de 10 pares de iniciadores SSR. Em outro estudo conduzido com duas
populagdes naturais, Collevatti et al. (2014) observaram uma média de 21 alelos por loco,
valores proximos aos observados no presente trabalho.

O histograma com as frequéncias alélicas médias por loco mostrou
distribuicdes irregulares, desde bimodal (Acr10) a multimodal (Acr20) (Figura 8). Esse

formato irregular ¢ caracteristico de locos SSR, que frequentemente exibem distribuigdes
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bimodais e trimodais. Além disso, mostram diferenciacdo no formato das distribuigdes
entre diferentes locos (Valdes et al., 1993). Nesse caso, ha predominancia na frequéncia de
um alelo em detrimento dos outros. Os formatos observados sdo consistentes com o0s

modelos de mutacao Two Phase e stepwise.
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Figura 8. Distribuicao das frequéncias alélicas nos seis pares de iniciadores SSR
provenientes da genotipagem de 25 subpopulagdes naturais de A. crassiflora

Mart. no Cerrado brasileiro

Foi identificada a presenga de alelos nulos em todos os locos microssatélites
usados, os valores variaram entre 0,101 (Acr26) a 0,204 (Acrl0). Por outro lado, ndo foi

identificada evidéncia de “droppout” nos genotipos. Vale ressaltar, no entanto, que metade
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dos locos utilizados (Acrl9, Acr22 e Acr26) apresentou evidéncia de alelos nulos em
apenas uma subpopulagcdo e o Acrl0 em apenas duas. O loco que apresentou a maior
frequéncia de alelos nulos foi o AcrO1, que mostrou evidéncia em dez subpopulacdes, das

quais, em seis delas a frequéncia ¢ baixa, sendo menor que 0,1 (Tabela 8).

Tabela 8. Frequéncia de alelos nulos estimada pelo método Brookfield em seis locos SSR

e 25 subpopulacdes naturais de A. crassiflora, provenientes do Cerrado

brasileiro.

Loco Populagdo Frequéncia de alelos nulos

ITA 0,088

RIV 0,107

SER 0,072

CHG 0,054

BAG 0,045

Act0l LEB 0,254

PER 0,072

CAN 0,183

POS 0,180

PTU 0,076

CHS 0,161

Acrl0 ITA 0,246

Acrl9 CHG 0,111

CHG 0,102

PIP 0,141

Acr20 SCI 0,082

BAG 0,047

CAN 0,153

Acr22 ARA 0,160

Acr26 POT 0,101

Os alelos nulos surgem quando o sitio de anelamento do iniciador sofre
muta¢do. Assim, a frequéncia observada desse alelo ¢ menor que o esperado sob equilibrio
de Hardy-Weinberg, pois o iniciador ndo consegue parear com a regido que flanqueia o
motivo SSR, o que impede a amplificacio via PCR. Embora essas sequéncias
flanqueadoras sejam conservadas dentro da espécie e, muitas vezes, entre espécies
diferentes dentro do mesmo género, ou ainda géneros diferentes de uma familia, estudos de
sequenciamento evidenciam que as mutagdes nessas regides ocorrem em taxas que nao

podem ser negligenciadas. O processo de mutagdo nas regides microssatélites ¢ mais
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diversificado que o envolvido na simples variagdo do nimero de motivos de repeticao, ela

pode afetar, embora em menor frequéncia, os flancos (Grimaldi & Crouau-Roy, 1997).

Os alelos nulos sdo mais comuns em subpopulagdes de tamanho efetivo grande
e altas taxas de mutagdo nas regides que flanqueiam a regido microssatélite. Eles também
podem ser encontrados em frequéncias elevadas, quando os individuos usados no
desenvolvimento dos iniciadores apresentavam mutagdes nos flancos do loco
microssatélite. Assim, nas outras subpopulagdes, com flancos do tipo selvagem, os alelos
ndo seriam amplificados. A presenga de alelos nulos pode impactar nas estimativas de
estrutura e distancia genética, superestimando os valores de Fsr e andlogos. Embora existam
algoritmos para estimar a frequéncia de alelos nulos, estudos de simulagdo mostram que os
vieses nas estimativas sdo maiores apos aplicada a corre¢do, quando o fluxo génico ¢
restrito (Chapuis & Estoup, 2007).

Os alelos nulos podem estar relacionados, ainda, com a presencga de elementos
transponiveis, no genoma da espécie. Esses elementos do genoma podem afetar as regides
de anelamento do iniciador, impedindo a amplificacdo via PCR do alelo daquele loco
(Meglécz et al., 2007). Varios trabalhos mostram a associacdo desses elementos com as
regides microssatélites, em diferentes espécies de plantas (SanMiguel et al., 1996; Ramsay
et al., 1999; Akagi et al., 2001). A presenca de alelos nulos tem sido reportada como
problematica, por conta do viés nas estimativas de diferenciagdo genética (Chapuis &
Estoup, 2007), no entanto eles fazem parte da composi¢do das subpopulagdes, remontando
a sua historia evolutiva. Eles podem fornecer indicios sobre a ocorréncia de elementos
transponiveis nessas regides, por exemplo. Assim, essas subpopulacdes podem ser
apontadas como promissoras para estudos mais aprofundados de genomica de populagdes.

Com relagdo a variabilidade e diversidade genética nas subpopulagdes, as
estimativas da riqueza alélica variaram de 4,759 (URU) a 9,577 (CRI), com média igual a
6,892. A diversidade genética, representada pela heterozigosidade esperada sob equilibrio
de Hardy-Weinberg variou de 0,519 (URU) a 0,830 (CHG), com média igual a 0,719. A
estimativa de H. ¢ funcao das frequéncias alélicas e do polimorfismo nas subpopulagoes.
Quando as frequéncias apresentam valores mais equilibrados, a diversidade genética ¢ mais

elevada (Hartl & Clark, 2010). A heterozigosidade observada (Hoy), por sua vez, variou
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entre 0,495 (CAN) e 0,820 (RIV) (Tabela 9).

Tabela 9. Estimativas dos parametros genéticos, que incluem a riqueza alélica (4r), a
diversidade genética (H.), a heterozigosidade observdada (H,) e o indice de
fixacdo intrapopulacional (f), obtidos da genotipagem de seis pares de locos

SSR em 25 subpopulagdes naturais de A. crassiflora provenientes do Cerrado

brasileiro.

Subpopulacdes n Ar H. H, f
CHS 32 8,383 0,834 0,799 0,048
ITA 32 7,483 0,779 0,682 0,123*
RIV 32 8,909 0,819 0,820 -0,013
SER 32 8,680 0,831 0,796 0,039
CHG 20 9,111 0,830 0,743 0,094*
CRI 32 9,577 0,823 0,782 0,057*
HID 15 5,990 0,750 0,763 -0,013
PIP 32 5,751 0,667 0,627 0,058
POT 33 8,118 0,821 0,732 0,110*
SCI 35 5,136 0,708 0,711 -0,003
BAG 35 8,532 0,744 0,695 0,068*
COR 22 5,075 0,636 0,621 0,003
LEB 31 6,945 0,704 0,611 0,099*
ARA 32 6,908 0,756 0,711 0,081
COG 32 7,878 0,751 0,766 -0,008
PER 32 7,590 0,771 0,734 0,060
CAN 32 5,545 0,603 0,495 0,158*
VLP 32 5,377 0,634 0,611 0,040
AGE 32 6,217 0,734 0,733 -0,005
POS 32 5,588 0,673 0,596 0,106*
PTU 32 6,538 0,664 0,634 0,041
ALP 32 5,958 0,669 0,672 -0,009
CAB 32 5,240 0,577 0,535 0,056
FAS 30 7,010 0,693 0,678 0,011
URU 32 4,759 0,519 0,524 -0,018
Média 30.6 6,892 0,719 0,683 0,047

*significativo a 5% de significincia

- Em negrito os valores maiores e menores de cada estimativa

Os resultados estdo em conformidade com outros trabalhos realizados com a
espécie, mesmo com diferentes tipos de marcadores moleculares. Blanco et al,
(2007) evidenciaram elevada diversidade de hapldtipos (0,875), usando andlise de
fragmentos do DNA cloroplastidial, provenientes de dez subpopulacdes naturais de A.
crassiflora. Telles et al. (2003) também obtiveram um valor médio de H. elevado (0,357),

com base em locos isoenzimaticos e seis subpopulagdes naturais. O indice de fixacao
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intrapopulacional variou de -0,018 (URU) a 0,158 (CAN), com média igual a 0,047. Oito
subpopulagdes, das 25 amostradas, evidenciaram valores de f significativos, a 5% de
significancia. A estimativa de f'indica desvios da heterozigosidade observada em relagdo a
diversidade genética. Os valores positivos e significativos evidenciados mostram que ha
excesso de homozigotos nessas subpopulagdes, o que ocorre em fungdo do cruzamento
entre individuos aparentados, ou endocruzamento. Na maior parte das subpopulagdes
amostradas (17), no entanto, ndo foram detectados desvios significativos das frequéncias
genotipicas, das condi¢des esperadas pelo equilibrio de Hardy-Weinberg, o que resulta em
estimativas nulas de f. Resultados semelhantes tinham sido encontrados por Telles et al.
(2003), que nao evidenciaram valores significativos nos coeficientes de endogamia em seis

subpopulagdes de 4. crassiflora.

Com relacao ao teste de hipdtese para auséncia de bottleneck nas subpopulagdes
naturais de A. crassiflora, os valores de p, obtidos pela aplicacdo do teste de Wilcoxon
variaram de 0,344 a 1,000. Isso indica que sob o modelo stepwise de mutacdo e
considerando ainda o equilibrio mutacdo-deriva, ndo foi possivel observar evidéncias de
redu¢do recente no tamanho efetivo das subpopulagdes, com base no excesso de
heterozigotos. Resultados semelhantes foram observados por Collevatti et al. (2014), que da
mesma forma, ndo identificaram a ocorréncia de bottleneck em duas subpopulacdes naturais
de 4. crassiflora, tanto medindo o excesso de heterozigotos, quanto com base na analise de

coalescéncia.

A estimativa do valor global de 6 foi de 0,181. O indice mede o grau de
estruturacdo genética das subpopulacdes naturais, com base na variancia das frequéncias
alélicas. A restri¢ao do fluxo génico entre os demes leva a uma progressiva diferenciacao
das subpopulagdes pela atuagdo da deriva genética, o que aumenta a estruturagao. O valor
obtido no presente estudo indica que 18,1% da diversidade genética encontra-se no
componente interpopulacional. A estimativa de 6, obtida aqui ¢ muito semelhante ao grau
de estruturacao genética observada por Telles et al. (2003) com isoenzimas, que obtiveram
um valor global de Gsr igual a 0,187, empregando seis populacdes de A. crassiflora. Esse
nivel de diferenciacdo genética ¢ considera forte (entre 0,150 a 0,250), de acordo com

Wright (1978). Um resultado oposto foi obtido por Blanco et al. (2007) com a analise de
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fragmentos de DNA cloroplastidial, que tem heranca uniparental. Nesse trabalho, a
diferenciagdo genética entre as subpopulacdes foi baixa, igual a 0,073.

A estimativa de F, que quantifica a endogamia que surge em fun¢do da
subdivisdo da populagdo total, em demes foi igual a 0,224. Além de aumentar a
diferenciagdo das subpoulacdes, a deriva genética também aumenta o nivel de homozigose,
que ¢ refletido nas estimas de F. Ainda que a maioria das subpopulagdes estejam em
equilibrio de Hardy-Weinberg, ou seja, elas podem ser consideradas unidades panmiticas,
ha endogamia na populagdo total, pois os individuos de uma subpopulagdo cruzam com
maior frequéncia entre si, que entre individuos de subpopulagdes diferentes. Assim, a
populacdo total ndo estd em equilibrio de Hardy-Weinberg, pois hé diferenciagdo nas
frequéncias alélicas (¢) e endogamia devido a subdivisdo (F). Os intervalos de confianga
para as duas estimavas nao incluem o zero (Orimme= 0,150 € Orimswp= 0,222; Fiimme= 0,193 ¢
Funsep = 0,268), 0 que indica que esses valores diferem estatisticamente de zero e, portanto,

sdo significativos.

O teste para hipotese de igualdade dos valores de 6 e Rsr mostrou que a
diferenciagdo ¢ significativa a 5% de significincia (valor de p = 0,0173). Da mesma forma,
ha diferenciagdo entre os valores de f'e R;s (valor de p < 0,001) e F e R;r (valor de p <
0,001). As estatisticas R levam em consideracdo o modelo de mutacdo “stepwise” (SMM),
enquanto que os indices 6, f'e F consideram o modelo de infinitos alelos (IAM). Quando os
valores das estatisticas R excedem em magnitude os valores 6, fe F e as distribuicdes das
frequéncias alélicas mostram um comportamento irregular, multimodal (Figura 8), ¢ um
indicativo que os locos SRR estdo evoluindo segundo o modelo SMM e ndao IAM. No

presente estudo, o valor global de Ry foi igual a 0,226, R;sigual a 0,181 e R;rde 0,367.

Embora os valores das estatisticas R sejam, em magnitude, maiores que os
valores de 6, f e I ¢ preciso ser cauteloso na adocdo das estimativas de R. No presente
estudo as conclusdes nao seriam tao diferentes, pois (8 = 0,181 e Rsr = 0,226) ambos
representam um grau de estruturacdo considerado forte, de acordo com Wright (1978).
Além disso, as estimativas de Rsr, apesar de mais adequadas ao processo de mutagdo SMM,
quando a evolucao dos locos SRR desviam de um modelo SMM perfeito, o viés sobre a

estimativa de Rsr é elevado. Adicionalmente, a varidncia da Rsr € de varios outros
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parametros baseados no tamanho do alelo sao mais elevadas, que dos parametros baseados
na identidade do alelo, como o caso de 6. Dados de simulagdo sugerem, ainda, que as
estimativas de fluxo génico histdrico, baseadas no Rsr resultam em valores de Nm (nlimero
de migrantes por geracdo) com maiores erros associados, quando comparado ao uso do 6
para essa finalidade (Balloux & Goudet, 2002). Por exemplo, no presente estudo as
estimativas de Rgr par a par, que deveriam variar de 0 a 1 variou de -0,002 (LEB-ALP) a
1,187 (SER-CHGQG).

A andlise de distancia genética, baseada na estimativa de 6 entre pares de
subpopulagdes evidenciou que a maior divergéncia ¢ encontrada entre os demes URU e
VLP (0,370) (Figura 9). Consequentemente sdo as que possuem a menor taxa de fluxo
génico historico, representada pela estimativa do nimero de migrantes por geracao, que foi
menor que 1 (0,41). A menor divergéncia genética encontrada foi entre as subpopulagdes
PER e COG (0,054) e, portanto, a maior taxa de fluxo génico (4,17). Os pares de demes
VLP-CAN, CAB-VLP e URU-ALP também apresentam menos que 1 “migrante” por

geragdo. Os outros pares de subpopulagdes exibem, pelo menos Nm igual a 1.
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Figura 9. Matriz de distancia genética genética de 6 entre os 25 pares de subpopulagdes de A.

crassiflora no Cerrado brasileiro
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O fluxo génico tem efeito oposto a deriva genética, quanto maior o nimero de
migrantes por geracdo, menor a diferenciacdo genética. Uma pequena taxa de fluxo génico
¢ suficiente para homogeneizar as frequéncias alélicas e reduzir drasticamente a divergéncia
entre 0os demes. Sob o modelo de ilhas, um unico “migrante” por geracao, por exemplo,
diminui a diferenciagdo de 6 para 0,20. Entretanto, vale ressaltar que a medida de
divergéncia genética baseada na variancia das frequéncias alélicas (6) ¢ afetada por alelos
que apresentam frequéncias intermediarias nas subpopulagdes. A presenca de alelos
privados tem pouco efeito nas estimativas de €. Por conta de sua frequéncia baixa,
dificilmente esses alelos serdo incluidos nos “migrantes”, a menos que a taxa de fluxo
génico seja muito alta. Alelos privados tendem a ficar em suas subpopulagdes de origem,
até que sua frequéncia aumente o suficiente para que sejam dispersos (Hartl & Clark,
2010).

O agrupamento Bayesiano, resultante da analise no programa Strucutre ¢ do
uso do método de Evanno et al., (2005) mostram a formagao de dois grupos consistentes. O
valor de Ak foi igual a 428,155. Os individuos sdo alocados nos grupos de acordo com seus
genotipos e as frequéncias alélicas dos grupos, de modo a maximizar a diferenciacao entre
eles. A distancia genética entre os grupos ¢ de 0,077. A diversidade genética (H.) no grupo
amarelo ¢ de 0,888 e no grupo roxo ¢ 0,775. Os valores de Fsr entre as subpopulacdes
dentro do grupo amarelo ¢ de 0,017 e no grupo roxo ¢ de 0,085. E possivel notar, por meio
do grafico de barras (Figura 10), que todas as subpopula¢des apresentaram mistura
(admixture) de individuos dos dois grupos. Essa mistura ¢ maior nas subpopulagdes CHS,
ARA e AGE, que apresentam, respectivamente 79%, 26% e 55% dos individuos sendo

pertencentes ao grupo amarelo.

CE)
g §

Figura 10. Agrupamento Bayesiano resultante do programa Structure, mostrando os dois
grupos formados a partir da andlise genética de 25 subpopulacdes de Annona

crassiflora no Cerrado brasileiro.
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Com relagdo a analise de coordenadas principais (PCoA), foi possivel observar
que as trés primeiras coordenadas, explicam, juntas 76,8% da variagdo contida na matriz de
distncia genética (@ par a par). A primeira coordenada, sozinha, explica 45,6%, enquanto

que a segunda explica 19,7% e a terceira 11,5% (Figura 11).
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Figura 11. Analise de Coordenadas Principais (PCoA) a partir da matriz de distdncia genética
(0 par a par), mostrando as trés primeiras coordenadas principais resultante da
avaliacdo genética de 25 subpopulacdes naturais de Annona crassiflora no Cerrado

brasileiro.

O padrao ordenado pela PCoA ¢ praticamente o mesmo evidenciado pelo
agrupamento bayesiano do programa Strucutre. A analise também mostrou a formagao de
dois grupos principais. A inclusdo da terceira dimensdo, no entanto, mostrou que as

subpopulagdes VLP e ALP se afastam de um dos grupos, assim como CAB, enquanto que
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CAN se afasta do segundo grupo. Das 25 subpopulagdes, nos dois métodos houve 21
concordancias. Nos casos de discordancia, as subpopulagdes AGE e ARA apresentaram
mistura (admixture) de individuos, o que explica a discrepancia entre os dois métodos.

A andlise de descontinuidade genética, com base no algoritmo de Monmonier
evidenciou a separacdo dos demes a sudeste da distribui¢do, representadas pelas
subpopulagdes pertencentes ao grupo “roxo” do grafico de barras do Strucutre e as
subpopulagdes a noroeste, que fazem parte do grupo “amarelo”. A exce¢do foi BAG, que
estd localizada na regido noroeste, mas foi agrupada pela PCoA junto com as
subpopulagdes do sudeste. O algoritmo de Monmonier demarcou a aresta desse deme,
demostrando que ha descontinuidade genética em relagdo as outras supopulacdes da regiao

noroeste (Figura 12).
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Figura 12. Algoritmo de Monmonier aplicado nas arestas da Rede de Gabriel
evidenciando a primeira coordenada principal do € par a par, com o objetivo
de mostrar a descontinuidade genética nas subpopulacdes de Annona

crassiflora no Cerrado brasileiro.
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As subpopulagdes localizados a noroeste da distribuicao dos sitios de coleta em
relagdo ao grupo localizado a sudeste. Adicionalmente € possivel verificar, com base no »?
da andlise de regressdo linear da primeira coordenada principal (explica 45,6% da
diferenciagdo entre as subpopulag¢des) com a longitude (#? = 0,257; valor de p = 0,009), que
existe um aumento na divergéncia genética entre as subpopulagdes no sentido oeste-leste.
Esses resultados corroboram com a descontinuidade revelada pelo algoritmo de
Monmonier.

O teste de Mantel evidenciou uma correlagdo de baixa magnitude, porém
significativa entre a distancia genética e geografica (r = 0,405; valor de p<0,001). De uma
maneira geral, a distdncia espacial entre os demes explica 16,40% da diferenciacio
genética. O teste realizado em classes de distancia mostrou que a relag@o € significativa na
primeira (r = 0,306; valor de p<0,001), segunda (r = 0,115; valor de p = 0,026) e sexta
classes (r = -0,152; valor de p = 0,042). O diagrama de dispersao mostra, ainda, que o
decaimento da similaridade genética, com o aumento da distancia geografica ocorre

linearmente.
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Figura 13. Correlograma de Mantel e diagrama de dispersao entre a matriz de distincia
genética e geografica das 25 subpopulagdes de A. crassiflora no Cerrado

brasileiro.
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Isso indica que as populacdes mais proximas, espacialmente, também sdo mais
semelhantes geneticamente, até¢ 250 km. Apos essa distancia, a diferenciagdo genética nao
pode ser explicada pela distancia geografica. A relacdo passa a existir novamente em
600 km de distancia, no entanto com valor de » negativo e de baixa magnitude. Apds 800
km a relagdo deixa de ser significativa novamente.

Os valores do coeficiente I de Moran variaram, no loco AcrO1 de 0,393 a -0,137
(0,028+0,087), no loco Acrl0 de 0,157 a -0,096 (0,013+0,057), Acrl9 de 0,333 a -0,096
(0,049+£0,092), Acr20 de 0,186 a -0,117 (0,029+0,064), Acr22 de 0,385 a -0,086
(0,059+0,103) e Acr26 de 0,378 a -0,052 (0,041£0,095). Os correlogramas médios de todos
os locos mostram um decaimento na autocorrelagdo espacial na primeira classe de

distincia, até 254 km, para valores de I de Moran proximos a zero (Figura 14).
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Correlograma de Moran univariado mostrando a autocorrelagdo espacial nas
frequéncias alélicas. Na esquerda os valores de I de Moran para cada alelo, em
vermelho o correlograma do alelo mais frequente e na direita o correlograma

médio por loco com o desvio padriao resultante da andlise genética de 25

subpopulagdes naturais de Annona crassiflora no Cerrado brasileiro
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A magnitude da autocorrelagdo espacial avaliada em diferentes locos ¢
semelhante, em termos de média e desvio padrao. No entanto ¢ possivel verificar que a
amplitude de valores do coeficiente I de Moran, dentro de cada loco ¢ variavel. O alelo
mais frequente mostra padrao espacial, conforme visualizado na linha vermelha da Figura
14, que ¢ semelhante ao correlograma médio, por loco. Os alelos mais raros, no entanto,
presentes em poucas subpopulagdes, ndo evidenciam padrao espacial e os valores do
coeficiente I de Moran sdo proximos a zero, ou negativos. A estrutura espacial da
variabilidade genética raramente ¢ consistente entre diferentes locos (Heywood, 1991). A
estrutura espacial ¢ fraca, pois o fluxo génico ndo tem sido suficiente para carrear os alelos
mais raros. Esses alelos podem, inclusive, ser usados para mensurar o numero de migrantes
por geragdo (Slatkin, 1985). Assim, alelos raros ndo mostram padrdo espacial e os alelos
mais frequentes mostram estrutura espacial na primeira classe de distancia (padrao espacial
fraco).

O padrao espacial observado ¢ frequentemente encontrado na natureza. As
plantas, por serem sésseis, dependem de agentes externos, como animais, ou o vento para
realizarem a dispersdo de frutos e pélen. Assim, ao longo do tempo, em fun¢do da dispersao
limitada, emerge uma estrutura de autocorrelagdo nas frequéncias al€licas, em que os
individuos mais proximos geograficamente tendem a ser mais proximos geneticamente
(Vekemans & Hardy, 2004). Esse padrao pode ser observado em diferentes escalas e o
mesmo principio ¢ valido em um contexto geografico. A dispersdo limitada leva a uma
relagdo positiva entre a distdncia genética e geografica, entre as subpopulagdes.
(Meirmans, 2012). A conexdo ocorre até determinado intervalo, apos o qual ndo hd mais
efeito do aumento da distancia espacial na diferenciagdo genética, sendo a associagdo
aleatoria a partir de entdo.

O padrao espacial observado tem relacio com a interagdo dos agentes
polinizadores e dispersores de sementes, responsaveis pelo fluxo génico na espécie. Foi
evidenciado que a distancia de polinizacdo dos besouros do género Cyclocephala sp. nas
flores da espécie A. crassiflora ocorre em curtas distancias. Em até 160 m foi observado a
ocorréncia de 71% dos eventos de polinizagdo (Resultados do capitulo 1). A ocorréncia de

fluxo génico via poélen entre demes espacialmente distantes deve ocorrer muito raramente ¢
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ainda nao foi mensurado. Com relacao a dispersdo da semente, por outro lado, a anta
(Tapirus terrestris) tem o habito de transportd-las por longas distancias, muitas vezes
superiores a 2 km. Outra caracteristica do dispersor, responsavel por reforgar a estrutura
genética espacial ¢ o habito de defecar repetidamente em intervalos regulares (Fragoso,

1997).

A andlise de regressdo linear simples entre as varidveis genéticas e as duas
dimensdes espaciais, separadamente, revelou um padrdo geografico no sentido oeste-leste
muito forte, entre a diversidade genética (H,) e a longitude (? = 0,602; valor de p<0.001) e
entre a riqueza alélica (4r) e a longitude (0,747; valor de p<0.001). O mesmo cenario ndo
foi observado em relacdo ao H. e a latitude (valor de p = 0.187), assim com Ar e a latitude
(valor de p = 0,340). O valor de f ndo mostrou relagdo com nenhuma das duas dimensoes
espaciais; latitude (valor de p = 0,786) e longitude (valor de p = 0,512). Os valores de f'sao

de baixa magnitude e s6 diferem de zero em oito subpopulagdes. (figura 15).
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Figura 15. Regressao linear simples entre; A — diversidade genética (H.); B — riqueza alélica

(4r) e a longitude de 25 subpopulagdes naturais de A. crassiflora no Cerrado.
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O padrao espacial das variaveis H, e Ar, com decaimento em suas magnitudes
na direcdo oeste-leste, sugere uma expansao da area de distribui¢do da espécie. Apos esses
eventos ¢ comum observar uma variagdo clinal nas frequéncias alélicas, ao longo do eixo
de expansdo. A dilatagdo da area de distribuicdo da espécie afeta os alelos raros, presentes
nas bordas, que por multiplos eventos de efeito fundador podem aumentar suas frequéncias
ao longo da expansdao. A consequéncia da flutuacdo dos alelos ¢ uma reducdo na
diversidade alélica e genética, que estdo diretamente relacionadas a magnitude do fluxo
génico, quando ele ndo ¢ suficiente para permitir uma homogeneizagdo das frequéncias
alélicas durante a expansdo. Além disso, quando o fluxo génico ¢ espacialmente
estruturado, dificilmente os alelos presentes no centro da distribuigdo alcangarao as bordas.
Assim, as bordas exibirdo indices inferiores de diversidade genética. Da mesma forma, as
frequéncias dos alelos mais comuns tendem a se diferenciar, por meio da deriva genética.
Isso pode levar tanto a um aumento global na diferenciacao genética, quanto a formagao de
grupos geograficos (Hallatschek et al., 2007; Excoffier & Ray, 2008).

A expansdo, no passado, da area de distribuicdo da espécie deixa rastros
detectaveis nas variaveis genéticas (Hallatschek et al., 2007). Isso pode ser evidenciado, no
presente estudo, pelo primeiro eixo da analise de PCoA, que mostra um aumento na
diferenciagcdo genética na dire¢do oeste-leste, da mesma forma em que ha uma reducao dos
indices H. e Ar. Adicionalmente o algoritmo de Monmonier detectou a presenca de
descontinuidade genética e as técnicas de agrupamento do structure e ordencao da PCoA,
evidenciaram a formagdo de grupos geograficos distintos. Todas essas evidéncias apontam
para expansdo da area de distribuicdo da espécie. Os resultados observados aqui sdo
semelhantes aos obtidos por Barbosa et al. (2015). Os autores avaliaram 23 subpopulagdes
naturais de Eugenia dysenterica DC., conhecida popularmente por cagaiteira. E interessante
notar que o padrdo de descontinuidade genética obtida por eles também separou as
populagdes de noroeste a sudeste, em parte na mesma area geografica das subpopulagdes de
A. crassiflora. A diferenciagdo também aumenta no mesmo sentido indicado aqui. Os
autores também evidenciam a possibilidade de expansdo da 4area de distribui¢do da

cagaiteira.
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44 CONCLUSOES

* As subpopulagdes naturais de A. crassiflora apresentam niveis elevados de diversidade
genética;

* A diversidade genética estd fortemente estruturada nas subpopulagdes naturais de A.
crassiflora;

* A maior parte das subpopulagdes naturais de A. crassiflora amostradas apresenta
auséncia de endogamia que se deve ao sistema de cruzamento;

* Nao ha evidéncia de redugdo recente no tamanho efetivo das subpoplagdes de A.
crassiflora;

* As subpopulagdes naturais de 4. crassiflora estdo alocadas em dois grupos geograficos
distintos, com descontinuidade genética.

* Ha um padrio espacial até¢ 250 km na estrutura genética das subpopulagdes naturais de
A. crassiflora;

* Ha evidéncias de expansao historica no sentido oeste-leste da distribui¢do geografica da

espécie.



5 EFEITO DO CLIMA E DA PAISAGEM NA DISTRIBUICAO DA
VARIABILIDADE GENETICA DE SUBPOPULACOES NATURAIS
DE Annona crassiflora Mart. NO CERRADO BRASILEIRO.

RESUMO

A distribuigdo da variabilidade genética nas populagdes naturais pode ser moldada por meio
da interacdo de diferentes fatores relacionados no tempo e espaco. Para compreender o
efeito desses fatores, os modelos de distribuicao potencial tém sido correlacionados com os
parametros genéticos populacionais, no intuito de evidenciar o efeito das mudancas
climaticas na diversidade genética das populagdes de uma espécie. Da mesma forma, as
caracteristicas da paisagem também estdo sendo relacionadas com o0s processos
microevolutivos, com o objetivo de encontrar locais de descontinuidade genética,
isolamento e barreiras ao fluxo génico decorrente das caracteristicas da paisagem. Nesse
sentido, o objetivo desse trabalho ¢ avaliar a relagdo entre as estimativas dos pardmetros
genéticos com a adequabilidade climatica no ultimo méximo glacial e no periodo pré-
industrial, além das caracteristicas da paisagem. Foram amostradas 25 subopulagdes
naturais, que foram avaliadas com 6 locos microssatélites. Além disso, foi utilizado a
medida de adequabilidade proveniente da utilizacdo de cinco modelos climaticos e 14
modelos de nicho. Adicionalmente, foi empregado a porcentagem de cobertura vegetal
nativa ao redor das subpopula¢des em quatro tamanhos de raio, 2 km, Skm, 10 km e 15 km.
Foi observado que a distribui¢do espacial da diversidade genética e riqueza alélica estdo
relacionadas com a adequabilidade climatica no ultimo maximo glacial por um efeito
indireto do espago geografico, enquanto que nenhuma relagao foi observada em relacao a
adequabilidade no presente. A porcentagem de remanescentes da vegetagcdo natural, por sua
vez ndo explicou a distribui¢do espacial da diversidade genética, riqueza alélica e

coeficiente de endogamia.

Palavras-chave: adequabilidade, parametros de diversidade genética, porcentagem de

remanescentes.
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SUITABILIY AND LANDSCAPE EFFECT IN GENETIC VARIABILITY
DISTRIBUTION OF NATURAL SUBPOPULATIONS OF Annona
crassiflora Mart. ON BRAZILIAN CERRADO.

ABSTRACT

The genetic variability distribution in natural populations can be shaped through interaction
by ongoing space-time factors. To understand the effect of these factors, the potential
distribution models have been correlated with estimates of genetic parameters in order to
observe the effect of climate change on genetic diversity of species' population. Farther,
the landscape features are also being linked to the micro-evolutionary processes, with the
aim to finding genetic discontinuity, isolation and barriers to gene flow. In this sense, the
objective of this study was to evaluate the relationship between estimates of genetic
parameters with climate suitability at the last glacial maximum and the present, in addition
to landscape features. They were sampled 25 natural subpopulations, which were
genetically evaluated with six SSR locos. Farther, we used the suitability from five climatic
models (AOGCM) and 14 ENMs. Additionally, we used the percentage of vegetation cover
in four buffer sizes, 2 km, 5 km, 10 km and 15 km. It was observed that the spatial
distribution of genetic diversity and allele richness are related to climate suitability from
last glacial maximum by an indirect effect of geographical space, while no correlation was
observed for suitability in the present. The percentage of remaining natural vegetation, in
turn did not explain the spatial distribution of genetic diversity, allele richness and

inbreeding coefficient;

Keywords: climatic suitability, genetic parameters, percentage of vegetation cover.
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5.1  INTRODUCAO

Os modelos de nicho ecologico (ENM) tém sido usados, tradicionalmente, para
predizer a distribuicdo geografica das espécies, com base em registros de ocorréncia, que
cada vez mais estdo sendo disponibilizados em dominios da internet (Jiménez-Valverde et
al., 2008). Existem varios algoritmos que podem ser usados, com o objetivo de relacionar
os registros observados de uma dada espécie, com dados ambientais, para gerar mapas de
distribuicdo potencial. Esses resultados podem ser projetados para outros periodos de
tempo, para o passado, ou futuro, com o objetivo de compreender o impacto das mudangas
climaticas na distribui¢do espacial da espécie, além de evidenciar areas de estabilidade
climatica, que podem ser importantes refigios historicos da biodiversidade. Mapas de
estabilidade podem ser usados para evidenciar padrdes de diversidade e auxiliar em
planejamentos voltados para a conservagao (Werneck et al., 2012; Diniz-Filho et al., 2015).

Recentemente, os mapas de adequabilidade ambiental estdo sendo empregados
como preditores das estimativas dos parametros genéticos. Os estudos procuram relacionar
padrdes de distribuicao da variabilidade genética com locais climaticamente adequados, no
passado ou no presente para a espécie em estudo (Knowles et al., 2007; Soares et al., 2014;
Diniz-Filho et al., 2015). O uso de técnicas de modelagem de nicho e inferéncias sobre
processos demograficos histéricos podem auxiliar no delineamento de cenarios para testar
hipoteses relativas a distribui¢do da variabilidade genética (Soares et al., 2014).

O padrdo de distribui¢do da variabilidade genética nas populagdes naturais
também pode ser amplamente afetado por varidveis ambientais, relacionadas com as
caracteristicas atuais da paisagem. Essa linha de pesquisa, que procura unir teorias e
ferramental da genética de populacdes e ecologia de paisagens tem sido chamada de
genética na escala da paisagem (landscape genetics). A disciplina procura relacionar as
caracteristicas da paisagem com processos microevolutivos, como o fluxo génico, deriva
genética e selecdo natural. Adicionalmente ajuda a identificar quebras de fluxo génico entre
populagdes, sem uma causa 6bvia, ou ainda a elucidar eventos de contato secundario entre
populagdes isoladas (Manel et al., 2003).

A espécie Annona crassiflora Mart. (Annonaceae), conhecida popularmente por
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araticunzeiro, ¢ uma planta de porte arboreo que ocorre nas fitofisiomias do bioma Cerrado
que incluem o cerraddo, cerrado denso, cerrado tipico e cerrado ralo. A distribuicao
geografica ¢ ampla, sendo encontrado nos Estados de Minas Gerais, Mato Grosso do Sul,
Distrito Federal, Goias, Mato Grosso, Para, Bahia, Piaui, Tocantins, Maranhdo e, em
remanescentes, no Parana e em Sao Paulo (Ratter et al., 2000)

Com relacdao a biologia reprodutiva, A. crassiflora tem sido considerada como
prevalentemente aldogama. A espécie € contarofila, sendo polinizado por besouros do género
Cyclocephala (Cavalcante et al., 2009). No Cerrado, a dispersdo dos frutos ¢ realizada pela
anta (Tapirus terrestris). Outros animais podem, ocasionalmente, consumir os frutos do
araticunzeiro, tais como o veado catingueiro (Mazama gouazoubira), lobinho (Cerdocyon
thous) e tatu (Dasypus sp.), além de algumas espécies de aves, mas elas ndo constituem
dispersores efetivos. Além disso, as caracteristicas dos locais de defecacdo do T. terrestris e
a eliminagcdo das sementes intactas do araticunzeiro podem favorecer a germinacdo da
planta (Golin et al., 2011).

Estudos anteriores (capitulo 2) indicam que as subpopulac¢des de A. crassiflora
apresentam forte estrutura genética. A diferenciacdo genética aumenta no sentido oeste-
leste. Além disso, foi evidenciado que a diversidade genética e riqueza alélica também
apresentam uma relacao muito forte com a longitude. As subpopulagdes localizadas ao leste
da distribuicdo dos sites de coleta apresentam valores inferiores de H. e Ar. Uma
possibilidade ¢ que esse padrdo espacial seja decorrente das variaveis ambientais.

Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar se a distribui¢do da variabilidade
genética pode ser explicada pela adequabilidade climatica passada ou atual e pela

porcentagem de remanescentes, presente nas areas de coleta das populagdes.



113

52 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Parametros genéticos populacionais

Foram amostradas vinte e cinco subpopulagdes de araticunzeiro — A.
crassiflora Mart., distribuidas na area natural de ocorréncia da espécie (Figura 16). Em
cada uma das subpopulagdes foram coletadas folhas de aproximadamente trinta plantas
adultas, totalizando 762 plantas. As amostras foram acondicionadas em silica gel e
transportadas apara o Laboratorio de Genética & Biodiversidade, no Instituto de Ciéncias

Bioldgicas, da Universidade Federal de Goias.
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Figura 16 Area de coleta das 25 subpopulac¢des naturais de araticunzeiro — A. crassiflora

Mart. no Cerrado brasileiro.

Os individuos foram avaliados a partir de seis pares de iniciadores
microssatélites. Os genotipos foram obtidos por meio da analise dos eletroferogramas no
programa GeneMapper® V. 5 da Applied Biosystems®. A planilha de gendtipos foi

empregada para quantificacio da magnitude da variabilidade genética presente nas
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subpopulagdes. Para tal finalidade foi realizada a estimativa da riqueza alélica (A4r). A
diversidade genética nas populagdes foi caracterizada a partir das estimativas da
heterozigosidade esperada (#.) sob equilibrio de Hardy-Weinberg, a partir do estimador da
diversidade genética ndo viesado de Nei (1972). Foi estimado o indice de fixagao
intrapopulacional (f), com base na analise de variancia de frequéncias alélicas, conforme
Weir & Cockerham (1984). O parametro quantifica o excesso, ou deficit de homozigotos
nas populagdes locais, ou subpopulacdes, de acordo com o esperado pelo equilibrio de
Hardy-Weinberg. O procedimento experimental e obtencdo das estimativas dos parametros

genéticos populacionais foram realizadas no capitulo 02 (Tabela 10).

Tabela 10. Estimativas dos parametros genéticos, que incluem a riqueza alélica (A4r), a
diversidade genética (H.) e o indice de fixacdo intrapopulacional (f), obtidos da
genotipagem de seis pares de locos microssatélites em 25 subpopulagdes

naturais de 4. crassiflora provenientes do Cerrado brasileiro.

Subpopulagdes n Ar H., H, f
CHS 32 8,383 0,834 0,799 0,048
ITA 32 7,483 0,779 0,682 0,123*
RIV 32 8,909 0,819 0,820 -0,013
SER 32 8,680 0,831 0,796 0,039
CHG 20 9,111 0,830 0,743 0,094*
CRI 32 9,577 0,823 0,782 0,057*
HID 15 5,990 0,750 0,763 -0,013
PIP 32 5,751 0,667 0,627 0,058
POT 33 8,118 0,821 0,732 0,110*
SCI 35 5,136 0,708 0,711 -0,003
BAG 35 8,532 0,744 0,695 0,068*
COR 22 5,075 0,636 0,621 0,003
LEB 31 6,945 0,704 0,611 0,099*
ARA 32 6,908 0,756 0,711 0,081
COG 32 7,878 0,751 0,766 -0,008
PER 32 7,590 0,771 0,734 0,060
CAN 32 5,545 0,603 0,495 0,158*
VLP 32 5,377 0,634 0,611 0,040
AGE 32 6,217 0,734 0,733 -0,005
POS 32 5,588 0,673 0,596 0,106*
PTU 32 6,538 0,664 0,634 0,041
ALP 32 5,958 0,669 0,672 -0,009
CAB 32 5,240 0,577 0,535 0,056
FAS 30 7,010 0,693 0,678 0,011
URU 32 4,759 0,519 0,524 -0,018

Média 30.6 6,892 0,719 0,683 0,047
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5.2.2 Modelagem de nicho ecoldégico

As medidas de adequabilidade climatica foram obtidas para a espécie A.
crassiflora usando modelos de nicho ecologico (ENM). A distribuicdo potencial foi
modelada com base em 108 registros de ocorréncia da espécie, disponiveis no banco de
dados do Species Link (http://splink.cria.org.br/). Os registros foram examinados, para
remocao de erros, duplicatas e as sinonimias botinicas. Para detalhes e alguns cuidados ao
lidar com esse tipo de dado ver De Giovanni et al. (2012). Os registros de ocorréncia foram
mapeados em uma quadricula de 0,5° de resolugdo espacial. Foram usados 14 ENMs:
Analise de fator de nicho ecologico (ENFA), distancia euclidiana (ED), distancia de Gower
(GD), distancia de Mahalanobis (MD), algoritmo genético para producdo de conjunto de
regras (GARP), modelos lineares generalizados (GLM), maxima entropia (Maxent),
modelos aditivos generalizados (GAM), analise discriminante flexivel (FDA), regressao
multivariada adaptdvel Splines (MARS), Modelos generalizados Boosted (GBM), redes
neurais (ANN) Random Forest (RNDFOR).

Para modelar a ocorréncia da espécie foram empregadas cinco variaveis
climaticas, derivadas de quatro modelos climaticos globais acoplados oceano-atmosfera
(AOGCMs: CCSM, GISS, MIROC e MRI). As variaveis incluem a temperatura média
anual, amplitude térmica anual, precipitacio do més mais chuvoso e precipitagdo do
trimestre mais quente, juntamente com o pH do solo. Os AOGCMs fornecem uma
simulagdo para o clima do presente, representado pelo periodo pré-industrial e para o
ultimo maximo glacial LGM (~21 mil anos). Os dados foram obtidos do banco EcoClimate
(http://ecoclimate.org) em quadricula de 0,5°. Os dados de solo, por sua vez, foram obtidos
do Harmonized World Soil Database (HWSD). Os modelos foram combinados para gerar

os mapas de adequabilidade.

Os modelos de nicho foram construidos para o cendrio climatico atual e
projetados para o passado, nas condigdes do ultimo maximo glacial. A modelagem foi
repetida 50 vezes, para cada combinagdao de método e AOGCM. A frequéncia de ocorréncia
da espécie em cada célula, no processo de replicagdo permite inferir sobre a adequabilidade

climatica para cada combinacdo entre os 14 métodos de ENM e 4 AOGCMs. Sobrepondo
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os mapas de adequabilidade foi possivel obter um consenso (ensemble), que foi usado, no
presente estudo, como a métrica de adequabilidade ambiental para 4. crassiflora, no tempo
presente, no periodo pré-industrial (Pls), no passado; ultimo maximo glacial (LGMs). A
variagdo entre Pls e LGMS; foi usada para obter o AS (Figura 17). Os valores positivos de AS
indicam os locais que ganharam adequabilidade ambiental, desde o ultimo méximo glacial.

Todo o procedimento descrito nesse topico foi realizado por Terribile et al. (2012).

past atual
Caser 1720 XMIN:-TT YMIN:-95  past0.204 085 Gase: 505 XKMM: 805 YMM -1 atusl: 0.006
08 -

oes] | "'-"IL_‘.

deita
Case: 2086 XMIN. 65 YMIN:-35  deita: 0.004 °5I

0.15]

Figura 17. Mapas de adequabilidade ambiental da espécie 4. crassiflora, obtidos por
meio de 14 modelos de nicho ecologico e 5 modelos climaticos acoplados
oceano-atmosfera projetados, reespectivamente, para o tltimo méaximo glacial

(LGM5), o presente, no periodo pré-industrial (Pls) e o resultante AS
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5.2.3 Caracterizacio da paisagem nas subpopulacoes

A caracterizacdo da paisagem nas subpopulagdes de A. crassiflora foi realizada
quanto a % de remanescentes da vegetacdo natural do Cerrado. Para essa finalidade foi
usada uma camada rasterizada, na resolu¢ao de 1 km, proveniente do Mapeamento das
areas de vegetacdo remanescente do Cerrado, para os anos de 2008 e 2009, com base no
PMDBBS - Projeto de Monitoramento do Desmatamento dos Biomas Brasileiros por
Satélite (Figura 18). A camada estd disponivel no banco de dados do Laboratorio de
Processamento de Imagens e Geoprocessamento — LAPiG/UFG

(http://www.lapig.iesa.ufg.br/lapig/).

Figura 18. Camada rasterizada dos remanescentes de vegetacdo natural do Cerrado na
resolugdo espacial de 1 km, proveniente do Mapeamento das areas de vegetacao

remanescente do Cerrado, para os anos de 2008 e 2009 do LAPiG/UFG.
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O tamanho da area a ser caracterizada ao redor das subpopulagdes normalmente
¢ definido de acordo com a capacidade de dispersao da espécie. Como essas informagdes
sdo incertas e variaveis, foram empregadas quatro tamanhos diferentes de area, com raio de
2 km, 5 km, 10 km e 15 km. Dentro dessa area foram sorteados 1000 pontos. A camada
raster ¢ composta por pixels aos quais sdo atribuidos valores de uma matriz, por exemplo 0
para auséncia e 1 para presenga de remanescente. O sorteio de pontos amostra esses
valores. Assim, a porcentagem de remanescentes ¢ dada pela soma da quantidade de pontos
amostrados, que continham valores de presenca, no total de pontos amostrados na area. O
método foi desenvolvido por Diniz-Filho (2015, dados ndo publicados). Esse procedimento

foi realizado no programa R, com o pacote raster (Hijmans, 2015).

5.2.4 Analise de dados

O conjunto de valores de adequabilidade ambiental do periodo pré-industrial
(PIs), do ultimo maximo glacial (LGMs) e o resultante (AS) para cada coordenada
geografica, correspondente ao sitio de coleta da subpopulagdo foram utilizados como
preditores em uma analise de regressao linear simples entre as estimativas dos pardmetros
genéticos, que incluem a diversidade genética (H.), riqueza alélica (4r) e indice de fixagdo
intrapopulacional (f). O objetivo ¢ avaliar se as areas com maior adequabilidade, no
passado ou presente abrigam subpopulacdes com maiores indices de variabilidade e
diversidade genética e menor endogamia. As porcentagens de remanesces de vegetagdo
natural do Cerrado, resultantes da caracterizacdo dos buffers em 2 km, 5 km, 10 km e 15
km foram usadas, da mesma forma, como preditor em uma anélise de regressdo linear
simples entre as estimativas dos pardmetros genéticos, que incluem a diversidade genética
(H.), riqueza alélica (4r) e indice de fixacao intrapopulacional (f).

Os resultados estatisticamente significativos foram utilizados em uma anélise
do residuo. Um dos pressupostos da regressao linear ¢ a independéncia dos erros, assim, a
presenga de autocorrelacdo no residuo pode aumentar a ocorréncia de erro tipo I, além de

enviesar as estimativas dos coeficientes de regressdao. Para verificar a independéncia do
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residuo foi utilizado o coeficiente I de Moran, a partir do pacote ape — Analyses of
Phylogenetics and Evolution (Paradis et al., 2004) e o correlograma de Moran do pacote
ncf — spatial nonparametric covariance functions (Bjornstad, 2015), no programa R.
Quando constatada a presenca de autocorrelagdo no residuo foi usada a correcdo de
Duttileul para os graus de liberdade, de modo a tornar a analise mais restritiva, descontando
o efeito da dependéncia espacial das observagdes. A correcao foi realizada com o pacote
SpatialPack — Package for analysis of spatial data (Osorio & Vallejos, 2014).

Outra maneira de considerar a presenga de autocorrelagdo espacial no residuo ¢é
adicionar o espaco explicitamente na andlise. Para descontar o efeito do padrdo espacial na
distribuicao e magnitude da variabilidade genética, o espago geografico foi usado como um
dos preditores dos parametros genéticos populacionais. Para essa finalidade, inicialmente
foi gerada uma varidvel que captou a maior parte da variagdo do espaco geografico de
ocorréncia das subpopulacdes de A. crassiflora, a partir das coordenadas dos sitios de
coleta. Esses pontos foram usados para a constru¢ao de uma matriz de distancia geografica
truncada. Essa matriz foi usada em uma andlise de coordenadas principais (PCoA). O
método ¢ conhecido por PCNM — principal coordinates of neighbor matrices e foi
executado no programa SAM — spatial analysis in macroecology (Rangel et al., 2006).

Foi usado o primeiro autovetor do PCNM como segundo preditor, sempre que a
andlise de regressdo linear simples entre o primeiro preditor (Pls, LGMsouAS) e a variavel
resposta (H., Ar e f) fosse estatisticamente significativa. Para essa finalidade foi realizada
uma Analise de Redundancia (RDA). O RDA combina uma regressdo linear multipla com
analise de componentes principais (PCA). Os eixos da RDA representam combinagdes
lineares dos preditores, que melhor explicam a varidvel resposta. A andlise de variancia foi
usada para gerar efeitos para cada preditor, individualmente, com base na decomposicao

dos componentes de variancia e para testar a sua significancia, a partir do teste F.
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As estimativas de H. e a Ar mostram um padrdo longitudinal de variagdo, no
sentido oeste-leste, enquanto que as estimativas do coeficiente de fixag¢ao intrapopulacional
nao mostram o mesmo padrdo (Figura 19). Trabalhos anteriores, conduzidos com a espécie,
mostram que H. e Ar estdo fortemente correlacionados com a longitude. Os autores
sugerem que esse tipo de sinal nos parametros genéticos ¢ um indicio de expansao do range

da espécie (Capitulo 02).
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Figura 19. Estimativas dos parametros genéticos, que incluem a diversidade genética

(H.), riqueza alélica (4r) e coeficiente de fixacdo intrapopulacional (f) das

subpopulagdes naturais de 4. crassiflora no Cerrado brasileiro.
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As estimavas da diversidade genética (1> = 0,217; p = 0,019) e riqueza alélica (1*
=0,306; p = 0,004) mostraram relagdo com a adequabilidade ambiental para a espécie no
ultimo maximo glacial (LGM). O coeficiente de endogamia, por outro lado, ndo mostrou
relagdo com LGMs (> = 0,046; p = 0,302). O mesmo cenario nao foi observado em relagao
H. (r* = 0,007; p = 0,690), Ar (r* = 0,010; p = 0,124) e f (r* = 0,0926; p = 0,139) e a
adequabilidade climatica no periodo pré-industrial (presente). Adicionalmente, as
estimativas de H. (r* = 0,218; p = 0,01), Ar (1> = 0,398; p < 0,001) mostraram relagao
positiva com as areas que ganharam adequabilidade (AS), enquanto que o f (1> = 0,009; p =

0,650) permaneceu ndo significativo (Figura 20).
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Figura 20. Regressdo linear simples entre as estimativas dos pardmetros genéticos, que
incluem a diversidade genética (H.), riqueza alélica (4r) e coeficiente de
endogamia (f) com a adequabilidade ambiental do ultimo maximo glacial
(LGMs), do periodo pré-industrial (P;) e o resultante entre eles (AS) da espécie
A. crassiflora, no Cerrado brasileiro.



122

A avalia¢do do residuo da andlise de regressdo linear indicou a presenca de
autocorrelacao espacial na relagdo entre a diversidade genética (H.) e riqueza alélica (Ar)
com a adequabilidade do ultimo maximo glacial (LGMs) e a adequabilidade resultante (4S)

(Figura 21).

H, x LGM; I de Moran: 0,096 valor de p < 0,001 Ar x LGM, I de Moran: 0,101 valor de p < 0,001
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Figura 21. Correlograma de Moran mostrando a autocorrelacdo espacial do residuo da
analise de regressao linear entre as estimativas de diversidade genética (H.) e
riqueza alélica (4r) com a adequabilidade no ultimo méximo glacial (LGMj)
e a adequabilidade resultante (4S) da espécie Anona crassiflora no Cerrado

brasileiro.

A existéncia de autocorrelacdo no residuo exigiu a utilizagdo da correcdo de
Duttileul. Apods as corregdes dos graus de liberdade todas as associagdes entre as
estimativas dos parametros genéticos e a adequabilidade climatica, identificados
inicialmente com a analise de regressdo linear simples deixaram de ser significativas.

Assim, ndo foi possivel identificar qualquer efeito da adequabilidade climatica na
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magnitude e distribuicdo da variabilidade genética, tanto no presente, quanto ha 21 m.a

atras, no ultimo méximo glacial (Tabela 11).

Tabela 11. Graus de liberdade geograficamente efetivos e valores de p associados as
analises de regressdo linear entre as estimativas dos parametros genéticos ¢ a

adequabilidade para espécie A. crassiflora, ap6s aplicada a corre¢do de Dutilleul

Regressdo linear GL efetivo Valor de p Valor de p corrigido
H.x LGM; 6,441 0,019 0,227
Ar xLGMs 5,362 0,004 0,180
H,xA4S 5,701 0,010 0,257
Arx AS 4,596 0,001 0,146

Ao mesmo tempo em que a auséncia de independéncia das n observacdes
resulta em um problema estatistico, relacionado com o numero de graus de liberdade
efetivos, para os testes de hipdtese, a autocorrelagdao espacial ¢ uma propriedade de muitas
variaveis biologicas (Legendre, 1993). Essa caracteristica ¢, muitas vezes, exatamente o
que se deseja mensurar. Em A. crassiflora, por exemplo, foi detectada a presenga de padrao
espacial, em que as subpopulagcdes em até¢ 250 km de distdncia sdo mais proximas
geneticamente, um resultado decorrente de um processo evolutivo, a magnitude do fluxo
génico histdrico, na espécie (capitulo 2).

Em funcdo dessa autocorrelagdo das varidveis biologicas, os métodos de
corre¢do para os graus de liberdade sdo muito importantes, para permitir testes de hipdteses
que atendam aos pressupostos das andlises. No entanto, eles podem ter algumas limitacdes
relacionadas com o tamanho amostral. Na presenca de autocorrelagdo, a corre¢do de
Dutilleul remove graus de liberdade proporcionalmente a magnitude do padrdo espacial.
Assim, se 0 n amostral ndo ¢ muito grande (< 100, na presenca de forte autocorrelagao), a
corre¢do diminui a acurécia da estatistica F e a capacidade de detectar associacdo entre as
varidveis preditivas e resposta (Legendre et al., 2002). Assim, a falta de significancia das
analises de regressdo linear entre as estimativas dos parametros genéticos e a
adequabilidade, apos aplicada a corre¢dao de Dutilleul pode ser um reflexo da restritividade

do método, para n amostral pequeno.
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A relacdo entre a diversidade genética (H.) e a adequabilidade no ultimo
maximo glacial (LGM5) ndo ¢ significativa (valor de p = 0,736), quando descontado o efeito
do espago geografico, apds a adicdo do primeiro autovetor da PCNM como preditor na
analise de RDA, o que evidencia que a relacdo entre e LGM;s e H, s existe por efeito
indireto do espaco geografico (valor de p = 0,006). Assim como em relagdo ao efeito da
adequabilidade resultante (4S) com H. (valor de p = 0,979) so6 existe por efeito indireto do
espaco (valor de p = 0,005). Exatamente o mesmo cendério foi observado entre a relagdo da
riqueza alélica (4r) com LGM; (valor de p = 0,977), quando adicionado o PCNM (valor de
p= 0,009) e entre Ar e A4S (valor de p = 0,275) por efeito da distribui¢cdo espacial (valor de
p = 0,008). O espaco geografico sozinho foi responsavel por 17,9% a 26,2% da variagdo
observada nas estimativas dos parametros genéticos, que incluem a diversidade genética e a
riqueza alélica. A maior parte da variagdo esta alocada no residuo e ndo foi explicada por

nenhum dos preditores usados (entre 46% e 58,9%) (Figura 22).

HE HE
LGM_ PCNM || AS PCNM
Residuo = 0,585 Residuo = 0,589
Ar Ar
LGM_ PCNM || AS PCNM
0,284 0,004
Residuo = 0,460 Residuo = 0,448

Figura 22. Diagrama de Venn mostrando os valores obtidos com a andlise de particdo da
variancia entre as estimativas dos pardmetros genéticos (H. ¢ Ar) e a
adequabilidade (LGMs 4S), apos descontar o efeito do espaco geografico, por
meio do PCNM.
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A relacdo entre as estimativas dos parametros genéticos € a adequabilidade
(LGM;s e AS) para a espécie 4. crassiflora s6 foi significativa na auséncia do espago
geografico na analise. E possivel notar que as estimativas de H, e Ar mostram valores de
magnitudes mais elevadas, nas regides a oeste da distribuicdo geografica da espécie (Figura
17). Nesses locais, a adequabilidade climatica também se mostra mais elevada, no ultimo
maximo glacial e permanece elevada (areas em vermelho), no presente (Figura 17). Nos
ultimos 21 mil anos ocorreu um aumento das areas consideradas mais adequadas, em
direcdo ao sudeste da darea de distribuicdo da espécie, de acordo com a distribuicdo
potencial modelada por Terribile et al. (2012).

Analises palinoldgicas, conduzidas no Cerrado, mostraram uma alteracdo
profunda da vegetagdo nessa regido, do ultimo maximo glacial (LGM), para o presente. Ha
32 mil anos atrés, o clima era parecido com o atual, mas um pouco mais imido € com uma
estacdo seca mais curta. A vegetacdo era composta por palmeiras do género Mauritia. Essa
fase foi precedida por um periodo mais arido, entre 50 mil e 40 mil anos atrés. Entre 32 mil
anos ¢ 19 mil anos ocorre um decréscimo no pélen arbdreo, juntamente com a abundancia
de plantas aqudticas e herbaceas. Apesar de, inicialmente, a umidade ainda ser alta no
Brasil Central, a temperatura diminuiu. A umidade comega a diminuir ha 20 mil anos atras,
deixando o clima seco e frio, provavelmente entre 5°C e 8°C a menos, em relagdo ao
presente. No Cerrado, a fase seca perdurou até 7 mil anos, indicando que o inicio do
holoceno foi mais seco, que o clima atual. A umidade comeca a aumentar a partir de entao,
iniciando a transi¢do para um clima mais imido, em que a abundancia de palmeiras
aumenta subsequentemente (Salgado-Labouriau et al., 1998).

Terribile et al. (2012) modelaram a distribuicao potencial de 18 espécies do
Cerrado, incluindo A. crassiflora e projetaram os modelos no quaternario, no ultimo
maximo glacial, no presente e no futuro, at¢ 2100. Os autores observaram que areas na
porc¢do central do Cerrado representam regides de estabilidade climatica. Esses locais sdao
reftigios histéricos da biodiversidade.

A medida em que o clima ficou mais seco e frio, no Gltimo maximo glacial, a
vegetacdo arborea, que inclui A. crassiflora deve ter retraido, ficando restrita as regioes

mais centrais e a noroeste da distribuicdo da espécie. Esses locais mantiveram condigdes
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climaticas adequadas. Conforme o clima voltou a aquecer e a ficar mais imido, depois de 7
mil anos atras, a distribuicdo da espécie expandiu, em dire¢do ao sudeste. No periodo do
ultimo maximo glacial, os locais com adequabilidade mais elevada sdo também as regides
com maiores indices de diversidade genética e riqueza alélica no presente. Com a expansao
da adequabilidade para sudeste, praticamente toda area de ocorréncia ficou com valores

elevados de adequabilidade, no presente.

As informagdes apresentadas podem ser um indicativo de que adogdo da
correcdo de Dutilleul e a inclusio do PCNM nas analises representam métodos muito
restritivos para o n amostral do presente estudo, quebrando a relagao entre H., Ar com
LGM; e AS. Vale ressaltar que os resultados da distribui¢do potencial corroboram com a
expansao da distribuicdo geografica da espécie, observada no capitulo 2. Embora ndo tenha
sido constatada relagdo direta entre as estimativas dos parametros genéticos populacionais e

a adequabilidade.

Com relagdo a porcentagem de remanescentes, os valores dos coeficientes de
regressdo linear ndo mostraram ajuste entre nenhuma das estimativas dos parametros
genéticos com a porcentagem de remanescentes da vegetacdo natural do Cerrado, em

nenhum tamanho de area avaliada (Tabela 12).

Tabela 12. Coeficiente de regressdo linear e valor de p associado a hipotese de auséncia de
relagdo entre as estimativas dos parametros genéticos com a porcentagem de
cobertura vegetal, obtida em quatro tamanhos diferentes de area ao redor das

populagdes naturais de 4. crassiflora, no Cerrado brasileiro.

Regressao linear

Raio do buffer (km) Parametro r? Valor de p
H. 0,093 0,138

2 Ar 0,016 0,545
f 0,049 0,285
H. 0,066 0,213

5 Ar 0,004 0,739

Continua....
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Tabela 12. Continua.

f 0,020 0,498
H. 0,094 0,135
10 Ar 0,015 0,552
S 0,020 0,496
H. 0,090 0,051
15 Ar 0,016 0,537
S 0,025 0,450

A auséncia de relacdo entre as estimativas dos pardmetros genéticos com a
porcentagem de remanescentes da vegetacao natural do Cerrado ¢ um indicativo de que as
subpopulagdes de A. crassiflora podem nao ter tido tempo para reagir aos efeitos da
atropizacdo ainda. A fragmentagdo do Cerrado ¢ um evento muito recente na historia e data
dos ultimos 60 anos. Ainda que o tempo de geragdo da espécie seja de 15 anos (Collevatti et
al., 2014), ou seja, 4 geracdes desde o inicio da fragmentacdo, pode existir um atraso nessa
resposta. Algo semelhante foi observado na espécie Caryocar brasiliense, conhecida
popularmente por pequi. Os autores ndo verificaram relacdo entre a antropiza¢do e a
diversidade genética e o coeficiente de endogamia (Collevatti et al., 2001).

Além disso, € preciso considerar o tipo de caractere sob avaliacdo. Alguns
deles respondem mais rapidamente aos efeitos da fragmentacdo do ambiente, enquanto
outros sdo menos responsivos. Mesmo os caracteres sob selecao exigem algum tempo para
que a fragmentagdo tenha algum impacto que possa ser notado (Ewers & Didham, 2006).
Nesse ponto vale ressaltar que os marcadores moleculares usados no presente estudo sao
neutros. Por isso pode ser necessario mais tempo para que os efeitos da fragmentagao do
Cerrado afetem a composi¢do genética das subpopulagdes. Outra possibilidade para a
auséncia de relacdo entre as estimativas dos pardmetros genéticos populacionais e a
porcentagem de remanescentes ¢ um confundimento entre esses efeitos € a expansdo da
distribuicao geografica da espécie. Se esses eventos deixam assinaturas nas estimativas de

H. e Ar, entdo os efeitos da fragmentagdo do bioma podem estar mascarados.
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CONCLUSOES

A distribuicdo da diversidade genética e riqueza alélica estdo relacionadas com a
adequabilidade climatica no ultimo maximo glacial por um efeito indireto do espago

geografico;

O coeficiente de endogamia ndo esta relacionado com a adequabilidade em nenhum

dos periodos avaliados;

A distribui¢do da diversidade genética, riqueza alélica e coeficiente de endogamia

nao estdo relacionados com a adequabilidade do presente;

A distribui¢do da diversidade genética, riqueza alélica e coeficiente de endogamia

ndo estdo relacionados com a porcentagem de remanescentes da vegetacdo natural

do Cerado;



6 CONCLUSOES GERAIS

o A polinizag¢@o em A. crassiflora ocorre em curtas distancias, em até 360 metros.

. As subpopulagdes naturais de A. crassiflora apresentam niveis elevados de
diversidade e estrutura genética;

. As subpopulacdes naturais de A. crassiflora estdo alocadas em dois grupos
geograficos distintos, com descontinuidade genética;

o Ha evidéncias de expansdo histérica no sentido oeste-leste da distribui¢do
geografica da espécie;

. A distribuigdo espacial da diversidade genética e riqueza alélica das subpopulagdes

de A. crassiflora estao relacionadas com a adequabilidade climatica no ultimo

maximo glacial, por um efeito indireto do espago geografico;
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APENDICE

Tamanho amostral usado em cada um dos estudos presentes no
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Apéndice A. Tamanho amostral usado em cada um dos estudos presentes no capitulo 01. O
n ¢ diferente, pois na analise de paternidade sao removidas as sementes com

dados perdidos em pelo menos trés locos.

Tamanho amostral

Matrizes Sistema de cruzamento Analise de paternidade
MoO1 23 20
MO02 22 11
MO3 23 23
Mo04 23 22
MO5 23 22
MO6 23 23
MO7 23 19
MO8 23 23
M09 23 23
M10 23 23
Ml11 23 23
M12 23 22
M13 23 23
M14 23 23
M15 23 23
M16 23 22
M17 23 23
M18 23 23
M19 23 22
M20 23 22

Total 459 435
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Apéndice B. Resultado da andlise de paternidade conduzida no programa CERVUS
mostrando a distancia entre todas as sementes ¢ os doadores de pdlen que

tiveram a paternidade atribuida a 85% de confianca.

Sementes Doadores de polen (95% de confianga) Distiancia
ID Latitude Logitude ID Latitude Logitude (m)

M1F2.4 -15,20447 -48,73066 VLPGO 36 -15,20236 -48,73092 236,126
MI1F5.2 -15,20447 -48,73066 VLPGO 41 -15,20358 -48,73042 102,018
MIF5.5 -15,20447 -48,73066 VLPGO 87 -15,20381 -48,72839 254,624
M2F1.11 -15,20455 -48,73055 VLPGO 04 -15,20465 -48,73092 40,885
M2F1.12 -15,20455 -48,73055 VLPGO 04 -15,20465 -48,73092 40,885
M2F1.15 -15,20455 -48,73055 VLPGO 04 -15,20465 -48,73092 40,885
M2F1.13 -15,20455 -48,73055 VLPGO 66 -15,20389 -48,72900 181,836
M2F1.24 -15,20455 -48,73055 Matriz02 -15,20455 -48,73055 0,000
M3F3.3 -15,20433 -48,73025 VLPGO 65 -15,20372 -48,72894 155,593
M3F1.10 -15,20433 -48,73025 VLPGO 66 -15,20389 -48,72900 142,811
M3F2.22 -15,20433 -48,73025 Matriz03 -15,20433 -48,73025 0,000
M4F1.22 -15,20451 -48,73015 VLPGO 04 -15,20465 -48,73092 83,725
M4F1.18 -15,20451 -48,73015 VLPGO 65 -15,20372 -48,72894 156,281
M4F1.19 -15,20451 -48,73015 VLPGO 65 -15,20372 -48,72894 156,281
M4F1.17 -15,20451 -48,73015 VLPGO 65 -15,20372 -48,72894 156,281
M4F1.13 -15,20451 -48,73015 Matriz03 -15,20433 -48,73025 22,710
M4F1.5 -15,20451 -48,73015 Matriz03 -15,20433 -48,73025 22,710
M5F1.15 -15,20455 -48,72998 VLPGO 11 -15,20432 -48,73035 47,428
MS5F3.24 -15,20455 -48,72998 VLPGO 32 -15,20438 -48,72972 33,792
MS5F2.6 -15,20455 -48,72998 VLPGO 40 -15,20350 -48,73053 130,726
MS5F1.12 -15,20455 -48,72998 VLPGO 60 -15,20378 -48,72925 116,210
MS5F2.7 -15,20455 -48,72998 VLPGO 69 -15,20394 -48,72894 129,994
MS5F2.13 -15,20455 -48,72998 VLPGO 94 -15,20397 -48,72831 190,777
MS5F2.3 -15,20455 -48,72998 Matriz16 -15,20486 -48,72880 131,225
MS5F1.10 -15,20455 -48,72998 Matriz20 -15,20499 -48,72722 300,169
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MS5F1.23
MS5F1.21

M6F3.1
M6F7.11
M6F1.23
M6F1.11
M6F1.15
M6F2.13
M6F4.14
M6F4.20

MG6F4.7
M7F2.16
M7F2.10

M7F1.6
M7F1.13
M7F2.22
MS8F6.23
MS8F3.12

MSF5.2
MS8F6.10

MSF3.1

MB&8F4.9

MS8F4.1

MS8F4.4
MS8F7.12

MS8F7.2
MS8F2.10
MS8F1.22
MS8F2.20
MS8F7.19

-15,20455
-15,20455

-15,2045
-15,2045
-15,2045
-15,2045
-15,2045
-15,2045
-15,2045
-15,2045
-15,2045

-15,20443

-15,20443

-15,20443

-15,20443

-15,20443

-15,20446

-15,20446

-15,20446

-15,20446

-15,20446

-15,20446

-15,20446

-15,20446

-15,20446

-15,20446

-15,20446

-15,20446

-15,20446

-15,20446

-48,72998
-48,72998

-48,72974
-48,72974
-48,72974
-48,72974
-48,72974
-48,72974
-48,72974
-48,72974
-48,72974
-48,72955
-48,72955
-48,72955
-48,72955
-48,72955
-48,72925
-48,72925
-48,72925
-48,72925
-48,72925
-48,72925
-48,72925
-48,72925
-48,72925
-48,72925
-48,72925
-48,72925
-48,72925
-48,72925

Matriz20
Matriz20

VLPGO 24
VLPGO 33
VLPGO 40
VLPGO 40
VLPGO 52
VLPGO 52
VLPGO 88
VLPGO 94
Matriz12

VLPGO 17
VLPGO 33
VLPGO 41
VLPGO 49
Matriz16

VLPGO 17
VLPGO 32
VLPGO 32
VLPGO 39
VLPGO 60
VLPGO 71
VLPGO 71
VLPGO 71
VLPGO 72
VLPGO 72
VLPGO 72
VLPGO 74
VLPGO 78
Matriz12

-15,20499
-15,20499

-15,20450
-15,20435
-15,20350
-15,20350
-15,20372
-15,20372
-15,20378
-15,20397
-15,20448
-15,20450
-15,20435
-15,20358
-15,20372
-15,20486
-15,20450
-15,20438
-15,20438
-15,20350
-15,20378
-15,20392
-15,20392
-15,20392
-15,20403
-15,20403
-15,20403
-15,20397
-15,20400
-15,20448

-48,72722
-48,72722

-48,72990
-48,72978
-48,73053
-48,73053
-48,72986
-48,72986
-48,72833
-48,72831
-48,72848
-48,73022
-48,72978
-48,73042
-48,72983
-48,72880
-48,73022
-48,72972
-48,72972
-48,73053
-48,72925
-48,72883
-48,72883
-48,72883
-48,72889
-48,72889
-48,72889
-48,72889
-48,72847
-48,72848
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300,169
300,169

17,168
17,315
139,692
139,692
87,479
87,479
170,994
164,693
135,220
71,957
26,571
132,383
84,380
93,609
103,821
50,795
50,795
173,783
75,835
75,151
75,151
75,151
61,709
61,709
61,709
66,671
97,905
82,653
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MOF2.20
MO9F2.3
MOF2.14
MOF1.14
MOF1.10
MOF1.2
MOF1.5
MOF1.15
MOF2.16
MOF1.18
M10F3.1
MIO0F3.5
MI10F2.14
MI10F4.4
MI10F1.8
MI10F1.3
MI10F3.7
MI10F2.6
M10F4.19
M10F2.20
M11F9.4
M11F4.11
M11F10.15
M11F2.17
M11F5.22
M1I1F1.10
MI11F8.11
M11F7.24
M11F10.11
MI11F10.12

-15,20427
-15,20427
-15,20427
-15,20427
-15,20427
-15,20427
-15,20427
-15,20427
-15,20427
-15,20427
-15,20427
-15,20427
-15,20427
-15,20427
-15,20427
-15,20427
-15,20427
-15,20427
-15,20427
-15,20427
-15,20425
-15,20425
-15,20425
-15,20425
-15,20425
-15,20425
-15,20425
-15,20425
-15,20425
-15,20425

-48,72916
-48,72916
-48,72916
-48,72916
-48,72916
-48,72916
-48,72916
-48,72916
-48,72916
-48,72916
-48,7288
48,7288
-48,7288
-48,7288
-48,7288
-48,7288
48,7288
48,7288
-48,7288
-48,7288
-48,72859
-48,72859
-48,72859
-48,72859
-48,72859
-48,72859
-48,72859
-48,72859
-48,72859
-48,72859

VLPGO 44
VLPGO 44
VLPGO 44
VLPGO 69
VLPGO 69
VLPGO 69
VLPGO 69
VLPGO 69
Matriz10
Matriz15
VLPGO 25
VLPGO 25
VLPGO 28
VLPGO 31
VLPGO 66
VLPGO 66
VLPGO 91
VLPGO 94
Matriz10
Matriz16
VLPGO 03
VLPGO 05
VLPGO 25
VLPGO 36
VLPGO 36
VLPGO 40
VLPGO 66
VLPGO 66
VLPGO 78
Matriz10

-15,20353
-15,20353
-15,20353
-15,20394
-15,20394
-15,20394
-15,20394
-15,20394
-15,20427
-15,20472
-15,20443
-15,20443
-15,20462
-15,20440
-15,20389
-15,20389
-15,20389
-15,20397
-15,20427
-15,20486
-15,20415
-15,20457
-15,20443
-15,20236
-15,20236
-15,20350
-15,20389
-15,20389
-15,20400
-15,20427

-48,73025
-48,73025
-48,73025
-48,72894
-48,72894
-48,72894
-48,72894
-48,72894
-48,72880
-48,72863
-48,72982
-48,72982
-48,72972
-48,72965
-48,72900
-48,72900
-48,72825
-48,72831
-48,72880
-48,72880
-48,73147
-48,73072
-48,72982
-48,73092
-48,73092
-48,73053
-48,72900
-48,72900
-48,72847
-48,72880
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143,133
143,133
143,133
43,026
43,026
43,026
43,026
43,026
38,629
75,750
110,593
110,593
105,645
92,346
47,491
47,491
72,648
62,512

0,000
65,605

308,875
230,898
133,194
326,293
326,293

224,052
59,555
59,555
30,546
22,643
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M11F7.16
MI12F4.9
MI12F1.21
M12F3.16
MI12F1.9
M12F4.22
M12F2.20
MI12F2.16
MI12F5.16
MI12F5.17
MI12F5.6
MI12F5.12
MI12F4.2
MI13F2.7
M13F3.22
M13F3.8
M13F3.7
M13F1.15
M13F2.23
M13F2.20
MI13F3.17
M13F3.16
M13F1.20
M13F1.18
MI14F2.4
M14F2.22
M14F1.6
M14F2.18
M14F2.1
MI14F1.8

-15,20425
-15,20448
-15,20448
-15,20448
-15,20448
-15,20448
-15,20448
-15,20448
-15,20448
-15,20448
-15,20448
-15,20448
-15,20448
-15,20462
-15,20462
-15,20462
-15,20462
-15,20462
-15,20462
-15,20462
-15,20462
-15,20462
-15,20462
-15,20462
-15,20461
-15,20461
-15,20461
-15,20461
-15,20461
-15,20461

-48,72859
-48,72848
-48,72848
-48,72848
-48,72848
-48,72848
-48,72848
-48,72848
-48,72848
-48,72848
-48,72848
-48,72848
-48,72848
-48,72842
-48,72842
-48,72842
-48,72842
-48,72842
-48,72842
-48,72842
-48,72842
-48,72842
-48,72842
-48,72842
-48,72853
-48,72853
-48,72853
-48,72853
-48,72853
-48,72853

Matriz13
VLPGO 35
VLPGO 40
VLPGO 40
VLPGO 40
VLPGO 40
VLPGO 53
VLPGO 69

Matriz12

Matriz12

Matriz12

Matriz12

Matriz18
VLPGO 24
VLPGO 32
VLPGO 32
VLPGO 32
VLPGO 44
VLPGO 47
VLPGO 94
VLPGO 97
VLPGO 97

Matriz13

Matriz18
VLPGO 08
VLPGO 09
VLPGO 36
VLPGO 37
VLPGO 39
VLPGO 74

-15,20462
-15,20430
-15,20350
-15,20350
-15,20350
-15,20350
-15,20367
-15,20394
-15,20448
-15,20448
-15,20448
-15,20448
-15,20471
-15,20450
-15,20438
-15,20438
-15,20438
-15,20353
-15,20372
-15,20397
-15,20408
-15,20408
-15,20462
-15,20471
-15,20468
-15,20470
-15,20236
-15,20319
-15,20350
-15,20397

-48,72842
-48,72968
-48,73053
-48,73053
-48,73053
-48,73053
-48,72975
-48,72894
-48,72848
-48,72848
-48,72848
-48,72848
-48,72792
-48,72990
-48,72972
-48,72972
-48,72972
-48,73025
-48,72986
-48,72831
-48,72831
-48,72831
-48,72842
-48,72792
-48,73058
-48,73045
-48,73092
-48,73069
-48,73053
-48,72889
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45,005
130,663
245,291
245,291
245,291
245,291
163,534
77,660
0,000
0,000
0,000
0,000
65,306
159,367
141,603
141,603
141,603
230,874
184,063
73,085
60,952
60,952
0,000
54,577
220,479
206,264
357,970
280,552
247,382
80,726
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M14F1.21
MI14F1.17
M14F2.7
M14F2.3
M14F2.13
MI5F1.1
MI15F1.7
MI15F1.14
MI15F1.11
M15F1.20
MI15F1.18
M15F1.17
M15F1.13
MI5F1.9
M16F3.7
M16F3.5
M16F3.17
MI16F3.2
M16F1.11
MI16F2.4
MI16F1.16
M17F1.20
M17F1.19
MI18F2.2
MI8F2.5
M18F2.23
MI18F2.18
M18F2.12
M18F1.6
MI18F2.8

-15,20461
-15,20461
-15,20461
-15,20461
-15,20461
-15,20472
-15,20472
-15,20472
-15,20472
-15,20472
-15,20472
-15,20472
-15,20472
-15,20472
-15,20486
-15,20486
-15,20486
-15,20486
-15,20486
-15,20486
-15,20486
-15,20448
-15,20448
-15,20471
-15,20471
-15,20471
-15,20471
-15,20471
-15,20471
-15,20471

-48,72853
-48,72853
-48,72853
-48,72853
-48,72853
-48,72863
-48,72863
-48,72863
-48,72863
-48,72863
-48,72863
-48,72863
-48,72863
-48,72863
-48,7288
-48,7288
-48,7288
-48,7288
-48,7288
-48,7288
-48,7288
-48,72812
-48,72812
-48,72792
-48,72792
-48,72792
-48,72792
-48,72792
-48,72792
-48,72792

VLPGO 74
VLPGO 75
VLPGO 79
VLPGO 97
Matriz16

VLPGO 37
VLPGO 37
VLPGO 39
VLPGO 79
VLPGO 88
VLPGO 88
Matriz03

Matriz14

Matriz14

VLPGO 05
VLPGO 37
VLPGO 47
VLPGO 78
VLPGO 78
VLPGO 97
Matriz18

VLPGO 40
VLPGO 91
VLPGO 17
VLPGO 25
VLPGO 30
VLPGO 70
VLPGO 70
VLPGO 77
VLPGO 91

-15,20397
-15,20403
-15,20394
-15,20408
-15,20486
-15,20319
-15,20319
-15,20350
-15,20394
-15,20378
-15,20378
-15,20433
-15,20461
-15,20461
-15,20457
-15,20319
-15,20372
-15,20400
-15,20400
-15,20408
-15,20471
-15,20350
-15,20389
-15,20450
-15,20443
-15,20450
-15,20394
-15,20394
-15,20408
-15,20389

-48,72889
-48,72875
-48,72856
-48,72831
-48,72880
-48,73069
-48,73069
-48,73053
-48,72856
-48,72833
-48,72833
-48,73025
-48,72853
-48,72853
-48,73072
-48,73069
-48,72986
-48,72847
-48,72847
-48,72831
-48,72792
-48,73053
-48,72825
-48,73022
-48,72982
-48,72963
-48,72897
-48,72897
-48,72842
-48,72825
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80,726
68,887
74,108
63,338
40,151
279,003
279,003
244,705
86,652
109,486
109,486
179,158
16,271
16,271
208,234
274,993
170,217
101,899
101,899
101,363
95,388
280,424
67,180
247,542
205,829
185,322
141,412
141,412
87,777
97,918
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M18F1.22
M18F1.20
M18F2.24
MI19F2.4
MI19F1.15
MI9F2.7
M19F1.24
MI19F2.16
MI19F2.19
M20F3.17
M20F3.14
M20F1.6
M20F1.9
M20F1.7
M20F2.4
M20F2.12
M20F1.2
M20F2.10
M20F1.8

-15,20471
-15,20471
-15,20471
-15,20463
-15,20463
-15,20463
-15,20463
-15,20463
-15,20463
-15,20499
-15,20499
-15,20499
-15,20499
-15,20499
-15,20499
-15,20499
-15,20499
-15,20499
-15,20499

-48,72792
-48,72792
-48,72792
-48,72754
-48,72754
-48,72754
-48,72754
-48,72754
-48,72754
-48,72722
-48,72722
-48,72722
-48,72722
-48,72722
-48,72722
-48,72722
-48,72722
-48,72722
-48,72722

VLPGO 97
VLPGO 97
Matriz08
VLPGO 45
VLPGO 82
Matriz08
Matriz13
Matriz13
Matriz15
VLPGO 91
VLPGO 91
VLPGO 97
VLPGO 97
VLPGO 97
Matriz02
Matriz08
Matriz12
Matriz16
Matriz16

-15,20408
-15,20408
-15,20446
-15,20350
-15,20394
-15,20446
-15,20462
-15,20462
-15,20472
-15,20389
-15,20389
-15,20408
-15,20408
-15,20408
-15,20455
-15,20446
-15,20448
-15,20486
-15,20486

-48,72831
-48,72831
-48,72925
-48,73019
-48,72842
-48,72925
-48,72842
-48,72842
-48,72863
-48,72825
-48,72825
-48,72831
-48,72831
-48,72831
-48,73055
-48,72925
-48,72848
-48,72880
-48,72880

151

81,094
81,094
145,395
311,269
121,137
184,459
94,433
94,433
117,387
164,934
164,934
154,113
154,113
154,113
360,651
225,656
146,613
170,153
170,153
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Apéndice C. Localidade e tamanho amostral das subpopulagdes naturais de Annona
crassiflora no Cerrado brasileiro

Codigo Localidade Lat Long
CHS Chapadao do Sul - MS 32 -19.00388 -52.10931
ITA Itaruma - GO 32 -18.72243 -51.40616
RIV Rio Verde - GO 32 -17.32011 -51.55827
SER Serrandpolis - GO 32 -17.97388 -52.48944
CHG Chapada dos Guimardes - MT 20 -15.40036 -55.82967
CRI Costa Rica - MS 32 -18.40172 -53.33315
HID Hidrolandia - GO 15 -17.15833 -49.49000
PIP Pirapora - MG 32 -17.47342 -45.36958
POT Portelandia - GO 33 -17.35041 -52.60777
SCI Bambui, Serra da Canastra - MG 35 -20.10067 -45.95694
BAG Barra do Gargas - MT 35 -15.70781 -52.64347
COR Coromandel - MG 22 -18.43547 -47.20917
LEB Leopoldo de Bulhges - GO 31 -16.60090 -48.76710
ARA Araguari - MG 32 -18.53784 -48.42895
CcOG Comandador Gomes - MG 32 -19.67272 -48.99474
PER Perdizes - MG 32 -19.35180 -47.36516
CAN Candeias - MG 32 -20.79669 -45.30299
VLP Vila Propicio — GO 32 -15.20300 -48.73242
AGE Aguas Emendadas - DF 32 -15.58467 -47.66561
POS Posse-GO 32 -14.18185 -46.34370
PTU Paracatu-MG 32 -17.06706 -47.07411
ALP Alto Paraiso-GO 32 -14.08082 -47.51600
CAB Campos Belos-GO 32 -12.98610 -46.51933
FAS Fazenda Alecrim, Selviria-MS 30 -20.19618 -51.72039
URU Urucuia-MG 32 -16.12480 -45.60240
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Apéndice D. Estimativas dos parametros genéticos populacionais; diversidade genética

(H.), riqueza alélica (Ar), coeficiente de endogamia (f) e das varidveis

ambientais; adequabilidade no presente (P;), adequabilidade no passado

(LGMs5) e proporcao de remanescentes (Reman.) das subpopulacdes naturais

de A. crassiflora no Cerrado brasileiro.

Subpop. H, Ar f P, LGM; PCNM Reman.
CHS 0,834 8,383 0,048 0,923 0,830 0,280 0,170
ITA 0,779 7,483 0,123 0,946 0,810 0,264 0,190
RIV 0,819 8,909 -0,013 0,978 0,880 0,277 0,220
SER 0,831 8,680 0,039 0,985 0,875 0,301 0,420
CHG 0,830 9,111 0,094 0,857 0,825 0,011 0,840
CRI 0,823 9,577 0,057 0,881 0,880 0,300 0,370
HID 0,750 5,990 -0,013 0,973 0,808 -0,008 0,300
PIP 0,667 5,751 0,058 0,928 0,678 -0,158 0,700
POT 0,821 8,118 0,110 0,959 0,920 0,300 0,400
SCI 0,708 5,136 -0,003 0,963 0,703 -0,085 0,050
BAG 0,744 8,532 0,068 0,928 0,959 0,190 0,670
COR 0,636 5,075 0,003 0,974 0,752 -0,200 0,210
LEB 0,704 6,945 0,099 0,998 0,731 -0,170 0,150
ARA 0,756 6,908 0,081 0,977 0,560 -0,113 0,180
COoG 0,751 7,878 -0,008 0,997 0,866 0,025 0,240
PER 0,771 7,590 0,060 0,966 0,743 -0,142 0,140
CAN 0,603 5,545 0,158 0,908 0,548 -0,053 0,000
VLP 0,634 5,377 0,040 0,996 0,804 -0,159 0,510
AGE 0,734 6,217 -0,005 0,996 0,713 -0,246 0,350
POS 0,673 5,588 0,106 0,997 0,848 -0,160 0,650
PTU 0,664 6,538 0,041 0,921 0,698 -0,251 0,790
ALP 0,669 5,958 -0,009 0,992 0,876 -0,182 0,970
CAB 0,577 5,240 0,056 0,938 0,720 -0,101 0,580
FAS 0,693 7,010 0,011 0,911 0,900 0,275 0,230
URU 0,519 4,759 -0,018 0,935 0,730 -0,195 0,780




