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RESUMO

BRAGA, R. S. Genética Geografica de Hymenaea stigonocarpa (Fabaceae). 2015.
Dissertacdo (Mestrado em Genética e Biologia Molecular) — Instituto de Ciéncias
Bioldgicas, Universidade Federal de Goias, Goiania, 2015.

Hymenaea stigonocarpa € uma espécie amplamente distribuida nas regiées do
Cerrado brasileiro. Em funcéo de diferencas morfologicas nas folhas, a literatura reconhece
trés variedades botanicas para esta espécie. Essas variedades sdo: H. stigonocarpa var.
stigonocarpa, com folhas lisas; H. stigonocarpa var. pubescens, com folhas pilosas e H.
stigonocarpa var. brevipetiolata, apresentando peciolo curto, com folhas lisas ou pilosas.
O conhecimento da divergéncia genética intervarietal e andlise da estrutura genética
espacial é interessante para entender o comportamento dessa espécie em subpopulagdes
naturais e como 0s processos microevolutivos atuam na organizacdo da sua variabilidade
genética. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi verificar o nivel de diferenciacéo
genética existente entre as variedades botanicas, a magnitude da variabilidade genética
entre e dentro as subpopulagbes de H. stigonocarpa, bem como o padrédo espacial da
variabilidade genética encontrada. Para tanto, foram realizadas expedicdes de coleta em
regides do Cerrado, onde amostrou tecido foliar de 32 subpopulagdes de H. stigonocarpa,
num total de 1.034 individuos. A variabilidade genética foi acessada por meio de nove
locos microssatélites, em que todas as subpopulacfes foram caracterizadas geneticamente
por meio das estatisticas descritivas. A divergéncia genética entre variedades foi avaliada
com a AMOVA, técnicas de agrupamento multivariadas e inferéncia Bayesiana. A
estrutura genética foi estimada dentro e entre as 32 subpopulacdes de H. stigonocarpa.
Estatisticas espaciais foram realizadas para avaliar a existéncia de padrdes espaciais na
variabilidade genética. Além disso, analises de complementariedade genética foram
utilizadas para selecionar subpopulacbes potenciais para conservacdo. Os nove locos
microssatélites foram polimorficos, apresentando niveis moderados de diversidade
genética. A AMOVA revelou divergéncia genética consideravel entre as variedades
botanicas e aliada as analises de agrupamento indica que a variedade brevipetiolata é a
mais diferente geneticamente quando comparado as variedades stigonocarpa e pubescens,
que formaram um Gnico grupo. As 32 subpopulacfes apresentaram baixa endogamia (f=
0,082; p<0,01), mas consideravel diferenciacdo genética entre popula¢bes (Fst= 0,161;
p<0,01) e alta endogamia total (F;r= 0,230; p<0,01). Junto a estatistica Rsr, que foi igual a
0,221 e significativa ao nivel de 1% percebe-se que a mutacdo e deriva genética séo
importantes para a estruturagdo genética nesta espécie. As estatisticas espaciais foram
obtidas para 30 subpopulagdes, pois a variedade brevipetiolata foi fortemente diferenciada
sobre as demais e assim foi retirada destas analises. O teste de Mantel mostrou uma
correlacdo matricial baixa, porém significativa (rm= 0,239; p=0,0014) entre distancia
geografica e o Fst par a par. O correlograma de Mantel identificou um padréo clinal na
diferenciacdo genética, sugerindo que as subpopula¢fes se comportam num modelo de
isolamento por distancia. A autocorrelacdo espacial, quantificada pelo indice | de Moran,
foi baixa nas frequéncias alélicas entre os pares de subpopulacdes em cada classe de
distancia, gerando um correlograma médio sem padrdo espacial nitido (rm=0,053;
p=0,0005). O algoritmo de Monmonier identificou possiveis barreiras genéticas entre as
subpopulacdes do extremo Norte do Cerrado, mas que precisam ser avaliadas com cautela.
A complementariedade genética identificou 16 subpopula¢Bes que representam toda a
variabilidade genética encontrada para a espécie nos locos avaliados e que foram
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selecionadas como prioritarias para conservacao. As informac@es obtidas com este trabalho
mostram que as estratégias reprodutivas da espécie sdo importantes para a conectividade
genética entre subpopulacdes a longas distancias, causando uma fraca estruturacédo
genética espacial. Assim, é sugerido que ndo apenas O espaco esteja atuando na
diferenciacdo genética, mas outros processos estocasticos. Além disso, a divergéncia
genética entre variedades botanicas torna-se um componente importante para entender a
sua estrutura genetica, em que este trabalho traz um conhecimento relevante para estudos
taxonémicos de H. stigonocarpa, podendo ser mais uma evidéncia para delimitacdo de
espécies.

Palavras-chave: diferenciacdo genética; jatoba-do-cerrado; microssatélites; padrdo
espacial; variedades botanicas.
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ABSTRACT

BRAGA, R. S. Geographic Genetic of Hymenaea stigonocarpa (Fabaceae). 2015.
Dissertation (Master in Genetic and Molecular Biology) — Institute of Biological Science,
Universidade Federal de Goiés, Goiania, 2015.

Hymenaea stigonocarpa is a widely distributed species in the Brazilian
Cerrado. Due to morphological differences in the leaves, the literature recognizes three
botanical varieties for this species, H. stigonocarpa var. stigonocarpa, with smooth leaves;
H. stigonocarpa var. pubescens, with bristly leaves and H. stigonocarpa var.
brevipetiolata, presenting short petiole and leaves either smooth or bristly. Knowledge on
genetic divergence among the varieties and analyses of spatial genetic structure are
valuable to understand the behavior of this species in natural subpopulations as well as
microevolutionary processes acting on the organization of its genetic structure. Thus, the
goal of this study was to evaluate the levels of genetic differentiation among botanical
varieties, magnitude of genetic variation among and within subpopulations of H.
stigonocarpa, as well as the genetic spatial pattern in genetic variability found. To do so,
we carried out expeditions in the Brazilian Cerrado and sampled leaf material from 32
subpopulations of H. stigonocarpa, in a total of 1.034 individuals. Nine Microsatellite
markers were used to investigate levels of genetic variability, and all subpopulations where
genetically characterized using descriptive statistics. Genetic divergence among varieties
was investigated through AMOVA, multivariate grouping procedures and Bayesian
inference. Genetic structure was evaluated within and among all 32 subpopulations of H.
stigonocarpa. Spatial analyses were performed to investigate spatial patterns in genetic
variation. Additionally, analyses of genetic complementarity were used to select
subpopulations for conservation. All nine microsatellite loci were polymorphic presenting
moderate levels of genetic diversity. AMOVA revealed a genetic divergence among
botanical varieties and together with clusters analyses showed strong divergence of the
brevipetiolata variety from all other varieties stigonocarpa and pubescens, which formed a
single group. All 32 subpopulations presented low endogamy (f= 0,082; p<0,01), but
presented moderate interpopulation genetic differentiation (Fst= 0,161; p<0,01) and high
total endogamy (F;r= 0,230; p<0,01). Results from AMOVA together with Rgr statistics,
which was equal to 0,221 and significant to the level of 1%, suggest that mutation and drift
are influencing the genetic structure of this species. Spatial statistics were carried out using
30 subpopulations, due to the strong differentiation among the brevipetiolata variety and
the others. Therefore, this variety was excluded from spatial analyses. Mantel test was
significant, but showed a low matrix correlation (rm= 0,239; p=0,0014) between
geographic distance and pairwise Fst. Mantel correlogram found a clinal pattern of genetic
differentiation, suggesting that the subpopulations conforms to a pattern of isolation by
distance. Spatial correlation, as measured by Moran’s coefficient, was low for allele
frequencies between pairs of populations for all distance classes, with no clear spatial
pattern (rm=0,053; p=0,0005). Monmonier algorithm identified possible genetic barriers
among subpopulations in the extreme north region of Cerrado, but these results must be
evaluated with caution. Analysis based on complementarity identified 16 subpopulations
which the genetic variability of the species and were selected as priority for conservation.
The information obtained in this work showed that the reproductive strategies of H.
stigonocarpa are important genetic connectivity among subpopulations separated by long
distances causing a week spatial genetic structure. Our results suggest that not only the
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space, but also other stochastic patterns are influencing the genetic structure of this species.
Furthermore, genetic divergence among varieties is an important component to understand
population genetic structure of this species, and this work brings relevant knowledge to
taxonomic studies of H. stigonocarpa, may be evidence to species delimitation.

Keywords: botanical varieties; genetic differentiation; jatoba-do-cerrado; microsatellites;
spatial pattern.
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1 INTRODUCAO

O Cerrado é um dos principais biomas brasileiros e o segundo maior da
América do Sul, representando 22% do territorio nacional (Ratter et al., 1997; MMA,
2014), além de abrigar uma grande diversidade bioldgica com muitas espécies endémicas.
Por esses e outros aspectos, foi considerado um hotspot prioritario para a conservagao
(Myers et al., 2000). Além disso, o Cerrado é uma fonte potencial de recursos naturais que
fornece subsidios importantes para a sociedade e apresenta grande biodiversidade (Aquino
& Aguiar, 2007).

O Cerrado apresenta mais de 10.000 espécies de plantas descritas, sendo que
mais de 4.000 sdo endémicas (Myers et al., 2000; Forzza et al., 2012). Entretanto, o
desmatamento desenfreado deste bioma, além de outros impactos antropicos, esta
reduzindo grande parte da diversidade bioldgica, levando a perda de habitat das espécies e
também a diminuicdo da variabilidade genética (Aguilar et al., 2008). Portanto, a analise
da distribuicdo da variabilidade genética no espaco é util para compreender como 0s
processos microevolutivos podem influenciar na dindmica populacional e na histdria
evolutiva das populaces e de diferentes tdxons (Caballero et al., 2010). Por este motivo o
Cerrado torna-se alvo de estudos que buscam avaliar e identificar padrdes ecologicos e
genéticos das espécies (Werneck et al., 2012).

Dentre as espécies que ocorrem no Cerrado, destacam-se as do género
Hymenaea Linnaeus, pertencente a familia Fabaceae (Lee & Langenheim, 1975 apud
Moreno, 2009). O nome deste género esta relacionado com o pareamento dos dois foliolos
das folhas nessas espécies (Carvalho, 2007), sendo que uma das revisdes mais recentes do
grupo foi realizada por Lee & Langenheim (1975) apud Moreno (2009). Nesta revisao,
este género € caracterizado por apresentar 14 espécies, em que 13 delas encontram-se
distribuidas pela América Central, América do Sul e uma de ocorréncia na Africa. No
Brasil, as espécies mais bem conhecidas sdo a H. courbaril, H. martiana ¢ a H.
stigonocarpa, que apresentam importancia econémica para a producdo de resinas e
madeireira.

A espécie H. stigonocarpa (Fabaceae: Caesalpinioideae), conhecida como
“jatoba-do-cerrado”, € uma arvore amplamente distribuida nos biomas brasileiros,
principalmente no Cerrado, encontrada com maior frequéncia nas fitofisionomias de

cerrado e cerraddo (Lima & Pinto, 2014). E uma espécie com sistema de cruzamento



14

misto, como observado por Gibbs et al. (1999), apresentando autocompatibilidade, porém
com evidéncias de mecanismos de rejeicdo pos-zigéticos de autofecundacdo. Moraes et al.
(2007) e Moraes & Sebbenn (2011), observaram que a maioria dos cruzamentos ocorre por
fecundacdo cruzada, mas ha também cruzamentos por autofecundacdo, principalmente em
arvores distribuidas isoladamente.

Estdo descritas trés variedades para H. stigonocarpa: H. stigonocarpa var.
stigonocarpa Mart., H. stigonocarpa var. brevipetiolata N. F. Mattos e H. stigonocarpa
var. pubescens Benth. (Lee & Langenheim, 1975 apud Pestana, 2010). Essas variedades
sdo distinguidas por diferencas morfoldgicas, principalmente em relacdo as caracteristicas
foliares. A variedade H. stigonocarpa var. stigonocarpa, a variedade comum, é
identificada devido a presenca de foliolos lisos, ovados a elipticos com apices agudos a
arredondados; H. stigonocarpa var. pubescens, tem como carater diagnostico os foliolos
grandes e pilosos na face abaxial; H. stigonocarpa var. brevipetiolata apresenta como
caracteristica principal peciolos curtos e espessos, com foliolos lisos ou pilosos.
Entretanto, algumas variedades ocorrem em simpatria e outras ndo, com a possibilidade
desta variacdo fenotipica ser visualizada num mesmo individuo, ndo sendo assim, téo
informativa. Pestana (2010) prop8e que as variedades pubescens e brevipetiolata ndo sdo
consistentes e devem ser sinonimizadas. Essa variacdo fenotipica pode ser oriunda de
mudancas ambientais, devido a ampla distribuicdo geografica da espécie ao longo de todo
0 bioma Cerrado e até mesmo diferencas genéticas. Neste sentido, tornam-se interessantes
estudos de genética de populacBes que buscam compreender a variacdo genética desta
espécie, pois grande parte dos trabalhos com esta espécie ignora a sua divisdo em taxons
infraespecificos.

Para isso muitas ferramentas cientificas e moleculares estdo disponiveis para
estudos que visam verificar como a variabilidade genética esta distribuida nas populagdes
naturais, fornecendo subsidios tedricos e praticos para compreensdo dos padrbes
encontrados (Schlétterer, 2004). Dentre estas ferramentas estdo 0s marcadores
microssatelites que conseguem acessar o polimorfismo das sequéncias do DNA, auxiliando
em estudos de diversidade genética (Ellegren, 2004; Oliveira et al., 2006; Agarwal et al.,
2008). O polimorfismo revelado por esses marcadores resulta de processos
microevolutivos e funciona como indicadores da diversidade genética de uma espécie.

Assim, considerando estas informagOes acerca das vantagens do uso dos

marcadores moleculares, em especial aos microssatélites, é possivel a partir dos genotipos
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e alelos encontrados verificar se a variabilidade genética esta estruturada entre e dentro das
populacdes naturais de H. stigonocarpa. A estruturacdo genética em populagdes de plantas
deve-se principalmente a dispersdo limitada de pdlen e de sementes, influenciando nas
taxas de fluxo génico e a tamanhos populacionais reduzidos que levam a deriva genética
(Holderegger et al., 2010). Porém, outros fatores, tais como sistema de cruzamento,
isolamento geogréfico, selegdo natural e histéria demogréfica, podem causar subdivisao
populacional e assim a estruturacdo genética (Wright, 1943; Gomes & Moura, 2010).

O estudo da estruturacdo genética das subpopulacdes oferece respostas sobre a
distribuicdo da variabilidade genética, identificando quais processos microevolutivos estdo
envolvidos nos padrdes encontrados (Cottrell et al., 2003). Neste aspecto, caracteristicas
espaciais afetam, direta ou indiretamente, na organizacdo da variacdo genética entre e
dentre as populacGes, pois refletem componentes complexos e historicos numa escala
espago-temporal dos processos evolutivos (Epperson, 2003).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi verificar a variacdo genética de
regibes microssatélites nucleares entre as subpopulacdes de H. stigonocarpa, avaliando a
existéncia de padrdes espaciais, além de investigar a divergéncia genética entre as suas
variedades botanicas e contribuir com maiores informagdes sobre a dinamica populacional
da espécie, que apresenta potencial de utilizacdo econdmico e faz parte de um bioma
ameacado.

Foram determinados os seguintes objetivos especificos:

i. Testar a transferibilidade e padronizar marcadores microssatélites
polimorficos para Hymenaea stigonocarpa;

ii.  Verificar o nivel de diferenciacdo genética entre as trés variedades botanicas
Hymenaea stigonocarpa var. stigonocarpa, Hymenaea stigonocarpa var. pubescens e
Hymenaea stigonocarpa var. brevipetiolata;

iii. Avaliar a magnitude e a distribuicdo da variabilidade genética em
subpopulacdes naturais de Hymenaea stigonocarpa, utilizando marcadores microssatélites;

iv. Verificar se ha uma diminuicdo da simlaridade genética com o aumento da
distancia geogréafica de subpopulagdes de Hymenaea stigonocarpa;

v. ldentificar areas geograficas que apresentam maior variabilidade genética
que podem ser Uteis para conservacdo de subpopulagdes naturais de Hymenaea
stigonocarpa.



16

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 O Cerrado

O Cerrado é o segundo maior bioma da Ameérica do Sul, atras somente, em
tamanho, da Floresta Amazonica (Werneck, 2011; Cole, 1986). A area original do Cerrado
era de 2.000.000 Kmz?, entretanto, devido a intensa fragmentacdo, essa extensdo foi
reduzida para em torno de 356. 630 Km2 de areas remanescentes (Myers et al., 2000), cerca
de 20% do territorio original (Mews et al., 2014). Essa reducdo do Cerrado é decorrente
das acdes antropicas, visando a implantacdo de sistemas de agricultura e agropecudria,
facilitada principalmente pelos relevos planos e recursos hidricos, caracteristicas que
favorecem e aceleram a sua destruicdo (Ratter et al., 1997; Machado et al., 2004).

No Brasil, o Cerrado é um dos principais biomas e estende-se por toda a regido
central (Figura 1), nos estados de Goias, Tocantins, Minas Gerais, Distrito Federal, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, com ocorréncia em partes de Sdo Paulo, Bahia, Maranh&o,
Piaui e Rondbnia (Aquino & Aguiar, 2007), além de circundar outros biomas como a
Caatinga e Florestas Tropicais Umidas (Werneck, 2011).

Bioma Cerrado
s Prioritarias

El";*ﬁw 2

9‘ Limite Estadual
)| | Umite do Bioma Cerrado
§ Areas Prioritarias

(Importancia Biolégica)
Bl Extremamente Alta

d I Muizo Alta
o
[ Insuficentememte Conhecida ]

Figura 1. Localizagdo geografica do bioma Cerrado no Brasil, com destaque para areas prioritarias, levando
em conta a importancia bioldgica. Fonte: MMA (2014) -
(http://lwww.mma.gov.br/biomas/cerrado/areas-prioritarias).
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O bioma Cerrado é um mosaico fitogeografico, pois em sua extensa area
apresenta heterogeneidade ambiental, em relacdo a composicdo edafica e diferentes
formacgdes vegetais (Coutinho, 2006). Considerando essa informacdo, o Cerrado €
caracterizado em varias fitofisionomias diferentes, que levam em conta a vegetacgdo tipica
de cada uma: mata ciliar, que sédo formacdes vegetais que acompanham corpos d’agua;
mata de galeria, vegetagcdo que forma corredores florestais em torno de rios de pequeno
porte, diferenciando-se assim, da mata ciliar; matas secas, vegetacdo que apresenta
caducifolia na estacdo seca e que ndo tem interacdo com os cursos d’agua; Cerraddo, com
arvores tanto de mata quanto de cerrado sensu stricto e adaptadas a ambientes secos;
cerrado sensu stricto (sentido restrito), com a presenca de arbustos de pequeno porte e
bastante retorcidos, além de herbaceas; parque de Cerrado, vegetacdo conhecida como
murundus e que normalmente estdo em locais elevados e em agrupamento; as veredas, que
sdo formadas em ambientes Umidos e com a quantidade massiva de palmeiras da espécie
Mauritia flexuosa; campo sujo, somente plantas herbéaceas e arbustivas espalhadas de
forma esparsa; campo rupestre, que possui tanto vegetacdo herbacea e arbustos, com
afloramentos rochosos; campo limpo, essencialmente caracterizado por herbéaceas,
circundando outras fitofisionomias, como as veredas e matas de galeria (Aquino & Aguiar,
2007).

O Cerrado é encontrado em relevos que variam de 300 m a 1600 m de altitude,
0 que denota sua heterogeneidade ambiental, apresentando clima bastante definido em duas
estacdes ao longo do ano, uma seca, de maio a setembro, e outra chuvosa, de outubro a
abril (Silva, 1997), com precipitacdo anual média de 1500 mm e temperatura anual média
entre 22 °C a 27 °C (Klink & Machado, 2005). Essa caracteristica climatica estacional no
Cerrado tem forte influéncia no crescimento da vegetagdo que compde este bioma (Cole,
1986). Os tipos de solo também séo fatores que influenciam e diferenciam a composicéao
floristica no Cerrado, sendo variavel entre as fitofisionomias (Neri et al., 2012; Mews et
al., 2014). Os solos do Cerrado normalmente sdo latossolicos, profundos e com baixa
guantidade de nutrientes necessarios as plantas, tais como potassio, fosforo e célcio,
conhecidos como solos oligotréficos e ricos em aluminio, bastante absorvido pela
vegetacdo nativa (Neri et al., 2013). Esse excesso de aluminio esta relacionado com os
eventos de fogo, na época de seca, determinante para as caracteristicas vegetativas do
Cerrado (Neri et al., 2012).
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Fatores abidticos, tais como precipitacdo, temperatura e caracteristicas
quimicas dos solos sdo fundamentais para a grande biodiversidade existente no Cerrado
(Cole, 1986; Neri et al., 2012). O Cerrado, além de ser um dos maiores biomas da América
do Sul e do Brasil, também apresenta alta diversidade de espécies de animais e de plantas
(Klink & Machado, 2005), considerado um bioma “hot spot”, devido o endemismo, com
cerca de 5.000 espécies de plantas e animais endémicas, em torno de 1,6% de todas as
espécies do mundo, e a presenca de muitas especies ameacadas de extincdo (Myers et al.,
2000). Considerando a composicao floristica do Cerrado, Mendonca et al. (2008) catalogou
mais de 11.000 espécies faner6gamas nativas, abrangendo 171 familias, com a familia
Fabaceae sendo a mais representativa.

Neste panorama, o Cerrado, por meio de seus recursos naturais, exibe grande
potencial para uso sustentavel, oferecendo vantagens na area madeireira, alimenticia e
medicinal, com forte impacto na economia do pais (Rondon-Neto et al., 2010; Agostini-
Costa et al., 2006). Os principais usos das plantas do Cerrado estdo relacionados as
propriedades medicinais, com 61,2% das espécies avaliadas para este fim e a utilizacéo de
plantas lenhosas, representando 57,1%, seguido da producdo alimenticia, com 32,6%
(Tunholi et al., 2013). Neste mesmo estudo, diversas familias ocorrentes no Cerrado foram
registradas quanto a sua utilidade em diversas areas, entre elas Fabaceae, Apocynaceae,
Malpighiaceae, Caryocaraceae e Myrtaceae estdo entre as mais citadas. Em relacdo as
plantas medicinais, Guarim-Neto & Morais (2003) encontraram 509 espécies, distribuidas
em 297 géneros e 96 familias, com potencialidades medicinais.

Neste contexto, percebe-se o quanto o Cerrado é um bioma importante tanto
para a fauna e flora locais, e para comunidades que utilizam de seus recursos naturais.
Entretanto, varias acdes, como degradacdo do solo e de ecossistemas nativos e a insercao
de espécies exoticas ameacam as paisagens do Cerrado (Klink & Machado, 2005), pois a
destruicdo acelerada deste bioma é devida as suas diversas caracteristicas favoraveis para
mecanizagcdo e instalagdo de infraestrutura, aumentando ainda mais as taxas de
desaparecimento da vegetacdo do Cerrado. Assim, tornam-se necessarios estudos com

enfoque para a biodiversidade deste bioma.
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22 A Familia Fabaceae: com enfoque para subfamilia

Caesalpinioideae

A familia Fabaceae € de grande interesse em estudos de sistematica
taxonémica (Kass & Wink, 1996, Wojciechowski et al., 2004) e neste sentido, atualmente
é aceito a classificacdo dessa familia como Fabaceae ou Leguminoseae. Nesta revisao sera
adotada a denominacdo Fabaceae, pois € a nomenclatura comumente empregada na
maioria dos trabalhos com espécies dessa familia. Assim, Fabaceae é considerada a terceira
maior familia de angiospermas, ficando atrds somente de Asteraceae e Orchidaceae,
apresentando 727 géneros e quase 20.000 espécies em todo mundo (Doyle & Luckow,
2003; Klitgaard & Bruneau, 2005; Lewis et al., 2005). O caréater unificador das espécies
desta familia € o fruto em forma de legume, relacionado a um unico carpelo superior, com
um l6culo, placentacdo parietal ao longo de uma sutura adaxial e évulos maltiplos (Lewis
et al., 2005). Mesmo essa caracteristica unificadora do fruto possui diferencas entre os
membros dessa familia, variando de legumes de Unica semente, deiscentes e indeiscentes a
frutos alados, com diversas estratégias de dispersdo (Doyle & Luckow, 2003).

Ecologicamente esta familia estd distribuida em uma amplitude de habitats,
encontrada desde florestas tropicais a desertos e até mesmo em ambientes montanhosos,
além de espécies aquaticas (Doyle & Luckow, 2003). Também apresenta formas de vida
diversificada com arvores florestais extremamente altas, plantas de porte arbustivo, lianas e
herbaceas (Doyle & Luckow, 2003). Muitas espécies de fabaceas estdo relacionadas ao uso
e ciclagem do nitrogénio atmosférico, por meio de nodulacdo das raizes em simbiose com
bactérias (Barberi et al., 1998; Faria & Lima, 1998; Doyle & Luckow, 2003). A fixacéo de
nitrogénio € um dos principais processos para a manuten¢édo da vida na terra, e esta familia
tem grande participacdo nessa atividade simbidtica (Dobereiner, 1984).

Essa familia apresenta flores de diversos tamanhos, comumente pentameras,
zigomorfas, unicarpelar e estames, sendo as vezes bastante vistosos para compensar pétalas
inexprimiveis (Burkart, 1979; Tucker, 2003; Doyle & Luckow, 2003). O carpelo, junto
com as outras estruturas florais, estilete, estigma se diferenciam para formar o fruto do tipo
legume (Tucker, 2003). A polinizagdo das flores normalmente acontece por zoofilia, tanto
por abelhas, mariposas, aves e morcegos, além de ocorrer autopolinizacdo. Entretanto a

morfologia floral das fabaceas € bastante diversificada entre as subfamilias (Tucker, 2003).
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A familia Fabaceae tem importancia econdmica mundial, pois é considerada a
segunda maior familia de interesse agrondmico, atrds somente das gramineas, cobrindo
cerca de 30% da Terra, colaborando assim com a producéo agricola primaria (Graham &
Vence, 2003, Lewis et al., 2005). Na agricultura, as espécies desta familia sdo a principal
fonte de producéo, fornecendo toneladas de gréos para subsisténcia alimentar, fornecendo
nutrientes, tais como proteinas, carboidratos e lipidios para uma alimentagdo saudavel
(Graham & Vence, 2003; Wang et al., 2003). Além das fabaceas em grdos, muitas outras
espeécies sdo Uteis para melhoramento do solo, recuperacdo de areas degradadas, devido a
capacidade de fixagc@o de nitrogénio, producdo de resinas e utilizagcdo na construcao civil
(Lewis et al., 2005).

Outra caracteristica importante desta familia € a producdo de metabdlitos
secundarios, utilizados como agentes defensivos pelas espécies, contra predacdo, e ao
mesmo tempo podem ser empregados como compostos fitoquimicos na area medicinal,
industrial e controle de pragas (Wink & Mohamed, 2003). Estes mesmos autores
propuseram, que esta peculiaridade da producdo de metabdlitos secundarios pode ser usada
como marcadores taxonémicos, pois alguns compostos sdo especificos a certos clados,
como por exemplo, ao clado Detariae que produzem terpenos, relacionados a formacao de
resinas (Fougere-Danezan et al., 2007).

Estudos de filogenia de Fabaceae, utilizando sequéncias génicas
cloroplastidiais, mostram que a familia € um grupo monofilético e é dividida em trés
subfamilias: Caesalpinioideae, com quatro tribos; Mimosoideae e quatro tribos e
Papilionoideae, com 28 tribos (Késs & Wink, 1996; Késs & Wink, 1997; Wojciechowski,
2003; Wojciechowski et al., 2004; Lewis et al., 2005). Mesmo a familia Fabaceae
apresentando monofiletismo, analises filogenéticas demonstram que a subfamilia
Caesalpinioideae tem ancestralidade parafilética, derivada das subfamilias Mimosoideae e
Papilionoideae (Kass & Wink, 1996; Bruneau & Forest, 2001; Wojciechowski et al.,
2004).

A subfamilia Caesalpinioideae compreende 171 géneros, e é dividida em
quatro tribos, Cercideae, Detarieae, Cassieae e Caesalpinieae, considerada um dos clados
mais antigos de Fabaceae (Lewis et al., 2005). Somente as duas primeiras tribos sdo
monofiléticas e as linhagens desse grupo tiveram um ancestral comum entre 34 a 56
milhGes de anos atras (Bruneau et al., 2008). Uma caracteristica importante nesta
subfamilia é o padrdo da venacdo foliar, o qual é um carater fixado geneticamente (Abdel-
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Hameed et al., 2013), e pode ser estabelecido como um atributo morfoldgico associado a
variacao genética.

Morfologicamente, essa subfamilia possui arvores, arbustos, subarbustos,
lianas e raramente herbaceas, tendo como caracteristicas principais: folhas pinadas ou
bipinadas, bifolioladas ou com folhas inteiras a bilobadas; célice dialissépalo;
inflorescéncias racemosas, paniculas ou cimeiras, axilares ou terminais; flores diclamideas
ou raramente monoclamideas; corola com prefloracdo imbricada ascendente, zigomorfa,
actinomorfa ou assimétrica, dialipétala; estames geralmente 10, raramente menos, filetes
livres entre si ou concrescidos em curto tubo, geralmente ndo vistosos; ovario supero,
unilocular e multiovulado (Filardi et al., 2009; Rando et al., 2013). O fruto em forma de
legume, menos comumente criptolomento, criptossamara, foliculo, nucula ou sémara;
sementes de variadas formas, mais frequentemente achatadas, orbiculares e em alguns
casos com pleurograma (Rando et al., 2013).

No Cerrado a familia Fabaceae é a mais bem representada, tornando assim
importante para a dinamica das comunidades neste bioma (Eiten, 1972). Com 1.174
espécies e 108 géneros, é considerada a de maior riqueza de espécies, e a sua subfamilia
Caesalpinioideae possui 322 espécies, distribuidas em 21 géneros (Mendonga et al., 2008;
Iglesias et al., 2011; Ishara & Maimoni-Rodella, 2012).

Dentro dessa subfamilia, a tribo Detarieae compreende 82 géneros e é a maior
tribo dentro de Caesalpinioideae (Lewis et al., 2005). Vérios caracteres podem ser usados
para distinguir as espécies de Detarieae, tais como estruturas da anatomia lenhosa
(Melandri & Pernia, 2009), assim como a producdo de resina por algumas espécies dessa
tribo (Fougére-Danezan et al., 2010). Muitos estudos avaliando a composicao floristica de
Caesalpinioideae em estratos de Cerrado evidenciaram que para a tribo Detarieae 0s
principais géneros encontrados sdo Copaifera L e Hymenaea L., conhecidos popularmente
por copaiba e jatobd, respectivamente (Bulhdo & Figueiredo, 2002; Filardi et al., 2009;
Rando et al., 2013).

Desta forma, considerando a tribo Detarieae e sua ocorréncia no Cerrado, 0
género Hymenaea é bastante importante, pois compreende a espécie com ampla
distribuicdo neste bioma, H. stigonocarpa, que além do ponto de vista biologico e

ecologico, é uma espécie de potencial econdmico e de subsisténcia.
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2.3 O género Hymenaea

O género Hymenaea (Fabaceae, Caesalpinioideae, Detarieae) possui 14
espécies conhecidas, sendo que 13 estdo distribuidas principalmente na regido Neotropical,
estendendo-se do México a Argentina e uma com ocorréncia na costa oriental da Africa,
conhecida como H. verrucosa (Lee & Langenheim, 1975 apud Lewis et al., 2005). Este
género teve origem no continente africano, expandindo-se para a regido Atlantica no
periodo Terciario, relacionada com os padrdes de disjuncdo dos continentes naquele tempo
e teve na regido Neotropical o centro de diversificacdo do género, especificamente na
Amazonia (Langenheim et al., 1973).

O nome genérico Hymenaea ¢ derivado do grego e faz referéncia ao deus do
casamento Himeneu, em relacao aos dois foliolos pareados das folhas (Lee & Langenheim,
1975 apud Lewis et al., 2005). Este tdxon é intimamente relacionado aos géneros de
origem africana Guibourtia, (Langenheim et al.,, 1973) e ao Trachylobium, com
similaridade morfologica entre Hymenaea (Langenheim & Lee, 1974), em que estes,
provavelmente, evoluiram do género extremamente diverso Cynometra (Langenheim et al.,
1973), surgindo interesse em estudos biogeograficos e evolutivos. No Novo Mundo, a
espécie H. oblongifolia é o centro primitivo para evolugdo do género (Langenheim et al.,
1973). As espécies que compreendem este género sdo denominadas popularmente como
“algarrobo”, “guapinol”, “jutai”, “locust” e “jatoba”, variando de acordo com a
distribuicdo geografica (Lewis et al., 2005; Pestana, 2010).

Considerando as informacdes acerca das plantulas de Hymenaea, as espécies
gue compdem este género sdo alocadas em dois grandes grupos, referentes ao tipo de
ambiente: espécies que vivem em florestas sempre verdes e aquelas de habitats mais secos,
tipo savanicos (Langenheim et al., 1973). Essa divisdo feita por estes autores, levando em
conta a morfologia de plantulas e o0 ambiente em que vivem, € util para correlagdes entre a
historia de vida do grupo e sua evolugdo (Gurgel et al., 2012).

A producdo de resinas € uma das caracteristicas marcantes deste género
(Langenheim et al., 1978; Langenheim et al., 1982), que além das inumeras utilidades
deste produto bioquimico, funciona como um metabdlito secundario as espécies, pois age
contra herbivoria, tornando um agente de defesa contra ataques de microrganismos e
insetos (Langenheim, 1984). A producdo de resinas no grupo € tdo importante que

estimulou uma série de estudos para compreensdo do género Hymenaea, motivados pela
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descoberta de resinas fosseis em ambar no México, Colémbia e Brasil em dep6sitos do
Terciario (Langenheim, 1969). Fougere-Danezan et al., (2007) estudaram as relacdes
filogenéticas da tribo Detarieae entre as espécies produtoras de resinas e identificaram o
monofiletismo do género Hymenaea, a partir de andlises de regides cloroplastidiais,
denotado pela formagdo de um clado. O monofiletismo do grupo Hymenaea (Bruneau et
al., 2001) também foi encontrado por outros autores, inserindo-o no clado monofilético de
Detarieae (Figura 2).
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Figura 2 — Arvore filogenética da tribo Detarieae, obtida por dados de sequéncias de DNA cloroplastidial,
destacando o monofiletismo do grupo Hymenaea. Fonte: Bruneau et al. (2001).

O reconhecimento do género pode ser feito por meio de alguns caracteres
diagndsticos, tais como folhas bifolioladas, flores relativamente grandes, presenca de
pétalas, frutos robustos, lenhosos e indeiscentes (Queiroz, 2009). As flores podem ser
pentameras, actinomorfas, com coloracdo das pétalas de branca a creme, raramente
vermelhas, possuem antese noturna e liberam fortes odores que estdo relacionados aos
mecanismos de polinizacdo, pois algumas espécies sdo polinizadas por morcegos e séo
atraidas por estes cheiros (Queiroz, 2009; Rando et al., 2013). A polinizacdo ocorre
também por abelhas, mariposas e alguns passaros (Lee & Langenheim, 1975 apud Moreno,
2009).

O sistema de acasalamento é predominantemente por alogamia, com espécies

exibindo autoincompatibilidade, como no caso de H. courbaril (Lacerda et al., 2008),
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porém ha cruzamentos por autofecundacdo, como percebido para H. stigonocarpa (Gibbs
et al., 1999; Moraes & Sebbenn, 2011). No contexto citogenético, o numero
cromossémico de todas as espécies do género é 2n=24 (Bandel, 1974; Langenheim & Lee,
1974). O numero cromossdmico € semelhante a outras espécies de caesalpinioides, que
obtiveram cariotipo de 2n= 24, 26 e 28, por exemplo, Senna multijuga, Peltophorum
dubium, Bauhinia forficata, respectivamente (Biondo et al., 2005).

Espécies do género Hymenaea, junto com outros taxons séo arvores comuns ao
Cerrado, integrando a composicéo floristica deste bioma (Eiten, 1972) e dentre as espécies
de Hymenaea localizadas no Brasil, destacadas na Tabela 1, H. courbaril e H.
stigonocarpa sdo muito estudadas, pois tém ampla distribuicdo no pais e ambas sdo
encontradas no bioma Cerrado (Lima & Pinto, 2014). Essas espécies sdo fontes potenciais
em diversas areas de biologia, ecologia, bem como recursos bioldgicos importantes para a
economia local e por isso destacam entre as espécies arboreas de fabaceas (Graham &
Vence, 2003). O uso de frutos e sementes de Hymenaea spp., para diversos fins é datado
desde a Amazobnia pré-histérica e a colonizacdo das Américas (Roosevelt et al., 1996).
Neste sentindo, faz se necessario pesquisar, avaliar e verificar como as populacdes dessas

espécies se comportam ao longo do tempo e no ambiente em que vivem.



Tabela 1 — Espécies do género Hymenaea encontradas no Brasil, relacionadas aos biomas que elas ocorrem.

Espécie

Variedades

Distribuicdo geogréafica

Hymenaea aurea Lee & Lang.

Hymenaea courbaril L.

Hymenaea eriogyne Benth.

Hymenaea intermedia Ducke

hymenaea maranhensis Lee & Lang.

Hymenaea martiana Hayne
Hymenaea oblongifolia Huber

Humenaea parvifolia Huber
Hymenaea reticulata Ducke

Hymenaea rubriflora Ducke

Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne

Hymenaea velutina Ducke

sem ocorréncia

H. courbaril var. courbaril, H. courbaril var.
altissima, H. courbaril var. longifolia, H.
courbaril var. stilbocarpa, H. courbaril var.
subsessilis e H. courbaril var. villosa
sem ocorréncia
H. intermedia var. intermedia e H. intermedia
var. adenotricha
sem ocorréncia

sem ocorréncia

H. oblongifolia var. oblongifolia, H. oblongifolia
var. latifolia e H. oblongifolia var. palustres

sem ocorréncia
sem ocorréncia
H. rubriflora var. rubriflora e H. rubriflora var.
glabra
H. stigonocarpa var. stigonocarpa,
H.stigonocarpa var. brevipetiolata e H.
stigonocarpa var. pubescens

sem ocorréncia

Mata Atlantica

Amazénia, Caatinga, Cerrado, Pantanal
e Mata Alantica

Caatinga e Cerrado
Amazonia

Cerrado
Cerrado, Caatinga, e Mata Atlantica

Amazonia e Mata Atlantica

Amazonia
Amazobnia

Mata Atlantica

Amaz6nia, Caatinga, Cerrado, Pantanal

Caatinga e Cerrado

Fonte: Lima & Pinto (2014) — Lista de espécies da Flora do Brasil (REFLORA - http://reflora.jbrj.gov.br/jabot/listaBrasil/ConsultaPublicaUC/ConsultaPublicaUC.do)
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2.4 A ESPECIE Hymenaea stigonocarpa

2.4.1 Aspectos Botanicos

Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne, Figura 3, tem a seguinte posi¢ao

taxonémica (Carvalho, 2007):

Reino: Plantae

Divisdo: Magnoliophyta (Angiospermae)
Classe: Magnoliopsida (Dicotyledonae)
Ordem: Fabales

Familia: Fabaceae (Leguminosae)
Subfamilia: Caesalpinioideae

Tribo: Detarieae

Subtribo: Detariinae

Género: Hymenaea

Espécie: Hymenaea stigonocarpa

Figura 3 — Caracteristicas gerais da espécie H. stigonocarpa. (A) A éarvore de jatoba-do-cerrado. (B)
Aspectos da casca (ritidoma). (C). Morfologia foliar. (D) A flor de H. stigonocarpa. (E)-(F)
Seus frutos e sementes. Fonte: Fernando Tagiba (B, C, E, F), Mariana Pires de Campos Telles e
Lézaro José Chaves (A e D).
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E uma espécie comumente conhecida como jatoba-do-cerrado, mas possui
diversos nomes populares, tais como jatobd, jatoba-capdo, jatoba-da-casca-fina, jatoba-agu,
jatobeiro, jatoba-do-campo, jatai-de-piaui, jatoba-de-vaqueiro, jutai, jutaicica e jatobai,
reconhecidos de acordo com a localidade geografica (Carvalho et al., 2007). H.
stigonocarpa é amplamente distribuida no Brasil, com ocorréncia nos estados do Para,
Bahia, Ceard, Maranhdo, Distrito Federal, Goiés, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas
Gerais e Sdo Paulo, encontrada principalmente em dominios fitogeograficos de Cerrado,
em formacdes abertas e campo cerrado (Carvalho, 2007; Lima & Pinto, 2014).

E uma espécie arborea que pode atingir cerca de 20 m de altura, com arvores
deciduas com ramos glabros a pubescentes, podendo chegar a 50 cm de DAP (diametro na
altura do peito, com 1,30 m do solo), com troncos tortuosos e ramificacdo da copa
dicotdbmica (Carvalho, 2007). A morfologia foliar apresenta limbo com cerca de 30 cm de
comprimento, que pode ser liso ou piloso, folhas compostas e bifolioladas, alternas,
pecioladas, variando de 0,9 a 1,9 cm de comprimento e os peci6lulos dos foliolos de 0,25 a
0,6 cm de comprimento (Carvalho, 2007; Rando et al., 2013).

Em relacdo as caracteristicas florais essa espécie possui inflorescéncia do tipo
cimeira terminal com bracteas, de poucas a 30 flores, que vdo do branco ao creme
(Almeida et al., 1998). Suas flores sdo grandes pediceladas a subsésseis, calice 5-partido,
com presenca de sépalas ovais e elipticas; corola alva, actinomorfa e pentdmera; estames
livres, em namero de 10, filetes longos, anteras parietais; ovario supero, unilocular, com
estruturas nectarias (Almeida et al., 1998). Os nectarios florais em H. stigonocarpa séo
formados pela epiderme interna do hipanto, junto com o parénquima vascularizado e o
lancamento do néctar provavelmente ocorre via estdbmatos (Paiva & Machado, 2008).
Neste mesmo trabalho, foram evidenciadas altas populacfes de plastideos e mitocondrias,
que podem ser relacionadas a produgdo de néctar e necessidades energeéticas para hidrélise

do amido (Figura 4).
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Figura 4 — Células da regido secretora de néctar de H. stigonocarpa. Presenca elevada de mitocondrias e
plastideos, relacionados ao gasto energético para a producdo do néctar. (A) Célula secretora duas
horas antes da antese. (B). Elemento sieve (se) e célula companheira (cc). (C) Célula secretora
durante a antese e formacao de lacuna (*). (D) Célula secretora ap6s duas horas da antese. Fonte:
Paiva & Machado (2008).

Em espécies do género Hymenaea é comum a presenca de estruturas
secretoras, que estdo relacionadas com a secrecdo nectarifera e cavidades secretorias de
resinas (Langenheim et al., 1981). Neste contexto, foi verificada pela primeira vez a
presenca de nectéarios extraflorais em H. stigonocarpa nas folhas e apice caulinar,
responsaveis pela producdo de substancias resinosas e mucilaginosas, referentes a protecao
da planta contra predadores (Paiva & Machado, 2006). A polinizacdo das flores de H.
stigonocarpa € realizada por no minimo quatro espécies de morcegos (Figura 5), incluindo
a espécie nectarivora Glossophaga soricina, considerada especializada, pois entra em
contato direto com as anteras e estigmas das flores, além de visitas de outros vetores
polinizadores como os esfingideos (Gibbs et al., 1999). A zoocoria é a sindrome de
dispersdo de sementes predominante em H. stigonocarpa, realizada por mamiferos e a
avifauna (Gibbs et al., 1999; Costa et al., 2004; Carvalho, 2007).
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Figura 5 — Visitacdo de morcegos as flores de H. stigonocarpa e o contato de sua cabega com as peg¢as
florais, bebendo o néctar. Fonte: Gibbs et al. (1999).

Os frutos sdo legumes secos, indeiscentes, com morfologia oblongdide, crasso,
com coloragdo externa de castanho-avermelhado, com pedunculo formado pelo célice,
comumente poliespérmico; pericarpo lenhoso e resistente, epicarpo, mesocarpo e
endocarpo, relacionado a polpa farinacea, com semente globosa, envolvendo a parte
comestivel do fruto, que é destacado na Figura 6 (Botelho et al., 2000; Carvalho, 2007). A
floracéo e a frutificagdo ocorrem em periodos diferentes e varia de acordo com a regido
geografica, mas geralmente a floracdo inicia-se em outubro a abril, mais intensamente

entre dezembro a marco e a frutificacdo de maio a julho (Almeida et al., 1998).
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Figura 6 — Detalhes do fruto de H. stigonocarpa. (A) Vista frontal. (B) Vista dorsal. (C) Vista lateral. (D)
Vista transversal. (E) Vista longitudinal. Legenda: ar: arilo; cv: cavidade do fruto; en:
endocarpo; ep: epicarpo; me: mesocarpo; pd: pedinculo. Fonte: Botelho et al. (2000).

2.4.2 Aspectos Ecologicos

A espécie H. stigonocarpa é considerada vicariante de H. courbaril var.
stibolcarpa, pois sdo espécies que compartilham habitos de vida semelhantes e ambas
podem ser encontradas no mesmo bioma, o Cerrado. Além disso, passaram por processos
de colonizacdo semelhantes durante mudancas climaticas do Quaternario (Ramos et al.,
2009). Estdo descritas trés variedades para H. stigonocarpa: H. stigonocarpa var.
stigonocarpa Mart., H. stigonocarpa var. brevipetiolata N. F. Mattos e H. stigonocarpa
var. pubescens Benth. (Lee & Langenheim, 1975 apud Pestana, 2010). Essas variedades
sdo distinguidas por diferencas morfologicas, principalmente em relagdo as caracteristicas
foliares. A variedade H. stigonocarpa var. pubescens, tem como carater diagnostico os
foliolos grandes e pilosos na face abaxial; H. stigonocarpa var. brevipetiolata apresenta
como caracteristica principal peciolos curtos e espessos; H. stigonocarpa var.
stigonocarpa, a variedade comum € identificada pela forma de seus foliolos (Pestana,
2010). Este mesmo autor revisou aspectos taxondmicos de trés espécies de Hymenaea,
incluindo as variedades de H. stigonocarpa e afirma que é dificil a identificagdo das
subespécies apenas com as diferencas morfoldgicas e sugere que essas variedades sejam

sinonimizadas.
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O sistema de reproducdo prevalente em H. stigonocarpa é a alogamia, como
observado por Gibbs et al. (1999), apresentando autocompatibilidade, entretanto ha
evidéncias de mecanismos de rejeicdo pos-zigoticos de autofecundacdo. Moraes et al.
(2007) e Moraes & Sebbenn (2011), observaram que a maioria dos cruzamentos € por
fecundagdo cruzada, mas ocorre também autofecundacéo, principalmente em arvores
distribuidas isoladamente. Assim, é mais coerente assumir que esta espécie possui sistema
de cruzamento misto.

A temperatura é um fator climéatico importante a dindmica de crescimento de
H. stigonocarpa, ja que ela ocorre em regibes mais secas do Cerrado, com maior
incidéncia de luz solar, enquanto que para H. courbaril a precipitacdo tem maior influéncia
(Locosselli et al., 2013). O crescimento do jatoba-do-cerrado em plantio controlado é lento
com duracdo de nove anos para atingir o tamanho em torno de 1,5 m e o fogo é um agente
determinante no crescimento em altura e na sua ramificagdo (Sano & Fonseca, 2003).
Além disso, H. stigonocarpa é uma espécie que consegue crescer e sobreviver em solos
desprovidos de nutrientes, mesmo com baixa associacdo a micorrizas (Faria et al., 2013).

Esta espécie ocorre em diferentes formagcbes de Cerrado com densidade
populacional consideravel (Pinto et al., 2009), desde arvores isoladas a formacdo de
grandes populagdes, em que ha formacdo de reboleiras, com dois a 29 individuos por
agrupamento e densidade populacional de 0,1 individuo por hectare (Defavari et al., 2009).
Este autor discute que agrupamentos em reboleiras sdo associados a propagacdo vegetativa,
fato este possivel para H. stigonocarpa com a existéncia de gemas vegetativas nas
plantulas (Botelho et al., 2000). Sua madeira € de alta densidade, atingindo
aproximadamente 0,90 g.cm™ e por isso é caracterizada como uma espécie secundéria
tardia (Carvalho, 2007).

A germinagdo das sementes de H. stigonocarpa é do tipo epigea
fanerocotiledonar (Botelho et al., 2000). O tamanho e a massa das sementes influenciam no
tempo de germinacdo, em que sementes maiores emitem primeiramente a raiz primaria,
entretanto a massa das sementes ndo garante que todo o processo de germinacdo €
concluido, quando caracterizado pela saida do edfilo (Pereira et al., 2011). A
caracterizacdo das plantulas (Figura 7) de H. stigonocarpa foi detalhada por alguns
estudos, visto que as atribuicfes deste estagio podem ser padrbes delimitadores entre os
tdxons infraespecificos dessa espécie e podem auxiliar na identificagdo dos mesmos
(Botelho et al., 2000; Ramos et al., 2003; Kodoma & Sartori, 2007). Kodoma & Sartori
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(2007) avaliaram as plantulas de duas variedades H. stigonocarpa, H. stigonocarpa var.
stigonocarpa e H. stigonocarpa var. brevipetiolata e constataram que ha diferengas nos
estagios iniciais das plantulas, em relacéo aos cotilédones, hipocétilo e eofilos, fornecendo

informacdes com potencial taxonémico.

Figura 7 — Plantula de H. stigonocarpa, denotando o seu inicio de desenvolvimento. (A) Plantula. (B) inicio
do desenvolvimento da muda. (C) Folha composta com a presenca da estipula na base. Legenda:
c: cotilédone; e: epicotilo; fo: foliolo; hp: hipocotilo; p: protéfilo; pe: peciolo; rp: raiz priméria;
rs: raiz secundaria; rt: raiz terciéria; st: estipula. Fonte: Botelho et al. (2000).

A dispersdo zoocdrica, formacdo de gemas vegetativas e resisténcia a solos
pobres em nutrientes sdo fatores que tornam H. stigonocarpa uma espécie de utilidade para
regeneracdo florestal (Neri et al., 2005; Neri et al., 2011). Atualmente, o desmatamento da
vegetacdo natural do Cerrado e de outros ecossistemas é frequente, assim a recuperagdo
florestal destas areas se torna necessaria e a espécie em questdo é ecologicamente

importante, pois tem potencialidade de regeneracao de areas degradadas.

2.4.3 Aspectos Bioquimicos

A maioria das espécies de plantas produzem compostos bioguimicos, tais como
0s compostos secundarios, que possuem diversas fungdes na sobrevivéncia destes
organismos (Langenheim, 1984; Wink & Mohamed, 2003). Compostos fendlicos,
alcaloides, terpenos sdo quimicos bastante estudados nos trépicos, principalmente
considerando seus aspectos ecologicos (Langenheim, 1984). Neste sentindo, H.

stigonocarpa destaca-se na producdo de terpenos, relacionados a composicdo da resina,
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polissacarideos, flavonoides e metanol (Langenheim & Hall, 1983; Kai & Petkowicz,
2010; Maranh&o et al., 2013; Orsi et al., 2014).

A capacidade de H. stigonocarpa e outras espécies do género de produzir
resinas, fez com que muitos estudos nesta area fossem realizados (Langenheim, 1969). A
resina, conhecida como jutaicica (Botelho, 1993), é produzida pelas folhas e caule de H.
stigonocarpa, formando pacotes de resina que sdo constituidos de terpenos (Martin &
Langenheim, 1976). Compostos terpenos formam um grupo de produtos naturais
numerosos e diversos, agindo em diferentes aspectos bioldgicos e quimicos das plantas
(Thimmappa et al., 2014). Uma pequena fracdo de sesquiterpenos é constituinte da resina
de jatoba-do-cerrado e fatores ambientais, como a luz UV, por exemplo, podem influenciar
na composicao quimica deste produto natural, com mudancas ao longo do envelhecimento
da planta (Doménch-Carb0 et al., 2009). A resina que €é constituida de is6topos de carbono,
oxigénio e hidrogénio torna-se Util para estudos biogeoquimicos e para compreensao de
ambientes aquaticos antigos (Nissenbaum et al., 2005).

A madeira de H. stigonocarpa apresenta uma diversidade de flavonoides que
tem atividade antioxidante, antitermitica, o que a caracteriza como resistente a
biodegradacdo e consequentemente til para a industria madeireira (Maranhdo et al., 2013).
A presenca de metanol na casca da arvore possui atividade anti-inflamatéria, que pode ser
aplicada na area medicinal (Orsi et al., 2014). A semente desta espécie tem alto teor de
fibras (85,31 %), constituida de xiloglucanas, galactomananas, mas pobre em
macronutrientes como as proteinas (9,05 %) e os lipidios (5,30%), e com a presenca de
compostos fendlicos, considerados antinutricionais, o que a difere entre as outras fabaceas
(Matuda & Maria-Netto, 2005). Os aspectos bioquimicos de H. stigonocarpa sao
relevantes, pois sdo fatores que influenciam em questfes taxonémicas, como a producao de
resinas, além de representar produtos naturais que podem ser utilizados em muitas areas da

ciéncia e aplicados a sociedade.

2.4.4 Potencial de Utilizacdo Econdmica

H. stigonocarpa é uma espécie com significativo valor econdmico, utilizada
para diversos fins sociais, como recurso alimentar, medicinal e apicola (Rondon-Neto et
al., 2010; Pereira et al., 2012). A distribuicdo ampla em ambientes de Cerrado faz com que

0 jatoba-do-cerrado tenha potencial econémico, como um recurso natural, para as
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populacbes que vivem deste bioma (Faria et al., 2006). Na area alimenticia, o jatoba-do-
cerrado é muito empregado para a producgdo de farinha, j& que sua semente é envolta pelo
arilo, amarelo-esverdeado, macio e com sabor doce, formando a polpa farinacea (Chang et
al., 1998; Carvalho, 2007). A farinha de H. stigonocarpa € uma alternativa para a
fabricagdo de biscoitos tipo “cookies” e fornece quantidade consideravel de fibras (Silva et
al., 1999). A farinha também pode ser adicionada, junto a farinha de trigo e substituir o
acucar, tornando uma fonte alimentar mais saudavel (Silva et al., 2001).

Na area medicinal o jatoba-do-cerrado é usado como depurativo, anti-
inflamatorio, estimulante de apetite e fonte rica em ferro, deste modo é bastante citado
pelos moradores locais entre as espécies medicinais do Cerrado mais utilizadas (Guarim-
Neto & Morais, 2003; Souza & Felfili, 2006). Tanto a casca e a polpa do fruto de H.
stigonocarpa tiveram efeitos antidiarreico, protecdo gastrica e cicatrizante que podem ser
associados com flavonoides, taninos e acdo antioxidante presentes nestes componentes da
planta (Orsi et al., 2012; Orsi et al., 2014). A resina produzida por esta espécie é usada
tanto na area medicinal como para producdo de vernizes e tinturaria (Carvalho & Pareja,
2007).

A madeira com caracteristicas serrada, rolica, dura e resistente torna-se um
potencial na construcdo civil e naval, empregada na fabricacdo de postes, cercas e
fornecimento de lenha de boa qualidade (Almeida et al., 1998; Carvalho, 2007). A
qualidade da madeira é relacionada a producdo de flavonoides que tém efeito contra
predacdo de cupins o que faz com que seja muito apreciada para os fins madeireiros.
Também é uma espécie que é utilizada para a recuperacdo de areas degradas, bem como
para ornamentacdo de pracas e parques (Carvalho, 2007). Neste contexto, percebe-se o
guanto a espécie H. stigonocarpa € um recurso natural fundamental em varios aspectos
econbmicos e assim estudos que levem em conta todo esse potencial devem ser feitos para

a compreensao da dindmica populacional desta espécie.

2.4.5 Aspectos Genéticos Populacionais

Muitos trabalhos de genética de populagdes foram feitos com H. stigonocarpa,
levando em conta principalmente a estruturacdo genética desta espécie, destacados na
Tabela 2. Em um estudo de filogeografia de jatoba-do-cerrado, utilizando a sequéncia

cloroplastidial ndo codificante psbC/trnS3, identificaram 23 haplétipos (Figura 8) para as
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populacBes avaliadas e associacdo entre a rede de hapl6tipo e a distribuicdo geogréfica,
evidenciado pela formacéo de trés grupos principais, Oeste, Central e Leste (Ramos et al.,
2007).

HA
\ HH\ H4

421 H21 H3Q H5

Q H22 H230

14 402 44>
mve 181 >

He @

H7Q

H16 sg0

Figura 8 — Rede de hapl6tipos para H. stigonocarpa. Foram gerados 23 haplétipos, sendo que trés haplétipos
sdo mais comuns (circulos maiores), formando os principais grupos encontrados, Oeste, Central
e Leste. Fonte: Ramos et al. (2007).

Estes autores afirmam que essa subdivisdo geogréafica ndo estd associada as
variedades existentes de H. stigonocarpa, pois h& sobreposicdo dessas subespécies nas
areas coletadas, mas sugerem que isso advém de fatores historicos evolutivos, ligados as
mudancas climéticas da época do Quaternério e que a colonizagéo das areas do Cerrado foi
feita por diversas linhagens. Em outro estudo comparativo entre a estrutura filogeografica
de H. courbaril var. stibolcarpa com sua vicariante H. stigonocarpa foi proposto que
eventos glaciais influenciaram na distribuicdo destas espécies e a recolonizagdo ocorreu
com varias linhagens, ap6s a amenizagdo do clima. Assim, os dados obtidos mostraram que
h& compartilhamento de haplotipos e similaridade genética, pressupondo a existéncia de
polimorfismo ancestral entre essas vicariantes (Ramos et al., 2009).

A estrutura espacial de H. stigonocarpa, avaliada por meio de microssatélites
cloroplastidiais em populacdes do estado de S&o Paulo, constatou uma diversidade

haplotipica moderada e efeito fundador, portanto deve ser levada em conta, para fins de



36

conservacao, a distancia da coleta de sementes entre arvores maternas de no minimo 75 m
(Moreno et al., 2009). Defavari et al. (2009) também analisaram a estrutura genética da
especie em foco, utilizando marcadores alozimicos e verificaram a ocorréncia de
endogamia e individuos com genotipos idénticos, provavelmente devido a propagacao
vegetativa. Dessa maneira, ha uma estruturacdo genética espacial por irmdos-completos até
2 m de distancia, sugerida por um baixo fluxo génico e efeito fundador.

O sistema de cruzamento foi verificado por Moraes et al. (2007) e Moraes &
Sebbenn (2011), utilizando marcadores microssatélites. Os resultados encontrados indicam
alta taxa de fecundagdo cruzada, entretanto houve cruzamentos por autofecundacdo e
também cruzamentos entre aparentados, que podem ter sido favorecidos pela pequena
distancia entre os coespecificos e a polinizacdo sistematica de arvores proximas (Moraes et
al., 2007). As analises de dispersdo de pdlen demonstram que em H. stigonocarpa o pélen
é levado por mais de 7000 m e por isso, arvores isoladas ndo sdo isoladas
reprodutivamente, porém esse isolamento favorece o aumento da taxa de autofecundagao
(Moraes & Sebbenn, 2011). Neste mesmo trabalho, a endogamia foi causada por
autofecundancéo, representando 30% e 70% devido aos cruzamentos entre individuos
aparentados.

Os marcadores microssatélites disponiveis para H. stigonocarpa séao
provenientes de amplificacdo cruzada de primers desenhados especificamente para H.
courbaril (Buonamici et al., 2008; Ciampi et al., 2008; Braga et a., 2014), ou seja, ainda
sdo inexistentes marcadores microssatélites especificos para H. stigonocarpa, tornando-se
uma area de estudo e aplicacdo para espécie. 1sso € uma informacédo relevante, pois locos
microssatélites oriundos de transferibilidade apresentam diversidade genetica reduzida,
devido a conservacédo das regides nucleotidicas entre espécies aparentadas (Oliveira et al.,
2006). Dessa maneira, regides microssatélites especificas para H. stigonocarpa podem
informar um grau de diversidade genética ainda maior do que ja& encontrado para esta
especie com a utilizacdo de primers transferidos.

Esta espécie foi caracterizada com 2n=24, assim como obtido para outras
espécies do género e da familia (Bandel, 1972; Forni-Martins et al., 1995), favorecendo
estudos na area gendmica. Estes estudos genéticos sdo bastante importantes para o
delineamento de estratégias de conservacao e planejamento de coleta de germoplasma da
espécie, sendo necessarios mais estudos que possam avaliar a estrutura genética da espécie,

levando em conta suas variedades e maior range geogréafico.
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Tabela 2 — Relagdo dos trabalhos genético populacionais existentes para H. stigonocarpa e os valores das
estimativas genéticas encontradas. n: tamanho amostral; A: nimero médio de alelos encontrados;
He: heterozigosidade média esperada; Ho: heterozigosidade média observada; f: indice de
fixacdo; O: coeficiente de coancestria; tm: taxa de fecundacdo cruzada (taxa multiloco); nh:
namero de haplétipos; h: diversidade haplotipica; Fsy: indice de diferenciacdo genética; Ggr:
indice de divergéncia genética (esses dois indices de estruturacéo genética).

Marcadores o
moleculares n A He Ho f 0 tm Referéncia
utilizados
Defavari et al.
Alozimicos 69 1,80 0,264 0,236 0,106* 0,250* - (2009)
Microssatélites Ciampi et al.
nucleares 40 6,43 0,601 0,389 0,355 - - (2008)
Microssatélites (0,873) —  Moraes et al.
nucleares 310 11,67 0,633 0,377 0,404* 0,157* (0,857)** (2007)
Microssatélites (-0,037)—  (0,173) — (0,888) —  Moraes et al.
nucleares 208 10,30 0,666 0,530 (0,244)*** (0,225)***  (0,874)*** (2011)
Cloroplastidiais N nh h Fsr Gsr Referéncia
psbC e trnS 175 23 0,54 0,692* - Ramos et al. (2007)
Microssatélites 115 7 0,667 - 0,660* Moreno et al. (2009)

Legenda: *: P-valor significativo; **: Valores para arvores em populagéo e arvores isoladas, respectivamente; ***: Valores para arvores

em populagdo e progénies, respectivamente.

25 DELIMITACAO DE ESPECIES POR MARCADORES
MOLECULARES

A delimitacdo de espécies exige ndo sé ferramenta cientifica para propor novas
classificacbes, mas depende de conceitos ecoldgicos, botanicos e filogenéticos. Por causa
disso é necessario tomar por base o conceito de espécies, tarefa nada facil, devido a gama
de conceitos existentes (Minder & Wimer, 2008). Um dos mais conhecidos e admitidos
pela comunidade cientifica consiste de que espécies sdo aquelas que cruzam entre si e sao
isoladas reprodutivamente de outras espécies, conhecido como Conceito Bioldgico de
Espéecie (Mayr, 1942). Outros conceitos sdo importantes para entender quais processos
levam a especiacdo e que podem atender a diferentes objetivos. Wu (2001) coloca que 0s
genes sdo a fonte de adaptagéo e assim constituem a causa de diferenciagéo, pois 0 genoma
todo participa como uma unidade coesiva durante cruzamentos. Neste sentindo, nem
sempre as espécies estdo isoladas reprodutivamente, pois a hibridizacdo € um exemplo de

que genes podem ser tocados entre taxons diferentes.
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Essa teoria de que o gene é a unidade informativa que pode levar a
diferenciacdo, permite que marcadores moleculares sejam interessantes para avaliar
padroes de divergéncia entre e dentro de espécies. Grande parte dos marcadores
moleculares disponiveis acessa a variabilidade genética neutra, pressupondo que os efeitos
de deriva, mutagdo se sobressaiam para a sua organizagdo dentro das espécies e populacdes
(Minder & Wimer, 2008). Os marcadores nucleares, tais como 0s microssatélites, contam
uma historia recente sobre a evolucdo das espécies, enguanto que marcadores
mitocondriais e cloroplastidiais remontam um cenario mais ancestral que leva aos padrbes
de diferenciacdo das espécies (Mitton, 1994).

Frente a essas consideracdes, a delimitacdo de espécies torna-se exequivel a luz
de muitas metodologias moleculares, tais como Filogenia, Filogeografia, Genética
Quantitativa e Genética de Populacdes. Dessa maneira, diversas informacdes sdo agregadas
para corroborar ou refutar a divergéncia genética entre taxons proximos. Muitos trabalhos
foram conduzidos para avaliar diferengas potenciais entre td&xons préximos geneticamente
(Drummond & Halmiton, 2007; Cavallari et al., 2010; DeBoer et al., 2013; Rodrigues et
al., 2015).

A Filogenia e filogeografia sdo bastante empregadas, pois conseguem acessar
as diferencas nucelotidicas, evidenciando polimorfismos pontuais entre taxons. Analises
filogeograficas tiveram sucesso em identificar centros de diversidade genética de uma
fabacea, Schizolobium parahyba, auxiliando no estudo de especiacdo de taxons das
florestas Neotropicais (Turchetto-Zolet et al., 2012). A Filogenia conseguiu verificar que a
hibridizacdo intergenérica foi um fator para o relacionamento filogenético entre diversas
especies da tribo Caesalpinioideae, um clado parafilético dentro da familia Fabaceae
(Redden et al., 2010).

Os microssatélites também foram Uteis para avaliar a divergéncia genética
entre variedades de Casearia sylvestris, indicando que processos de duplicagdo gendmica e
euploidia estdo influenciando na divergéncia genética intervarietal (Cavallari et al., 2010).
Os marcadores microssatélites sdo ferramentas moleculares eficientes para responder
diversos objetivos que envolvam a diferenciagdo genética, inclusive o relacionamento
geneético entre coespecificos.

A espécie em estudo H. stigonocarpa tem trés variedades botanicas
reconhecidas, como ja anteriormente descritas, porém muitos trabalhos realizados com esta

espécie ignoram este fato (Pestana et al., 2010). Entdo, a utilizacdo de marcadores
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moleculares para a discriminacdo genética entre suas variedades € um avango, pois sua
aplicacdo ira disponibilizar informagdes até entdo ndo acessadas para este nivel. Como ja
mencionado, a delimitacdo de taxons € um procedimento amplo e que necessita de
conhecimento de diversas areas, porém as informacbes dentro deste contexto ja sdo
evidéncias que dardo um rumo na investigacdo da divergéncia genética intervarietal de H.

stigonocarpa.

26 GENETICA GEOGRAFICA: ABORDAGENS ESPACIAIS NO
ESTUDO DA VARIABILIDADE GENETICA

2.6.1 Estudo da variabilidade genética no contexto geografico

Diversas ferramentas moleculares, tais como os marcadores moleculares, estao
disponiveis para acessar a variabilidade genética das espécies em niveis individual e
populacional e tém auxiliado na quantificacdo de medidas genética, aumentando a
compreensdo de como 0s processos micoevolutivos influenciam na estruturacdo genética
entre e dentre as populacdes (Freeland, 2005; Semagn et al., 2006). Dentre os marcadores
moleculares, destacam-se as sequéncias curtas repetidas (SSR), conhecidas também como
microssatélites por apresentarem muitas vantagens para a investigacdo de polimorfismos
em genética de populacdes e em varios outros campos da genética (Brohede & Ellegren,
1999).

Estimativas da variabilidade genética, por meio dos marcadores microssatélites
permitem inferir sobre a existéncia de estruturacdo genética populacional, fornecendo
dados importantes para a dinamica evolutiva (Sunnucks, 2000). A utilizacdo de locos
microssatélites possibilita estimar parametros estatisticos genéticos (Slatkin, 1995) que
respondem questOes acerca da diferenciagédo entre e dentre as populagdes, sugerindo
hipdteses explicativas sobre a origem desta variagcdo genética.

Medidas de diferenciacdo genética, obtidas pelo Fsr e outras estatisticas
comparaveis (Neigel, 2002; Holsinger & Weir, 2009), relata implicitamente possibilidades
de heterogeneidade espacial que possa ser responsavel pela divergéncia genética (Diniz-
Filho et al., 2014). Essas abordagens estatisticas sdo Uteis para avaliar a estruturacao

genética populacional, além de indicar o quanto o fluxo génico e a deriva genética
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contribuem para essa estruturacdo, sugerindo evidéncias de como o espago geografico pode
interferir na subdiviséo populacional.

Vérias metodologias, também investigam a divergéncia genética e buscam
encontrar associagdes da variacdo genética com a distribuicdo geografica das espécies de
modo implicito (Diniz-Filho et al., 2008). Tais abordagens podem ser realizadas através de
analises de agrupamento e técnicas de ordenagdo, que utilizam métricas de distancias
genéticas para verificar a dissimilaridades entre as populacdes (Cruz et al., 2011), que
podem ser relacionadas com o espaco geografico (Francois et al., 2010). Essas analises
tornam-se interessantes do ponto de vista exploratério e descritivo dos dados, oferecendo
abordagens estatisticas que visam inferir processos que explicam a diferenciacao genética.

Visto que os processos microevolutivos ocorrem em uma escala espacial e
temporal, estudos na area de Genética Geografica levam a entender como 0 espaco
geogréfico influencia na distribuicdo da variabilidade genética e quais padrdes espaciais
estdo associados com a dindmica evolutiva das espécies (Epperson, 2003). No caso de
plantas, restricdes a dispersdo de polen e sementes sao fatores que agem na diferenciacéo
genética e podem ser afetados pelas caracteristicas geograficas do espaco. Nesse sentindo,
muitos estudos tomando o espaco como fator explicito em suas analises foram feitos com o
intuito de fornecer explicacdes sobre padrdes espaciais da variabilidade genética das
espécies. (Telles et al., 2001; Zucchi et al., 2004; Barbosa et al., 2015).

A inclusdo do espaco no contexto genético € de grande valia, pois € uma
caracteristica que oferece sinais sobre os efeitos de processos microevolutivos que podem
experimentar padrdes diferenciados de acordo com a escala espacial (Epperson, 2003). No
final da década de 1970 Sokal & Oden (1978a, 1978b) aplicaram o uso de autocorrelagédo
para verificar como variaveis genéticas (por exemplo, frequéncias alélicas) comportam ao
longo do espaco. Estes trabalhos trouxeram novas abordagens no campo de genética de
populacdes, proporcionando novos conhecimentos nesta area. Vale ressaltar que esses
avangos foram possiveis devido a disponibilidade de ferramentas moleculares, como
citadas acima, que permitiram acessar informagfes dos &cidos nucléicos e com o
desenvolvimento e aprimoramento de técnicas estatisticas e poder computacional
(Epperson, 2003; Diniz-Filho et al., 2008).

Analises que avaliam a estrutura genética espacial das populacGes trabalham
com distancias genéticas e geograficas e buscam avaliar como a variabilidade genética se

organiza num continuo geogréafico (Diniz-Filho & Telles, 2002). Em teoria é esperado que
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populacbes proximas geograficamente tendem a ser semelhantes geneticamente, pois ha
mais trocas de alelos entre populacdes proximas, facilitadas pela disperséo e fluxo génico
intenso. Muitas metodologias estatisticas sdo aplicaveis para estudar dados que utilizam
métricas de distancias para responder a proximidade genética entre as populacbes e
possibilita relacionar os padrdes encontrados com processos ecoldgicos (Guillot et al.,
2009).

2.6.2 Estatisticas espacialmente implicitas e explicitas para analise da

estrutura genetica espacial

Em principio, as estatisticas que foram desenhadas para analise espacial tinham
como foco o nivel populacional (Waples & Gaggiotti, 2006), porém em Genética
Geogréafica o interesse € focado na variacdo genética neutra obtida pela utilizacdo dos
marcadores moleculares. Assim, apds a associacdo entre as areas de ecologia e genética
populacional foi possivel trabalhar com a propria frequéncia alélica e aplicar as anélises
espaciais para investigar padrdes geograficos na variacdo genética. Adicionalmente, neste
contexto, caracteristicas da paisagem foram incluidas nas andlises, o que leva a uma
compreensdo mais refinada dos processos que interferem na dispersédo e fluxo génico das
espécies (Guillot et al., 2009; Telles et al., 2014). Recentemente, ha um aumento no
namero de trabalhos que emprega alguma técnica de analise espacial para responder e
inferir sobre quais padrdes geograficos possam influenciar na dinamica evolutiva das
espécies. Neste sentindo, a Tabela 3 destaca as principais estatisticas espaciais empregadas

para analises de dados genéticos.



Tabela 3 — Principais estatisticas espaciais empregadas para analise de dados genéticos.

Métodos estatisticos para analises genético espaciais implicitas

Método Objetivo Referéncia

Técnicas de agrupamento

Atribuir individuos, considerando as

Inferéncia Bayesiana I -
frequéncias alélicas

Pritchard et al. (2000)

Técnicas de Ordenacéo

- Sumarizar varidveis distribuidas no espago Hotteling (1933);
Anélises de Componentes . .. " L
o (distancia euclidiana), numa escala com  Novembre & Stephens
Principais (PCA) - ~
poucas dimensdes. (2008)

Sumarizar varidveis distribuidas no espaco,
numa escala com poucas dimensdes,
considerando varios tipos de distancias.

Anédlises de Coordenadas
Principais (PCoA)

Torgerson (1958);
Anderson & Wilis (2003)

Métodos estatisticos para andlises genético espaciais explicitas

Meétodo Objetivo Referéncia

Correlagdes entre matrizes de distancias

Verificar  se  populagbes  proximas  Mantel (1967); Sokal
Teste de Mantel Simples  geograficamente sdo semelhantes (1979); Diniz-Filho et al.
geneticamente. (2013)

Avaliar se duas matrizes de distancias sdo ~ Smouse et al. (1986);
Teste de Mantel Parcial correlacionadas, descontando o efeito Telles & Diniz-Filho
espacial. (2005)

Testar a existéncia de autocorrelacdo
Autocorrelacdo Espacial espacial nas frequéncias alélicas entre pares
de populagdes.

Sokal & Oden (1978a,b);
Sokal & Oden (1991)

Analisar distancias genéticas e geogréaficas
Correlogramas ao longo do espago, em classes de distancias
geogréficas.

Oden & Sokal (1986);
Diniz-Filho & Bini (2012)

Descontinuidades genéticas

42



43

continuacéo

Métodos estatisticos para analises genético espaciais explicitas

Método Objetivo Referéncia

Localizar barreiras por meio de interpolacéo
Abordagem Womble  das frequéncias alélicas, evidenciando
mudancas abruptas nesta variavel.

Womble (1951); Manel et
al. (2003)

Visualizar descontinuidades espaciais na Monmonier (1973);

Algoritmo de Monmonier matriz de diferenciacéo genética. Manel et al. (2003)

Regressao Espacial

Construir modelos para corrigir o erro do
Tipo | sobre inferéncias obtidas por Diniz-Filho et al. (2009)
autocorrelagéo espacial

Modelos de Regresséo
espacial

Fonte: Diniz-Filho et al. (2009); Guillot et al. (2009)

A avaliacdo da magnitude da diferenciacdo genética € um conhecimento prévio
acerca da heterogeneidade espacial que, possivelmente, tem influéncia na organizacéo das
frequéncias alélicas, levando ao uma distribuicdo ndo aleatdria. Entretanto,
heterogeneidade espacial ndo significa, necessariamente, a existéncia de padrdo espacial
(Sokal & Oden, 1978b). Por isso, as estatisticas espaciais sdo ferramentas ideais para a
refinacdo dos dados e investigar como o espaco molda a distribuicdo da variabilidade
genética nas espécies ao longo de sua area de ocorréncia.

Apbs a avaliacdo da diferenciacdo genética € comum que técnicas de
agrupamento sejam adotadas para visualizar padrdes de divergéncia genética. Mesmo que
esta abordagem ndo inclua o espagco em seu escopo, ela reflete implicitamente como
caracteristicas espaciais podem participar na formacdo dos grupos (Guillot et al., 2009).
Existe uma serie de analises de agrupamento, e a inferéncia Bayesiana € bastante robusta,
pois assume a priori modelos de equilibrio de Hardy-Weinberg, correlagdes das
frequéncias alélicas e coancestria entre as populagdes (Pritchard et al., 2000). Essa analise
sugere que barreiras ao fluxo génico sdo a causa dos grupos gerados e assim o padrdo
encontrado provavelmente seja resultado da estrutura espacial geneética, que deve ser

averiguada explicitamente.
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Muitas estatisticas sdo oriundas de outras areas, tais como Ecologia e
Geografia e foram aprimoradas para a aplicagdo no campo da Genética de Populagdes.
Dentre essas, destacam as Técnicas de ordenacdo, um tipo de analise multivariada, que
funcionam como analises espacialmente implicitas e sdo rotineiramente utilizadas para
sumarizar muitas variaveis em eixos principais que explicam a maior parte da variacéo,
indicando padrdes e direces existentes nessa variagdao (Prado et al., 2002). O principio
basico destas metodologias sdo reduzir o maximo de informagdes no espago. As Analises
de Componentes Principais (PCA), que preservam apenas distancias euclidianas e as
Anélises de Coordenadas Principais (PCoA) aplicadas a qualquer matriz de distancia séo
técnicas de ordenacdo amplamente usadas para avaliar superficies de variacdo (Borcard et
al., 2011). Muitos trabalhos lancam mao desta metodologia para avaliar como uma série de
variaveis bioldgicas, fisicas, quimicas e sociais sdo distribuidas no espaco (Francois et al.,
2010). Cavalli-Sforza et al. (1994) construiram mapas geograficos (“mapas sintéticos”)
para demonstrar como a variacdo genética é distribuida no espaco, que podem denotar 0s
resultados obtidos pela analise PCA e PCoA (Novembre & Stephens, 2008). Assim, estas
analises funcionam de forma exploratéria para representar graficamente como espaco pode
ser um fator na configuragdo da variacdo genetica.

O teste de Mantel, outra estatistica espacial explicita, comumente empregada e
que necessita de matrizes de distancias genética e geogréfica para averiguar padrGes
geograficos que estejam atuando na diferenciacdo genética. Frequentemente é usado para
avaliar se as populacdes se comportam no modelo de isolamento-por-distancia (Diniz-
Filho et al., 2013), ou seja, como a variabilidade genética se organiza com o aumento da
distancia geografica. Assim, é uma estatistica que verifica a existéncia de correlagdes
matriciais, realizada por um processo de randomizagdo que procura por associagdes entre
os elementos das matrizes de distancias genética (Fst, Nei (1972), por exemplo) e
geografica (Manly, 1986). O teste de Mantel assemelha-se a correlacdo de Pearson,
entretanto a significancia do valor observado do Z de Mantel é calculada por permutacdes
em uma das matrizes de distancia, gerando uma distribui¢do nula (Diniz-Filho et al., 2013).
O teste de Mantel é um procedimento muito empregado na area de Genética Geogréfica,
porém existem trabalhos que questionam sua robustez para avaliar determinados padrbes
geograficos (Legendre & Fortin, 2010). Entretanto, ele é uma das primeiras analises

requisitadas para observar se espaco é fator consideravel para configurar a variacao
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genética e assim permitir a adesdo a outras estatisticas que possam inferir de fato sobre sua
influéncia.

Outra propriedade do teste de Mantel pode ser estendida para comparar duas
matrizes de distancias, controlando o efeito de outra, comumente sendo a matriz espacial
(Smouse et al., 1986). Este tipo de correlacdo matricial é denominado de teste de Mantel
Parcial, semelhante a regressdao mdaltipla e tem por objetivo investigar se outros atributos,
tais como caracteristicas ambientais, juntamente com componentes geograficos explicam
os padrbes encontrados na variacdo genética (Lichstein, 2007). Esta abordagem é dtil
quando verificado anteriormente a influéncia de fatores bidticos e abiodticos na
diferenciacdo genética. Isto é importante, pois € comum que variaveis ambientais sejam
afetadas pelo espaco e consequentemente estas variaveis possam ser (teis para sugerir que
a selecdo natural esteja atuando para a formacdo de padrdes. Entretanto, esse resultado
normalmente ndo se aplica a marcadores microssatélites, pois sdo regides do genoma que
acessam a variabilidade genética neutra e assim nao tém influéncia direta da selecdo
natural (Diniz-Filho et al., 2013).

No final da década de 1980 os trabalhos de Sokal & Oden (1978a,b) tornaram-
se um avango para andlises em escalas espaciais, pois permitiram colocar 0 espaco
explicitamente nas analises. A partir destes trabalhos uma série de outros foi desencadeada
e com a evolucdo de tecnologias ao longo do tempo, as analises foram aprimoradas e
possibilitaram uma melhor compreenséo dos dados (Diniz-Filho et al., 2008). O método de
autocorrelacdo espacial com dados genéticos busca avaliar se uma frequéncia alélica é
dependente em localidades vizinhas, esperando encontrar que popula¢fes mais proximas
geograficamente provavelmente serdo mais semelhantes. Normalmente, a estatistica | de
Moran é empregada para investigar a existéncia de autocorrelacdo espacial e apresenta
valores variando entre -1,0 e +1,0, indicando autocorrelagdo espacial negativa ou positiva,
respectivamente (Sokal & Oden, 1978a). Outras medidas, tais como o coeficiente ¢ de
Geary, também sdo aplicaveis na quantificacdo de autocorrelacdo espacial (Bertorelle &
Barbujani, 1995).

Os dados de autocorrelagdo espacial geram uma superficie de variagdo que
pode ser analisada pela construcdo de correlogramas que decompdem em classes a matriz
de distancias geogréafica, onde as populacfes sdo conectadas em pares dentro de cada
classe. Os correlogramas, assim, conseguem detalhar de forma mais clara como a escala

geogréfica interfere na variacdo genética das populagdes, evidenciando padrdes que
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possam ser mantidos por diferentes processos evolutivos (Oden & Sokal, 1986; Diniz-
Filho & Bini 2012).

A ocorréncia de autocorrelacdo espacial deixa evidenciado que o componente
espacial tem algum papel na organizacdo da variabilidade genética ao longo de sua
distribuicdo. Na verdade ela indica que locais proximos sdo mais semelhantes entre si
geneticamente ou o contrério, porém a presenca de autocorrelagdo nos dados afeta a
estimacdo dos graus de liberdade, o que infla o erro do Tipo I (Diniz-Filho et al., 2009).
Outras metodologias estatisticas foram desenvolvidas e aperfeicoadas para minimizar esse
problema e assim permitir inferéncias mais acuradas sobre quais processos s&o
responsaveis pela autocorrelagdo espacial. Portanto, existe uma série de analises voltadas
para este contexto, oriundas de diversas areas da Ciéncia, e que foram designadas como
regressdo espacial. Dentre estas, destacam as técnicas de PCNM (principal coordenate of
neighbor matrices) e as “Analises de Superficie de Tendéncia”, que de forma geral
incorporam o espago em seus modelos para refinar as inferéncias feitas sobre a variagdo
genética existente (Diniz-Filho et al., 2009).

A Genética Geogréafica baseia-se nos principios das grandes areas primarias da
Ecologia, Genética e Biogeografia e isso possibilita que interesses cientificos sejam
partilhados entre as mesmas, dando robustez aos dados obtidos (Diniz-Filho et al., 2008). E
isso leva a utilizacdo de outras areas mais especificas, como por exemplo, Genética na
Escala de Paisagem, fornecendo informacges putativas para a compreensdo dos processos
inerentes aos padrbes geograficos encontrados (Telles et al., 2014). Neste contexto, as
abordagens de descontinuidades espaciais sdo relevantes, pois foram criadas para
identificar barreiras geogréaficas que atuam como fatores que maximizam a diferenciacéo
genética entre as populagdes. Os algoritmos de Monmonier e o Wombling séo
procedimentos que tem esta finalidade e sdo baseados em distancias genéticas,
coordenadas geograficas e interpolacdo das frequéncias alélicas para visualizar barreiras
geograficas que maximizam a divergéncia genética (Manel et al., 2003).

As andlises aqui descritas brevemente mostram que hd uma consolidagdo nas
estatisticas espaciais empregadas para busca da variacdo genética e isto € um quadro
positivo, pois facilita a execucdo de trabalhos que tenham em seu escopo perguntas e
hipdteses neste ambito. Nesta perspectiva, torna-se util empregar estas analises para

investigar se a heterogeneidade espacial, por vezes observada em populagdes naturais
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refletem padrdes espaciais da variabilidade genética (Sokal & Oden, 1978b; Diniz-Filho &
Bini, 2012).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Areas de coletas e amostragem de material bioldgico

As areas de coletas foram delimitadas de acordo com a distribuicdo geogréafica
e ocorréncia populacional da espécie H. stigonocarpa, localizadas nas regiées do Brasil
Central em fitofisionomias do bioma Cerrado que podem ser observadas na Figura 9. Em
cada area de coleta foram amostradas folhas de pelo menos 32 individuos adultos em 32
localidades, totalizando 1034 individuos. Na Tabela 4 estdo descritos os locais de coletas e

suas coordenadas geograficas.

LEGENDA q
H. stigonocarpavar. brevipetiolata o 4
® H. stigonocarpavar. stigonocarpa

H. stigonocarpa var. pubescens

® vVariedades no identificadas

Figura 9 — Areas de amostragem de populagdes de H. stigonocarpa em regides do Cerrado brasileiro. Os
Ioca}is_ com duas cores diferentes indicam ocorréncia em simpatria das variedades botanicas da
especie.

Devido o reconhecimento de variedades botanicas para H. stigonocarpa, em
cada &rea de coleta foi feita a identificacdo até o nivel infraespecifico em que os individuos
pertencem. Essa identificacdo taxondmica baseou-se nas diferencas morfolégicas foliares
exibidas entre essas variedades (Pestana, 2010; Rando et. al, 2013). Em algumas éareas
amostrais houve simpatria entre as variedades da espécie em estudo, visualizada na Figura
9, onde os pontos de coleta com duas cores apresentaram ocorréncia de mais de uma

variedade botéanica de H. stigonocarpa.
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O armazenamento do material biolégico foi realizado em campo, logo apds a
coleta, acondicionado em saco pléstico com silica em gel para reter a umidade, manter a
qualidade do DNA a ser extraido. Em laboratorio, esse material biologico foi depositado
em tubos falcon de 15 mL e posteriormente em freezer -80 °C para conservacao das folhas
no Laboratério de Genética & Biodiversidade (LGBio/UFG) do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de Goias.

3.2 Extracdo de DNA e amplificacédo das regides microssatélites

A coleta dos dados moleculares ocorreu no Laboratorio de Genética &
Biodiversidade (LGBio0). A extracdo de DNA genémico dos 1034 individuos obedeceu ao
protocolo de Doyle & Doyle (1987), descrito e modificado por Ferreira & Grattapaglia
(1998). Este protocolo utiliza-se do tampdo de extracdo CTAB 2% para lise celular e junto
com NaCl agem para precipitar o DNA e separa-lo de outros componentes, tais como
proteinas e polissacarideos. Para este procedimento retirou-se uma amostra de tecido foliar
em torno de 50 mg a 200 mg para maceragdo, com uso de beads magnéticas e macerador
automatico, realizando as etapas seguintes do protocolo.

Apds essa etapa, 0 DNA total extraido foi quantificado em eletroforese
horizontal, com o uso do tampéo de corrida TBE 1X (Tris-Borato 90 mM e EDTA 2 mM),
em gel de agarose 1% e comparagdo dos marcadores Lambdas (Invitrogen®), com massa
molecular de 50 ng, 100 ng e 200 ng. A visualizacdo do DNA obtido se deu pela utilizacdo
de brometo de etideo, pois quando colocado sob luz UV, no aparelho transluminador,
emite fluorescéncia, possibilitando estimar a quantidade de DNA. Em seguida o DNA foi
diluido a uma concentracdo final de 2,5 ng/uL e armazenado em freezer a -20 °C.

A etapa de amplificacdo dos locos microssatélites, relacionados na Tabela 5,
foi realizada por meio de reagbes de PCR (reacdo da cadeia da polimerase). Os primers
microssatélites utilizados para as analises genéticas de H. stigonocarpa sdo provenientes de
transferibilidade, desenhados especificamente para H. courbaril (Ciampi et al., 2008;
Braga et al., 2014), uma vez que ainda ndo existem microssatélites especificos para esta
espécie. No trabalho de Ciampi et al. (2008) ja foi testada a transferibilidade dos primers
de H. courbaril para H. stigonocarpa, porém os primers desenvolvidos por Buonamici et
al. (2008) foram testados e otimizados no laboratério LGBio para execucdo deste trabalho

e também para fornecer mais locos microssatélites para analise da variabilidade genética de
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H. stigonocarpa (Braga et al., 2014). Para os testes de amplificacdo cruzada foram
avaliados oito locos microssateélites, inicialmente desenvolvidos para a espécie H. coubaril
(Hym 01, Hym 02, Hym 03, Hym 04, Hym 05, Hym 06, Hym 09 e Hym 11).
Primeiramente foram feitos testes com quatro individuos para otimizacdo da temperatura
de anelamento dos primers testados. Posteriormente, 16 individuos distribuidos em cinco
subpopulacdes de Goias e Mato Grosso foram utilizados para verificar o polimorfismo dos

locos transferidos com sucesso.
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Tabela 4 — Locais de coleta de H. stigonocarpa e suas coordenadas geograficas, em regides do Cerrado Brasileiro. Em cada area de coleta houve a identificagdo em nivel

de variedade botéanica. (N) Numero total de individuos em cada populacéo.

Populacao Localidade ICédigo da - H. stigonocarpa — N Longitude** Latitude**
ocalidade var. stigonocarpa  var. pubescens  var. brevipetiolata

1 Cuiaba-MT HYSCUIMT 0 0 32 32 -55,985133  -15,387167
2 General Carneiro-MT HYSGCAMT 17 0 15 32 -53,000067 -15,570083
3 Jussara-GO HYSJUSGO 27 5 0 32 -51,211150  -15,936317
4 Jaragua-GO HYSJARGO * * * 34 -49,280967 -15,620283
5 Porangatu-GO HYSPORGO * * * 32 -49,127617 -13,281600
6 S&o Miguel do Araguaia-GO HYSSMAGO * * * 32 -50,179900 -13,165217
7 Mozarlandia-GO HYSMOZGO * * * 32 -50,533750 -14,802833
8 Bom Jardim-GO HYSBJAGO 23 9 0 32 -52,168033  -16,115950
9 Agua Boa-MT HYSAGBMT 28 4 0 32 -52,286867  -14,495200
10 Primavera do Leste-MT HYSPRLMT 0 0 32 32 -54,349067 -15,698517
11 Sonora-MS HYSSONMS 32 0 0 32 -54,745383  -17,742767
12 Bandeirantes-MS HYSBANMS 32 0 0 32 -54,371367  -19,878283
13 Agua Clara-MS HYSAGCMS 22 0 10 32 -52,920217 -20,457100
14 Selviria-MS HYSSELMS 19 13 0 32 -51,501417 -20,452500
15 Aporé-GO HYSAPOGO 12 20 0 32 -52,084750 -18,773267
16 Pires do Rio-GO HYSPIRGO 10 22 0 32 -48,070983  -17,425000
17 Paracatu-MG HYSPTUMG 32 0 0 32 -46,963083  -17,143283
18 Pirapora-MG HYSPIPMG 32 0 0 32 -45,085833  -17,409050
19 Riachinho-MG HYSRIAMG 0 32 0 32 -45,986600 -16,394633
20 Roda Velha-BA (Sao Desiderio) HYSRVEBA 0 32 0 32 -45,897483  -12,596000
21 Monte Alegre-GO HYSMOAGO 0 32 0 32 -46,908817 -13,260433
22 Planaltina de Goias-GO HYSPLGGO 0 32 0 32 -47,642350 -15,189433
23 Araguari-MG HYSARAMG 0 32 0 32 -47,986783  -18,648083
24 Bambui-MG HYSBAMMG 0 32 0 32 -45,961417 -20,075600
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continuacéo

x . Codigo da H. stigonocarpa . .
Populacao Localidade localidade - — Longitude** Latitude**
var. stigonocarpa  var. pubescens  var. brevipetiolata
25 Perdizes-MG HYSPERMG 8 32 0 40 -47,336200  -19,390683
26 Candeias-MG HYSCANMG 0 32 0 32 -45,216370  -20,689170
27 Comendador Gomes-MG HYSCOGMG 0 32 0 32 -49,052700  -19,691300
28 Japonvar-MG HYSJAPMG 17 15 0 32 -44,232400  -15,933490
29 Posse-GO HYSPOSGO 0 32 0 32 -46,347140  -14,182240
30 Arraias-TO HYSARRTO 0 32 0 32 -47,072490  -12,757950
31 Cocalinho-MT HYSCOCMT 32 0 0 32 -51,083460  -14,34140
32 Formoso-MG HYSFORMG 11 21 0 32 -46,559780  -15,139740
Total - - - - - 1034 - -

* Variedades botanicas ndo identificadas
** Coordenadas geogréaficas em grau decimal



Tabela 5 — Relagdo dos primers microssatélites utilizados para analise de polimorfismo genético em H. stigonocarpa. Esses locos sdo provenientes de testes de
transferibilidade de H. courbaril para H. stigonocarpa, pois ainda ndo existem microssatélites espécie-especificos para H. stigonocarpa.

Motivo de Dye

Primer repeticio Sequéncia Eluorescente TA Bibliografia
Hcl4 -F (TC)1r CATTCTGCCATCGGTAGGTT 6EAM £8 °C. Ciampi et al. (2008)
Hcl4 -R TCACCCAAACAGGAGTGAA Ciampi et al. (2008)
Hcl7- F (TC)1s TGATTTCATTCCCCTCTTGC HEX £g °C Ciampi et al. (2008)
Hcl7-R GGTCAAAGAAAATGCTGGCT Ciampi et al. (2008)
Hc33-F (AG)16 GAACAAATCAACTTTCTTTGAAGC NED £g °C Ciampi et al. (2008)
Hc33-R TTGACGCTTATTTTGCACCA Ciampi et al. (2008)
Hc40 - F (AG)2 CCTCTCTCCCAAATTCACGA HEX 60 °C Ciampi et al. (2008)
Hc40 - R TGCAATAGAATTTCCGAGGC Ciampi et al. (2008)
Hc42 - F TGGCTAAAAGTTGGGAGGGT Ciampi et al. (2008)

(CA)sT(AG)19 6'FAM 56 °C o

Hc42 - F TTCCCCCTTTTCATGTTGTC Ciampi et al. (2008)

Hymo01 - F (CT) CCCTTCATCACATTCTCAAT HEX 5400 Buonamici et al. (2008)
HymO01 - R 13 CAAAGCCATCTTTGTGTTTT Buonamici et al. (2008)
Hymo02 - F (CA), AGGATTCAATACCTTCACACA NED EgoC Buonamici et al. (2008)
HymO02 - R GCGAGTCATGATGAATATCAA Buonamici et al. (2008)
Hymo5 - F (T6) TAGATGACCCTTTTGTGCTT NED E6°C Buonamici et al. (2008)
HymO05 - R GGCAACTCCTTTCCTATTTT Buonamici et al. (2008)
Hymo6 - F TTAATCCCAATGTCTTCTGC Buonamici et al. (2008)

(CA)1s 6'FAM 58°C -
Hymo6 - R CCACATTCCTGTGATACCTT Buonamici et al. (2008)
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A amplificacdo via PCR dos microssatelites foi realizada em reacdo com
volume final de 10 pL: 2,0 uL de DNA a 2,5 ng/uL; 1,0 pl de cada par de primer forward
e reverse a 0,9 uM; 1,0 pL de tampdo 10X com cloreto de magnésio (10 mM Tris-HCI,
pH 8,3, 50 mM KCI, 1,5 mM MqgCI2); 1,3 uL de BSA (Bovine Serum Albumin) a 25
mg/mL; 0,9 uL de ANTP’s a 2,5 uM; 0,15 pL de Taqg polimerase a 5 U e H,0 miliQ. As
condicBes de termociclagem das reacdes de PCR seguidas foram: desnaturacdo de pré-
ciclo a 94 °C a 5 min; 30 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 1 min, anelamento a X °C
(essa temperatura de anelamento varia de acordo com o primer) por 1 min, extensdo a 72

°C por 1 min e extensdo final a 72 °C por 45 min (Figura 10).

100 - v
94 °C 94 °C
° o e
30 ciclos
80 4
72:°C 72°C
o o
60 4 TA ;
.
5 1 Ch 1 45
40 4
20
0
Desnaturagdo inicial ~ Desnaturacdo Anelamento Extensdo Extensdo Final

Figura 10 — Condi¢des de termociclagem para amplificagdo via PCR dos locos microssatélites. (TA —
Temperatura de Anelamento).

Cada loco microssatélite foi amplificado em PCR singleplex e a verificagdo da
amplificacdo foi realizada em eletroforese horizontal com TBE 1X e agarose a 3%,
submetida a 110 V. Em seguida os locos ja amplificados foram multiplexados (misturados)
para as proximas analises laboratoriais. Os primers forwards s&o marcados com 0s
fluoroforos (Life Technologies®) 6’-FAM (6-carboxifluoresceina), HEX (hexacloro-6-
carboxifluoresceina) e NED (2’-cloro-5’-fluoro-7°,8’ fenil-1.4-dicloro-6-
carboxifluoresceina). As informacdes sobre a fluorescéncia e amplitude alélica dos primers
sdo importantes para a montagem dos grupos de multiplex. Portanto, locos de tamanhos
iguais com fluorescéncia diferentes ou locos de tamanhos diferentes com mesma

fluorescéncia foram consideragdes necessarias para a montagem de cada multiplex.
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Para a multiplexagem dos primers foram utilizados 2 pl da reacdo de PCR de
cada primer, plotados em outra placa, denominada de placa-mée. Desta placa foi retirada
uma aliquota de 1 pL, plotada numa segunda placa (placa-filha), onde em cada amostra
foram adicionados 9 pl da mistura de formamida Hi-Di e size standard (Life
Technologies®), nas seguintes quantidades, 8,75 pL e 0,25 pL, respectivamente,
totalizando 10 pL de volume total. A metodologia de eletroforese capilar automatizada em
sequenciador ABI 3500 (Applied Biosystems®) foi empregada para a deteccdo dos
fragmentos amplificados, como observado na Figura 11.

O size standard € um marcador que apresenta um padrdo de fragmentos
conhecido para determinar o tamanho de cada alelo e sua escolha é dependente da matriz
de leitura dos fragmentos amplificados (Guichoux et al., 2011). Para este trabalho foi
empregada a matriz DS-30 (Dye Set), que utiliza o size standard ROX-500 (6-carboxi-X-
rodamina - Life Technologies®). A analise dos fragmentos gerados a partir da
genotipagem em eletroforese capilar automatizada foi realizada no programa GeneMapper
v. 5.0 (Applied Biosystems®).

Apés todas as analises, foi aplicada a metodologia de confirmacéo dos alelos,
para garantir maior confiabilidade na genotipagem. Este procedimento foi conduzido pela
escolha de alelos existentes para cada loco, em que foi realizada uma nova eletroforese
capilar automatizada a partir das reacdes de PCR presentes na placa-mae. Para avaliar
possiveis erros de genotipagem em cada loco, relacionados com problemas de alelos nulos

stutter e dropout, foi usado o programa Micro-Checker (Van Oosterhout et al., 2004).

= J

1-Etapa de PCR Singleplex ]
dos primers

primers (Placa-Mie)

3-Placa preparada para
4-Genotipagem - Eletroforese ¢ genotipagem (Placa-Filha)

2-Etapa de Multiplexagem dos ‘| ' " .\', 1} Il‘l sl’

capilar

Figura 11 — Etapas de amplificacdo e preparo dos microssatélites para analise dos fragmentos gerados,
considerando a fluorescéncia e a amplitude alélica de cada loco, por meio de eletroforese
capilar automatizada.
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3.3 Analises Genético-Estatisticas

3.3.1 Caracterizacdo da variabilidade genética dos locos microssatélites

Para a caracteriza¢do dos nove locos microssatélites foram analisados todos os
individuos de H. stigonocarpa, em que foram realizadas as estimativas dos seguintes
parametros genéticos: numero de alelos por loco (A), frequéncia alélica para cada loco,
heterozigosidade esperada (Hg) e observada (Ho), indices de fixacdo f e Fst. ESssas
estimativas foram obtidas por meio do programa FSTAT 2.9.3.2 (Goudet, 1995).

A partir da matriz de genotipos foram feitas analises para avaliar se o conjunto
de locos microssatélites é Util para a discriminacdo genética dos individuos de H.
stigonocarpa. Para isto foram estimados os parametros de probabilidade de identidade
genética (I), que avalia se dois genotipos escolhidos aleatoriamente s&o iguais por
descendéncia e probabilidade de exclusdo de paternidade (Q), em que é definida como a
capacidade de discriminacdo de um loco em excluir uma falsa paternidade (Paetkau et al.,
1995; Weir, 1996).

3.3.2 Diversidade e divergéncia genética entre as variedades botanicas de

H. stigonocarpa

Um dos pontos importantes abordados neste trabalho € a analise de divergéncia
genética entre as variedades botanicas de jatoba-do-cerrado. Abordagens nesse sentido séo
escassas e ainda sdo inexistentes trabalhos que avaliam a divergéncia genética
infraespecifico em jatoba-do-cerrado. Portanto, certos critérios foram tomados em funcéo
da organizacdo dos dados, relacionados a execugédo das analises pertinentes ao objetivo de
investigar como a variabilidade genética esta estruturada entre as variedades de H.
stigonocarpa. Assim sendo, das 32 localidades amostradas, quatro ndo foram incluidas,
localizadas nas regides de Jaragua-GO, Porangatu-GO, Sdo Miguel do Araguaia-GO,
Mozarlandia-GO, pois ndo foram identificadas em qual variedade boténica s&o
pertencentes, por o que pode ser observado na Tabela 4. Essas subpopulacdes ndo foram
identificadas em qual variedade s@o pertencentes, pois no momento da coleta essa

informacdo néo foi registrada. Outro aspecto levado em conta foi a ocorréncia de simpatria
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entre as variedades. Neste caso, os locais que apresentaram essa situagdo tiveram oS
individuos alocados como subpopulacdes separadamente. Deste modo, foram analisadas 39
subpopulacBes, sendo que destas, 19 sdo pertencentes a variedade pubescens (461
individuos), 16 da variedade stigonocarpa (354 individuos) e quatro da brevipetiolata (89
individuos), totalizando 904 individuos da espécie. Dessa maneira, 0s dados foram
montados de forma que o nivel de maior interesse fossem as variedades botanicas,
possibilitando delimitar analises relativas a divergéncia neste nivel.

Primeiramente, as subpopulacdes de cada variedade botanica teve a diversidade
genética caracterizada a partir das estatisticas genéticas descritivas e foram feitas analises
para verificar a existéncia de alelos privados, utilizando o programa GDA 1.1 (Lewis &
Zaykin, 2002). O teste de comparacéo entre grupos de amostras foi aplicado para avaliar se
as diferencas entre as variedades botanicas para riqueza alélica, heterozigosidade esperada
e observada e o coeficiente de endogamia eram significativas, em que esta significancia foi
avaliada por meio de permutacdo. Esta metodologia foi realizada no programa FSTAT
2.9.3.2. A correlacdo de Pearson foi empregada para avaliar se a altitude influencia na
distribuicdo da heterozigosidade esperada e riqueza alélica destas variedades botanicas,
calculada na plataforma R (Core Team, 2015).

Para responder a hip6tese que busca avaliar a divergéncia genética entre as
variedades botanicas de jatoba-do-cerrado, foi conduzida uma analise de varidncia
molecular (AMOVA), a partir da matriz de genétipos (Excoffier et al., 1992). O uso da
AMOVA possibilita quantificar como a estrutura genética esta organizada em varios niveis
de subdivisdo, além de mensurar entre e dentro das populacBes (Meirmans, 2012).
Inicialmente, esta analise foi desenhada para dados haplotipicos, mas com adequacdes
estatisticas ela pode ser utilizada para dados de microssatélites, considerando a média das
diferencas das unidades de repeticdo em cada loco (Slatkin, 1995; Michalakis & Excoffier,
1996). Desta maneira, a variacdo genética investigada foi particionada nos seguintes niveis
hierarquicos (Tabela 6): entre as variedades botanicas (Fcr); entre as subpopulacGes dentro
das variedades (Fsc); entre individuos dentro das subpopulacGes (Fis) e entre genes dentro
de individuos de todas as subpopulagdes (Fir). Esta analise foi realizada no programa
ARLEQUIN 3.11 (Excoffier et al., 2005).
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Tabela 6 — Descricdo matematica dos niveis de variacdo (AV) entre subpopulagGes dentro de variedades
(AS/WV) entre individuos dentro de subpopulacbes (AI/WS) e dentro de individuos (WI)

segundo a AMOVA.
G Soma dos Esperanca do
N raus de 1
Fonte de Variacéo Liberdade Quadrados Quadrado Médio
(SQ) (EQM)
Entre Variedades (AV) V-1 ssD(Av) " oRTnobT 20%*
d
Entre subpopulagdes dentro de i , s L o
variedades (ASAWV) SV SSD (AS/WV) no?, +20% + 6%
Entre individuos dentro de 2 N
subpopulagdes (Al/WS) N-S SSD (AIWS) 20% + 0%
Dentro de individuos (WI) N SSD (WI) 624
Total 2N -1 SSD(T) o’y

Ainda buscando evidéncias sobre a diferenciacdo genética entre as variedades
de H. stigonocarpa, foram utilizadas técnicas de agrupamento. Assim, a distancia genética
de Nei (1972) entre cada subpopulacdo foi calculada e analisada pela técnica de
agrupamento UPGMA (unweighted pair-group method using arithmetic averages). O
UPGMA ¢é um meétodo aglomerativo e hierarquico, que obtém os resultados a partir da
média aritmética ndo-ponderada da dissimilaridade entre as subpopulacbes (Cruz et al.,
2011). A partir deste método foi construido um dendrograma para a representacao grafica
da matriz de distancia genética, avaliado pelo coeficiente de correlacdo cofenética, que é
uma medida que demostra o grau de fidelidade do dendrograma em representar a matriz de
distdncia genética original (Saracli et al., 2013). A distancia genética de Nei (1972) foi
calculada pelo programa BOOD 3.1 (Coelho, 2000), adotando 10.000 reamostragens por
bootstrap para determinar a consisténcia dos agrupamentos formados. A construcdo do
dendrograma foi realizada na plataforma R (Core Team, 2015).

A analise de agrupamento Bayesiano foi adota para sustentar evidéncias sobre
a divergéncia genética entre as variedades de H. stigonocarpa. Assim, a metodologia
implementada no programa STRUCTURE 2.3.4, construido sob as bases da teoria
Bayesiana, foi utilizada para inferir sobre a formacgéo de agrupamentos, segundo a estrutura
genética das subpopulacdes, a partir das frequéncias alélicas e genotipicas. Esse
procedimento estatistico assume como pressupostos que as subpopulagdes estdo sob o
equilibrio de Hardy-Weinberg e desequilibrio de ligacdo nos locos (Pritchard et al.,
2000). Este modelo admite um valor de K como numero possivel de subpopulacbes as

quais os individuos sdo atribuidos. Com essas informacfes, 0 modelo faz as anélises de
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atribuicdo de individuos para uma ou mais subpopulagdes provaveis, utilizando valores de
probabilidade.

A finalidade maior desta anélise foi verificar se os individuos seriam alocados
de acordo com a variedade botanica ao qual eles pertenciam. Logo, as condic¢des de corrida
foram propostas levando em consideragdo este aspecto. Assim, foram realizadas 30
replicacbes para cada K (1 a 6), sob o modelo de coancestria (admixture model) e
correlagdo das frequéncias alélicas entre as subpopulacdes. Para as corridas foram
determinados 30.000 ciclos de burnin e 1.000.000 de iteracdes na cadeia MCMC. A
escolha do melhor K foi feita utilizando o programa STRUCTURE HARVESTER 0.6.94
(Evanno et al., 2005), gerando um gréfico, a partir das analises feitas no STRUCTURE. Os
arquivos clumpp indifile e popfile do melhor K foram analisados no programa CLUMPP
1.1.2 (Jakobsson & Rosenberg, 2007) e posteriormente verificados no programa
DISTRUCT 1.1 (Rosenberg, 2004) para a adequacdo do grafico populacional, gerado no
programa STRUCTURE.

Apds a primeira AMOVA realizada com o objetivo de verificar a divergéncia
genética entre as variedades, diversas outras AMOVA'’s foram conduzidas, considerando o
agrupamento formado no STRUCTURE e também com a combinacdo das variedades
botanicas em dois grupos, contrastando sempre um com o outro. Assim foram feitas as
seguintes combinagdes: variedade brevipetiolata versus variedades stigonocarpa e
pubescens; variedade stigonocarpa versus variedades pubescens e brevipetiolata;
variedade pubescens versus variedades stigonocarpa e brevipetiolata. Dessa maneira, foi
possivel verificar o quanto e qual variedade botanica contribui para uma maior

diferenciacéo genética.

3.3.3 Estrutura genética e descricdo da magnitude da distribuicdo da

variabilidade genética

Nesta analise foram utilizadas as 32 subpopulacdes com os 1034 individuos,
ndo levando em conta a classificacdo em variedades. Dessa maneira, as subpopulacGes
foram caracterizadas geneticamente a partir das estatisticas genético-populacionais
descritivas. Para verificar a existéncia de desvios das propor¢des genotipicas esperadas

pelo equilibrio de Hardy-Weinberg em cada loco em cada subpopulacao, foi empregado o
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teste Exato de Fischer, realizado no programa GDA 1.1. Este mesmo teste foi utilizado
para avaliar se todos os pares de locos estavam em desequilibrio de ligag&o.

A estruturacao genética populacional nas subpopulacdes de H. stigonocarpa foi
quantificada por meio das estatisticas F de Wright (1951), analisando os valores de Fis (f),
relativo a endogamia intrapopulacional, Fst (¢) que corresponde a subdivisdo entre
subpopulacdes devido a endogamia e Fir (F) que quantifica a endogamia total, obtidas por
analise de variancia de frequéncias alélicas descritas em Weir & Cockerham (1984). As
frequéncias alélicas e genotipicas foram calculadas para estimar esta estruturacdo genética
utilizando o programa FSTAT 2.9.3.2.

A estatistica Rst foi calculada para comparacdo com o valor de Fst, pois
mesmo que esta medida seja analoga ao Fst, 0 Rst foi desenvolvido para estimar a
subdivisdo populacional a partir das frequéncias alélicas obtidas de marcadores
microssatélites (Slatkin, 1995). Ambas estatisticas acessam a diferenciacdo genética entre
as subpopulagdes, porém o Rst é construido sob o modelo de mutacéo stepwise, condizente
com o0s mecanismos de evolugdo dos microssatélites. O Rst foi calculado pelo programa
SPAGeDi 1.4 (Hardy & Vekemans, 2002) com 10.000 permutacGes com um intervalo de
confianca de 99%, bem como a verificacdo de diferencas entre ele e 0 Fsr.

3.3.4 Estrutura espacial nas subpopulacgdes de H. stigonocarpa

Para as analises referentes as perguntas de distribuicdo espacial da
variabilidade genética, os individuos da variedade brevipetiolata foram desconsiderados,
pois esta variedade botanica se mostrou a mais diferente geneticamente em relacdo as
outras duas, como discutido na secdo de resultados. Entdo para evitar efeitos opostos nas
analises de correlagdo matricial optou-se pela retirada desta variedade botanica. Assim, as
estatisticas espaciais trabalharam em nivel de espécie, ndo incluindo os taxons
infraespecificos. Dessa maneira, foram analisadas 30 subpopula¢des, num total de 942
individuos, caracterizando um trabalho de Genética Geografica em ampla escala.

Todas as andlises descritas abaixo foram realizadas na plataforma R (Core
Team, 2015), utilizando os seguintes pacotes estatisticos: hierfstat (Goudet, 2005), vegan
(Oksanen et al., 2015), adegenet (Jombart et al., 2015), spdep (Bivand et al., 2015), ade4
(Dray, 2015), ape (Paradis et al., 2015), FactoMineR (Husson et al., 2015), ecodist (Goslee
& Urban, 2015) e fields (Nychka, 2015). A matriz de distancia genética, Fst par a par foi
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construida no programa FSTAT 2.9.3.2 e adaptada para as analises que empregaram essa
medida no programa R.

3.3.4.1 Analises implicitas da estrutura genética espacial

A técnica de ordenagdo, Analise de Componentes Principais (PCoA) foi
realizada para avaliar padrdes potenciais na distribuicdo da variabilidade genética, a partir
dos valores de Fst par a par, buscando reduzir a superficie multidimensional. Foi feita uma
andlise de correlacdo de Pearson com a primeira coordenada principal entre a latitude e
longitude para buscar evidéncias da influéncia espacial. Posteriormente, os valores da
primeira coordenada principal foram plotados em Mapas Sintéticos (Cavalli-Sforza et al.,
1994) para visualizacdo do comportamento da variabilidade genética ao longo da

distribuicdo geografica, utilizando redes de conexdo de Gabriel (Gabriel & Sokal, 1969).

3.3.4.2 Analises espacialmente explicitas: correlacdes entre matrizes genética e

geografica

Associagdes entre a matriz de distancia geogréfica e genética (Fsr par a par)
foram realizadas por meio do teste de Mantel simples (Mantel, 1967), a fim de verificar se
existe padrdo espacial na diferenciacdo genética. A significancia do teste foi calculada por
meio da distribuicdo nula, gerada pela aleatorizacdo (com 10.000 permutacdes) dos
elementos de uma das matrizes, recalculando a estatistica Z de Mantel e contabilizando os
valores que foram maiores que o observado (Diniz-Filho et al., 2013). Um correlograma de
Mantel foi construido com sete classes de distancias, com pares de popula¢bes conectados
em cada classe de distancia, para descrever o comportamento da variagdo genética ao
longo da escala geografica (Oden & Sokal, 1986). As classes de distancias foram
determinadas de acordo com o numero de subpopulacdes, a fim de formar classes
comparaveis entre si. Segundo Diniz-Filho et al. (2013), é recomendado que a cada 20
populacdes seja assumido cinco classes de distancias, em que o nimero de subpopulagdes
conectadas seja semelhante em cada classe de distancia.

A metodologia de autocorrelacdo espacial para cada frequéncia alélica e a
matriz de distancia geogréfica entre os pares de subpopulacdes de H. stigonocarpa foi
empregada para avaliar padrdes geograficos nesta varidvel genética. A autocorrelacdo
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espacial foi medida pelo indice | de Moran, estatistica comumente empregada em genética
geogréfica. A construcdo de um correlograma médio geral das frequéncias alélicas foi
realizada para decompor a autocorrelacdo espacial em sete classes distancias, com 10.000

permutacdes para analisar a influéncia do espaco na sua distribuicéo.

3.3.4.3 Descontinuidades genéticas e selecdo de areas para conservagao

O algoritmo de Monmonier (Monmonier, 1973) foi utilizado para observar as
possiveis descontinuidades genéticas existentes na distribuicdo espacial da diferenciacao
genética entre as subpopulacdes de H. stigonocarpa. Este algoritmo necessita de matrizes
de distancias genéticas e geograficas para investigar barreiras espaciais que possam
maximizar a diferenciacdo genética entre subpopulagdes proximas (Manel et al., 2003).
Assim, o algoritmo de Monmonier foi calculado, baseado nos valores de Fst par a par, e
visualizado no Mapa Sintético construido com os valores da primeira coordenada principal
em que as subpopulacdes foram conectadas pela rede de Gabriel.

Outra analise realizada foi a selecdo de areas prioritarias para conservacao.
Essa abordagem teve por objetivo identificar possiveis subpopulacdes importantes, do
ponto de vista da diversidade alélica, fornecendo informagfes para trabalhos futuros que
visam tomar decisdes sobre delimitacdo de estratégias de manejo e conservagdo. Para isso
foi utilizado o algoritmo heuristico Greedy (“guloso”), baseado na complementariedade
genética de areas, ou seja, num primeiro momento é selecionada uma subpopulacédo que
apresenta maior nimero de alelos e sequencialmente, a cada etapa, € adicionada
subpopulacdes que complementem a diversidade genética existente (Diniz-Filho et al.,
2005). Este método visa tambeém estabelecer o menor numero de subpopula¢es que

preservem maior variabilidade genética para serem conservadas.



63

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Transferibilidade genética dos locos microssatélites

Dos oito locos testados, seis foram transferidos com sucesso para H.
stigonocarpa. Estes locos transferidos foram polimorficos para os 16 individuos
analisados, em que o numero de alelos variou de quatro para o loco HymO02 e 18 para
HymO05 e riqueza alélica média de 9,4 alelos. A heterozigosidade média esperada e
observada foi de 0,787 e 0,596, respectivamente, em que foram detectados niveis
satisfatorios de diversidade genética. Os locos HymO05 e HymO06 foram mais polimorficos
para H. stigonocarpa do que para H. courbaril, apresentando maior namero de alelos,
heterozigosidade esperada e observada. Enquanto o loco HymO2 teve diversidade genética
bem inferior ao observado para esta mesma espécie (Buonamici et al., 2008). Entretanto os
locos Hym03 e Hymll foram retirados das analises, pois apresentaram padrbes
problematicos que causariam erros de genotipagem. A Tabela 7 traz a caracterizacdo dos

quatro locos transferidos.

Tabela 7 — Caracterizacdo dos marcadores microssatélites desenhados para H. courbaril e transferidos para
H. stigonocarpa. (TA) Temperatura de anelamento, (A) Numero de alelos, (Ar) Riqueza alélica,
(He e Ho) Heterozigosidade esperada e observada.

Ne Primer Motivo TA A Ar He Ho
1 HymO01 (CT)1s 54°C 8 73 0,813 0,500
2 HymO02 (CA)17 58°C 4 3,5 0,292 0,188
3 Hym03 (CA)s(CG);1(CA)sGA(CA)s 60°C 11 11,0 0,927 0,636
5 HymO06 (CA)35 58°C 8 6,8 0,796 0,75
6 Hym11 (CA)11(CT)16 50°C 17 13,1 0,929 0,687
Média - - - 11 9,4 0,787 0,596

A partir da transferibilidade genética foi fornecido um novo conjunto de locos
polimorficos para H. stigonocarpa junto aquele caracterizado por Ciampi et al. (2008).
Assim, atualmente estdo disponiveis nove locos microssatélites para esta espécie, oriundo
de amplificacdo cruzada. Dessa maneira para acessar a variabilidade genética de
subpopulacdes de H. stigonocarpa foram otimizadas multiplex para analise em eletroforese
capilar, considerando a amplitude alélica e fluorescéncia dos primers forwards. A Tabela 8

retrata a organizacdo das multiplex resultantes para esta analise. A amplitude alélica
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descrita nesta tabela foi obtida pela anélise de poucos individuos, em que o aumento de
individuos pode proporcionar novos alelos que ndo foram encontrados nestes testes

iniciais.

Tabela 8 — Relagdo das multiplex empregadas para analise do locos microssatélites em H. stigonocarpa. A
montagem dessas multiplex considera a fluorescéncia de cada primer e sua amplitude alélica.

Multiplex 01
Primer Sequéncia Forward Amplitude alélica
Hcl7 - F HEX - TGATTTCATTCCCCTCTTGC 105-155
Hymo02 - F NED - AGGATTCAATACCTTCACACA 178-192
HymO06 - F 6'FAM - TTAATCCCAATGTCTTCTGC 168-204
Multiplex 02
Primer Sequéncia Forward Amplitude alélica
Hc42 - F 6'FAM - TGGCTAAAAGTTGGGAGGGT 105-159
Hc40 - F HEX - CCTCTCTCCCAAATTCACGA 159-207
Hc33-F  NED - GAACAAATCAACTTTCTTTGAAGC 104-124
Multiplex 03
Primer Sequéncia Forward Amplitude alélica
Hymo01 - F HEX - CCCTTCATCACATTCTCAAT 110-140
Hymo05 - F NED - TAGATGACCCTTTTGTGCTT 130-200
Hcl4 - F 6'FAM - CATTCTGCCATCGGTAGGTT 111-139

4.2  Diversidade genética dos locos microssatélites para H. stigonocarpa

Os parametros genéticos calculados para a caracterizacdo dos locos
microssatélites podem ser observados na Tabela 9. A partir dos nove locos microssatélites
analisados nos individuos de H. stigonocarpa foi encontrado um nimero médio de 21
alelos, em que o maximo de alelos encontrado foi para o loco HymO05, com 38 alelos e
minimo para o loco Hc33, com quatro alelos, somando um total de 189 alelos. A Figura 12
mostra os graficos da frequéncia alélica para cada loco avaliado, em que € possivel
observar a predominancia de alguns alelos em cada loco e a presenca de alelos raros
(frequéncia menor que 0,005). Isto acontece principalmente nos locos Hym02, Hcl4 e
Hc33 com a predomindncia de um unico alelo (179, 119 e 108, respectivamente). O

Apéndice | mostra uma tabela com as frequéncias alélicas para cada loco.
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Tabela 9 — Diversidade genética dos locos microssatélites utilizados para acessar a variagdo genética de H.
stigonocarpa. Numero de alelos (A); Amplitude alélica (AM); Heterozigosidade esperada (Hg) e
observada (Ho); Probabilidade de identidade genética (I); Probabilidade de exclusdo de
paternidade (Q).

Loco A AM He Ho | Q
Hcl4 12 115-139 0,538 0,325 0,227 0,359
Hcl7 19 105-151 0,814 0,693 0,052 0,657
Hc33 4 108-114 0,241 0,121 0,601 0,110
Hc40 28 157-229 0,898 0,768 0,017 0,803
Hc42 34 107-185 0,754 0,577 0,085 0,573
HymO1 19 110-148 0,878 0,685 0,026 0,758
Hym02 10 169-207 0,231 0,212 0,599 0,128
HymO05 39 133-219 0,930 0,663 0,009 0,859
HymO06 24 162-208 0,727 0,608 0,106 0,523
Média 21 - 0,668 0,517 1,58¢-10  0,9997668

A heterozigosidade média esperada e observada para 0s nove locos
microssatélites foi de 0,668 e 0,517, respectivamente, indicando que ha uma diversidade
genética moderada para os individuos avaliados. Estes resultados sdo semelhantes aos
encontrado por Ciampi et al. (2008), em que foi avaliado a transferibilidade dos locos
microssatélites para H. stigonocarpa. Porém, neste mesmo trabalho os valores de
diversidade genética foram maiores para H. courbaril, com heterozigosidade média
esperada igual a 0,836 e observada de 0,687. Entretanto, isto é esperado quando se trata de
locos transferidos, pois esta metodologia ndo garante os mesmos niveis de polimorfismo
existentes na espécie em que os microssatélites foram desenhados (Oliveira et al., 2006).
Isso esta associado com as caracteristicas dos microssatélites, pois o tamanho de cada
motivo de repeticdo pode ser afetado por mutacGes que tornem a unidade repetitiva menor,
o que influencia nas taxas de mutacdo e consequentemente nos niveis de polimorfismo
(Ellegren, 2004; Barbara et al., 2007). No trabalho de Moraes et al. (2007) com H.
stigonocarpa, utilizando locos microssatélites transferidos, foi evidenciado uma
heterozigosidade média esperada de 0,633 e observada de 0,377, também semelhante com
o que foi encontrado neste estudo. Estas informac6es denotam que esta espécie, apesar de
apresentar um elevado numero de alelos, possui uma diversidade genética moderada em
relacdo aos marcadores microssatélites utilizados.

A endogamia total, considerando todos os locos pode ser relacionada com a
existéncia de alelos nulos, provocando um aumento no nimero de homozigotos. Os alelos
nulos sdo falhas de amplificacdo durante a PCR, em que um individuo heterozigoto

amplifica apenas um dos alelos, formando assim um homozigoto aparente (Guichoux et al.,
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2011). As causas responsaveis por isso podem ser mutacionais, tais como delecdes de
regides no loco microssatélite ou indels nos locais de ligacdo do primer, impedindo assim
que a amplificacdo ocorra (Varshney et al., 2005). Como os locos microssatélites utilizados
para as analises sdo oriundos de transferibilidade, isso pode elevar alguns problemas de
genotipagem, que sdo mitigados nos casos de microssatélites espéecie-especificos.

A probabilidade de identidade combinada (1) de 1,575x10™"° mostrou que a
bateria de locos microssatélites utilizada € Util para discriminacdo entre individuos.
Complementar a este parametro, a probabilidade de exclusdo de paternidade combinada foi
de 0,999766, demonstrando um valor alto para excluir uma possivel falsa paternidade, por
meio destes microssatélites. Assim, pode-se admitir que este conjunto de microssatélites é
suficiente para a discriminacdo genética individual e para analises da variabilidade

genética de H. stigonocarpa.
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Figura 12 — Distribuicdo da frequéncia alélica obtida em cada loco microssatélite analisado para H.
stigonocarpa.
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4.3 Divergéncia genética entre as variedades botanicas de H.

stigonocarpa

As trés variedades botanicas de jatoba-do-cerrado foram caracterizadas

geneticamente, como descrito nas Tabelas 10, 11 e 12.

Tabela 10 — Caracterizagao da variabilidade genética das subpopulacGes da variedade H. stigonocarpa var.
stigonocarpa, utilizando nove locos microssatélites. Tamanho populacional (N); Nimero médio
de alelos (A); Riqueza alélica média (Ag); Heterozigosidade média esperada (Hg) e observada
(Ho); Coeficiente médio de endogamia (f).

Subpopulagdes N A Ar He Ho f
L_HYSBJAGO 23 8,56 3,91 0,600 0,580 0,034
L _HYSSELMS 19 5,44 3,25 0,619 0,540 0,127
L_HYSAGCMS 22 7,33 3,81 0,642 0,589 0,083
L_HYSBANMS 32 6,89 3,58 0,606 0,556 0,083
L_HYSSONMS 32 7,67 3,40 0,547 0,511 0,066
L_HYSPIRGO 10 4,67 3,30 0,583 0,578 0,008
L_HYSGCAMT 17 7,56 3,85 0,644 0,607 0,057
L _HYSJUSGO 27 7,22 3,44 0,591 0,601 -0,017
L_HYSAPOGO 12 5,67 3,68 0,637 0,630 0,012
L HYSAGBMT 28 7,11 3,39 0,530 0,511 0,035
L_HYSPTUMG 32 6,22 3,16 0,548 0,503 0,082
L_HYSPIPMG 32 6,22 3,12 0,536 0,483 0,098
L_HYSJAPMG 17 511 3,12 0,522 0,438 0,161
L_HYSPERMG 8 3,78 3,01 0,535 0,468 0,125
L_HYSCOCMT 32 7,89 3,76 0,591 0,493 0,165*
L HYSFORMG 11 4,44 2,97 0,486 0,413 0,150
Média 354 6,36 3,42 0,576 0,531 0,079

*Valores significativos, ajustados com a corregdo de Bonferroni (p<0,00014).



69

Tabela 11 — Caracterizagao da variabilidade genética das subpopulacGes da variedade H. stigonocarpa var.
pubescens, utilizando nove locos microssatélites. Tamanho populacional (N); NUmero médio de
alelos (A); Riqueza alélica média (Ag); Heterozigosidade média esperada (Hg) e observada (Ho);
Coeficiente médio de endogamia (f).

Subpopulacdes N A Ar He Ho f
P_HYSBJAGO 9 4,22 3,04 0,495 0,457 0,076
P_HYSSELMS 13 7,11 4,29 0,708 0,620 0,124
P_HYSPIRGO 22 6,67 3,27 0,553 0,510 0,078
P_HYSJUSGO 5 3,56 3,15 0,494 0,511 -0,034
P_HYSAPOGO 20 5,11 2,72 0,406 0,357 0,120
P_HYSAGBMT 4 3,22 3,22 0,514 0,445 0,135
P_HYSRVEBA 32 6,22 3,25 0,592 0,615 -0,039
P_HYSMOAGO 32 4,67 2,98 0,579 0,619 -0,070
P_HYSPLGGO 32 6,67 3,31 0,601 0,532 0,115
P_HYSRIAMG 32 6,11 2,91 0,475 0,412 0,133
P_HYSARAMG 32 6,11 3,02 0,516 0,528 -0,024
P_HYSBAMMG 32 5,56 3,06 0,528 0,451 0,147*
P_HYSCANMG 32 5,00 2,98 0,495 0,480 0,029
P_HYSCOGMG 32 7,11 3,29 0,557 0,531 0,046
P_HYSPOSGO 32 5,33 2,97 0,538 0,448 0,168*
P_HYSJIAPMG 15 4,78 3,05 0,525 0,496 0,055
P_HYSPERMG 32 6,67 3,31 0,575 0,562 0,024
P_HYSARRTO 32 8,78 3,92 0,654 0,581 0,112
P_HYSFORMG 21 5,00 2,96 0,487 0,424 0,128
Média 461 5,68 3,19 0,542 0,504 0,070

*Valores significativos, ajustados com a corregdo de Bonferroni (p<0,00014).

Tabela 12 — Caracterizacdo da variabilidade genética das subpopula¢des da variedade H. stigonocarpa var.
brevipetiolata, utilizando nove locos microssatélites. Tamanho populacional (N); Nimero médio
de alelos (A); Riqueza alélica média (Ag); Heterozigosidade média esperada (Hg) e observada
(Ho); Coeficiente médio de endogamia (f).

Subpopulagdes N A Ar He Ho f
PC_HYSAGCMS 10 5,67 3,99 0,707 0,633 0,105
PC_HYSGCAMT 15 6,78 3,99 0,675 0,535 0,207*
PC_HYSPRLMT 32 5,00 2,88 0,529 0,506 0,043
PC_HYSCUIMT 32 7,00 3,70 0,659 0,645 0,021

Média 89 6,11 3,64 0,643 0,580 0,094

*Valores significativos, ajustados com a corre¢do de Bonferroni (p<0,00014).

Um total de 185 alelos foi encontrado para as trés variedades que apresentaram
numero médio de alelos igual 6,36, 5,68 e 6,11 para as variedades stigonocarpa, pubescens
e brevipetiolata, respectivamente. O teste de comparacdo entre 0s grupos de amostras
mostrou que ndo ha diferencas significativas (p>0,05) entre as variedades botanicas para
riqueza alélica, heterozigosidade esperada e observada e o indice de fixacdo f, mesmo que
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o tamanho populacional tenha sido desigual entre elas. Assim sendo, a diversidade genética
entre elas € similar, apresentando heterozigosidade média esperada 0,576, 0,542 e 0,643 e
heterozigosidade média observada de 0,531, 0,504 a 0,580, nas seguintes variedades
stigonocarpa, pubescens e brevipetiolata, na mesma ordem.

O coeficiente de endogamia f variou de -0,070 a 0,207 entre as trés variedades
boténicas, porém apenas em quatro subpopulacbes foi significativo, sugerindo baixos
niveis de endogamia. Dos coeficientes de endogamia significativos, a subpopulacdo
L HYSCOCMT da variedade stigonocarpa obteve valor igual 0,165. Para a variedade
pubescens duas subpopulacdes tiveram excesso de homozigotos, P HYSBAMMG (0,147)
e P_HYSPOSGO (0,168), enquanto a subpopulacdo PC_HYSGCAMT, da variedade
brevipetiolata teve o maior indice de endogamia de 0,207.

A diversidade genética das variedades de jatoba-do-cerrado foi semelhante ao
encontrado com outros trabalhos de genética de populacdes, utilizando marcadores
microssatélites (Moraes et al., 2007;Ciampi et al., 2008; Moraes & Sebbenn, 2011). Porém
vale ressaltar que estes estudos desconsideraram a subdivisdo infraespecifica desta espécie.
Um estudo de caracterizacdo infraespecifica com variedades de Lupinus microcarpus,
pertencente a familia Fabaece, mostrou niveis altos de heterozigosidade esperada, porém
baixa heterozigosidade observada, causando desvios significativos ao equilibrio de Hardy-
Weinberg, demostrando que a endogamia é forte dentro das variedades boténicas
(Drummond et al., 2007).

A analise da correlacdo de Pearson da altitude entre heterozigosidade esperada
ndo foi diferente de zero, mas com a riqueza alélica foi observada uma correlacdo negativa
e significativa (-0,312; p<0,05). Mesmo com correlacdo baixa, percebe-se que
possivelmente a altitude seja um fator importante para o comportamento da riqueza alélica
entre as variedades botanicas de H. stigonocarpa ao longo de sua distribuicdo geografica,
em que ha uma discreta diminuicdo da riqueza alélica com o aumento da altitude. A
altitude pode ter influéncia na variacdo entre as variedades de jatoba-do-cerrado, pois
aquelas subpopulagdes de brevipetiolata foram coletadas em locais de baixa altitude e
como veremos adiante foi a que apresentou maior diferenciacdo genética (Chaves,
comunicacéo pessoal).

A descricdo da existéncia de alelos privados em cada variedade botanica e em
cada loco é mostrada na Tabela 13. Para a variedade stigonocarpa foram identificados 14
alelos privados, seguida da variedade pubescens com nove alelos e a variedade
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brevipetiolata com trés alelos privados. Dentre os locos analisados, apenas o loco Hc33
nédo apresentou alelo privado para nenhuma variedade botanica. Os locos Hc42, HymO5 e
HymO06 tiveram cinco alelos privados, seguindo pelo loco Hc1l7 com quatro, Hcl4, Hc40,

HymO01 com dois e Hym02 apenas com um alelo privado.

Tabela 13 — Alelos privados existentes em cada variedade botanica de H. stigonocarpa.

Variedade: H. stigonocarpa var. stigonocarpa

Loco Alelo Frequéncia Subpopulacéo

Hcl4 115 0,022 L_HYSBJAGO

Hcl4 139 0,091 L_HYSAGCMS
Hc40 229 0,018 L_HYSAGBMT
Hc40 221 0,018 L HYSAGBMT
Hc42 153 0,018 L_HYSAGBMT
Hc42 167 0,118 L HYSGCAMT
Hc42 185 0,047 L_HYSCOCMT
Hc42 183 0,031 L_HYSCOCMT
Hym1 148 0,031 L_HYSSONMS
Hyml 146 0,063 L HYSBANMS
Hym5 203 0,045 L_HYSAGCMS
Hym5 201 0,016 L_HYSCOCMT
Hym5 191 0,016 L_HYSCOCMT
Hym6é 166 0,031 L_HYSCOCMT

Variedade: H. stigonocarpa var. pubescens

Loco Alelo Frequéncia Subpopulacéo

Hcl7 125 0,026 P_HYSAPOGO
Hc42 117 0,016 P_HYSBAMMG
Hym2 207 0,031 P_HYSPOSGO

Hym5 207 0,031 P_HYSARRTO
Hym5 195 0,016 P_HYSBAMMG
Hyme6 204 0,016 P_HYSARRTO
Hym6 198 0,188 P_HYSARRTO
Hyme6 192 0,016 P_HYSPOSGO

Hym6 200 0,063 P HYSRVEBA

Variedade: H. stigonocarpa var. brevipetiolata

Loco Alelo Frequéncia Subpopulagéo

Hcl7 139 0,016 PC_HYSCUIMT
Hcl7 151 0,094 PC_HYSCUIMT
Hcl7 145 0,063 PC_HYSCUIMT

Alelos privados sdo aqueles que somente ocorrem em uma Unica subpopulagéo
quando um amplo conjunto de subpopulagdes é avaliado. Em microssatélites a formacéo

de alelos privados € associada com o tamanho da unidade repetitiva, ocorrente nas
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extremidades da sequéncia repetitiva (Szpiech & Rosenberg, 2011). Eles sdo Uteis em
estudos de ecologia molecular e conservagdo genética, pois tornam uma informacéo
relevante para tomadas de decisdo sobre selecdo de locais prioritarios para conservacao.
Outro ponto importante sobre os alelos privados € que eles podem refletir sobre a
quantidade de fluxo génico entre as subpopulagdes, contribuindo para a subdiviséo
genética populacional (Barton & Slatkin, 1986). Neste estudo, a procura por alelos
privados refere-se aos niveis de diversidade genética entre as variedades botanicas de
jatoba-do-cerrado, pois eles podem auxiliar na compreensdo da estrutura genética
infraespecifica. Alelos privados sdo importantes para a divergéncia genética intervarietal,
pois eles podem indicar o quanto o fluxo génico é restrito entre variedades. O trabalho de
Drummond et al. (2007) identificou que alelos privados representaram mais de 40% da
riqueza alélica e que isto advém de uma divergéncia genética recente entre as duas
variedades de L. microcarpus. Os alelos privados encontrados neste presente trabalho
constituem 14% de todos os alelos, o que pode ser suficiente para arranjar diferentemente
as frequéncias alélicas dentro de variedades.

Os resultados obtidos com a analise de variancia molecular hierarquica podem
ser visualizados na Tabela 14, que descreve a divergéncia genética encontrada entre as

variedades boté&nicas em diferentes niveis hierarquicos.

Tabela 14 — Variacdo genética obtida pela AMOVA para as 39 subpopulac6es de H. stigonocarpa, separadas
de acordo com a variedade boténica pertencente.

Fonte de Variacio Graus de Soma dos Componentes  Porcentagem
¢ Liberdade Quadrados (SQ) de Variancia de Variagéo

Entre Variedades (Fcr 2 256,019 0,204 6,527
Ent_re subpopulacdes dentro de 36 715314 0,380 12.149
variedades (Fsc)
Entre |nd|V|~duos dentro de 862 2319.391 0174 5,571
subpopulacdes (Fs)
Entre individuos (F7) 901 2117,000 2,370 75,752
Total 1801 5407,724 3,128 -

E possivel verificar que 75,752% da variacdo total sdo encontrados na fonte de
variagdo de individuos (Fir= 0,242; p<0,001). A diferenciacdo genética entre
subpopulacdes dentro de variedades foi alta e explica 12,149% de toda a variagdo genética
(Fsc= 0,129; p<0,001). A endogamia foi relativamente baixa, entretanto positiva e

significativa (Fis= 0,068; p<0,001). Além disso, 6,527% sdo explicados entre variedades
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(Fcr= 0,065; p<0,001), demonstrando que a divergéncia genética entre as variedades é
baixa, porém significativa e deve ser levada em conta.

Examinando os valores obtidos de Fst par a par, brevipetiolata foi fortemente
diferenciada quando comparada com as subpopulacfes de stigonocarpa e pubescens, com
maior Fst par a par medio igual a 0,244. O valor méaximo de Fsr par a par encontrado
(0,412; p<0,05) foi entre as subpopulacdes PC_HYSPRLMT (variedade brevipetiolata) e
P_HYSAPOGO (variedade pubescens) e o minimo encontrado (0,002; nao significativo)
foi entre L HYSJAPMG (variedade stigonocarpa) e P_HYSJAPMG (variedade
pubescens), com essas duas subpopulagdes coexistindo na mesma localidade, Japonvar-
MG. O Apéndice Il traz a tabela com o Fst par a par entre as variedades para uma andlise
geral.

Por meio da analise AMOVA foi evidenciado significativa diferenciacdo
genética entre as variedades boténicas de jatoba-do-cerrado e isso é um dado importante
para estudos taxonémicos, pois esse polimorfismo infraespecifico pode influenciar no
comportamento populacional desta espécie. A variedade brevipetiolata mostrou forte
diferenciacdo genética entre todas as outras subpopulagdes, analisando o Fst par a par, e
isso sugere mais estudos de delimitacdo taxondmica dessas variedades, pois esse € um
indicio importante para dados botanicos e ecoldgicos.

A inconsisténcia taxondmica existente entre as variedades botanicas de H.
stigonocarpa foi avaliada por Pestana et al. (2010), que propuseram a sinomizacdo das
variedades pubescens e brevipetiolata, pois a distincdo morfoldgica entre elas nao é
suficiente para a correta identificagdo. Entretanto, os resultados aqui descritos salientam
que ha necessidade de rever melhor a delimitagdo dos taxons infraespécificos de H.
stigonocarpa, devido a significativa diferenciacdo genética entre as suas variedades, obtida
pela AMOVA. Junto a isso, outros autores avaliando o crescimento de plantulas das
variedades stigonocarpa e brevipetiolata observaram diferencas nas fases de plantula e
juvenil, funcionando como caracteres para identificacdo taxondmica desses taxons
(Kodoma & Sartori, 2007).

Num estudo de filogeografia com marcadores cloroplastidiais em 17
populacdes de H. stigonocarpa, a rede de haplotipos formada mostrou que trés haplotipos
foram prevalentes, distribuidos de acordo com a regido geografica (Ramos et al., 2007). As
diferengas entres esses trés grupos geogréaficos foram avaliadas por meio de uma AMOVA,
que revelou uma variacdo alta entre grupos, Fcr= 0,558 (p<0,01), entre populac¢Ges dentro
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de grupos Fst= 0,692 (p<0,01) e dentro de populagdes Fsc= 0,252 (p<0,01). Neste caso, a
variacdo genética existente, formando os trés haplotipos principais, foi atribuida a
distribuicdo geografica e ndo devido a subdivisdo intervarietal. Vale ressaltar que, a
estrutura genética foi verificada apenas com uma sequéncia cloroplastidial, psbC/trnS3, o
que pode ndo ter acessado de fato a variabilidade genética desta espécie e os individuos
caracterizados nédo foram identificados em qual variedade boténica sdo pertencentes.

A divergéncia genética entre variedades de Hancornia speciosa, conhecida
popularmente como mangaba e com ocorréncia no Cerrado, foi averiguada com a anélise
AMOVA e apontou pequena, mas significativa divergéncia entre elas (Fcr= 0,035;
p<0,001). A diferenciacdo genética foi acessada entre quatro das seis variedades botanicas
dessa espécie e o0s resultados sugeriram que H. speciosa var. speciosa se mostrou mais
diferente quando comparadas com as outras (Rodrigues et al., 2015). Este trabalho mostra
que os microssatelites foram eficientes em estimar a divergéncia genética, o que tornam
Uteis para salientar variacdo genética dentro de um mesmo taxon.

Outra importante investigacdo de divergéncia genética intervarietal foi
realizada com a espécie Metrosideros polymorpha, endémica do Hawai, onde fatores
ambientais como altitude, tempo de colonizacdo das ilhas e atividade vulcanicas foram
sugeridos como responsaveis para intensificar a estruturacdo genética entre as variedades
botanicas. A divergéncia genética entre variedades foi de 0,065 e significativa, com a
variedade polymorpha a mais fortemente diferenciada, localizada em regi6es das ilhas com
maiores altitudes. Enquanto que as variedades incana e glaberrima possuem fraca
diferenciacdo genética, pois j& foram registrados intermediarios destas duas em locais de
mesma altitude (DeBoer & Stacy, 2013). A altitude também pode ser um fator importante
para a divergéncia genética entre as variedades de jatoba-do-cerrado, visto que a analise de
correlacdo de Pearson verificou que a riqueza alélica tem relagdo negativa com o aumento
da altitude.

O dendrograma gerado (Figura, 13), utilizando a distancia genética de Nei
(1972) entre as subpopulagdes das variedades boténicas, permite a visualizacdo gréafica do
padrdo de divergéncia genética entre as subpopulacdes das variedades botanicas. Este
dendrograma obteve correlacdo cofenética igual 0,886 e significativa. Esse coeficiente de
correlagdo cofenética demonstra que o dendrograma é relativamente suficiente para
representar a matriz de distancia genética original. Junto a isso, 0 método UPGMA é o

mais empregado em analises de agrupamento, pois ele, na maioria dos casos, fornece
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valores de correlacdo cofenética mais satisfatorios em comparacdo a outros métodos de
agrupamento (Saracli et al., 2013). Analisando o dendrograma, é possivel observar que
houve a separacdo em dois grupos principais, ao qual o primeiro agrupamento € composto
por trés, das quatro subpopulacdes de brevipetiolata, favorecendo a ideia de que esta
variedade é bastante diferenciada em relacdo a stigonocarpa e pubescens. Porém, a
consisténcia dos nos foi pouca satisfatdria, em que somente aqueles nds com valor superior

a 80% sao satisfatorios.
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Figura 13 — Dendrograma obtido pelo método UPGMA, utilizando como matriz de dissimilaridade a
distancia genética de Nei (1972) para investigar divergéncia genética entre as variedades
botanicas de H. stigonocarpa. (L) Variedade Lisa; (PC) Variedade de Peciolo Curto e (P)
Variedade Pilosa. A correlagdo cofenética foi igual a 0,886. A consisténcia dos nos, indicada
pelos nimeros em porcentagem, foi obtida por 10.000 bootstraps.

A estatistica de agrupamento Bayesiana desenvolvida no STRUCTURE
(Figuras 14 e 15) sustenta a existéncia de divergéncia genética entre a variedade
brevipetiolata em relacdo as variedades stigonocarpa e pubescens, acessada pela AMOVA
e pelo método UPGMA. Isso comprova que as frequéncias alélicas e genotipicas ndo sao
arranjadas aleatoriamente entre as variedades botanicas. A Figura 14 traz o grafico do
melhor K, obtido com 0 método de Evanno et al. (2005), denotando que as subpopulacées
das variedades botanicas de H. stigonocarpa foram agrupadas em dois grupos. Com a
Figura 14 é possivel observar como os dois grupos de frequéncias alélicas estdo

organizados e distinguidos pela a formagdo de um grupo com as subpopula¢bes das
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variedades stigonocarpa e pubescens e outro com as subpopulac6es de brevipetiolata. Essa
atribuicao foge a diferenca morfoldgica de H. stigonocarpa em trés variedades, mas propde

apenas dois grupos principais.

DeltakK = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))
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Figura 14 — NUmero do K grupos que explica o agrupamento das subpopulagdes das variedades de jatoba-

do-cerrado, por meio do método de Evanno et al. (2005). O melhor K obtido foi K= 2.

A partir do grafico da Figura 15 é observado que as subpopulacGes
PC_HYSPRLMT e PC_HYSCUIMT, compostas unicamente pela variedade brevipetiolata
foram fortemente divergentes, com baixo coeficiente de coancestria (Q), destacado pela
pequena proporcao de individuos advindos das subpopulacfes do agrupamento constituido
com as subpopulacdes das variedades stigonocarpa e pubescens. Para as localidades de
Agua Clara-MS e General Carneiro-MT que apresentam simpatria entre as variedades
stigonocarpa e brevipetiolata mostraram elevados coeficientes de coancestria que é
visualizado pela intensa introgressdo de individuos nessas subpopulacdes. Como as
analises admitiram o modelo admixture model ha a possibilidade que individuos
participem da constituicdo genética de cada subpopulacdo, ou seja, a existéncia de fluxo
génico, que € quantificada pelo coeficiente de cada individuo (Q) (Pritchard et al., 2000).
Provavelmente, nas areas simpatricas entre as variedades boténicas ha introgresséo
genética que pode diminuir a diferenciacdo genética entre elas (Minder & Widmer, 2008).

A subpopulacdo L_HYSSELMS pertencente & variedade stigonocarpa tem
frequéncias alélicas mais semelhantes com as subpopulacbes de brevipetiolata, como
destacado na Figura 15. Isto se torna uma questdo interessante, pois coloca outra hipotese

sobre a correlacdo das frequéncias alélicas que se refere a ocorréncia de intermediarios
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entre as variedades stigonocarpa e brevipetiolata nesta localidade, mas que deve ser
melhor pesquisada, tomando por base novas amostragens para sua confirmacdo. Portanto,
juntamente com as subpopulagdes de Agua Clara-MS, General Carneiro-MT e Selviria-MS
sugerem area de hibridacdo entre essas variedades, que sdo apoiadas pela evidéncia de
coancestria existente. Este mesmo fato ocorreu para variedades de Casearia sylvestris,
mas que apresentou forte divergéncia genética, em que os autores colocaram a duplicacao
genémica como fonte possivel de origem da divergéncia genética (Caballero et al., 2010).
De forma geral as analises no programa STRUCTURE, levando em conta seus
principais pressupostos, equilibrio de Hardy-Weinberg, desequilibrio de ligagdo, admixture
model e correlacdo das frequéncias alélicas, confirmaram a divergéncia genética entre as
variedades de H. stigonocarpa. E nitido que as variedades stigonocarpa e pubescens sdo
semelhantes geneticamente, formando um grupo Unico, enquanto que a maior variacdo
genética se deve a variedade brevipetiolata. Assim, este programa foi Util para acessar a
variabilidade genética dos individuos e atribui-los aos grupos, de acordo com a frequéncia

alélica e genotipica.
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Figura 15 — Estrutura genética das 39 subpopulagdes de H. stigonocarpa, separadas de acordo com a variedade botanica pertencente. Os resultados extraidos do programa
STRUCTURE 2.3.4 foram analisados no CLUMMP 1.1.2 e DISTRUCT 1.1 para a construgdo deste grafico de barras. As duas cores representam os K grupos
encontrados pela analise Bayesiana, em que cada linha vertical representa um individuo, no eixo inferior contém o nome de cada subpopulagéo.
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Como proposto, analises independentes de AMOVA foram conduzidas para
acessar a divergéncia genética intervarietal e identificar qual variedade boténica contribui
para a maior variacdo. A Tabela 15 sintetiza 0 que foi obtido nessa estrutura de anélise,
trazendo as estatisticas calculadas, adaptada de Clemento et al. (2009). A gquantificacdo da
diferenciacdo genética dentro de individuos (Fr) foi a estatistica que explica a maior
variagdo encontrada e foi significativamente diferente de zero em todas as combinagdes
realizadas. A variacdo genética entre subpopulac6es dentro das variedades (Fsc) é alta em
todas as comparacOes, contudo é menor quando a variedade brevipetiolata € analisada
isoladamente das outras. Assim, mostra que as subpopulacdes de stigonocarpa e pubescens
tendem a ser mais parecidas quando analisadas em um Unico grupo. A endogamia foi
baixa, porém significativa em todos os agrupamentos (Fct= 0,069; p<0,001).

Quando a variedade brevipetiolata foi comparada em um grupo isolado entre
stigonocarpa e pubescens, juntas em outro grupo encontrou-se a maior diferenciacdo
genética entre variedades, com porcentagem de variacdo de 18,230% (Fct= 0,338;
p<0,001), confirmando o que foi encontrado pela metodologia do STRUCTURE e que ela
foi Gtil para a atribuicdo genética dos individuos de jatoba-do-cerrado. A analise de
stigonocarpa versus pubescens e brevipetiolata ndo foi estatisticamente diferente de zero
para Fcr. A variedade pubescens contribui com pouco mais de 1% para a variagdo genética
(Fcr= 0,010; p<0,001), valor bem inferior ao obtido com brevipetiolata. Estas analises
comparativas foram interessantes para identificar qual a variedade botanica é a fonte de

maior variagcdo genética, oferecendo maior confiabilidade para os dados.
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Tabela 15 - Variagdo genética obtida pelas diversas AMOVA’s dos agrupamentos analisados, avaliando qual
variedade botanica de H. stigonocarpa contribui para a maior diferenciagdo genética
intervarietal. VValores em negritos sao significativos.

Entre subpopulagdes  Entre individuos
Combinagdes dos ~ Entre Variedades dentro dos dentro das Dentro de individuos
agrupamentos variedades subpopulacgdes

Var % Fer Var % Fsc Var % Fis Var % Fir

var. brevipetiolata
X vars.
stigonocarpa e
pubescens

0.652 18.230 0.338" 0.382 10.681 0.131" 0.174 4.870 0.069° 2.370 66.219 0.338"

var. stigonocarpa
x vars. pubescens  0.007 0.233  0.002 0.498 16.337 0.164" 0.174 5715 0.069° 2.370 77.715 0.223"
e brevipetiolata

var. pubescens x
vars. stigonocarpa 0.032 1.033 0.010" 0.485 15.856 0.160" 0.174 5.693 0.069" 2.370 77.417 0.226"
e brevipetiolata

*Significativos (p<0,001)
**Significativo (p<0,05)

O estudo de dados genéticos em H. stigonocarpa, considerando essa subdivisao
taxondmica é ausente na literatura, por isso este trabalho aumenta o conhecimento acerca
desta espécie e possibilita a realizacdo de novas pesquisas nesse sentindo. Entretanto, a
delimitacdo taxondémica em H. stigonocarpa, mesmo observando consideravel divergéncia
genética intervarietal, utilizando marcadores microssatélites, torna-se uma tarefa que exige
maiores detalhamentos. Essa problematica envolve conceitos de biologia evolutiva e
processos de especiacdo, buscando na Sisteméatica Filogenética, Filogeografia e na
Taxonomia Tradicional ferramentas para complementar os resultados encontrados. Este
trabalho pode auxiliar boténicos, ecologos, geneticistas de populacBes e taxonomistas a
rever a classificacdo da espeécie, visto que esta denota inconsisténcia taxondmica. A ultima
revisao do género Hymenaea foi feita por Lee & Langenheim (1975) apud Moreno, (2009)
e Pestana et al. (2010) caracterizou taxonomicamente H. stigonocarpa, H. courbaril e H.
martiana, considerando suas variedades. Porém, o acesso a essa informacao é basicamente
por caracteres macromorfolégicos que podem ser imprecisos na delimitacdo de taxons
infraespecificos. Portanto o presente estudo € um avanco, devido o emprego de marcadores
moleculares, que séo Uteis para discriminar o polimorfismo entre individuos, populactes e
espécies (Hartl & Clarck, 2010).
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4.4  Estrutura Genética Populacional

Os nove locos microssatélites foram Uteis em detectar a variabilidade genética
da espécie em estudo, fornecendo informacdes sobre a estrutura genética populacional para
as 32 subpopulacgdes de H. stigonocarpa. Na Tabela 16 s&o apresentados os valores das

medidas genéticas descritivas para cada subpopulacéo.

Tabela 16 — Variabilidade genética das 32 subpopulagdes de H. stigonocarpa por meio dos nove locos
microssatélites. Tamanho populacional (N); Numero médio de alelos (A); Riqueza alélica média
(AR); Heterozigosidade média esperada (Hg) e observada (Hop); Coeficiente médio de endogamia

().

Ne Localidade Subpopulagdo N A Ay He Ho f

1 Bom Jardim-GO HYSBJAGO 32 90 79 058 0,545 0,069
2 Selviria-MS HYSSELMS 32 83 73 0687 0574 0,165
3 Agua Clara-MS HYSAGCMS 32 86 7,5 0,673 0,602 0,105
4 Bandeirantes-MS HYSBANMS 32 6,9 6,2 0,606 0,556 0,083
5 Sonora-MS HYSSONMS 32 7,7 6,7 0,547 0,511 0,066
6 Pires do Rio-GO HYSPIRGO 32 72 63 0564 0531 0,058
7 General Carneiro-MT HYSGCAMT 32 98 8,6 0,728 0,577 0,207*
8 Primavera do Leste-MT HYSPRLMT 32 50 45 0529 0,506 0,043
9 Jussara-GO HYSJUSGO 32 78 6,7 0578 0,587 -0,016
10 Cuiba-MT HYSCUIMT 32 70 64 0659 0,645 0,021
11 Aporé-GO HYSAPOGO 32 78 6,8 0,556 0,466 0,162*
12 Agua Boa-MT HYSAGBMT 32 79 6,9 0537 0503 0,063
13 Mozarlandia-GO HYSMOzGO 32 83 7,3 0,530 0,499 0,057
14 Jaragua-GO HYSJARGO 34 53 49 0526 0450 0,145
15 Roda Velha-BA HYSRVEBA 32 62 55 0,592 0,615 -0,039
16 Monte Alegre-GO HYSMOAGO 32 47 44 0579 0,619 -0,070
17 Planaltina de Goias-GO HYSPLGGO 32 6,7 59 0601 0,532 0,115*
18 Paracatu-MG HYSPTUMG 32 6,2 56 0,548 0,503 0,082
19 Pirapora-MG HYSPIPMG 32 62 55 0536 0,483 0,098
20 Riachinho-MG HYSRIAMG 32 61 53 0475 0412 0,133*
21 Araguari-MG HYSARAMG 32 6,1 53 0516 0,528 -0,024
22 Bambui-MG HYSBAMMG 32 56 50 0,528 0,451 0,147*
23 Candeias-MG HYSCANMG 32 50 4,8 0,495 0,480 0,029
24 Comendador Gomes-MG HYSCOGMG 32 7,1 6,3 0557 0,531 0,046
25 Posse-GO HYSPOSGO 32 53 48 0,538 0,448 0,168*
26 Japonvar-MG HYSJAPMG 32 57 52 0523 0465 0,111
27 Perdizes-MG HYSPERMG 40 70 6,0 0,573 0,545 0,048
28 Arraias-TO HYSARRTO 32 88 7,6 0,654 0581 0,112
29 Sdo Miguel do Araguaia-GO HYSSMAGO 32 6,9 59 0430 0435 -0,011
30 Porangatu-GO HYSPORGO 32 66 58 0,501 0415 0,172*
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continuacéo

N° Localidade Subpopulagdo N A Ay He Ho f

31 Cocalinho-MT HYysCoCMT 32 79 72 0591 0,493 0,165*

32 Formoso-MG HYSFORMG 32 6,0 53 0,492 0,422 0,142*
Total - 1034 6,9 6,1 0563 0516 0,083

A caracterizacdo das 32 subpopulacGes de H. stigonocarpa mostrou que 0
namero médio de alelos foi igual a 6,9 e a riqueza alélica média foi de 6,1 por populacéo,
variando entre 4,7 e 4,4 para a subpopulacdo de HYSMOAGO (Monte de Alegre de Goias)
e 9,0 e 7,9 na subpopulacdo HYSBJAGO (Bom Jardim-GO). A heterozigosidade média
esperada e observada foi de 0,563 e 0,516, respectivamente, variando entre 0,430
(HYSSMAGO) e 0,728 (HYSGCAMT) para heterozigosidade média esperada e 0,415
(HYSPORGO) e 0,645 (HYSCUIMT) para a heterozigosidade média observada. Os niveis
moderados de heterozigosidade observados para as subpopulacdes podem ser vinculados a
alelos que exibem alta frequéncia e assim diminuem o numero de heterozigotos (Nei,
1978), como observado no trabalho de Collevatti et al., 2001 com Caryocar brasiliense.
Isto pode ser visto nos histogramas das frequéncias alélicas da Figura 12, em que a maioria
dos locos analisados teve a prevaléncia de um alelo, como é caso dos locos Hc 14, Hc 33 e
Hym 02.

O indice de fixacdo variou entre -0,070 a 0,207, porém a diferenca entre He e
Ho foi significativa em 10 subpopulacfes destacadas na Tabela 16, indicando um excesso
de homozigotos, devido a alta endogamia intrapopulacional. O teste Exato de Fischer
mostrou que todos os locos ndo atenderam as proporcdes esperadas sob o equilibrio de
Hardy-Weinberg em pelo menos trés subpopulagdes, no caso do loco Hym02 e 22
subpopulacdes para o loco HymO5. Todos os valores desta estatistica estdo descritos no
Apéndice I11. A andlise entre pares de locos mostrou que dos 36 pares de locos analisados,
33 ndo estdo em desequilibrio de ligag&o.

A analise da estruturacdo genética pelas estatisticas F de Wright (1951)
encontrou um f positivo de 0,082, bem como Fst de 0,161 e Fir de 0,230, todos
significativos com p<0,01. O valor global de endogamia intrapopulacional (f) foi
relativamente baixo, porém a significativa endogamia dentro das subpopula¢es pode ser
associada a cruzamentos ndo aleatorios entre individuos aparentados, ocorrentes nessa
especie. Cruzamentos entre aparentados sdo possiveis, devido a alta densidade de

individuos, formando reboleiras e favorecendo a visitacdo em arvores proximas pelos
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polinizadores (Defavari et al., 2009). A visitacdo sistemética pode ocorrer em uma mesma
arvore, pois durante a antese muitas flores de jatoba-do-cerrado estdo disponiveis para
polinizacdo, favorecendo o forrageamento em um unico individuo (Gibbs et al., 1999).
Além disso, o indice de fixacdo dentro de individuos em relacdo a populacéo total (F,r) foi
alto, revelando que as subpopulagdes ndo formam uma Unica populagdo panmitica.

As subpopulacfes avaliadas apresentaram moderada diferenciacdo genética
entre elas, demonstrando que 16% da variabilidade genética estdo estruturados entre as
subpopulacBes. A diferenciacdo genética medida pelo Fst indica que as frequéncias
alélicas sdo diferentes quando comparadas entre as subpopulagdes, causando uma
subdivisdao da variabilidade genética (Holsinger & Weir, 2009). Outros trabalhos de
genética de populagdes com H. stigonocarpa, avaliando progénies, encontraram
coeficientes de coancestria entre plantas com valores proximos ao encontrado no presente
estudo, como podemos observar na Tabela 17. Isso mostra que hd uma diferenciacdo
genética interpopulacional significativa para esta espécie, provavelmente relacionada com
cruzamentos entre aparentados (Moraes et al., 2007). A espécie congenérica, H. courbaril
também obteve valores altos de coancestria de 0,187 e logo uma diferenciacdo genética

populacional alta entre plantas dentro de familias.

Tabela 17 — Coeficientes de Coancestria obtidos para a H. stigonocarpa em outros trabalhos disponiveis na

literatura.
Marcadores
moleculares n 0 Referéncia
utilizados
Alozimicos 69 0,250* Defavari et al. (2009)
Microssatélites 310 0,157*  Moraes etal. (2007)
nucleares
Microssatélites (0,173) -
nucleares 208 (0,225)%* Moraes et al. (2011)

*: P-valor significativo; **: Valores para &rvores em populacéo e progénies, respectivamente.

A comparacdo dos valores de diferenciacdo genética entre populacdes
observada para jatoba-do-cerrado é semelhante ao visto para outras espécies do Cerrado,
com forte estruturacdo genetica entre suas populactes (Telles et al., 2001; Zucchi et al.,
2004; Batistini et al., 2009; Barbosa et al., 2015). Barbosa et al. (2015) em um trabalho de
larga escala geografica, abrangendo grande parte da distribuicdo de E. dysenterica, outra
espécie ocorrente no bioma Cerrado e que torna-se compardvel a este, verificaram

significativa estruturagdo genetica populacional, com Fst de 0,175, proximo ao encontrado



84

neste trabalho. Porém, outra espécie do Cerrado, Solanum lycocarpum e da familia
Fabaceae teve uma baixa diferenciagdo genética, Fst de 0,033 (Moura et al., 2012).

A partir da biologia reprodutiva da espécie era esperada uma diferenciacédo
interpopulacional menor, pois a maior parte dos cruzamentos em H. stigonocarpa ocorre
por fecundacdo cruzada e sua polinizacdo é realizada por agentes quiropterdfilos e
dispersdo de sementes por zoocoria (Gibbs et al, 1999; Moraes & Sebbenn, 2011). A
espécie Glossophaga soricina, especifica na polinizagdo da espécie, sobrevoa longas
distancias, alcancando uma area de vida de até 890 ha (Aguiar et al., 2014), o que mantém
populagdes distantes conectadas por fluxo génico. Entretanto, isto indica que o fluxo
génico ndos estd sendo capaz de diminuir a diferenciacdo genética entre as subpopulagoes.
Dessa maneira, poderia atribuir a deriva genética o motivo da estruturacdo genética, mas o
calculo do Rst sugere que a mutacdo também tem forte influéncia na diferenciacédo
genética em H. stigonocarpa. Assim, um equilibrio deriva-mutacéo pode agir para dirigir a
estruturacdo genética entre as subpopulacdes.

Assim como o Fst, 0 Rst foi diferente de zero e apresentou alta diferenciacao
genética sob o modelo stepwise (0,221; p<0,01). O valor obtido para 0 Rst foi bem maior
que o encontrado pelo Fst, demonstrando que esta Ultima medida subestimou a
diferenciacdo genética entre as subpopulagdes. Além disso, 0 Rst maior que o Fst indica
que a mutacdo é o principal processo microevolutivo responsavel pela estruturacdo das
frequéncias alélicas entre as subpopulagdes. Collevatti et al. (2001) também encontrou
valor maior de Rst para subpopulacdes de C. brasiliense, concluindo que as taxas de
mutacdes nas regides microssatélites sobrepds a forca da deriva genética e fluxo génico
para estruturagdo genética entre as subpopulacdes. E interessante estimar a estatistica de
Rst, pois quando comparado ao Fst ajuda a inferir com mais acuréacia qual o processo
microevolutivo é responsavel pela subdivisdo encontrada (Balloux et al., 2000). Todos 0s
locos microssatélites usados para este trabalho s@o regides com repeti¢cdes dinucleotidicas,
sequéncias repetitivas com maiores taxas de mutagdes, pois Sd0 mais promissoras aos
eventos de slippage (Buschiazzo & Gemmell, 2006). Isso pode ter influenciado na
quantificacdo do Rst, demonstrando que a mutacdo é uma forca importante para a
subdiviséo populacional.

Analisando a Figura 12 com os graficos da distribuicao das frequéncias alélicas
de todos os locos precebe-se muitos alelos com baixa frequéncia, que podem causar uma
diferenciacdo populacional de acordo com a ocorréncia em cada populagéo. Neste caso, 0s
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alelos raros presentes em baixa frequéncia e em populagdes distintas podem elevar a
diferenciacdo genética entre elas. Individuos isolados provavelmente trazem alelos raros,
consequentemente sdo fontes de variabilidade genética baixa, devido o excesso de
autofecundacéo e com alelos que diferem da populagdo como um todo.

Essa subdivisdo da variabilidade genética deve-se aos desvios das frequéncias
alélicas e genotipicas (Nagylaki, 1998), mostrando que o fluxo génico ndo é suficiente para
homogeneizacdo genética das subpopulacBes, como visto em populagdes de E. dysenterica,
que apresentou forte diferenciacdo genética entre populacGes, devido a forca da deriva
genética (Zucchi et al., 2004). Assim, outras forcas evolutivas, tais como mutacdo e/ou
deriva genética sdo responsaveis por esta estrutura. Entretanto, independentemente da
estatistica adotada foi possivel verificar que as subpopulacdes sdo bastante diferenciadas
entre si, utilizando marcadores microssatélites, levando a buscar novas analises que

explicam essa diferenciagdo genética.

4.5 Padréo Espacial da Variabilidade Genética

A Anélise de Coordenadas Principais (PCoA) mostrou que 23,54% da variacao
é explicada pela primeira coordenada principal, junto com a segunda coordenada principal
respondem por apenas 37,49% da variacdo. Na Figura 16 é possivel perceber o gréfico
gerado com a andlise de PCoA e o Mapa Sintético, plotado com os valores da primeira
coordenada principal. O grafico principal de PCoA mostra que as subpopulagdes
agruparam em um Gnico grupo principal, porém os individuos da subpopulacdo de Monte
Alegre-GO se mostraram mais diferentes, pois esta apresentou Fst par a par médio bastante
elevado, igual a 0,227. Analisando o Mapa Sintético um padrdo espacial implicito é
visualizado na primeira coordenada principal, quando plotado na rede de Gabriel.

Para investigar esse padréo foram feitas correlagdes com a latitude, longitude
entre a primeira coordenada principal. Essa analise encontrou que apenas a longitude
possui correlagdo negativa e significativa com a primeira coordenada principal (r= -0,47
p=0,007), mostrando que o gradiente longitudinal tem influéncia na distribuicdo do Fst par
a par, como destacado na Figura 17. Isto indica que a heterogeneidade espacial possa ser
um componente importante para a organizagdo da diferenciacdo genética em H.

stigonocarpa. Técnicas de ordenacdo, tais como a PCoA sédo ferramentas Uteis para auxiliar
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na compreensdo da organizacdo dos dados, fornecendo informacgdes no estudo da
estruturacdo genética (Anderson & Willis, 2003).
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Figura 16 — Resultados obtidos com a andlise de PCoA para as 30 subpopulagfes de H. stigonocarpa. (A)
Gréafico com a primeira e segunda coordenada principal, mostrando como as subpopulagdes
foram ordenadas. (B) Mapa Sintético da primeira coordenada principal, com base nos valores de
Fst par a par.
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Figura 17 — Gréfico de correlacdo entre a primeira coordenada principal e a longitude, considerando as 30
subpopulacdes de H. stigonocarpa.

A partir das analises de PCoA foi observado que o componente espacial tém
participacdo na distribuicdo da variabilidade genética, o que é corroborado pelo Teste de
Mantel simples. A correlacdo matricial entre as distancias geografica e genética foi
relativamente baixa, porém significativa (rm= 0,239; p= 0,0014), mostrando que a
diferenciacdo genética ndo e fortemente estruturada ao longo de um continuo geografico
(Figura 18). A baixa influéncia espacial é vista pelo coeficiente de determinacdo, R2=

0,057 e diz que apenas 5,76% da divergéncia genética sdo explicados pelo componente
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geogréfico. O histograma da Figura 19 mostra a distribuicdo das permutacdes gerada sob a
hipotese nula para determinar a significancia do teste de Mantel.
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Figura 18 — Relagdo entre as distancias genética (Fst par a par) e geografica existente entre as 30
subpopulacbes de jatoba-do-cerrado. A correlagdo matricial (rm=0,239; p<0,0014) foi
significativa, obtida pelo teste de Mantel com 10000 permutagdes aleatorias.
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Figura 19 — Histograma das permutagdoes realizadas sob a hip6tese nula para verificar a significancia do
teste de Mantel, em que 13 valores foram maiores que o valor rm observado (rm= 0,239; p=

0,0014).
O correlograma de Mantel, que é uma decomposi¢do da matriz de disténcia
geografica em classes de distancias, evidenciou que na primeira e penultima classe a
correlacdo matricial foi significativa, como pode ser visualizado na Figura 20, mesmo com

baixa correlacdo da distancia geogréfica entre a diferenciacdo genética. Este correlograma
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identificou um padréo clinal, sugerindo a ocorréncia de isolamento por distancia entre as
subpopulacBes de H. stigonocarpa, ou seja, decaimento da semelhanga genética com
progressivo aumento da escala geografica. Dentro dessa decomposi¢do que o correlograma
oferece da distancia geografica, nota-se que as subpopulacdes tendem a ser mais similares
na primeira classe de distancia em 114 Km (rm= 0,213; p<0,05) e mais diferentes na sexta
classe de distancia cerca de 760 Km (rm= -0,100; p< 0,05). Na Tabela 17, as classes de
distancias determinadas mostram que houve um nudmero semelhante de pares de

subpopulac@es conectadas, o que permite que elas sejam comparaveis entre si.
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Figura 20 — Correlograma de Mantel a partir da matriz de Fsr par a par, considerando sete classes de
distancias e 10.000 permutac6es. Os pontos preenchidos no correlograma foram significativos
(p<0,05), sendo que o rm global foi de 0,239 (p= 0,0014).

Tabela 18 — Descricgéo das classes de distancias utilizadas para a construgdo do correlograma de Mantel, com
10000 permutagdes.

Classe Classe  Subpopulacdes Mantel Limi_te Limi@e
(Km) por Classe rm Inferior _ Superior
1 114.433 50 0.213 0.001 0.140 0.296
2 295.807 64 0.071 0.182 0.008 0.144
3 419.086 64 0.012 0.811 -0.051 0.070
4 523.243 64 0.021 0.647 -0.029 0.080
5 629.685 65 -0.087 0.070 -0.133 -0.043
6 760.497 64 -0.100 0.032 -0.145 -0.057
7 1023.806 64 -0.109 0.157 -0.165 -0.055
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Com a analise de autocorrelacdo espacial nas frequéncias alélicas foi gerado
um correlograma espacial médio significativo (Figura 21), porém com baixa
autocorrelacdo (rm= 0,053; p=0,0005). Dos 184 indices | de Moran médios calculados
para cada frequéncia alélica 54 foram significativos ao nivel de 5%. O valor maximo de |
de Moran encontrado foi igual a 0,396 e o minimo foi -0,103. Os correlogramas médios em
cada classe distancia apresentaram coeficientes | de Moran baixos (Tabela 18), resultando
num correlograma médio geral com autocorrelacdo espacial baixa, mostrando que a
distribuicdo das frequéncias alélicas é fracamente estruturada no espaco, pois é observado

a auséncia de um padréo espacial nitido.
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Figura 21 — Correlograma médio dos valores | de Moran, obtido a partir da autocorrelacdo espacial das
frequéncias alélicas dos 184 alelos existentes para H. stigonocarpa. A autocorrelacdo espacial
foi de 0,053 (p=0,0005), calculada com 10.000 permutagdes.

Tabela 19 — Coeficiente | de Moran para cada correlograma espacial médio em cada classe de distancia para
as 184 frequéncias alélicas observada nas 30 subpopulagdes de H. stigonocarpa.

Classe  Correlograma

Classe (Km) Meédio +SD
1 114.000 0.089 0.173
2 295.366 0.007 0.127
3 418.748 -0.020 0.095
4 522.924 -0.055 0.100
5 629.563 -0.081 0.094
6 760.307 -0.068 0.097
7 1023.686 -0.079 0.141
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Certamente, a pequena influéncia do componente geografico, como foi visto
pelo teste de Mantel, seja o motivo pelo qual a autocorrelacdo espacial das frequéncias
alélicas entre os pares de localidades tenha sido tdo baixa. Entretanto, o correlograma de
Mantel identificou um padrdo por isolamento por distancia (Wright, 1943), pois a
diferenciacéo genética, acessada pelo Fst, diminui com o aumento da distancia geogréfica.
Porém, inferir quais fatores evolutivos atuam na geracdo de padrbes espaciais nas
frequéncias alélicas ndo é uma tarefa simples. Isso acontece porque diversos processos
estocasticos podem influenciar nos padrdes de diferenciacdo genética (Sokal & Jacquez
1991).

Ao observar o intercepto do correlograma de Mantel, estabelecido em torno de
550 Km mostra que as populacdes sdo mais proximas para distancias geograficas abaixo
disto. Isto €é interessante, pois mesmo com um padrdo clinal da diferenciacdo genética,
subpopulacdes situadas a longas distancias ainda compartilham semelhangas genéticas
entre si. Em vista disso, nota-se a formacdo de patches diferentes acima e abaixo do
intercepto do correlograma.

A similaridade genética até longas distancias denotam que provavelmente os
mecanismos de polinizacgdo e dispersdo de sementes séo suficientes para manter a conexao
entre as subpopulagdes, visto que este trabalho abrange uma ampla area de distribuicdo da
espécie e tem informacdo em larga escala geografica. Lima et al. (2015) constataram fraca
estruturacdo genética espacial intrapopulacional em Tibouchina papyrus, destacando a
eficiéncia do fluxo génico a longas distancias. O modo de vida e sistema reprodutivo sdo
fatores importantes para influenciar a estrutura genética espacial (Collevatti et al., 2010).

Com o grafico da relacdo entre distdncia geografica e genética e o
correlograma € possivel perceber que o componente espacial ndo é o principal fator dessa
estruturagdo genética, ja que as subpopulagdes sdo mais parecidas numa distancia de ate
550 Km. Nesta perspectiva, vale lembrar que o Fst global calculado entre as 30
subpopulacdes foi de 0,135, inferior ao calculado quando todas as 32 subpopulacdes foram
consideradas, incluindo aquelas da variedade brevipetiolata, com Fst de 0,161. Isto sugere
que a diferenciacdo genética estd sendo influenciada ndo apenas pela heterogeneidade
espacial, mas tambeém pela divergéncia genética intervarietal.

Além do mais, como este estudo compreende uma extensa area de Cerrado, um
bioma altamente fragmentado, a exploragéo indevida da sua biodiversidade torna-se uma

causa potencial para que as subpopulacGes de H. stigonocarpa ndo sejam conectadas
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geneticamente, pois diminui o alcance do fluxo génico via polen e sementes. Essa
problemaética foi vista em subpopulag¢fes de Eugenia dysenterica, relacionada ao intenso
desmatamento para expansdo agricola em areas de Cerrado, dificultando a dispersdo de
sementes por animais especializados (Telles et al., 2001).

A estrutura genética espacial intrapopulacional de H. stigonocarpa foi
investigada com marcadores alozimicos, avaliando como o coeficiente de coancestria (6)
se comporta entre os individuos na area de estudo (Defavari et al., 2009). Os autores
detectaram uma forte estruturacdo genética espacial em individuos caracterizados como
irmdos-completos (6= 0,250) até 2 m de distancia. Neste caso, eles atribuiram ao baixo
fluxo génico e efeito fundador para a diminuicdo da proximidade genética, visto que a
endogamia com estes marcadores foi bastante alta.

Outras possiveis explicacGes dos padrdes espaciais sdo eventos histéricos que
ao longo do tempo organiza a distribuicdo das frequéncias alélicas (Sokal & Oden, 1978b).
Neste sentindo, estudos anteriores de filogeografia propdem que para jatoba-do-cerrado a
divergéncia genética entre as suas subpopulacoes € oriunda de fatores histdricos, durante as
mudancas climaticas no periodo Quaternario. Diante disso, 0s autores colocam que 0S
eventos glaciais nesta época levaram a extincdo dessa espécie em extensfes atuais do
Cerrado, localizadas nas regifes Sudeste. Entretanto, a menor severidade na reducdo da
temperatura nas regides Norte e Leste do Cerrado, possibilitou a permanéncia de algumas
subpopulacdes, que foram responsaveis pela recolonizacdo de outras areas de Cerrado,
apos o restabelecimento das condigbes climaticas, sugerindo a existéncia de polimorfismo
ancestral (Ramos et al., 2007; Ramos et al., 2009).

Nesta perspectiva, reducdes demograficas com isolamentos populacionais na
ultima época glacial, interferindo no fluxo génico pode ser uma hipotese que justifica a
baixa autocorrelagdo espacial, pois hd pouca similaridade nas frequéncias alélicas entre
subpopulages préximas. Assim, o isolamento por distancia e padrées demograficos
podem explicar os padrdes da diferenciacdo genética para H. stigonocarpa em escala
espaco-temporal, como observado em E. dysenterica, outra espécie do bioma Cerrado
(Barbosa et al., 2015). Essa hipotese deve ser avaliada com mais ferramentas, tais como
modelagem de nicho ecoldgico, em que é possivel remontar os cenarios do passado e como
eles influenciam na dindmica populacional atual (Collevatti et al., 2013).

O algoritmo de Monmonier identificou descontinuidades genéticas entre as
subpopulacdes localizadas no extremo Norte da area de distribuicdo do Cerrado, como
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visto na Figura 22. A descontinuidade genética foi estabelecida nas subpopulagdes de
Monte Alegre-GO, Arraias-TO e Sdo Desidério-BA entre as outras 27 subpopulagdes. O
Fst par a par medio dessas trés subpopulagdes em relagdo as demais é de 0,166, mostrando
que elas sdo as mais diferenciadas geneticamente. A subpopulacdo de Monte Alegre-GO
também se mostrou mais diferente com as analises de PCoA, entretanto mesmo que esta
metodologia tenha encontrado possiveis descontinuidades genéticas nesta regido, esse
resultado é pouco contundente.

Analisando a area geogréafica destas subpopulacdes, existe a Serra Geral de
Goias, no Vao do Parand, com profundas declividades, que pode funcionar como uma
barreira fisica que propicia maior diferenciagdo genética delas com as outras
subpopulacBes. Porém, as subpopulacbes de Posse-GO e Planaltina de Goias-GO, que
estdo compreendidas na mesma microrregido do Vao do Parand, nao foram incluidas, o que
seria esperado. Esta regido é formada principalmente por Florestas Estacionais Deciduais
que apresentam peculiaridades em relacdo a composicao de solo que € rico em nutrientes,
tornando um fator atuante na diferenciacdo genética, mas que ndo pode ser acessada com
marcadores microssatélites, pois sdo regides neutras do genoma (Hermuche, 2010). A
insercdo de subpopulacdes distribuidas nas regides norte da do Cerrado poderdo auxiliar na
melhor compreensdo deste resultado. Telles et al. (2003) obtiveram resultados ambiguos
com o algoritmo de Monmonier, pois na verdade a descontinuidade seria um artefato da
metodologia e que mais estudos na area colocada como a barreira genética devem ser

realizados.
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Figura 22 — Descontinuidade genética de acordo com o algoritmo de Monmonier, destacado pela seta em
vermelho, plotada na rede de Gabriel a partir do resultado encontrado na PCoA com os valores
de Fst par a par entre as 30 subpopulacdes de H. stigonocarpa.

O algoritmo Greedy encontrou que das 30 subpopulagdes analisadas, 16 séo
potencialmente viaveis para conservacao, pois apresentam complementariedade genética,
ou seja, essas localidades representam bem a riqueza alélica da espécie H. stigonocarpa.
Destas 16 localidades, 13 sdo prioritarias para conservacdo, como a Figura 23 destaca. A
Tabela 19 traz informacgdes genético-populacionais importantes que poderdo auxiliar na
tomada de deciséo e estratégias para conservacao in situ das 16 subpopulagoes.

Nesta tabela é possivel perceber que os individuos da localidade de Cocalinho-
MT obteve o maior nimero de alelos, complementada pelas as outras subpopulac@es.
Porém, esta subpopulacdo possui heterozigosidade observada relativamente baixa,
refletindo em alta endogamia significativa. Outras quatro localidades, Selviria-MS, Posse-
GO, Jaragua-GO e Porangatu-GO tiveram desvios entre heterozigosidade esperada e
observada, causando excesso de homozigotos. Isto é relevante, pois essas subpopulagdes
apresentam maiores chances de depressdo endogamica, 0 que € uma questdo importante
durante os programas de conservacgéo (Caballero et al., 2010).

Os marcadores microssatélites sdo ferramentas U(teis para auxiliar na
identificacdo de populacbes com elevada diversidade genetica, bem como avaliar o
comportamento da variabilidade genética nas populacdes, oferecendo critérios para a sua
conservacao (Antiqueira, 2013). Diniz-Filho et al. (2012) identificaram subpopulac6es de
Dipteryx alata viaveis para conservacao por meio da metodologia Systematic Conservation

Planning (SCP) ao analisar a diversidade alélica oriunda de marcadores microssatélites.
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Este trabalho foi bastante interessante, pois além de identificar as subpopula¢es que
representassem bem a riqueza alélica de D. alata também foram propostas quais dessas
subpopulacBes complementaria a colecdo de germoplasma dessa espécie, existente na
Escola de Agronomia da Universidade Federal de Goias.

Assim, estes resultados sdo pertinentes para selecionar &reas de coleta de
germoplasma para conservagdo ex situ e in situ, pois sdo baseados na variabilidade
genética das subpopulacdes (Schlottfeldt et al., 2015). Além disso, a estrutura genética
espacial associada a estes resultados pode ser uma boa ferramenta para auxiliar nos
objetivos de programas de conservacao. Por exemplo, o correlograma de Mantel encontrou
correlacdo positiva na primeira classe de distancia e negativa nas ultimas classes, o que
permite delinear as etapas de coleta para conservacao in situ e ex situ. Telles et al. (2003)
aplicaram o teste de Mantel e com a construcdo do correlograma observaram que para
populacBes de E. dysenterica uma distancia minima de 120 Km, revelado pelo intercepto
no correlograma, deve ser importante para a conservar a diversidade genética da espécie.
Assim, a utilizacdo desta metodologia aliada a as estatisticas espaciais torna-se uma

ferramenta Gtil para a aplicacdo de medidas conservacionistas.
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Figura 23 — Mapas Sintéticos com os resultados obtidos com o algoritmo Greedy para a selecdo de areas
prioritarias para a conservagdo. (A) Destaque em preto para asl6 subpopulagfes que
representam a riqueza alélica de H. stigonocarpa pelo método de complementariedade. (B)
Ranking entre as subpopulagdes selecionadas, mostrando em tons mais escuros aquelas que
possuem maior riqueza alélica.



95

Tabela 20 — Caracterizagdo genética das 16 subpopulagbes de H. stigonocarpa selecionadas como

prioritérias para conservagao.

Ranking NUmero de
para Localidade Alelos Ag He Ho f
conservacao representativos
1 Cocalinho-MT 38 6.8 0591  0.493 0.165*
2 Bandeirantes-MS 20 5.9 0.606  0.556 0.083
3 General Carneiro-MT 12 7.4 0.644 0.607 0.057
4 Selviria-MS 9 6.8 0.687 0574 0.165*
5 Posse-GO 7 4.6 0.538 0.448 0.168*
6 Agua Clara-MS 6 6.7 0.642  0.589 0.083
7 Arraias-TO 5 7.0 0.654 0.581 0.112
8 Agua Boa-MT 4 6.4 0.537  0.503 0.063
9 Araguari-MG 4 4.9 0516  0.528  -0.024
10 Bom Jardim-GO 3 7.3 0.586  0.545 0.069
11 Candeias-MG 2 4.6 0.495  0.480 0.029
12 Jaragua-GO 2 4.7 0589  0.503 0.145*
13 Jussara-GO 1 6.2 0.583 0.592  -0.016
14 Japonvar-MG 1 4.9 0.571  0.508 0.111
15 Monte Alegre de Goias-GO 1 4.2 0579 0.619 -0.070
16 Porangatu-GO 1 5.4 0501 0415 0.172*

*Significativo com a corre¢do de Bonferroni (p=0,0019)
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CONSIDERACOES FINAIS

A execucdo deste trabalho permitiu obter resultados importantes para a espécie

de H. stigonocarpa, mostrando-se Util para entender o seu comportamento em populacdes

naturais. Assim, fica evidente a importancia de estudos no contexto genético-populacional.

Vi.

De forma geral:
Os testes de transferibilidade possibilitou aumentar o numero de locos
microssatélites para acessar a diversidade genética de H. stigonocarpa.
Os resultados obtidos com a AMOVA e técnicas de agrupamento constataram que a
variedade brevipetiolata é a mais diferenciada geneticamente entre as trés
variedades de jatoba-do-cerrado, tornando uma evidéncia para estudos de
delimitacdo de espécies .
Em nivel populacional, houve estruturacdo genética significativa, principalmente
entre as subpopulacbes de H. stigonocarpa e com alta endogamia total, causada
tanto por deriva e mutagdo genética.
A estrutura genética espacial foi fraca, porém um padréo clinal foi encontrado para
a diferenciacdo genética ao longo de um continuo geografico. A autocorrelacéo
espacial das frequéncias alélicas foi baixa, sugerindo que o componente espacial
tem pouca influéncia na sua organizagé&o.
O algoritmo de Monmonier sugeriu a existéncia de descontinuidade genética entre
as subpopulacdes do extremo Norte do Cerrado, indicando que a Serra Geral de
Goiads do Vao do Parand contribui para essa diferenciacdo, mas este resultado é
pouco contundente por ndo englobar outras subpopulacgdes presentes nesta regido.
O algoritmo Greedy selecionou 16 subpopulacdes potenciais para a conservagdo
genética, a partir da riqueza alélica. Este procedimento junto as analises espaciais
configure-se numa ferramenta eficaz para definicdo de estratégias de conservacdo

in situ e ex situ de H. stigonocarpa.
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Apéndice | - Frequéncia alélica dos nove locos microssatélites analisados nos 1034 individuos de H. stigonocarpa.
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Loco: Hcld 115 117 119 121 123 125 127 129 131 133 135 139
Frequécia 0 0.066 0.665 0.069 0.036 0.001 0.011 0.075 0.065 0.008 0.002 0.002
Loco: Hcl7 105 107 109 111 113 115 117 119 121 123 125 127 129 131 133 139
Frequécia 0.006 0.019 0.347 0.056 0.195 0.072 0.097 0.082 0.034 0.007 0 0.015 0.027 0.026 0.008 0
Loco: Hc33 108 110 112 114

Frequécia 0.862 0.005 0.131 0.002
Loco: Hc40 157 159 161 163 165 167 169 171 173 175 177 179 181 183 185 187
Frequécia 0.008 0.012 0.133 0.043 0.035 0.083 0.235 0.036 0.014 0.053 0.094 0.04 0.039 0.028
Loco: Hc40 203 205 207 221 229

Frequécia 0001 0004 0001 O O
Loco: Hcd2 107 109 111 113 117 119 121 123 125 127 129 131 133 135 137 139
Frequécia 0.026 001 0425 0.005 0 0003 001 0.029 0.055 0.242 0.018 0.025 0.016 0.008
Loco: Hed2 155 157 159 161 163 165 167 173 175 183 185

Frequécia 0 0.002 0.006 0.002 0.002 0.002 0002 O O 0.001 0.001

;;rf]%:l 110 112 114 116 118 120 122 124 126 128 130 132 134 136 138 140
Frequécia 0.04 0.026 0.165 022 0.057 0.157 0.084 0.067 0.047 0.033 0.038 0.026 0.015 0.003

L.oco: 160 171 175 177 179 181 183 195 197 207

Hym02

Frequécia 0.008 0.002 0.028 0.001 0.875 0.025 0.038 0.019 0.003 0.001
"°°°0:5Hym 133 139 141 143 145 147 149 151 153 155 157 159 161 163 165 167
Frequécia 0.003 0.004 0.005 0.017 0.048 0.013 0.027 0.01 0.004 0.004 0.02 0.052 0.105 0.069

145

0.002 0.003 0.003

189

141

142

169

147

191

143

146

171

151

193

0.018 0.02 0.03 0.012 0.015

145

0.008 0.009 0.011 0.005 0.018

148

0.009 0.002 0.008 0.002 0.001

173

0.04 0.028 0.041 0.05 0.158

195 197 199 201
0.011 0.015 0.011 0.007

147 149 151 153
0.023 0.015 0.011 0.001

175 177 179 181
0.072 0.072 0.065 0.034
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continuagéo

LO“E;4V”1 183 185 187 189 191 193 195 197 199 201 203 205 207 209 215 219

Frequécia 0.013 0.012 0.009 0.006 0.001 0.003 0 0.001 0.002 0 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.002

Lomﬁg4y”1 162 164 166 168 170 172 174 176 178 180 182 184 186 188 190 192 194 196 198 200 202 204 206
Frequécia 0.012 0.018 0.001 0.013 0.001 0.178 0.455 0.176 0.042 0.011 0.017 0.016 0.011 0.007 0.002 0 0.015 0.006 0.006 0.002 0.005 0  0.003
Loco: Hym

o 208

Frequécia 0
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Apéndice Il — Fs par a par obtidos entre todas as subpopulacdes, considerando variedade pelo programa ARLEQUIN.
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P_BJAGO
L_BJAGO
P_SELMS
L_SELMS
PC_AGCMS
L_AGCMS
L_BANMS
L_SONMS
P_PIRGO
L_PIRGO
PC_GCAMT
L_GCAMT
PC_PRLMT
P_JUSGO
L_JUSGO
PC_CUIMT
L_APOGO
P_APOGO
P_AGBMT
L_AGBMT
P_RVEBA
P_MOAGO
P_PLGGO
L_PTUMG
L_PIPMG
P_RIAMG
P_ARAMG
P_BAMMG
P_CANMG
P_COGMG
P_POSGO
L_JAPMG
P_JAPMG

P_BJAGO
0.000

0.060
0.162
0.291
0.226
0.203
0.151
0.152
0.180
0.137
0.291
0.098
0.407
0.223
0.133
0.346
0.155
0.201
0.096
0.133
0.158
0.269
0.157
0.133
0.177
0.205
0.093
0.210
0.200
0.136
0.214
0.188
0.171

L_BJAGO

0.000
0.108
0.235
0.175
0.171
0.119
0.121
0.171
0.109
0.224
0.067
0.353
0.191
0.123
0.306
0.104
0.110
0.062
0.049
0.140
0.245
0.145
0.127
0.154
0.164
0.076
0.170
0.171
0.103
0.156
0.146
0.136

P_SELMS

0.000
0.094
0.029
0.047
0.068
0.095
0.116
0.102
0.125
0.097
0.193
0.110
0.101
0.178
0.043
0.187
0.121
0.123
0.118
0.193
0.092
0.120
0.125
0.151
0.119
0.106
0.140
0.106
0.136
0.149
0.149

L_SELMS

0.000
0.096
0.150
0.196
0.245
0.237
0.218
0.134
0.203
0.204
0.237
0.223
0.149
0.171
0.299
0.251
0.247
0.209
0.272
0.216
0.257
0.251
0.261
0.255
0.253
0.285
0.255
0.250
0.271
0.253

PC_AGCMS L_AGCMS

0.000
0.041
0.115
0.176
0.122
0.119
0.122
0.148
0.205
0.089
0.121
0.155
0.071
0.281
0.174
0.197
0.152
0.155
0.102
0.146
0.137
0.184
0.174
0.112
0.158
0.181
0.196
0.157
0.170

0.000
0.091
0.125
0.076
0.091
0.154
0.139
0.213
0.072
0.082
0.199
0.060
0.238
0.129
0.175
0.113
0.193
0.079
0.118
0.127
0.128
0.147
0.110
0.143
0.160
0.173
0.150
0.143

L_BANMS

0.000
0.042
0.086
0.082
0.208
0.079
0.310
0.085
0.074
0.276
0.051
0.175
0.080
0.131
0.114
0.206
0.092
0.089
0.089
0.096
0.090
0.074
0.091
0.112
0.126
0.100
0.105

L_SONMS

0.000
0.111
0.107
0.256
0.112
0.358
0.123
0.095
0.319
0.089
0.207
0.074
0.128
0.131
0.265
0.126
0.113
0.115
0.106
0.113
0.121
0.116
0.135
0.157
0.131
0.123

P_PIRGO

0.000
0.008
0.244
0.146
0.353
-0.029
-0.007
0.301
0.085
0.258
0.119
0.192
0.122
0.207
0.069
0.044
0.067
0.093
0.105
0.050
0.097
0.153
0.157
0.093
0.088

L_PIRGO

0.000
0.216
0.093
0.351
0.025
-0.020
0.279
0.061
0.204
0.088
0.145
0.105
0.195
0.066
0.028
0.060
0.075
0.070
0.054
0.095
0.121
0.124
0.058
0.055

PC_GCAMT

0.000
0.177
0.157
0.235
0.225
0.110
0.177
0.324
0.257
0.263
0.177
0.246
0.199
0.247
0.272
0.289
0.267
0.250
0.289
0.256
0.268
0.257
0.250

L_GCAMT

0.000
0.296
0.152
0.105
0.255
0.072
0.143
0.067
0.106
0.112
0.212
0.116
0.096
0.120
0.138
0.086
0.120
0.139
0.102
0.129
0.104
0.111

PC_PRLMT

0.000
0.385
0.335
0.110
0.283
0.413
0.377
0.361
0.255
0.340
0.287
0.352
0.369
0.390
0.371
0.339
0.381
0.336
0.345
0.386
0.388

P_JUSGO

0.000
0.004
0.308
0.079
0.324
0.167
0.227
0.135
0.207
0.078
0.034
0.052
0.100
0.116
0.037
0.089
0.180
0.186
0.085
0.001

L_JUSGO

0.000
0.287
0.065
0.204
0.089
0.145
0.106
0.190
0.051
0.024
0.053
0.071
0.070
0.040
0.081
0.120
0.118
0.063
0.061
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P BJAGO L_BJAGO P _SELMS L_SELMS PC_AGCMS L _AGCMS L _BANMS L_SONMS P PIRGO L PIRGO PC_GCAMT L_GCAMT PC_PRLMT P_JUSGO L_JUSGO

P_PERMG 0.151 0.131 0.096 0.230 0.120 0.089 0.078 0.107 0.033 0.033 0.234 0.120 0.327 0.041 0.021
L_PERMG 0.169 0.122 0.091 0.222 0.137 0.098 0.077 0.117 0.075 0.047 0.237 0.102 0.354 0.101 0.049
P_ARRTO 0.112 0.112 0.104 0.222 0.111 0.121 0.096 0.142 0.110 0.091 0.200 0.097 0.315 0.109 0.091
L_COCMT 0.126 0.068 0.108 0.203 0.174 0.160 0.116 0.127 0.181 0.129 0.208 0.081 0.296 0.212 0.138
P_FORMG 0.195 0.148 0.133 0.260 0.182 0.138 0.079 0.097 0.099 0.085 0.269 0.101 0.374 0.103 0.076
L_FORMG 0.143 0.105 0.121 0.248 0.156 0.120 0.073 0.090 0.082 0.055 0.270 0.093 0.375 0.110 0.056

continuacao

PC_CUIMT L_APOGO P _APOGO P AGBMT L_AGBMT P RVEBA P MOAGO P PLGGO L PTUMG L_PIPMG P RIAMG P_ARAMG P_BAMMG P CANMG P_COGMG
PC_CUIMT 0.000

L_APOGO 0.237 0.000

P_APOGO 0.370 0.188 0.000

P_AGBMT 0.311 0.084 0.174 0.000

L_AGBMT 0.331 0.111 0.133 0.077 0.000

P_RVEBA 0.233 0.079 0.195 0.063 0.153 0.000

P_MOAGO 0.281 0.178 0.327 0.274 0.272 0.182 0.000

P_PLGGO 0.268 0.078 0.235 0.158 0.153 0.113 0.141 0.000

L_PTUMG 0.319 0.070 0.239 0.124 0.154 0.117 0.202 0.056 0.000

L_PIPMG 0.322 0.071 0.258 0.137 0.167 0.143 0.222 0.071 0.041 0.000

P_RIAMG 0.342 0.080 0.242 0.136 0.147 0.132 0.244 0.080 0.071 0.050 0.000

P_ARAMG 0.332 0.095 0.104 0.086 0.116 0.122 0.248 0.098 0.082 0.105 0.108 0.000

P_BAMMG 0.310 0.062 0.263 0.158 0.181 0.139 0.198 0.044 0.039 0.032 0.086 0.107 0.000

P_CANMG 0.346 0.087 0.282 0.154 0.178 0.142 0.218 0.060 0.058 0.030 0.071 0.123 0.029 0.000

P_COGMG 0.324 0.121 0.120 0.122 0.127 0.148 0.263 0.132 0.126 0.167 0.185 0.076 0.144 0.159 0.000
P_POSGO 0.326 0.111 0.240 0.160 0.151 0.163 0.265 0.111 0.115 0.105 0.118 0.138 0.095 0.101 0.140
L_JAPMG 0.325 0.092 0.254 0.139 0.169 0.155 0.231 0.089 0.060 0.046 0.061 0.108 0.047 0.074 0.176
P_JAPMG 0.318 0.102 0.246 0.123 0.158 0.143 0.252 0.096 0.068 0.056 0.047 0.107 0.075 0.086 0.173
P_PERMG 0.295 0.071 0.213 0.122 0.155 0.115 0.191 0.031 0.044 0.061 0.090 0.066 0.024 0.065 0.116
L_PERMG 0.291 0.067 0.218 0.140 0.152 0.124 0.216 0.087 0.074 0.111 0.120 0.059 0.089 0.127 0.114
P_ARRTO 0.272 0.089 0.216 0.115 0.167 0.122 0.138 0.092 0.098 0.143 0.169 0.126 0.110 0.136 0.137
L_COCMT 0.271 0.101 0.101 0.069 0.041 0.124 0.243 0.132 0.158 0.170 0.145 0.104 0.161 0.180 0.129
P_FORMG 0.332 0.076 0.234 0.103 0.141 0.122 0.248 0.094 0.071 0.064 0.046 0.103 0.064 0.051 0.152

L_FORMG 0.317 0.062 0.214 0.051 0.108 0.082 0.217 0.096 0.061 0.053 0.057 0.085 0.084 0.059 0.141




P_POSGO
L_JAPMG
P_JAPMG
P_PERMG
L_PERMG
P_ARRTO
L_COCMT
P_FORMG
L_FORMG

P_POSGO
0.000

0.112
0.110
0.111
0.144
0.184
0.143
0.083
0.112

L_JAPMG

0.000
0.002
0.090
0.140
0.140
0.143
0.057
0.080

P_JAPMG

0.000
0.095
0.146
0.152
0.137
0.055
0.066

P_PERMG

0.000
0.025
0.100
0.136
0.087
0.075

L_PERMG

0.000
0.122
0.127
0.131
0.105

P_ARRTO

0.000
0.161
0.155
0.126

L_COCMT

0.000
0.132
0.109

P_FORMG

0.000
0.024

L_FORMG

0.000
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APENDICE 111

Apéndice 111 - Relagdo dos locos que apresentaram desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg (em negrito), analisados pelo teste de Fischer, para as 32 subpopulagdes de
H. stigonocarpa.

Populacao Hc 14 Hc 17 Hc 33 Hc 40 Hc 42 Hym01 Hym02 HymO05 HymO06

Bom Jardim GO 1.000 0.445 1.000 0.777 0.033 0.009 1.000 0.070 0.485
Selviria MS 0.005 0.008 0.004 0.284 0.001 0.001 0.298 0.041 0.018
Agua Clara MS 0.673 0.561 0.121 0.139 0.036 0.034 0.036 0.133 0.338
Bandeirantes MS 0.000 0.862 1.000 0.470 0.616 0.360 1.000 0.000 0.226
Sonora MS 0.000 0.114 1.000 0.467 0.617 0.361 1.000 0.000 0.140

Pires do Rio GO 0.565 0.315 1.000 0.568 0.728 0.391 1.000 0.003 0.113
General Carneiro MT 0.005 0.050 0.005 0.292 0.000 0.000 1.000 0.001 0.006
Primavera do Leste-MT 1.000 0.193 1.000 0.213 0.000 0.008 1.000 0.344 0.279
Jussara-GO 0.141 0.454 1.000 0.713 0.738 0.713 1.000 0.040 0.204
Cuibad-MT 0.004 0.846 1.000 0.758 0.000 0.047 0.514 0.208 0.264
Aporé GO 0.226 0.003 1.000 0.057 0.461 0.000 1.000 0.005 0.060

Agua Boa MT 1.000 0.305 1.000 0.035 0.082 0.049 1.000 0.853 0.197
Mozarlandia GO 1.000 0.162 1.000 0.181 0.077 0.054 1.000 0.047 0.546
Jaragud GO 1.000 0.830 1.000 0.366 0.003 0.005 0.885 0.000 0.298
Roda Velha BA (S&o Desiderio) 0.509 0.434 0.000 0.038 0.038 0.218 1.000 0.029 0.138
Monte Alegre GO 0.317 0.229 0.001 0.331 0.207 0.066 0.150 0.054 0.388
Planaltina de Goids GO 0.674 0.657 0.442 0.044 0.060 0.942 1.000 0.000 0.358
Paracatu MG 0.000 0.029 1.000 0.160 0.220 0.118 1.000 0.739 0.126
Pirapora MG 0.281 0.474 1.000 0.044 0.572 0.177 0.768 0.028 0.194
Riachinho MG 1.000 0.498 1.000 0.073 1.000 0.706 1.000 0.000 0.768
Araguari MG 0.010 0.818 1.000 0.867 0.985 0.042 1.000 0.459 0.304
Bambui MG 0.003 0.001 1.000 0.864 0.479 0.602 0.387 0.000 0.159

Candeias MG 0.006 0.606 1.000 0.005 1.000 0.240 1.000 0.030 0.923



continuacéo

Populacio Hc 14 Hc 17 Hc 33 Hc 40 Hc 42 HymO01 Hym02 HymO05 HymO06
Comendador Gomes MG 0.073 0.050 1.000 0.475 0.258 0.254 1.000 0.000 0.659
Posse GO 0.364 0.692 1.000 0.033 0.294 0.085 0.374 0.000 0.163
Japonvar MG 1.000 0.732 1.000 0.000 0.061 0.020 0.482 0.000 0.339
Perdizes MG 0.120 0.128 1.000 0.275 0.708 0.031 1.000 0.068 0.232
Arraias TO 0.386 0.248 1.000 0.657 0.090 0.946 1.000 0.002 0.000
S&o Miguel do Araguaia GO 1.000 0.685 1.000 0.310 0.392 0.097 1.000 0.973 0.637
Porangatu GO 1.000 0.163 1.000 0.311 0.072 0.000 0.014 0.003 0.167
Cocalinho 1.000 0.020 0.000 0.026 0.000 0.360 0.061 0.138 0.385
Formoso/MG 0.154 0.269 1.000 0.210 0.385 0.763 1.000 0.000 0.291

122



APENDICE IV

Apéndice 1V — Fst par a par entre as 30 subpopulagdes, obtidos no programa FSTAT, utilizados para as analises de estrutura genética espacial em H. stigonocarpa.
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BJAGO
SELMS
AGCMS
BANMS
SONMS
PIRGO
GCAMT
JUSGO
APOGO
AGBMT
MOZGO
JARGO
RVEBA
MOAGO
PLGGO
PTUMG
PIPMG
RIAMG
ARAMG
BAMMG
CANMG
COGMG
POSGO
JAPMG

BJAGO SELMS AGCMS BANMS SONMS PIRGO GCAMT JUSGO APOGO AGBMT MOZGO JARGO RVEBA MOAGO PLGGO PTUMG PIPMG RIAMG ARAMG BAMMG

0.000
0.170
0.173
0.118
0.117
0.143
0.064
0.128
0.071
0.051
0.066
0.069
0.134
0.242
0.135
0.115
0.150
0.158
0.066
0.161
0.164
0.100
0.159
0.140

0.000
0.085
0.122
0.160
0.159
0.134
0.155
0.136
0.166
0.163
0.204
0.147
0.214
0.144
0.177
0.174
0.182
0.174
0.181
0.198
0.171
0.176
0.197

0.000
0.089
0.124
0.080
0.138
0.081
0.132
0.164
0.196
0.233
0.114
0.192
0.087
0.117
0.125
0.125
0.148
0.134
0.141
0.159
0.170
0.153

0.000
0.041
0.084
0.077
0.076
0.087
0.119
0.125
0.148
0.113
0.205
0.099
0.088
0.089
0.095
0.091
0.086
0.090
0.111
0.125
0.106

0.000
0.107
0.111
0.098
0.118
0.113
0.141
0.177
0.130
0.263
0.129
0.112
0.115
0.105
0.113
0.120
0.115
0.134
0.155
0.127

0.000
0.129
-0.014
0.131
0.159
0.182
0.190
0.116
0.201
0.070
0.036
0.062
0.081
0.092
0.063
0.091
0.141
0.142
0.080

0.000
0.114
0.070
0.094
0.092
0.087
0.110
0.210
0.112
0.095
0.120
0.136
0.085
0.116
0.138
0.101
0.126
0.110

0.000
0.119
0.144
0.167
0.176
0.111
0.192
0.058
0.025
0.052
0.072
0.078
0.052
0.080
0.129
0.127
0.068

0.000
0.068
0.069
0.101
0.108
0.236
0.135
0.133
0.149
0.130
0.051
0.143
0.164
0.075
0.148
0.143

0.000
0.041
0.121
0.135
0.266
0.145
0.141
0.157
0.134
0.103
0.162
0.166
0.119
0.143
0.150

0.000
0.088
0.161
0.260
0.162
0.164
0.187
0.173
0.118
0.173
0.195
0.122
0.141
0.171

0.000
0.180
0.262
0.203
0.183
0.204
0.218
0.121
0.215
0.229
0.146
0.188
0.194

0.000
0.181
0.117
0.116
0.142
0.130
0.121
0.140
0.140
0.147
0.160
0.151

0.000
0.146
0.201
0.221
0.241
0.248
0.207
0.217
0.262
0.263
0.244

0.000
0.059
0.074
0.080
0.097
0.055
0.064
0.137
0.111
0.094

0.000
0.039
0.067
0.081
0.042
0.056
0.126
0.112
0.063

0.000
0.049
0.105
0.031
0.028
0.168
0.104
0.051

0.000
0.107
0.079
0.070
0.184
0.116
0.050

0.000
0.104
0.123
0.076
0.136
0.106

0.000
0.032
0.148
0.093
0.053
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BJAGO SELMS AGCMS BANMS SONMS PIRGO GCAMT JUSGO APOGO AGBMT MOZGO JARGO RVEBA MOAGO PLGGO PTUMG PIPMG RIAMG ARAMG BAMMG
PERMG 0124 0153 0091 0079 0109 0035 0116 0028 0114 0142 0153 0.187  0.118 0195 0036 0048 0.069  0.091 0.062 0.049
ARRTO 0103 0153 0118 0094 0139 0103 0094 0094 0132 0155 0159 0150  0.121 0136 0099 0097 0141  0.165 0.127 0.126
SMAGO 0169 0191 0232 0187 0204 023 0150 0222 0139 0120 0085 0195  0.207 0331 0212 0211 0231  0.209 0.202 0.234
PORGO 0126 0162 0178 0140 0161 0154 0123 0139 0106 0095 0071 0170  0.19 0.285 0135 0146 0147  0.146 0.132 0.149
COCMT 0072 0139 0158 0114 0126 0163 0078 0150 0057 0037 0033 0112 0122 0241 0131 0156 0171  0.144 0.102 0.154
FORMG 0128 0176 0132 0077 0093 0080 009 0070 0109 0110 0139 0174  0.106 0.236 0.090 0063 0056  0.042 0.093 0.063
continuagéo

CANMG COGMG POSGO JAPMG PERMG ARRTO SMAGO PORGO COCMT FORMG
CANMG 0.000
COGMG 0.158 0.000
POSGO 0.099 0.139  0.000
JAPMG 0.078 0176 0110  0.000
PERMG 0.074 0115 0114 0102  0.000
ARRTO 0.133 0135 0181 0150  0.105  0.000
SMAGO 0.245 0189 0161 0228 0212 0235  0.000
PORGO 0.177 0.147 0126 0138 0144 0188 0073  0.000
COCMT 0.179 0128 0141 0141 0133 0159 0113 0091  0.000
FORMG 0.048 0.147 0089 0055 0085 0145 0189 0145 0123  0.000
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Apéndice V — indices | de Moran médios calculados para as 184 frequéncias alélicas em H. stigonocarpa, para a anélise de autocorrelagdo espacial. Os valores em negrito

foram significativos ao nivel de 5%.

N® Io(liie,\rﬂvzrc?on p-valor N Io%iel\r/lv%?: p-valor N Io%iel\r/lv%rdag p-valor N Io%iel\r/lv%?: p-valor
1 -0.043 0.298 47 -0.033 0.967 93 0.009 0.585 139 -0.037 0.969
2 0.069 0.205 48 0.092 0.118 94 0.310 0.000 140 0.089 0.137
3 0.252 0.001 49 0.083 0.141 95 0.079 0.169 141 0.118 0.068
4 0.033 0.418 50 0.249 0.000 96 0.304 0.000 142 0.127 0.044
5 0.149 0.013 51 0.263 0.000 97 -0.057 0.746 143 -0.073 0.621
6 -0.056 0.592 52 0.259 0.000 98 0.241 0.001 144 0.000 0.666
7 0.195 0.002 53 0.087 0.118 99 0.071 0.179 145 0.217 0.002
8 0.342 0.000 54 0.100 0.040 100 0.182 0.003 146 0.094 0.058
9 0.274 0.000 55 -0.028 0.800 101 0.130 0.041 147 -0.039 0.950
10 0.132 0.000 56 -0.038 0.966 102 0.189 0.001 148 0.102 0.067
11 -0.034 0.957 57 -0.031 0.689 103 0.186 0.000 149 0.230 0.000
12 0.013 0.440 58 -0.031 0.689 104 0.198 0.003 150 -0.053 0.584
13 0.052 0.249 59 0.057 0.219 105 0.079 0.109 151 -0.036 0.831
14 0.272 0.000 60 0.041 0.279 106 -0.033 0.973 152 -0.056 0.741
15 0.057 0.144 61 0.396 0.000 107 -0.017 0.784 153 -0.040 0.929
16 0.096 0.104 62 -0.080 0.504 108 -0.047 0.848 154 -0.046 0.179
17 0.236 0.001 63 -0.036 0.831 109 0.037 0.017 155 -0.034 0.957
18 0.080 0.159 64 -0.047 0.840 110 -0.024 0.207 156 0.044 0.013
19 0.049 0.321 65 -0.008 0.557 111 -0.017 0.043 157 -0.045 0.240
20 0.188 0.003 66 0.070 0.185 112 0.020 0.218 158 -0.064 0.569
21 0.387 0.000 67 0.017 0.531 113 -0.016 0.751 159 -0.045 0.240
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NO I de Moran p-valor NO I de Moran p-valor NO I de Moran p-valor NO I de Moran p-valor
observado observado observado observado
22 -0.029 0.544 68 0.171 0.013 114 0.216 0.001 160 -0.045 0.240
23 -0.024 0.878 69 -0.055 0.797 115 -0.071 0.569 161 -0.029 0.930
24 0.061 0.001 70 -0.043 0.890 116 0.043 0.355 162 0.109 0.011
25 -0.067 0.576 71 0.112 0.058 117 -0.026 0.918 163 -0.046 0.179
26 -0.043 0.917 72 -0.059 0.677 118 0.157 0.000 164 -0.008 0.715
27 0.040 0.341 73 0.030 0.378 119 -0.045 0.884 165 -0.079 0.534
28 0.063 0.000 74 -0.044 0.900 120 -0.077 0.506 166 0.172 0.014
29 0.019 0.497 75 -0.103 0.393 121 -0.037 0.767 167 0.204 0.004
30 -0.029 0.510 76 -0.103 0.374 122 0.126 0.007 168 0.080 0.170
31 0.295 0.000 77 0.147 0.020 123 0.032 0.334 169 0.057 0.200
32 0.266 0.000 78 -0.029 0.945 124 0.057 0.209 170 -0.036 0.977
33 0.067 0.225 79 0.002 0.657 125 0.097 0.086 171 0.075 0.174
34 0.094 0.058 80 -0.074 0.627 126 0.117 0.011 172 0.101 0.000
35 0.123 0.036 81 -0.008 0.611 127 0.077 0.113 173 0.144 0.018
36 0.258 0.000 82 -0.030 0.593 128 0.216 0.001 174 -0.053 0.477
37 0.016 0.541 83 -0.074 0.538 129 -0.043 0.903 175 -0.062 0.694
38 -0.039 0.950 84 -0.018 0.809 130 -0.043 0.887 176 -0.037 0.767
39 0.005 0.619 85 0.104 0.053 131 0.024 0.465 177 0.373 0.000
40 0.256 0.000 86 0.008 0.272 132 0.147 0.027 178 0.154 0.002
41 0.084 0.135 87 0.094 0.066 133 0.081 0.117 179 -0.045 0.240
42 -0.063 0.731 88 -0.034 0.971 134 0.165 0.012 180 -0.021 0.124
43 0.090 0.125 89 -0.030 0.567 135 0.003 0.485 181 -0.058 0.735
44 0.140 0.033 90 -0.030 0.593 136 0.099 0.078 182 -0.045 0.240
45 -0.011 0.773 91 -0.046 0.179 137 0.106 0.065 183 -0.090 0.385
46 -0.001 0.666 92 -0.046 0.179 138 0.310 0.000 184 -0.047 0.140




