3
UFG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM GENETICA E BIOLOGIA
MOLECULAR

SABRINA DELGADO SOARES

DIVERSIDADE GENETICA EM POPULACAO DE MELHORAMENTO DE
MOGNO AFRICANO (Khaya ivorensis A. Chev.)

Goiania, GO — Brasil
Agosto, 2014



SABRINA DELGADO SOARES

DIVERSIDADE GENETICA EM POPULACAO DE MELHORAMENTO DE
MOGNO AFRICANO (Khaya ivorensis A. Chev.)

Disserta¢do apresentada ao Programa de Pos-
graduacdo em Genética e Biologia
Molecular, da Universidade Federal de
Goids, como requisito parcial a obtengdo do
titulo de Mestre em Genética e Biologia
Molecular.

Orientador;
Prof. Dr. Evandro Novaes

Goiania, GO - Brasil
Agosto, 2014



SABRINA DELGADO SOARES

DIVERSIDADE GENETICA EM POPULACAO DE
MELHORAMENTO DE MOGNO AFRICANO (Khaya
ivorensis A. Chev.)

Dissertagdio DEFENDIDA ¢ APROVADA em 04 de Agosto de 2014, pela
Banca Examinadora constituida pelos membros:

Prof. Dr. Evandro Novaes
Presidente — EA/UFG

Dra. Cristiane Aparecida Fioravante Reis
Membro — Embrapa Florestas

Prof. Dra. Mariana Pires de Campos Telles
Membro — ICB/UFG

Goiania, Goias

Brasil



SUMARIO

RESUMO .....oooeeeeeeeeeee et n e neeens 5
ABSTRACT ..ot n e 6
LT INTRODUGAO ...ttt 7
2 REVISAO DE LITERATURA.......cooiiiieeeeieeeeeeeceeeeeee e 10
2.1 MOGNO COMO ALTERNATIVA PARA A EXPLORACAO PREDATORIA DE
MADEIRAS NOBRES ........cooiuiiiiiieeeieeeeeeeeeeeeeseeetese e ese s s sesnenans 10
2.2 GENERO KAGY ... 13
2.3 INTRODUCAO DO MOGNO AFRICANO NO BRASIL E PERSPECTIVAS DE
MELHORAMENTO GENETICO .......c.coouiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 16
24 USO DE MARCADORES MOLECULARES EM PROGRAMAS DE
MELHORAMENTO........cocoiiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeese et eeaes s aennenaes 18
2.5 DIVERSIDADE GENETICA APLICADA AO MELHORAMENTO FLORESTAL .19
2.6 ESTRUTURA GENETICA DE POPULACOES........cocooviiimieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenens 24
3. MATERIAL E METODOS.........cooiimiiieeeeeeeeeeeeeeeee e, 28
3.1 ORIGEM E COLETA DO MATERIAL VEGETAL .......cc.ceoooiuiiiiiieeeeeeeeeeeenee. 28
3.2 EXTRACAO DE DNA ..ottt 30
3.3 QUANTIFICACAO DO DNA ..ottt 31
3.4 SELECAO E TRIAGEM DOS LOCOS MICROSSATELITES ........cccooovvivreennane. 31
3.5 AMPLIFICACAO DOS LOCOS MICROSSATELITES.........ccooovviviveeeeeeeeeeenen. 32
3.6 ELETROFORESE CAPILAR .........c.cooviiuiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 33
3.7 ANALISES ESTATISTICAS ..., 33
3.7.1 Diversidade ZENELICA ......cc.uviieeeriiiieeeeiiieeeeeieee et ee e et e e e e e e e et e e e e nraeeeeenes 34
3.7.2 Divergéncia € EStrutura GeNetiCa...........ueeeeriuiiireeeiiiieeeeiiiieeeeiieeeeeiiaeeeeeieeee e 35
A RESULTADOS ....oooeieeeeeeeeeeeeeeeeeeee et s e 37
4.1 TRANSFERABILIDADE DOS PRIMERS MICROSSATELITES ........cccccccvvvvevan... 37
4.2 ANALISE DE DIVERSIDADE GENETICA ........c.coooiuiiiiieeeeeeeeeeee e 38
4.3 ESTRUTURA GENETICA POPULACIONAL.........cooovvoomieveeeeereeeeeeeeeseeees e 41
SDISCUSSAOQ ...ttt ettt s s s, 47
5.1 ANALISE DA DIVERSIDADE GENETICA INTRAPOPULACIONAL .................. 47
5.2 ANALISE DA DIVERSIDADE GENETICA DAS SUBPOPULACOES................... 50
5.3 ESTRUTURA GENETICA DAS SUBPOPULAGCOES.........cocoivoieiveeeeeeeeeeenee, 52
6 CONCLUSOES ..ottt ettt s s s, 58

REFERENCTIAS ..o oo ee e e e e e e e s e e e e e e e s e s e e e e es e s e s esere e 59



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, a Deus e a Nossa Senhora. Por me darem saude, forca, guiar os
meus passos e iluminar o meu caminho.

A minha familia, a0 meu pai (Paulo César), meu irmio (Bruno) e em especial a
minha mae (Maria Delgado) pelo carinho. Que por diversas vezes me acompanhou durante
as idas e vindas de Goiania, buscando sempre me incentivar e ndo deixar com que eu
desistisse a cada viagem que deveria fazer.

Ao meu querido esposo, Divino Henrique, pela paciéncia, amor e compreensiao
durante os periodos em que fui ausente em casa.

A minha amiga Amanda Candido pelo companheirismo, carinho e pelo apoio
durante a minha estada nesses dois anos.

Ao meu orientador, professor Evandro Novaes, pelo exemplo, confianga, amizade,
compreensdo e por ter me dado todo estimulo e oportunidade de realizar este trabalho.

Pelo apoio e incentivo da empresa Mudas Nobres que forneceu subsidios e o
material para a realizag¢do deste trabalho.

Ao Laboratério de Genética e Gendmica de Plantas da Escola de Agronomia da
Universidade Federal de Goids (EA/UFG) e a equipe que o compde. Em especial a
Ludmila Bandeira que com toda paciéncia soube me orientar e me ensinar sobre cada passo
na bancada que deveria ser adotado neste trabalho e pelo desenvolvimento dos primers
para a espécie em estudo. Ao professor Alexandre Siqueira Guedes Coelho, pelos
ensinamentos prestados.

A minha amiga Stela Barros Ribeiro, que sempre levarei comigo como exemplo de
dedicagdo e solidariedade, que nos momentos mais dificeis, sempre estava presente no
laboratorio para me ajudar.

A minha amiga Kelly de Jesus Silva Maciel pela amizade, carinho e colaboragdo
durante esse periodo.

Ao programa de Poés-graduacdo em Genética e Biologia Molecular (PGBM),
Instituto de Ciéncias Biologicas da UFG e todos os docentes do programa pela
oportunidade de realizar o mestrado.

A Universidade Federal de Goias pela estrutura e apoio no desenvolvimento da
pesquisa.

A CAPES e a FAPEG pela bolsa de estudos e pelo financiamento da pesquisa.



RESUMO

SOARES, S. D. Diversidade genética em populacio de melhoramento de mogno
africano (Khaya ivorensis). 2014. 69 f. Dissertacdo (Mestrado em Genética e Biologia
Molecular) — Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de Goids, Goiania,
2014.!

A forte demanda por madeira nobre impulsiona o corte seletivo de arvores e a degradagao
das florestas brasileiras. Devido ao extrativismo predatdrio, o mogno brasileiro (Swietenia
macrophylla) encontra-se em risco de extingdo e proibido de corte pelo IBAMA. Uma
alternativa ao extrativismo e as tentativas fracassadas de plantios do mogno brasileiro ¢ o
mogno africano (Khaya ivorensis). A Universidade Federal Goids em parceria com a
empresa Mudas Nobres iniciaram pesquisas para melhoramento genético do K. ivorensis.
O objetivo do presente trabalho foi estimar a diversidade e a divergéncia genética em 53
arvores superiores selecionada no ambito desse programa de melhoramento. Os clones
foram selecionados em trés populacdes diferentes, plantadas em fazendas no estado do
Para a partir de populacdes da Costa do Marfim e Tanzania na Africa. Foram utilizadas 12
arvores de Khaya senegalensis como um grupo controle nas andlises de divergéncia
genética. Os gendtipos dos individuos foram obtidos com oito locos microssatélites,
desenvolvidos para K. senegalensis, através de eletroforese capilar na plataforma ABI-
3100 (Applied Biosystems). O programa GeneMapper (Applied Biosystems) foi utilizado
para determinar os alelos. Todos os locos foram 100% polimdrficos, com nimero médio de
alelos por loco de 5,875. A heterozigosidade esperada média foi menor (Hg = 0,563) que a
heterozigosidade observada média (Hp = 0,738). Com isso, o indice de fixacdo médio
intrapopulacional foi estimado em f = -0,314, indicando que a depressdo por endogamia
pode estar diminuindo a frequéncia de homozigotos quando comparado com o que seria
esperado sob Equilibrio de Hardy-Weinberg. J& o indice de fixagdo médio entre as
populagdes foi estimado em 6 = 0,008, indicando que somente 0,8% da variabilidade
genética estd estruturada entre as populagdes. O dendograma gerado a partir da matriz de
distancia genética de Rogers demonstrou dois grupos bem distintos, separando o grupo
controle com K. senegalensis do restante das arvores de K. ivorensis. O grupo composto
pelos K. ivorensis apresentou fraca consisténcia entre os nos, nos bootstraps, evidenciando
a pequena diferenciacdo genética entre as arvores selecionadas. A falta de estruturacdo foi
confirmada por uma abordagem Bayesiana com o programa Structure. A populacio de
melhoramento possui diversidade genética comparavel com a de populagdes naturais de
mogno africano e mogno brasileiro. Os resultados de distancia genética entre os clones,
estimados neste trabalho, serdo utilizados para escolha de genitores divergentes em futuros
cruzamentos.

Palavras-chave: Khaya ivorensis, diversidade genética, microssatélites.

" Orientador: Prof. Dr. Evandro Novaes. Escola de Agronomia — UFG.



ABSTRACT

SOARES, S. D. Genetic diversity in breeding population of African mahogany (Khaya
ivorensis). 2014. 69 f. Dissertacdo (Mestrado em Genética e Biologia Molecular) —
Instituto de Ciéncias Biologicas, Universidade Federal de Goids, Goiania , 20142

The strong demand for hardwood drives selective logging and degradation of
forests ecossystems in Brazil. Due to its wood value and predatory logging, Brazilian
mahogany (Swietenia macrophylla) is at risk of extinction. Currently, its trees are protected
and banned from logging by the Brazilian Institute of Environment (IBAMA).
Monoculture of the Brazilian mahogany is proven unsuccessful due to the attack of the
Hypsipyla grandella larvae. An alternative to Brazilian mahogany plantation is the African
mahogany (Khaya ivorensis), a species with similar high valued wood properties. The
Universidade Federal de Goias in partnership with Mudas Nobres Company started a
breeding program with Khaya ivorensis. The objective of this study was to evaluate the
genetic diversity and divergence among 53 superior trees selected and cloned as part of the
breeding strategies. Clones were selected from three different populations, planted in two
farms in Pard state and originating from Ivory Coast and Tanzania populations. Twelve
seedlings of Khaya senegalensis were also used as a control group in the analyses of
genetic divergence. The individuals were genotyped with eight microsatellite loci
developed for K. senegalensis, by capillary electrophoresis on the ABI-3100 (Applied
Biosystems) platform. The software GeneMapper (Applied Biosystems) was used to
genotype the alleles. The average number of alleles per locus was 5.875. The average
expected heterozygosity was lower (Hg = 0.563) than the average observed heterozygosity
(Ho = 0.738). Therefore, the average intrapopulation fixation index was negative (f = -
0.314) indicating that high inbreeding depression is decreasing the frequency of
homozygous when compared to what would be expected under Hardy-Weinberg
Equilibrium. The average fixation index between populations was estimated at § = 0.008,
indicating that only 0.8% of the genetic variability is due to differences between
populations. The dendrogram generated from the matrix of Rogers’ genetic distance
showed two distinct groups, separating the control group with K. senegalensis from the K.
ivorensis selected trees. The group composed of K. ivorensis had nodes with weak
bootstrap consistency indicating weak genetic structure among selected trees. The lack of
genetic structure was confirmed by a Bayesian approach on the Structure (version 2.3.4)
program. The genetic diversity observed within the selected breeding population is
comparable to that of natural populations of African and Brazilian mahoganies. The
genetic distance estimated with this work will guide the selection of divergent progenitors
to be crossed.

Key words: Khaya ivorensis, genetic diversity, microsatellites.

? Orientador: Prof. Dr. Evandro Novaes. Escola de Agronomia — UFG.



1 INTRODUCAO

A grande demanda por madeira estimula o corte seletivo de arvores de
importancia econdmica, o que pode provocar a degradacdo nos ecossistemas brasileiros
e aumentar o risco de extingdo ndo sé das espécies florestais exploradas e de outras que
sofrem com a degradagdo do habitat. O desmatamento pode também ser feito para
implantacdo de pastagens, lavouras, cidades e estradas (Novick et al., 2003; Gomes,
2010). Esses aspectos podem acarretar perda de diversidade genética, a qual pode
diminui a sustentabilidade das espécies, na medida em que aumenta as chances de
endogamia e diminui a habilidade de sobrevivéncia da espécie frente a mudancas no
ambiente. A fiscalizagdo para reduzir o nivel de exploracdo ilegal das florestas ndo
ocorre de maneira eficiente, agravando a problematica ambiental.

O Brasil destaca-se como segundo maior produtor mundial de madeira
tropical e a Amazonia ¢ a principal regido fornecedora do pais (SFB & IPAM, 2011).
Estima-se que o destino dessa producdo esteja concentrado em 38% ao consumidor final
(mercado varejista), 16% a constru¢do civil, 15% a producdo industrial, 12% a
exportagdo, 7% a geragdo de energia, 7% a industria de compensados e 5% a industria
moveleira (IBAMA, 2010). De acordo com estimativas do ano de 2009, cerca de 36%
da madeira que ¢ retirada da Amazonia ¢ de origem ilegal (Pereira et al. 2010). Vale
ressaltar que mesmo a retirada de madeira de forma legal, através de autorizagdes de
desmatamento pelo IBAMA e o6rgdos competentes, em geral, ndo ¢ um processo
sustentavel (Serrano et al., 2013).

Como o governo estabeleceu normas que buscam a diminuicdo da
exploragdo madeireira nativa, os plantios florestais sdo uma alternativa racional e
sustentavel para o fornecimento de produtos madeireiros (Silva, 2013). No Brasil, a
maioria dos reflorestamentos acontece com espécies exOticas, principalmente
pertencentes aos géneros Eucalyptus e Pinus (Falesi & Baena, 1999). Apesar do rapido
crescimento e boa adaptabilidade as condi¢des edafoclimaticas do pais, os géneros
Eucalyptus e Pinus ainda ndo conseguiram substituir completamente a demanda por
madeira “nobre”, geralmente nativa, preferida por algumas industrias como as de
movelaria fina de madeira serrada, construcdo civil e naval. Essa demanda aliada as
dificuldades de fiscalizacdo fazem com que a maior parte das serrarias do Brasil ainda

seja abastecida através do extrativismo de ecossistemas nativos (Sobral et al., 2002).



Os mognos africanos (Khaya anthoteca, Khaya ivorensis, Khaya
senegalensis) também sdo espécies exdticas que merecem destaque, por possuirem
madeira considerada “nobre” que pode vir a substituir a demanda ainda preenchida pela
oferta de madeira nativa, extraida de maneira ilegal e/ou insustentavel. Apesar de ndo
apresentarem o crescimento tdo rapido como os dos géneros Eucalyptus e Pinus, a
madeira do mogno africano possui propriedades fisico-mecanicas similares a0 mogno
brasileiro (Swietenia macrophylla) (Pinheiro et al., 2011). Dentre os mognos africanos,
a espécie K. ivorensis merece destaque por possuir crescimento mais rapido, melhor
desrama natural e fuste mais retilineo (Gomes, 2010; Pinheiro et al., 2011). Além desses
aspectos, a espécie ndo ¢ vulneravel a praga que inviabiliza os plantios do mogno
brasileiro, conhecida como broca-do-ponteiro (Hysipyla grandella) (Falesi & Baena,
1999).

Os vérios plantios de mogno africano estabelecidos no pais provém de
algumas arvores que foram introduzidas na década dos anos 70 e de alguns produtores
que conseguiram importar sementes de regides da Africa, onde a espécie é nativa (Falesi
& Baena, 1999). A introdu¢do do mogno africano no Brasil ¢ recente, quando
comparada com espécies de Eucalyptus e Pinus. Assim, sdo necessarias pesquisas em
diversas areas como, silvicultura e manejo da espécie, tecnologia da madeira,
entomologia e patologia florestal, etc. Também ¢ importante conhecer o nivel de
diversidade genética dos plantios estabelecidos no pais, para avaliar sua sustentabilidade
e a possibilidade de utilizar esse recurso genético em programas de melhoramento
genéticos da espécie.

O advento dos marcadores moleculares facilitou e melhorou a estimativa do
grau de variabilidade genética existente dentro e entre populagdes, possibilitando
grandes avancos nos estudos de genética de populagdes. Entre os marcadores em nivel
de DNA, os microssatélites destacam-se pela co-dominancia, multi-alelismo e alto nivel
de polimorfismo detectdvel. Com isso, € possivel obter estimativas de diferencas
genéticas mesmo entre os individuos geneticamente proximos (aparentados). As
informacdes obtidas através desses marcadores permitem inferir diversos parametros
genéticos como nivel de heterozigosidade ou diversidade, bem como o grau de
estruturacdo e distdncia genética entre diferentes grupos de individuos. Essas

informacdes sdo muito uteis no monitoramento e gerenciamento da variabilidade



genética disponivel em ecossistemas naturais, bancos de germoplasma ou programas de
melhoramento genético (Grattapaglia, 2010).
Nesse sentido, o presente trabalho objetiva através de marcadores
microssatélites:
e Estimar a diversidade genética em uma populacdo de melhoramento
de K. ivorensis selecionada em plantios no Estado do Para;
e Estimar a divergéncia genética entre as arvores de K. ivorensis
selecionadas, €
e Avaliar a estrutura genética entre e dentro das populagdes
amostradas para subsidiar as futuras acdes no ambito do programa

de melhoramento genético de K. ivorensis.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 MOGNO COMO ALTERNATIVA PARA A EXPLORACAO PREDATORIA DE
MADEIRAS NOBRES

Os ecossistemas brasileiros vém sofrendo forte degradagdo, ndo sé pelo
desmatamento para abertura de novas fronteiras agricolas, como também pelo corte
seletivo de arvores de madeira nobre. O corte seletivo tem destaque na Floresta
Amazodnica e Mata Atlantica, podendo causar forte erosdo genética nas espécies-alvo da
exploragdo. Além disso, todo o ecossistema ¢ afetado na medida em que, para se fazer a
extracdo, carreadores sdo construidos e as toras sdo arrastadas levando consigo outras
espécies de plantas, alterando assim a cobertura florestal da area degradada. No periodo
de 1980-1998, as espécies que mais sofreram corte seletivo nos ecossistemas brasileiro
foram o mogno, jatoba, virola, cedro, angelim e ipé€, representando 40% do volume
explorado (Angelo et al., 2001).

As madeiras dessas espécies destacam-se pelo alto valor comercial, sendo
utilizadas em serrarias para movelaria, construgdo civil, naval, entre outras aplicagdes.
Dentre as espécies mais valiosas que ja foi explorada da Amazdnia, destaque pode ser
dado ao mogno brasileiro (S. macrophylla King) da familia Meliaceae (Barros &
Verissimo, 2002).

De acordo com os dados de Maués (2001) o Pard é um dos principais
responsaveis pelo corte seletivo de espécies madeireiras da familia Meliaceae como o
mogno (S. macrophylla King), o cedro (Cedrela odorata L.) e a Andiroba (Carapa
guianensis). No estado sdo exportados grandes volumes de produtos derivados da
madeira, retirados através de cortes seletivos a taxas insustentaveis. Vdrias espécies de
grande importancia madeireira da Floresta Amazdnica foram incluidas na lista vermelha
de espécies ameagadas da Unido Internacional para a Conservagdo da Natureza e dos
Recursos Naturais (IUCN). O mogno brasileiro (S. macrophylla) é considerado uma
espécie vulneravel na lista da IUCN. Posteriormente, devido a alta exploragdo para
abastecer o comércio internacional, foi criada a Conven¢do Internacional sobre o
Comércio de Espécies da Flora e Fauna Selvagens em Perigo de Extingdo (CITES) em
uma reunido dos membros da IUCN. A espécie de mogno S. macrophylla foi incluida
na lista de espécies ameagadas em acordo internacional promulgado pela CITES, que

entrou em vigor em 15 de novembro de 2003. Através deste documento, os governos
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buscam promover a sobrevivéncia de espécies ameacadas através de acordos e
cooperagdes, afim de, controlar as cotas de exportacdo de cada pais quanto a utilizagao
de toras, madeiras serrada e compensada (CITES, 2013).

Uma alternativa para a exploracdo predatéria de madeira nobre de espécies
nativa ¢ o plantio de espécies florestais. Para preservar espécies madeireiras ameagadas,
¢ importante que haja oferta de madeira de florestas plantadas para atender a
necessidade global. A madeira proveniente de florestas plantadas ¢ um recurso natural
renovavel. A utilizagdo de espécies exdticas surge como uma solucdo para evitar a
fragmentacdo de florestas nativas e de espécies que estdo proibidas para exploragdo
(Silva, 2013).

A madeira do mogno brasileiro foi e ainda ¢ altamente desejada nos
mercados interno e Europeu. Na década de 80, o Governo Brasileiro comprovou a
existéncia de uma grande cadeia de ilegalidades envolvendo 6rgao publicos, como a
Funai, na exploracio do mogno brasileiro em terras indigenas e dareas publicas
(Greenpeace 2001). O resultado dessa e outras atividades de exploragdo predatdria é que
o mogno brasileiro encontra-se sob forte ameaca de extingdo (WWF 2010). Na tentativa
de frear essas atividades predatorias, em dezembro de 2001, o IBAMA apresentou a
Instrugdo Normativa n® 22, cujo Art. 1° suspende o transporte, o beneficiamento, e a
comercializagdo de mogno S. macrophylla, por tempo indeterminado. A falta de
alternativas para plantios florestais com espécies de madeira nobre acaba estimulando a
exploragdo predatdria do mogno brasileiro.

A maioria dos plantios com espécies nativas tem sido feita com o mogno
brasileiro para fins de enriquecimento de florestas, plantacdes e em sistemas
agroflorestais (Maués, 2001). No entanto, o monocultivo do mogno brasileiro (S.
macrophylla King) ja foi avaliado em diversas regides do Brasil e os resultados de
produtividade sdo quase sempre ruins. Os ataques provocados pela mariposa Hypsipyla
grandella, conhecida como broca do ponteiro, invariavelmente tornam inviavel o
plantio da espécie (Lunz et al., 2009).

A broca do ponteiro abre galerias no caule da planta, especialmente no
meristema apical, fazendo com que haja um aumento na brotagdo lateral, diminuindo a
altura de fuste e, consequentemente, o valor da madeira. Em alguns casos os danos
causados pela H. grandella podem até causar a mortalidade das arvores. Os ataques

iniciam em plantas jovens e atingem, praticamente, todas as arvores, depreciando muito
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o valor da madeira. Diversas estratégias t€ém sido postas em pratica como alternativas de
controle do lepiddptero, mas até o momento nenhuma ¢ economicamente vidvel e
apresenta éxito completo (Lunz et al., 2009).

Devido a falta de estratégias bem sucedidas de manejo da principal praga do
mogno brasileiro (H. grandella), tem sido estimulada a introdugdo e o cultivo de
espécies exodticas da familia Meliaceae, como o cedro australiano (Toona ciliata) e o
mogno africano (Khaya spp.). A espécie K. ivorensis A. Chev. apresenta-se como uma
alternativa aos plantios frustrados do mogno brasileiro, j4 que apresenta resisténcia a
broca do ponteiro e boa adaptagdo a diversas condi¢des de clima e solo do Brasil
(Newton et al., 1993; Maués, 2001; Verzignassi et al., 2009; Pinheiro et al., 2011;
Tremacoldi et al., 2013). No oeste e leste da Africa, no sul e sudeste da Asia e Australia
as florestas de mognos africanos sdo atacadas primordialmente pela Hypsipyla robusta,
que ¢ inexistente nas Américas (Nair, 2007). Porém, ¢ importante que as barreiras
sanitarias sejam eficazes para evitar a entrada deste patdgeno no continente Americano.

O mogno africano também possui madeira considerada nobre, com alto
valor comercial devido a sua clevada durabilidade, facilidade de trabalhar ¢ secar. As
cotagoes de madeira do mogno africano de elevado didmetro, com alta propor¢ao de
cerne, devidamente desdobrada e serrada, podem atingir R$2.300,00. Outras
caracteristicas que fazem do K. ivorensis uma espécie altamente interessante sdo o fuste
retilineo ausente de ramificagdes, e a boa produtividade, que pode chegar proximo a 307
m’/ha aos 15 anos de idade dependendo do manejo (Pinheiro et al., 2011). Por essas
caracteristicas, esta tem sido uma das espécies preferidas por reflorestadores no estado
do Para (Falesi & Baena, 1999).

O K. senegalensis (Desr.) A. Juss., outra espécie de mogno africano,
também merece destaque, principalmente pela sua excelente resisténcia ao déficit
hidrico. No entanto, essa espécie também apresenta algumas caracteristicas indesejaveis
como menor taxa de crescimento, fuste menos reto e mais ramificado quando
comparado ao K. ivorensis (Pinheiro et al., 2011).

Apesar do mogno K. ivorensis apresentar caracteristicas desejaveis para
plantio ndo ha registros de trabalhos de melhoramento genético dessa espécie. As suas
sementes sdo vendidas a um prego considerdvel e nem sempre possuem boas taxas de
germinagdo (Fagundes, 2013). Esses problemas ocorrem primordialmente devido a

recalcitrancia das sementes € ao baixo nimero de matrizes em idade de florescimento.
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No Brasil, o melhoramento genético do K. ivoremsis pode ser uma alternativa

interessante para se obter clones de alto desemprenho e sementes melhoradas .

2.2 GENERO Khaya

O género Khaya pertence a familia Meliaceae, que compreende cerca de 51
géneros com 1.400 espécies. Essa familia tem distribuicdo pantropical, ou seja, esta
presente em todas as regides tropicais da Africa, Asia ¢ Américas. Estima-se que esta
familia contenha 550 espécies madeirdveis importantes para a economia florestal no
mundo (Gouvéa, 2005; Pinheiro et al., 2011).

Referida familia se divide em quatro subfamilias: Capuronianthoideae,
Quivisianthoideae, Swietenioideae e Melioideae. Os géneros Swietenia e Khaya, do
mogno brasileiro e africano respectivamente, estdo inseridos na subfamilia
Swietenioideae, mais especificamente na tribo Swietenieae. Dentre as espécies do
género Khaya, destacam-se a K. ivorensis, K. grandifoliola, K. anthoteca e K.
senegalensis como grandes produtoras de madeira. Essas quatro espécies sao
popularmente denominadas mognos africanos, devido a sua ocorréncia natural no
continente africano (Pinheiro et al., 2011).

Ao redor do mundo as arvores de K. ivorensis sdo conhecidas
comercialmente por diferentes nomes: Acajou D'Afrique, na Franga e Bélgica; African
mahogany na Inglaterra e Estados Unidos; Khaya mahagoni na Alemanha; Afrikaans
mahoganie na Holanda e mogno africano pelos portugueses (Falesi & Baena, 1999).

O K. ivorensis é originario da costa ocidental da Africa (Figura 1). Trata-se
de uma espécie florestal de grande importancia, ndo apenas pelo alto valor da sua
madeira no comércio internacional, mas também pelos aspectos relativos ao seu
crescimento e resisténcia a algumas pragas que comumente atacam o mogno-brasileiro.
Uma das caracteristicas morfologicas que diferencia o mogno-africano K. ivorensis das
outras espécies de mogno ¢ a cor avermelhada das folhas mais jovens localizadas no
apice da planta (Figura 2). Essa coloragdo ocorre devido a concentracdo de antocianina
nas folhas mais proximas ao meristema apical (Falesi & Baena, 1999). No mogno

brasileiro, por exemplo, a cor da regido apical ¢ esverdeada.
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Figura 1. Regides com ocorréncia nativa da espécie K. ivorensis A. Chev.: Angola,
Camardes, Republica Central da Africa, Costa do Marfim, Guiné Equatorial,
Gabdo, Gana, Guiné, Nigéria e Togo (Fonte: GBIF, 2014).

Figura 2. Folhas avermelhadas no 4pice das mudas de K. ivorensis no viveiro Mudas
Nobres. Foto: Sabrina D. Soares.

Pinheiro et al. (2011) descrevem dados importantes de Barroso (1987) e
Lemmens (2008) sobre algumas caracteristicas do K. ivorensis. E uma espécie diploide
(2n = 50) e monodica. As arvores adultas sdo, geralmente, de grande porte, podendo

chegar a uma altura de 30 a 60 m e didmetro na altura do peito (DAP) de 2,10 m. Em
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geral, o fuste comercial se apresenta livre de ramificagdes até 30 m de altura, com casca
de cor escura a marrom. As folhas sdo alternas, compostas e paripenadas, agrupadas em
espiral proximo ao término dos galhos. Os galhos se apresentam rolicos e grossos com
coloracdo acinzentada. As flores sdo reunidas em inflorescéncia tipo panicula e sdo
unissexuadas, numerosas e brancas, com perfume adocicado. As flores masculinas e
femininas s3o semelhantes em sua aparéncia. Os frutos possuem capsulas fibrosas ou
lenhosas que sdo globosas, de coloragdo castanha. As capsulas possuem cinco valvas
que quando abertas liberam cerca de 15 sementes. Suas sementes sdo em forma de
disco, achatadas e estreitamente aladas por toda a margem para dispersdo anemocorica.
De acordo com Pinheiro et al. (2011) sdo escassos os dados fenoldgicos relativos a
espécie K. ivorensis. Na regido de Vigosa - Minas Gerais, esta floresce durante o verdo e
logo em seguida acontece a frutificacdo, ocorrendo a liberacdo das sementes na primeira

quinzena do més de Maio.

Figura 3. Caracteristicas fenotipicas da espécie K. ivorensis. A: Sementes achatadas.
(Fonte: www.ibflorestas.org.br). B: comparagdo entre fuste de S. macrophylla
(direita) e K. ivorensis (esquerda). (Fonte: www.mognoafricano.org). C:
Coloragao avermelhada da madeira de K. ivorensis de arvores cortadas aos 18
anos de idade. (Fonte: www.mudasanobres.com.br).
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2.3 INTRODUCAO DO MOGNO AFRICANO NO BRASIL E PERSPECTIVAS DE
MELHORAMENTO GENETICO

As primeiras sementes de K. ivorensis foram introduzidas no Brasil no ano
de 1976 por um funcionario do governo da Costa do Marfim (Africa) em visita ao
Brasil. As sementes foram doadas ao pesquisador Italo Falesi, que na época era diretor
do entdo Instituto de Pesquisa e Experimentacdo Agropecudria do Norte (IPEAN)
localizado no estado do Pard. Posteriormente, esse instituto passou a ser Embrapa
Amazonia Oriental. A partir destas sementes foram originadas cinco arvores. Uma das
arvores foi cortada para estudar as caracteristicas da madeira. Assim, atualmente
existem quatro arvores em idade reprodutiva no local.

A maioria dos produtores de mogno africano do Brasil estd no estado do
Pard e abasteceram suas florestas com sementes provenientes dessas quatro arvores
(Falesi & Baena, 1999). Essa constatagdo traz preocupacdo em relagdo a uma possivel
baixa diversidade genética dos plantios de mogno-africano do pais. A existéncia de
baixa diversidade genética pode representar um risco para a sustentabilidade desses
plantios frente a um cenario de mudancgas climéaticas e a possivel introdu¢do de insetos-
praga e patogenos.

Outros plantios estabelecidos provém de sementes de popula¢des nativas de
algumas regides da Africa Ocidental (Lemmens, 2008; Pinheiro et al., 2011). Um
exemplo ¢ o plantio localizado na fazenda de Norton Amador Costa (ex-pesquisador da
Embrapa Amazonia Oriental) Nesta, h4 plantios de mogno de sementes obtidas da Costa
do Marfim e da Tanzania. Esses plantios estdo com 15 anos e ha comercializagdo de
sementes. No entanto, a procedéncia exata dessas sementes ¢ desconhecida. Com isso,
ndo se sabe o nimero de matrizes em que as sementes foram coletas ou se foram
coletadas em florestas naturais ou plantadas.

Como as florestas de mogno africano implantadas no pais sdo todas para
fins de producdo de madeira, e ndo para pesquisa, ¢ compreensivel a falta de
detalhamento da procedéncia de origem dessas florestas. Porém, para a formacdo de
uma populagdo-base de melhoramento ¢ muito importante conhecer a procedéncia das
sementes no sentido de maximizar a variabilidade genética e de identificar possiveis
grupos heteroticos, caso haja estruturacao genética entre as populagdes de origem. Entre

as caracteristicas definidas para a sele¢do de arvores geneticamente superiores
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destacam-se as caracteristicas de crescimento (volume) e qualidade da madeira, bem
como a forma do fuste e resisténcia a doengas (Oda et al., 2007; Gomes, 2010).

Sao escassos trabalhos cientificos publicados com a espécie de K. ivorensis
conforme anteriormente comentado. No Brasil, foram publicadas pesquisas relacionadas
a propagacao vegetativa (Fagundes, 2013), propriedades fisicas e mecéanicas da madeira
(Silva, 2013), andlise da viabilidade técnica e econdmico-financeiro para implantagdo
da cultura (Gomes, 2010), ecofisiologia da planta (Albuquerque et al, 2013),
suscetibilidade a mancha-alvo (Verzignassi et al., 2009), utilizacdo da arvore em
sistemas silvipastoril (Falesi & Baena, 1999; Castro et al., 2008). Em termos de
melhoramento, ainda ndo hd nenhum trabalho de melhoramento genético consolidado
para as espécies de Khaya no pais. No ambito mundial, o Unico programa de
melhoramento para o género ocorre na Australia com o K. senegalensis (Nikles et al.,
2008).

O estudo da distribuicdo da variabilidade genética entre e dentro das
populagdes naturais de mogno, ou de qualquer espécie, ¢ fundamental para definir
estratégias de conservagdo, inferir o quanto a exploracdo madeireira pode afetar os
niveis de diversidade genética. Além disso, o conhecimento dos niveis de diversidade e
estrutura genética possibilita o desenvolvimento de pesquisas integradas para a
conservagdo e melhoramento genético das espécies (Chalmers et al., 1994; White et al.,
1999; Cruz et al., 2011; Lemes et al., 2011).

A partir das técnicas de melhoramento, aliadas a experimentagdo e estudos
de genética quantitativa ¢ possivel selecionar individuos com genotipos superiores para
a formagdo de florestas mais produtivas. Em espécies com técnicas de propagacdo
vegetativa estabelecidas, como ¢ o caso do mogno africano, a clonagem de gendtipos
superiores acelera a taxa de ganho genético. O aumento da eficicia e a diminuig¢do do
tempo dos ciclos de melhoramento sdo importantes principalmente em espécies
florestais, que sdo culturas com longos ciclos reprodutivos (Nass et al, 2001;

Grattapaglia, 2007).
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24 USO DE MARCADORES MOLECULARES EM PROGRAMAS DE
MELHORAMENTO

Tradicionalmente, a caracterizagdo da variabilidade pode ser feita através da
observagdo de caracteristicas morfologicas denominados marcadores morfoldgicos.
Porém, tais caracteristicas sdo dificeis de serem avaliadas, pois podem ser expressas
somente em fases especificas da ontogenia da planta, além de muitas vezes se alterarem
de acordo com o ambiente (plasticidade). Com o advento dos marcadores bioquimicos,
como as isoenzimas e¢ dos marcadores moleculares ao nivel de DNA, diversas
estratégias tem sido desenvolvidas para avaliar a diversidade genética das espécies. Tais
marcadores possibilitaram avangos nas pesquisas em genética e biologia molecular de
plantas por permitir a detec¢do da variabilidade genética existente (Golle et al., 2009;
Cruz et al,, 2011). A utilizacao de marcadores moleculares em espécies florestais € feita
desde os anos 80.

Uma das premissas basicas para obten¢do de ganho genético, durante o
processo de melhoramento, ¢ a existéncia e manutencdo da diversidade genética ao
longo dos ciclos de sele¢ao. Desta maneira, os marcadores moleculares atuam como
ferramentas importantes para o monitoramento da variabilidade genética existente nas
colecdes de germoplasma e populacdes de melhoramento. Além disso, os marcadores
também sdo ferramentas Uteis para a protecdo varietal, o controle de qualidade de
cruzamentos, estimativa do grau de parentesco entre cultivares e acessos em bancos de
germoplasma, no mapeamento genético de caracteres importantes, como resisténcia a
insetos-praga e doengas dentre outras (Mori, 1993; Nass et al.,, 2001; Grattapaglia,
2007). E ampla a quantidade de marcadores moleculares utilizados em estudos de
genética de populacdes, conservacao e melhoramento de plantas e de animais (Nass et
al., 2001; Zucchi, 2002; Faleiro, 2007; Melo, 2012).

Uma das ferramentas moleculares em destaque ¢ a utilizagdo de marcadores
microssatélites conhecidos também sequéncias simples repetitivas (SSRs). No genoma
de eucariotos sdo encontradas em varias regides sequéncias repetidas complexas e
outras mais simples (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Os locos microssatélites sdo um
tipo sequéncias simples, dispostas no DNA como repeti¢cdes de um a seis nucleotideos
lado a lado (em fandem). Essas sequéncias repetidas sdo encontradas amplamente em

todo o genoma, incluindo regides génicas. Tais regides repetitivas podem ser
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amplificadas pela reagdo da polimerase em cadeia (PCR) utilizando iniciadores
(primers) que flanqueiam a regido microssatélite. As regides microssatélites sdo
altamente mutaveis, devido a erros incorridos pela DNA polimerase durante a
replicacdo dessas regides. Com isso, esses locos tendem a ser altamente polimoérficos
entre individuos, sendo dessa maneira utilizados como marcadores genéticos (Tautz &
Renz, 1984; Morgante et al., 2002; Martin et al., 2010; Hoshino et al., 2012).

Diversas sdo as vantagens dos marcadores microssatélites em relagdo a
outras classes de marcadores. Destacam-se por serem codominantes, ou seja, permitem
a disting@o entre genotipos homozigotos e heterozigotos; apresentam alto polimorfismo;
sdo multi-alélicos, ou seja, diversos alelos podem ser detectados em cada loco analisado
e assim diferenciar com clareza e precisdo até mesmo individuos geneticamente
proximos e podem ser utilizados em sistemas “multiplex” através de sequenciador
automatico, onde mais de um par de primer especifico ¢ colocado simultaneamente na
mesma reacdo de PCR. As reacdes multiplex sdo possiveis devido a marcagdo
fluorescente presente em um dos primers de cada par. Além disso,possuem alta
reprodutibilidade entre laboratérios, bem como alta transferabilidade, ou seja, primers
desenvolvidos para uma espécie podem ser utilizados para individuos da mesma espécie
ou de espécies geneticamente relacionadas, como por exemplo, espécies que pertencem
ao mesmo género ou géneros relacionados (Brondani et al., 1998; Collevatti et al., 1999;
Grattapaglia, 2007; Faleiro, 2007; Cruz et al., 2011; Cosson et al., 2014).

Em estudos de espécies florestais de grande importancia econdmica existem
diversos primers desenvolvidos como para espécies de Eucalyptus (Brondani et al.,
1998; Steane et al., 2001; Brondani et al., 2002; Brondani et al., 2006) e Pinus (Ecth &
May-Marquardt, 1997; Elsik et al., 2000). Por outro lado, é restrito o numero de
marcadores microssatélites descritos para as espécies de mogno do género Swietenia
(White & Powell, 1997; Lemes et al., 2002) e Khaya (Sexton et al., 2010; Lemes et al.,
2011; Karan et al., 2012).

2.5 DIVERSIDADE GENETICA APLICADA AO MELHORAMENTO FLORESTAL

Os marcadores microssatélites atuam como grandes ferramentas para avaliar

magnitude e distribuicdo da variabilidade genética entre e dentro de populagdes, sejam

elas naturais ou de melhoramento (Nass et al., 2001; Grattapaglia, 2007; Borém &
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Miranda, 2013). E importante destacar que os resultados fornecidos pelos marcadores
moleculares, geralmente neutros, ndo estdo associados ao potencial ou ao desempenho
dos individuos da populagdo para as caracteristicas de interesse economico. Isso se deve
ao nimero reduzido de marcadores geralmente utilizados nas avaliagdes de diversidade
genética. Vale ressaltar que as informagdes obtidas se restringem aos aspectos de
ancestralidade, heterozigosidade observada e divergéncia genética ou gendmica entre os
individuos estudados (Grattapaglia, 2007). Essas informacdes sdo muito uteis no
monitoramento e gerenciamento da variabilidade genética das populagdes, sejam elas
naturais ou de melhoramento.

Vérios marcadores, incluindo os SSRs, foram utilizados para estudos de
diversidade e estrutura genética de popula¢des de melhoramento, como em Pinus
(Furlan et al., 2007) e eucalipto (Alves et al., 2009). Sem diversidade genética as
espécies ndo conseguem evoluir e se adaptar as mudancas ambientais (Templeton,
2006). Para fins de melhoramento, a diversidade genética em caracteristicas de interesse
¢ a base que garante ganhos com os ciclos de selecdo. O estudo da diversidade em
caracteristicas de interesse possibilita a identificagdo de genitores adequados que
resultardo em hibridos mais heterozigotos, com um maior efeito heterdtico e
proporcionando maior segrega¢do e variabilidade genética em cruzamentos futuros
(Cruz et al., 2011; Borém & Miranda, 2013; Suteu et al., 2013).

Através de métodos preditivos, ou seja, através de diferencas morfologicas,
fisiologicas e moleculares, ¢ possivel estimar medidas de dissimilaridade. Tais medidas
podem ser utilizadas estatisticamente para predicdo do grau de divergéncia genética
existente na populacdo através de parametros, como a medida de distancia genética.
Essas informagdes permitem com que os gendtipos analisados em uma populagdo,
sejam identificados como proximos ou distantes geneticamente, possibilitando em um
futuro programa de melhoramento a escolha de cruzamentos com genétipos mais
divergentes (Ferreira & Grattapaglia, 1998; Oliveira et al., 2000; Cruz et al., 2011).
Estudos feitos com espécies florestais, como o eucalipto (Xavier et al., 1996; Scapim et
al., 1999; Alves et al., 2009; Souza et al., 2010), utilizaram a divergéncia genética para a
escolha de genitores em programas de melhoramento florestal. Além disso, outros
estudos feitos em batata-doce (Oliveira et al., 2000), milho (Flint-Garcia et al., 2009;
Suteu et al., 2013) e feijdo (Ribeiro et al., 2001; Elias et al., 2007) também recorreram a

este parametro para o desenvolvimento de cultivares melhoradas. Segundo Falconer
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(1987) um nivel elevado de variabilidade genética em uma populacdo segregante ¢é
fungdo da divergéncia genética entre os parentais envolvidos nos cruzamentos.

O fato de dois genitores serem proximos geneticamente pode significar que
estes individuos possuem ou compartilham alelos em comum. Caso ocorra um
cruzamento entre estes individuos pode ocorrer uma baixa do vigor, devido a depressao
por endogamia. Ao contrario, quando acontecem cruzamentos com individuos
geneticamente distantes o resultado pode ser um aumento de vigor, ou seja, uma maior
manifestagdo da heterose. A heterose representa o aumento de vigor, da altura de planta,
da produtividade e de outros fendomenos fisiologicos que sdo gerados pelo cruzamento
de individuos divergentes (Borém & Miranda, 2013). Isso significa que a heterose
reflete a superioridade do individuo hibrido em relacdo aos seus genitores (Santos et al.,
1988; Borém & Miranda, 2013).

O termo heterose foi proposto por Shull no século XX e consigo surgiram
trés hipdteses (teorias) em busca de desvendar o seu mecanismo genético. Entre elas
estdo a hipotese da domindncia, da sobredominancia e a epistasia. A primeira,
conhecida como hipotese de dominancia, tem como pressuposto que a maioria dos
efeitos ndo desejaveis sdo causados por alelos recessivos, ou seja, os alelos dominantes
sdo que determinam o aparecimento dos efeitos favoraveis para o individuo. A heterose,
nesse caso, ¢ devido a acdo complementar de alelos dominantes que estdo na maioria
dos locos. De acordo com a segunda hipotese, conhecida como de sobredominancia, o
heterozigoto tem um maior vigor do que qualquer condi¢cdo homozigota, supondo que a
presenca de alelos divergentes em cada loco resultaria em um desempenho superior a
daqueles que apresentaram um unico tipo alélico em cada loco. Ou seja, cada alelo
possuiria funcdes distintas e a condi¢do heterozigota seria favoravel em relacdo a
homozigota. As hipdteses de domindncia e sobredomindncia sugerem que o efeito da
endogamia causa uma queda do vigor, enquanto que com oOs cruzamentos O Vigor
hibrido pode ser recuperado. A terceira hipdtese, conhecida como de epistasia, admite
que em alguns cruzamentos ocorrem interagdes entre alelos de genes diferentes
(epistasia) que afetam o mesmo fenétipo, culminando na expressdo da heterose (Nass et
al., 2001; Borém & Miranda, 2013).

Independente da hipdtese ¢ importante ressaltar que a selecdo de genitores
geneticamente divergentes para futuros cruzamentos deve principalmente levar em

consideragdo o desempenho desses quanto as caracteristicas de interesse econdmico
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(Xavier et al., 1996; Martins et al., 2002; Ghaderi et al., 1984; Cruz et al., 2011). O
cruzamento entre parentais superiores e divergentes geneticamente ¢ muito importante
em um programa de melhoramento , dado que essas espécies sofrem muito com a
depressdo endogamica (Kageyama, 1981; Gouvéa, 2009).

Entre as causas da depressio por endogamia estd o cruzamento de
individuos geneticamente proximos. As consequéncias desses cruzamentos sao o
aumento na frequéncia de individuos com gendtipos homozigotos e uma reducido da
heterozigosidade. Em plantas alégamas, a depressdo por endogamia é explicada pela
expressdo de alelos deletérios recessivos que possuem maior chance de ficarem em
homozigose com os cruzamentos endogamicos. Desse modo, quando ha o cruzamento
entre individuos aparentados, geralmente, o resultado ¢ uma prole com reduzido valor
fenotipico devido aos efeitos deletérios desses alelos. Varias sdo caracteristicas afetadas
pela endogamia, por exemplo, aquelas relacionadas a sobrevivéncia e ao crescimento da
planta, tais como uma reducdo nas eficiéncias bioquimicas e fisioldégicas de processos
metabolicos basais como fotossintese e respiracdo. Com isso, pode ocorrer uma redugao
da viabilidade do embrido, da sobrevivéncia das mudas, do vigor das arvores e da
producdo de sementes (Kageyama, 1981; White et al., 1999).

No caso de marcadores codominantes como os SSR as medidas de
dissimilaridade (distancia genética) sdo feitas a partir das frequéncias alélicas ou
genotipicas. O calculo ¢ realizado sobre os locos individuais, sendo a distancia final
representada pela média das distdncias de cada loco (Sigrist, 2009). A estimativa de
distdncia genética conota o grau de divergéncia genética entre os individuos ou
populagdes par a par, sendo o produto final uma matriz de distancias estimadas. A
menor distdncia genética calculada entre individuos ou populagdes pode ser definida
pelo valor zero (0), ou seja, os individuos e/ou populagdes ndo possuem diferencas
significativas e, portanto, sdo idénticos ou muito proximos geneticamente. Enquanto
que o maior o valor da distancia, ¢ dado pelo valor de um (1), ou seja, as populagdes
e/ou individuos ndo possuem alelos em comum, sendo dessa maneira completamente
distintos (Weir, 1996).

O coeficiente de Rogers (1972), modificado por Wright (1978), ¢ bastante
utilizado como uma medida de dissimilaridade na caracterizagdo dos acessos de uma
populagdo de melhoramento. Trata-se de uma medida de distdncia Euclidiana onde ndo

¢ conotado processo evolutivo como migracao, selecdo, mutagdo e deriva.
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A identificagdo de grupos, a partir da matriz de distancias genéticas ndo
facil. A simples andlise visual dos dados em matrizes de distdncia ndo permite a
identificacdo de grupos de genotipos mais similares, principalmente, quando a matriz ¢
muito extensa. Por isso, a aplicacdo de técnicas multivariadas como a andlise de
componentes principais e a analise de agrupamento ¢ bastante util. Com a aplicagdo
dessas técnicas € possivel visualizar a distancia entre os genotipos (ou populagdes) por
meio de graficos de coordenadas principais ou de dendrogramas, no caso das andlises de
agrupamento, facilitando a identificacdo de grupos com individuos menos divergentes
(Evanno et al., 2005; Cruz et al., 2011).

Entre os métodos de agrupamento mais utilizados em programas de
melhoramento estdo os métodos de agrupamento hierarquicos e os métodos de
otimizagdo. Nos métodos hierdrquicos, os individuos sdo agrupados por um processo
que se repete em varios niveis até que se obtenha o agrupamento de todos os individuos.
Ao final, as distancias entre os diferentes individuos e grupos de individuos sdo
representadas em um dendrograma. Entre os métodos hierarquicos utilizados com maior
frequéncia destaca-se o método da ligacdo média ndo ponderada (UPGMA -
Unweighted pair-group method using arithmetic averages). O UPGMA utiliza as
médias aritméticas ndo ponderadas das medidas de dissimilaridade, evitando
caracterizar a dissimilaridade por valores extremos entre os genotipos que estdo sendo
considerados. Como os métodos de agrupamento geram resultados que sdo uma
aproximacao da matriz de dissimilaridade, pode ocorrer a formacdo de grupos nio
confidveis. Diante disso, pode-se avaliar a concordancia entre a matriz ¢ o dendograma
que foi gerado a partir do coeficiente de correlacdo cofenética (Cruz & Regazzi, 2001;
Templeton, 2006; Cruz et al, 2011). Segundo Sokal & Rolf (1962) uma das
caracteristicas que favorece a utilizagdo do método UPGMA ¢ maximizagdo da
correlagdo cofenética. Quanto maior o valor obtido pelo coeficiente de correlacdo
cofenética, melhor ¢ a concordancia entre a matriz de distancias originais e as distancias
representadas no dendrograma. Além disso, outra forma de conferir a qualidade dos
grupos representados no dendograma ¢ através da estimativa da consisténcia dos seus
nds (ou ramificagdes) por meio da reamostragem ou bootstrapping. Essa técnica se
baseia na reamostragem com reposicdo das variaveis no conjunto de dados originais
para avaliar o nimero de vezes que cada grupo foi formado, dentre as diversas

reamostragens realizadas (Cruz et al., 2011).
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2.6 ESTRUTURA GENETICA DE POPULACOES

Uma populacdo ¢ definida pelo conjunto de individuos da mesma espécie,
que convivem em um determinado ambiente e que podem se intercruzar. Dessa maneira,
o conceito envolve um componente genético caracterizado pelos individuos da mesma
espécie e um espacial que se refere ao ambiente onde estdo inseridos. Normalmente, os
individuos ndo sao distribuidos uniformemente no ambiente em que vivem. Além disso,
nem sempre individuos isolados no espaco deixam de estabelecer fluxo alélico entre si,
o que dificulta a delimitacdo das populagdes. Logo, a avaliagdo da estrutura genética das
populagdes visa reconhecer heterogeneidades na distribuicao das frequéncias alélicas e
genotipicas, ao longo do espaco, para possibilitar a delimitagdo de grupos de individuos
que possivelmente estdo se intercruzando com grande frequéncia (Robinson, 1998;
Hartl & Clarck, 2010; Cruz et al., 2011).

Com o advento dos marcadores moleculares se tornou possivel quantificar a
diversidade genética e inferir como esta se distribui entre e dentro de populacdes,
definindo assim sua estrutura. Entre os parametros utilizados para caracterizagdo da
diversidade genética estdo o numero médio de alelos por loco polimoérfico, a
heterozigosidade esperada sob Equilibrio de Hardy-Weinberg (diversidade génica de
Nei), a heterozigosidade observada e o indice de fixacdo (Robinson, 1998; Zucchi,
2002; Gandara, 2009; Cruz et al., 2011). A frequéncia dos heterozigotos ¢ uma medida
simples e bastante importante, pois quanto maior o nimero de alelos e mais uniforme
sdo suas frequéncias, maior ¢ a variabilidade genética e maior tende a ser a frequéncia
dos heterozigotos. A frequéncia de heterozigotos ¢ estimada para cada loco
individualmente, obtendo-se a média para os varios locos como um estimador da
diversidade genética (White et al,, 1999; Weir, 1996). Em geral, espécies arboreas
tropicais concentram a maior parte da variacdo genética dentro de suas populacdes e
diversos sdo os fatores que contribuem para essa baixa estrutura genética entre
populagdes. O porte arboreo dessas espécies contribui para uma eficiente dispersdo de
polens e sementes. A longevidade das espécies perenes diminui a taxa de perda de
alelos por deriva genética. Por fim, a distribuicdo geografica ¢ geralmente mais ampla
nessas espécies, quando comparadas as espécies herbaceas anuais, o que também

diminui a perda de alelos por deriva genética, aumentando a variabilidade genética
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dentro de populagdes ao mesmo tempo em que diminui a estruturacdo genética
(Loveless & Hamrick, 1984; Collevatti et al., 2001; Gandara, 2009).

Dentre as metodologias para caracterizacdo da estrutura genética das
populagdes e de populagdes subdivididas destacam-se a estatistica F de Wrigth (1951), a
andlise da diversidade genética em populacdes subdivididas (Nei, 1977) e os
coeficientes de ancestralidade de Cockerham (analise da variancia das frequéncias
génicas) que sdo analogos ao modelo de Wright (Cockerham, 1969; Weir, 1996). Tais
abordagens estimam a distribuicdo da diversidade genética entre e dentro das
populagoes, sdo semelhantes quanto a base genética e sdo complementares quanto ao
significado da estimativa (Nagylaki, 1998; Robinson, 1998).

A abordagem de Wrigth tende a quantificar os niveis de diferenciacao
genética devido aos efeitos do endocruzamento (endogamia) de acordo com a
subdivisdo populacional, sendo conhecido como indices de fixagdo. Wright definiu
como parametro o coeficiente F, que foi acrescido de subscritos para demonstrar a
endogamia em niveis hierdrquicos de subdivisdo. De acordo com o autor, as estatisticas
F permitem avaliar os niveis médios de endogamia ao nivel populacional (Fjs) e total
(Fir) e a distribuicdo da variabilidade genética entre as populagdes (Fsr). Diversas
metodologias foram propostas para as estatisticas F para corrigir os efeitos de
amostragem devido ao niimero de subpopulagdes e a quantidade de individuos que
constituem as mesmas. Em fun¢do disso, Cockerham (1973) redefiniu as estatisticas F
relacionando o coeficiente de endogamia e o de coancestralidade, em que Fir=F, Fsr=
fe Fis= f (Hartl & Clarck, 2010; Cruz et al., 2011).

Os indices de fixacdo sdo pardmetros essenciais para conhecer a estrutura
genética das subpopulacdes. De acordo com Wright (1951) e Robinson (1998)
considerando uma populacao com um nivel hierdrquico de subdivisdao (subpopulacdes)
pode-se estimar os coeficientes de endogamia como Fir, Fsre Fis. Onde:

Fir ou F calcula o desvio das frequéncias genotipicas da populagdo em
relacdo ao equilibrio de Hardy-Weinberg. Esses desvios estdo relacionados a
cruzamentos ndo ao acaso dentro da populagdo, incluindo a endogamia em todos os
niveis, seja por autofecundacdo ou por cruzamentos entre individuos aparentados.

Fsrou 6 € o coeficiente de ancestria, trata-se de um parametro que indica o
grau de diferenciagdo genética entre as populagdes e a correlagdo dos alelos dentro de

individuos em uma mesma populagao.
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Fis ou f representa a fixagdo em nivel de individuos, ou seja, mede a
probabilidade de que os dois alelos de um loco presentes no mesmo individuo sejam
idénticos por descendéncia. Assim, f ¢ uma medida de correlacdo de gametas, devido a
endogamia dentro das subpopulacdes.

A redugdo de heterozigosidade em uma populagdo panmitica pode ser
medida através do coeficiente de endogamia (f). Em uma populacdo em que nio existe
endogamia o valor de f ndo difere significativamente de 0. Isso significa que os
cruzamentos ocorrem ao acaso (panmixia) e as frequéncias alélicas e genotipicas estdo
de acordo com o que ¢ esperado pelo equilibrio de Hardy-Weinberg. Quando existe
endogamia total a populagdo obterd valor de f igual a 1, ou seja, todos os alelos da
populagdo encontram-se em homozigose nos diferentes individuos (Templeton, 2006;
Hartl & Clark, 2010; Melo, 2012)

O valor de Fsr pode variar de zero a um. Quanto mais baixo for o valor da
estimativa pode-se dizer que a frequéncia dos alelos nas diferentes subpopulacdes ¢é
aproximadamente a mesma. Por outro lado, quanto maior o valor Fsr, mais diferentes
serdo as frequéncias alélicas nas diferentes subpopulacdes. Ou seja, Fsr = 1 ocorre
quando as subpopulacdes possuem alelos distintos entre elas. Quando Fsr for igual a
zero, pode-se dizer que as subpopulagdes possuem frequéncias alélicas similares
demonstrando a inexisténcia de diferenciacdo ou estruturacdo genética entre elas (Melo,
2012). A interpretagdo bioldgica das estimativas de Fsr foi definida por Wright (1978) e
apresentado da seguinte maneira por Hartl & Clarck (2010):

e Fgr variando de 0 a 0,05 indica pequena diferenciacao genética;

e Fgp variando de 0,05 a 0,15 indica moderada diferenciagdo genética;

e Fgrvariando de 0,15 a 0,25 indica grande diferenciacdo genética, e

e Fsy com valor acima de 0,25 representa uma diferenciagdo genética muito
grande.

Além das medidas de diversidade genética, distdncia e estrutura
populacional (estatisticas F) informagdes adicionais podem ser inferidas através de
estatisticas que utilizam a abordagem Bayesiana para complementar informagdes sobre
a estrutura genética de populacdes (Evanno et al., 2005). Essa andlise pode ser utilizada
como ferramenta para conservagdo de espécies ameacadas de extingdo, alvo de
contrabando e biopirataria e em programas de melhoramento genético (Manel et al.,

2003; Correia, 2011). O pesquisador pode inferir através das frequéncias alélicas dos
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individuos, a partir de dados multilocos, a probabilidade de cada gendtipo pertencer a
uma determinada populagdo. Dessa forma, os genotipos podem ser caracterizados de
acordo com sua origem, considerando que o método Bayesiano de alocagcdo dos
individuos pressupde que todas as populagdes originais estdo em equilibrio de Hardy-
Weinberg e de ligagdo (Pritchard et al., 2000).

Essa abordagem ¢ vantajosa em estudos onde se desconhece a origem do
material, como em populagdes base de melhoramento, colegdes ou bancos de
germoplasma onde com frequéncia a fonte dos materiais ndo ¢ conhecida ou confiavel.
Como a analise ndo estabelece populagdes a priori, a determinagdo das populagdes e de
seus componentes ocorre de acordo com as informagdes dos genétipos dos individuos
obtidos em diversos locos. Diversas sdo as aplicagdes para esse método e entre elas
destacam-se a possibilidade de inferir a estrutura genética da populacdo, a identificacao
de populacdes distintas geneticamente, a atribuicdo de individuos a populagdes
desconhecidas, alocacdo de propor¢des gendomicas em populagdes hibridas e a

identificacdo de individuos migrantes e miscigenados nas populagdes em estudo.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 ORIGEM E COLETA DO MATERIAL VEGETAL

O presente trabalho ¢ parte de uma parceria entre a Universidade Federal de
Goias (UFG) e a empresa Mudas Nobres, situada em Goidnia-GO. Através dessa
parceria, a UFG vem desenvolvendo pesquisas para estabelecer um programa de
melhoramento genético e melhorar o manejo K. ivorensis plantado no pais.

No ambito do melhoramento genético da espécie, as pesquisas foram
iniciadas com a selecdo massal de 53 arvores localizadas em duas fazendas do Estado
do Pard. A selecdo se baseou nos fenotipos diretamente relacionados a produtividade da
madeira: altura e didmetro na altura do peito (DAP). A sele¢do foi feita de maneira
criteriosa procurando descartar arvores que se beneficiaram da mortalidade de arvores
vizinhas.

A primeira selecdo foi realizada na Fazenda de Norton Amador Costa,
localizada no Para, que possui mais de 1.500 arvores provenientes de sementes
coletadas na Africa, especificamente de populagdes da Costa do Marfim e da Tanzania.
Como essas arvores potencialmente vieram do centro de origem da espécie, pelo menos
no caso das procedentes da Costa do Marfim, elas podem ser um excelente recurso
genético para o melhoramento da espécie. A segunda sele¢do foi realizada na Fazenda
de Hiroshi Okajima, também localizada no Para, que possui arvores geradas a partir de
sementes coletadas das cinco primeiras arvores de K. ivorensis, localizadas na Embrapa
Amazonia Oriental, que introduziram a espécie no pais. Essas cinco arvores foram
plantadas hd 37 anos e ainda encontram-se na Embrapa Amazonia Oriental. No total
foram coletados materiais vegetais (borbulhas) de 53 arvores superiores, sendo 33
arvores da Fazenda do Sr. Norton e 20 da Fazenda do Sr. Okajima. As borbulhas foram
enxertadas para transporte e posterior multiplicacdo do material selecionado no viveiro
Mudas Nobres, em Goiania.

A Tabela 1 contém a identifica¢do, procedéncia, idade e os dados de altura e

DAP das 53 arvores de K. ivorensis constituintes da populagdao-base de melhoramento.
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Tabela 1. Altura, didmetro a altura do peito (DAP), populacao de procedéncia e idade
das arvores 53 arvores selecionadas de K. ivorensis.

Altura de fuste

Individuos** (m) DAP (cm) Populacio Idade na seleciio (anos)
0li 07,48 30,9 Fazenda Okajima 16
02i 10,01 38 Fazenda Okajima 16
041 10,00 26 Fazenda Okajima 16
061 11,80 - Fazenda Okajima 16
071 10,50 29 Fazenda Okajima 16
08i 10,70 28 Fazenda Okajima 16
091 09,90 41 Fazenda Okajima 16
101 11,20 41 Fazenda Okajima 16
11i 11,70 34 Fazenda Okajima 16
12i 10,50 36 Fazenda Okajima 16
13i 10,20 39 Fazenda Okajima 16
14i 11,50 33 Fazenda Okajima 16
161 11,50 39 Fazenda Okajima 16
171 11,00 35 Fazenda Okajima 16
18i 13,00 33 Fazenda Okajima 16
23i 09,70 36 Fazenda Okajima 16
240ka - - Fazenda Okajima 18
250ka - - Fazenda Okajima 18
260ka - - Fazenda Okajima 18
270ka - - Fazenda Okajima 18
Oln 07,54 60,47 Fazenda Norton Tz* 12
02n 10,35 59,64 Fazenda Norton_Tz 12
03n 10,74 57,30 Fazenda Norton_Tz 12
04n 11,26 68,75 Fazenda Norton_Tz 12
07n 10,33 66,84 Fazenda Norton_Tz 12
08n 10,56 4773 Fazenda Norton_Tz 12
10n 10,56 57,30 Fazenda Norton_Tz 12
11ln 08,93 64,62 Fazenda Norton_Tz 12
12n 08,53 63,03 Fazenda Norton_Tz 12
13n 09,16 54,11 Fazenda Norton_Tz 12
14n 08,46 60,47 Fazenda Norton_Tz 12
17n 10,24 66,21 Fazenda Norton_Tz 12
19n 10,29 57,93 Fazenda Norton_Tz 12
20n 11,90 63,66 Fazenda Norton_Tz 12
2In 10,74 58,57 Fazenda Norton_Tz 12
23n 12,57 55,39 Fazenda Norton_Tz 12
24n 08,18 63,66 Fazenda Norton_Tz 12
25n 10,14 59,52 Fazenda Norton_Tz 12
26n 09,81 58,71 Fazenda Norton_Tz 12
28n 11,82 61,43 Fazenda Norton_Tz 12
30n 09,90 57,30 Fazenda Norton_Tz 12
3In 11,96 66,84 Fazenda Norton CM* 12
32n 08,66 65,57 Fazenda Norton CM 12
33n 09,83 57,29 Fazenda Norton CM 12
34n 09,91 59,84 Fazenda Norton CM 12
36n 08,87 60,47 Fazenda Norton CM 12
39n 08,36 64,93 Fazenda Norton CM 12
44n 10,80 63,66 Fazenda Norton CM 12
45n 11,28 65,57 Fazenda Norton CM 12
46n - - Fazenda Norton CM 12
47n 10,69 59,20 Fazenda Norton CM 12
49n 11,13 58,57 Fazenda Norton CM 12
5In 12,76 57,30 Fazenda Norton CM 12

*Arvores oriundas de sementes da Tanzania (Tz) e Costa do Marfim (CM). ** Identificagio para as

amostras coletadas na fazenda do Sr. Okajima (i e oka) e na fazenda do Sr. Norton (n).
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As andlises moleculares também foram conduzidas com um grupo
constituido de 12 arvores de K. senegalensis provenientes do viveiro Mudas Nobres.
Esses genotipos serviram como grupo externo nas analises de estrutura e distincia
genética para comparacdo com as arvores de K. ivorensis.

Foram coletadas amostras foliares das 53 arvores adultas selecionadas. Em
campo, as folhas foram imediatamente embaladas e acondicionadas em gelo, a fim de
conservar a integridade do seu DNA até a chegada ao freezer (-80°C) do Laboratorio de
Genética e Genomica de Plantas da Escola de Agronomia da Universidade Federal de

Goias (EA/UFG).

3.2 EXTRACAO DE DNA

Para extracdo do DNA gendmico do tecido foliar das 53 arvores
selecionadas foi utilizado o protocolo de extracdo descrito por Doyle & Doyle (1990)
adaptado por Ferreira & Grattapaglia (1998).

Foram adicionados aproximadamente 50mg de tecido foliar fresco em tubos
Eppendorf de 1,5 ml. As amostras foram maceradas em presencga de nitrogénio liquido.
Ap0s a maceragao, foi adicionado tampao de extragdo CTAB 2% contendo 2 pL de B-
mercaptaetanol para cada ml de tampao de extrag¢do, previamente aquecido. Os tubos
contendo a amostra macerada e o tampao foram mantidos em banho-maria a 60-65°C
por 30 minutos, sendo invertidos a cada 10 minutos. Apo6s retirada dos tubos do banho-
maria acrescentou-se 600 puL de CIA (cloroférmio-alcool isoamilico 24:1). Os tubos
foram agitados por cinco minutos e centrifugados por cinco minutos a 12.000 rpm. A
fase superior, originada apds centrifugacdo, foi transferida para outros tubos novos de
1,5ml, adicionando-se ~50 pL de solugdo CTAB 10%, 1,4 M NaCl e homogeneizando
os tubos por cinco minutos. Em uma segunda extragdo adicionou-se 600 uL. mL de CIA,
agitando, centrifugando e transferindo o sobrenadante como na primeira extragdo. Ao
sobrenadante adicionou-se ~400 pL de isopropanol frio (-20°C) e inverteu-se os tubos
delicadamente para precipitagdo dos dacidos nucleicos. As amostras foram entdo
colocadas no freezer (-20°) por uma hora.

Apos precipitacio do DNA, os tubos foram centrifugados a 7.500 rpm
durante 5 minutos para formagdo de um pellet. Apds centrifugacdo foram descartados os

sobrenadantes das amostras, tomando cuidado para ndo descartar os pellets formados.
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Estes foram lavados duas vezes com 1 ml de etanol (70%), ficando imersos por 5
minutos quando a solu¢do foi descartada. Ao final, realizou-se uma ultima lavagem com
1 mL de etanol absoluto (95%) durante 3 minutos. O etanol foi removido e os pellets
foram secados em temperatura ambiente. Para ressuspensdo do DNA foi adicionado ao
tubo contendo o pellet ~80 uL de solugao TE (100Mm Tris-HCI pH 8,0 + 10Mm EDTA
pH 8,0). As amostras de DNA extraidos foram acondicionadas em geladeira.

Para as amostras que apresentaram pellets escuros (cor marrom), apds a
secagem em temperatura ambiente, foi realizado ainda uma lavagem com 500 pL de
solugdo NaCl 1M, deixando os tubos em banho-maria a 65°C por 20 minutos. Os pellets
foram ressuspensos na solucdo de NaCl e entdo os microtubos foram centrifugados a
7.500 rpm por 5 minutos. Os sobrenadantes originados foram transferidos para novos
tubos de 1,5ml, onde adicionou-se 340 pL de isopropanol, homogeneizando bem os
tubos por cinco minutos. Os microtubos foram entdo mantidos em freezer por uma hora.
Decorrido o tempo, repetiu-se a etapa de precipitagcdo, secagem e ressuspensdo do DNA

em TE.

3.3 QUANTIFICACAO DO DNA

A qualidade do DNA gendmico extraido foi avaliada no aparelho Nanodrop
(Thermo Scientific). A razdo entre as absorbancias A260/A280 estipulada foi de 1,7 e
2,0 para garantir a qualidade do DNA, evitando contaminagdes excessivas com
compostos proteicos e polissacarideos. A quantificagdo das amostras foi feita por
marcador de peso molecular conhecido como A (Invitrogen™), em gel de agarose 0,8%
com 10 pL de brometo de etideo para 300 mL de gel. Apds a quantifica¢do, as amostras
de DNA foram diluidas para a concentracdo de 6ng/ pulL e avaliadas novamente no

Nanodrop e em géis de agarose.

3.4 SELECAO E TRIAGEM DOS LOCOS MICROSSATELITES

Uma busca na literatura revelou a inexisténcia de primers microssatélites
desenvolvidos para K. ivorensis. No entanto, para a congénere K. senegalensis foram
encontrados dois trabalhos, sendo 13 (Sexton et al., 2010) e 11 (Karan et al., 2012)

sequéncias de pares de primers microssatélites (SSRs). Como ja havia sido demonstrado
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uma alta transferabilidade dos marcadores microssatélites entre os géneros Swietenia e
Khaya (Lemes et al, 2011), presumiu-se que os primers de K. senegalensis
funcionariam com eficiéncia em K. ivorensis. Esses 24 pares de primers foram
sintetizados e enviados ao Laboratorio de Genética e Gendmica de Plantas. Esses 24
locos foram submetidos a uma triagem inicial para avaliar, em gel de agarose 3%, a sua
amplificacdo com seis amostras de DNA de seis arvores de K. ivorensis selecionadas.
Para triagem foram realizadas reagdes de PCR com concentracdo final de 10 pL
contendo 3,0 uL. de DNA (3 ng/uL); 0,6 uL de primer ndo marcado com fluorescéncia
(2,5 picomoles/uL); 1 unidade de DNA Taq polimerase (5U/ulL); 0,8ul. de MgCl
(50mM); 1,3 uL de Tampao (10x); 1,3 uL de BSA (25mg/mL); 1,3 uLL de dNTP’s
(25mM) e 4gua q.s.p. As reagdes foram testadas tanto em sistema fouchdown como em
programa com a temperatura 6tima de anelamento (50° ou 55°, dependendo do loco). Os
resultados de amplificagdo foram superiores com a temperatura de anelamento 6tima e
esse programa de termociclagem segue descrito na proxima secdo (3.5). Dos 24 locos
SSRs avaliados nessa triagem, 21 amplificaram bandas que foram visualizadas no gel de
agarose 3%. Desses 21 locos SSRs, 19 foram marcados com uma das fluorescéncias 6-
FAM (7 locos), HEX (7 locos) e NED-Replacement (5 locos) para permitir a
genotipagem semi-automatizada dos locos na plataforma ABI-3100 (Applied

Biosystems).

3.5 AMPLIFICACAO DOS LOCOS MICROSSATELITES

Os 19 locos marcados foram novamente submetidos a uma triagem com seis
amostras de DNA. Desta vez, como os locos estavam marcados com fluorocromos, a
amplificacdo foi avaliada na plataforma ABI-3100. A partir dessa triagem foram
selecionados oito locos polimoérficos (Tabela 2) para genotipagem das arvores de mogno
africano selecionadas. Para amplificacdo dos oito locos microssatélites via PCR
(Polymerase Chain Reaction) utilizou-se o Kit Multiplex PCR da QUIAGEN® no
termociclador T100™ Thermal Cycler (BIO-RAD). Um dos primers de cada par foi
marcado com uma das trés fluorescéncias 6-FAM, HEX e NED. Para as reagoes de PCR
foram montados quatro sistemas multiplex (duplex) e somente um loco ficou isolado.
As reagdes de PCR foram realizadas em placas de 96 pocos contendo 1,0ul. de DNA a

6 ng/uL; 0,5 uL de primer ndo marcado com fluorescéncia a 2,5 picomoles/uL; 0,5 de
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primer marcado com fluorescéncia a 2,5 picomoles/uL; 2,5 uL. de Master Mix e 0,5 puL
de Qsolution (QUIAGEN®).

As reagoes de PCR foram feitas de acordo com a temperatura de anelamento
dos primers que variou entre 50 e 55°C. As condigdes de amplificagdo para as reagdes
foram uma desnaturagdo inicial a 95°C por 15 minutos, seguido por 35 ciclos contendo
uma desnaturagdo a 94°C por 30 segundos, anelamento dos primers por 30 segundos
com temperatura de 50-55°C dependendo do par de primers, e extensdo a 72°C por 1
minuto. Ao final dos 35 ciclos procedeu-se uma extensao final a 72°C por 5 minutos.

Ao final de cada PCR os fragmentos amplificados foram visualizados em
gel de agarose 1,0% contendo 10 pL. de Brometo de Etideo para 300 ml, utilizando
tampao de corrida TBE 1X e marcador de peso molecular A DNA/Hind III Fragments da

Invitrogen™. Os géis foram visualizados em transluminador UV.

3.6 ELETROFORESE CAPILAR

Para realizacdo da eletroforese capilar foi preparada uma placa contendo,
em cada pogo, uma solucdo com um volume final de 10 puL, sendo 1 pL de produto de
PCR, 0,6 puL de fluorocromo ROX (marcador de fragmentos com tamanho conhecido) e
8,4 uL de Formamida. Antes de injetar as placas no sequenciador, estas foram mantidas
a 95°C por cinco minutos no termociclador e colocadas no gelo imediatamente para
desnaturacdo dos fragmentos de DNA. Ao final da eletroforese capilar, os
eletroferogramas foram analisados no programa GeneMapper 3.5 (Applied Biosystems)
para a genotipagem dos oito locos microssatélites. Os gendtipos obtidos foram
organizados em uma matriz com os locos microssatélites nas linhas e os individuos

(arvores selecionadas) nas colunas.

3.7 ANALISES ESTATISTICAS

Para estimativa da diversidade e divergéncia genética na populacao
selecionada de K. ivorensis, os dados foram organizados em uma matriz composta pelos
gendtipos dos individuos para os oito locos microssatélites.

Como a populagdo selecionada € composta por arvores de origens

diferentes, os dados genéticos foram analisados buscando inferir a existéncia de
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diversidade genética, o grau de estruturagcdo da diversidade entre as subpopulagdes e
estimar a divergéncia genética entre as arvores de K. ivorensis. Para as andlises, a
subpopulagdo Norton foi subdividida em duas: uma com 12 arvores descendentes de
populagdo da Costa do Marfim e a segunda com 21 arvores descendentes de matrizes
localizadas da Tanzania. Dessa forma, as analises foram realizadas considerando as
subpopulagdes Okajima, Norton Tanzania (Tz) e Norton Costa do Marfim (CM),

totalizando 53 individuos da populagdo base de melhoramento.

3.7.1 Diversidade genética

As andlises de diversidade genética foram realizadas utilizando os
programas Genetic Data Analisys 1.0 (GDA) (Lewis & Zaykin, 2001) e FSTAT 2.9.3.2
(Goudet, 2002). Ambos programas utilizam a matriz de gendtipos para estimar uma
série de parametros de diversidade e de estruturacdo da variabilidade genética entre as
populacdes, tanto em termos médios como para locos isoladamente.

Com o programa GDA foram estimados o numero de alelos por locos
polimoérficos (A4p), a heterozigosidade observada (Hp) e esperada (Hg), e o indice de
fixacdo intrapopulacional (f). Adicionalmente, o programa FSTAT foi utilizado para
estimativa da riqueza alélica (4r) das populacdes.

Além destas estimativas, o programa Identy 1.0 (Wagner e Sefec, 1999) foi
utilizado para obter informagdes adicionais sobre os locos microssatélites. Foi avaliada
a Probabilidade de Identidade Genética (PI) (Paetkau et al., 1995) e a Probabilidade de
Exclusdo de Paternidade (PE) (Weir, 1996). A primeira infere a probabilidade de dois
individuos amostrados ao acaso em uma unica populagdo terem o mesmo gendtipo. Ja
PE, determina o poder de um loco em conseguir excluir um individuo aleatorio de ser
atribuido a paternidade.

O programa GDA também foi utilizado para avaliar a estrutura genética das
subpopulagdes, ou seja, a distribui¢do e organizagdo da variabilidade genética dentro e
entre as populagdes desse estudo. Para isso foram calculadas as estimativas de F de
Wright: F, f'e Theta (). As estimativas de F de Wright (1965) foram realizadas com o
estimador de Weir & Cockerham (1984).
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3.7.2 Divergéncia e Estrutura Genética

Os dados genotipicos de K. ivorensis e K. senegalensis foram utilizados para
avaliacdo da divergéncia genética possibilitando avaliar a distancia genética entre os
individuos constituintes da populacio selecionada.

O programa Bood 3.1 (Coelho, 2001) foi utilizado para construcdo de uma
matriz de distdncia genética utilizando a metodologia proposta por Rogers (1972)
modificada por Wright (1978) e também para avaliagdio da consisténcia dos
agrupamentos via bootstrapping.

A matriz de distancia genética gerada foi inserida no programa R para
analise de agrupamento utilizando o método UPGMA (Unweighted Pair Group
Average). O resultado final do agrupamento ¢ representado através de um dendrograma.
Para avaliar a representatividade do dendrograma gerado, estimou-se o coeficiente de
correlagdo cofenética, que mede a correlagdo entre a distdncia de Rogers modificado na
matriz original e as distancias representadas no dendrograma. Adicionalmente, o
programa Bood gerou 10.000 bootstraps para avaliar a consisténcia dos nos formados
no dendrograma. Outra representacdo das distancias genéticas entre as arvores de
mogno-africano foi obtida com o grafico de coordenadas principais (PCoA) obtido na
programa R.

Adicionalmente, a estrutura genética da populacdo selecionada também foi
avaliada com o programa Structure 2.3.4 (Pritchard et al., 2000). Ao acessar a
diversidade genética da populacdo, a andlise ¢ feita com base nas frequéncias alélicas,
buscando alocar os individuos em populacdes definidas de maneira que elas se
aproximem ao maximo do equilibrio de Hardy-Weinberg. O programa utiliza uma
abordagem Bayesiana, em que sdo feitas randomizac¢des baseadas na Cadeia de Markov.
Uma grande vantagem dessa abordagem ¢ que ela ndo requer o conhecimento prévio da
estrutura genética, sendo o numero de populagdes e a alocagdo dos individuos definidas
com base no modelo mais provavel. A alocacdo de cada individuo nas diferentes
populacdes ¢ dada através do calculo das frequéncias alélicas em cada evento de
randomizacdo. Dessa maneira, ¢ calculada a probabilidade de cada individuo pertencer a
uma dada populagdo.

Inserido o painel com os dados da populagdo, sdo fornecidas ao programa

informagdes sobre o numero de individuos (65, quando consideradas as subpopulacdes
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Okajima, Norton e K. senegalensis e 53, para subpopulacdes Okajima, Norton Tz e
Norton_CM), a ploidia (2), o numero de locos (8) e o identificador de dados perdidos (-
9). Os parametros utilizados para andlise estatistica assumiram um Burnin de 50.000,
que sdo os dados iniciais eliminados da Cadeia de Markov e posteriormente, 500.000
randomizac¢des com Métodos de Monte Carlo através das Cadeias de Markov (MCMC).
Utilizou-se um modelo que prevé a possibilidade de miscigenagdo entre as amostras e
um modelo de frequéncias alélicas correlacionadas, que infere se as frequéncias alélicas
em diferentes populagdes tendem a ser semelhantes aumentando a probabilidade de
agrupar populacdes estreitamente relacionadas. As simula¢des foram feitas utilizando o
numero de clusters (K) variando de um (admitindo que ndo hé estruturacdo genética) a
oito (pressupondo a existéncia de estruturagdo genética com oito populagdes diferentes),
com 30 iteragdes para cada K. Quanto maior o nimero de iteragdes, melhores sdo as
estimativas de média e desvio padrdo das razdes de verossimilhanca geradas para os
diferentes modelos (K) avaliados pelo programa. A avalia¢gdo do melhor nimero de K ¢
verificada pelo método desenvolvido por Evanno et al. (2005) utilizando o programa
Structure Harvester (Earl & Holdt, 2012). O resultado ¢ visualizado por graficos de

barra gerados pelo programa Structure.



4 RESULTADOS

4.1 TRANSFERABILIDADE DOS PRIMERS MICROSSATELITES

Dos 19 primers microssatélites marcados com fluorescéncia que foram

desenvolvidos para a espécie K. senegalensis oito foram utilizados para a espécie K.

ivorensis (Tabela 2). Estes apresentaram melhor amplificagdo durante a eletroforese

capilar e foram utilizados neste trabalho para realizagdo das estimativas de diversidade,

divergéncia e estrutura genética de K. ivorensis. A Tabela 3 demonstra as caracteristicas

dos oito locos microssatélites transferidos para K. ivorensis. Os motivos de repeticao

variam de dois (di) a quatro (tetra) nucleotideos. A amplitude alélica ficou entre 92 e

265 pares de bases (pb).

Tabela 2. Caracterizagdo dos oito locos microssatélites desenvolvidos para K.

senegalensis por Sexton et al. (2010) (Ks) e Karan et al. (2012) (ssrKs) e

transferidos para K. ivorensis .

Primer Sequéncia dos Primers (5°-3’) Motivo A‘;‘é‘;;lc’;i:‘:‘;f)) G‘:;]e;;:’lk

Ks022  F: TGGAGTAAAGTCGAGGGCTG (AAT)s (CAT); 183-209 (AJ000410)
R: GGCTGGATATGGCACTTGTT

Ks051  F: CTTAAGACATTTGACCAATCC (AAG)g 116-129 HQ200182
R: GTCGGACAATTGTGTTTTAGT

Ks86 F: ACAACTCTTTTACGTCCACCT (GCT), 98-118 HQ200190
R: CATCATCTTCTTCTGTTACGG

sstKs09  F: GCAACAATGCACACAGGTC (AC); 132-148 JF423309
R: ATAGACGCATACTCCGCCC

sstKs15  F: TGTTCACTGGTCGGATGTG (ACAT), 126-149 JF423312
R: GTTGGTGGCGATATGCTCG

sstKs7  F: CAGCGAGCTATAATAAAGACCAAAG (AG)y4 92-119 JF423307
R: ACCTGATGACTTCTCTCTCTCTC

Ks040  F: ACCATGCAATGCTAACTTTAT (AAC)q 128-265 HQ200181
R: CTTTTGTGTCCAAAAATTGAC

sstKS16 F: TTGAGGGAGGAGCAAGACG (CTT)y, 108-120 JF423313

R: TCTGGCCAATACCAAGTATCAC

* Amplitude alélica encontrada para os individuos de K. ivorensis da populagdo de melhoramento.
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A partir dos primers que foram transferidos foi possivel montar sistemas
multiplex (Tabela 3) devido a marcagdo dos primers com fluorescéncias. Apenas o loco

ssrKs16 foi amplificado isoladamente, em simplex, na PCR.

Tabela 3. Primers utilizados para amplificacdo dos locos microssatélites em K.
ivorensis, com seus respectivos fluorocromos, temperatura de anelamento
(Ta) e multiplex.

Primer Fluorocromo Ta Multiplex
Ks022 6-FAM 55°C Duplex 1
Ks051 HEX 55°C Duplex 1
Ks86 NED 55°C Duplex 2
ssrKs09 6-FAM 55°C Duplex 2
ssrKsl15 6-FAM 55°C Duplex 3
ssrKs7 HEX 55°C Duplex 3
Ks040 6-FAM 50°C Duplex 4
ssrKs16 6-FAM 50°C Simplex

4.2 ANALISE DE DIVERSIDADE GENETICA

Foi encontrado um total de 47 alelos para os oito locos microssatélites
genotipados na populagdo base de melhoramento. O nimero médio de alelos por locos
(4p) foi igual a 5,875, variando entre trés (loco ssrKs16) e 16 alelos (loco Ks040). A
heterozigosidade média observada foi igual a 0,738. O loco ssrKs7 apresentou o maior
valor de heterozigosidade observada (Hp=0,979) e o loco Ks022 o menor (Hp= 0,442).
O loco que apresentou a maior heterozigosidade esperada foi o loco Ks040 (Hg= 0,835)
enquanto que a menor ocorreu no loco Ks22 (Hg = 0,365), sendo a média de 0,563. O
indice médio de fixacdo intrapopulacional (f) obteve valor médio negativo de -0,314
(Tabela 4).

O valor de probabilidade de exclusdo (PE) variou de 0,180 (Ks022) a 0,663
(Ks040). Em conjunto, os oito locos sdo eficazes na exclusdo de paternidade,
totalizando uma PE de 0,970. A probabilidade de identidade (PI) variou de 0,50.
(Ks040) a 0,444 (Ks022). No conjunto, os locos também s3o eficazes na discriminagao

dos genotipos, apresentando um valor de PI de 7,612 x 10°.
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Tabela 4. Estimativas de diversidade genética para oito locos microssatélites para 53
individuos de K. ivorensis, selecionadas no Para.

Locos n Ap Hg H, f PE PI
Ks022 52 5 0,365 0,442 0211 0,180 0,444
ssrKs7 48 7 0,811 0,979 0,209 0,605 0,068
Ks86 51 4 0,498 0,666 0,342 0214 0,352
ssrKs15 52 4 0,523 0,923 0,777 0211 0,347
ssrKs09 52 4 0,457 0,500 0,092 0243 0,339
Ks51 51 4 0,503 0,588 0,169 0238 0,328
ssrKs16 53 3 0,514 0,924 0,812 0,199 0,361
Ks040 44 16 0,835 0,886 0,061 0,663 0,050
Média 50,375 5,875 0,563 0,738 0314 0970 7,612x10°

Ap = nimero de alelos encontrados; Hy = heterozigosidade esperada; Hy = heterozigosidade observada; f
= indice de fixagdo intrapopulacional. PE = probabilidade de exclusdo de paternidade; P/ = probabilidade
de identidade. Nivel de significancia de 95%.

Os alelos encontrados e as frequéncias alélicas de cada um dos oito locos
microssatélites genotipados estdo apresentados na Figura 4. As distribui¢des das
frequéncias alélicas variaram entre os locos. Os locos ssrKs7 e ssrKs040 tiveram uma
melhor distribuicdo dos alelos quando comparado com o restante, em que alguns poucos
alelos tiveram uma frequéncia maior do que os outros.

Foram realizadas andlises de diversidade genética com as arvores do Norton
subdivididas em duas subpopulagdes: Norton Tz e Norton CM. As estimativas de
diversidade apontam pouca diferenca entre as duas subpopula¢des (Tabela 5). Por
exemplo, enquanto Norton CM obteve Hp = 0,746, Norton Tz foi de 0,710. Nota-se
que esses valores estdo proximos ao encontrado na subpopulacao Okajima (0,758).

A Hg média também variou pouco entre as subpopulagdes Norton CM (Hg
= 0,550) e Norton Tz (Hg = 0,553). Esses valores também podem ser considerados
préoximos ao da subpopulagdo Okajima que apresentou uma Hg = 0,586. A estimativa de
riqueza alélica, calculada com base em 11 individuos por subpopulagdo, foi maior para
as subpopulagdes Okajima (47 = 3,946) e Norton Tz (4r = 3,896) quando comparado
com a subpopulagdo Norton CM (4r = 2,958). O indice de fixacdo intrapopulacional (f)
médio variou de -0,377 (Subpopulagio Norton CM) a -0,296 (Subpopulagio
Norton Tz). As estimativas negativas de f indicam excesso de heterozigotos quando

comparado ao esperado pelo equilibrio de Hardy-Weinberg.
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Figura 4. Distribuicdo das frequéncias alélicas para os oito locos microssatélites
considerando 53 individuos de K. ivorensis, selecionadas no Para. Os alelos estdo
representados no eixo x pelo tamanho do alelo.
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Tabela S. Estimativas de diversidade genética com base em oito marcadores
microssatélites para as subpopulagdes Okajima, Norton Tanzénia e Norton
Costa do Marfim.

Subpopulacio n P Ap Hg H, f Ar

Okajima 19,500 1 4,625 0,586 0,758 -0,304 3,946
Norton Tz 19,000 1 4,375 0,553 0,710 -0,296 3,896
Norton CM 11,875 1 3,000 0,550 0,746 -0,377 2,958

Média 16,791 1 4,000 0,563 0,738 -0,324 3,600

n= numero médio de individuos por loco; P= propor¢do de locos polimérficos; 4= Numero médio de
alelos por loco polimérfico; Hz= Heterozigosidade esperada (diversidade genética de Nei); Ho=
Heterozigosidade observada; £= Indice de fixagio intrapopulacional, nimero médio de riqueza alélica (47)

foi feito considerando 11 individuos.

4.3 ESTRUTURA GENETICA POPULACIONAL

Os resultados dos estimadores de Weir & Cockerham (1984) estao descritos
na Tabela 6. O valor da estimativa # = 0,008 ndo foi significativo estatisticamente, com
intervalo de consisténcia de 95% variando de -0,007 a 0,028. A ndo significancia de 6
indica que a variabilidade genética ndo esta estruturada entre as subpopulagdes, mas sim
concentrada dentro delas. As estimativas f'e F obtidas com intervalo de confianga a 95%
tiveram os valores de -0,321 e -0,311, respectivamente. Como ja descrito, os valores
negativos de f indicam excesso de heterozigotos e, portanto, auséncia de endogamia nas
populagdes avaliadas.

Ao analisar a estrutura genética considerando as subpopulacdes Okajima,
Norton Tz e Norton CM (Tabela 6), as estimativas apresentaram valores muito
proximos a analise feita com a subpopula¢do Norton consolidada. O valor de 8 = 0,008
indica que apenas 0,8% da variabilidade genética estd estruturada entre as
subpopulagdes. Além disso, o intervalo de consisténcia inclui o valor zero, indicando a

ndo significancia dessa estimativa.

Tabela 6. Estimativa de pardmetros da estrutura genética das subpopulagdes e intervalo
de consisténcia gerado para as estimativas. Onde: f = Indice de fixacdo
intrapopulacional; € = indice de fixagdo entre as populacdes e F = indice de
fixacdo total.

Subopulagdes Okajima, Norton Tz e CM

S F 0

Estimativas -0,321 -0,311 0,008
Limite superior’ -0,160 -0,141 0,028
Limite inferior’ -0,533 -0,528 -0,007

"Ntimero de randomizagdes bootstrap: 10.000. Intervalo de confianca 95%.
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Foram realizadas andlises complementares para verificar a estruturacdo da
variabilidade genética da populagdo-base de melhoramento com base nos dados
moleculares. Através do programa Bood foi gerada uma matriz de distancia genética
com os 53 individuos de K. ivorensis e mais 12 individuos de K. senegalensis utilizados
como grupo controle, totalizando 65 individuos.

Os valores de correlagdo cofenética tanto para o grafico PCoA (r = 0,9000)
como para o dendrograma (r = 0,9289) foram altos e significativos, demonstrando que

essas figuras representam bem as distancias genética entre os genotipos.

PCoA ordination

0.2 04

Axis.2

o 51n

I I I I I
-0.2 0.0 0.2 04 0.8

Axis. 1

As letras que estdo a frente do numero de cada individuo representa as populagdes Okajima (i), Norton
(n) e K. senegalensis (s).

Figura 5. Gréfico das distancias genéticas entre 53 individuos de K. ivorensis e 12 de
K. senegalensis com base nos eixos 1 e 2 da andlise de componentes
principais.

O grifico PCoA indica a formagdo de dois grupos bem distintos
geneticamente sendo as arvores de K. ivorensis (circulo azul a esquerda) e de K
senegalensis (circulo cinza a direita). Esta estruturagdo genética também pode ser
observada a partir da andlise do dendrograma, onde ¢ possivel visualizar dois grupos

distantes e separados com 100% de consisténcia pelas andlises bootstrap (Figura 6). O
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€69

grupo controle composto por individuos de K. senegalensis (identificados com o “s” a
frente do nimero) ficou bem separado do restante das arvores de K. ivorensis,

demonstrando claramente a distancia entre as espécies.
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Figura 6. Dendrograma gerado pelo método de agrupamento UPGMA utilizando a
distancia genética de Rogers (modificado) para os 65 individuos de mogno-
africano.

As analises do grafico de coordenadas principais e do dendrograma indicam
a inexisténcia de estruturagdo genética entre as arvores selecionadas de K. ivorensis. No
grafico de coordenadas principais, os gendtipos de K. ivorensis estdao todos distribuidos
em uma Unica nuvem dispersa sem a existéncia de grupos aparentes. Da mesma
maneira, a andlise dos bootstraps indicam falta de consisténcia entre os grupos de K.
ivorensis representados no dendrograma. Entretanto, a andlise dessas distancias (Figura
6) pode ser util para identificar individuos geneticamente mais distantes para guiar

futuros cruzamentos, potencialmente mais heteroticos. Os individuos 061 e 45n
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obtiveram maior distancia genética (0,566). Na subpopula¢do Okajima ficaram com
maior distancia genética, os individuos 04i e 12i (0,612). Para subpopula¢do Norton,
foram mais distantes21n e 31n (0,707), enquanto que os mais proximos foram 33n e
49n; 19n e 44n; 11n e 47n com uma distancia minima de 0,176. A existéncia de dois
pares de individuos (021 e 091, bem como 14n e 141) com distancias genéticas iguais a
zero indicam auséncia de divergéncia entre eles nos oito locos genotipados. Esse
resultado pode indicar problemas na identificagdo das folhas enviadas ao laboratorio
para extracio de DNA. E altamente improvavel a existéncia de individuos com o
mesmo gendtipo, dado que as arvores de K. ivorensis se reproduzem sexuadamente,
provavelmente via alogamia.

A analise de variancia das frequéncias alélicas (Tabela 6) ndo detectou
estruturagcdo genética significativa entre as subpopulagdes Okajima, Norton CM e
Norton Tz. Outra abordagem ¢ o estudo da estruturagdo utilizando modelos de
clusteriza¢do para inferéncia das populagdes e posterior atribuicdo dos individuos as
populagdes mais provaveis (Pritchard et al., 2000). O programa Structure utiliza uma
abordagem Bayesiana para simultaneamente definir os clusters (populagdes) e inferir a
alocacdo mais provavel de cada individuo nas diferentes populacdes. Em uma primeira
etapa, o programa Structure foi utilizado para verificar o grau de estruturagdo ja
esperado entre os individuos de K. ivorensis e K. senegalensis. Essa primeira analise foi
realizada como um controle de qualidade da genotipagem e para verificar a existéncia
de possiveis hibridos interespecificos na populagdo selecionada de K. ivorensis.
Posteriormente, foi realizada uma segunda andlise abordando somente as arvores de K.
ivorensis considerando os individuos das subpopulacdes Okajima, Norton Tz e
Norton CM.

A andlise dos resultados do programa Structure para os 65 individuos,
através do método de Evanno et al. (2005), indicou que o maior valor de 4K (Figura 7)
ocorreu para K = 4 (pico mais alto). Esse resultado indica a existéncia de estrutura
genética organizada em quatro grupos ou populagdes mais provaveis. Os resultados da
alocacdo dos individuos nessas populacdes demonstram que uma delas (coloragdo
vermelha na Figura 8) ¢ formada pelos individuos de K. senegalensis, enquanto os
individuos de K. ivorensis estdo distribuidos primordialmente em outras duas

populagdes (coloragdes amarela e azul na Figura 8).
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Figura 7. Valores de 4K para os 53 individuos de K. ivorensis e dos 12 de K.
senegalensis.

Um pico de 4K para K = 2 indica que a estruturacdo com somente duas
populagdes também ¢ provavel. Neste caso, a estruturacdo separa os individuos de K.
ivorensis, alocados na populagdo de coloragdo verde, dos individuos de K. senegalensis,

alocados na populacdo representada pela coloragdo vermelha (Figura 8).

1 3 3

Figura 8. Teste de agrupamento dos 65 individuos de Mogno-africano, demonstrando o
grau de estruturagdo genética dos individuos da populagdo-base de
melhoramento e o grupo controle. Onde: 1 — Subpopulacdo Okajima, 2 -
Subpopulacido Norton e 3 - Subpopulagdo Senegalensis.
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Procedeu-se também a uma andlise, no programa Structure, utilizando
somente os 53 individuos de K. ivorensis. O maior valor ocorreu para K = 5 (Figura
9A). No entanto, a andlise do grafico de barras (Figura 10) com a alocacdo dos 53
individuos nas cinco populacdes, indica que todos os individuos possuem uma
distribuicdo uniforme de probabilidade de alocagdo nas diferentes populagdes. Esse
resultado indica auséncia de estruturagdo entre os genétipos. Uma andlise mais
minuciosa dos resultados de média e desvio padrdo das verossimilhancas dos diferentes
modelos (K variando de 1 a 8) indica que o modelo mais provavel ¢, de fato, aquele com
K =1 (auséncia de estruturacdo). Esse modelo apresenta a maior verossimilhanga e o
menor desvio padrdo entre as 30 repetigoes avaliadas (Figura 9B). Vale ressaltar que o
método de 4K de Evanno et al. (2005) foi concebido para encontrar o nimero mais
provavel de populagdes que contribuem para a estruturagdo genética, ndo avaliando os

modelos com auséncia de estruturacao.
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Figura 9. Valores de 4K para cada valor de K, calculado de acordo com o proposto por
Evanno et al. (2005). O maior valor de 4K corresponde ao K 6timo. A: valor
de K = 5 verificado nas analises feitas com os 53 individuos da populagdo
de melhoramento. B: grafico do desvio padrio para cada valor de K.
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1 — Subpopulagio Okajima, 2 — Subpopulac¢ao Norton Tz e 3 — Subpopulagdo Norton CM.

Figura 10. Estrutura genética de trés populagdes de K. ivorensis pela analise do
Structure.



5 DISCUSSAO

5.1 ANALISE DA DIVERSIDADE GENETICA INTRAPOPULACIONAL

Em busca na literatura, ndo foram encontrados trabalhos publicados com
estudos de genética e/ou melhoramento da espécie K. ivorensis tanto no ambito nacional
como internacional. Dentro do género Khaya, existem alguns trabalhos relatados para
K. senegalensis (Nikles et al., 2008; Sexton et al., 2010; Lemes et al., 2011; Karan et al.,
2012) dado que essa espécie vem sendo alvo de programas de melhoramento genético
na Australia. Como ¢ recente a introdu¢do da espécie no Brasil faz-se necessario o
estudo da diversidade genética do material introduzido. O conhecimento da magnitude
da diversidade e estrutura genética de uma populacdo sdo fatores primordiais para se
iniciarem os trabalhos de melhoramento genético (Cruz et al., 2011).

Apesar da populacdo base de melhoramento de K. ivorensis ser constituida
por 53 individuos, muitos deles selecionados na subpopulagdo Okajima, proveniente de
somente cinco arvores, esta apresenta valores relativamente altos e significativos de
diversidade genética. Essa constatacdo pode ser feita ao se comparar os resultados desse
trabalho com estudos de diversidade em populagdes naturais de espécies madeireiras
tropicais de importancia econdomica. A Hp média da populacdo em estudo foi igual a
0,738. Trabalhos realizados para espécies arboreas da familia Meliaceae apresentaram
valores médios de heterozigosidade observada parecidos com esses de K. ivorensis. A
genotipagem de 10 locos microssatélites em uma amostra de 121 individuos adultos de
S. macrophylla (mogno brasileiro) situados na Floresta Amazdnica brasileira, encontrou
um valor médio de Ho = 0,73 (Lemes et al., 2002). Um segundo estudo realizado com
100 individuos de S. macrophylla, amostrados em trechos de floresta que sofreram
incéndios florestais na Costa Rica, obteve-se um valor médio de Hp = 0,508 utilizando
cinco locos microssatélites (Céspedes et al., 2003). Oito microssatélites foram utilizados
para genotipar 245 individuos de cedro branco (Cedrela fissilis Vell.), pertencentes a
sete populacdes naturais situadas entre o Brasil e a Bolivia. A estimativa de Hp média
obtida foi de 0,73 (Mangaravite, 2012). Martins et al. (2008) utilizou quatro
microssatélites para genotipar 54 individuos de cedro rosa (C. odorata L.) distribuidos
em uma floresta primaria, do municipio de Rio Branco no Acre e obteve o valor médio
de Hp = 0,743. Um estudo feito com outra espécie de cedro (Cedrela lilloi), realizado

com 140 individuos distribuidos em trés populacdes da Selva de Yungas, na regido
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noroeste da Argentina, encontrou um valor médio de Hp = 0,406 utilizando oito
microssatélites (Tarnowiski, 2010). Essa estimativa ¢ inferior aquela obtida na
populagdo do presente estudo.

E importante ressaltar que os diversos estudos citados acima foram
realizados com populagdes naturais de espécies da familia Meliaceae e que os valores
encontrados de diversidade sdo proximos ou inferiores ao obtido na populacdo
selecionada de K. ivorensis. Esse resultado demonstra que, apesar das arvores terem
origem em populagdes com base genética restrita, como ¢ o caso da subpopulagdo do Sr.
Okajima, essas possuem diversidade genética compardvel aquelas observadas em
populagdes naturais de espécies pertencentes a familia Meliaceae.

Estudos feitos com K. semegalensis apresentaram valores de
heterozigosidade inferiores aquelas do presente estudo. Lemes et al. (2011) utilizando
10 locos microssatélites para estudar 237 arvores de 12 populagdes naturais de K.
senegalensis do Benin obtiveram heterozigosidade média observada de 0,486. Karan et
al. (2012) utilizaram 12 microssatélites para analisar 73 acessos de K. senegalensis
provenientes de 11 paises cobrindo a distribuicdo natural da espécie. A heterozigosidade
média observada desse trabalho foi de 0,621. Esses resultados corroboram que a
populagdo de 53 individuos de K. ivorensis selecionados possui diversidade genética
comparavel, ou superior (Hp = 0,738), aquela obtida em populagdes naturais de espécies
filogeneticamente proximas.

A Hp média de 0,484 obtida por Lemes et al. (2011) foi inferior a
encontrada por Karan et al. (2012) (Hg = 0,739), ambos com populagdes de K.
senegalensis. O valor de heterozigosidade média esperada na populagdo de
melhoramento de K. ivorensis do presente estudo foi intermedidrio (Hr = 0,563) em
relacdo aos valores obtidos em K. senegalensis. Esse valor de Hg = 0,563, quando
comparado aos estudos com mogno brasileiro da espécie S. macrophylla, foi maior que
o achado por Céspedes et al. (2003) (Hg = 0,518) e inferior ao encontrado por Lemes et
al. (2002) (Hg = 0,84) e Lemes et al. (2003) (Hg = 0,781). Em estudo com populagdes
de S. humilis de Honduras, foi obtido uma heterozigosidade esperada média igual a
0,546 (White & Powell, 1997).

A heterozigosidade ¢ muito ttil para quantificar o nivel de variagdo genética
existente nas populagdes, pois quanto maior a heterozigosidade maior ¢ a diversidade

alélica e, portanto, maiores sdo as possibilidades de combinag¢des genotipicas (Souza et
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al., 2010). Essa estimativa juntamente com o nimero as de alelos por loco e riqueza
alélica, indicam que ambas as subpopulagdes (Okajima e Norton) possuem diversidade
genética com aproximadamente a mesma magnitude. A magnitude da diversidade
demonstra que ambas podem ser exploradas para fins de melhoramento. Quando
comparado com estudos de Pinus (Gauli et al., 2009; Yu et al., 2012), outro gé€nero
florestal sob domesticacdo, as populagcdes de K. ivorensis estudadas apresentam
diversidade genética semelhante. Por outro lado, a diversidade genética observada nas
populagdes de K. ivorensis ¢ inferior aquela observada em outras espécies arboreas
introduzidas no pais, como no caso de Eucalyptus (Brondani et al., 1998; Souza et al.,
2010; Correia, 2011). Tal situacdo evidencia a necessidade de re-introdu¢do de uma
maior variabilidade genética a partir de seu centro de origem na Africa. O aumento da
diversidade genética de K. ivorensis ¢ importante para garantir a sustentabilidade e a
adaptabilidade dos plantios da espécie nas diferentes regides do pais. Em termos de
melhoramento genético, ¢ a diversidade que possibilita a obtencdo de ganhos de selegdo
em longo prazo.

Neste estudo, a populagdo de K. ivorensis apresentou uma média 5,8 alelos
por loco microssatélite, totalizando 47 alelos. Este resultado ¢ inferior as estimativas
encontradas em estudos envolvendo individuos de K. senegalensis, onde os autores
utilizaram maior numero de locos e de individuos quando comparados com este
trabalho (Sexton et al., 2010; Lemes et al., 2011 e Karan et al., 2012). Um maior
numero de alelos se traduz em uma maior capacidade de gerar novas combinagdes
genotipicas, ampliando, consequentemente, sua base genética (Kageyama et al.,
2003). Resultados diversos foram encontrados em estudos envolvendo espécies
florestais de diferentes espécies e géneros. White e Powell (1997), em estudo realizado
com 10 microssatélites em 88 individuos de S. humilis verificaram um total de 97 alelos
genotipados, com média de aproximadamente 10 alelos por loco. De forma semelhante,
um estudo realizado em 54 individuos de cedro rosa (C. odorata L.) utilizando quatro
marcadores microssatélites apresentou total de 54 alelos, com média de 13,5 alelos por
loco, resultado muito superior ao obtido neste estudo (Martins et al., 2008). Resultados
semelhantes foram encontrados por Soldati (2013) e Gandara (2009), que estudaram
populagdes de cedro (Meliaceae) das espécies Cedrela balansae e C. fissilis. Nesses
trabalhos foram encontrados 62 e 150 alelos utilizando sete e oito locos microssatélites,

respectivamente.
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Por fim, apesar da populacdo selecionada de K. ivorensis possuir alta
heterozigosidade, mesmo quando comparado com espécies naturais, o nimero de alelos
por loco ¢ inferior ao encontrado em trabalhos envolvendo outras espécies da familia
Meliaceae. Essa diversidade alélica mais baixa aponta para a necessidade de se re-
introduzir maior variabilidade genética a partir do centro de origem da espécie no

continente Africano.

5.2 ANALISE DA DIVERSIDADE GENETICA DAS SUBPOPULACOES

Quando comparadas entre si, as subpopulacdes Okajima, Norton CM e
Norton Tz apresentaram aproximadamente os mesmos valores para Hp e Hg. O numero
de alelos por loco e a riqueza alélica apresentaram valores ligeiramente mais
discrepantes, sendo que as subpopulagdes do Norton tiveram um menor nimero de
alelos. A subpopula¢do Norton CM obteve valores de Ap (3,000) e Ar (2,958) menores
do que os observados na subpopulagdo Okajima (4Ap = 4,625 e Ar = 3,946). Esses
resultados foram surpreendentes por contradizerem a hipotese inicial de que as
subpopulacdes vindas da Africa (Norton CM e Norton Tz) teriam maior diversidade do
que a subpopulacdo Okajima, que foi originada a partir de sementes obtidas de somente
cinco arvores da Embrapa Amazonia Oriental. Essas cinco arvores foram as primeiras
de K. ivorensis introduzidas no pais e ndo ha relatos de populagdes adultas dessa espécie
que poderiam contribuir com a polinizagdo dessas matrizes, nas proximidades da
Embrapa Amazodnia Oriental.

Os resultados demonstrados acima indicam que as sementes procedentes da
Africa para implantagdo das subpopulagdes Norton CM e Norton Tz também foram
obtidas de poucas matrizes. Além disso, o niimero de alelos obtidos nos oito locos
estudados e o fato da diversidade de K. ivorensis ser comparavel a de populacdes
naturais de espécies da familia Meliaceae, indicam que as cinco arvores matrizes da
subpopulacdo Okajima sdo geneticamente muito divergentes. O sequenciamento de
genes conservados do DNA cloroplastidial pode indicar o nimero de haplétipos (alelos)
presentes na subpopulagdo Okajima. Se essa populagdo realmente se originou de
somente cinco matrizes, o nimero de maximo de haplotipos deve ser 10, uma vez que a

espécie ¢ diploide. De fato, para a quase totalidade dos locos estudados, o niimero de
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alelos ndo ultrapassou sete, mesmo considerando todas as trés populagdes avaliadas. A
unica exce¢do ocorreu para o loco Ks040, onde foram observadas 16 variagdes alélicas.

O indice de fixagdo intrapopulacional (ou coeficiente de endogamia - f) foi
estimado para as trés subpopulagdes (Tabela 5) através da equagdo (Hr — Ho)/Hg
proposta por Nei (1978). Em todas as subpopulagdes, a estimativa do indice foi
significativamente negativa, variando de -0,304 para Okajima a -0,377 para
Norton CM. O indice de fixa¢do avalia se o balango entre as frequéncias de locos
homozigotos e heterozigotos esta de acordo com o esperado sob o equilibrio de Hardy-
Weinberg. Populagdes com excesso de homozigotos devido, por exemplo, a presenga de
endogamia, possuem f maior do que zero. Assim, esse indice torna-se uma ferramenta
importante em estudos de genética de populagdo (Kageyama et al., 2003). O valor
negativo de f encontrado indicam que a frequéncia de heterozigotos observada ¢ maior
do que o esperado pelo equilibrio de Hardy-Weinberg.

A depressdo por endogamia ¢ especialmente prevalente em populacdes
adultas de espécies perenes (Miller & Gross, 2011), podendo diminuir a frequéncia de
homozigotos e, consequentemente, tornar o valor de f negativo. A analise de 73 acessos
de populagdes da distribuicdo natural de K. senegalensis (Karan et al., 2012) também
encontrou valor de heterozigosidade observada menor do que o esperado (f = -0,160).
Valores negativos, mas proximos de zero (f = -0,038), também foram encontrados em
outro trabalho com K. senegalensis (Lemes et al., 2003). Em outras espécies arboreas
tropicais também ja observou-se uma maior frequéncia de heterozigotos em relagdo ao
esperado, como em cagaita (Eugenia dysenterica) com valor de f = -0,017 (Zucchi,
2002), em Pinus (Pinus caribaea) com f = -0,006 (Furlan et al., 2007), em Trema
micrantha (f = -0,090) e Cecropia pachystachya (f = -0,006) (Kageyama et al., 2003).

Por outro lado, o resultado obtido para a populacdo selecionada de K.
ivorensis contrasta com o obtido em populagdes naturais de mogno brasileiro. Para
essas espécies, estudos apontam valores médios de f significativamente maiores do que
zero, sugerindo um déficit de heterozigotos e que a endogamia pode estar presente
nessas populacdes. Populagdes naturais de S. macrophylla apresentaram valores médios
de f= 0,015 (Céspedes et al., 2003), f = 0,038 (Lemes et al., 2003), / = 0,024 (Lowe et
al., 2003) e f = 0,149 (Novick et al., 2003). Para a espécie de mogno S. humilis, White
& Powell (1997) obtiveram f'= 0,217 e White et al. (1999) valor de f* = 0,223.
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A caracterizacdo das subpopulagdes Okajima, Norton Tz e Norton CM,
onde selecionou-se as 53 arvores do mogno africano (K. ivorensis), permite observar
um bom nivel de diversidade genética. Apesar de serem subpopulacdes pequenas devido
a selecdo de individuos com caracteristicas madeireiras favoraveis, as subpopulacdes
demonstram niveis médios de heterozigosidade (Hp e Hg) e baixo nivel de endogamia.
Esses resultados indicam que a populacdo selecionada de K. ivorensis pode ser utilizada
em um programa de cruzamentos e sele¢do recorrente. As informagdes geradas no
presente trabalho sdo muito importantes para a conducdo das ac¢des futuras para o
melhoramento genético do K. ivorensis. Conhecer a variabilidade genética entre e
dentro das populagdes torna-se essencial para potencializar programas de melhoramento
genético e conservagdo de germoplasma em condigdes ex situ e in situ (Silva et al.,

2007).

5.3 ESTRUTURA GENETICA DAS SUBPOPULACOES

A diversidade genética presente na populagdo de K. ivorensis estd em sua maior
parte concentrada dentro das subpopulagdes. A parti¢do da variabilidade genética entre
e dentro de populagdes (Weir & Cockerham, 1984), ndo indica diferencas significativas
entre as subpopulagdes (Tabela 6).

Nesse estudo, o valor de 6, que ¢ andlogo ao Fsr de Wright (1951), indica que
somente 0,8% da variabilidade pode vir a ser atribuida a diferencas entre as
subpopulagdes. Entretanto, esse valor ndo difere estatisticamente de zero. Hartl & Clark
(2010) propuseram uma classificacdo qualitativa para facilitar a interpretacdo desta
estimativa. Através desta escala qualitativa, o valor obtido no presente estudo indica
uma pequena diferenciagdo genética entre as subpopulacdes Okajima, Norton Tz e
Norton CM.

Na literatura sdo encontrados diversos estudos com marcadores moleculares
buscando inferir a divergéncia genética entre populacdes de diferentes espécies da

familia Meliaceae (Tabela 7).
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Tabela 7. Valores de Fsrencontrados em estudos de espécies da familia Meliaceae.

Nome Numero de
Nome Cientifico Populagdes Regiio/Pais 0 (Fsy) Autoria
Vulgar .
Avaliadas
Swietenia Mogno . ,
= 05 Costa Rica 0,0631  Céspedes et al., 2003
macrophylla Brasileiro
Swietenia Mogno 07 Amazonia 0,097  Lemes et al., 2003
macrophylla Brasileiro Brasileira
Swietenia humilis Mogno 03 Honduras 0,036  White e Powell, 1997
americano
Cedrela balansae Cedro 08 Argentina 0,049 Soldati, 2013
Sao
Cedprela fissilis Cedro Rosa 03 Paulo/Parana/ 0,082* Gandara, 2009
Minas Gerais
Eugenia Cagaiteira 10 Goids 0,25 Zucchi, 2002
dysenterica
Swietenia Mogno 03 Costa Rica 024  Loweetal,2003
macrophylla Brasileiro
Swietenia Mogno 08 Regiao 0,109  Novick et al., 2003
macrophylla Brasileiro Mesoameérica
Swictenia humilis 10800 04 Honduras  0,032*  White etal, 1999
americano
Myrciaria dubia Camu-camu 17 Ama;oma 0,21 Rojas et al., 2011
Brasileira

*Valores encontrados de Rgr.

A pequena diferenciagdo genética encontrada entre as subpopulagdes de K.
ivorensis desse estudo estdo condizentes com subpopulagdes de espécies arboreas da
familia Meliaceae. Subpopulagdes naturais de Cedro (C. balansae) obtiveram um valor
de Fsr = 0,049 (Soldati, 2013). Em Honduras, um estudo realizado com S. humilis
estimou que apenas 3,6% (Fsr = 0,036) da variacdo genética ¢ atribuida a diferenciacdo
entre as subpopulagdes (White & Powell, 1997). Para as subpopulacdes de S. humilis
encontrou-se o valor de Rsr = 0,032 (White et al., 1999). Estes estudos, segundo a
interpretacdo qualitativa do estimador, também apresentam pequena diferenciagdo
genética entre as subpopulagdes. Porém, em subpopulagdes de mogno brasileiro S.
macrophylla da Costa Rica e com subpopulacdes de cedro-rosa C. fissilis obtiveram
uma diferenciagdo genética moderada entre as subpopulagdes, com valores maiores de
Fsr=0,0631 para a espécie de mogno (Céspedes et al., 2003) e de Rsr = 0,082 para a
espécie de cedro (Gandara, 2009).
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Na Amazodnia brasileira foi detectado o valor de § = 0,097, que indicou uma
moderada, mas significativa, diferenciacdo genética entre as subpopulacdes de S.
macrophylla (Lemes et al., 2003). Este valor foi nove vezes maior que o encontrado
para as subpopulagdes de K. ivorensis. Na Costa Rica, a analise de subpopulagdes de
S. macrophylla utilizando microssatélites identificou valores maiores, com estimativas
de Fsy= 0,24 (Lowe et al., 2003) e 8= 0,109 (Novick et al., 2003). Os valores indicam
que estas subpopulacdes possuem grande diferenciagdo genética quando comparada
com outros trabalhos com espécies arboreas da familia Meliaceae, incluindo as
subpopulagdes de K. ivorensis desse estudo. Por outro lado, também existem outros
exemplos de estudos que encontraram valores altos de diferenciagdo em subpopulacdes
de espécies arbdreas, como por exemplo, em Myrciaria dubia (Fsr= 0,21) (Rojas et al.,
2011) e em E. dysenterica (Fsr = 0,25) (Zucchi, 2002). A baixa diferenciacdo genética
encontrada para a subpopulacdo selecionada de K. ivorensis (6= 0,008) também foi
encontrada em populagdes de melhoramento de Pinus caribaea (Fsr= 0,021) (Furlan et
al. 2007).

Em resumo, a diversidade genética encontrada dentro das subpopulacdes de
K. ivorensis desse estudo e a baixa divergéncia genética entre essas subpopulagdes estao
de acordo com os resultados encontrados na maioria dos estudos com espécies arboreas
da familia Meliaceae. O grau de diferenciagdo genética torna-se importantissimo do
ponto de vista de melhoramento, pois a partir desta estimativa ¢ possivel detectar a
presenca de estruturacdo genética facilitando a organizacdo do germoplasma e o
direcionamento de futuros cruzamentos na populagdo de melhoramento (Furlan et al.,
2007).

A fim de avaliar a distancia genética entre os 53 individuos da populagao de
K. ivorensis, os mesmos foram analisados em conjunto com o grupo controle composto
por 12 individuos de K. senegalensis. Quanto mais proximo ao valor de um, maior ¢ a
distancia genética entre os individuos ou populagdes. A distdncia genética entre os
individuos da populagdo de K. ivorensis e o outgroup (K. senegalensis) variou de
0,176777 a 0,957427. O padrdo de divergéncia genética existente entre as duas espécies
de mogno africano ¢ claro no dendrograma (Figura 6). Como se esperava, ¢ possivel
observar a formagdo de dois grupos bem distantes: um com K. senegalensis e outro com
os individuos de K. ivorensis. Essa separa¢do ocorreu, como esperado, consistentemente

em 100% das 10.000 reamostragens bootstrap. Os valores de consisténcia gerados
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validam a formacao de cada ramifica¢do (nd) no dendrograma (Cruz et al., 2011). A alta
correlagdo cofenética (» = 0,9288) entre a matriz de distancia genética e o dendrograma
demonstra que a figura representa muito bem o padrdo de divergéncia genética entre as
65 arvores analisadas.

Nao héd consisténcia, entre os grupos formados com as 53 arvores
selecionadas de K. ivorensis , com menos de 50% dos bootstrap suportando a existéncia
desses grupos. A Unica exce¢do ocorreu para a separagao do gendtipo 061 dos demais,
que ocorre com consisténcia de 67%. Essa baixa consisténcia no agrupamento ¢
explicada pela falta de estruturagdo genética evidente na populacdo de melhoramento.
Assim, como ndo existem diferencas significativas entre os grupos de individuos, ndo
ha formagdo de grupos consistentes. Esse baixo nivel de estruturacdo genética contradiz
a hipétese inicial de que as trés subpopulagdes (Okajima, Norton Tz e CM)
apresentariam grandes diferenciacdes pelo fato de terem sido formadas por sementes
oriundas de regides distintas. Os resultados desse trabalho indicam que, provavelmente,
as trés subpopulagdes tenham sido originadas a partir de uma unica populagdo da
Africa.

A baixa diferenciacdo genética entre as subpopula¢des de K. ivorensis
também ¢ corroborada pelos resultados de andlise complementar realizada no programa
Structure. Esse programa ¢ muito Util para verificar o grau de organizacdo da
variabilidade genética na populagdo. O diferencial desta analise ¢ que durante a inser¢do
dos dados ndo ¢ necessario informar ao programa a origem dos individuos, ou seja, ndo
se utiliza a informacdo de populagdes pré-estabelecidas. Ao contrario do que foi feito
nas andlises de estrutura genética com os estimadores Fsr ou #, em que foram
informadas as subpopulagdes a priori (Okajima, Norton Tz e Norton CM).

O programa Structure identifica as possiveis populagdes e atribui os
individuos probabilisticamente as mesmas. Nesse caso, ¢ assumido um modelo onde
existem K popula¢des, onde o nimero de populagdes (K) pode ser desconhecido.
Assumindo valores diferentes de K, € possivel testar qual ¢ o nimero mais provavel de
populagdes. Cada uma das K populagdes ¢ caracterizada pelo conjunto de frequéncias
alélicas em cada locus (Pritchard et al., 2000). O valor de K mais provavel serd aquele
em que cada uma das K populacdes possui frequéncias genotipicas mais proximas do
equilibrio de Hardy-Weinberg. Nesta andlise, foi estipulado o valor de K variando de

um a oito com um numero elevado de iteragdes (30 simulacdes) para obter melhores
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estimativas de média e variancia para a probabilidade associada aos diferentes modelos
testados (com K variando de 1 a 8). Para os individuos da populacdo de melhoramento
associados com o outgroup de K. senegalensis, o modelo com maior verossimilhanca
foi o de K = 4 (Figura 7), ou seja, a possivel existéncia de quatro populacdes.
Analisando o grafico de barras (Figura 8) ¢ possivel observar que os individuos de K.
senegalensis ficaram separados do restante dos individuos da populagdo de K. ivorensis.
Esse valor corrobora com o resultado observado no dendrograma, onde ocorreu a
formagdo de dois grupos bem separados. Isso reflete o resultado que ja se esperava,
destacando a diferenciacdo genética existente entre as duas espécies.

A populagao de melhoramento também foi avaliada sem o grupo controle
para avaliacdo da estruturacdo genética entre as arvores de K. ivorensis. De acordo com
o método de Evanno et al. (2005) o valor de 4K mais provavel para esse conjunto de
dados foi de K =5 (Figura 9A). No entanto, o grafico de barras (Figura 10) com o valor
de K = 5 ndo demonstra que os individuos estdo estruturados em cinco populagdes, dado
que todos possuem probabilidades uniformes de pertencerem a todas as cinco
populacdes. Segundo Evanno et al. (2005), um dos problemas do método empirico
sugerido por eles para identificar o valor de K mais provavel ¢ que este ndo consegue
avaliar a auséncia de estruturagdo, que seria o valor de K = 1. Para a estimativa do valor
de 4K para escolha do melhor K, subtrai-se as estimativas médias de 4K associados ao
K sob teste com a média obtida para o modelo com K-/. Como o valor minimo de K ¢
um, fica impossivel a estimativa de 4K para K = 1, j& que ndo existe K = 0.

A estimativa de 4K leva em consideracio ndo somente o salto de
verossimilhanga entre os modelos consecutivos (K e K-1),mas também o desvio padrdo
entre as iteragcdes do modelo sob teste (Evanno et al., 2005).0 desvio padrdo entre as
iteragdes tende a aumentar quando o K ndo corresponde ao real nimero de populacdes.
Quando se avalia os valores de verossimilhanca médio e desvio padrao estimados com
as arvores selecionadas de K. ivorensis (Figura 9B), observa-se que o modelo mais
provavel ¢ aquele com K = 1, ou seja, sem estruturagdo. Esse ¢ o modelo mais
verossimil e com menor desvio padrdo entre as iteracdes. Esses resultados corroboram a
baixa estimativa de 6, a auséncia de consisténcia entre os grupos representados no
dendrograma e a falta de grupos aparente no grafico de coordenadas principais.

Sendo assim, em conjunto, esses resultados indicam que a distribuicao da

diversidade genética nas arvores selecionadas demonstrou minima estrutura genética
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entre as trés subpopulacdes selecionadas (Okajima, Norton Tz e Norton CM). Estes
resultados contrariam a hipotese inicial de que as popula¢des poderiam apresentar uma
maior estrutura genética, pelo fato de terem sido implantadas com sementes oriundas de
diferentes origens. O presente estudo também mostrou que a subpopulagdo Okajima nao
tem grandes diferencas em rela¢do as subpopulagdes Norton Tz e CM, tanto em termos
de nivel de diversidade como de diferenciacdo genética. Com isso, existe uma alta
probabilidade de que as sementes utilizadas para o plantio das cinco primeiras arvores
da Embrapa Amazonia Oriental, que abasteceram a Fazenda do Sr. Okajima, e as
sementes compradas da Africa que abasteceram a Fazenda do Norton vieram da mesma
populagio de K. ivorensis ou de populagdes geneticamente conectadas na Africa. Outro
fato importante a ser destacado ¢ que a Tanzania, pais de onde vieram as sementes que
originaram as arvores selecionadas no plantio Norton Tz, ndo ¢ centro de origem da
espécie K. ivorensis. Portanto, essa subpopulacdo da Tanzania deve ter se originado a
partir da mesma populacdo que originou as outras subpopulacdes.

Todas as informagdes obtidas neste estudo sobre a populacio de
melhoramento de K. ivorensis sdo fundamentais para conhecer qual ¢ o nivel de
diversidade genética e se existe diferenciacdo genética entre as diferentes populacdes
introduzidas no pais. Essas informag¢des sdo muito importantes para guiar agdes futuras

de melhoramento genético da espécie e a conservagdo dos seus recursos genéticos.



6 CONCLUSOES

1. A transferibilidade de marcadores microssatélites de K. senegalensis para K.
ivorensis ¢é factivel;

2. O nivel de diversidade genética dos individuos da Fazenda Okajima e da
Fazenda Norton sdo semelhantes;

3. Ha uma falta de estruturacdo genética entre as trés subpopulagdes de onde as
arvores foram selecionadas. Essa conclusdo tem suporte tanto no baixo valor de
indice de fixagdo entre subpopulagdes (6 = 0,008), como pela fraca consisténcia
entre os grupos obtidos na andlise de agrupamento, e

4. A populacdo de melhoramento constituida de K. ivorensis possui diversidade
genética alta e comparavel com a de populagdes naturais de mogno africano e
mogno brasileiro. Com isso, ¢ possivel sua utilizacdo em programa de

melhoramento da espécie.
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