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RESUMO

GONCALVES, A.R. Variabilidade genética e conservagdo de Stryphnodendron
adstringens (Leguminosae). 2020. 129 f. Tese (Doutorado em Genética e Melhoramento de
Plantas) — Escola de Agronomia, Universidade Federal de Goias, Goiania, 2020.1

Barbatim&o (Stryphnodendron adstringens) é uma arvore nativa do Cerrado que
apresenta multiplos usos, especialmente medicinal. Tendo em vista sua importancia
etnobotéanica e socioeconémica, é pertinente que seu recurso genético seja caracterizado, a
fim de tracar estratégias mais eficazes para manejo e conservacdo. Nesse contexto, este
trabalho teve o objetivo geral de avaliar a magnitude e a distribuicdo da variabilidade
genética entre subpopulacdes de S. adstringens, visando a conservacdo da espécie. Foi
avaliada a presenca de agrupamentos genéticos e os niveis de diferenciacdo e fluxo génico,
a fim de testar a hipdtese de isolamento por distancia (IBD). Além disto, foi testada a
influéncia dos componentes climéaticos na distribuicdo da variabilidade genética de
barbatimdo, em cenérios futuros. Para isso, foram genotipados nove locos microssatélites
com 605 individuos provenientes de 19 populacdes locais do Cerrado. Com base nos
resultados, verificou-se que barbatimao apresenta uma moderada diversidade genética (He
= 0,594) e uma alta estruturagdo genética entre as subpopulacdes (Fst = 0,165; p < 0,01),
com baixos niveis de endogamia na maioria das subpopulages (Fis = 0,029, p > 0,05).
Detectou-se clonalidade em dez subpopulacGes, em maior frequéncia na subpopulacdo
TERGO, caracterizando o sistema reprodutivo da espécie como sendo misto. Constatou-se
que a distancia geografica exerce influéncia significativa na diferenciacdo genética das
subpopulacBes, como em um modelo de isolamento por distancia (rm = 0,569, p < 0,01).
Temperatura, precipitacdo e altitude sdo componentes que influenciam a distribuicdo da
variabilidade genética, e consequente estruturacdo, em S. adstringens (R%;, = 0,081, p <
0,001). Aléem disto, as simulac¢des advertiram mudancas na composicao de grupos genéticos
face as mudangas climéticas no futuro. Foi identificada uma descontinuidade genética na
regido do Rio Araguaia, possivelmente isolando CHGMT das demais subpopulagdes, que
foi corroborado por analises bayesianas. Foram detectadas baixas taxas de fluxo génico, com
uma reducdo da conexao entre as subpopulagdes no contexto recente, que ndo foram capazes
de neutralizar os efeitos da deriva genética. Houve evidéncias de gargalo recente em quatro
subpopulac@es, que apresentaram niveis mais baixos de diversidade genética. A partir do
grau de insubstituibilidade, foram indicadas seis subpopulacGes prioritarias para a
conservacgdo in situ de barbatimdo, ou para a coleta de sementes como forma de
complementar a conservacgao ex situ de recursos genéticos de S. adstringens e garantir a
variabilidade genética da espécie a longo prazo.

Palavras-chave: Barbatimao; Genética da paisagem; Isolamento por distancia; Mudangas
climéticas; Sistema reprodutivo.

'Orientadora: Mariana Pires de Campos Telles



ABSTRACT

GONCALVES, A. R. Genetic variability and conservation of Stryphnodendron
adstringens (Leguminosae). 2020. 129 p. Doctoral dissertation (Ph.D. in Genetics and Plant
Breeding) — Escola de Agronomia, Universidade Federal de Goias, Goiania, 2020.1

Barbatimdo (Stryphnodendron adstringens) is a Cerrado’s native tree that has
multiple uses, especially medicinal. In view of its ethnobotanical and socioeconomic
importance, it is pertinent that this genetic resource be characterized, in order to outline more
effective strategies for its use and conservation. In this context, this work had the general
objective of evaluating the magnitude and distribution of genetic variability among
subpopulations of S. adstringens, aiming at the conservation of the species. The presence of
genetic clusters and levels of genetic differentiation and gene flow were evaluated in order
to test the hypothesis of isolation by distance (IBD). In addition, the influence of climatic
components on the distribution of the genetic variability of barbatimdo in future scenarios
was tested. For this, nine microsatellite loci were genotyped with 605 individuals from 19
local populations in the Cerrado. Based on the results, it was found that barbatiméo has a
moderate genetic diversity (He = 0.594) and a high genetic structure among the
subpopulations (Fst = 0.165; p < 0.01), with low levels of inbreeding in most of the
subpopulations (F\s = 0.029, p > 0.05). Clonality was detected in ten subpopulations, most
frequently in the TERGO subpopulation, characterizing the mixed reproductive system of
the species. It was found that geographic distance has a significant influence on the genetic
differentiation of subpopulations, as in a model of isolation by distance (rm = 0.569, p <
0.01). Temperature, precipitation and altitude are components that influence the distribution
of genetic variability, and consequent structuring, in S. adstringens (RZsju = 0.081, p <0.001).
In addition, the simulations warned of changes in the composition of genetic groups in the
face of climate change in the future. A genetic discontinuity was identified in the Araguaia
River region, possibly isolating CHGMT from other subpopulations, which was
corroborated by Bayesian analyses. Low gene flow rates were detected, with a reduction in
the connection between subpopulations in the recent context, which were not able to
neutralize the effects of genetic drift. There was evidence of a recent bottleneck in four
subpopulations, which showed lower levels of genetic diversity. Based on the degree of
irreplaceable, six priority subpopulations were indicated for the conservation in situ of
barbatiméo, or for the collection of seeds as a way to complement the ex situ conservation
of S. adstringens genetic resources and guarantee the long-term genetic variability of the
species.

Keywords: Barbatimdo; Landscape genetics; Isolation by distance; Climatic changes;
Reproductive system.
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1 INTRODUCAO

As mudancas climaticas e as recorrentes fragmentacGes de habitat impactam
diretamente as populacdes, gerando perdas de biodiversidade, principal alvo da genética da
conservacao. Essas alteracfes de habitat criam descontinuidades na paisagem, reduzindo a
conectividade genética e funcional entre populacfes (Fischer & Lindenmayer, 2007). A
consequente subdivisdo e o isolamento entre populacfes reduzem o sucesso de disperséo,
além de comprometer a capacidade de adaptacdo de migrantes em outros fragmentos,
podendo gerar um declinio na persisténcia das espécies e leva-las a extingdo local em uma
paisagem (With & King, 1999). O fluxo génico é fundamental para a manutencdo da
viabilidade populacional a longo prazo, pois mantém a variabilidade genética local e dispersa
genes potencialmente adaptativos, ao contrario da deriva genética. Além disso, as
estimativas de fluxo génico sdo Uteis para inferir a conectividade funcional das populacdes
através das paisagens (Van Dyck & Baguette, 2005). As ferramentas moleculares
desempenham um papel cada vez mais importante para investigar as variacdes genéticas no
tempo e no espaco geografico, e como essas variacdes sdo influenciadas pelas condicdes
ambientais. Essas questdes levaram ao surgimento da genética da paisagem, um campo de
pesquisa que integra teorias da genética de populacdes, ecologia da paisagem e estatistica
espacial (Manel et al., 2003; Holderegger & Wagner, 2008). A genética da paisagem,
portanto, desempenha uma funcéo extremamente relevante para 0 manejo e conservacao das
espécies (Segelbacher et al., 2010).

Desde a sua concepgéo, a genética da conservacao tem focado nas consequéncias
genéticas acarretadas por tamanhos efetivos reduzidos (Kramer & Havens, 2009). Estudos
genético-populacionais indicam que a endogamia e pequenos tamanhos efetivos
populacionais podem acarretar na reducédo da aptidao e adaptagéo de individuos a ambientes
alterados (Brook et al., 2002). Assim, populag¢des pequenas estdo mais vulneraveis a eventos
estocasticos, sdo mais susceptiveis a doencas e podem ser facilmente extintas por mudancas

climéticas drésticas ou pela fragmentacéo e destruicdo de habitat (Kramer et al., 2008).



Entretanto, a conservacdo de habitat e de processos ecoldgicos jA ndo é uma medida
suficiente para driblar o avango da fragmentacdo e degradacdo ambiental. O impacto das
mudancas climaticas exige que as a¢des conservacionistas sejam tomadas em escalas locais,
regionais, nacionais, até chegar em escala global. S0 assim a sobrevivéncia das espécies
vegetais de todo o mundo pode ser garantida (Kramer & Havens, 2009).

A necessidade de conservar espécies é cada vez mais urgente, principalmente
devido a crescente evidéncia de possiveis impactos das mudancas climaticas na vegetacao
nativa do Brasil (Zanin et al., 2017; Velazco et al., 2019). A flora do Brasil exibe diversidade
e endemismo em niveis notavelmente altos. Atualmente s&o reconhecidas 35.101
angiospermas, onde 18.886 sdo endémicas do pais, representando mais de 53% (Flora do
Brasil, 2020). Dentre as 252 familias registradas, Leguminosae (Fabaceae) se destaca como
a segunda maior em grau de endemismo, ficando atras apenas de Orchidaceae. Das 2.902
leguminosas descritas até hoje, 1.549 sdo endémicas do pais (Flora do Brasil, 2020).
Considerando todos os biomas, estima-se que 0 pais contenha aproximadamente 20% de
toda a flora global, sendo 55% de cobertura vegetal nativa (Giulietti et al., 2005). Entretanto,
grande parte da biodiversidade brasileira ainda € desconhecida e subutilizada (Heywood,
2013), gracas a negligéncia de politicas publicas voltadas a conservagdo e uso sustentavel
dos recursos genéticos (Gardner et al., 2020).

Dentre os biomas brasileiros com abundancia e riqueza de espécies animais e
vegetais, destaca-se o Cerrado, segundo maior bioma do Brasil e da América do Sul, com
area de 2.036.448 km? (MMA, 2009). Embora a Amazonia seja 0 maior bioma do Brasil, o
Cerrado é 0 maior alvo dos impactos antropogénicos, principalmente para a expansao de
fronteira agricola (N6brega et al., 2020). Além da riqueza de espécies endémicas, no Cerrado
estdo as nascentes de trés grandes bacias hidrograficas da América do Sul:
Amazonica/Tocantins, Sdo Francisco e Prata, o que contribui para a grande biodiversidade
encontrada no bioma (Carvalho & Tejerina-Garro, 2019; Martins et al., 2020). Devido a essa
biodiversidade particular e a grande perda de habitats, a savana brasileira é considerada um
dos hotspots mundiais de conservagdo (Myers et al., 2000).

O Cerrado, além do contexto ambiental, denota elevada importancia
socioeconémica, ja que muitas populagdes necessitam de seus recursos biologicos para
sobreviver (Scariot et al., 2005). Neste bioma, ja foram catalogadas 12.415 espécies de
plantas nativas e, em contrapartida, cerca de 20% delas j& ndo ocorrem em areas de protecao

ambiental (Mendonga et al., 2008; Flora do Brasil, 2020). Desta maneira, o planejamento de
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acOes para mitigar os efeitos das mudancas climéticas e exploracao desenfreada dos recursos
genéticos do Cerrado é tarefa fundamental e emergente (Siqueira & Peterson, 2003). Estima-
se que mais de 220 espécies vegetais apresentem potencial de uso no ambito medicinal, além
de tantas outras que poder ser utilizadas na recuperacao de areas degradadas ou para criagdo
de novos habitats contra pragas (Neto et al., 2020). Para isto, € relevante que a diversidade
genética dessas espécies seja conhecida, para que medidas de conservacdo eficientes sejam
tomadas. A manutencdo dessa diversidade € crucial para que as espécies consigam se adaptar
as mudancas ambientais (Jump et al., 2009).

Dentre as espécies nativas com potencial medicinal encontra-se
Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville, pertencente a familia Leguminosae, com
nome vernaculo barbatimdo. Trata-se de uma arvore endémica do Brasil com ampla
distribuicdo, que ocorre nos biomas Cerrado e Caatinga, especialmente nas fitofisionomias
de cerrado lato sensu e campo rupestre (Souza & Lima, 2020). E uma espécie andromonoica,
que tem como abelhas seus principais polinizadores (Ortiz et al., 2003) e a disperséo de suas
sementes ocorre, principalmente, por autocoria (Felfili et al., 1999; Pilon et al., 2015). A
dispersdo zoocorica ocorre de forma secundaria por meio de pequenos roedores (Oliveira,
1991; Felfili et al., 1999). O barbatimdo demonstra ser um valioso recurso biolégico, sendo
fonte de matéria-prima na producdo de fitoterapicos e pomadas, gracgas as suas propriedades
bioguimicas, incluindo a alta producdo de taninos, importantes compostos secundarios
capazes de proteger a planta contra a acdo de agentes externos, como herbivoria, radiacao
solar e patdgenos (Carvalho et al., 2014).

A inclusdo de plantas nativas a sistemas agricolas tradicionais é relevante para o
crescimento econdémico do pais. Para que isso se torne possivel, é imprescindivel que se
conheca diversas caracteristicas bioldgicas e agronémicas da espécie-alvo (Almeida et al.,
1998). A compreensdo da biologia da espécie, aliada ao entendimento da distribuicdo da
variabilidade genética na paisagem, garantem um planejamento de conservagdo adequado.
Assim, é necessario considerar que, quanto maior for o impacto em determinada paisagem
ou habitat, mais desafiadora serd a conservacéo da variabilidade genética de uma espécie
(Rhodes Jr. & Chesser, 1994; Hindley et al., 2018). Nesse contexto, ha poucos estudos
genéticos focados em S. adstringens (Mendonca et al., 2012; Glasenapp et al., 2014; Braga,
2019). Estudos a nivel populacional séo relevantes, pois trazem recomendag6es importantes

para a conservacdo de espécies a longo prazo, a fim de garantir seu potencial evolutivo,
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destacando possiveis locais para conservagdo in situ ou para coleta de sementes e plantas

para cole¢des de germoplasma e bancos de sementes ex situ (Gardiner et al., 2017).

Assim, esta tese tem como objetivo geral avaliar a magnitude e a distribuicdo da

variabilidade genética entre subpopulacbes de S. adstringens, visando a conservacéo da

espécie. Para isto, foram determinados os seguintes objetivos especificos:

Vi.

Vii.

Conhecer o nivel de diversidade e sua distribuicdo em subpopulag¢@es naturais
de S. adstringens no Cerrado;

Avaliar o sistema reprodutivo da espécie, a partir da presenca de clonalidade e
taxas de fecundacdo cruzada aparente;

Testar se as subpopulagdes seguem um modelo de isolamento por distancia;
Investigar a influéncia dos componentes climaticos na distribuicdo da
variabilidade genética entre as subpopulacdes de S. adstringens;

Estimar as taxas de fluxo génico historico e recente entre as subpopulacgdes,
identificando possiveis barreiras fisicas e/ou genéticas;

Simular os efeitos das mudancas climaticas na composi¢do genética de
individuos de S. adstringens em dois cenarios futuros;

Utilizar dados genéticos para indicar areas prioritarias para a conservacao de S.
adstringens.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1  CONSERVACAO DOS RECURSOS FITOGENETICOS DO CERRADO

Os recursos genéticos vegetais (RGVSs), segundo a Convencdo sobre Diversidade
Biologica (CDB), sdo integrantes dos recursos bioldgicos e compreendem as informacdes
genéticas de valor real ou potencial para a humanidade, que podem ser categorizados a partir
de uma variedade de critérios (Brasil, 2000). Do ponto de vista do manejo e conservacao,
destacam-se: o nivel de organizagdo bioldgica (Frankel et al., 1995), adaptacdo
ecogeogréfica e genética, intensidade de selecdo artificial e seus papeis e usos pelos seres
humanos (Graudal et al., 2014).A conservacao dos RGVs envolve o gerenciamento e uso
destes recursos de uma maneira sustentavel, para que nao ocorra seu esgotamento. Assim,
seu principal objetivo € salvaguardar a diversidade genética vegetal e/ou compensar a sua
perda ocasionada por causas diversas, em beneficio das geracdes atual e futuras (Bretting &
Duvick, 1997, Goedert, 2007). Existem varias formas de conservacdo dos RGVs, dentre elas
ha duas abordagens principais: a conservacgao in situ e ex situ, que se complementam (Henry,
2006). Basicamente, a conservacao in situ garante que as espécies experimentem o0s
processos evolutivos em seu habitat natural, onde desenvolveram suas propriedades
caracteristicas. Ja a conservacdo ex situ, que envolve a manutencédo das espécies fora de seu
habitat natural, deve vir como um complemento a abordagem in situ, sempre que possivel
(Prance, 2006).

Com o aumento das populac6es humanas, a modificacéo e destruicdo de habitats
ocorreram de forma diretamente proporcional, sendo uma das principais causas de extingéo
de muitas espécies vegetais e perdas de grupos genéticos (Bretting & Duvick, 1997). Dentro
deste contexto, o Cerrado se destaca como um bioma extremamente rico em biodiversidade
e constantemente ameacado pelas a¢Bes antropicas no Brasil, sendo considerado um dos 25

hotspots de conservacgédo da biodiversidade mundial (Myers et al., 2000; Mittermeier et al.,



2004). Embora seja um dos biomas mais ricos do Brasil, em termos de fauna e flora, essa
biodiversidade esta seriamente ameacada, principalmente pelas a¢fes antropicas, como a
conversdo das paisagens para areas de monocultura e estradas, causadas pela expansao
agricola (Klink e Machado, 2005; Silva et al., 2006). Além disto, este bioma apresenta uma
baixa representatividade de areas protegidas (Silva et al., 2006).

Este bioma, com 2.036.448 km? de area, é composto principalmente por savanas,
além de varios tipos florestais e comunidades xerdfitas que formam mosaicos com savanas
(Silva et al., 2006), causados principalmente pela alta heterogeneidade ambiental dessa
regido, ocasionada por diferentes processos geoldgicos e climaticos (Collevatti et al., 2013).
Essa heterogeneidade explica a ocorréncia de mais de doze mil espécies de plantas
vasculares nativas (Mendonca et al., 2008) e 4.151 espécies endémicas (Forzza et al., 2010),
evidenciando a ampla diversidade deste bioma.

Embora a riqueza do Cerrado seja reconhecida, ainda hd uma enorme caréncia
de estudos etnoboténicos e do potencial extrativista da maioria das espécies deste bioma
(Felfili et al., 1998), sendo que a maior parte da exploracdo da flora resume-se ao
conhecimento popular (Souza & Felfili, 2006). Diversas propriedades medicinais sao
descritas na literatura para diversas espécies nativas, tais como agdes antifingicas,
antimicrobianas, anti-inflamatorias, antioxidantes, dentre outras (Souza & Felfili, 2006;
Novaes et al., 2013). Desta forma, sdo necessarias orientacdes de como aproveitar melhor
esses recursos bioldgicos, visando tanto o melhoramento genético quanto o manejo
sustentavel para a sua producdo (Ribeiro et al., 2008).

A conservacdo de habitats naturais ainda é a melhor maneira de garantir a
continuidade das interacdes ecoldgicas e dos processos evolutivos das espécies. Entretanto,
como a degradacdo dos ambientes ainda € recorrente, a conservacgao in situ pode ndo ser uma
alternativa para algumas espécies vegetais. Dessa forma, as medidas ex situ e/ou in vitro
podem ser uma Otima op¢do para manter a variabilidade genética dessas espécies (Kramer
& Havens, 2009). Uma das formas de mensurar essa variabilidade, ¢ a aplicacdo de
ferramentas estatisticas provenientes da teoria da genética de populagdes e da conservacao.
As informagdes obtidas por meio de marcadores moleculares sdo valiosas, tanto para a
conservacao gquanto para o manejo adequado de espécies silvestres e domesticadas, uma vez
que é possivel definir as relagdes evolutivas, estruturas populacionais, mensurar as distancias

de dispersdo de podlen e sementes, como forma de entender o sistema reprodutivo das

22



espécies. Essas estimativas, e tantas outras, sdo capazes de estruturar decisdes futuras, a fim
de garantir a conservacgdo de uma populacédo viavel, no sentido evolutivo (Henry, 2006).
Nas ultimas décadas, foram desenvolvidos alguns estudos no sentido de fornecer
dados importantes sobre a genética populacional de leguminosas de importancia medicinal
(Tabela 1). A diversidade genética variou muito entre as espécies, desde niveis baixos em E.
velutina (He = 0,36), a altos niveis, como em C. langsdorfii (He = 0,80). A distribuicdo da
variabilidade genética também variou bastante nas popula¢fes amostradas (Tabela 1). Foram
encontrados baixos niveis de estruturacdo genética em C. langsdorfii (Fst = 0,04), Pterodon
pubescens (Fst = 0,08) e A. colubrina (Fst = 0,09), até altos niveis em D. mollis e E. velutina,
ambas com Fst = 0,18, e D. alata com o maior indice (Fst = 0,27). A endogamia
intrapopulacional, assim como os demais indices citados, variou em cada estudo,

esclarecendo alguns aspectos sobre o sistema reprodutivo dessas espécies (Tabela 1).

Tabela 1. indices de diversidade e estrutura genética de plantas nativas do Cerrado brasileiro, com
potencial de uso farmacoldgico.

Espécie N° Locais M/a(gfggor N  He f Fst Referéncia
Anadenanthera colubrina 2 SSR/14 60 059 0,31 0,09 Feres(2013)
Copaifera langsdorffii 3 SSR/6 90 0,80 0,34 0,04  Martins et al. (2008)
Dimorphandra mollis 17 SSR/7 371 061 0,05 0,18 Souzaetal. (2017)
Dipteryx alata 25 SSR/8 644 0,43 0,17 0,27  Collevatti et al. (2013)
Erythrina velutina 5 ISSR/8 108 0,36 - 0,18 Souzaetal. (2016)
Plathymenia reticulata 2 SSR/11 51 0,74 0,01 - Cruz et al. (2012)
Pterodon pubescens 19 SSR/10 448 0,77 0,13 0,08  Aguiar (2019)

A conservacao das espécies nativas pode ser mais estimulada caso haja um maior
incentivo ao seu cultivo. No entanto, a maior parte dos produtos comercializados no Brasil
sdo provenientes de espécies exoticas, apontando a relevancia de que os recursos genéticos
de espeécies nativas do pais sejam reconhecidos (Alves & Azevedo, 2018). Além disto, é
importante elencar as diversas fitofisionomias do Cerrado e os padrbes floristicos nele
presentes, para assegurar que a biodiversidade seja conservada em nivel maximo, ressaltando
que cada espécie apresenta formas de distribuicdo particulares pelo bioma, e isso deve ser

levado em consideracdo para um manejo sustentavel (Bridgewater et al., 2004).
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2.2 A ESPECIE STRYPHNODENDRON ADSTRINGENS

2.2.1 Aspectos taxondmicos e distribuicdo geogréafica

Stryphnodendron adstringens Mart. (Coville) é uma espécie do clado mimosoid
(LPWG, 2017), pertencente a subfamilia Caesalpinoideae e familia Leguminosae (ou
Fabaceae Lindl.), é considerada a primeira espécie-tipo do género Stryphnodendron Mart.
(Scalon, 2007). Apresenta os seguintes nomes vernaculos: “barbatimdo”, ‘“barbatimao-
verdadeiro”, “barba-de-timao”, “chordozinho-roxo”, “casca-da-virgindade”, “faveira” e
“barbatimdo-branco” (Scalon, 2015). Possui as seguintes sinonimias: Acacia adstringens
Mart., Mimosa barbadetiman Vell., Mimosa virginalis Arruda (Lorenzi, 2000), com
sindnimos relevantes Stryphnodendron barbatimam (Vell.) Mart., S. barbadetiman (Vell.)
Mart. (Scalon, 2015; Souza & Lima, 2020).

Segundo os bancos de dados The Plant List (http://www.theplantlist.org) e
Reflora (http://reflora.jbrj.gov.br), o genéro Stryphnodendron Mart. compreende até o
momento 29 taxons, sendo 25 espécies, duas subespécies e duas variedades botanicas. Pode
ser considerado um género tipicamente brasileiro, pois mais de 86% das espécies ocorrem
no pais (Tabela 2). Apenas quatro espécies foram registradas fora do Brasil: a espécie S.
excelsum Harms, antes considerada S. microstachyum, com ocorréncia na Nicaragua, Costa
Rica e Panama4; S. levelii R.S. Cowan, na Venezuela; S. moricolor Barneby & J. W. Grimes,
na Guiana Francesa e S. porcatum D. A. Neill & Occhioni f., no Equador. A espécie S.
flammatum Kleinhoonte foi descrita no Suriname em 1926, mas ha algumas ressalvas se essa
espécie realmente se enquadra no género Stryphnodendron (Scalon, 2007).

Stryphnodendron é um género com ampla distribui¢do na Regido Neotropical e
predominancia na América do Sul, tendo como limite norte a Nicaragua e limite sul as areas
de cerrado no norte do estado do Parana. Os principais centros de distribuicdo das espécies
deste género sdo a Amazonia e o Brasil Central, sendo que os tdxons encontrados fora da
regido amazonica ocorrem principalmente em areas de Cerrado (Scalon, 2007), como é 0

caso de S. adstringens.

24



Tabela 2. Espécies do género Stryphnodendron Mart. com ocorréncia registrada no Brasil. Sdo reconhecidas, até 0 momento, 21 espécies brasileiras, com
duas variedades botéanicas e duas subespécies. Dados retirados do Reflora (http://reflora.jbrj.gov.br/).

Espécie

DF TV

Ocorréncia

Obs.:

Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville

Stryphnodendron barbatulum Rizzini & Heringer

Stryphnodendron confertum Heringer & Rizzini

Stryphnodendron coriaceum Benth.

Stryphnodendron cristalinae Heringer

Stryphnodendron duckeanum Occhioni

Stryphnodendron fissuratum E.M.O.Martins

Stryphnodendron foreroi E.M.O.Martins

Stryphnodendron gracile Heringer & Rizzini

Stryphnodendron guianense (Aubl.) Benth.

Stryphnodendron heringeri Occhioni

Caatinga, Cerrado Campo Rupestre, Cerrado (lato

sensu)
Cerrado Cerrado (lato sensu)
Cerrado Cerrado (lato sensu)

Caatinga, Cerrado  Cerrado (lato sensu)

Campo Limpo, Cerrado (lato

Cerrado
sensu)
Amazbnia Floresta Ciliar ou Galeria
Cerrado Cerrado (lato sensu), Floresta
Estacional Semidecidual
Amazobnia Floresta de Terra Firme
Campo Rupestre, Cerrado (lato
sensu), Floresta Ciliar ou
Cerrado

Galeria, Vegetacdo Sobre
Afloramentos Rochosos

Floresta de Terra Firme,

Amazonia, Caatinga Floresta de Varzea

Campo Limpo, Cerrado (lato

Cerrado
sensu)

Norte (Tocantins)

Nordeste (Bahia)

Centro-Oeste (Distrito Federal, Goias,
Mato Grosso do Sul, Mato Grosso)
Sudeste (Minas Gerais, Sdo Paulo)
Sul (Parand)

Endémica do DF

Goias e DF

Norte (Tocantins)

Nordeste (Bahia, Ceard, Maranhdo,
Piauf)

Centro-Oeste (Goias)

Sudeste (Minas Gerais)

Centro-Oeste (Goias)
Norte (Acre, Amazonas, Rondonia)

Centro-Oeste (Goias, Mato Grosso)

Norte (Amazonas, Rondbnia)
Centro-Oeste (Mato Grosso)

Sudeste (Minas Gerais)

Norte (Acre, Para, Rondénia,
Roraima, Tocantins)
Nordeste (Ceara, Maranhao)

Centro-Oeste (Goias)

Subespécies: Stryphnodendron
guianense (Aubl.) Benth. subsp.
guianense, Stryphnodendron
guianense subsp. glandulosum
Forero
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Continuacdo...

Espécie DF TV Ocorréncia Obs.:
. - . Norte (Acre, Amazonas, Pard)
Stryphnodendron microstachyum Poepp. & Endl. Amaz6nia Floresta de Terra Firme Centro-Oeste (Mato Grosso)
Stryphnodendron occhionianum E.M.O.Martins Amaz6nia Floresta de Terra Firme Norte (Amazonas, Para, Roraima)
Stryphnodendron paniculatum Poepp. & Endl. Amazonia Floresta de Terra Firme Norte (Amazonas, Pard)

Stryphnodendron polyphyllum Mart.

Stryphnodendron polystachyum (Mig.) Kleinh.

Stryphnodendron pulcherrimum (Willd.) Hochr.

Stryphnodendron pumilum Glaz.

Stryphnodendron racemiferum (Ducke) W.A.Rodrigues

Stryphnodendron roseiflorum (Ducke) Ducke

Stryphnodendron rotundifolium Mart.

Caatinga, Cerrado,
Mata Atlantica

Amazonia

Amazobnia, Mata
Atlantica

Cerrado

Amazobnia

Amazonia, Mata
Atlantica

Caatinga, Cerrado,
Pantanal

Caatinga (stricto sensu),
Cerrado (lato sensu), Floresta
Estacional Semidecidual

Floresta de Terra Firme

Floresta de Igap6, Floresta de
Terra Firme, Floresta
Ombrdfila (= Floresta Pluvial),
Restinga, Savana Amazonica

Cerrado (lato sensu)

Floresta de Terra Firme

Floresta Estacional
Semidecidual, Savana
Amazonica

Campo Limpo, Campo
Rupestre, Cerrado (lato sensu)

Nordeste (Bahia)
Sudeste (Espirito Santo, Minas
Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo)

Norte (Amazonas, Pard)
Nordeste (Maranh&o)

Norte (Acre, Amazonas, Amapa,
Paré, Rondonia, Roraima)

Nordeste (Alagoas, Bahia, Maranhdo,
Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do
Norte, Sergipe)

Centro-Oeste (Mato Grosso)

Centro-Oeste (Distrito Federal, Goias)

Norte (Amazonas, Para, Roraima)

Norte (Amazonas, Pard)
Sudeste (Minas Gerais)

Norte (Amazonas, Para, Tocantins)
Nordeste (Bahia, Ceara, Maranhéo,
Piauf)

Centro-Oeste (Goias, Mato Grosso do
Sul, Mato Grosso)

Sudeste (Minas Gerais, Sao Paulo)
Sul (Parand)

(Benth.) Scalon

Variedades: Stryphnodendron
rotundifolium Mart. var.
rotundifolium, Stryphnodendron
rotundifolium var. villosum

DF: Dominio Fitogeogréafico; TV: Tipo de vegetacéo.
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Stryphnodendron adstringens € uma espécie endémica do Brasil, com ampla
distribuicéo pelo pais, e predominéncia no Cerrado em fitofisionomias de cerrado lato sensu,
com ocorréncia catalogada também em cerraddo, campos cerrados, campos Sujos e campos
rupestres, sendo o limite sul de sua distribuicédo o estado do Parana, além de ocorrer também
na Caatinga, em menor escala (Scalon, 2015). As areas de maior ocorréncia da espécie estao
nos estados da Bahia, Goias, Minas Gerais e Sdo Paulo, em ambientes secos e abertos
(Scalon, 2007). Barbatimao é uma espécie secundaria tardia (Meira et al., 2013), que pode
ocorrer ainda em locais alterados, tais como lotes baldios e beiras de estradas, que antes eram
ocupados por cerrados (Scalon, 2007). Sua densidade populacional varia muito de acordo
com a fitofisionomia, localizacéo, tipo de solo e se houve queimadas no local, tendo registros
de até 185 individuos por hectare (Silva et al., 2002). Ap6s queimadas, a densidade
populacional é bastante comprometida, podendo chegar até dez individuos/hectare (Fiedler
et al., 2004). Ocorre principalmente em solos profundos, em latossolos ou regides com areia
quartzosa (Felfili & Borges-Filho, 2004). E uma espécie bastante adaptada a solos pouco

férteis, mas responde muito bem na presenca de mais nutrientes (Moraes, 1994).

2.2.2 Descricdo botanica e fenoldgica

S. adstringens é uma planta de habito arbdreo (Figura 1A), de pequeno a médio
porte, ndo chegando a subarbusto, podendo alcancar até cinco metros, com um tronco aspero,
de cor clara, grosso e tortuoso (Oliveira, 1991; Felfili & Borges-Filho, 2004). E uma espécie
perene com fenologia brevidecidua, em que ha troca foliar em um curto periodo de tempo
no ano, compreendendo no maximo trés semanas (Silva, 2014). Seu peciolo tem entre 6,5 e
9 cm e suas folhas sdo compostas bipinadas (Figura 1B), com intenso desenvolvimento de
folhas novas no inicio do periodo chuvoso (Felfili & Borges-Filho, 2004). As inflorescéncias
da espécie sdo do tipo racemo (Figura 1B), de cor creme a amarelada, que produzem em
média 329 flores, mais densamente dispostas na porcdo central, onde € mais comum
encontrar as flores hermafroditas. J4, ao longo da inflorescéncia é possivel encontrar tanto
flores pistiladas quanto hermafroditas, 0 que a caracteriza como uma espécie andromonoica
(Ortiz et al., 2003). Ha relatos de rara ocorréncia de flores femininas em alguns espécimes,
porém eles apresentam esterilidade (Oliveira, 1991).

A floracdo ocorre na mesma época em que novas folhas sdo emitidas,

principalmente no periodo mais seco do ano, geralmente no més de setembro (Felfili et al.,
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1999). As flores apresentam antese diurna sincrénica e vida util de um dia, com aroma
frutado suave, os estames tém glandulas apicais e néctar presentes em pequena quantidade
(Oliveira, 1991), sendo o polen a maior recompensa dos polinizadores (Firetti, 2001). As
flores hermafroditas sdo responsaveis pela maior quantidade de secrecdo de néctar,
entretanto, a maior producdo de pélen ocorre nas flores exclusivamente masculinas (Ortiz et
al., 2003).

A

Figura 1. Aspectos biologicos da espécie Stryphnodendron adstringens. A) Porte arboreo. Foto
tirada na colecdo de germoplasma na RPPN EcoCerrado — Araxa, Minas Gerais (Mariana
Telles); B) Inflorescéncia em formato de espiga e folhas compostas bipinadas (Foto:
Rubens Queiroz); C) Frutos em formato de vagem; D) Fruto deiscente, com sementes
oblongoides (Fotos: Mariana Telles).

O barbatimdo € uma espécie melitofila e inseto-generalista, tendo como
principais polinizadoras pequenas abelhas da ordem Hymenoptera, tais como Exomalopsis

analis e Exomalopsis sp. (Anthophoridae), Scaptotrigona depilis e Geotrigona sp. (Apidae,
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Meliponinae) e Augochloropsis sp. (Halictidae). Ha, também, relatos de visitas de insetos da
ordem Diptera, Lepidoptera e Coleoptera, porém em uma frequéncia bem menor do que as
espeécies de abelhas (Ortiz et al., 2003). Assim, o alcance de dispersdo de polen na espécie
pode variar, de acordo com o comportamento do polinizador, podendo chegar de 250 m,
como registrado em pequenas abelhas (Gathmann & Tscharntke, 2002), até 1710 m,
registrados em espécies do género Scaptotrigona sp. (Araujo et al., 2004).

Os frutos de barbatimdo sdo vagens grossas e carnudas (Figura 1C), de cor
marrom clara quando maduras, com endocarpo macio e fibroso. As sementes apresentam
cor castanho-avermelhadas (Figura 1D), de forma elipsoide a oblongoide e ligeiramente
compressas (Felfili & Borges-Filho, 2004). Todos os processos fenoldgicos desta espécie
tém seu pico na estacdo mais seca, incluindo a dispersdao das sementes que ocorre,
principalmente, por autocoria (Felfili et a., 1999; Pilon et al., 2015), em que as vagens
amadurecem, secam, e caem abaixo da planta m&e. A dispersdo zoocorica pode ocorrer, mas
de forma secundaria, sendo pequenos roedores 0s provaveis agentes dispersores (Oliveira,
1991; Felfili et al., 1999). Estudos intrapopulacionais indicam que o padrao de distribuicéo
de S. adstringens é agregado (Dias Neto et al., 2008; Meira et al., 2016), que se deve
principalmente ao modo de dispersdo da semente por autocoria e 0s descendentes
permanecem proximos a planta-mée (Carvalho et al., 2009).

E relatado um alto indice de autocompatibilidade (Firetti, 2001), entretanto,
experimentos de polinizacdo cruzada e polinizacdo geitonogamica, obtiveram 35,48% e
2,82% frutos, respectivamente. Essa baixa producdo de frutos gerados por autofecundacao
caracteriza a espécie como autoincompativel, evidenciando que a fecundagéo cruzada é vital
para a producdo de frutos e perpetuacdo de S. adstringens (Ortiz et al., 2003). Embora a
inflorescéncia tenha uma grande quantidade de flores, a producéo de frutos é muito baixa na
espécie, com cerca de 0,52% de frutos viaveis (Firetti, 2001). Além disso, essa producdo é
dependente da disponibilidade de recursos maternos, ndo sendo limitada pelo fluxo de pélen,
0 que pode acarretar em consequéncias evolutivas para a espécie, uma vez que a planta ndo
pode abortar seletivamente sementes de baixa qualidade (Ortiz et al., 2003). Além da
reproducdo sexuada, a propagacdo da espécie pode ocorrer também de forma vegetativa,
geralmente por origem traumatica, emitindo raizes gemiferas (Rizzini & Heringer, 1966) e
produzindo individuos de habito arbustivo a subarbustivo (Melo et al., 1998). Apds
gueimadas, também é comum observar rebrotas de origem caulinar (Diniz & Franceschinelli,
2014).
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2.2.3 Propriedades bioquimicas e potencial de uso

A propriedade medicinal do barbatim&o ha tempos é reconhecida, tendo relatos
de Auguste de Saint-Hilaire e demais naturalistas europeus que vieram ao Brasil ainda no
século XIX (Brandédo et al., 2012). Dentre as espécies do género Stryphnodendron, S.
adstringens é a que mais se destaca pela sua alta producédo de taninos, sendo que sua casca
pode conter até 22,6% deste composto fendlico (Primo, 1945), inclusive essa caracteristica
foi a que originou o nome do género, onde Stryphnos significa adstringente e dendron,
madeira (Scalon, 2007). Em buscas na literatura, a maioria dos trabalhos tendo barbatiméo
como objeto de estudo esta relacionada principalmente as propriedades medicinais e
bioldgicas da espécie (veja Souza-Moreira et al., 2018; Pellenz et al., 2019, para revisao).

S. adstringens, assim como outras espécies do género, é utilizada de maneira
empirica, sendo a casca a matéria-prima mais utilizada na maioria dos tratamentos contra
infeccbes vaginais e urinérias, feridas na pele e Ulceras (Souza-Moreira et al., 2018). Os
extratos provenientes da casca contém propriedades antioxidantes (Souza-Moreira et al.,
2007; Baldivia et al., 2018; Sabino et al., 2018), anti-inflamatérias (Henriques et al., 2016),
antiulcerogénicas (Audi et al., 1999; Martins et al., 2002), antimicrobianas (Ishida et al.,
2009; Santos et al., 2009; Pinho et al., 2012), além de potencial acéo anticarcinogénica contra
células tumorais (Baldivia et al., 2018; Kaplum et al., 2018), incluindo cancer de mama
(Sabino et al., 2018).

A alta eficacia de extratos de casca e folhas de barbatimdo deve-se,
principalmente, pela presenca de moléculas bioativas, tais como taninos, flavonoides e
saponinas. A partir destes estudos, foi registrada na ANVISA uma pomada topica,
comercializada como Fitoscar® (n° 101180605), que contém 60 mg de extrato seco de
barbatiméo a cada grama de pomada (Brasil, 2014). Esta pomada concentra 30 mg de fendis
totais e 27 mg de taninos totais e, portanto, atua como agente cicatrizante para lesdes de
varias naturezas (Pellenz et al., 2019).

Em estudo clinico recente, observou-se que S. adstringens pode ser usado na
cicatrizacdo de feridas cronicas, causadas por traumas fisicos intensos ou cirurgias. Este
efeito se deve, principalmente, pela alta concentracdo de taninos, tais como EGCG
(epigalocatequina-3-galato) e &cido galico (Pellenz et al., 2019). A molécula bioativa EGCG,
além de ser um antioxidante, com propriedades antimutagénicas e anticarcinogénicas, regula

a secrecdo de citocinas na pele e ativa as células no processo de cicatrizacao de feridas (Fujiki
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et al., 2017), além de angiogénese (Lima et al., 2016). Os extratos da casca contém, ainda,
proantocianidinas, outra classe condensada de taninos, que interagem com proteinas e outros
compostos organicos (Adamczyk et al., 2017), garantindo as propriedades anti-inflamatorias
e antioxidantes de barbatimédo (Souza-Moreira et al., 2018).

Tendo em vista a importancia do barbatimé&o na fitoterapia, houve incentivo de
seu uso a partir de politicas publicas, resultando em varias formulas com extratos da casca
que foram patenteadas (Souza-Moreira et al., 2018; Braga, 2019). Atividades
antiprotozoarias e antivirais também sdo uma area de estudo a serem exploradas e parecem
ser bastante promissoras (Souza-Moreira et al., 2018). Inclusive, uma pomada contendo
varias espécies de “barbatimio” foi patenteada para uso contra o HPV (papilomavirus
humano) e na prevencdo de cancer cervical (Lins-Neto et al., 2015). Dessa forma, o
barbatimdo é considerado um valioso recurso genético, que pode ser utilizado de forma
eficaz no ambito da fitoterapia e no tratamento de doengas cronicas (Pellenz et al., 2019).
Entretanto, devido ao baixo sucesso de producdo de frutos e a auséncia de cultivo, tanto as
sementes quanto a pomada produzida, sdo caros. Por exemplo, cerca de 250 gramas de
sementes custam, em média, R$ 80,00 (Meira et al., 2013), enquanto que a pomada custa
entre R$50,00 e R$70,00.

Devido as propriedades medicinais ja citadas, algumas populagdes naturais de
barbatimdo tém sido amplamente afetadas pelo extrativismo descontrolado, pois henhuma
empresa, seja farmécia de manipulacdo ou laboratorio farmacéutico, possui reserva
extrativista ou cultiva essa espécie (Borges-Filho & Felfili, 2003). A falta de orientacdo
sobre 0 manejo adequado resulta em extracfes da casca que podem comprometer a
sobrevivéncia da planta, deixando-a susceptivel ao ataque de microrganismos e outras
intempéries, e comprometem o processo de regeneracdo natural e densidade populacional
(Borges-Filho & Felfili, 2003). Além disto, essas populacfes naturais ficam vulneraveis as
acOes de processos estocasticos, correndo risco de erosao genética e até mesmo a extingao.

Dessa forma, € imprescindivel que medidas de conservacéo e manejo sustentavel
sejam conduzidas, a fim de garantir a manutencgéo da diversidade genética da espécie. Neste
sentido, foi criada uma cole¢do de germoplasma de varias espécies nativas medicinais,
incluindo S. adstringens (Corréa, 2007), a fim de preservar a composi¢do quimica e as
propriedades bioldgicas dessas especies e viabilizar o cultivo comercial e a domesticacéo no
futuro. Esta colecao foi implementada em 2007 na Reserva Particular do Patriménio Natural

(RPPN) no municipio de Araxa — Minas Gerais, e foi nomeada Ecocerrado Brasil, que
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atualmente conta com mais de mil acessos de barbatim&o, conservados ex situ e in vivo,
provenientes de vérias regides do Brasil (Corréa et al., 2012). A partir dessa iniciativa, foram
conduzidos outros estudos desde testes de germinacdo a avaliacdo de teor de taninos, que

sdo informacGes fundamentais para programas de melhoramento genético.

2.2.4 Estudos genéticos

A investigacdo cariotipica de mimosdideas indicou que espécies deste clado
apresentam, em sua maioria, nimero basico de x = 13, e que houve evento de poliploidia
ancestral seguido de disploidia descendente nessas espécies. S. adstringens trata-se,
portanto, de uma espécie diploide com x = 13, e 2n = 26 cromossomos, como todas as outras
espécies do género Stryphnodendron (Santos et al., 2012).

A filogenia molecular do género Stryphnodendron indicou uma relagdo muito
proxima entre as especies de ambientes savanicos, tais como S. adstringens e S.
rotundifolium (Simon et al., 2016). Vale destacar que S. adstringens ocorre em simpatria
com S. rotundifolium var. rotundifolium e sdo muito semelhantes morfologicamente, com
diferencas mais marcantes em seus frutos (Scalon, 2007). Ja a espécie S. polyphyllum foi
agrupada em outro ramo da arvore, demonstrando que a evolucdo e a diversificacdo
morfoldgica do grupo ocorreram rapidamente (Simon et al., 2016).

No contexto genético-populacional poucos trabalhos foram conduzidos com S.
adstringens. Lima (2010) avaliou cinco pontos de coleta de trés municipios do estado de Sdo
Paulo (Botucatu, Itu e Avaré), com 39 individuos amostrados em cada uma das localidades.
Os genotipos foram obtidos a partir de dez marcadores microssatélites transferidos. Além
disto, foi realizado um estudo intrapopulacional na Floresta Estadual de Botucatu, com 38
individuos. A maior variabilidade genética foi encontrada dentro das populagdes e a estrutura
espacial intrapopulacional foi baixa, porém significativa (Lima, 2010).

Em um estudo com doze populag¢bes provenientes dos estados de Goiés, Minas
Gerais e Sdo Paulo, foi estimada a diversidade genética intra e interpopulacional e testada a
correlagéo entre a distancia genética e a producdo de taninos (Mendonga et al., 2012). Os
genotipos foram obtidos por marcadores AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism
= Polimorfismo de Comprimento de Fragmento Amplificado). Foi detectada uma estrutura
genética alta e significativa (Fst = 0,2906, p < 0,05) entre as populacgdes, porém nédo foi

verificado um padrdo espacial significativo na distribuicdo da variabilidade genética.
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Adicionalmente, foi constatado que individuos cuja producdo de taninos excede os 40%
tendem a ser similares geneticamente, ou seja, a distancia genética aumenta entre individuos
com producdo média ou baixa desse composto secundario. Essas informacdes sdo bastante
pertinentes para o melhoramento genético da espécie, uma vez que € possivel indicar
populagdes de elite que produzem maior quantidade de taninos (Mendonga et al., 2012).

A diversidade genética de S. adstringens também foi estimada a partir de
marcadores isoenzimaticos (Glasenapp et al., 2014). As coletas foram realizadas em trés
populacgdes localizadas em Unidades de Conservacéo do estado de Minas Gerais, totalizando
105 individuos. Os valores de heterozigosidade obtidos foram préximos aos de outras
arboreas tropicais, indicando niveis moderados de diversidade genética. Além disto, foi
constatada endogamia intrapopulacional nula (f = -0,114), indicando panmixia em todas as
populacdes avaliadas neste estudo, e moderada estrutura genética interpopulacional (Fst =
0,105), valores proximos aos encontrados por marcadores AFLP (Glasenapp et al., 2014).

Estudos gendmicos indicaram que o genoma cloroplastidial de S. adstringens
contém cerca de 111 genes funcionais, dentre os quais 77 sdo codificadores de proteinas. A
avaliacdo do cloroplasto em comparacdo com outras mimosoéideas indicou que o conteudo e
a sintese de genes sdo bastante conservados no clado (Souza et al., 2019). J& no genoma
nuclear, foram anotados mais de 31 mil genes codificadores de proteinas, sendo que
aproximadamente 1,58% dos transcritos estdo relacionados as sequéncias de proteinas
envolvidas em vias metabdlicas de biossintese de taninos (Souza, 2019). A partir desses
resultados, novos marcadores, podem ser descritos e caracterizados a fim de trazer
informacdes evolutivas sobre a espécie, além de contribuir para estudos genéticos em outros
niveis taxondmicos (Souza, 2019). A partir deste estudo, foram desenhados 0s primers para
0s marcadores microssatélites utilizados nesta tese (Goncalves et al., no prelo).
Adicionalmente, marcadores SNP sdo uma alternativa interessante para estudos futuros, ja
que esses marcadores podem estar relacionados a producédo de taninos, sendo oportuno seu
estudo para fins de melhoramento genético da espécie.

As simulac6es de modelagem de nicho ecoldgico detectaram que pode ter havido
uma retracdo nas areas de maior adequabilidade para a espécie. Ha, aproximadamente 21.000
anos, durante o Ultimo Méximo Glacial, S. adstringens tinha uma maior predominancia no
Cerrado, estendendo-se até a regido de fronteira do que hoje é a Floresta Amazonica.

Simulagdes indicam que, no presente, a maior adequabilidade estd na regido central do
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Cerrado e, com as mudancas climéticas, tende a se retrair ainda mais e se concentrar ao sul
do bioma, em cenérios futuros (Barbosa et al., 2019).

Analises filogeogréficas realizadas com 17 populagdes de barbatimao indicaram
alta estruturacdo genética espacial e baixa diversidade genética, evidenciada pela presenca
de poucos hapldtipos tanto para cpDNA (DNA cloroplastidial) quanto ncDNA (DNA
nuclear). Ao contrario da modelagem de nicho, ndo foi verificada retracdo populacional
neste estudo, e sim, um equilibrio demografico historico para essas populacdes. Além disto,
sugeriu-se provavel expansdo populacional recente, ndo detectada a partir dos marcadores
utilizados (Braga, 2019). E evidente que, ndo so as flutuagdes climaticas podem afetar a
distribuicdo da espécie, como também as a¢bes antropicas, principalmente o desmatamento
provocado pela expansdo agricola (Brook et al., 2008; Grecchi et al., 2014), ocasionando
perda de diversidade genética e até mesmo perda de grupos genéticos que existem
atualmente (Braga, 2019).

A partir de todas as informacGes levantadas até aqui, € nitida a importancia de S.
adstringens como um recurso genético e que medidas de conservagao e manejo precisam ser
tomadas para mitigar os efeitos nocivos que o impacto ambiental e acdes antropogénicas

possam causar nas populacdes dessa espécie nativa.

2.3  ESTRUTURA GENETICA POPULACIONAL NO CONTEXTO ESPACIAL

A preocupacdo com a perda da biodiversidade é um desafio real para muitas
areas do conhecimento. Para que a conservacao da variabilidade genética seja de fato efetiva,
em meio aos desafios promovidos pelos impactos ambientais e fragmentacdo de habitats, é
necessario avaliar os niveis de diversidade genética intra e interpopulacionais. Para tanto, a
avaliacdo de locos neutros pode indicar possiveis ameacas genéticas as popula¢des naturais
(Alsos et al., 2012; Hemingway et al., 2018). Nas ultimas décadas, os avan¢os tecnoldgicos
tém possibilitado que a diversidade genética seja avaliada em varias regides do genoma
(Narum et al., 2013; Garner et al., 2016), sendo que os marcadores moleculares ocupam uma
area de grande importancia em estudos populacionais e de genética da conservagdo. Além
disto, os marcadores moleculares auxiliam na identificacdo de processos que influenciam na

perda de diversidade genética ocasionada, por exemplo, pela fragmentacdo de habitats e
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microhabitats (Telles et al., 2014), ou ainda, os impactos causados por acdes antropogénicas
que comprometem a variabilidade genética, bem como o potencial evolutivo das espécies
(Aguilar et al., 2008; Hoban et al., 2014).

De acordo com o tipo de estudo a ser realizado, pode-se escolher entre varias
técnicas moleculares disponiveis. Neste sentido, os marcadores microssatélites sdo eficientes
e econbmicos, além de serem Uteis em estudos de ecologia molecular, genética da
conservacao, genética geografica e da paisagem (Diniz-Filho et al., 2009), demonstrando
alto poder informativo em estudos que avaliam a estrutura genética em populagdes naturais
(Haasl & Payseur, 2011). A era da gendmica é responsavel pelo grande volume de dados
genéticos que vem sendo obtidos (Allendorf, 2017). No entanto, a medida que as técnicas
moleculares avancam e se tornam mais complexas, as ferramentas estatisticas precisam
acompanhar essa evolucao. Neste contexto, a inferéncia da estrutura genética populacional
tem se beneficiado de varios métodos estatisticos sofisticados e robustos. Estes métodos
podem se basear em VArios niveis, especialmente, a nivel populacional e também individual
(Latch et al., 2006; Jombart et al., 2008-2010).

Em meio a crise ambiental e recentes perdas de biodiversidade, 0 manejo e a
conservacao, para serem eficientes, necessitam de informagdes genéticas a fim de preservar
as espécies nativas como entidades dindmicas capazes de enfrentar as mudancas climaticas
(Frankham, 2010). Deste modo, a avaliacdo da estrutura genética populacional é crucial
(Waples & Gaggiotti, 2006), por fornecer informacdes relevantes sobre a dindmica evolutiva
das espécies (Sunnucks, 2000). Vale ressaltar que os processos microevolutivos e ecolégicos
sdo constantemente influenciados por fatores ambientais, ocorrendo em um contexto
geografico e a variabilidade genética, da mesma forma, pode ser altamente estruturada de
acordo com espaco geografico (Diniz-Filho et al., 2008). Assim, a estrutura genética
populacional precisa ser avaliada em seus varios niveis hierarquicos, desde a escala temporal
até a escala espacial (Whittaker et al., 2001). Embora ndo exista ainda um campo
denominado como “genética espacial”, muitos conceitos tém sido combinados para
compreender a distribuicdo ndo-aleatdria da variabilidade genética (Guillot et al., 2009).
Existem diversas métricas para avaliar a estrutura genética espacial, que podem ser
caracterizadas por dois tipos de abordagens: espacialmente implicitas e espacialmente
explicitas, sendo que esta Ultima pode ser associada a novas técnicas analiticas que incluem

variaveis ambientais (Manel et al., 2003).
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2.3.1 Abordagens espacialmente implicitas

O principal objetivo da genética de populagdes serviu de inspiracdo para o
desenvolvimento de varios modelos para descrever como as frequéncias alélicas variam ao
longo das geragdes em um contexto espaco-temporal. Entretanto, é valido ressaltar que as
populacdes sdao mais complexas e tendem a expandir ou reduzir sua distribui¢do geografica
ao longo do tempo (Hey & Machado, 2003). As abordagens classicas, para se medir a
diferenciacéo genética populacional, se resumiam basicamente em quantificar os padrdes de
variacdo genetica (Excoffier, 1992-2007) utilizando medidas como heterozigosidade,
numero de alelos e tamanho efetivo populacional (Tallmon et al., 2010; Aravanopoulos,
2011). De forma implicita, o espaco geografico poderia ser considerado nas anélises
tradicionais, a partir de populagdes putativas (Diniz-Filho et al., 2008), pelo particionamento
da variacdo genética em niveis hierarquicos, entre e dentro de populagdes, como as métricas
de Fsr, originalmente definidas por Wright (1965) e seus andlogos (Excoffier, 1992).

Uma forma de verificar a influéncia espacial na diferenciacéo interpopulacional,
de uma forma bem simplista, é por meio da correlacéo entre as matrizes de distancia genética
(Fst par a par) e a distancia geografica entre os pares de populagdes, a partir do teste de
Mantel (Diniz-Filho et al., 2013), que pode evidenciar possivel isolamento por distancia ou
IBD (Diniz-Filho et al., 2008), pressupondo que os individuos estdo distribuidos de forma
continua e uniforme no espaco. Entretanto, é importante ressaltar que os individuos, na
maioria das populac@es naturais, ndo estao distribuidos de forma aleatdria na paisagem, nem
tampouco sdo agrupados ordenadamente em subpopulacdes discretas. Assim, a similaridade
ou a diferenciacdo genética entre os individuos e populacbes podem estar ligadas
diretamente com as caracteristicas da paisagem, gerando diferentes padrdes espaciais em
areas e tempos diferentes, e esses padrdes distanciam-se do modelo implicito de 1BD
(Milligan et al., 2018).

Além das métricas de diferenciacdo genética e correlacdo, sdo amplamente
empregadas técnicas de agrupamento bayesiana (Pritchard et al., 2000), que ndo incluem o
espaco geografico de maneira explicita, porém podem fornecer pistas de como o ambiente
age na formac&o de grupos genéticos, a partir de possiveis barreiras ao fluxo génico (Guillot
etal., 2009). Entretanto, métodos dessa natureza precisam de cautela em suas interpretacdes,
uma vez que pressupdem correlacgdes entre as frequéncias alélicas e que as populacdes estao
em equilibrio de Hardy-Weinberg (Pritchard et al., 2000), algo que néo reflete a maioria das

populagdes naturais.
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2.3.2 Abordagens espacialmente explicitas

Para investigar estruturas espaciais de maneira mais aprofundada, os métodos
precisam incluir o espago geogréafico de maneira explicita, em conjunto com os métodos
descritos anteriormente, concentrando na variabilidade genética que pode estar estruturada
espacialmente (Jombart et al., 2008). Neste sentido, varios métodos estatisticos foram
desenvolvidos dentro de uma estrutura bayesiana, que interpretam gendtipos multilocos,
semelhante ao STRUCTURE (Pritchard et al., 2000), integrando coordenadas geograficas
ao modelo (Chen et al., 2007; Corander, Sirén & Arjas, 2008), ndo sé para detectar o nimero
de grupos genéticos ancestrais, como também identificar possiveis barreiras genéticas entre
as populagdes (Coulon et al., 2006).

Com os avancos de técnicas dentro da area de genética da paisagem (Manel et
al., 2003), foi possivel integrar a genética de populacdes a estudos de ecologia da paisagem
e genética geografica, para detectar quais fatores ambientais afetam a distribuicdo da
variabilidade genética (Segelbacher et al., 2010; Milligan, 2017), com uma abordagem
espacialmente explicita e, incluindo também informacGes sobre variaveis ambientais (Dyer,
2015). A partir desses estudos, uma outra estatistica foi desenvolvida (Jay et al., 2015), que
inclui explicitamente informacdes espaciais e ambientais no modelo bayesiano, para detectar
grupos genéticos-ambientais ancestrais e 0 impacto das mudancas climaticas na estrutura
genética espacial. Adicionalmente, essa metodologia realiza modelagens em diversos
cenarios futuros a partir dessas variaveis ambientais, para detectar mudancas na distribuicédo
da variacdo genética pelo espago ou até mesmo a perda de grupos genéticos (Jay et al., 2015).
No entanto, é importante salientar que os testes de atribuicdo individual devem ser
interpretados com cautela, quando individuos estdo geneticamente estruturados. Assim, uma
alternativa seria utilizar os correlogramas de Mantel, para avaliar a variacdo da
autocorrelacdo espacial nas frequéncias alélicas (Jombart et al., 2008). Os métodos desta
natureza foram aprimorados no decorrer do tempo e, geralmente, indicam se 0 componente
espacial exerce ou ndo alguma influéncia na distribuicdo da variabilidade genética e se
populacbes proximas geograficamente sdo também semelhantes geneticamente ou se o
contrario é verdadeiro (Diniz-Filho et al., 2008).

Meétricas alternativas em estudos genético-populacionais sdao os métodos de
ordenacdo espacial ou técnicas multivariadas, que ndo incorporam as pressuposicdes de
equilibrio de Hardy-Weinberg nem equilibrio de ligacdo entre os locos. Esses métodos

resumem dados multivariados a poucos componentes néo-correlacionados, em um “espago
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reduzido”, sendo que cada componente ¢ escolhido para refletir a maior parte da
variabilidade nos dados analisados. Esses métodos podem ser aplicados a varios dados,
inclusive a frequéncias alélicas, a fim resumir a variabilidade genética entre individuos e/ou
populacdes (Jombart et al., 2008), que pode ser estruturada espacialmente (Jombart et al.,
2009). A andlise espacial de componentes principais (SPCA - Spatial Principal Components
Analysis), por exemplo, trata-se de uma PCA adaptada, que otimiza a variagdo dos
componentes principais e sua autocorrelacdo espacial (Jombart et al., 2008), sendo um
método eficiente para detectar diferentes niveis de estrutura espacial em dados genéticos. A
sPCA fornece scores que sintetizam a variacdo genética e a estrutura espacial entre
individuos e/ou populagdes, detectando estruturas globais e locais (Jombart et al., 2008).

A andlise de redundéncia ou RDA (Redundancy analysis) € um outro método
multivariado conveniente para estudos populacionais, que avalia quanto da variacdo em um
conjunto de variaveis (dependentes) pode ser explicada pela variacdo em outro conjunto de
variaveis (explicativas). Este método é uma versdo canbnica da PCA e uma extensdo
multivariada da regressdo linear simples (Paliy & Shankar, 2016), que modela
explicitamente as variaveis-resposta em funcdo das variaveis explicativas (que podem ser
variaveis ambientais, por exemplo) e expressa o quanto de variagcdo neste primeiro conjunto
é explicada pelo segundo (Legendre & Legendre, 2012), indica 0 quanto de varia¢do genética
é causada pelos fatores ambientais.

H& uma tendéncia cada vez maior de analises conjuntas entre dados espaciais e
genéticos, associados a variaveis ambientais, formando uma nova era de analises em
genética de populages. E fundamental o conhecimento dos processos ecoldgicos e
evolutivos para a avaliacdo da estrutura genética, em um contexto espacial acoplado. A partir
dessas inferéncias, é possivel compreender melhor a dinamica evolutiva das espécies e a
influéncia do espaco geografico na variacdo genética observada nessas populagdes.
Informacdes neste contexto sdo fundamentais para mitigar os efeitos deletérios de processos
estocasticos e antropogénicos, auxiliando no delineamento de estratégias mais adequadas

para a conservacgao e manejo dos recursos geneticos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 AMOSTRAGEM E GENOTIPAGEM DE MICROSSATELITES

Para a realizacdo deste trabalho, foram conduzidas vérias expedicdes para a
coleta de material vegetal da espécie por grande parte do bioma Cerrado (Figura 2), entre 0s
anos de 2013 e 2018 (registro do SisGen - N° A64E081). A maioria dos locais, em que foi
possivel coletar uma densidade amostral adequada, correspondeu a beiras de estradas ou
areas particulares (fazendas), ou seja, poucas amostras foram provenientes de areas de
preservacdo ambiental.

A garantia da representatividade genética de uma espécie pode ser alcangada a
partir da amostragem de varias regides geograficas diferentes, ndo sendo necessario que
sejam feitas coletas exaustivas de amostras de um grande ndmero de individuos, em uma
mesma populacdo. Partindo deste pressuposto, foram amostrados individuos provenientes
de 19 subpopulagdes ou populagdes locais (ver detalhes na Tabela 3; Figura 2), embora
tenham sido feitas prospeccBes por grande parte da area de ocorréncia da espécie pelo
Cerrado. A maioria das subpopulagcfes se encontra no estado de Goias, pois em outras
regides, principalmente ao norte do Cerrado, nao foi conveniente a coleta devido a baixa
densidade de individuos. Entretanto, as areas amostradas foram condizentes a distribuicao
de S. adstringens, com maior ocorréncia no Brasil Central (Figura 2).

Em cada populacéo local, foram coletados tecidos foliares de 32 individuos, com
excecdo de Alto Paraiso de Goias (ALPGO), cujo nimero de individuos coletados foi 29,
resultando em um total de 605 individuos. As folhas foram devidamente acondicionadas em
sacos contendo silica gel e, apos a sua desidratacdo, foram armazenadas em freezer -80 °C

para, posteriormente, serem conduzidas as etapas de extragdo de DNA gendmico total.
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Figura 2. Mapa representativo das 19 localidades onde foram coletadas amostradas de tecido foliar de Stryphnodendron adstringens. Em destaque esté o
Cerrado brasileiro. Os detalhes de coordenadas geograficas e significados das siglas de cada subpopulacado estdo disponiveis na Tabela 3.
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Tabela 3. Descri¢do dos locais de coleta de individuos de Stryphnodendron adstringens no Cerrado brasileiro. Foram coletados 605 individuos no total,
distribuidos em 19 subpopulages.

. . Coordenadas
N° Subpop. Localidade — UF Cadigo Ano da Coleta - - Altitude (m)  N°de individuos*
Latitude Longitude
1 Candeias — MG CANMG 2013 -20.68917 -45.21638 998 32
2 Japonvar — MG JAPMG 2014 -15.93348 -44.23241 893 32
3 Cristalina— GO CRIGO 2014 -16.23155 -47.35737 906 32
4 Posse — GO POSGO 2014 -14.18185 -46.34372 812 32
5 Planaltina de Goias — GO PLGGO 2014 -15.25461 -47.56715 1204 32
6 Teresina de Goias — GO TERGO 2014 -13.78579 -47.32244 764 32
7 Cocalzinho - GO COCGO 2014 -15.5706 -48.61411 671 32
8 Buritis - MG BURMG 2015 -15.14664 -46.55947 954 32
9 Bambui — MG BAMMG 2015 -20.10378 -45.95883 765 32
10 Chapada dos Guimardes — MT CHGMT 2015 -15.4803 -55.68783 644 32
11 Silvania - GO SILGO 2015 -16.59766 -48.3782 835 32
12 Patos de Minas — MG PATMG 2015 -18.75851 -46.66003 874 32
13 Perdizes - MG PERMG 2015 -19.33652 -47.37488 1061 32
14 Niguelandia — GO NIQGO 2016 -14.61601 -48.59938 669 32
15 Orizona - GO ORIGO 2016 -17.03138889 -48.29583333 840 32
16 Chapadéo do Céu — GO CHCGO 2016 -18.4075 -52.54888889 77 32
17 Mossamedes — GO MOSGO 2016 -16.12666667 -50.215 580 32
18 Caldas Novas — GO CNOGO 2016 -17.74166667 -48.625 717 32
19 Alto Paraiso de Goias — GO ALPGO 2018 -13.9656 -47.4885 1522 29
Total 605
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A coleta de dados moleculares foi realizada no Laboratorio de Genética &
Biodiversidade (LGBio), localizado no Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB 1) da
Universidade Federal de Goias, Campus Samambaia, Goiania-GO. O DNA gendmico dos
individuos foi extraido a partir de tecido foliar, utilizando o tampé&o de extracdo que utiliza
0 detergente CTAB (Doyle & Doyle, 1987), com adaptacdes (Ferreria & Grattappallia,
1998). A qualidade do DNA extraido foi verificada por meio de eletroforese horizontal em
gel de agarose corado com brometo de etideo (10mg/mL) e tampé&o para eletroforese TBE
1X (Tris Borato EDTA). A quantificacdo do DNA extraido foi realizada com auxilio de
marcadores de baixo peso molecular (Low DNA mass ladder - Invitrogen®) de concentragao
conhecida, comparando o padrdo de bandas das amostras com o padrdo de bandas formadas
por esses marcadores no gel de agarose. Posteriormente, 0 DNA foi diluido, com &gua
ultrapura, para uma concentracao final de 2,5 ng/pL.

A amplificacdo do DNA foi conduzida via reagdo em cadeia da polimerase
(PCR), utilizando um conjunto de nove marcadores microssatélites (Tabela 4) desenvolvidos
para S. adstringens (Goncalves et al., no prelo). A reacdo de PCR foi realizada a partir da
seguinte mistura de reagentes: 1,5 uL de DNA a 2,5 ng/uL; 0,75 pl de cada par de primer a
0,9 uM; 1,0 pL de tampéo 10X com cloreto de magnésio (10 mM Tris-HCI, pH 8,3, 50 mM
KCI, 1,5 mM MgCl,); 1,3 pL de BSA (Bovine Serum Albumin) a 25 mg/mL; 0,9 pyL de
dNTP’s a 2,5 uM; 0,15 uL de Taq polimerase a5 U e 3,65 pL de &gua ultrapura.

As reacdes para amplificacdo das regides microssatélites foram conduzidas no
equipamento GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems), correspondendo aos
seguintes passos: i) Desnaturacdo do DNA a 94°C por 5 minutos; ii) Temperatura de 94°C
durante 1 minuto; iii) Temperatura especifica de anelamento do primer por 1 minuto (Tabela
4); iv) Extensdo da molécula pela enzima Tag DNA polimerase a 72°C por 1 minuto; v) 30
ciclos seguindo do segundo ao quarto passos; vi) 45 minutos para finalizar os produtos
amplificados. A amplificacdo do DNA foi confirmada por eletroforese horizontal em gel de
agarose a 3%, corado com brometo de etideo e submetido a luz ultravioleta pelo sistema de
imagem Gel DocTM XR+ (Bio-Rad, EUA).

A obtencdo dos genotipos dos individuos foi realizada por eletroforese capilar,
utilizando reacdes de aplicacdo em multiplex (Tabela 4), por meio da deteccdo de
fluorescéncia presente na extremidade 5° de cada primer forward. Os fluordforos utilizados
foram os seguintes: verde (VIC), azul (FAM), vermelho (PET) e amarelo (NED), conforme

descrito na tabela 4. A cor de cada fluorescéncia foi escolhida respeitando-se a amplitude
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alélica de cada loco, além da intensidade das bandas geradas, informacGes essas previamente
levantadas por Barateli (2018). Foram estabelecidas duas multiplex: a primeira com um
conjunto de cinco locos e a segunda com quatro locos, ressaltando-se que cada multiplex
respeita a amplitude alélica de cada loco e sua fluorescéncia, a fim de permitir a visualizacao

simultanea de vérios locos, sem que haja interferéncia.

Tabela 4. Relacdo das multiplex de aplicacdo para genotipagem de individuos de Stryphnodendron
adstringens. Cada sequéncia forward dos iniciadores foi marcada com fluordforos
especificos (VIC — verde; FAM — azul; PET — vermelho; NED — amarelo).

Loco Sequéncia Forward do primer (Ié) Amplitude Alélica Multiplex

SadH1 VIC - AGTGCCTCTACTGATTTATGACCC 58 161-171

SadH5 FAM - GTGGTCTCTCTGCTGCCTTC 54 274-310

SadH9 PET - AGTGGAAGAAGAGCCCACAG 58 190-260 Multiplex 1
SadH11 VIC - TTAAGTCACGCCTCTTCGTC 56 306-340

SadH18 NED - ATGAGCTTGGATGGTTGATG 58 260-268

SadH7 VIC - TAAAGGGTCATTATATGTGGCAA 54 148-168

SadH13 FAM - CTTCCAGGTGCCTTGCTTAC 56 201-255 )
SadH14 PET - GAGACATCGTCCGAGGCTAA 58 241-269 Multiplex 2
SadH16 NED - TGGAGGAGGGAGTATAGGTGA 58 321-357

TA: Temperatura de Anelamento.

Para a realizacdo da genotipagem, foi adicionada uma aliquota de 1 uL do
produto da multiplex e acrescentados 9 L do produto entre formamida Hi-Di e o0 marcador
size standard 600 L1Z (Life Technologies®), nas concentracfes de 8,75 pL e 0,25 pL,
respectivamente, para um volume final de 10 pL. Essa solucdo foi desnaturada em
termociclador, por cinco minutos a temperatura de 95°C e, posteriormente, resfriada em
cooler durante um minuto. Finalmente, as amostras foram injetadas em analisador
automatico de fragmentos de DNA, modelo ABI-3500 (Applied Biosystems®), para a analise
dos amplicons.

Apbs a eletroforese capilar, os gendétipos foram obtidos no programa
GeneMapper versdo 5.0 (Applied Biosystems), por meio da identificagdo semiautomatica
dos alelos, utilizando uma janela de deteccéo (bin) de 1,99 pb, para determinar o tamanho
dos alelos. A confirmacdo da existéncia de cada alelo foi realizada a partir da montagem de

uma escada alélica, realizando uma nova eletroforese capilar, utilizando para tanto o menor
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namero de individuos que amostrassem todos os alelos, para cada loco. Além disso, para
garantir uma maior confiabilidade nos dados genotipicos, foi realizada uma analise de todas
as subpopulacdes, para cada loco microssatélite, investigando possiveis erros de
genotipagem, tais como alelos nulos, stuttering e drop-out, por meio do programa Micro-
checker v. 2. 2. 3 (Van Oosterhout et al., 2004).

Tendo em vista que S. adstringens pode se reproduzir por meio de propagacéao
vegetativa em ambientes naturais, foi realizada uma analise de identidade para investigar a
presenca de possiveis clones nas subpopulacdes amostradas. Como as coletas foram
conduzidas a partir de um padrao aleatério de amostragem, o nivel de clonalidade em cada
subpopulacdo foi estimado pelo parametro de diversidade clonal, dado por R (riqueza
genotipica), em que R = (G - 1)/(N - 1). Nesta equacdo, G corresponde ao nimero de
genotipos distintos (genetes) e N denota o nimero total de arvores amostradas (rametes).
Evidentemente, os valores de R variam de 0, onde todos os individuos tém 0 mesmo gendtipo
(alto nivel de clonalidade); a 1, onde cada gendtipo é unico (Walas et al., 2019). A deteccéo
de clones foi conduzida no programa Cervus v.3.0.7 (Kalinowski et al., 2007) e os resultados
encontram-se na sessdo 4.1 (Variabilidade Genética). Foram considerados apenas 0s
individuos com genotipos diferentes para o prosseguimento das demais analises genético-

populacionais de S. adstringens.

3.2  VARIABILIDADE GENETICA

As subpopulacGes foram submetidas a uma analise para testar a aderéncia das
proporcOes genotipicas ao Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) por meio do programa
Genetic Data Analysis — GDA v.1.1 (Lewis & Zaykin, 2002). Foi admitido, para esta analise,
um nivel de significancia de 5% e utilizado, para tanto, a abordagem do método exato de
Fisher, com base em 100 mil permutacGes. Além disto, foi aplicado o critério de correcéo
False Discovery Rate — FDR, para evitar possiveis erros do tipo | e verificar quais propor¢des
tiveram desvios significativos ao EHW.

As estimativas de diversidade genética foram obtidas tanto a nivel populacional
guanto para cada loco microssatélite, utilizando o programa Spatial Pattern Analysis of

Genetic Diversity — SPAGeDi (Hardy & Vekemans, 2002). Foram estimados, assim, 0s
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seguintes parametros: numero de alelos (A) e alelos efetivos (Ae), heterozigosidade
observada (Ho) e esperada (He) sob Equilibrio de Hardy-Weinberg, coeficiente de
endogamia (f) e riqueza alélica (RA). A significancia de f foi verificada a partir de 20.000
randomizacOes. Para os locos microssatélites, estimou-se, ainda, a heterozigosidade maxima
(Hwmax), com base no nimero de alelos (A) amostrados para esse conjunto de marcadores.
Essa estimativa é obtida pela equagdo: Hus = (A — 1)/A. A partir do Hwmax, foi calculada a
razdo He/Hwmax. Além disso, foram estimadas as probabilidades de identidade (I) e exclusdo
de paternidade (Q), utilizando o programa ldentity v.1.0 (Wagner & Sefc, 1999), para
verificar a qualidade do conjunto de microssatélites, com base na discriminacao individual.

A nivel populacional, foi realizada uma analise para verificar a existéncia de
possiveis alelos privados, a partir do programa GDA (Lewis & Zaykin, 2002). Além disso,
foi estimada a riqueza de alelos privados (Rap), usando HP-Rare (Kalinowski, 2005). Essa
estimativa foi corrigida pelo tamanho amostral de cada subpopulacdo. Adicionalmente, foi
calculada a taxa de fecundacgdo cruzada aparente, com base na relacdo entre o indice de
fixacdo intrapopulacional (f = Fis), em que se assume subpopulagdes em equilibrio de

-7

Wright, por meio da equacio: £, = o

3.3 ESTRUTURA E DISTANCIA GENETICA POPULACIONAL

A fim de compreender como a variacdo genética esta estruturada e verificar o
grau de divergéncia entre as subpopulacdes de barbatimédo, foi conduzida uma anélise de
variancia por meio da matriz de frequéncias alélicas, para os seguintes niveis: individuos,
populacdes e populacdo global (onde as populacGes sdo agrupadas considerando-se uma so
populacdo), com o auxilio do programa Arlequin v.3.5.2.2 (Excoffier & Lischer, 2010). Para
cada nivel, o programa produz os diferentes componentes de variagdo (Tabela 5), dos quais
as estatisticas F sdo estimadas. Uma das vantagens de se utilizarem as estimativas de Weir
& Cockerham (1984), neste caso, é que as frequéncias alélicas sdo ponderadas de acordo
com o tamanho amostral, ao passo que a abordagem de Nei (1973) considera que todas as
amostras tém pesos iguais, independentemente do tamanho (N) de cada populacéo (Goudet,
2003).
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Tabela 5. Modelo matematico exemplificando a decomposicdo dos componentes de varia¢do para a
analise de variancia molecular com dados genotipicos.

) ) Soma dos Quadrados Médios
Fonte de variacéo Graus de Liberdade
Quadrados (SQ) Esperados E(QM)
Entre populaces P-1 SQ(AP) no? + 207 + o
Entre individuos/dentro de
3 N-P SQ(AI/WP) 202 + o?
populacdes
Dentro de individuos N SQ(WI) ol
Total 2N-1 SQ(T) o2

A diferenciacdo genética entre os pares de subpopulagdes (Fst par a par) também
foi estimada pelo programa Arlequin v.3.5.2.2 (Excoffier & Lischer, 2010). Utilizando a
matriz de distancia genética obtida, foi realizada uma analise para verificar graficamente a
divergéncia genética entre as subpopulacdes de barbatimao. Para tanto, foi empregado o
método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) de Sneath &
Sokal (1973), a partir da distancia euclidiana. Essa metodologia, por se tratar de uma analise
aglomerativa e hierarquica, agrupa as subpopulacdes com menor grau de dissimilaridade a
partir das médias aritméticas ndo-ponderadas (Cruz et al., 2011). Assim, foi construido um
dendrograma que representasse a matriz de distancia genética, com o pacote pvclust (Suzuki
& Shimodaira, 2006), em que a consisténcia dos nds foi obtida por meio de 10.000
reamostragens bootstrap. Além disto, foi calculado o coeficiente de correlacdo cofenética,
para verificar se o dendrograma gerado realmente representa 0s grupos genéticos da matriz
original. Esta etapa foi realizada utilizando o pacote ade4 (Dray et al., 2013), na plataforma
Rv.3.6.1 (R Core Team, 2020).

Adicionalmente, foi conduzida outra analise empregando a matriz de distancia
genética interpopulacional para gerar redes de conexdes genéticas (networks). Nesta
abordagem, ndo h& uma premissa adotada, justamente para agrupar as populacdes (e/ou
individuos) com maior similaridade. Esta analise foi feita utilizando o programa
EDENetworks v.2.18 (Kivela et al., 2014), onde as redes sdo derivadas da matriz de Fst par
a par. Cada no da rede corresponde a uma subpopulagéo e optou-se por utilizar um limiar
(threshold = 0,15) para derivar a rede. Assim, as distancias genéticas acima deste valor foram
removidas da analise. Os ramos da rede indicam provaveis vias de fluxo génico entre as

subpopulacdes, o que permite fazer algumas inferéncias sobre as relagdes entre elas. Ao final
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da andlise, foram inseridas as coordenadas geogréaficas de cada subpopulacéo para que cada
no correspondesse devidamente a localidade em um mapa.

Buscando investigar a existéncia de interrup¢bes ao fluxo génico (barreiras
genéticas) entre as subpopulacdes foi utilizado o programa Barrier v.2.2 (Manni et al.,
2004a), por meio de uma abordagem computacional geométrica, implementada pelo
algoritmo de Monmonier (1973). Com base nos resultados obtidos neste programa, é
possivel identificar descontinuidades genéticas, a partir de grandes alterac6es nas distancias
genéticas (Manni et al., 2004b). Para tanto, foram utilizadas as coordenadas geograficas das
19 subpopulacdes e a matriz de Fst par a par.

Para testar se as distdncias genéticas estdo correlacionadas com o espaco
geografico, a matriz de distancia genética (Fst par a par linearizado: Fst/(1- Fsr)) foi
analisada em conjunto com a matriz de distancia geografica (em escala logaritmica), obtida
por meio das coordenadas geogréaficas de cada subpopulacdo. A correlacdo entre essas duas
matrizes foi verificada por meio do teste de Mantel simples (Mantel, 1967), e a significancia
estatistica do teste foi verificada a partir de 200 mil permutacdes randomizadas, utilizando o
pacote ape (Paradis & Schliep, 2018) da plataforma R v.3.6.1 (R Core Team, 2020). Além
disso, foi construido um correlograma contendo seis classes de distancia, em que é possivel
constatar como a variabilidade genética se distribui ao longo do espa¢o geografico (Oden &
Sokal, 1986).

A fim de obter inferéncias mais robustas sobre a estrutura populacional e 0s
padrdes genético-espaciais em S. adstringens, foi realizada uma técnica multivariada
denominada Andlise Espacial de Componentes Principais (SPCA, Spatial Principal
Components Analysis), como um complemento as andlises bayesianas. A sPCA é uma
adaptacdo da analise de componentes principais (PCA) que otimiza a variacdo desses
componentes e sua autocorrelacdo espacial estimada pelo coeficiente | de Moran (Jombart
et al., 2008). Para a execucdo da sPCA, foram utilizados os pacotes adegenet (Jombart,
2008), spdep (Bivand et al., 2019) e splancs (Bivand et al., 2017), implementados na
plataforma R v.3.6.1 (R Core Team, 2020).

A andlise consistiu em uma PCA centralizada e escalonada, usando o teste | de
Moran para detectar a estrutura espacial e agrupar os gendtipos individuais, e os dados foram
posteriormente analisados por sSPCA, em que a rede de conexdo populacional foi definida
usando a triangulacdo tipo 1 (Delaunay) e a vizinhanca foi baseada em distancias geogréaficas

aos pares (tipo = 5). Analises de regressdo multipla foram aplicadas por meio de testes de
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Monte Carlo, para avaliar a significancia das estruturas globais e locais (com 9.999
permutagdes). As pontuacdes globais podem indicar grupos geneticamente distintos,
enquanto as pontuacOes locais podem refletir diferenciacdo entre individuos proximos

geograficamente.

3.4  HISTORIA DEMOGRAFICA E PROCESSOS MICROEVOLUTIVOS

A fim de avaliar se as subpopulacdes de S. adstringens passaram por eventos de
gargalo genético (bottleneck), foi realizada uma analise utilizando o método da razdo-M
(Garza & Williamson, 2001), implementado no programa INEst v.2.2 (Chybicki & Burczyk,
2009). Este coeficiente é capaz de informar se as subpopulagdes passaram por reducao

recente no seu tamanho efetivo (Ne) e € calculado com base na propor¢do média do nimero

. . ; k T -
de alelos. Sua estimativa é dada por Ry, = — para locos polimorficos (Garza & Williamson,

2001) ou Ry, = % para locos monomérficos (Excoffier et al., 2005), em que k corresponde

ao numero de alelos e R é a amplitude alélica do loco.

Este indice é mais sensivel do que a heterozigosidade, uma vez que eventos de
bottleneck podem reduzir mais rapidamente o namero de alelos do que a diversidade
genética. Se o valor de Rm for muito pequeno (Rm < 0,68), é indicativo de que as populagdes
experimentaram um gargalo recente, ao contrario das populacdes em equilibrio mutacéao-
deriva, que apresentam esse indice proximo de 1 (Garza & Williamson, 2001). A analise foi
conduzida sob o modelo mutacional bifasico TPM (Two-phase Model), com a proporc¢éo de
mutacGes de multiplos estagios (p,) definida em 0,22 e o0 tamanho médio das mutacGes de

varios estagios (6,4) como 3,1, de acordo com as recomendagdes de Peery et al. (2012). A

reducdo na razdo Rwm foi verificada comparando-se a “razdo M” observada média (R,,) com
a “razdo M” simulada gerada sob equilibrio de mutacéo-deriva (Rwvreq). Para avaliar a
significancia nos valores de Rw, foi aplicado o teste estatistico ndo-parametrico de Wilcoxon
(1945), com base em simulag@es coalescentes consistindo em 10° iteragGes.

Buscando compreender as possiveis conexdes genéticas entre as subpopulacdes
de S. adstringens, foi conduzida uma andlise de fluxo génico historico (aproximadamente

4Ne geracOes no passado, Beerli & Felsenstein, 2001), usando inferéncia bayesiana,
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implementada no programa MIGRATE-n v.3.7.2 (Beerli, 2008). O parametro mutacional 6
é produto entre o tamanho efetivo populacional (Ne), em um modelo populacional de
Wright-Fisher (Beerli & Felsenstein, 2001) e a taxa de mutagédo (u), sendo indicativo da
capacidade que uma populacdo tem em manter sua variabilidade genética. Neste caso, em
organismos com taxa mutacionais semelhantes, o pardmetro 6 se comporta como uma
medida do tamanho efetivo relativo da populagcdo (Kuhner, 2009). Este parametro (6 =
4Neu, para dados diploides) foi calculado para as subpopulagGes, enquanto as taxas de
migracdo em escala de mutacdo, dadas por M = m/u, foram estimadas para os pares de
subpopulagdes, a partir de eventos de coalescéncia. Assim, o tamanho efetivo populacional
foi mensurado a partir da equacéo Ne = 6/4u, considerando a taxa de mutacdo média de p=
2,0 x 10*, reportada para soja (Diwan & Cregan, 1997).

A analise de migracdo foi executada com base no modelo de mutacdo de
movimento browniano para microssatélites, definida a partir do agrupamento UPGMA e
com taxas de mutacdo constantes para todos os locos. Os parametros iniciais (tanto 6 quanto
M) foram baseados nas estimativas de Fst. Foram determinadas amostragens por fatias e
distribuicdo prévia uniforme para a estimacédo de M (intervalo: 0 — 1000, média: 500 e delta:
100). A estratégia de andlise adotada consistiu em duas réplicas de corrida, com uma cadeia
longa e 2.000.000 de iteracOes para cada réplica, com descarte de 50.000 e registro de 20.000
genealogias, com incremento amostral de 50. As cadeias de Markov foram executadas
utilizando um esquema de aquecimento estatico a quatro temperaturas (1,00; 1,50; 3,00 e
1.000.000,00) para pesquisar com eficiéncia o espaco genealdgico.

Adicionalmente, foram estimadas as taxas de migracéo recente bidirecional (nas
ultimas gerac@es; me, fracdo de individuos imigrantes) usando uma abordagem bayesiana no
programa BayesAss v.3.03 (Wilson & Rannala, 2003). Este método admite desvios do EHW,
presume equilibrio de ligacdo entre os locos e taxas de migracdo constantes por duas
geracOes antes da amostragem. Para maximizar os valores de verossimilhanca do log, os
valores A foram ajustados para otimizar as alteragdes propostas entre os terminais das
cadeias (40 - 60% do total de iteracOes) para garantir a busca de espago suficiente nos
pardmetros (Wilson & Rannala, 2003). Assim, para obter taxas de aceitacdo satisfatorias,
foram definidos os seguintes parametros de mistura: Am = 0,1 (para migragdo); Aa = 0,3
(para frequéncias alélicas) e, por fim, Ar = 0,5 (para os coeficientes de endogamia).

Foram conduzidas dez corridas MCMC independentes, com numeros de

sementes diferentes, com 1 x 10 iteracdes registradas apos queima de 10° iteragOes. Para
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verificar a convergéncia das corridas e estimar os tamanhos efetivos de amostra (ESS), foi
utilizado o programa Tracer v.1.7.1 (Rambaut et al., 2018). A medida de desvio bayesiano
foi usada para determinar a corrida que exibia o melhor ajuste do modelo (Spiegelhalter et
al., 2002). Apos este ponto de checagem, a semente com maior ESS foi escolhida para ser
executada novamente no BayesAss, porém com um nmero maior de iteragdes (3 x 107),
seguindo 0s mesmos pardmetros descritos acima.

Por fim, foi realizado um teste de Mantel com 100.000 permuta¢fes para testar
a correlacdo entre os valores historicos e recentes das taxas de migracdo. Para tanto, foram
utilizados os valores de mc gerados diretamente pelo BayesAss e os valores de m estimados
a partir da relagdo M = m/u gerados pelo Migrate-n, multiplicando todos os valores de M

por uma taxa de mutagdo estimada de 5x10~* para microssatélites.

35 GRUPOS GENETICOS POR INFERENCIA BAYESIANA

3.5.1 Grupos genéticos ancestrais

Para a andlise de subestruturacdo populacional e avaliar se ha mistura entre 0s
individuos e as subpopulagfes de S. adstringens, foi utilizado o programa STRUCTURE
v.2.3.4 (Pritchard et al., 2000), que utiliza algoritmo de agrupamento bayesiano, no modelo
com mistura e frequéncias alélicas correlacionadas (admixture). Os possiveis grupos
genéticos (k) sdo obtidos a partir de uma abordagem bayesiana, tendo como Unica
informacdo os geno6tipos dos individuos. Assim, cada individuo é alocado em um
determinado grupo a partir de um teste de atribuicdo que tende a maximizar o EHW e, as
frequéncias alélicas sdo correlacionadas, a fim de agrupar os individuos semelhantes
geneticamente. A partir da posteriori associada ao k gerado pelo programa, obtém-se o
namero de grupos mais apropriado para a analise. O melhor valor de k foi estimado pelos
métodos de Evanno et al. (2005) e Puechmaille (2016).

As simulagbes foram conduzidas com os valores de k variando de 1 (para
nenhuma estruturacdo genética) até 20, com burn-in de 20.000 (corridas descartadas) e 30
réplicas para cada k, sendo que cada repeticéo foi realizada com um milh&o de permutacées
pelo método de Monte Carlo via cadeias de Markov (MCMC). Os arquivos clumpp, com 0s

valores de coancestria (indifile e popfile) para cada grupo, foram obtidos meio do programa
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Structure Selector (Li & Liu, 2018). A partir deste programa, também foi obtido o grafico
populacional com o valor de k que melhor explicaria os dados.

Além disto, os gendtipos multilocos para barbatiméao foram analisados usando o
método espacialmente explicito de agrupamento bayesiano implementado no programa
TESS v.2.3.1 (Chen et al., 2007), para determinar o numero mais provavel de clusters (K).
O TESS implementa algoritmos de estimativa de ancestralidade para analises genético-
geograficas, executando atribui¢do geogréafica individual, alem de ser adequado para buscar
descontinuidades genéticas em populaces continuas e estimar proporces de mistura
individuais que variam espacialmente (Chen et al., 2007). Para esta analise, além das
informacgdes dos gendtipos, foram inseridas as coordenadas geograficas de cada individuo
que, neste caso, foram obtidas aleatoriamente a partir de um limite pré-determinado para
cada subpopulacdo. Neste programa, foram testados ambos os modelos, admitindo ou nédo
mistura. Na andlise que pressupde mistura, foi testado 0 modelo CAR (Durand et al., 2009),
com superficie de tendéncia linear. Este modelo assume que 0s genomas individuais surgem
da mistura de, no maximo, Kmax (potencialmente) populagGes parentais ndo observadas.
Pressupfe-se, ainda, que a fracdo do genoma de cada individuo seja espacialmente
autocorrelacionada, de modo que os individuos vizinhos sejam mais semelhantes que os
distantes (Durand et al., 2009).

Foram realizadas dez repeti¢Oes para cada potencial valor de k (variacdo de 2 a
19), com 50.000 varreduras registradas ap6s uma queima de 10.000 varreduras. A definicao
do melhor valor de k (Kmax) foi obtida a partir do menor valor de DIC (Deviance Information
Criterion), ou critério de informacdo do desvio (Spiegelhalter et al., 2002). Utilizando este
critério, descartamos as execucfes que visitam regides menos interessantes da distribuicao

posterior.

3.5.2 Estrutura espacial e fatores climaticos

A abordagem multivariada denominada Anéalise de Redundancia (RDA) foi
utilizada para avaliar a contribuicdo relativa dos fatores climaticos, ligados a precipitacdo e
temperatura, na determinacao da diversidade genetica de populagdes de S. adstringens. No
processo de triagem inicial, foram utilizadas as 19 variaveis biocliméaticas (Anexo 1)

extraidas do banco de dados ecoClimate (Lima-Ribeiro et al., 2015; http://ecoclimate.org/),
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correspondentes as coordenadas geograficas de cada subpopulacdo. Para a extragdo das
variaveis climaticas, foi selecionada a base de dados moderna, que corresponde aos anos
entre 1950 até 1999, sob 0 modelo CCSM (Community Climate System Model).

Inicialmente, foram calculadas as correlagbes entre altitude, variaveis
biocliméticas, latitude e longitude, para evitar redundancia nos resultados devido a alta
correlacdo entre algumas varidveis. A partir dessa triagem, prosseguiu-se a analise RDA
utilizando, como variaveis preditoras, a altitude e trés variaveis bioclimaticas com baixa
correlacdo: BIO2 (intervalo médio diurno), BIO4 (sazonalidade de temperatura) e BIO16
(precipitacdo do quadrimestre mais Umido). A RDA é uma extensdo da regressao multipla
para o caso multivariado e, neste estudo, foi utilizada a matriz de dados genotipicos com a
matriz de variaveis bioclimaticas (variaveis explicativas), utilizando o pacote vegan
(Oksanen et al., 2019), na Plataforma R v.3.6.1 (R Core Team 2020). Além disto, foi
estimado o coeficiente de determinagdo maltipla ajustado (R%;u) e aplicada uma ANOVA
com 10.000 permutacdes, para testar a significancia do teste.

A partir das variaveis bioclimaticas selecionadas na RDA, foi conduzida outra
abordagem espacialmente explicita, para avaliar quais os efeitos dos fatores climaticos na
distribuicdo da variabilidade genética de S. adstringens, utilizando um algoritmo bayesiano
implementado no programa PoPS v.1.2 (Jay et al., 2015). No PoPS, os modelos de
distribuicdo de ancestrais estimam simultaneamente a mistura genética variavel
espacialmente dos k grupos ancestrais, com base em marcadores genéticos e os efeitos de
covariaveis ambientais na estrutura genética populacional. Nesta etapa, foram utilizados os
dados genotipicos individuais, a altitude, as coordenadas geograficas, além das trés variaveis
bioclimaticas indicadas na anélise anterior.

Além da simulacdo para o presente, o programa PoPS permite realizar
modelagens preditivas para detectar como 0s grupos genéticos estardo distribuidos no futuro.
Para isso, foram utilizadas duas previsdes climaticas futuras (entre os anos de 2080 e 2100),
relacionadas a emissdo de gases de efeito estufa: o primeiro cenario, menos pessimista,
corresponde ao aumento de temperatura de até 1,8 °C até 2100 (cenario RCP 4.5); e o
segundo cenario, RCP 8.5, corresponde as previsdes climaticas mais pessimistas, com o
aumento do valor de radiacdo quatro vezes maior e aumento de temperatura de ate 3,7 °C
até 2100. As analises preditivas foram realizadas sem a informacao de altitude, por se tratar
de uma variavel constante. A analise no PoPS decorreu de forma semelhante ao descrito para

as corridas no TESS, com a excecao de que aqui foram inseridas as varidveis bioclimaticas
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correspondentes a cada coordenada geogréfica populacional, onde todos os individuos da
mesma subpopulagdo tinham as mesmas coordenadas. Para a analise do presente, foi
admitido um modelo de mistura (admixture), com 20.000 varreduras registradas apds queima
de 2.000 varreduras. Foram realizadas trés réplicas para cada valor de k (variacdo de 2 a 19).
A partir do menor valor de DIC, foi selecionado o melhor valor de k para, finalmente, serem
conduzidas as analises de simulacBes dos cenérios futuros. Os valores de coancestria,
gerados para cada simulacdo, foram comparados para avaliar se houve alteracdo na
distribuicdo da variabilidade genética no decorrer dos anos. Os mapas dos grupos genético-
ambientais foram produzidos na plataforma R v.3.6.1 (R Core Team, 2020). Alem disso, foi
avaliada a extensao de turnover intraespecifico, por meio da estimativa de correlacdo entre
os coeficientes de ancestralidades estimados, usando dados genéticos e as variaveis
bioclimaticas atuais, além do previsto para os dois cenarios descritos. Essa medida é
relevante, pois quanto mais proxima de 1 for essa correlacdo, menores serdo as mudancas

esperadas na estrutura populacional.

3.6 CONSERVACAO DE AREAS PRIORITARIAS

Foi realizada uma analise em que a “diversidade alélica” foi utilizada para buscar
0 menor numero de subpopulacBes que contemple todos os alelos, por meio de uma funcgéo
que atende aos objetivos do SCP (Spatial Conservation Planning), ou Plano de Conservagéo
Espacial (Diniz-Filho et al., 2016). Assim, esse modelo busca sugerir uma rede de
complementaridade genética, oriunda do ranking de prioridade. Esta analise foi conduzida
na plataforma R v.3.6.1, usando a matriz de frequéncias alélicas e um modelo nulo com
524.287 simulagdes (2"P°P -1). Retirando as frequéncias de alelos raros (fa < 0,05), foram
consideradas as frequéncias de 100 alelos. Adicionalmente, foi calculada a
“insubstituibilidade” (irrepleceability — IRR) de cada subpopulacéo, para verificar seu nivel
de importancia para a rede de conservagao. O gréafico de insubstituibilidade foi obtido pelo
pacote adegenet por meio da funcdo s.value (Jombart, 2008) e visualizado pela rede de
conexao de Gabriel (Gabriel & Sokal, 1969).
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4 RESULTADOS

4.1  VARIABILIDADE GENETICA

A avaliacdo dos locos apontou a presenca provaveis alelos nulos para sete das
19 subpopulag6es avaliadas, quanto ao excesso de homozigotos, sendo SadH7 o loco com
maior ocorréncia de alelos nulos, em seis subpopulacdes (Apéndice A). Entretanto, ndo
foram constatados erros do tipo stuttering e dropout para nenhum loco, condizendo que esse
excesso de homozigotos nédo se deve a erros de genotipagem. Erros deste tipo podem ser
ocasionadas por falhas durante a amplificacdo da regido microssatélite, devido a mutagdes
que podem ter ocorrido, ou na regido de interesse, ou nas regides flanqueadoras (Varshney
et al., 2005).

Em relacdo a andlise de deteccdo de gendtipos idénticos, foram encontrados
clones em dez subpopulacgdes (Figura 3). Dos 605 individuos genotipados, 554 genoétipos
unicos foram identificados (Tabela 6). Na maioria das subpopulacdes, foram detectados
gendtipos distintos (R = 1) ou apenas alguns individuos eram de origem vegetativa (Tabela
6). O nivel mais alto de clonalidade (R = 0,323) foi observado em TERGO, onde 11
genotipos Unicos foram detectados entre 32 arvores amostradas (Tabela 6). Em relacdo ao
namero de grupos de gendtipos idénticos, CHGMT superou TERGO, por apresentar cinco
grupos, contendo dois individuos compartilhando 0 mesmo genétipo em cada grupo. Das
subpopulagBes com presenca de clones, a subpopulacio PERMG apresentou a menor
frequéncia (3,13%), seqguida de CRIGO, ALPGO e CANMG, todas com 6,25% de clones,

enguanto que TERGO deteve a maior frequéncia, com 65,63% (Tabela 6).



Tabela 6. Analise de identidade genética para detec¢do de clones em subpopulagdes de Stryphnodendron adstringens. Foram encontrados clones em dez

subpopulacdes.

Subpop. Clones* N° de individuos N° de genétipos R=(G-1)/(N-1) % Clones
CANMG (09, 12, 17) 32 30 0,94 6,25
JAPMG - 32 32 1,00 0,00
CRIGO (2,15, 32) 32 30 0,94 6,25
POSGO - 32 32 1,00 0,00
PLGGO (8,9, 15, 17); (25, 31) 32 28 0,87 12,50
T .
COCGO (3, 26, 29); (11, 22, 25) 32 28 0,87 12,50
BURMG - 32 32 1,00 0,00
BAMMG - 32 32 1,00 0,00
CHGMT (2, 7); (4, 15); (12, 25); (19, 29); (22, 24) 32 27 0,84 15,63
SILGO - 32 32 1,00 0,00
PATMG (1, 26); (6, 7, 8, 18); (10, 25, 32) 32 26 0,81 18,75
PERMG (16, 25) 32 31 0,97 3,13
NIQGO - 32 32 1,00 0,00
ORIGO - 32 32 1,00 0,00
CHCGO - 32 32 1,00 0,00
MOSGO (9, 18); (16, 30, 31); (26, 29) 32 28 0,87 12,50
CNOGO - 32 32 1,00 0,00
ALPGO (23, 24); (25, 26) 29 27 0,93 6,90
Total 605 554 - -

R: Riqueza genotipica, *: cada grupo de genotipos é separado por ponto-virgula.
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Grupos de genotipos idénticos

Figura 3. Numero de grupos de genétipos idénticos, com os respectivos nimeros de individuos
compartilhando o mesmo genétipo. A ocorréncia de clones foi verificada em dez
subpopulagdes de Stryphnodendron adstringens.

Com base nos nove locos microssatélites utilizados, foram amostrados 138
alelos (Tabela 7, Figura 4), com média igual a 15,33 alelos por loco, variando de trés (SadH1)
a 34 (SadH9). No Apéndice B, encontram-se os graficos para as frequéncias alélicas de cada
loco. Embora SadH9 tenha apresentado o maior nimero de alelos, neste conjunto de
marcadores, SadH13 foi 0 loco que apresentou o maior nimero efetivo de alelos (Ae = 10,40)
e SadH1, o menor valor (Ae = 1,17). As andlises descritas detectaram uma heterozigosidade
esperada média de 0,708, variando de 0,145 (SadH1) a 0,904 (SadH13). A heterozigosidade
esperada média encontrada correspondeu a mais de 77% da heterozigosidade maxima
ponderada pelo nimero de alelos amostrados (Tabela 7). Isto indica que ha uma moderada
diversidade genética nas subpopulacdes estudadas. Dentre os locos que apresentaram uma
deficiéncia de heterozigotos (Ho < He), os marcadores SadH7, SadH9, SadH13 e SadH18
apresentaram desvios significativos as proporcdes esperadas sob o equilibrio de Hardy-
Weinberg (p < 0,05).

A probabilidade de excluséo de paternidade (Q) variou de 0,073 (SadH1) a 0,806
(SadH13), com um valor combinado QC = 0,9998. Ao passo que, a probabilidade de
identidade (PI), variou de 0,017 (SadH13) a 0,737 (SadH1), com probabilidade combinada

de 6,11x1071t. Com base nessas estimativas, pode-se afirmar que este conjunto de locos é
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bastante informativo e adequado para a discriminacg&o dos individuos, analises populacionais

e de paternidade.

Tabela 7. Estimativas descritivas da diversidade genética em Stryphnodendron adstringens para
nove marcadores microssatélites, com base nos genétipos de 554 individuos.

P

Locus A Ae RA Ho He (EHW) Hmax  He/Hwmax Pl Q
SadHl 3 117 2150 0090 0145 034l 0667 0217 0737 0073
SadH5 19 883 9520 0799 0887 0223 0947 0936 0023 0,775
SadH7 10 384 6130 0482 0739 0000 00900 082 0089 0557
SadH9 34 521 8910 0590 0808 0027 0971 0832 0054 0,654
SadH11 16 7,33 8880 0714 0864 0573 0938 0921 0031 0736
SadH13 24 1040 10250 0701 0904 0004 0958 0943 0017 0,806
SadH14 15 667 8150 0782 0850 0942 0933 0911 0038 0707
SadH16 13 385 5260 0650 0741 0445 0923 0802 0102 0,527
SadH18 4 176 2760 0363 0433 0020 0750 0577 0364 0,222
Total 138 54511 6890 0575 0708 0000 - 0,773 671'&;0_11 0?9%;8

A: Numero de alelos, Ae: Namero efetivo de alelos, RA: riqueza alélica rarefeita, Ho: Heterozigosidade média
observada, He: Heterozigosidade média esperada sob EHW, Hwmax: heterozigosidade maxima possivel, PI:
Probabilidade de identidade genética; Q: Probabilidade de exclusdo de paternidade.
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Figura 4. Relacdo do nimero de alelos amostrados para cada loco microssatélite utilizado no estudo

da diversidade genética de Stryphnodendron adstringens.
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Dos locos analisados, quatro apresentaram desvios significativos as proporcoes
esperadas por EHW em algumas subpopulagbes (Tabela 8), sendo SadH7 o que mais
apresentou desvios significativos, ocorrendo em cinco subpopulagdes. SadH5, SadH13 e
SadH14 apresentaram desvios significativos em uma subpopulacdo e o restante ndo teve

desvios significativos ao EHW.

Tabela 8. Avaliacdo dos nove locos microssatélites de Stryphnodendron adstringens com base nas
proporcdes esperadas pelo equilibrio de Hardy-Weinberg. O teste de significancia dos
desvios foi conduzido por meio de 10.000 permutacdes. Os valores destacados
apresentaram desvios significativos apos a aplicacdo do fator de correcdo FDR (p < 0,05).

Pop/Loco SadHl1 SadH5 SadH7 SadH9 SadH1l SadH13 SadH14 SadH16 SadH18
CANMG 1,000 0,303 0,027 0,981 0,799 0,453 0,124 0,135 0,023
JAPMG 1,000 0,166 0,731 0,228 0,805 0,642 0,593 0,514 0,616
CRIGO 1,000 0,714 0,007 0,003 0,659 0,837 0,591 0,768 0,224
POSGO 1,000 0,633 0,011 0,964 0,461 0,137 0,447 0,638 0,558
PLGGO 0,074 0,219 0,947 0,119 0,200 0,053 0,015 0,128 1,000
TERGO 1,000 0,913 0,001 0,801 0,135 0,843 0,928 1,000 1,000
COCGO 1,000 0,542 0,008 0,112 0,328 0,565 0,539 0,115 0,643
BURMG 1,000 0,240 0,468 0,223 0,837 0,919 0,313 0,372 1,000
BAMMG 1,000 0,310 0,000 0,156 0,965 0,060 0,587 0,142 0,717
CHGMT 1,000 0,001 0,589 1,000 0,100 0,026 0,356 0,069 0,197
SILGO 1,000 0,302 0,665 0,292 0,662 0,575 0,145 0,722 0,182
PATMG 1,000 0,340 0,352 0,138 0,183 0,618 0,358 0,916 0,136
PERMG 1,000 0,612 0,126 0,126 0,625 0,073 0,993 0,061 0,782
NIQGO 1,000 0,826 0,000 0,045 0,438 0,023 0,829 0,165 0,173
ORIGO 1,000 0,373 0,009 0,126 0,892 0,382 0,331 0,524 0,796
CHCGO 1,000 0,987 0,096 0,821 0,925 0,642 0,874 0,032 0,686
MOSGO 1,000 0,338 0,000 0,861 0,118 0,078 0,001 0,784 0,110
CNOGO 1,000 0,073 0,223 0,191 0,213 0,114 0,186 0,432 0,888
ALPGO 1,000 0,360 0,001 0,027 0,331 0,000 0,869 0,647 0,284

Todas as combinagdes possiveis entre os pares de locos apresentaram equilibrio
de ligacdo (p > 0,0014), considerando as subpopula¢Ges em conjunto. Por outro lado, quando
as subpopulacbes foram avaliadas separadamente, MOSGO foi a unica subpopulacéo a
apresentar pares de marcadores em desequilibrio de ligacdo, com um total de seis pares de
locos em desequilibrio (Apéndice C).

A descricdo da variabilidade genética para as 19 subpopulacdes de S.

adstringens, com base nos nove marcadores microssatélites, esta resumida na Tabela 9. A
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subpopulacdo que apresentou mais alelos foi CHCGO (A = 7,67), ja TERGO apresentou o
menor nimero (A = 4,22). Foram verificados alelos exclusivos em dez subpopulagdes (AP
=0,032), sendo CHCGO a que apresentou maior frequéncia de alelos privados (AP = 0,172).
Foram verificados seis alelos privados em JAPMG, trés em CHCGO, dois em ALPGO e
CRIGO e um alelo em CANMG, CHGMT, MOSGO, POSGO, SILGO e TERGO (Figura
5). Com relacdo a riqueza de alelos privados (Tabela 9), se destacaram as subpopulaces:
CHCGO (Rap=0,41), JAPMG (Rap = 0,30), CRIGO (Rap=0,27) e MOSGO (Rap = 0,25).

Tabela 9. Estimativas das analises descritivas da diversidade genética encontrada em 19
subpopulagdes de Stryphnodendron adstringens, com base em nove locos microssatélites.

Subpop. N A Ae RA Rap He Ho f p t,
CANMG 29,444 6,330 3,480 5,020 0,130 0,596 0,595 0,002 0,933 0,996
JAPMG 32,000 6,110 3,160 4,600 0,300 0,583 0,583 0,000 1,000 1,000
CRIGO 30,000 7,440 4,370 5,790 0,270 0,636 0,585 0,081* 0,013 0,850
POSGO 32,000 6,670 4,150 5,170 0,190 0,609 0,573 0,061 0,073 0,885
PLGGO 27,889 6,000 3,820 5,030 0,020 0,663 0,618 0,068 0,057 0,873
TERGO 11,000 4,220 2,830 4,220 0,150 0,553 0,646 -0,180* 0,003 1,439
COCGO 27,556 5,560 3,180 4,550 0,060 0,600 0,550 0,084* 0,031 0,845
BURMG 32,000 6,890 3,400 5,010 0,080 0,581 0608 -0,047 0,179 1,099
BAMMG 31,778 6,000 3,400 4,790 0,090 0,570 0,523 0,084* 0,018 0,845
CHGMT 26,556 4,670 2,610 3,690 0,180 0,543 0,509 0,063 0,176 0,881
SILGO 32,000 6,780 3,810 5,210 0,090 0,640 0,608 0,051 0,133 0,903
PATMG 26,000 5,670 2,850 4,410 0,010 0,536 0,543 -0,012 0,780 1,024
PERMG 31,000 6,440 3,750 5,190 0,030 0,635 0,624 0,018 0,591 0,965
NIQGO 32,000 5220 2530 3950 0,000 0564 0503 0,109* 0,008 0,803
ORIGO 32,000 5,670 2,840 4,200 0,030 0,555 0,538 0,031 0,443 0,940
CHCGO 32,000 7,670 3480 559 0410 0628 0635 -0,013 0,702 1,026
MOSGO 28,000 6,220 3,650 5,080 0,250 0,632 0,607 0,040 0,288 0,923
CNOGO 31,889 6,890 4,080 5250 0,060 058 058 0,010 0,768 0,980
ALPGO 24,889 5,890 2,930 4,630 0,180 0,578 0,513 0,114* 0,007 0,795

Total 28,947 15330 5450 6,890 0,137 0594 0576 0,031 0,000 0,951

A: Numero de alelos, Ae: Nimero de alelos efetivos, RA: Riqueza alélica, Rap: Riqueza de alelos privados,
Ho: Heterozigosidade média observada, He: Heterozigosidade média esperada sob EHW; f: indice de fixacao
intrapopulacional, ,: taxa de fecundacgdo cruzada aparente *Valores de p significativos a um intervalo de
confianca de 95% (p < 0,05), obtidos por 20.000 permutagdes.

Foram analisados os genotipos de uma média de 28,95 individuos por
subpopulacdo (Tabela 9). A heterozigosidade observada média foi de 0,576, sendo o menor
valor encontrado na subpopulacdo NIQGO (Ho = 0,503) e 0 maior valor em TERGO (Ho =
0,646). A diversidade genetica total foi de 0,594, variando de 0,536, na subpopulagéo
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PATMG, a 0,663 em PLGGO. O coeficiente de endogamia f variou de -0,180 (TERGO) a
0,114 (ALPGO), sendo significativo em seis subpopulagdes (Tabela 9), sugerindo baixos
niveis de endogamia. Embora seja baixo, o coeficiente de endogamia global foi positivo (f
= 0,310). Considerando, tanto os coeficientes de endogamia (f) como as taxas aparentes de
fecundacdo cruzada (£,) de cada subpopulagdo, pode-se observar que oito subpopulacdes de
S. adstringens séo exogamicas (Tabela 9), sendo que o valor geral desta medida (£, = 0,951)

indica que a espécie € considerada alégama.
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Figura 5. Frequéncia de alelos privados e sua ocorréncia em subpopulacGes de Stryphnodendron
adstringens.

4.2  ESTRUTURA E DISTANCIA GENETICA POPULACIONAL

A andlise de variancia de frequéncias alélicas (Tabela 10) indicou niveis de
diferenciacéo genética altos e significativos entre as subpopulacdes de S. adstringens (Fst=
0,165; p <0,001), em que a subdivisdo populacional é responsavel por cerca de 16,46% da
variacdo total. De toda a variacdo genética, mais de 81% se encontra em nivel de individuos

(Tabela 10), sendo que o coeficiente de endogamia total também foi considerado alto e
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significativo (Fir = 0,1890; p < 0,001). O indice de fixacao intrapopulacional teve um valor
baixo e ndo-significativo (Fis = 0,0292; p > 0,05).

Tabela 10. Estimativas obtidas pela andlise de variancia de frequéncias alélicas para as
subpopulagbes de Stryphnodendron adstringens. Mais de 16% da variacdo total
corresponde & diferenciacéo entre as subpopulacdes.

Fonte de variacio Graus de Soma dos Componentesde  Porcentagem de
¢ Liberdade (GL)  Quadrados (SQ) variancia variagéo
Entre populagdes 18 594,97 0,52 16,46
Entre |nd|V|duo§/dentro 535 145571 0,08 2.44
de populagbes
Dentro de individuos 554 1422,00 2,57 81,10
Total 1107 3472,68 3,16

As analises genético-populacionais, realizadas com a espécie, estdo resumidas
na Tabela 11. Os niveis de diversidade genética encontrados neste trabalho foram
semelhantes ao encontrado por Branco et al. (2010), que também utilizaram marcadores
microssatélites, porém obtidos por transferibilidade (Tabela 11). O nimero médio de alelos
por loco foi maior neste estudo (A = 15,33) do que nos demais. O coeficiente de endogamia
foi a estimativa que mais variou entre os trabalhos, sendo que o presente estudo se aproximou

mais do encontrado por Glasenapp et al. (2014), utilizando isoenzimas (Tabela 11).

Tabela 11. Dados encontrados na literatura para as principais estimativas genético-populacionais
obtidas para Stryphnodendron adstringens.

Marcador N N° Pops. A He Ho f Fst Referéncia
SSRt 150 5 6,1 0,678 0476 0,291 0,015 Branco et al., 2010
AFLP 221 12 1,39 0,246 - - 0,291  Mendonga et al., 2012

Isoenzima 627 16 2,65 0,228 - -0,114 0,105  Glasenapp et al., 2014

cpDNA 272 17 - - - - 0,921 Braga, 2019*
nDNA 272 17 - - - - 0,341 Braga, 2019*
SSR 554 19 1533 0594 0576 0,029 0,165 Presente estudo

N: nimero de individuos; N° Pops.: nimero de populagdes utilizadas; A: nimero médio de alelos por loco; He:
heterozigosidade média esperada; Ho: heterozigosidade média observada; f: coeficiente de endogamia
intrapopulacional; Fst: coeficiente de variagdo interpopulacional. *Foram utilizadas as mesmas
subpopulag6es, com exce¢do de ALPGO e PLGGO, incluidas no presente estudo.
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Por meio de marcadores AFLP, Mendonca et al. (2012) encontraram niveis
elevados de diferenciagdo interpopulacional (Fst = 0,2906), enquanto os marcadores
microssatélites indicaram baixos niveis em Branco et al. (2010). Aqui, foi encontrado um
valor médio de Fst = 0,1646 préximo ao verificado por Glasenapp et al. (2014), com Fst =
0,105. Este indice esteve abaixo do valor encontrado para marcadores do DNA nuclear (Fst
=0,341; p <0,0001) e cloroplastidial (Fst=0,921; p <0,0001), mensurados para 17 das 19
subpopulacdes utilizadas no presente estudo (Braga, 2019).

Todos os valores de Fst entre os pares de subpopulagGes de S. adstringens foram
significativos (p < 0,05), ap6s 10.000 permutacbes (Apéndice D). A menor diferenciacao foi
encontrada entre CRIGO e PERMG (Fsr = 0,045), enquanto a maior Vvariagao
interpopulacional foi verificada entre ORIGO e CHGMT (Fst = 0,347). A partir do
dendrograma, foi possivel observar a formacgao de trés grupos principais, que se dividem em
outros subgrupos (Figura 6). Pode-se constatar que a subpopulacdo CHGMT ficou isolada

das demais subpopulac@es, formando o primeiro grupo (Figura 6).
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Figura 6. Agrupamento entre subpopulacGes de Stryphnodendron adstringens obtido pelo método
UPGMA, a partir da matriz de Fst par a par. A consisténcia dos nds do dendrograma foi
obtida por meio de 10.000 reamostragens bootstrap em multiescala. Os valores em azul
estdo expressos em porcentagem.

O segundo grupo é formado pela maioria das subpopulagdes e se divide em dois
subgrupos: 2A, representado pela subpopulagdo ORIGO e 2B, formado por dez
subpopulac@es. Por fim, o terceiro grupo é composto por trés subgrupos, representados por:
3A, TERGO conectada com NIQGO e ALPGO; 3B, formado apenas por BAMMG e 3C:
BURMG conectada com JAPMG e POSGO (Figura 6). O valor de correlagdo cofenética
calculado para este dendrograma foi alto e significativo (rc = 0,89, p < 0,001).

Foi observado, atraves da rede de conexdes (Figura 7), que a subpopulagédo
CHGMT né&o apresentou nenhuma conexdo com outras subpopulacGes, provavelmente
devido a distancia geogréafica entre elas. O maior fluxo génico, de fato, foi encontrado entre
as subpopulagdes de Goias, porém elas também mantém algumas conexdes genéticas com
as subpopulagdes de Minas Gerais (Figura 7).

63



L TERGO
APGO  POSGO

wo

_CHGMT
- PG

Figura 7. Rede de conexdo obtida por meio da matriz de Fsrentre os pares de subpopulacées de
Stryphnodendron adstringens. Os circulos correspondem as subpopulac@es e o tamanho
deles é proporcional aos valores de centralidade de intermediagdo. Os ramos apresentam
as vias de fluxo génico, em que a espessura corresponde ao grau de conexdo entre as
subpopulagoes (threshold = 0,15).

Os nos de maior consisténcia correspondem as subpopulacGes com altos valores
de centralidade de intermediacao, ou seja, sdo provaveis areas de importancia para o fluxo
génico na espécie. Neste caso, as subpopula¢bes PLGGO, CRIGO e PERMG apresentam 0s
valores mais altos de intermediacdo, 0 que permite inferir que sdo as mais importantes na
rede de conexdo, logo sdo vias de fluxo génico com maior ocorréncia em S. adstringens
(Figura 7). Além disto, os ramos da rede correspondem as vias de troca genética entre as
subpopulacdes, sendo que, quanto mais espesso for esse ramo, mais intensa é a troca
genética. Assim, pode-se observar que as subpopulagdes localizadas ao sudoeste e sudeste
da area de amostragem apresentaram maior troca genética e, consequentemente, essas
subpopulacdes tendem a ter uma menor distancia genética entre elas.

A analise de descontinuidade genética apontou uma possivel barreira ao fluxo
génico, isolando a subpopulacdo CHGMT do restante (Figura 8). A descontinuidade genética
foi sugerida na regido da Depressdo do Médio Rio Araguaia, que compreende as regides do
Planalto dos Alcantilados, o Pediplano do Médio Rio Araguaia e o Planalto do divisor dos

Rios Araguaia/Tocantins/Parana (Figura 8).
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Legenda

Relevo do Cerrado
Depressio do Médio Rio Aragnaia
Depressio Intermontana de Ceres
I Massa D'agua Continental
Patamares e Depressdes [nteriores dos Rios Taquari-Itiquira
Pediplano do Médio Rio Araguaia
Planalto Central Brasileiro
Planalto de Goiania
I Planalto do Divisor dos Rios Araguaia/Tocantins/Parana
Planalto do Rio Verde
Planalto dos Alcantilados
Planalto dos Guimaraes

Vio do Parand

Figura 8. Mapa de componentes de relevo e hidrografia no Cerrado brasileiro, indicando a barreira
genética (linha vinho). Esta barreira esta situada na regido do Rio Araguaia, e ocorre em
regibes com diferentes planaltos e patamares, isolando a subpopulacdo CHGMT das
demais.

Ainda em relacdo a distancia genética, verificou-se que o espaco geografico
também constitui papel importante nessa diferenciacdo. O teste de Mantel indicou influéncia
alta e significativa do espaco geografico na diferenciacdo genética (rm = 0,5695, p < 0,005),
como pode ser observado na Figura 9. Neste caso, aproximadamente 32,43% da variagao

genética tem relacdo com o componente espacial (r2 = 0,3243).
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Figura 9. Grafico de dispersdo correspondente a correlagdo matricial entre as distancias genéticas
(eixo y) e as distancias geogréaficas representadas em quilémetros (eixo x). A correlagdo de

Mantel foi alta e significativa (rm = 0,5695; p < 0,005). Valores obtidos por meio de 10.000
permutacdes.

Considerando que 0 espaco geografico exerce influéncia significativa na
diferenciacdo genética entre subpopulacdes de S. adstringens, foi sugerido em qual distancia
essa influéncia é mais forte (Figura 10), a partir da decomposicéo da distancia geografica em
seis classes de distancias (Tabela 12). O correlograma apresentou correlacbes de Mantel
significativas na primeira e ultima classes de distancia (Tabela 12, Figura 10), resultando em

um padrao clinal da variacdo espacial.
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Figura 10. Correlograma de Mantel obtido a partir de seis classes de distancias geogréaficas
correlacionadas com as distancias genéticas de subpopulagdes de Stryphnodendron
adstringens. O componente geografico apresenta influéncia significativa na primeira e na
ultima classe de distancia, atuando efetivamente na distribuicdo da variabilidade genética
e gerando um padrdo espacial evidente. O eixo y corresponde & correlacdo de Mantel (rm)
e 0 eixo X representa as classes de distancias geogréaficas, expressas em quilémetros (km).

Tabela 12. Descricdo das seis classes de distancias obtidas pelo correlograma de Mantel. Nesta
andlise, o espaco geogréafico é decomposto em classes para verificar sua influéncia na
distribuicdo da variabilidade genética em subpopulagdes de Stryphnodendron adstringens.

Classes Distancia N° de
de ~ m valor de p Limite inferior Limite superior
distanci (Km) observagoes
istancia
1 87,2649 29 0,2936 0,0020 0,2164 0,3687
2 226,4123 28 0,1505 0,0880 0,0308 0,2564
3 343,9008 29 0,0763 0,3870 -0,0704 0,1743
4 461,7193 28 -0,0202 0,8120 -0,1444 0,0387
5 613,3039 28 -0,0081 0,9250 -0,1481 0,0890
6 981,3908 29 -0,4903 0,0070 -0,6195 -0,0883
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A anélise sPCA das 19 subpopulacdes de S. adstringens mostrou uma correlagdo
significativa entre distancias genéticas e geograficas pelo teste de Mantel (rm = 0,1498; p <
0,001), revelando uma estrutura global explicada principalmente pelo primeiro componente
principal A1 e uma estrutura local explicada pelo eixo Al4 (Apéndices E e F). O padrao
genético espacial é visualizado pelos scores individuais (Figura 11A) e pelo mapa de
gradiente interpolado de pontuagdes individuais (Figura 11B).

As frequéncias alélicas apresentaram um padrao clinal da porcdo ocidental para
0 sudeste da area amostrada (Figura 11B). Os testes multivariados foram significativos para
ambas as estruturas (Apéndice F). As estruturas locais (rm = 0,01839; p < 0,001) foram mais
frequentes dos que as estruturas globais (rm= 0,01039; p < 0,005), indicando que
subpopulacBes proximas podem ser geneticamente distintas (autocorrelacdo negativa). E
possivel perceber, ainda, que 0s scores negativos ocorreram com maior frequéncia na porcao
sudeste da area de amostragem, indicando que essas subpopulagdes sdao mais diferentes entre
si (Figura 11A).

A) B)
T 015
ERGO
T *'“-PCO'I &05G0
NIQGO
L}
o 4 BURMG
' | cHGMT COCGO PLOGO ¢
L4 ® JAPMG
o 5 MO%‘?O CRIG b
o LG
3 SILGO 2
= = ORIGO g 3
8 =
CNOGOg =
]
5 CHCGO
* PATMG
R PERMG
o BAMMG
8
CANMG
e
T T T T T T T
56 54 52 50 -48 46 44 -54 -52 -50 -48 -46
Longitude Longitude

Figura 11. Anadlise Espacial de Componentes Principais (SPCA) de subpopula¢bes de
Stryphnodendron adstringens, amostradas no Cerrado brasileiro. A) Representacdo dos
valores dos scores ao longo do espaco geografico. Os circulos marrons indicam valores
positivos e, os circulos verdes, valores negativos. B) Interpolacdo usando uma regressao
global ponderada dos scores genotipicos individuais. Os contornos sdo pontuacdes de
componentes que representam similaridade na paisagem, com a seta indicando o gradiente
encontrado na &rea amostrada.
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4.3  HISTORIA DEMOGRAFICA E PROCESSOS MICROEVOLUTIVOS

A razdo-M observada nas subpopulagdes de S. adstringens variou de 0,5670 a
0,8398, sendo significativamente menor do que a razdo-M esperada sob equilibrio mutacao-
deriva (Rwmeq) em quatro subpopulagdes: JAPMG (Rm = 0,6531, p < 0,05), TERGO (Rwm =
0,5670; p < 0,01), COCGO (MR = 0,6663; p < 0,05) e MOSGO (Rw = 0,6979, p < 0,05).
Portanto, ha evidéncias que, especificamente, essas subpopulagdes experimentaram um

evento de gargalo recente (Tabela 13).

Tabela 13. Resultados do teste de razdo-M no modelo de duas fases (TPM) estimado para
subpopulagdes de Stryphnodendron adstringens, a partir de nove locos microssatélites. A
significancia do teste foi obtida por meio de 10° permutagoes.

Subpop. Rm Rwmeq p
CANMG 0,7356 0,7608 0,2599
JAPMG 0,6531 0,7841 0,0133*
CRIGO 0,8299 0,7696 0,7670
POSGO 0,7619 0,7729 0,3932
PLGGO 0,7084 0,7794 0,1195
TERGO 0,5670 0,7475 0,0068*
COCGO 0,6663 0,7956 0,0162*
BURMG 0,7880 0,7653 0,5225
BAMMG 0,7061 0,7693 0,1620
CHGMT 0,7201 0,7990 0,1128
SILGO 0,7630 0,7664 0,4234
PATMG 0,7055 0,7701 0,1565
PERMG 0,7105 0,7643 0,1915
NIQGO 0,7893 0,7950 0,4096
ORIGO 0,7082 0,7757 0,1549
CHCGO 0,8398 0,7634 0,8793
MOSGO 0,6979 0,7906 0,0475*
CNOGO 0,7810 0,7651 0,5561
ALPGO 0,8189 0,7820 0,7440

Rm: média da razdo-M observada; Rwmeq, razdo-M gerada sob equilibrio mutagdo-deriva; p: significancia
estatistica do teste para a deficiéncia na proporcdo M, com base no teste de postos sinalizados de Wilcoxon.
* Valores de p significativos (p < 0,05).

Os valores do parametro mutacional 8 das subpopulagdes de S. adstringens, com
base na analise de coalescéncia, foram moderados (8 = 0,022) e significativos (Tabela 14).

O menor valor de 6 foi encontrado na subpopulagdo BURMG (6 = 0,002), enquanto
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CHCGO apresentou o maior valor (¢ = 0,077). Considerando o tamanho efetivo
populacional calculado a partir da equagdo Ne = 6/4u (Apéndice G), CHCGO apresentou o
maior valor (Ne = 96,30), enquanto que BURMG deteve o menor tamanho efetivo
populacional (Ne = 2,43).

As estimativas das taxas historicas de migracdo em escala (m) variaram de
0,0076 a 0,0132 e mostraram um padrao desbalanceado entre as subpopulacdes (Apéndice
H). O nimero médio de migrantes por geracdo (Tabela 14) foi relativamente alto entre as
subpopulagdes de S. adstringens, variando de 3,59 (PATMG - PLGGO) a 108,92 (ORIGO
- PATMG) migrantes por geracdo (Apéndice 1). A subpopulacdo que mais recebeu
migrantes foi ALPGO (Mmed = 26,41), sendo que a maior parte dos migrantes foi proveniente
de PERMG (Mmed = 76,77). Ja a subpopulacdo que mais doou migrantes foi BAMMG (Mmed
= 26,99), ao passo que ORIGO foi a que menos recebeu (Mmed = 15,30). COCGO foi a
subpopulagdo que menos contribuiu com migrantes (Mmed = 14,65), seguida de TERGO
(Mmed = 14,91).

Tabela 14. Namero de migrantes (M), em contexto histérico, obtido por anélise de coalescéncia e
tamanhos efetivos baseados em mutacdo em subpopulacdes de Stryphnodendron
adstringens. O nimero de migrantes para os pares de subpopulagdes estd detalhado no
Apéndice I. Os valores de 6 sdo referentes ao produto entre tamanho efetivo populacional
e as taxas de mutacdo dos marcadores microssatélites.

Subpop. Doadoras Receptoras Mmig 0
CANMG 21,291 20,265 20,778 0,022
JAPMG 20,687 16,572 18,630 0,010
CRIGO 22,183 22,953 22,568 0,027
POSGO 23,689 16,898 20,293 0,008
PLGGO 25,177 25,477 25,327 0,016
TERGO 14,904 22,063 18,484 0,022
COCGO 14,654 18,149 16,402 0,025
BURMG 24,557 21,417 22,987 0,002
BAMMG 26,992 21,599 24,295 0,030
CHGMT 15,474 21,166 18,320 0,006
SILGO 21,076 25,948 23,512 0,024
PATMG 18,535 25,754 22,144 0,060
PERMG 25,020 25,152 25,086 0,010
NIQGO 17,759 19,605 18,682 0,006
ORIGO 24,568 15,295 19,931 0,021
CHCGO 24,986 19,413 22,200 0,077
MOSGO 20,719 21,767 21,243 0,026
CNOGO 24,636 20,054 22,345 0,004
ALPGO 19,048 26,411 22,730 0,013

Mmig: Média de migrantes.
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As taxas de migracgdo recentes (mc) foram baixas na maioria das subpopulac6es
de barbatimao (Apéndice J). As maiores fragdes de imigrantes foram condizentes as nao-
migracdes, ou seja, referentes aos cruzamentos entre individuos dentro da mesma
subpopulacédo de origem. Das 361 combinacgdes aos pares, vale destacar os seguintes fluxos:
CRIGO - PERMG (mc = 0,135), PATMG > PERMG (m. = 0,198), TERGO > NIQGO
(m¢ =0,132), ALPGO - NIQGO (m¢ = 0,195), SILGO - ORIGO (m¢ =0,213) e CNOGO
- ORIGO (m¢ = 0,190), que mostraram alguma evidéncia de fluxo génico contemporaneo
moderado e significativo (p < 0,05), ocorrendo principalmente da direcdo Norte para Sul.

Apesar das baixas taxas de migragédo (m), em ambos contextos, o teste de Mantel
indicou que as matrizes de migracdo histérica e contempordnea ndo estavam
significativamente correlacionadas (rm = 0,0513, p > 0,05), sugerindo que as taxas e a
intensidade das migracbes mudaram ao longo do tempo entre as subpopulages.
Considerando as matrizes de migracdo em ambos contextos e, apenas as migracoes entre 0s
pares de subpopulagdes, do total de 342 possibilidades, as taxas historicas superaram as
contemporaneas em 225 casos. 1sso demonstra que houve uma reducéo do fluxo génico entre
as subpopulacgdes de S. adstringens do passado até geracdes recentes. Vale destacar TERGO

que doou mais migrantes, no contexto recente, do que doava no passado (Apéndices | e J).

4.4  GRUPOS GENETICOS POR INFERENCIA BAYESIANA

4.4.1 Grupos genéticos ancestrais

Com base na analise bayesiana realizada pelo STRUCTURE, foi possivel
detectar um valor de Ak = 2 grupos genéticos, pelo método de Evanno et al. (2005) e Ak =
15, pelo método de Puechmaille (2016), para S. adstringens (Figura 12 C-D). Entretanto,
nenhum cluster apresentou correspondéncia exclusiva a uma subpopulac¢éo, demonstrando
que ha uma mistura significativa entre os individuos de S. adstringens (Figura 12 A-B). Pelo
primeiro método, o cluster 1 (azul) apresentou o maior valor médio de coancestria (© =
60,11%), seguido do cluster 2 (laranja) com © = 39,89% (Apéndice K). Neste método,
CHGMT néo apresentou mistura com outros grupos genéticos, compreendendo apenas o

grupo laranja em todos os individuos pertencentes a essa subpopulagéo (Figura 12A).
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Figura 12. Teste de atribuigdo individual realizado por meio de analise bayesiana no STRUCTURE. Foi sugerido um valor de k = 2 grupos genéticos (Evanno
et al., 2005). A) Padrdo de distribuicdo dos grupos genéticos e porcentagem compartilhada entre os individuos de cada subpopulacdo de
Stryphnodendron adstringens. B) Cada barra vertical corresponde a um individuo e as cores indicam a proporc¢éo em que o gendtipo individual esta
alocado a determinado cluster. Nenhuma subpopulagéo apresentou correspondéncia exclusiva, confirmando mistura. Numero de clusters detectados
a partir de dados genotipicos de 19 subpopulacdes de Stryphnodendron adstringens, por meio de analise bayesiana do STRUCTURE, baseada em
30 replicacBes para cada k. C) Delta k médio para cada cluster testado (1 a 20), obtido pelo método de Evanno et al. (2005). D) Valor de k médio
obtido pelo método de Puechmaille (2016).
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Embora a maioria das subpopulacdes apresente mistura genética entre si, 0
segundo método detectou algumas diferencas importantes no que diz respeito a
coancestralidade dos individuos (Figura 13A). Também por este método, CHGMT se
apresentou bem diferente das demais no que corresponde a composicdo genética dos
individuos. Isto era esperado, considerando-se a distancia geogréfica entre essa
subpopulacdo e as outras. Alem desta, as subpopula¢ées JAPMG, TERGO, CHCGO,
BAMMG e CANMG apresentaram uma configuracdo de clusters bem particular, incluindo
grupos ancestrais unicos, observados pelas diferentes cores (Figura 13A).

A andlise espacialmente explicita do TESS indicou 14 clusters genético-
geogréficos (Figura 13B). Além disto, é evidente uma distribuicdo mais definida dos grupos
genéticos entre as subpopulacbes de barbatimdo. Essa analise também confirmou que a
subpopulacdo CHGMT é bem distinta das demais, com destaque também para a

subpopulacédo JAPMG.
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Figura 13. Padrédo de distribui¢do de grupos genéticos de Stryphnodendron adstringens ao longo do espago geografico. A) Padrdo encontrado apenas com
os dados genéticos (STRUCTURE), pelo método de Puechmaille (2016). B) Grupos genéticos-geograficos de subpopulacdes de barbatiméo,

detectados por analise espacialmente explicita (TESS).
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4.4.2 Estrutura espacial e fatores climéticos

A analise multivariada RDA revelou que a distribuicdo da diversidade genética
nas subpopulagdes de S. adstringens é influenciada pelos fatores climaticos avaliados (RZaju
=0,081, p <0,001), indicando que as quatro variaveis explanatorias explicaram, juntas, 8,1%
da variagdo observada (Figura 14). Os dois primeiros eixos canonicos (Apéndice L)
explicaram, juntos, 71,19% da variacdo, sendo 41,06% do primeiro eixo e 30,13% do

segundo eixo, ambos significativos (p < 0,001).
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Figura 14. Andlise de redundancia RDA baseada entre dados genotipicos e trés variaveis
biocliméticas, além da altitude. As setas mostram a forca da correlagdo das variavies com
os eixos de ordenagdo RDAL e RDA2. Os circulos correspondem aos genotipos, e suas
cores indicam cada subpopulacédo a qual os individuos pertencem. Varidveis consideradas
na andlise: Alt (Altitude); Saz-Temp (Sazonalidade da temperatura); IMD-Temp (Intervalo
Médio Diurno — média mensal); QMU-Prec: Precipitacdo do quadrimestre mais imido.

Na analise bayesiana do PoPS, foram detectados quatro grupos genético-
ambientais (Kmax = 4) (Figura 15), distinguindo-se do numero de agrupamentos obtidos sem
as variaveis ambientais, em analises anteriores (Figuras 12 e 13). Os grupos encontrados
tiveram alta correlagdo com os grupos preditos (0,99), indicando que a analise gerou clusters
confiaveis a partir dos dados geograficos e ambientais. A analise de turnover intraespecifico

demonstrou que a estrutura genética sera completamente modificada nos cenérios futuros,
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bem como a probabilidade de coancestria dos grupos, onde o cenario RCP 4.5 afetard
praticamente todos 0s grupos genético-ambientais (Figura 15D).

Para o presente, observou-se que os valores de coancestria foram equitativos nos
quatro grupos detectados (Figura 15A). Entretanto, para os cenarios futuros, haveria uma
mudanca nesse padrdo (Figura 15 B-C). No cenério futuro RCP 4.5, o Cluster 3 apresentaria
0s maiores valores de coancestria (0,266 + 0,208). Neste mesmo cenario, foi constatada uma
reducdo nos Clusters 1 (0,234 +0,193) e 2 (0,244 £ 0,181). No cenario mais pessimista (RCP
8.5), o Cluster 4 teria valores ainda menores de coancestralidade (0,246 + 0,195) do que nos
outros dois cenarios. Entretanto, o Cluster 1 permaneceria com os menores valores médios
(0,246 £ 0,189), enquanto que o Cluster 3 permaneceria com 0s maiores valores médios
(0,263 + 0,189).
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Figura 15. Agrupamentos genético-ambientais de Stryphnodendron adstringens indicados por meio de analise bayesiana, considerando, tanto informagdes
genéticas quanto coordenadas geogréaficas e variaveis climaticas de cada subpopulacdo. Para cada mapa, as intensidades de cores representam as
quantidades de ancestralidade genética (ou coeficientes de mistura individuais). A) Simulacdo do presente, indicando uma homogeneidade entre os
grupos. Coeficientes de mistura previstos em dois cenarios de mudangas climaticas futuras: B) menos pessimista (RCP 4.5) e C) mais pessimista
(RCP 8.5). D) Coeficiente turnover intraespecifico medido pela correlagéo entre coeficientes de ancestralidade inferidos e previstos para todos os
individuos e todos os grupos genético-ambientais. A partir do cendrio 4.5, a maior parte dos clusters pode ser perdida com o aumento da temperatura.
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45  CONSERVACAO DE AREAS PRIORITARIAS

Na analise de busca por areas de conservacdo de S. adstringens, seriam possiveis
524.287 solugdes, para o conjunto de 19 localidades. Assim, as 19 subpopulacfes foram
combinadas formando redes, e a solucdo selecionada foi aquela que representou o maior
numero do conjunto de 100 alelos, com 0 menor nimero de subpopulacfes. Apos executar
varias simulacGes para criar as redes aleatorias com N = 7 subpopulagdes, percebe-se que
apenas uma média de 87 + 5 alelos eram amostrados ao acaso e a chance de conservar todos
os alelos aleatoriamente é da magnitude de 1x10° (Apéndice M).

Por meio desta busca, foi possivel selecionar uma rede que atendeu a este
requisito, indicando sete subpopulagdes que melhor representam a “diversidade alélica” total
(Figura 16A). Com base no nivel de insubstituibilidade (IRR), foram apontadas oito
subpopulagdes, das quais seis obtiveram IRR = 1 (Figura 16B). Tomando em consideragédo
as subpopulacgdes escolhidas como representativas da diversidade alélica e o ranking de
insubstituibilidade, foi possivel indicar as seguintes subpopulagdes como prioritarias para a
conservagdo: TERGO, POSGO, CRIGO e MOSGO, localizadas na porgéo central do mapa
de amostragem; CHCGO, na porcéo sudoeste e BAMMG, na porg¢do sudeste (localidades
destacadas em preto na Figura 16B).
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Figura 16. Padrdes geograficos obtidos para a amostragem de 100 alelos (fa > 0,05) de nove marcadores microssatélites. A) A melhor solugdo para
representar o maior numero possivel de alelos, com o menor nimero de subpopulagdes, indicou sete localidades, destacadas em preto. B) Mapa
sintético do ranking das subpopulacdes, a partir do grau de insubstituibilidade. As areas em preto apresentaram IRR = 1 e sdo consideradas
prioritarias para a conservagao.
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5 DISCUSSAO

5.1  DISTRIBUICAO DA DIVERSIDADE GENETICA E SISTEMA REPRODUTIVO

O nivel de diversidade genética de S. adstringens, como observado neste estudo
e em Braga (2019) estéa relacionado tanto a fatores ambientais quanto a fatores de sua historia
evolutiva. Esses fatores parecem ser mais determinantes na distribuicdo da diversidade
genética na espécie do que sua propria biologia. Como S. adstringens apresenta ampla
distribuicdo pelo bioma Cerrado, incluindo zonas fragmentadas, era esperado encontrar
baixos niveis de diversidade genética nas subpopulacbes avaliadas, uma vez que 0S
processos historicos podem levar a fragmentacdo e contracéo da faixa de distribuicdo, como
foi detectado em estudos modelagem de nicho da espécie (Barbosa et al., 2019). Entretanto,
a diversidade genética encontrada em todas as subpopulacGes foi de moderada a alta, com
base nos nove locos microssatélites avaliados no presente estudo (Tabela 8). Niveis
semelhantes foram encontrados para outras espécies de leguminosas do Cerrado, como
Anadenanthera colubrina (Feres, 2013) e Dimorphandra mollis (Souza et al., 2017).

Os indices de estrutura genética indicados (Fst = 0,165) demonstraram uma
diferenciacdo significativa entre as subpopulacbes de S. adstringens, assim como o
encontrado para a regido ITS do genoma nuclear da espécie (Fst = 0,341, p < 0,0001), em
estudo de filogeografia que avaliou praticamente as mesmas subpopulagdes desta tese
(Braga, 2019). Esses indices indicam que a distribuicdo da variabilidade genética na espécie
ocorre, ndo somente em funcdo de processos estocasticos, tais como a deriva genética, mas
também devido ao seu sistema reprodutivo. O valor médio de Fst foi menor para os dados
de microssatelites do que para ITS e cpDNA (Fst = 0,921, p <0,0001) (Braga, 2019). Isso se
deve a natureza dos marcadores, em que marcadores nucleares coalescem em um tempo mais
antigo enquanto que o0s microssatélites apresentam uma maior taxa de substituicdo

nucleotidica, correspondendo ao um tempo mais recente (Oliveira et al., 2006). Embora os



valores absolutos de Fst tenham diferido em todos os marcadores utilizados para analise
genética em S. adstringens (Tabela 10), a maioria chegou a uma conclusdo semelhante:
existe estruturacdo de moderada a alta nas populacGes da espécie. A maior diferenca foi
detectada em marcadores microssatélites transferidos (Branco et al., 2010), cujo Fst foi
baixo e a endogamia intrapopulacional foi alta (f = 0,29). Essa diferenga pode ser explicada
pela amostragem restrita que foi conduzida neste estudo, em que as populagdes tinham uma
distdncia maxima de aproximadamente 165 km. Esse alto indice de endogamia foi
corroborado pelo estudo intrapopulacional realizado com a espécie, que indicou uma
endogamia intrapopulacional alta (f = 0,11) e significativa (Miranda, 2020).

O numero de migrantes, calculado com base na equacéo de Wright (1951) Nm =
1/4((1/Fst)-1), foi maior para dados de microssatélites (Nm = 1,2652), do que para
marcadores cloroplastidiais (Nm = 0,0214), indicando que o fluxo génico biparental é mais
efetivo para essas subpopulagdes. Além disso, a dispersao de pélen tem maior eficiéncia na
espécie do que o fluxo via sementes, j& que a razdo entre as dispersdes de polen e sementes
(rps = mp/ms*) foi maior que um (rps = 58,72), 0 que pdde ser confirmando em Braga (2019),
em que o numero médio de migrantes foi abaixo de um. Isto era esperado, ja que S.
adstringens é uma espécie polinizada por insetos e sua dispersao ocorre principalmente por
autocoria (Felfili et a., 1999; Pilon et al., 2015), com pequenos mamiferos agindo como
dispersores secundarios de suas sementes (Oliveira, 1991; Felfili et al., 1999). O baixo indice
de formacéo de frutos viaveis (Firetti, 2001; Ortiz et al., 2003) também pode ser considerado
um dos fatores que influenciam na baixa eficiéncia de dispersdo de sementes na espécie.

Nas Ultimas décadas, alguns estudos apontaram a resiliéncia de espécies arboreas
aos efeitos negativos da fragmentacdo, gracas as altas taxas de fluxo génico (Rosas et al.,
2011; Collevatti et al., 2014). Alem disso, espécies do Cerrado apresentam alta resiliéncia
aos efeitos do fogo e, especialmente S. adstringens tende a emitir brotos radiculares apés
queimadas controladas em periodos quadrienais, mantendo sua densidade populacional
(Diniz & Franceschinelli, 2014). Comportamentos resilientes dessa natureza podem ser
responsaveis em retardar perdas drasticas de diversidade genética em espécies endémicas do
Cerrado. Sendo assim, a biologia da espécie também pode ser importante, na mesma medida
que os fatores evolutivos, na distribuicdo da diversidade geneética de S. adstringens. A
reproducéo vegetativa por raizes gemiferas (Rizzini & Heringer, 1966) ou pela emissdo de
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brotos caulinares (Diniz & Franceschinelli, 2014) se mostrou bem comum em S. adstringens
(Miranda, 2020). Esse tipo de reproducao pode levar ao agrupamento espacial de gendtipos,
que depende das caracteristicas da propagacdo vegetativa, sendo mais acentuado onde 0s
rametes se estabelecem muito proximos aos genetes parentais, desenvolvendo uma estratégia
de propagacdo com pouca mistura de clones (Ennos, 2001).

Espécies que exibem sistema misto de reprodugdo, com propagacao clonal e
reproducédo sexuada, tém uma maior vantagem para a colonizagcdo de novo ambientes, além
de tornar as espécies mais resistentes aos diferentes tipos de estresses abioticos, tais como
as queimadas, muito frequentes no Cerrado (Hoffmann & Solbrig, 2003). Plantas que
realizam reproducdo vegetativa também aumentam sua ocupacdo no espago geogréafico,
devido a formacdo de novos individuos, distantes espacialmente e fisiologicamente
independentes, apos a formacdo dos rametes (Eriksonn, 1993). A presenca de clonalidade,
além de estar relacionada a distdrbios, pode ser maior nos limites das faixas de distribuicdo
da espécie, principalmente se a reproducdo sexual tiver alguma limitacdo e o sucesso
reprodutivo estiver comprometido (Silvertown, 2008). Entretanto, a biologia reprodutiva de
S. adstringens necessita de estudos mais detalhados, desde os mecanismos de
autoincompatibilidade, que ainda estdo na penumbra, até os processos de dispersdo de pblen
e sementes, em que a distancia de fluxo génico ainda é desconhecida.

A presenca de clones em grande parte das subpopula¢fes amostradas sdo um
reflexo da resiliéncia de S. adstringens. Porém, um dos critérios para a coleta de tecido
vegetal para estudos populacionais é a manutencdo de uma distancia razoavel entre os
individuos, entdo ndo era esperado que clones tivessem sido amostrados em nenhuma
subpopulacdo (Tabela 6). Além disso, a reducdo do numero de gendtipos diferentes em
TERGO foi inesperada, uma vez que se trata de um local préximo ao Parque da Chapada
dos Veadeiros, ou seja, encontra-se em uma regido de preservacdo ambiental. A clonalidade
detectada nessa regido poderia ser historica, com eventos de reprodugdo vegetativa
ocasionados por outros fatores que nao distdrbios ambientais. Dessa maneira, um estudo
detalhado de genética intrapopulacional seria indicado nessa subpopulacdo, a fim de
esclarecer a influéncia da reproducéao vegetativa sobre a estrutura genética em S. adstringens.

Outra questdo curiosa sobre essa subpopulacdo (TERGO) foi 0 excesso de
heterozigotos, muito acima do esperado pelo EHW (Tabela 9). S6 o fato de apresentar
reproducdo vegetativa ndo traria mudangas na estrutura genética, a menos que 0S

heterozigotos levassem vantagem. O valor de Fis indica que plantas clonadas muito
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vigorosas talvez estejam dominando a regido. Por exemplo, uma planta muito vigorosa que
apresente uma alta capacidade de brotacdo, em que o vigor esteja ligado a heterozigose (o
que é esperado), poderia aumentar o numero de individuos clones na populacdo e
desequilibra-la, devido ao excesso de heterozigotos. Entdo, esse excesso pode estar ligado a
reproducéo assexuada, desde que a selecdo natural esteja atuando a favor dos heterozigotos.
Isto seria uma hipdtese a ser estudada e explorada em estudos futuros.

Foi detectado gargalo genético recente em quatro das 19 subpopulacdes
avaliadas (Tabela 13). Entretanto, a diversidade genética ainda foi mantida em um nivel
consideravel em todas as subpopulacdes avaliadas, provavelmente devido a caracteristicas
que podem favorecer a alta variabilidade nas espécies arboreas, tais como S. adstringens
(Broquet et al., 2010). Considerando que o nimero de espeécies esta reduzindo desde o LGM
- Ultimo Maximo Glacial (21.000 anos A.P., antes do presente), a0 menos um efeito de
gargalo deveria ser assumido, porém ndo € uma regra (Garza & Williamson, 2001; Lowe et
al., 2017). O alto nimero de alelos raros ou de baixa frequéncia (Apéndice B) pode,
inclusive, sugerir que as subpopulacdes experimentaram um gargalo menos grave e agora
estdo em fase de expansao (Walas et al., 2019).

A modelagem de nicho ecolégico para a espécie apontou possivel retracdo da
area de adequabilidade, a partir do LGM, concentrando maior adequabilidade no centro do
Cerrado e, restringindo-se no futuro, as regides mais ao sudeste do Bioma (Barbosa et al.,
2019), padrdo também encontrado para Dipteryx alata, outra espécie da familia
Leguminosae (Ribeiro et al., 2019). Os dados de microssatélites corroboram a analise
filogeografica, que apontou que o0s eventos de expansdo Sd0 muito recentes para as
subpopulagbes de S. adstringens (Braga, 2019). Sugere-se, portanto, que essas
subpopulacBes tenham passado por efeito fundador, a partir de eventos de maior difusao
alélica (surf alélico) e, que devido ao seu reduzido tamanho efetivo, observado na analise de
coalescéncia (Apéndice G), tenham sofrido maior impacto da deriva genética (Diniz-Filho
et al., 2013; Braga, 2019).
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5.2  ESTRUTURA GENETICA ESPACIAL E FLUXO GENICO

A estrutura genética populacional de uma espécie com ampla distribui¢do pode
ser afetada tanto por fatores geograficos quanto por fatores ambientais e climaticos. A
temperatura, por exemplo, ¢é fator fundamental para as espécies de abelhas terem sucesso na
visitacdo de flores (Soares, 2016) e, portanto, influencia na dispersdo de polen. As
simulacdes de modelagem de nicho (Barbosa et al., 2019) e estudos filogeogréaficos (Braga,
2019) corroboram os dados encontrados para microssatélites, indicando que as variacfes
climéticas tém impacto importante na distribuicdo da diversidade genética nas populacdes
de S. adstringens (Figuras 14 e 15), comprometendo a permanéncia de alguns grupos
genéticos. As associacdes entre essas variaveis sdo responsaveis, ndo so pela divergéncia
entre populacdes, como também podem indicar possiveis barreiras ecoldgicas ao fluxo
génico (Orsini et al., 2013; Sexton et al., 2013). Dessa maneira, as mudancas climaticas
podem levar a alteracbes nos habitats das espécies, reduzindo, assim, o sucesso de
colonizacdo de imigrantes em novos ambientes e, consequentemente, acelerando os efeitos
da deriva genética, a partir da fixacdo de alelos. Assim, o isolamento genético entre as
populacbes pode ser acelerado, a medida que as chances de sucesso de cruzamento entre
individuos de populagdes diferentes diminuam (Jiang et al., 2019).

A distribuicdo agregada dos individuos de S. adstringens (Meira et al., 2016),
observada em algumas subpopulacdes, pode dificultar, ndo somente o desenvolvimento
dessa espécie devido a competicdo intra e interespecifica, como pode comprometer o fluxo
génico, ao isolar geneticamente um agregado do outro. Este isolamento também pode
favorecer a perda de diversidade genética por deriva genética (Frankham et al., 2014). Dessa
forma, era esperada a diferenciacdo genética encontrada entre as subpopulacdes de
barbatimdo (Fst = 0,165). Valores proximos de estruturagdo genética também foram
detectados em outras leguminosas nativas do Cerrado, tais como Dimorphandra mollis
(Souza et al., 2017) e Erythrina velutina (Souza et al., 2016).

A deteccdo de isolamento por distancia significativo, visualizada tanto no
gréafico de dispersdo (Figura 9) quanto no correlograma (Figura 10), indica que a distancia
geografica entre as subpopulacdes de S. adstringens € responsavel pela diferenciagédo
geneética detectada. Isto significa que os fatores da historia de vida da espécie, tais como a

contracdo da faixa de distribui¢cdo ocasionada pelas mudancas climaticas (Barbosa et al.,
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2019), sdo um dos responsaveis pela estrutura genética espacial detectada em barbatiméo.
Os baixos niveis de mistura entre subpopulacdes de regides geogréaficas distantes (Figura 13)
e as baixas taxas de fluxo génico recente (Apéndice J) configuram as limitacdes na
conectividade genética atual entre essas subpopulacGes (Figura 7), que sdo uma das
consequéncias da retracdo da faixa detectada no LGM. Isso pode ser verificado pelos altos
indices de Fsr entre as subpopulagdes localizadas nos pontos extremos da area de coleta, tais
como CHGMT e CANMG (Fst = 0,31), que também estdo mais distantes, ao passo que,
SILGO e ORIGO (Fst = 0,049) apresentaram um dos menores indices de diferenciacdo
genética, com uma distancia aproximada de 80 km entre elas (Apéndice D).

A andlise do STRUCTURE indicou divergéncias genéticas razoaveis em
subpopulacdes periféricas (CHGMT, CHCGO, TERGO, JAPMG e CANMG) e uma
composicao genética distintaem MOSGO e COCGO, localizadas na regido central de Goias,
em comparagao com as demais subpopulagdes do estado (Figura 13). As subpopulactes da
por¢do norte também se mostraram bastante diferentes das localizadas ao sul da amostragem
(Figura 12). O fato de CHGMT estar separada das demais subpopulacdes devido a presenca
do Rio Araguaia (Figura 8), pode ter contribuido para a diferenciacdo encontrada entre essas
subpopulacdes, tanto em analises implicitas como explicitas. Uma maneira de verificar se a
barreira genética encontrada nessa localidade é causada por isolamento fisico, seria a
amostragem de outras subpopulagdes no estado do Mato Grosso.

As analises filogeograficas destacaram a importancia das subpopulacbes do
centro-oeste e nordeste da amostragem (Braga, 2019), que estdo localizadas na Serra Geral
de Goias, reflgio historico importante para a biota durante as flutuacfes climaticas do
Quaternario (Werneck et al., 2012). Essa regido, geologicamente complexa, é formada por
planaltos, onde se originam varias cabeceiras (Werneck et al., 2012), podendo gerar
divergéncias genéticas entre as populacdes. A média de Fst entre TERGO e as demais
subpopulagdes (Fst = 0,1896) exemplifica essa afirmagdo. TERGO esta localizada na
extremidade norte da amostragem, proxima a regido do V&o do Parana. Essa regido, devido
a seus grandes declives, pode produzir obstaculos ao fluxo génico e ser responsavel pela
diferenciacdo genética observada (Braga et al., 2019). Além disto, a Chapada dos Veadeiros
também foi apontada como um reflgio histérico do Cerrado (Werneck et al., 2012) e,
portanto, pode ser uma das causas da diferenciacdo genética encontrada na subpopulacao

CHGMT, a qual apresentou o maior valor médio dessa medida (Fsr = 0,2701). Era esperada
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essa diferenca entre CHGMT e as outras subpopulagdes justamente por causa da distancia
geogréfica entre elas, de mais de 1.000 km.

Os baixos niveis de fluxo génico, tanto historico quanto contemporaneo, também
sdo responsaveis pela divergéncia genética interpopulacional. A rede de conexdes (Figura 7)
e as matrizes de migracdo (Apéndices H e J) indicam fluxo génico assimétrico, restrito a
poucas subpopula¢des, com maior intensidade na direcdo norte-sul da &rea amostrada. Este
fato pode ser representado no mapa de grupos ancestrais gerado pelo método de Evanno et
al. (2005), em que as subpopulacgdes do centro-sul apresentaram uma composic¢ao genetica
semelhante (Figura 12). PLGGO foi apontada como a via de fluxo génico mais importante
para a espécie (Figura 7), o que também foi sugerido nas analises bayesianas espacialmente
implicitas e explicitas, contendo varios grupos genéticos nessa subpopulacdo (Figura 13).
Esses resultados foram corroborados pela analise de fluxo génico historico, em que a maior
média das migracdes foi encontrada nessa subpopulacdo (Tabela 14). Entretanto, a
estruturacdo genética encontrada em S. adstringens mostra que o fluxo génico entre a
maioria das subpopulacdes € muito baixo para poder neutralizar os efeitos da divergéncia
acumulada. Isto se deve aos mecanismos de dispersao de pélen e sementes. Como a espécie
é polinizada por abelhas e outros insetos (Ortiz et al., 2003), o alcance do pélen é limitado a
poucos metros. Dessa forma, a curta distancia de dispersdo (ndo s6 de pdlen, mas também
de sementes) ndo é capaz de promover uma conectividade entre subpopulagées tdo disjuntas.

Embora a maioria das subpopulacdes avaliadas neste estudo ndo tenham uma
alta endogamia, é importante salientar que a perda de diversidade em eventos futuros (Figura
15) pode gerar depressédo por endogamia, devido ao aumento da homozigose. O excesso de
homozigotos, descrito em algumas subpopulacfes, pode também ser gerado pelo efeito
Wahlund. A anélise do STRUCTURE (Figura 12), inclusive, revelou subestruturacdo em
todas as subpopulacdes de barbatimdo, exceto em CHGMT, sugerindo possiveis grupos
locais de reproducdo (Walas et al., 2019). As misturas genéticas, indicadas nos mapas de
grupos genéticos, podem ser explicadas pela distribuicdo mais ampla no contexto histérico
e a consequente troca genética mais intensa no passado entre as subpopulacGes de S.
adstringens. Essa afirmativa é corroborada pelas taxas de migragéo historicas (Apéndice H)
e pela modelagem de nicho ecologico (Barbosa et al., 2019), uma vez que foi constatado um
maior fluxo génico entre as subpopulacdes no passado (do que no presente) e a area de
adequabilidade para a espécie reduziu drasticamente desde o LGM. Isto demonstra que, as

populacbes eram maiores e mais estaveis no passado, além de estarem conectadas via fluxo
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génico, 0 que protegia a espécie dos efeitos negativos da fragmentacao de habitat (Walas et
al., 2019). As diferencas entre os fluxos génicos historicos e contemporaneos se devem,
provavelmente, a degradacdo do habitat natural da espécie ocasionada pelas acdes
antropicas, tais como o desmatamento e 0 uso da terra para o agronegocio (IBGE, 2012).
Essas acGes podem ter contribuido para a perda ou reducdo de conectividade entre algumas
subpopulacdes, aumentando a diferenciacdo genética entre elas devido aos efeitos da deriva
genética, que atua mais fortemente em subpopulacdes com tamanho efetivo reduzido a partir
de eventos de gargalo (Antiqueira et al., 2014).

O impacto que as distancias geograficas e/ou o clima exercem na divergéncia
genética interpopulacional pode revelar o grau de resiliéncia de uma espécie a habitats
heterogéneos (Savolainen et al., 2007). As adaptac¢des locais podem ser afetadas tanto pela
distancia geogréafica quanto pela heterogeneidade entre as subpopulacdes. O isolamento por
distancia, observado neste estudo, revela que a rotatividade da variabilidade genética
necessita de alelos provenientes de populagdes vizinhas (Jiang et al., 2019). As estruturas
locais e globais indicadas pela analise multivariada SPCA (Figura 11, Apéndice F) tiveram
praticamente 0 mesmo nivel de importancia na distribuicdo da variabilidade genética nas
subpopulacdes de barbatiméo. Entretanto, a presenca de estrutura local indicou que, mesmo
que algumas subpopulacdes estejam préximas geograficamente, pode haver algum
empecilho para trocas genéticas entre elas, tornando-as diferentes geneticamente.

Os padr@es clinais observados na sPCA (Figura 1) indicam, ainda, que as
frequéncias alélicas aumentaram gradativamente em direcdo ao sudeste da amostragem.
Esses clines espaciais podem estar relacionados a varios fatores e, partindo do pressuposto
que os marcadores utilizados neste estudo sdo neutros, podemos associar a eventos
migratorios, em que ha uma expansao e/ou retracdo da area de distribuicdo dos alelos através
do espaco (Diniz-Filho et al., 2013), além de subdivisdes populacionais que ocorreram

durante os eventos climaticos do Pleistoceno (Lima, 2016).

5.3 CONSERVACAO DA ESPECIE

Como foi apontado anteriormente, a faixa de distribuicdo da espécie alterou e

vem contraindo desde o LGM, além do habitat natural de S. adstringens ter sido bastante
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fragmentado nas Ultimas décadas. Devido a isto, hd uma tendéncia de que a diferenciacéo
genética entre as subpopulacbes aumente ainda mais, pois o fluxo génico ndo parece ser
suficiente para manter a conexdo entre elas. Embora o barbatimdo tenha uma o6tima
adaptacdo ao fogo e consiga se estabelecer em regides degradadas, € necessario mitigar as
acOes de desmatamento do Cerrado, para que esta e tantas outras espéecies ndo sofram perdas
de diversidade genética. As a¢des antropicas, associadas as mudancas climéticas, impactam
diretamente na biologia das espécies, especialmente endémicas, impedindo-as de se
adaptarem e colonizarem novos ambientes (Velazco et al., 2019).

As mudancas climéticas no futuro ndo sdo muito otimistas para a espécie, como
observado em dados de modelagem de nicho (Barbosa et al., 2019) e de filogeografia (Braga,
2019), assim como revelado no presente estudo. O aumento da temperatura ndo deve causar
aextincao de S. adstringens (Figura 15), entretanto o cenario RCP 4.5 apresenta um possivel
risco a sobrevivéncia da espécie em alguns locais. E importante destacar que a modelagem
fornece apenas estimativas, entretanto, os modelos preditivos ndo indicam uma expanséo da
espécie ao longo do espaco geografico, mas sim, reduzem as areas de adequabilidade para a
porcdo sudeste do Cerrado (Barbosa et al., 2019), que pode néo fornecer as condi¢des ideais
para o estabelecimento da espécie. Dessa forma, as estratégias de conservacao in situ devem
ser prioridade e, quando ndo for possivel, a conservacao ex situ é uma 6tima alternativa, caso
as condicdes de cultivo sejam adequadas. Como destacado nesta tese, a maioria das
subpopulac@es avaliadas ndo estdo localizadas em areas de protecdo ambiental e algumas
delas, inclusive, pertencem a regiGes bastante degradadas pela agropecuéria. Por isto, €
necessario lancar mao de programas de conservacdo e melhoramento, a fim de garantir a
manutencdo da diversidade genética de S. adstringens.

Pensando em S. adstringens como uma espécie de interesse econdmico e,
portanto, um valioso recurso genético, € importante tracar estratégias eficientes para a
conservacao e uso desta espécie, pensando nao somente na dindmica evolutiva, mas também
na interacdo ecologica desta com outras espécies. Como mencionado anteriormente, o
barbatimdo manifesta um baixo sucesso reprodutivo (Ortiz et al., 2003), além de sofrer alta
incidéncia de ataques de insetos a suas sementes, comprometendo o estabelecimento dos
individuos (Corréa, 2007). Todas essas questdes, em conjunto com as mudancas climaticas,
devem ser levadas em consideracdo para que um programa de melhoramento logre éxito.

A produgdo de taninos é o alvo do setor econdmico, principalmente visando o

desenvolvimento de fitoterapicos. As concentracfes desses polifendis nas plantas sdo
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diretamente relacionadas com temperatura e a precipitacdo (Santos et al., 2006; Corréa et al.,
2012; Zhang et al., 2019). Dessa forma, o aumento da incidéncia desses fatores ambientais
pode afetar a producdo dessas substancias. Além disto, vale ressaltar que esses mesmos
fatores s@o responsaveis pela perda de adequabilidade em algumas areas de distribuicdo da
espécie (Barbosa et al., 2019). Assim, as subpopulac@es localizadas na por¢do ocidental do
Cerrado precisam de uma maior atengdo no que concerne as medidas de conservagao.
InformacBes mais robustas poderdo ser levantadas a partir da identificacdo de regides
génicas e marcadores SNP (Polimorfismo de Nucleotideo Unico ou Single Nucleotide
Polimorphism) que estejam relacionados a producdo de metabolitos secundarios em
barbatimao (Souza, 2019). Abordagens como essa, aliadas a estudos de genética quantitativa,
podem fornecer informagdes mais concretas sobre os efeitos da selecdo natural sobre os
caracteres adaptativos e, consequentemente, sobre aspectos evolutivos que ndo foram
tratados neste estudo.

Iniciativas para conservacdo ex situ da espécie ja foram tomadas (veja Corréa et
al., 2012), abrangendo regides geograficas que ndo foram avaliadas nesta tese. Neste sentido,
as subpopulacbes que foram apontadas como prioritarias para a conservacdo de S.
adstringens, com excecdo de CRIGO (que ja possui exemplares na RPPN EcoCerrado),
podem servir como uma complementacdo a variabilidade genética preservada nessa colecao
de germoplasma, sendo indicadas para coleta de sementes e futura implementacgéo.
Adicionalmente, as subpopulac@es indicadas como prioritarias tais como TERGO, POSGO,
MOSGO e CRIGO estdo localizadas em areas ameacadas pelas mudancas climaticas, em
regides de perda de adequabilidade. Ademais, CHCGO se destacou com a maior frequéncia
de alelos privados. Todas essas regifes indicadas, além de complementar a conservagao ex
situ, sdo importantes para implementacdo de conservacao in situ. Além disto, BAMMG foi
a Unica subpopulacdo de Minas Gerais a ser indicada como prioritaria (Figura 16).

Como medidas de conservacdo sdo muito onerosas e nem sempre é possivel
garantir a conservacao in situ de recursos geneticos, pode-se recorrer a um menor numero
de areas a serem protegidas. Como TERGO encontra-se as margens do Parque Nacional da
Chapada dos Veadeiros, consequentemente estad sendo conservada in situ e, portanto, nao
seria necessario coletar sementes dessa localidade para fins de conservagao ex situ. Assim,
sugere-se priorizar as subpopulagdes com maior numero de alelos privados, tais como
CHCGO, MOSGO e POSGO, a fim de garantir uma maior variabilidade genética na colecdo

de germoplasma ja existente ou em futuras.
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Em sintese, este estudo trouxe alguns esclarecimentos quanto a distribuicdo da
diversidade genética em S. adstringens, tanto a nivel historico e, principalmente, em escala
contemporanea. As subpopulacdes aqui avaliadas apresentaram alta estruturacdo genética
que sofre influéncia de componentes geograficos e climaticos, bem como de fatores
microevolutivos. Padrées semelhantes foram encontrados para outras espécies da mesma
familia e que se encontram no Cerrado, tais como baru (Collevatti et al., 2013) e jatoba-do-
cerrado (Braga et al., 2019). Os padrdes encontrados para essas espécies contam historias
importantes sobre o bioma, pois cada uma manifesta padrfes de distribuicdo diferentes e,
mesmo assim, tiveram respostas semelhantes no decorrer do tempo, provavelmente devido
as mesmas pressoes seletivas e efeitos de deriva genética e fragmentacdo da paisagem, que
podem comprometer a persisténcia das espécies vegetais a longo prazo (Collevatti et al.,
2013). Alem disto, os niveis de diversidade genética e sua distribuicdo nas populacdes
podem ser reconfigurados ou até mesmo haver perda de polimorfismos caso ndo sejam
tomadas medidas eficientes para conservagdo e manejo, principalmente considerando as
subpopulacdes que se encontram em regides de baixa adequabilidade ambiental no futuro.
Para tanto, foram sugeridas areas importantes para coleta e conservacdo de germoplasma a
curto e longo prazos, que serdo ferramentas valiosas para o melhoramento genético da
espécie e manejo mais eficiente, garantindo altos niveis de diversidade genética em S.
adstringens.
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6

CONSIDERACOES FINAIS

Vi.

Vii.

viii.

As subpopulacdes de S. adstringens apresentam moderados valores de
diversidade genética para os marcadores avaliados e alta estruturacdo entre

subpopulacdes, com baixos indices de endogamia intrapopulacional,

. A espécie apresenta sistema misto de reproducgdo, com fecundacdo cruzada e

propagacao vegetativa,;

A presenca de clones em algumas localidades pode ser indicativo de
perturbacdo ambiental e consequente resiliéncia da espécie;

O padrao espacial exerce influéncia significativa na diferenciacdo genética,
indicando que as subpopulages estdo evoluindo em um modelo de isolamento-
por-distancia;

Temperatura, precipitacdo e altitude sdo componentes que influenciam a
distribuicdo da variabilidade genética, e consequente estruturacdo, em S.
adstringens;

SimulacBes indicam que pode haver mudancas na composicdo de grupos
genético-ambientais em cenarios pessimistas;

As baixas taxas de fluxo génico, na maioria dos pares de subpopulacdes, ndo
sdo suficientes para neutralizar os efeitos da deriva genética;

O tamanho efetivo das subpopulacdes é baixo, o que pode ser explicado por
possiveis eventos de gargalo genético;

Ha uma barreira genética no Rio Araguaia isolando a subpopulacdo CHGMT
das demais;

Sdo indicadas seis subpopulagdes importantes para a conservacéo in situ de S.
adstringens, que podem fornecer material suficiente para a complementacéo da

diversidade genética conservada em colec¢des de germoplasma.
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APENDICES



Apéndice A. Estimativas da frequéncia de alelos nulos estimadas para 19 subpopulacbes de S.
adstringens (p < 0,05). As areas destacadas apresentaram alelos nulos para os locos em
determinadas subpopulagdes.

Subpop./Loco | SadH1 SadH5 SadH7 SadH9 SadH11l SadH13 SadH14 SadH16 SadH18
CANMG
JAPMG
CRIGO
POSGO
PLGGO
TERGO
COCGO
BURMG
BAMMG ]
CHGMT
SILGO
PATMG
PERMG
NIQGO
ORIGO
CHCGO
MOSGO
CNOGO
ALPGO
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Apéndice B. Representacdo grafica da distribuicdo das frequéncias alélicas de nove locos
microssatélites utilizados para analise genética de 19 subpopulag@es de S. adstringens. O
eixo das ordenadas corresponde as frequéncias alélicas e as abscissas representam os alelos
encontrados em cada loco.

Frequéncias alélicas para SadH1
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Continuagao...
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Continuagao...
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Apéndice C. Analise de desequilibrio de ligacdo para todas as combinagdes possiveis de pares de marcadores, com um total de nove locos microssatélites

utilizados em 19 subpopulacdes de Stryphnodendron adstringens.

Pops/ SadH1/  SadH1/ SadHl1/ SadH1/ SadH1/ SadH1/ SadHl1/ SadHl/ SadH5/ SadH5/ SadH5/ SadH5/ SadH5/ SadH5/ SadH5/ SadH7/  SadH7/  SadH7/
Locos SadH5  SadH7  SadH9  SadH1l SadH13 SadH14 SadH16 SadH18 SadH7  SadH9  SadH11 SadH13 SadH14 SadH16 SadH18 SadH9  SadH11 SadH13
CANMG 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,937 0,620 0,778 0,009 0,704 0,826 0,411 0,474 0,643 0,757
JAPMG 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,167 0,109 0,929 0,379 0,967 0,562 0,312 0,518 0,155 0,787
CRIGO 0,637 0,271 1,000 0,500 0,667 0,304 1,000 1,000 0,880 0,253 1,000 1,000 1,000 0,416 0,545 0,661 0,776 1,000
POSGO 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,683 0,171 0,383 0,386 0,551 0,960 0,501 0,272 0,932 0,015
PLGGO 0,779 0,276 0,877 0,515 0,737 0,139 0,019 0,365 0,769 0,112 1,000 0,065 0,523 0,596 0,520 0,920 0,628 0,881
TERGO 1,000 0,481 0,349 0,822 0,821 0,212 0,243 1,000 0,593 1,000 0,055 0,049 0,010 0,288 1,000 0,974 0,074 0,088
COCGO 0,279 0,009 0,307 0,501 0,890 0,171 0,124 1,000 0,307 0,098 0,322 0,661 0,003 0,200 0,024 0,300 0,755 0,877
BURMG 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,826 0,810 0,753 0,204 0,090 0,808 0,636 0,841 0,318 0,434
BAMMG 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,061 0,578 0,583 0,835 0,746 0,601 0,706 0,021 0,726 0,246
CHGMT 0,732 0,132 1,000 0,767 0,669 0,557 0,608 0,091 0,147 0,145 0,764 0,396 0,007 0,282 0,101 0,723 0,032 0,333
SILGO 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,800 0,606 1,000 0,487 0,884 0,269 0,556 0,538 0,452
PATMG 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,706 0,118 0,030 0,205 0,032 0,254 0,638 0,350 0,196 0,799
PERMG 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,989 0,752 0,150 0,514 0,007 0,713 0,472 0,249 0,621 0,567
NIQGO 0,668 0,316 0,132 0,349 0,869 0,387 0,307 0,112 0,833 0,158 0,395 0,789 0,888 0,535 0,776 0,807 0,896 0,453
ORIGO 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,573 0,385 0,227 0,944 0,428 0,882 0,598 0,087 0,132 0,502
CHCGO 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,730 0,736 0,710 0,016 0,034 0,900 0,058 0,248 0,720 0,311
MOSGO 0,013 0,669 0,155 0,098 0,111 0,871 0,573 0,310 0,074 0,000 0,000 0,005 0,950 0,001 0,217 0,000 0,006 0,235
CNOGO 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,445 0,630 1,000 1,000 0,412 0,900 0,644 0,334 0,916 0,424
ALPGO 0,602 0,476 0,887 0,034 0,702 0,635 0,706 0,368 0,049 0,638 0,389 0,716 0,626 0,968 0,742 0,831 0,905 0,533
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Continuacao...

Pops/  SadH7/ SadH7/ SadH7/ SadH9/ SadH9/ SadHY/ SadH9/ SadH9/ SadH1l/ SadH1l/ SadH1l/ SadH1l/ SadH13/ SadH13/ SadH13/ SadH14/ SadH14/ SadH16/
Locos  SadH14 SadH16 SadH18 SadH1l SadH13 SadH14 SadH16 SadH18 SadH13 SadH14 SadH16 SadH18 SadH14 SadH16 SadH18 SadH16 SadH18 SadH18
CANMG o518 0116 0172 0172 0299 0356 0183 0888 0412 0107 0119 0298 0171 0203 0418 0021 0553 0,500
JAPMG 0496 0174 0431 0895 0949 0949 0375 0409 0079 0005 0418 079 0952 0680 0160 0021 0374 0773
CRIGO 0645 0838 0671 1000 0131 0459 0327 0018 1,000 1,000 0018 0970 1000 0242 0601 0253 0097 0,948
POSGO 0427 0382 0196 0033 0283 1,000 1,000 1000 0013 0594 0539 043 0860 0026 0111 1000 068 0,095
PLGGO 0950 0885 0892 1000 0680 032 0795 0476 0827 0930 0526  089% 0159 0415 0723 0842 0083 0222
TERGO 0256 0439 1,000 0679 0523 0615 0222 1000 0049 0075 0798 1000 0076 0297 1,000 009 1,000 1,000
COCGO o128 0167 0721 0009 0129 0611 0429 0400 0137 0065 0308 0731 0413 0261 0240 0143 0295 0077
BURMG 0233 0707 0374 1000 0178 0655 0903 0586 0985 0513 0068 0830 0336 0800 0656 0049 0017 0,041
BAMMG 0315 0837 0014 0654 0587 0016 0759 0238 0004 0276 0449 0493 003 0299 0115 093 039 0685
CHGMT 0010 0387 0218 1000 1000 0766 0634 0917 0966 0160 0947 0130 0323 0528 0073 0629 0239 0251
SILGCO g6 0320 0946 0564 0629 0199 0244 0992 0963 0911 0365 089 052 0811 0471 0411 0266 0,818
PATMG 0571 0811 0844 0711 0474 0846 0257 0120 0746 0579 0066 0425 0697 0978 0536 0566 0663 0,620
PERMG 0088 0649 0248 0068 0917 0395 0302 0482 038 0023 018 0392 0123 0296 0118 0,107 0984 0545
NIQGO 0102 0364 0610 0805 0915 0996 0404 0459 0217 0704 0483 0752 0556 0928 0266 0136 0773 0851
ORIGO 0740 0427 0668 0705 0819 0872 0977 0469 0862 0316 0620 0921 0783 0076 0895 0446 0379 0,884
CHCGO o481 0516 0754 1000 0875 0940 0090 0405 0517 0035 089 0775 0417 0631 0993 0627 0025 0122
MOSGO o753 0661 0206 0000 0000 0859 0002 0031 0000 078 0081 0046 0881 0117 0023 0727 0464 0335
CNOGO  gg79 0556 0560 0884 0893 0770 0446 0726 1000 0538 0964 0686 0091 0104 0349 0467 0037 0523
ALPGO 0014 0810 1000 0729 0746 0972 0660 0648 0556 0702 081 0864 0173 0997 0896 0705 0998 0,604
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Apéndice D. Valores de Fsrentre os pares de subpopulagdes de Stryphnodendron adstringens obtidos a partir de nove marcadores microssatélites. Todos 0s
valores foram significativos (+) a um valor de p = 0,05.

CANMG JAPMG CRIGO POSGO PLGGO TERGO COCGO BURMG BAMMG CHGMT SILGO PATMG PERMG NIQGO ORIGO CHCGO MOSGO CNOGO ALPGO

CANMG
JAPMG
CRIGO
POSGO
PLGGO
TERGO
COCGO
BURMG
BAMMG
CHGMT
SILGO
PATMG
PERMG
NIQGO
ORIGO
CHCGO
MOSGO
CNOGO
ALPGO

0,0000
0,1691
0,0829
0,1861
0,0971
0,1746
0,1576
0,1200
0,1619
0,3130
0,1073
0,1048
0,0899
0,2481
0,1519
0,1089
0,1026
0,1046
0,1786

+
0,0000
0,1229
0,1271
0,1395
0,2142
0,1833
0,1326
0,2010
0,2555
0,1702
0,1764
0,1540
0,2125
0,2127
0,1757
0,1775
0,2009
0,1683

+
+
0,0000
0,1452
0,0734
0,1722
0,0974
0,0925
0,1655
0,3019
0,0739
0,0839
0,0445
0,1979
0,1016
0,0683
0,1020
0,0738
0,1251

+

+

+
0,0000
0,1688
0,2342
0,1893
0,1124
0,2347
0,2801
0,1657
0,2054
0,1746
0,1998
0,2381
0,1847
0,1886
0,2090
0,1358

+

+

+

+
0,0000
0,1265
0,1084
0,1243
0,1808
0,2568
0,0795
0,1258
0,0877
0,1433
0,1338
0,0794
0,0951
0,1092
0,1043

+

+

+

+

+
0,0000
0,1913
0,1931
0,2238
0,2756
0,1782
0,2582
0,2046
0,1819
0,2542
0,1986
0,1671
0,2239
0,1300

+

+

+

+

+

+
0,0000
0,1471
0,2029
0,3035
0,1000
0,1384
0,1108
0,1924
0,1126
0,1173
0,0857
0,1052
0,1713

+

+

+

+

+

+

+
0,0000
0,1774
0,2718
0,1397
0,1560
0,1387
0,1981
0,2019
0,1293
0,1636
0,1449
0,1442

+
+

+

+
+
0,0000
0,2444
0,2000
0,1839
0,1425
0,2397
0,2438
0,1710
0,2110
0,2087
0,1921

+
+

+

+
+
0,0000
0,2908
0,3414
0,2958
0,2326
0,3467
0,2797
0,2826
0,3212
0,2381

+
+

+

+
+
0,0000
0,1143
0,0781
0,2159
0,0485
0,0764
0,0921
0,0636
0,1587

+
+
0,0000
0,0640
0,2653
0,1294
0,1005
0,1223
0,0738
0,2207

+
+
0,0000
0,2325
0,1002
0,0713
0,1155
0,0748
0,1611

+
+

+

+
+
0,0000
0,2959
0,1996
0,2063
0,2382
0,0611

+
+

+

+
+
0,0000
0,1008
0,1079
0,0742
0,2403

+
+

+

+
+
0,0000
0,0762
0,0715
0,1223

+
+

+

+
+

0,0000

0,0916 0,0000

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

0,1558 10,1928 0,0000
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Apéndice E. Resumo da analise de SPCA com 19 subpopulagdes de Stryphnodendron adstringens,
evidenciando autocorrelacdo negativa de autovalores de PCA e estrutura espacial com os
indices | de Moran.

Eixo Autovalores Variancia I de Moran
1 0,0214 0,6264 0,1370
2 0,0108 0,4108 0,1054
3 0,0090 0,3553 0,1019
4 0,0062 0,3717 0,0669
5 0,0017 0,3738 0,0179
6 0,0000 0,2671 0,0000
7 0,0000 0,2823 0,0000
8 -0,0027 0,4854 -0,0226
9 -0,0045 0,3200 -0,0561
10 -0,0045 0,4391 -0,0409
11 -0,0084 0,3719 -0,0900
12 -0,0321 0,6976 -0,1841
13 -0,0579 0,8407 -0,2754
14 -0,0806 1,1446 -0,2818
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Apéndice F. Padrdo espacial de 19 subpopulacGes de S. adstringens a partir da analise SPCA. A)

Decomposicdo de cada autovalor em seus componentes de autocorrelagdo espacial e
variancia. Cada Ai representa autovalores de sSPCA, onde A1 ¢ o maior positivo e A14 € o
maior negativo, de acordo com sua variagdo e os componentes | de Moran (Apéndice E).
B) Interpolacéo de scores locais. As linhas de contorno vermelhas mais proximas, indicam
maior diferenciacdo genética. C) grafico de barras de autovalores. Autovalores positivos (&
esquerda) indicam estruturas globais e autovalores negativos (a direita) indicam padroes
locais. D) Mapa de entidades dos scores locais da sPCA, representando as 19
subpopulagbes. Os quadrados escuros indicam autocorrelacdo positiva e os claros,
autocorrelacdo negativa. E) Histograma de teste G; canto inferior direito. F) Histograma
de teste L. Os dois ultimos sdo histogramas de estatisticas de testes de permutacao, em que
as estatisticas observadas sdao indicadas por um losango preto. Ambos os testes foram
significativos, indicando estrutura global e local.
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Apéndice G. Resultados do MIGRATE-n para o parametro mutacional & e célculo para o tamanho
efetivo populacional, para cada subpopulacdo de Stryphnodendron adstringens. Os
percentis correspondem a 2,5% e 97,5% da distribuicdo posterior, respectivamente.

Subpop. 0 Percentis Ne
CANMG 0,022 (0,007 - 0,013) 28,06
JAPMG 0,010 (0,003 - 0,013) 12,25
CRIGO 0,027 (0,011 - 0,021) 33,58
POSGO 0,008 (0,000 - 0,005) 10,18
PLGGO 0,016 (0,006 - 0,012) 19,91
TERGO 0,022 (0,001 - 0,006) 28,00
COCGO 0,025 (0,018 - 0,043) 31,09
BURMG 0,002 (0,000 - 0,005) 2,43
BAMMG 0,030 (0,021 - 0,042) 37,46
CHGMT 0,006 (0,002 - 0,010) 7,88
SILGO 0,024 (0,019 - 0,040) 29,96
PATMG 0,060 (0,042 - 0,094) 75,16
PERMG 0,010 (0,00 - 0,004) 12,25
NIQGO 0,006 (0,004 - 0,008) 7,51
ORIGO 0,021 (0,010 - 0,036) 25,68
CHCGO 0,077 (0,052 - 0,100) 96,30
MOSGO 0,026 (0,004 - 0,014) 32,34
CNOGO 0,004 (0,00 - 0,008) 4,63
ALPGO 0,013 (0,009 - 0,017) 16,40
Média 0,022 - 26,90

Ne = 8/4y, considerando a taxa de mutagdo pu=2,0 x 10,
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Apéndice H. Taxas historicas de migracdo (m) entre 19 subpopulagdes de Stryphnodendron adstringens, calculadas no programa MIGRATE-n. Os valores
na diagonal inferior correspondem as subpopulagdes doadoras (linha vertical), enquanto a diagonal superior aponta as taxas de migracdo nas
subpopulaces receptoras (linha horizontal).

CANMG JAPMG

CRIGO

POSGO

PLGGO

TERGO

COCGO

BURMG

BAMMG

CHGMT

SILGO

PATMG

PERMG

NIQGO

ORIGO

CHCGO

MOSGO

CNOGO

ALPGO

CANMG
JAPMG
CRIGO
POSGO
PLGGO
TERGO
COCGO
BURMG
BAMMG
CHGMT
SILGO
PATMG
PERMG
NIQGO
ORIGO
CHCGO
MOSGO
CNOGO
ALPGO

0,0094
0,0157
0,0119
0,0024
0,0103
0,0087
0,0099
0,0204
0,0090
0,0063
0,0126
0,0135
0,0028
0,0067
0,0122
0,0092
0,0127
0,0085

0,0094
0,0060
0,0127
0,0052
0,0053
0,0039
0,0113
0,0076
0,0091
0,0114
0,0060
0,0053
0,0087
0,0066
0,0048
0,0162
0,0082
0,0114

0,0110
0,0039
0,0129
0,0169
0,0091
0,0103
0,0105
0,0142
0,0086
0,0073
0,0101
0,0117
0,0106
0,0146
0,0166
0,0088
0,0202
0,0094

0,0082
0,0122
0,0103
0,0126
0,0060
0,0057
0,0096
0,0179
0,0062
0,0048
0,0071
0,0090
0,0086
0,0059
0,0045
0,0091
0,0079
0,0064

0,0190
0,0070
0,0143
0,0082
0,0107
0,0061
0,0151
0,0101
0,0230
0,0137
0,0018
0,0092
0,0244
0,0113
0,0217
0,0095
0,0152
0,0089

0,0074
0,0087
0,0239
0,0103
0,0317
0,0060
0,0105
0,0135
0,0056
0,0093
0,0034
0,0086
0,0091
0,0051
0,0287
0,0082
0,0045
0,0041

0,0086
0,0072
0,0043
0,0069
0,0112
0,0039
0,0089
0,0102
0,0064
0,0145
0,0068
0,0075
0,0082
0,0047
0,0243
0,0119
0,0096
0,0084

0,0058
0,0094
0,0077
0,0322
0,0132
0,0070
0,0057
0,0138
0,0023
0,0117
0,0156
0,0067
0,0098
0,0071
0,0068
0,0210
0,0117
0,0051

0,0137
0,0130
0,0115
0,0077
0,0083
0,0049
0,0049
0,0111
0,0121
0,0115
0,0266
0,0147
0,0094
0,0084
0,0100
0,0072
0,0052
0,0143

0,0057
0,0146
0,0144
0,0123
0,0094
0,0093
0,0045
0,0065
0,0254
0,0066
0,0075
0,0106
0,0035
0,0096
0,0141
0,0081
0,0104
0,0181

0,0154
0,0150
0,0214
0,0103
0,0241
0,0072
0,0116
0,0126
0,0086
0,0043
0,0071
0,0167
0,0108
0,0164
0,0057
0,0099
0,0237
0,0127

0,0097
0,0127
0,0133
0,0125
0,0098
0,0075
0,0057
0,0174
0,0201
0,0085
0,0086
0,0035
0,0035
0,0545
0,0119
0,0079
0,0180
0,0067

0,0288
0,0085
0,0095
0,0139
0,0084
0,0047
0,0079
0,0078
0,0224
0,0068
0,0112
0,0080
0,0163
0,0148
0,0167
0,0097
0,0061
0,0247

0,0068
0,0162
0,0091
0,0053
0,0252
0,0080
0,0082
0,0115
0,0044
0,0105
0,0143
0,0053
0,0120
0,0036
0,0072
0,0079
0,0086
0,0123

0,0075
0,0094
0,0046
0,0055
0,0122
0,0092
0,0042
0,0078
0,0096
0,0033
0,0100
0,0080
0,0087
0,0087
0,0093
0,0032
0,0144
0,0021

0,0103
0,0100
0,0032
0,0076
0,0049
0,0148
0,0119
0,0167
0,0210
0,0061
0,0088
0,0058
0,0119
0,0038
0,0085
0,0088
0,0158
0,0047

0,0103
0,0068
0,0153
0,0167
0,0067
0,0039
0,0045
0,0180
0,0095
0,0027
0,0133
0,0129
0,0137
0,0098
0,0251
0,0036
0,0141
0,0089

0,0039
0,0116
0,0117
0,0120
0,0086
0,0043
0,0102
0,0134
0,0069
0,0040
0,0204
0,0111
0,0233
0,0051
0,0059
0,0086
0,0148

0,0047

0,0100
0,0106
0,0035
0,0144
0,0159
0,0079
0,0120
0,0225
0,0076
0,0106
0,0059
0,0110
0,0384
0,0068
0,0122
0,0182
0,0149
0,0154
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Apéndice 1. NUmero de migrantes por geracdo (M = m/p), estimados por analise de coalescéncia no programa MIGRATE-n, entre 19 subpopulagdes de
Stryphnodendron adstringens, Os valores na diagonal inferior correspondem as subpopula¢des doadoras (linha vertical), enquanto a diagonal
superior aponta as taxas de migracdo nas subpopulagdes receptoras (linha horizontal).

CANMG

JAPMG

CRIGO

POSGO PLGGO

TERGO

COCGO

BURMG BAMMG CHGMT

SILGO

PATMG

PERMG

NIQGO

ORIGO

CHCGO

MOSGO CNOGO

ALPGO

CANMG
JAPMG
CRIGO
POSGO
PLGGO
TERGO
COCGO
BURMG
BAMMG
CHGMT
SILGO
PATMG
PERMG
NIQGO
ORIGO
CHCGO
MOSGO
CNOGO
ALPGO

18,80
31,34
23,86
4,84
20,68
17,37
19,76
40,71
18,09
12,60
25,26
27,08
5,54
13,45
24,40
18,49
25,49
17,01

18,80
11,91
25,49
10,34
10,64
7,74
22,64
15,11
18,17
22,83
12,02
10,67
17,48
13,13
9,57
32,48
16,48
22,82

21,91
7,86
25,81
33,70
18,21
20,51
20,93
28,31
17,25
14,65
20,29
23,45
21,18
29,11
33,20
17,65
40,31
18,83

16,48
24,40
20,63
25,12
12,06
11,48
19,20
35,72
12,45
9,57
14,22
18,07
17,10
11,86
8,93
18,26
15,75
12,87

38,04
13,94
28,66
16,46
21,37
12,21
30,19
20,16
46,08
27,43
3,59
18,42
48,76
22,69
43,31
19,09
30,47
17,72

14,88
17,32
47,76
20,55
63,41
11,90
21,02
26,98
11,21
18,55
6,79
17,25
18,17
10,26
57,38
16,46
9,06
8,20

17,12
14,41
8,61
13,70
22,42
7,87
17,72
20,33
12,73
29,09
13,56
14,92
16,33
9,46
48,59
23,78
19,24
16,78

11,64
18,83
15,34
64,37
26,50
13,96
11,46
27,63
4,65
23,36
31,21
13,43
19,69
14,20
13,62
42,01
23,33
10,27

27,30
25,90
23,06
15,40
16,55
9,73
9,87
22,11
24,14
23,01
53,14
29,47
18,89
16,88
20,04
14,31
10,41
28,58

11,38
29,22
28,82
24,62
18,82
18,61
8,95
12,97
50,76
13,24
14,93
21,27
6,96
19,17
28,25
16,11
20,78
36,13

30,83
29,91
42,85
20,54
48,22
14,46
23,12
25,18
17,13
8,64
14,30
33,32
21,62
32,84
11,39
19,89
47,37
25,46

19,45
25,50
26,53
24,91
19,63
14,93
11,42
34,87
40,15
17,06
17,28
7,01
6,93
108,92
23,76
15,79
36,10
13,34

57,57
17,06
19,09
27,77
16,76
9,45
15,86
15,61
44,81
13,54
22,43
16,06

32,62
29,62
33,49
19,30
12,24
49,47

13,64
32,46
18,25
10,69
50,33
16,09
16,38
23,07
8,79
20,92
28,52
10,60
24,02

7,22
14,39
15,70
17,15
24,69

15,06
18,73
9,17
10,90
24,38
18,50
8,37
15,62
19,22
6,66
19,91
16,02
17,40
17,33
18,60
6,47
28,82
4,15

20,69
19,96
6,31
15,27
9,90
29,54
23,85
33,35
42,08
12,21
17,68
11,65
23,78
7,67
16,98
17,67
31,54
9,31

20,59
13,60
30,55
33,35
13,44
7,84
9,03
35,92
19,06
5,49
26,68
25,79
27,36
19,64
50,29
7,24
28,16
17,79

7,86
23,19
23,48
23,93
17,12

8,53
20,31
26,89
13,77

7,97
40,75
22,19
46,68
10,11
11,81
17,28
29,65

9,45

20,00
21,29
6,97
28,79
31,72
15,83
23,95
44,97
15,13
21,29
11,81
22,02
76,77
13,64
24,34
36,32
29,83
30,73
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Apéndice J. Taxas de migracdo recentes (mc) entre 19 subpopulacGes de Stryphnodendron adstringens, calculadas no programa BayesAss. As subpopulac6es
doadoras se encontram na vertical (indicadas na primeira coluna), enquanto que as receptoras estao na horizontal. Os valores em negrito na diagonal
se referem as taxas de ndo-migracdo (a populacdo doadora também é receptora).

D2>R

CANMG

JAPMG

CRIGO

POSGO

PLGGO

TERGO

COCGO

BURMG BAMMG CHGMT SILGO

PATMG

PERMG

NIQGO

ORIGO

CHCGO MOSGO

CNOGO

ALPGO

CANMG
JAPMG
CRIGO
POSGO
PLGGO
TERGO
COCGO
BURMG
BAMMG
CHGMT
SILGO
PATMG
PERMG
NIQGO
ORIGO
CHCGO
MOSGO
CNOGO
ALPGO

0,769
0,008
0,010
0,007
0,008
0,011
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,008
0,009
0,007
0,007
0,007
0,008
0,007
0,008

0,010
0,869
0,008
0,008
0,008
0,011
0,007
0,013
0,007
0,008
0,007
0,008
0,009
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007

0,007
0,007
0,680
0,007
0,008
0,011
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,008
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,008

0,007
0,007
0,007
0,876
0,007
0,011
0,007
0,016
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,008

0,009
0,008
0,027
0,007
0,846
0,013
0,008
0,007
0,007
0,007
0,007
0,008
0,009
0,007
0,007
0,010
0,008
0,007
0,009

0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,678
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007

0,007
0,007
0,013
0,007
0,008
0,011
0,846
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,008
0,012
0,011
0,009
0,008

0,010
0,007
0,013
0,009
0,007
0,011
0,007
0,852
0,007
0,007
0,007
0,008
0,007
0,007
0,007
0,008
0,008
0,007
0,008

0,012
0,007
0,009
0,007
0,008
0,011
0,008
0,013
0,877
0,008
0,007
0,007
0,010
0,008
0,007
0,007
0,009
0,007
0,008

0,007
0,007
0,007
0,007
0,008
0,011
0,007
0,007
0,007
0,869
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,008
0,007
0,007
0,008

0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,011
0,007
0,007
0,007
0,007
0,673
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007

0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,011
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,674
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007

0,093
0,012
0,135*
0,008
0,011
0,011
0,015
0,011
0,008
0,007
0,008
0,198*
0,856
0,007
0,012
0,014
0,011
0,023
0,008

0,007
0,007
0,007
0,007
0,021
0,132*
0,008
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,880
0,007
0,011
0,008
0,007
0,195*

0,009
0,008
0,032
0,007
0,008
0,011
0,019
0,008
0,008
0,007
0,213*
0,008
0,013
0,006
0,873
0,021
0,010
0,190*
0,008

0,007
0,007
0,012
0,007
0,010
0,011
0,008
0,007
0,007
0,007
0,007
0,008
0,010
0,007
0,007
0,842
0,009
0,012
0,008

0,012
0,008
0,007
0,007
0,009
0,011
0,011
0,007
0,007
0,007
0,007
0,008
0,007
0,007
0,008
0,008
0,854
0,007
0,008

0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,011
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,008
0,007
0,007
0,006
0,007
0,007
0,673
0,007

0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,011
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,006
0,007
0,007
0,007
0,674

*: valores significativos a um intervalo de 95%.
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Apéndice K. Valores de associacdo proporcional (®) obtidos para os dois grupos encontrados na
anéalise bayesiana do STRUCTURE pelo método de Evanno et al. (2005), considerando as
19 subpopulagbes de Stryphnodendron adstringens.

Associacdo proporcional ()

Subpop. -
Azul (Cluster 1) Laranja (Cluster 2)
CANMG 0,9771 0,0229
JAPMG 0,1141 0,8859
CRIGO 0,9287 0,0713
POSGO 0,0036 0,9964
PLGGO 0,5225 0,4775
TERGO 0,0696 0,9304
COCGO 0,9629 0,0371
BURMG 0,0938 0,9062
BAMMG 0,9352 0,0648
CHGMT 0,0000 1,0000
SILGO 0,9837 0,0163
PATMG 0,9664 0,0336
PERMG 0,9918 0,0082
NIQGO 0,0033 0,9967
ORIGO 0,9998 0,0002
CHCGO 0,9437 0,0563
MOSGO 0,8404 0,1596
CNOGO 0,9980 0,0020
ALPGO 0,0865 0,9135
Média 0,6011 0,3989
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Apéndice L. Resumo da anélise de redundancia RDA com 19 subpopulac@es de Stryphnodendron
adstringens, trés variaveis bioclimaticas e altitude. Os primeiros componentes candnicos
explicam juntos 57,28% de toda a variagdo encontrada (ambos significativos).

Proporcéo

Componente  Autovalor explicada Cumulativo F Pr(>F)
RDA1 0,322 0,411 0,411 21,540 0,001***
RDA2 0,237 0,301 0,712 15,805 0,001***
RDA3 0,188 0,241 0,953 12,619 0,001***
RDA4 0,0373 0,048 1 2,494 0,009**

**: valor significativo (< 0,01).
***: valor significativo (< 0,001).
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Apéndice M. Distribuicdo estatistica do nimero de alelos representados em 15.000 combinacdes
estocasticas de subpopulagdes, para um N = 7. Nenhuma combinacao aleatéria seria capaz
de representar todos os 100 alelos.
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Anexo Descricdo das 19 variaveis bioclimaticas fornecidas pelo ecoClimate
(http://ecoclimate.org/), derivadas das varidveis de temperatura e precipitagéo.
Fonte: Lima-Ribeiro et al. (2015).
Variavel Descri¢do (nome - unidade)
BIO1 Temperatura média anual = (°C)
BI1O2* Intervalo médio diurno (Média mensal (max temp - min temp)) = (°C)
BIO3 Isotermalidade (100*BIO2/BI07) = (%)
BlO4* Sazonalidade de Temperatura (desvio padrdo * 100) - (%)
BIO5 Temperatura maxima do més mais quente - (°C)
BIO6 Temperatura minima do més mais frio > (°C)
BIO7 Intervalo da temperatura anual (BIO5-BIO6) = (°C)
BIO8 Temperatura média do quadrimestre mais imido - (°C)
BIO9 Temperatura média do quadrimestre mais seco = (°C)
BIO10 Temperatura media do quadrimestre mais quente - (°C)
BIO11 Temperatura média do quadrimestre mais frio> (°C)
BI0O12 Precipitacdo Anual > (mm/m?)
BIO13 Precipitacdo do més mais umido = (mm/m2)
BIO14 Precipitacdo do més mais seco = (mm/m?)
BIO15 Sazonalidade de Precipitacdo (coeficiente de variagdo) = (%)
BlIO16* Precipitacdo do quadrimestre mais imido = (mm/m2)
BIO17 Precipitacdo do quadrimestre mais seco - (mm/m?)
BIO18 Precipitacdo do quadrimestre mais quente = (mm/m?)
BIO19 Precipitacdo do quadrimestre mais frio > (mm/m?)

*Variaveis selecionadas para o estudo.
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