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RESUMO

Pterodon emarginatus Vogel, conhecida popularmente como sucupira-branca, possui
caracteristicas que possibilitam a sua exploracdo como recurso madeireiro, ornamental e
medicinal. Conhecer a variabilidade genética nas populacdes naturais de um recurso
genético vegetal é importante para a defini¢do de estratégias para 0 seu uso e conservagao.
O presente estudo teve como objetivo conhecer a diversidade genética de populacdes
naturais P. emarginatus no Cerrado, para fins de uso e conservacao. Foram coletados 302
individuos, provenientes de 13 populagdes do Cerrado. Esses individuos foram analisados
com 10 marcadores microssatélites. A deteccao dos gen6tipos foi realizada pelo emprego do
analisador genético ABI-3500 (Applied Biosystems). A qualidade dos locos foi avaliada com
base em estimativas de probabilidade de identidade e da probabilidade de exclusdo de
paternidade, no programa ldentity4. As analises de diversidade e estrutura genética
populacional foram realizadas nos programas GDA e pelo pacote hierfstat, em ambiente R.
Foi realizada a anélise de agrupamento por método bayesiano, com 0 uso do programa
STRUCUTRE. Foi estimada a divergéncia genética (Fst par a par) e o teste de Mantel, com
0 uso dos pacotes hierfstat e Vegan em ambiente R. A presenca de descontinuidade genética
foi verificada com a aplicagédo do algoritmo de Monmonier. A identificacdo de populagdes
prioritarias para conservacao foi realizada pelo algoritmo Greedy, em ambiente R. A bateria
de locos se mostrou adequada para a andlises de discriminacdo individual e para estudos
genético populacionais, uma vez que a probabilidade de identidade foi baixa (Pl = 2,4109
x 101) e a excluséo de paternidade foi alta (Q = 0,9998). Foram identificados 15,9 alelos
em média, por loco. A heterozigosidade observada (0,521) foi menor do que a
heterozigosidade esperada (0,654). As populagdes exibiram estrutura genética populacional
significativa (6p = 0,104), com presenca de endogamia decorrente do sistema reprodutivo (f
= 0,207). A endogamia do conjunto de populacbes também foi alta e significativa (F =
0,290). Foram detectados seis grupos geneticos pela analise Bayesiana. Nao foram
detectadas relagdes entre a distancia genética e geogréafica. As populacdes de Araguagu-TO
e Porangatu-GO apresentaram descontinuidade genética com quatro populac@es. N&o foi
possivel estabelecer um nimero minimo de populagdes prioritarias para conservacao, pois
ha a necessidade de se conservar todas elas (13) para se amostrar todos os alelos identificados

no presente estudo. Este estudo revela que as populagdes naturais de P. emarginatus
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apresentam alta diversidade genética, porém esta diversidade estid estruturada nessas
populacbes que, ainda, apresentam endogamia decorrente do sistema reprodutivo. Além
disso, a divergéncia genética ndo é explicada pela distancia geografica e as populacdes
apresentam baixa redundancia de riqueza alélica. Tais resultados implicam na necessidade
de um maior esforgo amostral, tanto de individuos, quanto de populacfes, em trabalhos que

visem a conservagao e uso da espécie.

Palavra-chave: Genética da Conservacao, microssatélites, recurso genético,

sucupira-branca.
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ABSTRACT

Pterodon emarginatus Vogel, popularly known as white sucupira, has characteristics that
allow its exploitation as a timber, ornamental and medicinal resource. Knowing the genetic
variability in natural populations of a plant genetic resource is important for defining
strategies for its use and conservation. The present study had as objective to know the genetic
diversity of natural populations of P. emarginatus in the Brazilian cerrado, for use and
conservation purposes. 302 individuals were collected, from 13 Brazilian cerrado
populations. These individuals were analyzed using 10 microsatellite markers. The detection
of the genotypes was performed using the ABI-3500 genetic analyzer (Applied Biosystems).
The quality of the loci was evaluated based on estimates of probability of identity and
probability of exclusion of paternity, in the Identity4 program. The analyzes of diversity and
genetic population structure were performed in the GDA programs and by the hierfstat
package, in environment R. The cluster analysis was performed by the Bayesian method,
using the STRUCUTRE program. The genetic divergence (pairwise Fst) and the Mantel test
were estimated, using the hierfstat and VVegan packages in environment R. The presence of
genetic discontinuity was verified with the application of the Monmonier algorithm. The
identification of priority populations for conservation was performed by the Greedy
algorithm, in an R environment. The battery of loci proved to be adequate for the analysis of
individual discrimination and for population genetic studies, since the probability of identity
was low (Pl = 2, 4109 x 10%) and the exclusion of paternity was high (Q = 0.9999). An
average of 15.9 alleles were identified per locus. The observed heterozygosity (0.521) was
less than the expected heterozygosity (0.654). The populations exhibited a significant
population genetic structure (0p = 0.104), with the presence of inbreeding due to the
reproductive system (f = 0.207). The inbreeding of the population group was also high and
significant (F = 0.290). Six groups were detected by Bayesian analysis. No relationship was
detected between genetic and geographical distance. The populations of Araguagu TO and
Porangatu GO showed genetic discontinuity with four other populations. It was not possible
to establish a minimum number of priority populations for conservation, as there is a need
to conserve all of them (13) in order to sample all the alleles identified in the present study.
This study reveals that the natural populations of P. emarginatus have high genetic diversity,
but this diversity .is structured among populations and that there is inbreeding within
populations due to the reproductive system. In addition, the genetic divergence is not
explained by the geographical distance and the populations have a low redundancy of allelic
richness. Such results imply the need for a greater sampling effort, both of individuals and
populations, in works aimed at the conservation and use of the species.

Keyword: Conservation Genetics, genetic resources, microsatellites, sucupira-branca.
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1. INTRODUCAO

Pterodon emarginatus Vogel (Leguminosae), conhecida popularmente como
sucupira-branca, € uma arvore com potencial de uso madeireiro, ornamental e medicinal
(MATOS et al., 2007). Em virtude de sua alta resisténcia em processos de apodrecimento de
madeiras, a sucupira-branca apresenta um potencial para utilizacdo em fins madeireiros
como na construcdo civil, mdveis, objetos artesanais, postes, dentre outros. Para fins
ornamentais, a sucupira-branca é utilizada em raz&o de suas flores com cores chamativas
(GORGONE, 2020). No que diz respeito ao potencial medicinal de sucupira-branca, a ampla
utilizacdo desta planta em meios de uso popular, retratam uso no tratamento de infec¢cdes no
trato respiratorio, infeccdes ginecologicas, tratamento de diabetes e reumatismo (ALMEIDA
& GOTTILIEB, 1975; LORENZI & MATOS, 2002; MASCARO et al., 2004,
BUSTAMANTE et al., 2010).

As principais caracteristicas morfoldgicas de P. emarginatus sdo a altura, que varia
de 5 a 10 m em individuos adultos, o diametro do tronco de até 70 cm, a presenca de folhas
compostas, paripinadas, alternadas e espiraladas, contendo entre 14 a 20 foliolos de 2a 6 cm
de comprimento de 1 a 4 cm de largura. Uma caracteristica marcante da espécie é a cor roxa
das flores, com cerca de 1cm de didmetro e 5 pétalas, dispostas em cachos (CAMILLO et
al., 2016; SILVA et al., 2018).

No Brasil a distribuicdo geografica de P. emarginatus é descrita nas regides
sudeste, centro oeste, norte e nordeste (LIMA, H.C. de; LIMA, 2015). No bioma Cerrado a
espécie ocorre em areas de cerrado stricto sensu, cerraddo mesotrofico e areas de transicdo
entre cerrado e floresta semidecidua (CAMILLO et al., 2016; LORENZI, 1992), sendo
caracteristica de solos secos e arenosos (FELFINI et al., 2002).

Avaliar a variagcdo genética em populacdes de espécies no Cerrado, torna
possivel a identificagdo de informac6es acerca da capacidade de resiliéncia das populagoes,
0 que auxilia na conservacdo da espécie e de seu habitat (TELLES et al., 2010). As
estimativas de diferenciacdo populacional sdo imprescindiveis para a compreensdo da
relacdo entre as populagdes, e constituem ferramentas importantes para o desenvolvimento
de estratégias, para conservacdo (DOGAN; DOGAN, 2016). Dentre os marcadores
moleculares, os microssatélites apresentam-se como uma técnica eficaz para a avaliacdo da
diversidade genética populacional, devido a codominancia e alto grau de polimorfismo, além
da abundéncia nos genomas de plantas (KUMAR YADAV et al., 2017; RITZ et al., 2000;
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THOMAS; ANILKUMAR, 2008). Portanto, o estudo genético populacional com
marcadores microssatélites pode contribuir com o melhor conhecimento sobre a biologia
béasica da espécie e para a aplicacdo deste conhecimento para 0 Seu USoO e conservacao.

Existem poucos estudos geneéticos sobre P. emarginatus. Rocha, (2006) ao
analisar populagOes de P. emarginatus por meio de marcadores RAPD, identificou uma
maior variabilidade dentro das populagdes em relacdo a variabilidade entre as populagdes,
entretanto nesse mesmo estudo foram detectados grupos genéticos distintos, de acordo com
0s pontos de coleta. Ja Melo (2018) identificou alta diversidade genética e endogamia
decorrente do sistema reprodutivo em duas populagdes de P. emarginatus, com a utilizacéo
de locos desenvolvidos para Pterodon pubescens e transferidos para P. emarginatus.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo conhecer a magnitude e a distribuicdo da variabilidade
genética em populac@es naturais P. emarginatus no Cerrado, com o intuito de contribuir para

a definicdo de estratégias prioritarias para conservacao e uso desta espécie.

2.2. Objetivos especificos
— Conhecer os niveis de diversidade genética e endogamia nas populacées de P.

emarginatus;
— Avaliar a existéncia de agrupamentos genéticos das populacGes de P. emarginatus;

— Verificar se as populacdes que sdo espacialmente proximas sdo mais semelhantes

geneticamente;

— Avaliar a existéncia de descontinuidade de fluxo génico entre as populacgdes
estudadas;

— ldentificar populagdes prioritarias para a conservacao.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Conservacéo do cerrado

O Brasil abriga uma das maiores riquezas floristicas do mundo (FORZZA et al.,
2012). Nesse cenario, o cerrado, em territorio nacional esta presente nos estados descritos na
figura 1 (RIBEIRO; WALTER, 2008).

N
0 500 1000 km
[ I

Figura 1. Distribui¢do do bioma Cerrado (evidenciado em cinza) no territorio brasileiro.

Esse bioma tem enfrentado um grande processo de perda de area natural devido
a expansdo agricola que tem se intensificado em cerca dos ultimos 30 anos, principalmente
pelo crescimento nas areas de pastagem, e plantio através da monocultura de milho, soja,
cana de agUcar, café, entre outros (GRECCHI et al., 2013; HUNKE et al., 2015; KLINK;
MACHADO, 2005; MARRIS, 2005; REDO; AIDE; CLARK, 2013; SANO et al., 2008).
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A expansdo agricola tem aumentado significativamente o desenvolvimento
econdémico das regibes, entretanto juntamente com o desenvolvimento, 0 aumento da
agricultura tem proporcionado sérios problemas ambientais associados a escassez de agua,
contaminacdo e degradacdo do solo, e problemas relacionados ao uso indiscriminado de
agrotoxicos (LOPES; AYARZA; THOMAS, 2004). Segundo Strassburg et al. (2017), cerca
de 46% da cobertura vegetal nativa do cerrado foi perdida, e apenas aproximadamente 19%
permanece inalterada.

O crescimento de areas de pastagem e plantio, tem gerado um processo de
fragmentacdo das areas de cobertura vegetal nativa, esse processo pode ser definido como
uma alteracdo do habitat natural levando-o a uma divisdo de &reas continuas, gerando
fragmentos de menor area isolados por uma paisagem diferente (CARVALHO; MARCO;
FERREIRA, 2009).

A grande biodiversidade aliada ao alto endemismo e a perda de habitats,
provocou um aumento constante no interesse em estudar os processos evolutivos e
ecologicos, sobre as espécies nativas desse bioma, a fim de encontrar estratégias para
conservacao (SOUZA; TELLES; DINIZ-FILHO, 2016).

As plantas s&o de grande importancia para a biodiversidade do mundo, sendo essas,
consideradas um recurso essencial para o planeta, podendo ser cultivadas ou selvagens, elas
representam grande importancia ou potencial econdémico e cultural. Além disso as espécies
vegetais desempenham um papel fundamental no equilibrio e estabilidade ambiental, fornecendo
habitats que possibilitam a manutencdo da vida de muitos organismos (CONVENTION ON
BIOLOGICAL DIVERSITY, 2012).

Dentre as principais medidas para a conservagdo dos recursos genéticos vegetais,
a conservacdo In Situ, pode ser definida como, a manutencdo de uma populacdo em seu
habitat natural, por meio de regeneracao natural ou artificial desde que néo ocorra sele¢ao
durante a colheita das sementes (KAGEYAMA, 1987). J& a conservagdo Ex Situ representa
a manutencao de pool génico fora do habitat natural da espécie, em condicGes artificiais,
como por exemplo, cole¢Bes permanentes de sementes, culturas de tecidos e colecdes In Vivo
(PAIVA, 1994).

3.2. A Familia Leguminosae e a espécie Pterodon emarginatus
A familia Leguminosae, também conhecida como Fabaceae, tem grande
importancia na medicina e economia (AMINFAR; TOHIDFAR, 2018). Os individuos
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pertencentes a esse grupo podem se apresentar em forma de ervas, arbustos, arvores ou
lianas, e em geral possuem folhas alternas, inflorescéncias normalmente racemosas, e as
flores bissexuadas (MIGUEIS; GOMIDES; NETO, 2015). A distribuicio cosmopolita das
leguminosas, possibilitou a ocorréncia em uma ampla gama de habitats, podendo ser
encontradas até mesmo em ambientes extremos (DRYFLOR et al., 2016).

O elevado metabolismo de aminoacidos e nitrogénio, assim como a frequente
presenca de nddulos radiculares ocasionados por bactérias fixadoras de nitrogénio,
proporcionam &s espécies desse grupo, um alto potencial para a recuperacdo de areas
degradadas (AMARAL et al., 2015).

As plantas pertencentes a essa familia ocupam a segunda posi¢do mundial quanto
ao interesse agrondmico, sendo superada apenas pelas gramineas (LEWIS, G.; SCHRIRE,
B.; MACKINDER, B. & LOCK, 2005). Cerca de 30% da cobertura vegetal do planeta é
ocupada pela familia leguminosae, dessa forma, a producao de gréos para alimentacdo é a
principal finalidade para o plantio comercial desta familia, as aplicacfes do uso das
leguminosas se ampliam também para, construcdo civil, melhoramento do solo, e na
industria farmacéutica (BRAGA, 2015; LEWIS, G.; SCHRIRE, B.; MACKINDER, B. &
LOCK, 2005).

Dentre as espécies de importancia ou potencial econdmico estéo a soja (Glycine
max) o feijdo (Phaseolus vulgaris) na producdo alimenticia, o jatoba (Hymenaea spp) na
producdo de madeira, o flamboyant (Delonix regia) com a utilizacdo ornamental, o
barbatimdo (Styphnodendron adstringens), e a sucupira (Pterodon ssp) com potencial
farmacéutico (SANTANA, 2014).

As leguminosas representam uma das maiores familias de angiospermas, e
podem ser subdivida em 6 subfamilias como, Papilionoideae (Faboideae), Duparquetioideae,
Caesalpinioideae, Cercidoideae, Detarioideae e Dialioideae (AZANI et al., 2017). Dentro da
subfamilia Papilionoideae a tribo Dipterygeae € composta por 3 géneros, sendo esses,
Dipteryx (Schreb), Pterodon (Vogel) e Taralea (Aubl.), dentre as caracteristicas comuns a
esses géneros estdo, a presenca de corola papilionacea e a distribuicdo unicamente
neotropical (SILVA et al., 2018).

Segundo o programa Flora do Brasil 2020, o género Pterodon possui 4 espécies
descritas, sendo estas, P. abruptus, P. apparacioi, P. emarginatus e P. pubescens. Em geral,
essas espécies podem ser descritas como arvores aromaticas, e apresentam em média altura

de 5 a 15 metros em individuos adultos, ocorrendo principalmente em regifes centrais do
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Brasil, onde sdo popularmente conhecidas como “Sucupira” ou “Faveira” (DUTRA; LEITE;
BARBOSA, 2008; HANSEN; HARAGUCHI; ALONSO, 2010; OLIVEIRA; PAIVA,
2005).

A espécie P. emarginatus apresenta porte arboreo médio, ritidoma amarelado ou
acinzentado, casca descamante com a possivel presenca de fissuras, a copa é composta por
ramos e gemas terminais glabros. As folhas compostas apresentam, foliolos ovados com
comprimento variando de 2 a 6 cm, e largura entre 1 e 4 cm, as flores apresentam cor roxa
com 5 pétalas com cerca de 1cm de didametro (Figura 2). Esta espécie é habitualmente
encontrada nas regides do cerrado brasileiro, e em zonas de transicdo para florestas
semideciduas (MACHADO et al., 2018), esta possui ampla distribuicdo, e ndo € endémica
do Brasil. Em territdrio nacional, pode ser encontrada nos estados de Goias, Distrito Federal,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Sdo Paulo, Rond6nia, Tocantins, Bahia,
Piaui, Maranh&o e Ceara (CAMILLO et al., 2016).

A descricdo taxondmica dessa espécie ocorre através de duas principais formas,
onde segundo alguns autores, os individuos desta espécie podem apresentar dois morfotipos
sendo representados individuos que apresentam flores roxas e roseas (LEWIS, 1987), ou
através da separacdo desses morfotipos onde cada um ¢é identificado como uma espécie
distinta, P. emarginatus (flores roxas) e P. pubescens (flores réseas) (ROCHA, 2006).

Figura 2. Registro fotografico de Pterodon emarginatus VVogel: Arvore (A), Flor (B).
Foto: Mariana Pires de Campos Telles (2016).
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Garrafadas e extratos alcodlicos dessa planta, sdéo amplamente utilizados como
componentes energéticos, e na medicina popular, principalmente em decorréncia da sua a¢éo
analgesica e antiflamatéria (MACHADO et al., 2018). Segundo Agra et al., (2008), os frutos
de P. emarginatus, sdo utilizados na medicina popular, em tratamentos de reumatismo, dor
de garganta, bronquite, amigdalite entre outros. Santos et al., (2010) demonstrou em seus
estudos, com o extrato etilico bruto, atividade antimicrobiana desta planta. Dessa forma, o
isolamento e caracterizacdo de moléculas providas dessa espécie pode ser utilizado para
fabricacdo de farmacos (HANSEN; HARAGUCHI; ALONSO, 2010).

A madeira é comumente utilizada desde seu uso como lenha, construgdo civil
(LIMA et al., 2012) e também para fins ornamentais, e apicola (AQUINO; WALTER, B, M;
RIBEIRO, J, 2007). Segundo Gaspar et al. (2016) a espécie P. emarginatus, apresenta alta
fixacdo de carbono, assim como também pode ser usada na recuperacéo de areas degradadas,
devido a alta toleréncia a solos de baixa fertilidade e luz solar (LORENZI, 1998; MELO,
2018; OLIVEIRA; PAIVA, 2005)

3.3. Diversidade e estrutura genética em populagdes naturais de plantas

Os estudos de diversidade genética sdo uma importante ferramenta na
conservacao e manejo de vegetais (LAVANHOLE, 2018). Para esses estudos, as propor¢des
genotipicas esperadas sob o0s pressupostos do equilibrio de Hardy-Weinberg séo
fundamentais, pois qualquer desvio dessas propor¢oes pode fornecer sinais para inferéncias
sobre a dinamica da populacio alvo (DE MEEUS, 2018).

Um dos fatores que pode ser responsavel por essa dinamica, € a distribuicéo
espacial dos individuos, sendo essa capaz de influenciar nas forcas evolutivas, podendo
assim afetar a probabilidade de fixacdo de determinados alelos, provocando assim
divergéncia ao esperado para uma populacdo panmitica (SCHNEIDER et al., 2016).

Segundo Cruz et al. (2011) uma populacdo do ponto de vista genético, é
representada por um grupo de individuos pertencentes a uma mesma espécie que carregam
em sua constituicdo genética diferentes gendtipos, compartilham uma mesma area de
distribuico e se acasalam formando descendentes com constituicdo genética proporcional a
de seus genitores.

Dessa forma, diferentes localizagcdes geograficas, podem gerar a estruturacdo
genética através da descontinuidade das paisagens, provocando barreiras que impedem o

fluxo génico (MANEL et al., 2003), sendo esse o principal fator responsavel pela
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homogeneidade genética entre as subpopulag¢bes (PETIT; EXCOFFIER, 2009). Contudo €
importante ressaltar, que a variacdo geografica também é responsavel por manter diferentes
condi¢cdes ambientais nas populacdes, podendo provocar diferentes pressdes seletivas
ampliando assim o processo de estruturacdo (LEMOS; VAZ-DOS-SANTOS; VAGENAS,
2012).

A subdivisdo populacional pode ocorrer em diversos niveis, organizados de
forma hierarquica ou nao, dessa forma a populacéo pode ser dividida em regies ou grupos,
onde esses podem ser novamente agrupados em unidades menores, e assim sucessivamente
até atingir a unidade bésica da populagdo (EXCOFFIER, 2008).

Em geral, grande parte das populac6es se encontram subdivididas em conjuntos
menores, nas quais podem ser denominadas de subpopulac@es. O cruzamento entre
individuos agrupados em uma mesma subpopulacdo, pode se tornar mais frequente do que
o0 acasalamento entre individuos de diferentes subpopulacdes, podendo assim levar a uma
maior diferenciacdo genética entre individuos de subpopulacbes diferentes, do que
individuos da mesma populacdo (BORGES, 2015). Esse processo leva a diferenciacdo entre
as subpopulac@es, sendo crucial para a evolucdo em todas as espécies, sendo esse, um fator
determinante para a sobrevivéncia da espécie (MA; JI; ZHANG, 2015).

Dessa forma, a estimacdo da estrutura genética populacional permite determinar
a forma como variabilidade genética se distribui nas popula¢des de uma espécie (FAJARDO;
VIEIRA; MOLINA, 2016). Este fator é frequentemente identificado em populac6es naturais
de plantas, em virtude de sua imobilidade. (CASTRO, 2016; HEYWOOD, 1991;
LOVELESS; HAMRICK, 1984)

3.4. O uso de marcadores moleculares em estudos genético populacionais

Uma das principais etapas dos estudos populacionais genético-moleculares € a
identificacdo e selecdo de marcadores moleculares adequados, nos quais se enquadram
aqueles que apresentem reprodutibilidade, clareza nos resultados e sejam polimorficos
suficiente para a diferenciacdo individual (MATOS-OLIVEIRA et al., 2018).

Essas ferramentas de analise genética possibilitaram examinar com maior
precisdo, a historia evolutiva dos organismos, assim como uma melhor identificacdo da
variabilidade e estrutura genética (DE LIMA et al., 2015; SONSTEBJ; BORGSTRJM,;
HEUN, 2007). Os marcadores genéticos sdo amplamente aplicados em programas de

conservacao, pois atraves do emprego de marcadores € possivel monitorar espécies
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ameacadas de extingdo, espécies raras, e inferir sobre as forgas evolutivas atuantes, taxa de
sobrevivéncia e viabilidade populacional (FAJARDO; VIEIRA; MOLINA, 2016).

Os marcadores microssatélites também conhecidos como Simple Sequence
Repeat (SSR), sdo repeticbes em tandem de motivos de um a seis pares de nucleotideos
repetidos diversas vezes. Essas regides apresentam altas taxas de mutacées, por isso sdo de
grande proveito na genética de populagfes, pois as muta¢es tornam os marcadores SSR
bastante polimorficos, permitindo assim a distincdo genética entre individuos aparentados,
e eficiéncia na diferenciagédo entre populacdes (SCHNEIDER, T. et al., 2018).

A regido microssatélite tende a apresentar alta variagdo no tamanho dos
fragmentos dos loci, devido a insercdo errbnea de nucleotideos ocasionada pelo
escorregamento da DNA polimerase durante o processo de replicacdo, assim como outros
eventos, como crossing over desigual e retrotransposi¢cdo (TURCHETTO-ZOLET, 2017).

A utilizagio dessas regides como marcadores moleculares acontece devido a
capacidade de se analisar o numero de repeticdes, onde cada tamanho de fragmento
amplificado pode ser interpretado como alelo (SARTORETTO; FARIAS, 2010). A
visualizacdo dos fragmentos originados pela amplificacdo dos marcadores microssatélites,
pode ser feita por gel de agarose para fragmentos maiores, gel de poliacrilamida, para
fragmentos menores, ou com a utilizacdo de analisador automéatico de DNA, por meio da
eletroforese capilar (Figura 3), que apresenta maior precisdo em comparagdo aos demais
métodos (GOULART et al., 2011).

A caracteristica multialélica e codominante dos marcadores microssatélites,
possibilita a obtencdo de alto contetdo de informacao, assim, esses marcadores tornaram- se
populares entre os geneticistas de populagfes (TURCHETTO-ZOLET, 2017). Outra
caracteristica favoravel aos marcadores microssatélites, € a existéncia de sitios iniciadores
conservados entre espécies proximas evolutivamente, permitindo assim, em alguns casos, a
utilizacdo dos mesmos primers para a genotipagem em especies diferentes (SCHNEIDER,
etal., 2018).
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Figura 3. Padrdes de marcadores microssatélites por eletroforese capilar. Em (A)
representando homozigoto, em (B) heterozigoto.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Area de estudo e amostragem

Foram coletadas folhas de 302 individuos distribuidos em 13 locais de coleta nos
estados da Bahia, Goias, Maranh&o e Tocantins (Tabela 1 e Figura 4). Durante a coleta, as
folhas foram armazenadas em sacos plasticos contendo silica gel esférica, para o transporte
até o Laboratorio de Genética & Biodiversidade da Universidade Federal de Goias
(LGBIio/UFG). No laboratdrio, as folhas foram transferidas para tubos Falcon e armazenadas

em freezers com temperatura de -80°C.

Tabela 1. Descricdo das 13 populagdes amostradas de Pterodon emarginatus no Cerrado,

evidenciando municipios de coleta, codigo da populagdo, coordenadas geograficas

(longitude e latitude) e nimero de individuos (N) por populacéo.

Municipio Cadigo Longitude Latitude N
Alto Paraiso — GO PEMAPAGO  47°52'27"W  14°12'25"S 24
Alto Parnaiba — MA PEMALPMA  46°09'59"W  09°17'10”S 24
Alvorada do Norte — GO PEMANOGO 46°36'35"W 14°35'11"S 24
Araguacu — TO PEMARATO 49°35'21"W 12°45'15"S 24
Araguapaz — GO PEMAPZGO  50°33'47"W 15°05'14"S 16
Cariri—TO PEMCARTO 49°09'04"W 11°51'33"S 24
Carolina — MA PEMCARMA  47°26'33”W  07°05'45”S 24
Luiz Eduardo Magalhdes — BA PEMLEMBA  45°51'20"W  12°20'23"S 22
Monte Alegre de Goias — GO PEMMAGGO 46°45'44"W 13°08'17'S 24
Nova Crixas — GO PEMNCRGO 50°19'08"W 14°04'21"S 24
Nova Roselandia— TO PEMNROTO  48°54'43"W 10°38'06"S 24
Porangatu — GO PEMPORGO  49°11'45"W 13°30'51"S 24
Santa Rita do Novo Destino— GO PEMSRNGO  49°03'07"W  14°48'47"S 24
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Figura 4. Mapa do Brasil indicando os pontos de coleta das 13 populacbes de Pterodon
emarginatus no Cerrado (cujo territorio continuo esta marcado em cinza no mapa).

4.2. Extragéo do DNA genomico e quantificagéo

O DNA gendmico foi extraido do tecido foliar segundo o protocolo de Doyle e
Doyle (1987), que utiliza o detergente Cationic hexadecyl Trimethyl Ammonium Bromide
2% (CTAB). Esse protocolo consiste na maceracdo do material foliar, seguido pela
ressuspensdo do material macerado em solucdo CTAB 2% (Tris 100mM, pH8.0, EDTA
20mM, NaCl 1,4M, CTAB 2%, PVP 1% e &gua). Posteriormente é adicionado cloroférmio
e alcool-isoamilico a solucdo e centrifugado para a separacdo dos &cidos nucleicos, dos
demais compostos da solugdo. Em seguida, € adicionado isopropanol para a precipitacao do
DNA, posteriormente 0 DNA genémico € ressuspendido em uma solucédo de Tris-EDTA
contendo RNAse.

A quantificagdo do DNA total obtido foi realizada por meio de eletroforese
horizontal. Para tanto, foi preparada uma solug@o contendo 4puL de tampao de carregamento
e 3uL de DNA e, juntamente com os marcadores de massa molecular de DNA Lambda ()
(10ng/pL, 20ng/pL, 50ng/pL, 100ng/uL, 200ng/pL), as solucdes foram aplicadas ao gel de
agarose a 1% preparado com uma solucdo de brometo de etidio e submetido a corrente
elétrica. Os géis foram fotografados para a anélise por comparacéo visual de bandas de DNA
de cada individuo, com o marcador de massa molecular. O DNA gendmico de cada individuo

foi diluido para concentracdo de 2,5 ng/uL.
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4.3. Identificacdo dos genotipos dos locos microssatélites

Foram utilizados 10 marcadores microssatélites transferidos de Pterodon
pubescens para P. emarginatus por Melo (2018) (Tabela 2) e o protocolo da Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) seguiu os padrfes adotados pela autora desse trabalho. A
deteccdo dos gendtipos foi realizada pelo emprego de eletroforese capilar automatizada pelo
analisador genético ABI-3500 (Applied Biosystems), utilizando primers marcados com
fluorescéncia (Tabela 2). A genotipagem foi realizada em 2 sistemas multiplex (Tabela 2).
A identificagdo dos gendtipos individuais foi realizada pelo uso do programa GeneMapper
5 (Applied Biosystems.

Tabela 2. Caracteristicas dos 10 marcadores desenvolvidos para P. pubescens e transferidos
para Pterodon emarginatus em sistema Multipliex. Evidenciando o conjunto de pares de
primers, o motivo de repeticdo (MR), sequéncias dos primers (foward e reverse), a
fluorescéncia (FI) e temperatura de anelamento (TA) de cada par de primer, para as 13
populacgdes.

Multiplex Primer MR Sequéncia do primer Fl TA

Pem 05 (AGCC)s F: GAGCTTAAATAGCAGAAAGCAA

54°C
R: ACAGTAGGGTTTGACTACGATG

Pem 15 (AGGC)s F: CTTTAGCTTAAATTGCCTTTCA 54°C
ATACACCTTAACCGAATGTCAC

MUItlpIeX Pem 21 (AG)Z TAATACCATGTTAGCATCCTCC 56oc
1 CATCACACTAGTGGTCTTGTTG

Pem24 (AG): CAATAGGAACATTATTCATGGG NED 54°C

TCACAGGAAGCTTCTTTACAAC

TCTATAGTCCACTTGGCTTTGT
AAATTACAATGAGCCATCAGAG NED  56°C

F:
R:
F:
R:
F:
R:
Pem26 (AG), F:
R:

Pem 10 (AAGG)s F: GTTAGAAATAAATGAAGCGTCG

AGGAAGAAGAAGTTAGTGGCTT
GGGAGAGACGTAGAAATCATAA
ATTCCGTATAAACTTACCCTCC

ATCCAAATTTGTTGGTATGTTG

F: 54°C
R:

F:

R:

F: 54°C
R: GCCAATAGAGGATAGGAGACAC

F:

R:

F:

R:

Pem 18 (AG)Z NED 540C

Multiplex

> Pem22 (AC):.

Pem 23 (AG): CAAATCTATGCTCGCACTCTAT

CACGCTTCAAATCAATATACTTT

ACCCATTGTCATTATCACTTGT
CTATCAGGCTATCAGCAGTCTC

54°C

Pem 25 (AC)Z 560C

26



4.4. Andlises Estatisticas

Para avaliar o poder de discriminacdo do conjunto de marcadores foram
estimadas a Probabilidade de identidade (PI) e a Probabilidade de Exclusdo de Paternidade
(Q), com o uso do programa Identity 4.0 (WAGNER; SEFC, 1999).

Os parametros de diversidade e estrutura genética, de heterozigosidade
observada (Ho), numero de alelos por loco polimoérfico (A), diversidade genética de Nei
(He), riqueza alélica (AR) e indices de fixacdo f, F e 0, propostos por Weir e Cockerham
(1984) e as frequéncias alélicas (Apéndice B), foram estimados pelo programa FSTAT 2.9.3
(GOUDET, 1995).

Para as mensuracOes de distancia genética entre as populagdes, foram estimados
os valores de Fst par a par (WEIR; COCKERHAM, 1984), gerando assim, uma matriz de
distancias genéticas, a partir do uso do pacote hierfstat (GOUDET, 2005) do programa R. A
matriz de distancias genéticas foi utilizada para a constru¢do de um dendrograma, construido
pelo método da ligacdo média entre grupos (UPGMA), com auxilio do pacote ape do
software R (PARADIS; CLAUDE; STRIMMER, 2004). Também foi realizada a analise de
agrupamento por método bayesiano no software STRUCTURE 2.3.4 (PRITCHARD;
STEPHENS; DONNELLY, 2000). A estimacdo do nimero de grupos genéticos foi realizada
através das estatisticas MedMedK, MedMeanK, MaxMedK e MaxMeaK segundo
Puechmaille (2016), estimadas no programa StructureSelector (LI; LIU, 2018).

A matriz de distancias geograficas foi obtida pelo célculo das distancias
euclidianas entre as coordenadas geogréaficas das populacGes. Essa matriz foi correlacionada
a matriz de distancias genéticas pelo do teste de Mantel, com o uso do pacote Vegan
(OKSANEN et al., 2017) em ambiente R.

A identificacdo de descontinuidade genética entre as populacdes foi realizada com
a aplicacdo do algoritmo de Monmnier com a utilizacdo do pacote Adegenet (JOMBART et al.,
2008).A identificacdo de populacGes prioritarias para conservacao foi realizada através do
algoritmo de Greedy, utilizando a funcgdo proposta por Diniz-Filho et al. (2016) em ambiente
R.
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S. RESULTADOS

Foram encontrados 159 alelos distribuidos em 10 locos, nos 302 individuos de
P. emarginatus analisados (Apéndice A). O numero médio de alelos por loco (A) foi igual a
15,9, variando de 7 (PEM 15) a 34 alelos (PEM 21) (Tabela 3), ja a riqueza alélica (AR)
média dos locos foi de 6,3. As medidas de heterozigosidade esperada por loco apresentaram
variacdo de 0,599 (PEM 05) a 0,913 (PEM 21) com média de 0,729. A heterozigosidade
observada média dos locos foi de 0,521, em que o loco PEM 22 apresentou menor valor (Ho
=0,252) e 0 loco PEM 21 o0 maior (Ho=0,871).

Tabela 3. Estatisticas descritivas de diversidade genética relativas aos 10 locos
microssatélites avaliados nas 13 populacdes de Pterodon emarginatus e seus respectivos
Numero de alelos por loco (A), Heterozigosidade esperada (He), Heterozigosidade

observada (Ho) e Heterozigosidade maxima (Hméax).

Loco A He Ho Hmax
PEM 05 8 0,599 0,368 0,875
PEM 15 7 0,654 0,636 0,857
PEM 21 34 0,913 0,871 0,971
PEM 24 15 0,629 0,556 0,933
PEM 26 24 0,779 0,470 0,958
PEM 10 8 0,629 0,387 0,875
PEM 18 13 0,803 0,593 0,923
PEM 22 19 0,749 0,252 0,947
PEM 23 21 0,900 0,536 0,952
PEM 25 10 0,631 0,545 0,900
Média 15,9 0,729 0,521 0,919

Dentre os dez locos analisados, nenhum aderiu ao equilibrio de Hardy-
Weinberg. Os locos PEM 26, PEM22 e PEM23 apresentaram maior quantidade de genotipos
em desequilibrio de ligacdo (Apéndice B). Apesar desses indicios de desvios aos principios
de aleatoriedade nesses locos, a bateria de marcadores exibiu boa capacidade de

discriminagéo individual, pois a probabilidade de identidade foi baixa (PI = 2,4109 x 10
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e a probabilidade exclusdo de paternidade foi alta (Q = 0,9998).

A populacdo de Alvorada do Norte-GO (PEMANOGO) apresentou 0 maior
indice de diversidade genética meédio (He = 0,702), enquanto a populacdo de Nova Crixas-
GO (PEMNCRGO) apresentou o menor indice de diversidade genética (He = 0,584), (tabela
6). A heterozigosidade observada (Ho) apresentou média igual a 0,521, enquanto a
heterozigosidade esperada (He) média foi igual a 0,654. Quase todas as populacbes

apresentaram valores significativos de endogamia intrapopulacional (f = 0,207) (Tabela 4).

Tabela 4. Estimativas de diversidade genética relativas a 13 populacGes de Pterodon
emarginatus avaliadas com dez locos microssatélites. Na tabela sdo apresentadas as
estimativas de numero médio de alelos por populacdo (A), riqueza alélica (Ar),
heterozigosidade esperada pelo equilibrio de Hardy-Weinberg (He), heterozigosidade
observada (Ho), indice de fixacdo intrapopulacional (f).

Populagdes A AR He Ho f

PEMALPMA 7,6 6,594 0,670 0,579 0,138
PEMANOGO 7,5 6,634 0,702 0,558 0,208*
PEMAPAGO 6,2 5,463 0,651 0,463 0,294*
PEMAPZGO 6,0 6,000 0,611 0,494 0,197
PEMARATO 7,1 6,267 0,638 0,504 0,213*
PEMCARMA 6,9 6,147 0,658 0,517 0,219*
PEMCARTO 7,1 6,392 0,651 0,492 0,248*
PEMLEMBA 7,4 6,643 0,692 0,518 0,256*
PEMMAGGO 1,7 6,845 0,675 0,533 0,214*
PEMNCRGO 6,1 5,501 0,584 0,482 0,178*
PEMNROTO 6,5 5,979 0,663 0,504 0,244*
PEMPORGO 6,6 6,086 0,674 0,559 0,173*
PEMSRNGO 7,0 6,244 0,637 0,567 0,112
Média 6,9 6,215 0,654 0,521 0,207*

* Valor significativo ao nivel de 5%
Foram encontrados cinco alelos privados com frequéncia acima de 0,05 nas
populacbes (Tabela 5). Estes alelos estdo presentes nas populacfes de Alto Parnaiba
(PEMALPMA), Carolina (PEMCARMA) e Porangatu (PEMPORGO).

Tabela 5. Frequéncia e distribuicdo de alelos privados encontrados em 5 dos 10 locos em 5
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populagdes de Pterodon emarginatus entre as 13 analisadas, que apresentaram frequéncia
acima de 0,05.

Populagdes Locos Alelo Frequéncia
PEMALPMA PEM 23 308 0,063
PEMALPMA PEM 26 362 0,104
PEMCARMA PEM 24 204 0,167
PEMCARMA PEM 10 186 0,167
PEMPORGO PEM 10 198 0,417

As populacBes de P. emarginatus apresentaram alta endogamia decorrente do
sistema reprodutivo (f = 0,208) e estrutura genética significativas (6p = 0,104), com indice
de fixacdo em relacéo a populacao total (F = 0,290) também significativo (tabela 6) .

Tabela 6. indices de fixagdo genética populacional por locos nas 13 populacdes de P.
emarginatus analisadas.

Locos f Op F
PEM 05 0,129 0,325 0,401
PEM 15 -0,010 0,038 0,031
PEM 21 0,019 0,028 0,049
PEM 24 0,037 0,081 0,122
PEM 26 0,378* 0,029 0,398
PEM 10 0,285* 0,144 0,392
PEM 18 0,132 0,156 0,271
PEM 22 0,591* 0,179 0,668
PEM 23 0,368* 0,057 0,407
PEM 25 0,120* 0,019 0,138
Overall 0,208* 0,101 0,290

*Valores significativos ao nivel de 5%
A anélise de agrupamento por métodos Bayesianos, indicou a formacéo de 6
grupos genéticos distintos (Figura 5). As populacdes de Araguapaz-GO (PEMAPZGO) e
Nova Crixas-GO (PEMNCRGO) se agruparam e as populacbes de Carolina-MA
(PEMCARMA) e Alto Parnaiba-MA (PEMALPMA) sdo as que mais se diferenciam das
demais, devido aos individuos de cada uma destas populagdes serem alocados em dois

grupos genéticos distintos.
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Figura 5. Gréafico de andlise de agrupamento por método Bayesiano, evidenciando a
formacdo de 6 grupos genéticos, destacados pelas cores amarelo, vermelho, azul marinho,
azul claro, verde e rosa, das 13 populagdes Pterodon emarginatus, analisadas com 10
marcadores microssatélites.

A andlise de divergéncia genética entre as populaces (Apéndice C) demonstrou
a formacdo de 3 grupos distintos e uma elevada semelhanca genética entre as populagdes de
Araguapaz-GO (PEMAPZGO) e Nova Crixas-GO (PEMNCRGO) (Figura 6).

] PEMCARMA

PEMSRNGO
PEMANOGO

PEMLEMBA
PEMAPAGO

—__
-

PEMMAGGO
PEMNROTO
PEMCARTO
PEMARATO

| PEMNCRGO
| PEMAPZGO

f T T T
0.20 0.15 0.10 0.05 0.00 -0.05

FST par a par (Weir & Cockerham, 1984)

Figura 6. Dendograma gerado a partir do método de agrupamento UPGMA utilizando a
matriz de FST par a par em 13 populagdes de P. emarginatus a partir da utilizacdo de 10
marcadores microssatélites. A correlagdo cofenética (0,904) foi significativa através do teste

31



de Mantel (p = 9.9999 x 10-06).

N&do foi detectada correlacdo significativa entre as matrizes de distancias
geogréficas e genéticas, indicando que os padrdes de divergéncia genética das populagdes
ndo sdo influenciados pelo espago, conforme é possivel visualizar no diagrama de dispersdo
de pontos (figura 7). Da mesma forma, o correlograma de Mantel ndo apresentou

significancia em nenhuma das classes de distancias geograficas.

FST par a par
0.1
L]
L ]
L ]
L]
L ]
..

0.0
1

-01

\ T T T T \
0 200 400 600 800 1000

Disténcia Geografica (Km)

Figura 7. Correlagédo entre as distancias geograficas e genéticas em 13 populacdes de P.
emarginatus atraves da utilizacdo de 10 marcadores microssatélites (p = 0,745).

A andlise de descontinuidade genética revelou a existéncia de barreiras ao fluxo
génico entre as populagdes Porangatu-GO (PEMPORGO) e Alto Paraiso-GO
(PEMAPAGO), Porangatu (PEMPORGO) e Santa Rita do Novo Destino (PEMSRNGO),
Araguacu-TO (PEMARATO) e Nova Crixds-GO (PEMNCRGO), Araguagu-TO
(PEMARATO) e Cariri-TO (PEMCARTO), conforme pode ser visualizado na figura 9.
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Figura 8. Identificacdo de descontinuidade genética (indicadas por setas vermelhas) através
do algoritmo de Monmonier

PEMSRINGO

O algoritmo Greedy apontou que as 13 populac@es amostradas sdo prioritarias para a
conservacao, indicando haver necessidade de amostrar todas as populagdes para assegurar a
conservacao de todos os alelos (Tabela 7). Também foi possivel identificar que mais de 70%
dos alelos podem ser encontrados em apenas trés populacdes, que sdo as populacdes de
Porangatu-GO (PEMPORGO), Monte Alegre de Goias-GO (PEMMAGGO) e Carolina-MA
(PEMCARMA).
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Tabela 7. Ranking das 13 populagGes prioritarias de P. emarginatus para a conservacao
segundo o algoritmo greedy, avaliados a partir de 10 marcadores microssatélites

Corrida NA PP PA PAA
1 46 PEMPORGO 43.81 43.81
2 18 PEMMAGGO  17.14 60.95
3 11 PEMCARMA 10.48 71.43
4 8 PEMALPMA 07.62 79.05
5 6 PEMAPZGO 05.71 84.76
6 5 PEMAPAGO 04.76 89.52
7 3 PEMLEMBA 02.86 92.38
8 2 PEMSRNGO 01.90 94.29
9 2 PEMNCRGO 01.90 96.19
10 1 PEMNROTO 00.95 97.14
11 1 PEMCARTO 00.95 98.10
12 1 PEMARATO 00.95 99.05
13 1 PEMANOGO  00.95 100.00

NA = Numero de alelos representados por populagéo

PP = Populacdes

PA = Porcentagem de alelos representados por populacdo

PAA = Porcentagem acumulada de alelos representados por populagéo
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6. DISCUSSAO

Medidas de probabilidade de identidade e exclusao de paternidade sdo utilizadas
para identificar a capacidade de discriminacdo individual da bateria de locos. Os valores
encontrados no presente estudo (P1 = 2,4109 x 10**e Q = 0,9998) indicam que os dez locos
utilizados neste estudo sao eficientes para estudos genético populacionais e discriminagédo
individual. Santana (2014) obteve os valores de probabilidade de identidade (Pl = 1,497759
X 109), e exclusio de paternidade (Q = 0,981), com uso de 9 marcadores microssatélites
transferidos de Phaseolus vulgaris para populacées de Pterodon ssp. Pinto (2017) encontrou
valores semelhantes aos valores encontrados no presente estudo, com a probabilidade de
identidade (Pl = 3,551 x 10%) e de exclusdo de paternidade (Q = 0,994) em estudo de
populagdes do género Pterodon, utilizando 3 marcadores desenvolvidos para Dipteryx alata
e 3 marcadores desenvolvidos para Phaseolus vulgaris, ambos transferidos para Pterodon
ssp. Os resultados obtidos no presente estudo indicam que a bateria de locos utilizada
apresenta maior capacidade de distin¢do individual e de exclusdo de falsa paternidade, em
relacdo aos outros estudos com espécies do mesmo género, o que indica baixa influéncia dos
alelos nulos sobre a qualidade dos locos utilizados.

Foram detectados muitos alelos por loco, com média de 15,9, variando entre 7 e
34 alelos por locos. Esta média de numero de alelos por loco é superior ao encontrado por
Santana (2014) que encontrou, em média, 5 alelos por loco, variando de 2 alelos a 13 alelos
por loco, e Pinto (2017) que encontrou média de 7,7 alelos por loco, variando entre 4 a 22
alelos. A identificacdo de uma grande quantidade de alelos possibilita obter uma maior
informacdo a respeito da distin¢do de individuos e de populacGes, 0 que torna os locos
utilizados passiveis de utilizacdo em uma ampla gama de estudos genético populacionais
(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

Segundo Kalinowski (2004), a presenca de alelos privados pode ser
consequéncia do processo de amostragem de individuos. Entretanto, a presenca destes alelos
é util na genética da conservacdo, pela identificacdo de populagdes com necessidade
diferenciada de manejo uma vez que a presenca de alelos privados pode ser uma medida
simples de distincdo entre grupos de individuos. Os 5 alelos privados encontrados,
distribuidos em 3 populacdes, apresentaram baixa frequéncia, com excecdo do alelo 198
(PEM 10) com frequéncia igual a 0,417, da populacdo de Porangatu GO (PEMPORGO).

Wang et al., (2007) relatou em seu trabalho que a distribuicdo de alelos privados

35



apresenta relagdo significativa com o tamanho do alelo em questdo, uma vez que é mais
frequente de ser encontrados alelos privados quem possuem tamanhos extremos tanto
comprimentos muito longos, quanto comprimentos muito curtos, em relacdo ao conjunto de
demais alelos do loco de uma regido microssatélite.

Compreender as medidas de diversidade genética de uma populacdo é
importante pois € a diversidade que assegura uma maior capacidade de sobrevivéncia das
mesmas, em relacdo as pressdes ambientais (ELLEGREN; GALTIER, 2016). As elevadas
medidas de diversidade (He = 0,654) indicam que as populagdes observadas apresentam um
alto potencial de sobrevivéncia. As medidas de diversidade genética encontradas por Santana
(2014) e Pinto (2017), apresentaram médias de (He = 0,563) e (He = 0,555) respectivamente,
em contraste a heterozigosidade esperada aqui obtida, que apresentou maior valor médio. Ja
os resultados encontrados por Melo (2018) (He = 0,646) sdo semelhantes aos resultados
encontrados no presente estudo, indicando que o aumento no numero de populagdes
analisadas ndo resultou em grandes diferencas nos valores de diversidade genética.

Os valores encontrados para os indices de fixacdo intrapopulacional médio (f =
0,207) indicam que existe alta endogamia decorrente do sistema reprodutivo. Também foram
encontrados elevados indices de endogamia global (F = 0,290). Tais valores diferem aos
encontrados por Santana (2014) (f = 0,144; F = 0,195), Pinto (2017) (f = 0,070; F = 0,138)
e Melo (2018) (f = 0,108), que em geral encontraram valores menores para tais indices. Os
resultados aqui obtidos sugerem uma necessidade especial de observacao dessas populacdes,
uma vez que, a endogamia leva ao aumento da homozigosidade que por sua vez é capaz de
expor os alelos deletérios a selecdo natural (CHARLESWORTH; WILLIS, 2009;
KARIYAT; STEPHENSON, 2019).

As populacGes avaliadas no presente estudo apresentaram estrutura genética
populacional moderada (6p = 104), com valor um pouco mais alto do que os encontrados
por Santana (2014) (p = 0,06) e Pinto (2017) (dp = 0,073). Avaliar as medidas de
estruturacdo genética em populacdes naturais de espécies vegetais, € uma importante forma
de reconhecer os padrdes de distribuicdo genética da espécie, assim como auxilia em
estratégias de conservacdo da espécie (LIMA et al., 2015).

No presente estudo, ndo foram encontradas relacfes significativas entre a
divergéncia genética e a distancia geografica, sugerindo aleatoriedade na distribuicéo
espacial dos alelos nas populag6es. Os resultados encontrados, diferem dos encontrados por

(PINTO, 2017), que identificou que parte da divergéncia genética entre as populacdes de seu
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estudo eram decorrentes da distancia geografica das mesmas.

Foi possivel identificar que as populacbes Araguacu-TO (PEMARATO) e
Porangatu-GO (PEMPORGO) se isolaram das demais, com presenca de barreiras ao fluxo
génico. O algoritmo de Monmonier foi desenvolvido para visualizacdo de tendéncia em
dados contidos em matrizes, através de uma rede geométrica que conecta as populagdes
através de triangulacdo de Delaunay (MANNI; GUERARD; HEYER, 2004). A identificacio
de barreiras nas populacdes centrais sugere a existéncia de fatores ambientais ou biologicos
que inibem a disperséo e o fluxo génico das populacGes em questdo. Dentre esses fatores, as
adaptacOes voltadas a dispersdo de sementes por anemocoria presente nesta espécie, pode
apresentar dificuldades devido a barreiras fisicas (JANZEN, 1980; PAIVA et al., 2001;
PINTO et al., 2014).

No presente estudo, ndo foi possivel identificar um namero minimo de
populacbes, menor do que o total, que contenham todos os alelos. Entretanto, foi possivel
identificar que sdo necessarias sete populagdes para a conservagdo de 92,38% dos alelos,
sendo estas: Porangatu-GO (PEMPORGO), Monte Alegre de Goias-GO (PEMMAGGO),
Carolina-MA (PEMCARMA), Alto Parnaiba-MA (PEMALPMA), Araguapaz-GO
(PEMAPZGO), Alto Paraiso-GO (PEMAPAGO) e Luiz Eduardo Magalhdes-BA
(PEMLEMBA). Identificar uma quantidade minima de populac¢Ges que representam toda ou
grande parte da variabilidade genética conhecida de uma espécie, € Util para identificar as
populacbes prioritarias para a conservacdo tanto “ex situ”, através da orientagdo para o
estabelecimento de pontos de coleta, quanto em estratégias para definicdo de reservas
bioldgicas na conservagao “in situ” (DINIZ-FILHO et al., 2012). Em populacfes naturais é
comum ser necessario muitas populacdes para representar todos os alelos, sendo possivel em
alguns casos ndo identificar um nimero minimo de popula¢es prioritarias para conservagao
(DINIZ-FILHO et al. 2016). Braga (2015) ao avaliar 30 popula¢bes de Hymenaea
stigonocarpa (Fabaceae), com a utilizagdo de nove locos microssatélites, foi capaz de
identificar 16 populagdes prioritarias para conservagdo. Sendo assim é importante ressaltar
que apesar de ndo ser possivel identificar um nimero minimo de populag¢fes necessarias para
a conservacao do conjunto total de alelos, foi possivel detectar a maior parte dos alelos se
concentra em um pequeno grupo de populacdes, colocando-as em posicdo de destaque para

medidas de manejo e conservacao.
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7. CONCLUSOES

e As populagdes apresentaram altos niveis diversidade genética, estruturacéo
genética populacional moderada e elevada endogamia decorrente do sistema reprodutivo.

e Foi possivel identificar barreiras que restringem o fluxo génico entre seis
populagdes, de forma a isolar as populagtes de Araguacu-TO e Porangatu GO.

e O resultado da andlise de identificacdo de populagdes prioritarias,
demonstrou serem necessarias todas as populacdes para amostrar todos os alelos detectados.

Entretanto, sete populagdes sdo necessarias para conservar a maior parte desses alelos.
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9. APENDICES

Apéndice A. Gréaficos de frequéncias alélicas por loco obtidas em 13 populacdes de P. emarginatus através de 10

locos microssatélites

1.000 1.000
0.900 0900
0.800 0800
0.700 0.700
0.600 0.600
0.500 0500
0400 0400
0.300 0300
0200 0200
0.100 0.100
0.000 l — | 0.000 - | —
137 141 145 149 151 153 157 159 186 188 192 19 198 208 m 216
PEM 05 PEM 10
1.000 1.000
0.900 0900
0800 0800
0.700 0.700
0.600 0,600
0.500 0500
0400 0400
0.300 0300
0200 0200
0.100 0.100
0.000 - — 0.000 + -_. -
166 170 174 178 182 186 19 190 198 200 202 204 206 208 210 212 214 216 218 220
PEM 15 PEM 18
1.000 1.000
0.900 0900
0.800 0.800
0.700 0.700
0.600 0.600
0.500 0.500
0.400 0.400
0.300 0300
0200 0200
0.100 Ll 1 0.100 |
0.000 0.000 * - - -
83T RREBRATAREAZIRERATIRREIEE 28 218 220 222 256 270 272 274 276 278 280 282 284 286 290 292 296 298 300 302
PEM 21 PEM22
1.000 1.000
0900 0900
0.800 0800
0.700 0.700
0,600 0.600
0.500 0500
0.400 0400
0.300 0300
0200 0200
0.100 0.100 N l Iss
0.000 R e e —— 0,000 + -
168 170 180 182 184 186 188 150 192 194 198 202 204 212 220 270 278 280 282 308 310 312 316 318 320 322 324 326 328 330 332 334 336 338 340 342
PEM 24 PEM 23
1.000 1.000
0900 0900
0.800 0800
0.700 0.700
0,600 0.600
0500 0500
0400 0400
0.300 0300
0200 0200
0.100 0.100
0.000 - - - - 0.000 —
342 348 350 352 354 356 358 360 362 364 370 372 374 376 378 380 382 384 386 388 390 392 394 396 2 306 308 310 312 314 316 324 32 33
PEM 26 PEM 25

48




Apéndice B. Resultado dos testes de desequilibrio de ligacdo por loco e por populacéo.

PEMALPMA
)EM05 2EM15 PEM21 PEM24 PEM26 PEM10 PEM18 PEM22 PEM23 PEM25
PEM 05 - 0,001* 0,013* 0,007* 0,000* 0,034* 0,008* 0,000* 0,000* 0,069
PEM 15 - - 0,421 0,620 0,009* 0,315 0,039* 0,003* 0,004* 0,625
PEM 21 - - - 0,865 0,071 0,467 0,720 0,019* 0,022* 0,991
PEM 24 - - - - 0,149 0,539 0,539 0,039* 0,019* 0,995
PEM 26 - - - - - 0,024* 0,015* 0,000* 0,000* 0,320
PEM 10 - - - - - - 0,140 0,001* 0,018* 0,592
PEM 18 - - - - - - - 0,008* 0,001* 0,506
PEM 22 - - - - - - - - 0,000* 0,033*
PEM 23 - - - - - - - - - 0,084
PEM 25 - - - - - - - - - -
Valor significativo ao nivel de 5%
PEMANOGO
)EM05 2EM15 PEM21 PEM24 PEM26 PEM10 PEM18 PEM22 PEM23 PEM25
PEM 05 - 0,840 0,825 0,267 0,000* 0,682 0,952 0,000* 0,196 0,767
PEM 15 - - 0,194 0,181 0,000* 0,162 0,470 0,000* 0,001* 0,378
PEM 21 - - - 0,363 0,000* 0,192 0,393 0,000* 0,005* 0,230
PEM 24 - - - - 0,000* 0,036* 0,036* 0,000* 0,001* 0,237
PEM 26 - - - - - 0,000* 0,000* 0,000* 0,000* 0,000*
PEM 10 - - - - - - 0,161 0,000* 0,000* 0,076
PEM 18 - - - - - - - 0,000* 0,023* 0,409
PEM 22 - - - - - - - - 0,000* 0,000*
PEM 23 ; ; ] ] ; ) ) ) ] 0,002*
PEM 25 - - - - - - - - - -
Valor significativo ao nivel de 5%
PEMAPAGO
’dEM05 °EM15 PEM21 PEM24 PEM26 PEM10 PEM18 PEM22 PEM23 PEM25
PEM 05 - 0,030* 0,065 0,023* 0,000* 0,182 0,344 0,000* 0,000* 0,019*
PEM 15 - - 0,037* 0,005* 0,000* 0,067 0,337 0,000* 0,000* 0,001*
PEM 21 - - - 0,029* 0,000* 0,066 0,081 0,000* 0,001* 0,005*
PEM 24 - - - - 0,000* 0,017* 0,017* 0,000* 0,000* 0,001*
PEM 26 - - - - - 0,000* 0,000* 0,000* 0,000* 0,000*
PEM 10 - - - - - - 0,254 0,000* 0,001* 0,006*
PEM 18 - - - - - - - 0,000* 0,013* 0,160
PEM 22 - - - - - - - - 0,000* 0,000*
PEM 23 - - - - - - - - . 0,002%

49



PEM 25 - - - - - - - - - -

Valor significativo ao nivel de 5%

PEMAPZGO

)EMO05 °2EM15 PEM21 PEM24 PEM26 PEMI10 PEM18 PEM22 PEM23 PEM 25
PEM 05 - 0,367 0,519 0,675 0,005* 0,001* 0,035* 0,001* 0,011* 0,318
PEM 15 - - 0,933 0,890 0,200 0,015* 0,029* 0,029* 0,126 0,742
PEM 21 - - - 0,400 0,004* 0,002* 0,205 0,001* 0,016* 0,885
PEM 24 - - - - 0,001* 0,032* 0,032* 0,093 0,011* 0,888
PEM 26 - - - - - 0,000* 0,002* 0,000* 0,000* 0,091
PEM 10 - - - - - - 0,000* 0,000* 0,000* 0,020*
PEM 18 - - - - - - - 0,009* 0,002* 0,069
PEM 22 - - - - - - - - 0,000* 0,013*
PEM 23 - - - - - - - - - 0,233
PEM 25 - - - - - - - - - -

Valor significativo ao nivel de 5%

PEMARATO

’EMO05 °2EM15 PEM21 PEM24 PEM26 PEMI10 PEM18 PEM22 PEM23 PEM25
PEM 05 - 0,409 0,303 0,329 0,001* 0,440 0,162 0,193 0,000* 0,164
PEM 15 - - 0,495 0,793 0,002* 0,645 0,080 0,577 0,000* 0,268
PEM 21 - - - 0,766 0,000* 0,305 0,065 0,082 0,000* 0,077
PEM 24 - - - - 0,000* 0,315 0,315 0,079 0,000* 0,079
PEM 26 - - - - - 0,000* 0,000* 0,000* 0,000* 0,000*
PEM 10 - - - - - - 0,044* 0,142 0,000* 0,324
PEM 18 - - - - - - - 0,025* 0,000* 0,043*
PEM 22 - - - - - - - - 0,000* 0,100
PEM 23 - - - - - - - - - 0,000*
PEM 25 - - - - - - - - - -

Valor significativo ao nivel de 5%

PEMCARMA

’EMO05 P2EM15 PEM21 PEM24 PEM26 PEMI10 PEM18 PEM22 PEM23 PEM 25
PEM 05 - 0,292 0,092 0,376 0,000* 0,000* 0,003* 0,001* 0,000* 0,363
PEM 15 - - 0,784 0,881 0,005* 0,001* 0,437 0,001* 0,065 1,000
PEM 21 - - - 0,391 0,000* 0,003* 0,024* 0,000* 0,000* 0,349
PEM 24 - - - - 0,005* 0,012* 0,012* 0,001* 0,001* 0,942
PEM 26 - - - - - 0,000* 0,000* 0,000* 0,000* 0,022*
PEM 10 - - - - - - 0,001* 0,000* 0,000* 0,016*
PEM 18 - - - - - - - 0,000* 0,000* 0,264
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PEM 22 ; - - - . : - - 0,000% 0,000
PEM 23 ] ] ; ; ) i ] ] ] 0,002

PEM 25 - - - - - - - - - -

Valor significativo ao nivel de 5%

PEMCARTO

’)EM05 P2EM15 PEM21 PEM?24 PEM26 PEM10 PEM18 PEM?22 PEM23 PEM 25
PEM 05 - 0,874 0,205 0,059 0,008* 0,313 0,000* 0,000* 0,000* 0,537
PEM 15 - - 0,450 0,381 0,096 0,357 0,017* 0,001* 0,000* 0,112
PEM 21 - - - 0,038* 0,001* 0,060 0,000* 0,000* 0,000* 0,167
PEM 24 - - - - 0,001* 0,107 0,107 0,000* 0,000* 0,324
PEM 26 - - - - - 0,003* 0,000* 0,000* 0,000* 0,002*
PEM 10 - - - - - - 0,000* 0,000* 0,000* 0,478
PEM 18 - - - - - - - 0,000* 0,000* 0,003*
PEM 22 - - - - - - - - 0,000* 0,000*
PEM 23 - - - - - - - - - 0,000*
PEM 25 - - - - - - - - - -

Valor significativo ao nivel de 5%

PEMLEMBA

’EMO05 P2EM15 PEM21 PEM24 PEM26 PEM10 PEMI18 PEM22 PEM23 PEM25
PEM 05 - 0,000* 0,000* 0,006* 0,000* 0,004* 0,018* 0,000* 0,000* 0,000*
PEM 15 - - 0,165 0,162 0,004* 0,500 0,276 0,000* 0,005* 0,003*
PEM 21 - - - 0,115 0,001* 0,044* 0,707 0,000* 0,001* 0,000*
PEM 24 - - - - 0,010* 0,568 0,568 0,000* 0,008* 0,001*
PEM 26 - - - - - 0,003* 0,136 0,000* 0,000* 0,000*
PEM 10 - - - - - - 0,552 0,000* 0,001* 0,001*
PEM 18 - - - - - - - 0,001* 0,102 0,016*
PEM 22 - - - - - - - - 0,000* 0,000*
PEM 23 - - - - - - - - - 0,000*
PEM 25 - - - - - - - - - -

Valor significativo ao nivel de 5%

>EMMAGGO
dEM05 P2EM15 PEM21 PEM24 PEM26 PEM10 PEM18 PEM22 PEM23 PEM25
PEM 05 - 0,309 0,474 0,565 0,006*  0,031* 0,557 0,018*  0,000* 0,286
PEM 15 - - 0,722 0,194 0,060 0,031* 0,636 0,031*  0,000* 0,824
PEM 21 - - - 0,072 0,001*  0,003* 0,363 0,000* 0,000  0,027*
PEM 24 - - - - 0,001* 0,010+  0,010*  0,002*  0,000* 0,073
PEM 26 - - - - - 0,000+  0,037* 0,000 0,000+  0,010*
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PEM 10 - - - - - - 0,013* 0,000* 0,000* 0,001*
PEM 18 - - - - - - - 0,003* 0,000* 0,384
PEM 22 - - - - - - - - 0,000* 0,002*
PEM 23 - - - - - - - - - 0,000*
PEM 25 - - - - - - - - - -
Valor significativo ao nivel de 5%
PEMNCRGO
)EM05 PEM15 PEM21 PEM24 PEM26 PEM10 PEM18 PEM22 PEM23 PEM25
PEM 05 - 0,768 0,973 0,345 0,000* 0,052 0,461 0,011* 0,000* 0,208
PEM 15 - - 0,887 0,761 0,002* 0,222 0,327 0,046* 0,021* 0,331
PEM 21 - - - 0,876 0,023* 0,350 0,427 0,078 0,001* 0,581
PEM 24 - - - - 0,008* 0,171 0,171 0,036* 0,000* 0,403
PEM 26 - - - - - 0,000* 0,029* 0,000* 0,000* 0,005*
PEM 10 - - - - - - 0,109 0,000* 0,000* 0,373
PEM 18 - - - - - - - 0,009* 0,001* 0,435
PEM 22 - - - - - - - - 0,000* 0,024*
PEM 23 - - - - - - - - - 0,001*
PEM 25 - - - - - - - - - -
Valor significativo ao nivel de 5%
PEMNROTO
)EM05 PEM15 PEM21 PEM24 PEM26 PEM10 PEM18 PEM22 PEM23 PEM25
PEM 05 - 0,475 0,781 0,369 0,006* 0,197 0,027* 0,003* 0,000* 0,062
PEM 15 - - 0,402 0,286 0,002* 0,150 0,004* 0,000* 0,000* 0,044*
PEM 21 - - - 0,589 0,003* 0,499 0,008* 0,000* 0,000* 0,370
PEM 24 - - - - 0,019* 0,598 0,598 0,007* 0,000* 0,249
PEM 26 - - - - - 0,017* 0,001* 0,000* 0,000* 0,001*
PEM 10 - - - - - - 0,018* 0,000* 0,000* 0,109
PEM 18 - - - - - - - 0,000* 0,000* 0,000*
PEM 22 - - - - - - - - 0,000* 0,000*
PEM 23 - - - ; - - . . . 0,000*
PEM 25 - - - - - - - - - -
Valor significativo ao nivel de 5%
PEMPORGO
)EM05 PEM15 PEM21 PEM24 PEM26 PEM10 PEM18 PEM22 PEM23 PEM25
PEM 05 - 0,321 0,162 0,268 0,045* 0,000* 0,239 0,000* 0,011* 0,032*
PEM 15 - - 0,558 0,393 0,074 0,001* 0,773 0,000* 0,013* 0,163
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PEM 21 - - - 0,708 0,219 0,000* 0,641 0,000* 0,029* 0,130

PEM 24 - - - - 0,287 0,000* 0,000* 0,000* 0,179 0,138
PEM 26 - - - - - 0,000* 0,686 0,000* 0,004* 0,020*
PEM 10 - - - - - - 0,001* 0,000* 0,000* 0,000*
PEM 18 - - - - - - - 0,001* 0,161 0,365
PEM 22 - - - - - - - - 0,000* 0,000*
PEM 23 - - - - - - - - - 0,005*
PEM 25 - - - - - - - - - -

Valor significativo ao nivel de 5%

PEMSRNTO

’EMO05 P2EM15 PEM21 PEM24 PEM26 PEMI10 PEM18 PEM22 PEM23 PEM25
PEM 05 - 0,923 0,675 0,988 0,056 0,832 0,860 0,007* 0,341 0,241
PEM 15 - - 0,206 0,821 0,008* 0,485 0,204 0,014* 0,329 0,356
PEM 21 - - - 0,937 0,005* 0,044* 0,200 0,000* 0,214 0,217
PEM 24 - - - - 0,026* 0,417 0,417 0,040* 0,839 0,461
PEM 26 - - - - - 0,006* 0,004* 0,000* 0,003* 0,012*
PEM 10 - - - - - - 0,268 0,000* 0,213 0,121
PEM 18 - - - - - - - 0,000* 0,068 0,475
PEM 22 - - - - - - - - 0,000* 0,000*
PEM 23 - - - - - - - - - 0,355
PEM 25 - - - - - - - - - -

* Valor significativo ao nivel de 5%
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Apéndice C. Matriz de Fst par a par estimado segundo Weir & Cockerham (1984), para as 13 populag¢des de P. emarginatus, com a utilizacdo de 10 locos
microssatélites.

PEMALPMA PEMANOGO PEMAPAGO PEMAPZGO PEMARATO PEMCARMA PEMCARTO PEMLEMBA PEMMAGGO PEMNCRGO PEMNROTO PEMPORGO PEMSRNTO

PEMALPMA - 0,105 0,105 0,246 0,145 0,084 0,126 0,097 0,095 0,256 0,103 0,101 0,136
PEMANOGO 0,105 - 0,027 0,150 0,045 0,080 0,035 0,028 0,045 0,158 0,021 0,045 0,025
PEMAPAGO 0,105 0,027 - 0,207 0,096 0,087 0,074 0,060 0,050 0,209 0,045 0,052 0,066
PEMAPZGO 0,246 0,150 0,207 - 0,137 0,239 0,135 0,182 0,207 -0,004 0,159 0,212 0,196
PEMARATO 0,145 0,045 0,096 0,137 - 0,121 0,025 0,103 0,122 0,141 0,030 0,105 0,050
PEMCARMA 0,084 0,080 0,087 0,239 0,121 - 0,120 0,064 0,062 0,241 0,082 0,078 0,073
PEMCARTO 0,126 0,035 0,074 0,135 0,025 0,120 - 0,099 0,078 0,139 0,019 0,070 0,086
PEMLEMBA 0,097 0,028 0,060 0,182 0,103 0,064 0,099 - 0,056 0,190 0,078 0,076 0,047
PEMMAGGO 0,095 0,045 0,050 0,207 0,122 0,062 0,078 0,056 - 0,204 0,048 0,040 0,087
PEMNCRGO 0,256 0,158 0,209 -0,004 0,141 0,241 0,139 0,190 0,204 - 0,160 0,217 0,201
pEMNROTO 0,103 0,021 0,045 0,159 0,030 0,082 0,019 0,078 0,048 0,160 - 0,049 0,039
pEMPORGO 0,101 0,045 0,052 0,212 0,105 0,078 0,070 0,076 0,040 0,217 0,049 - 0,084
PEMSRNTO 0,136 0,025 0,066 0,196 0,050 0,073 0,086 0,047 0,087 0,201 0,039 0,084 -
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