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RESUMO

O bioma Cerrado, apesar de conter uma das maiores biodiversidades do planeta, sofre com
constantes desmatamentos em funcdo da expansdo das fronteiras agricolas. A perda de territorio
natural leva, consequentemente, a uma perda de diversidade genética. Isso é preocupante quando
se trata de espécies nativas, como Stryphnodendron adstringens, conhecida popularmente como
barbatimao. Diante disso, € importante conhecer as caracteristicas da biologia de S. adstringens, a
fim de se estabelecer estratégias eficientes de manejo e conservagdo. Nesse contexto, o objetivo
desse estudo foi avaliar a diversidade genética, o fluxo génico (através da estimativa do tamanho
do grupo de vizinhanca), a presenca de clones e a estrutura genética espacial existente dentro de
uma populacao natural de S. adstringens. Para tanto, foi extraido o DNA gendmico do tecido foliar
de 124 individuos, todos georreferenciados. Para a amplificacdo das regifes microssatélites foram
utilizados nove pares de primers desenvolvidos para a espécie. Com base na matriz de genétipos,
foram realizadas as analises de diversidade genética, de tamanho efetivo de endogamia, taxa de
fecundacdo cruzada, estrutura genética espacial e analise de identidade para verificar a existéncia
de clones. Para os nove locos foram encontrados um total de 74 alelos e uma media de 8,2 alelos
por loco. A heterozigosidade observada média (Ho) foi igual a 0,556 e a diversidade genética
média (He) igual a 0,624. O coeficiente de endogamia (f) foi significativo e igual a 0,110,
demonstrando excesso de homozigotos. A diversidade genética na populacao foi considerada alta,
com 71% da heterozigosidade maxima esperada. O sistema de cruzamento foi considerado misto
com com base na taxa de fecundagdo cruzada (a) igual a 0,80. O tamanho efetivo de endogamia
(Ner) foi igual a 111,72; correspondendo a uma representatividade genética de 0,90 indicando que
ndo héa deriva genética na populacdo. Houve estrutura genética espacial significativa na primeira
classe de distancia com os pares até 49 metros. A estatistica Sp igual a 0,0095 foi considerada
moderada e juntamente com a vizinhanca genética (Np = 105,3) demonstrou que a dispersdo de
polen é eficiente para manter a diversidade genética na populagdo. Foram encontrados 10 grupos
de individuos com genotipos idénticos para os nove locos usados, sugerindo a existéncia de
reproducdo vegetativa. A partir dos resultados foi possivel estabelecer que, para a formacéo de
bancos de germoplasma é indicada coleta com distancia de, pelo menos, 49 metros entre 0s
individuos assegurando assim contemplar a diversidade genética presente na populacao.

Palavras-chave: Barbatimdo, clones, diversidade genética, SSR



ABSTRACT

The Cerrado biome, despite containing one of the greatest biodiversity on the planet, undergoes
constant deforestation due to the expansion of agricultural frontiers. The loss of natural territory
consequently leads to the loss of genetic diversity. This is worrying when it comes to native species,
such as Stryphnodendron adstringens, popularly known as barbatimdo. Therefore, it is important to
know the characteristics of the biology of S. adstringens, in order to define efficient management and
conservation strategies. In this context, the objective of this study was to evaluate genetic diversity,
genetic flow (estimating the size of the neighborhood group), the presence of clones and the spatial
genetic structure existing in a natural population of S. adstringens. For this, genomic DNA was
extracted from the leaf tissue of 124 individuals, all georeferenced. For the amplification of the
microsatellite regions, nine pairs of primers developed for the species were used. Based on the
genotype matrix, analyzes of genetic diversity, effective size of inbreeding, cross-fertilization rate,
spatial genetic structure and identity analysis were performed to verify the occurrence of clones. For
the nine loci, a total of 74 alleles were found and an average of 8.2 alleles per location. The observed
average heterozygosity (Ho) was equal to 0.556 and the average genetic diversity (Hg) was equal to
0.624. The inbreeding coefficient (f) was significant and equal to 0.110, showing an excess of
homozygotes. The genetic diversity in the population was considered high, with 71% of the maximum
expected heterozygosity. The crossing system was considered mixed based on the crossfertilization
rate (£a) equal to 0.80. The effective size of the consanguinity (Nef) was 111.72; corresponding to a
genetic representation of 0.90, indicating that there is no genetic deviation in the population. There
was a significant spatial genetic structure in the first distance class with pairs of up to 49 meters. A
Sp statistic equal to 0.0095 was considered moderate and associated with the genetic neighborhood
(Nb = 105.3) demonstrated that pollen dispersion is efficient to maintain genetic diversity in the
population. Ten groups of individuals with identical genotypes were found for nine sites used,
suggesting the occurrence of vegetative reproduction. The results plan was possible, which, for the
formation of germplasm banks, is collected at a minimum distance of 49 meters between the
guaranteed items, in addition to contemplating the genetic diversity present in the population.

Keywords: Barbatimao, clones, genetic diversity, SSR



1 INTRODUCAO

O bioma Cerrado possui uma das maiores biodiversidades do planeta, com uma flora
que apresenta alto grau de endemismo, além de abrigar as nascentes de trés bacias hidrograficas
da América do Sul. Apesar da grande relevancia desse bioma, o Cerrado vem sofrendo, ja ha
muito tempo, uma redugdo considerdvel de sua &rea em decorréncia dos constantes
desmatamentos em funcdo da expanséo das fronteiras agricolas, uma vez que parte da sociedade
brasileira ainda enxerga o Cerrado apenas como um espaco de importancia agropecuaria
(AGUIAR; CAMARGO, 2004; MELO, 2013).

A reducdo de territério natural pode ocasionar a perda de diversidade genética nas
espécies. Isso é preocupante, principalmente, quando se trata de espécies nativas, como é o caso
do Stryphnodendron adstringens (Mat.) Coville. Uma vez que a diversidade genética dentro de
uma populacdo é a garantia que ela tem de sobreviver diante das mudancas ambientais, é a
capacidade de adaptacao da populacdo (FRANKHAM et al., 2006). Sendo assim, é indispensavel
estudos a respeito da biologia da espécie, a fim de se estabelecerem estratégias de manejo e
conservacao eficientes que sejam capazes de assegurar a sua diversidade.

Stryphnodendron adstringens, é uma espécie vegetal nativa do Cerrado e conhecida
popularmente como barbatimdo. A sua casca possui alta concentragdo de taninos, o que a torna
muito procurada para fins medicinais, inclusive ela se encontra entre os dez recursos fitoterapicos
mais explorados pelas populacdes do Cerrado na regido de Alto Paraiso de Goias (SOUZA;
FELFILI, 2006). Além da medicina popular o barbatimdo também é explorado pela industria
farmacéutica e em ambos 0s casos o extrativismo € o principal meio de obtencdo dessa matéria-
prima e isso acarreta prejuizos as populagdes naturais dessa planta, pois essa atividade acontece,
quase sempre, de forma ndo sustentavel (SANTOS et al., 2002;).

Visando esclarecer aspetos importantes da biologia das espécies, tais como: diversidade
genetica, fluxo génico, niveis de endogamia e seus efeitos, a genética da conservacdo usa de
ferramentas moleculares que permitem, por exemplo, a genotipagem de regides microssatélites,
que sdo utilizadas para medir a diversidade genética em locos individuais (FRANKHAM et al.,
2006). Desse modo, foi desenvolvido um conjunto de nove primers especificos para a detec¢do
de regides microssatélites polimorficas no genoma de S. adstringens (BARATELI, 2018). O uso
dessa ferramenta molecular contribui para a geracao de dados importantes acerca da variabilidade
genética e da distribuicdo dessa variabilidade tanto dentro quanto entre as populagdes
(TEMPLETON, 2011).
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Outra caracteristica importante acerca da biologia das espécies é a distribuigéo espacial
da variabilidade genética que esta diretamente ligada ao fluxo génico, a deriva genética, a selecédo
natural ou ainda a eventos histéricos como fragmentagdo populacional, expansao da distribuicdo
geogréfica e eventos fundadores ou gargalos. Nas plantas, o fluxo génico acontece por meio da
dispersdo de pdlen e de sementes (TEMPLETON, 2011). Por esse motivo, geralmente, espécies
arboreas apresentam populagdes geneticamente estruturadas, ou seja, seus alelos ou gendtipos ndo
estdo distribuidos de forma aleatdria na populacéo. Ainda que a dispersdo de polen seja ampla, se
a dispersdo de sementes for restrita, por exemplo, isso afetara o fluxo génico e, consequentemente,
a distribuicdo espacial. Enquanto a dispersdo de sementes estd intimamente ligada ao
comportamento do agente dispersor, se ele percorre ou ndo grandes areas, podendo assim se
afastar mais ou menos da planta-mée (LOISELLE et al, 1995, SEBBENN; SEOANE, 2005).

A distribuicdo de sementes, ou dos proprios frutos, a partir da planta-méae depende de uma
série de eventos, sejam eles de origem bidtica ou abidtica. Esses eventos irdo determinar as
distancias que esses propagulos véo atingir, se afastando mais ou menos da matriz. O conjunto
desses eventos é denominado sindrome de dispersdo. As principais sindromes de dispersdo
ocorrem por meio dos seguintes agentes dispersores: Animal (zoocoria), vento (anemocoria),
agua (hidrocoria) e auto dispersao (autocoria) (HOWE & SMALLWOOD, 1982).

Frente a necessidade de maior conhecimento a respeito das caracteristicas da biologia de
S. adstringens, esse trabalho teve como finalidade avaliar a diversidade genética, o fluxo génico,
por meio da estimativa da vizinhancga genética, a presenca de clones e a estrutura genética espacial
presentes dentro de uma populacdo natural. Assim, contribuindo com informagdes que possam
elucidar questBes a respeito de seu sistema reprodutivo e de dispersdo de pélen e sementes. Esses
resultados podem colaborar para a demarcacao mais eficiente de pontos de coleta, por exemplo,

para formacéo de bancos de germoplasma para conservacao ex situ.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral do trabalho foi avaliar a diversidade genética e o padrdo da estrutura
genética espacial intrapopulacional de Stryphnodendron adstringens na Reserva Bioldgica

Professor José Angelo Rizzo, situado no Parque Estadual da Serra Dourada.

2.2 Objetivos especificos

i.  Avaliar o sistema reprodutivo da espécie a partir da estimativa da taxa aparente
de fecundacéo cruzada;
ii.  Avaliar o fluxo génico, por meio da dispersdo de polen e sementes, dentro da
populacdo a partir da estimativa do tamanho do grupo de vizinhanca genética;
iii.  Verificar se ha presenca de clones dentro da populacéo;
iv.  Calcular o tamanhao efetivo por endogamia da populacéo;

V. Avaliar o padréo de distribuicao espacial.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 A espécie Stryphnodendron adstringens

Stryphnodendron adstringens (Figura 1), conhecida popularmente como barbatiméo,
barba de timdo, casca-da-virgindade, dentre outros nomes, é uma espécie vegetal pertencentea
familia Leguminosae (também referida como Fabaceae) (FELFILI et al., 1999) e é considerada
endémica do Brasil (SOUZA; GIBAU, 2020). Est4d amplamente distribuida no Cerrado sensu
stricto principalmente nos estados da Bahia, Goias, Minas Gerais, Mato Grosso, Mato Grosso do
Sul, Parana e S&o Paulo. Além disso, a espécie também pode ser encontrada em terrenos baldios
(que anteriormente tenham sido ocupados por cerrado) e beiras de estrada. Tem preferéncia por
solos arenosos e de drenagem rapida. E uma espécie de baixa exigéncia nutricional e n&o
acumuladora de aluminio (FELFILI et al., 1999).

| A i B ML ] ;
Figura 1. Arvore de Stryphnodendron adstringens, pertencente a populag&o natural do Parque Estadual da Serra
Dourada — Goiés.
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S. adstringens é uma espécie perenifdlia, apresentando uma troca gradativa de folhagem
ao longo de todo ano, entretanto, durante o periodo da estacao seca, ela possui um pico de queda
de folhas, a0 mesmo tempo em que emite folhas novas. A troca de folhagem pode ser prejudicada
em caso de queimada tardia, que ocorre no final da estacdao de seca. As folhas de S. adstringens
sdo do tipo compostas bipinadas com seis a oito pares de foliolos por pina. Sua floracdo acontece
entre 0s meses de setembro a novembro, embora também tenha sido registrada nos meses de seca
na regido do Distrito Federal. Essa espécie apresenta inflorescéncias andromonoicas (flores
masculinas e hermafroditas), suas flores sdo bastante reduzidas de coloracdo marrom, e
longevidade de, no maximo, dois dias, sendo esse o tempo que a inflorescéncia leva para atingir
a antese (FELFILI et al.1999).

Apenas 20% das flores de S. adstringens sdo produtoras de néctar, em sua maioria as
flores hermafroditas, no entanto sdo bastante visitadas por insetos devido a grande concentracéo
de flores por espigas, ja as flores masculinas sdo as maiores produtoras de pélen. A espécie S.
adstringens possui polinizacdo do tipo geitonogamica, nesse tipo de polinizacdo o poélen é
transferido da antera de uma flor para o estigma de outra flor, porém na mesma planta. Essa
polinizacdo acarreta uma baixa producdo de frutos e consequentemente, 0 nimero de sementes
também é muito reduzido o que torna a espécie virtualmente autoestéril, desse modo a polinizacéo
cruzada se torna vital para a producdo de frutos e sementes (ORTIZ et al., 2003). Os principais
agentes polinizadores de S. adstringens sdo 0s insetos pertencentes a ordem Hymenoptera,
especialmente as abelhas. Entretanto, S. adstringens, e outras espécies do género, possuem
toxicidade no pdlen para a espécie de abelha Apis millifera, levando suas larvas a morte (FELFILI
etal., 1999; SCALON, 2007; MEIRA et al., 2013; GOTTSBERGER et al., 2018).

A reproducdo vegetativa apartir da emissdo de raizes gemiferas é uma caracteristica
presente em S. adstringens (RIZZINI; HERINGER, 1966). Esse tipo de propagacao torna a espécie
muito eficiente na ocupagdo do espaco geografico porque, a partir de uma Unica planta ha a
formacdo de inimeros clones ou rametes em diversas dire¢des e distancias. Os clones se tornam,
mais tarde, fisiologicamente independentes do genete (planta — matriz) (MORENO,2009).

O fruto do barbatiméo (Figura 2) ¢ um legume séssil e espesso contendo um numero
varidvel de sementes (FELFILI et al., 1999). Apresenta certo grau de matura¢do durante todo o
ano com maior indice na estagdo da seca, mas isso pode variar de acordo com a localizacdo de sua
ocorréncia (SCALON, 2007). Em geral, a espécie produz um elevado nimero de sementes o que
poderia Ihe conferir uma caracteristica de espécie pioneira, entretanto, grande parte das sementes

sofrem com o predatismo de insetos, levando a uma baixa qualidade reprodutiva dessas sementes.
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Sua viabilidade também sofre a influéncia da disponibilidade de recursos, onde a planta é capaz
de promover aborto seletivo de sementes de baixa qualidade, para disponibilizar recursos as
sementes mais promissoras (ORTIZ et al., 2003). As sementes de S. adstringens apresentam
dorméncia, caracteristica muito comum em plantas do Cerrado, a dorméncia confere a planta
uma chance maior de sobrevivéncia diante das condi¢des ambientais desfavoraveis, como o fogo
e longos periodos de seca (MEIRA et al., 2013; GOTTSBERGER et al., 2018). Quanto as
sindromes de dispersdo em S. adstringens, foram relatadas as sindromes por zoocoria,
provavelmente realizada por pequenos roedores (FELFILI etal., 1999) e a autocoria que € tida
como o principal mecanismo dispersor (PILON et al., 2015).

AP, g ‘
Figura 2. Fruto imaturo de Stryphnodendron adstringens pertencente a uma populacgéo natural do Parque
Estadual da Serra Dourada — Goiés.

Dentre as espécies do género, Stryphnodendron adstringens é considerada uma das
maiores fontes naturais de tanino (Stryphno= adstringente, dendron = madeira). Os taninos séo
compostos fendlicos, classificados como metabdlitos secundarios, importantes nos mecanismos
de defesa das plantas contra radiacdo solar, herbivoria e agentes patogénicos. Na casca sdo
encontradas as maiores concentracfes dessas substancias tanantes (MEIRA et al., 2013). Este
composto tem atraido o interesse da comunidade cientifica, na analise de suas propriedades

quimicas, responsdveis pela atividade antioxidante (anticancerigena), antimicrobiana,
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antisséptica, anti-inflamatoria, antiparasitaria, alem de ser neutralizante de peconha de serpentes
botropicas (LANCHOTI FIORI et al., 2012, FERREIRA et al., 2013). Essas propriedades fazem
do barbatimdo uma planta amplamente utilizada na medicina popular tanto como planta
medicinal ou fitoterdpico no tratamento de diversas doencas, sendo incluida na lista de Relagdo
Nacional de Plantas Medicinais de interesse ao SUS (Renisus) (MEIRA et al., 2013). S.
adstringens também pode ser usada na recuperacdo de areas degradadas de cerrado por ser uma
planta de caracteristica lenhosa e de cultivo possivel (DURIGAN et al., 2011; MARTINS et al.,
2015), com uma taxa de cresimento considerada alta em comparacdo com o crescimento de
gramineas e baixa taxa de herbivoria (PILON; DURIGAN, 2013).

Stryphnodendron adstringens também tem grande relevancia econémica e social para
moradores das regides de ocorréncia da espécie, pois essas comunidades tem no extrativismo da
sua casca uma fonte de renda complementar, uma vez que o barbatiméo faz parte de um grupo
de espécies do Cerrado com mercado consolidado. Embora o extrativismo seja uma atividade de
importancia econémica para essas comunidades, um estudo na regido do Distrito Federal,
realizados em quatro unidades de conservacdo, mostrou que dois, em cada cinco individuos de S.
adstringens amostrados, apresentavam sinais de extrativismo predatério. O estudo também
constatou que o crescimento das cidades e das fronteiras agricolas causam grandes perturbacdes
nas populagdes dessa espécie (FILHO; FELFILI, 2003).

Atendendo a preocupacdo com extrativismo sustentavel do barbatimdo, em 2017 foi
publicado o “Caderno extrativista do barbatimdo”, organizado pelo Ministério do Meio
Ambiente, da Agricultura e Agropecuaria. Ele aponta a melhor forma de se realizar o extrativismo
de forma sustentavel. No manual o produtor extrativista pode conhecer melhor a respeito de
diversas caracteristicas da espécie, como por exemplo, a época mais apropriada para efetuar a
coleta. Segundo o caderno, o momento ideal para a retirada da entrecasca ¢ quando nao houver
flores e nem vagens na arvore. Além disso, recomenda-se que a extracao da casca seja realizada
apenas em arvores que apresentem um DAP (Didmetro a altura do peito) entre 14,5 cm e 36,5 cm
(BRASIL, 2017).

3.2 Cerrado

O bioma Cerrado abrange uma area de 2.036.448 Km?e é o segundo maior bioma
brasileiro, ocorrendo nos estados de Goias, Tocantins, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas
Gerais, Bahia, Maranhdo, Piaui, Ronddnia, Parana, S&o Paulo e Distrito Federal. Ele € composto
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por um mosaico de formagoes vegetais, indo de campos abertos a florestas densas, cortando o
pais em diagonal no sentido nordeste-sudoeste cobrindo 22% do territorio brasileiro. O Cerrado
também pode ser encontrado como encraves em outros biomas, como na Mata Atlantica, na
Caatinga e na Floresta Amazénica. Além disso, trés grandes bacias hidrograficas da América do
sul tém suas nascentes no Cerrado: as bacias Amazonica/Tocantins, Sdo Francisco e Prata
(MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2019).

O Cerrado apresenta um namero elevado de espécies endémicas, sendo considerado um
dos hotspots mundiais de biodiversidade, concentrando cerca de 33% de toda diversidade
biolégica do Brasil. Estima-se que ha mais de 11 mil espécies vegetais nativas ja catalogadas,
além € claro de um grande nimero de espécies que compdem a fauna do bioma (AGUIAR;
CAMARGO, 2004).

Apesar de sua enorme representatividade, o Cerrado tem sido alvo, desde muito tempo,
de desmatamentos em decorréncia da expansdo das fronteiras agricolas. Por conta de suas
condicdes topograficas favoraveis, o Cerrado tornou-se a principal regido brasileira produtora de
grdos e de gado de corte. Estimativas apontam uma perda média de 9,75 milhGes de hectares por
ano no Cerrado. No estado de S&o Paulo, por exemplo, o Cerrado ocupava uma area de 14% de
todo o territdrio e, atualmente, restam apenas 1% desse bioma distribuidos em pequenos
fragmentos. Juntamente com o crescimento da exploracdo agricola e pecuarista nas areas de
Cerrado, vem crescendo também uma consciéncia da necessidade de preservacao dos recursos
naturais através das Areas de Preservacio Permanente ou de Reserva Legal, que sdo amparadas
pela legislacdo ambiental vigente (AGUIAR; CAMARGO, 2004). De acordo com o Ministério
do Meio Ambiente (2019), o Cerrado é o bioma brasileiro que apresenta a menor area de protecdo

integral. Apenas 8,21% de seu territdrio esta legalmente protegido por unidades de conservacéo.

3.3 Marcadores microssatélites

Marcadores moleculares referentes as regides microssatélites, conhecidos também como
repeticdes de sequéncias simples (SSR — Coloca em inglés também) foram descobertos no inicio
dos anos 80 (WATSON et al., 2009). Os microssatélites sao regides do DNA que apresentam
repeticdes em tandem de pequenas sequéncias nucleotidicas, variando de 1 a 6 nucleotideos. Como
marcadores moleculares s&o codominantes, ou seja, é possivel diferenciar individuos homozigotos de
heterozigotos e exibem um alto grau de polimorfismo. Além disso, sdo encontrados tanto em

genomas procariotos quanto eucariotos e estdao amplamente distribuidos de forma ndo aleatéria
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no genoma eucarioto em regibes codificantes e ndo codificantes (RAKOCZY-
TROJANOWSKA,; BOLIBOK, 2004; GARRIDO-CARDENAS et al., 2018).

O alto polimorfismo, ou seja, a existéncia de muitos alelos para o0 mesmo loco, se da por
conta da sua alta taxa mutacional em relagcdo a outras regides do genoma. As taxas de mutacao
variam de 102a 10 nucleotideos por locus por geracdo (OLIVEIRA et al., 2006). Entretanto sua
dindmica mutacional ainda ndo estd bem esclarecida, mas alguns mecanismos foram sugeridos
para explicar sua alta taxa de mutacdo. Um desses mecanismos é o chamado strand-slippage,
onde a enzima DNA polimerase sofre um deslizamento durante a replicagcdo do DNA, levando ao
ganho ou perda de unidades de repeticdo (SCHLOTTERER, 2000). Desse modo, o polimorfismo
nas regides microssatélites esta relacionado ao comprimento da regido repetitiva, e ndo ao seu
motivo de repeticdo. Por exemplo, o motivo CA pode variar em ndmeros de coOpias entre
diferentes individuos dentro de uma mesma espécie ou mesmo dentro de uma Unica populacéo
(ELLEGREN, 2004). No entanto, a taxa de mutacdo de um microssatélite pode depender de
caracteristicas particulares, como o numero de unidades repetitivas, 0 comprimento (em pares de
bases) e 0 motivo de repeticdo. Geralmente os microssatélites com maior nimero de repeticGe
sd0 mais mutaveis devido ao aumento da probabilidade de deslizamento, enquanto altas taxas
locais de substituicdo causam frequentes repeticdes de interrupces que tornam o escorregamento
menos provavel e diminuem as taxas de mutacao nos microssatélites (BHARGAVA; FUENTES,
2010).

Gragas a essa caracteristica polimdrfica dos microssatélites que é possivel levantar
dados suficientes para determinar as diferencas entre grupos de individuos da mesma espécie,
favorecendo uma analise das rela¢Ges genéticas entre individuos muito semelhantes, pertencentes
a mesma populacédo (PIERCE, 2011). Dessa forma, os microssatélites se tornaram ferramentas
muito eficazes para o estudo da genética de populacOes, testes de paternidade, construcdo de
mapas génicos, estudos forenses e melhoramento genético de plantas (SCHLOTTERER, 2004).

A deteccdo das regides microssatélites, numa amostra, é feita a partir de reacdes em
cadeia da polimerase (PCR), onde a regido é amplificada por meio do uso de oligonucleotideos
iniciadores especificos, chamados de primers (ou iniciadores), que se hibridizam com as
sequéncias Unicas que flanqueiam a regido microssatélite. Uma das técnicas € a utilizacdo de
iniciadores marcados com corantes fluorescentes na sua extremidade 5°, assim o fragmento pode
ser detectado em um analisador automatico de DNA, através da eletroforese capilar, onde um
laser consegue reconhecer a fluorescéncia (WATSON et al., 2009).

Apesar da grande variabilidade presente nos microssatélites, as regides flanqueadoras
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sdo bastante conservadas entre individuos de uma mesma espécie. Sendo assim, espécies
relacionadas podem, muitas vezes, compartilhar de um mesmo primer para amplificacdo de um
loco (RAKOCZY-TROJANOWSKA,; BOLIBOK, 2004). Assim, € possivel a transferibilidade de
primers entre espécies relacionadas, o que diminui os custos para a produgdo de iniciadores
especificos, pois 0 desenvolvimento desses iniciadores demanda investimento financeiro e mao
de obra qualificada (TURCHETTO-ZOLET et al., 2017). Contudo, uma vez que esses
iniciadores sdo transferidos ou desenvolvidos, 0s custos sdo drasticamente reduzidos, assim como
as atividades laboratoriais, além de ser uma técnica rapida e acessivel (BUSO et al., 2003).

Em plantas, as analises de microssatélites podem ser usadas para conhecer a diversidade
genética e a estrutura genética espacial de uma determinada espécie. Bem como inferir a respeito
das taxas de fluxo génico, distancia genética e fatores evolutivos diversos que possam estar
ocorrendo tanto em nivel intrapopulacional como interpopulacional. Por exemplo, espécies
endémicas, como o barbatimdo, quando em populagdes pequenas, se tornam mais susceptiveis a
deriva genética e tem um fluxo génico mais limitado, aumentando a divergéncia genética
interpopulacional e diminuindo a divergéncia intrapopulacional. Essas informacfes sdo
essenciais para o desenvolvimento de estratégias de melhoramento genético, manejo, coleta e
conservacao da espécie (LOVELESS; HAMRICK, 1984; DE MOURA et al., 2009).

3.4 Diversidade genética e estrutura genética espacial

A diversidade genética presente nas espécies € essencial para a sobrevivéncia delas
frente as variagdes ambientais, uma vez que a perda da variabilidade genética leva a espécie a
uma diminuicdo de seu valor adaptativo. Essa diversidade pode ser manifestada a partir de
caracteristicas como a cor de uma flor num determinado vegetal ou quanto a variacdo de
sequéncias de DNA entre diferentes organismos, por exemplo. A diversidade genética pode ser
avaliada por meio de ferramentas moleculares, como os marcadores microssatélites, e assim é
possivel descrevé-la com medidas de heterozigosidade média e diversidade alélica (nUmero
médio de alelos por loco) em locos individuais (FRANKHAM et al., 2006). A heterozigosidade é
uma medida de diversidade genética, analisando as variac@es nas frequéncias alélicas dentro ou
entre populacdes. Em populacdes grandes, exogamicas, de acasalamento ao acaso e livres de
forcas evolutivas, as frequéncias alélicas e genotipicas tendem a atingir o equilibrio ap6s uma
geracdo de acasalamento ao acaso e assim se mantém. Esse equilibrio € chamado de Equilibrio

de Hardy-Weinberg, onde, em um loco com dois alelos, A1 e Az, as frequéncias alélicas sdo
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respectivamente p e g, dessa forma, as frequéncias genotipicas devem ser p? (A1A1), 2pq (A1A2)
e g% (A2A2). Quando a heterozigosidade média observada em uma determinada populacdo se
difere significativamente da heterozigosidade esperada (diversidade genética) sob o equilibrio de
Hardy-Weinberg, isso significa que existe alguma forca evolutiva atuando na populacéo e
causando um desvio no acasalamento ao acaso (NEI, 1973; FRANKHAM et al., 2006).

Forcas evolutivas como fluxo génico, mutacéo e selecdo podem levar uma populacéo a
uma estruturacdo genética, que pode ser definida pela distribuicdo ndo aleatéria dos alelos ou
genotipos (VEKEMANS; HARDY, 2004). Os fatores que afetam a distribuicdo e a reproducao
com certeza afetam a estrutura genética de uma espécie. Nas plantas, por exemplo, as dispersdes
de polen e sementes sdo fatores importantes na determinacdo de sua estrutura genética, ja que
elas apresentam uma motilidade bastante limitada, dependendo dos modos e dos agentes de
polinizacdo e disperséo de sementes (LOVELESS; HAMRICK, 1984).

A polinizacdo por animais, por exemplo, depende da capacidade do animal em percorrer
certar distancias. Insetos menores percorrem distancias mais restritas quando comparados a
insetos maiores, ou seja, insetos capazes de percorrer maiores distancias proporcionardo um maior
fluxo génico dentro ou entre populacbes e consequentemente ocorrerd uma diminuicdo da
diferenciacdo genética e um aumento no grupo de vizinhanga. Da mesma forma, a disperséo de
sementes contribui para uma maior ou menor diferenciacdo genética (LOISELLE et al., 1995).
Quanto maior for a distancia percorrida da semente em relagdo a planta genitora, menor a
diferenciacdo genética entre as populacGes e maior serd seu tamanho efetivo (Ne) em relacdo ao
tamanho da amostra. O tamanho efetivo (Ne) de uma populagdo é o nimero de individuos que,
em uma populacdo ideal, sofreria com a mesma magnitude os efeitos de fatores evolutivos
(LOVELESS; HAMRICK, 1984). De modo geral, o0 tamanho efetivo populacional (Ne) mede a forca
da deriva genética (TEMPLETON, 2011) e frequentemente ele é menor que o tamanho real ou
amostral. O tamanho efetivo populacional a ser estimado depende do atributo genético de
interesse, podendo estar relacionado a variancia nas frequéncias alélicas (tamanho efetivo de
variancia) e a quantidade de endogamia (tamanho efetivo de endogamia) presente em uma
determinada populacdo (HARTL; CLARK, 2010). O tamanho efetivo de endogamia (Ner)
demonstra 0 acimulo de identidade por descendencia dentro de uma populagdo, ou seja, esta
diretamente ligado aou coeficiente de endogamia (TEMPLETON, 2011).

O sistema de acasalamento é tido como o principal fator para determinar a estrutura
geneética de uma populacdo. (VEKEMANS; HARDY, 2004). Em espécies de plantas dioicas, por

exemplo, os grupos de vizinhanca sdo maiores e a diferenciagdo genética menor entre suas
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populacdes, quando comparadas a espécies monoicas. No acasalamento misto, as propor¢oes de
alogamia e autogamia determinam a estrutura genética, mas tende a ter semelhancas com a
estrutura da reproducdo cruzada, pois ndo ha necessidade de um grande nimero de cruzamentos
para diminuir a diferenciagdo entre populacbes. Por outro lado, a presenca de reproducdo
vegetativa é um fator que pode aumentar a diferenciacdo genética nas popula¢des (LOVELESS;
HAMRICK, 1984; LOISELLE et al., 1995; HARTL; CLARK, 2010). Segundo Wright, 1940
(apud LOVELESS; HAMRICK, 1984) a probabilidade de acasalamento entre os individuos esta
diretamente relacionada a distancia geogréafica entreeles ou a distancia que seus propagulos
podem alcancar no ambiente, conceito denominado isolamento por distancia.

A estrutura genética espacial €, portanto, resultado de diversos processos como pressoes
de selecdo ou eventos histdricos, porém a causa mais prevalente €, provavelmente, a formacéo
de estruturas de pedigree locais como resultado da disperséo limitada de genes, ja que, no caso
das plantas, a dispersao de polen e de sementes tem uma distribui¢do frequentemente restrita. O
uso de marcadores moleculares, nesse caso, permite uma avaliacdo quantitativa satisfatoria da
estruturacdo genética espacial e ainda novas inferéncias a respeito dos processos de isolamento
por distancia o que permite, por exemplo, tracar estratégias mais eficientes de amostragem
(VEKEMANS; HARDY, 2004).
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4

MATERIAL E METODOS

4.1 Area de estudo e coleta

O material biologico foi constituido de tecido foliar de uma populagdo natural de

Stryphnodendron adstringens, localizada na Reserva Bioldgica Prof. José Angelo Rizzo, que se

encontra no Parque Estadual da Serra Dourada. O parque ocupa partes dos municipios de

Mossamedes, Cidade de Goias e Buriti de Goids, no estado de Goias (Figura 3). O Parque

Estadual da Serra Dourada foi criado em 2003 e conta com uma area aproximada de 30 mil

hectares, sendo mais de 60% de sua area total dentro do municipio de Cidade de Goias. Sua

criacdo visa a preservacdo de nascentes, mananciais, da fauna e da flora, além das paisagens

naturais e utilizacdo para fins cientificos, econémicos, técnicos e ambientais (UCB, 2019).
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Figura 3. Localizacdo do Parque Estadual da Serra Dourada no Estado de Goias ocupando partes dos
municipios de Mossamedes, Cidade de Goias e Buriti de Goiés

A coleta do material foi realizada em um Unico dia do més de abril de 2019, onde foram

coletadas amostras de tecido foliar de um total de 136 individuos. Nao foi estabelecida uma
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distancia minima entre os individuos coletados, alguns individuos estavam a uma distancia tdo
proxima um do outro que receberam a mesma coordenada geogréafica. Foram coletados todos os
individuos encontrados durante o percurso de aproximadamente 2,3 km, praticamente em linha
reta (Figura 4). As amostras de tecido foliar foram acondicionadas em sacos de papel pardo
devidamente identificas com o nimero do individuo e em seguida embaladas em sacos plasticos
contendo silica gel. Todos os individuos amostrados foram georreferenciados com GPS

(Geographical Positional System).

-30,10
-
.
r e .
-30, 183 -~
T
5018 i
-
50,175 R
-
-50,17
-16 06866 -16,07368 -14.07846

Figura 4. Distribuicdo (longitude x latitude) de individuos de Stryphnodendron adstringens de uma
populacdo natural situada no Parque Estadual da Serra Dourada — Goiés.

4.2 Obtencéo dos dados moleculares

A extracdo do DNA gendmico foi realizada no Laboratorio de Genética e Biodiversidade
(LGBIo) da Universidade Federal de Goias (UFG), localizado no Instituto de Ciéncias Biol6gicas
I (ICB1) do Campus Samambaia (Campus Il) em Goiania — Goias. A extracdo foi realizada a
partir de tecido foliar seguindo o protocolo descrito por Doyle e Doyle (1987), utilizando CTAB
2% (brometo de cetiltrimetil amdnio) como detergente do tampéo de extracdo. Das 136 amostras
coletadas, 12 aprentaram falhas repetidas vezes durante o processo de extragdo do DNA
gendmico, dessa forma a extracdo foi realizada com sucesso em 124 individuos.

Logo apds a extragdo, foi realizada a quantificacgio do DNA usando eletroforese
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horizontal em gel de agarose a uma concentragdo de 1%, com tampdo TBE 1X (Tris Borato
EDTA), corado com brometo de etidio, utilizando Lambda (X) Ladder de 10ng/pL, 20ng/uL,
50ng/pL , 100ng/pL e 200ng/uL como marcadores de massa molecular. O gel foi visualizado
com luz ultravioleta e os padrdes das bandas de DNA obtidas no gel foram comparadas
visualmente com as bandas formadas pelos marcadores Lambda. Em seguida, o DNA foi diluido
com agua ultrapura até atingir a concentracdo de trabalho igual a 2,5ng/ uL de DNA genémico,
e entdo as amostras foram armazenadas em freezer a -20 °C.

Para a amplificacdo das regides microssatélites, via PCR (Rea¢do em cadeia da
polimerase), foram utilizados nove pares de primers (iniciadores), forward e reverse,
previamente desenvolvidos e otimizados especificamente para a espécie S. adstringens
(BARATELLI, 2018) (Tabela 1). O protocolo dos reagentes usados para a amplificacdo das regies
microssatélites, bem como suas concentracGes e volumes estéo especificados na tabela 2. A PCR
ocorreu em termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) de acordo com 0s
seguintes estagios: 1) estagio de desnaturacdo, ocorreu a 94°C por cinco minutos; Il) estagio de
anelamento, um minuto a 94°C, um minuto a temperatura de anelamento (T.A.) e mais um minuto
a 72°C, esse estagio se repetiu 30 vezes (30 ciclos); 111) estagio de extensdo, ocorre a extensdo
final da molécula pela enzima Taq DNA polimerase a 72°C, ao final de 45 minutos a temperatura
baixou para 4°C.

O produto amplificado via PCR foi checado por meio de eletroforese horizontal em gel
de agarose a concentracao de 3%, corado com brometo de etidio, tampao TBE 1X (Tris Borato
EDTA) e visualizado com luz ultravioleta. O padrdo das bandas de DNA foi comparado
visualmente ao marcador de peso molecular de 100bp (pares de base) Invitrogen®.

Apds a confirmacdo da amplificagdo, foram construidas “placas-maes”, para a
montagem das multiplex. Em cada “placa-mae” foram colocados volumes que variaram de 2L a
3uL do produto de cada PCR, dependendo da intensidade do padréo de bandas encontrado no gel.
Cada pogo da placa-mae correspondeu a um individuo e, em cada poco, foi misturado o produto
de todas as PCR’s correspondente & sua multiplex. Para a formagdo de cada multiplex, foram
levadas em consideracdo a amplitude alélica de cada loco e a fluorescéncia de cada iniciador
como demonstrado na tabela 3 (GONCALVES, 2020; no prelo). Cada iniciador forward foi
marcado em sua extremidade 5’ com um dos seguintes fluorocromos; VIC (verde), NED
(amarelo), 6-FAM (azul) ou PET (vermelho).
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Tabela 1. Sequéncia dos primers, desenvolvidos e otimizados para Stryphnodedron adstringens (Barateli,
2018), em cada loco, motivo de repeticdo das regifes microssatélites e temperatura de anelamento de cada

loco.
Loco Sequéncia dos primers (5'-3") Motivo de repeticao T.A. (C°)

F:AGTGCCTCTACTGATTTATGACCC

SadH1 (GT)s 56
R: CCAGGCGATTCAACCATATC
F: GTGGTCTCTCTGCTGCCTTC

SadH5 (CT)a 54
R: ACAGGGATGAGCCAGAGCTA
F: TAAAGGGTCATTATATGTGGCAA

SadH7 (CA)14 54
R: TTTCTGTAACCCTTCGACCA
F: AGTGGAAGAAGAGCCCACAG

SadH9 (CTu1 58
R: CCTGGAAAGGTTGGAGAGTG
F: TTAAGTCACGCCTCTTCGTC

SadH11 (AG)15 56
R: CTGTATAGTGAAGGCATGTTTCC
F: CTTCCAGGTGCCTTGCTTAC

SadH13 (GT)14 56
R: TGCTCATCTGTTTCTTTGGTTC
F: GAGACATCGTCCGAGGCTAA

SadH14 (TC)1s 58
R: CTGACCCAAATCAGCACAGA
F: TGGAGGAGGGAGTATAGGTGA

SadH16 (AACG)s 58
R: ACTAGGGACACTGACGAGGC

SadH18 F: ATGAGCTTGGATGGTTGATG (TTAT)s 58

R: TGGAAGGCTACGTGGAATTA

Tabela 2. Protocolo dos reagentes usados para a amplificacdo das regiGes microssatélites em

Stryphnodendron adstringens.

Reagentes Volume (nL)
Agua ultrapura 3,65
DNA (2,5ng/pL) 15
Primer forward (0,9 uM) 0,75
Primer reverse (0,9 uM) 0,75
Tampéo de enzima Tp (10X) com MgCl, 1

BSA (25mg/ml) 1,3
dNTP's (2.5 uM) 0,9
TagDNA polimerase (5 U) 0,15
TOTAL 10

Dessa forma, para cada multiplex foi aliquotado 1uL da “placa-mae” correspondente,
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0,25 pL de marcador molecular padrdo (600 L1Z) e 8,75 pL de formamida HI- DI (Applied
Biosystems), obtendo-se uma solugdo com volume final de 10 pL, em cada poco. Essa solucao
foi desnaturada em termociclador por cinco minutos a uma temperatura de 95°C, logo depois ela
foi colocada em cooler durante um minuto e, em seguida, as amostras foram injetadas no
analisador semi-automatico de DNA modelo ABI-3500 (Applied Biosystems), para a analise dos

fragmentos e obtencdo dos genotipos.

Tabela 3. Multiplex de aplicagdo (GONCALVES, 2020; no prelo) para Stryphnodendron adstringens
com o nome de cada loco, sua amplitude alélica e a fluorescéncia de cada primer.

Multiplex Loco Amplitude alélica (pb) Fluorescéncia
SadH1 161-171 VIC
SadH5 274-310 FAM

Multiplex 1 SadH9 190-260 PET
SadH11 306-340 VIC
SadH18 260-268 NED
SadH7 148-168 VIC

Multiplex 2 SadH13 201-255 FAM
SadH14 241-269 PET
SadH16 321-357 NED

A identificagdo dos fragmentos foi realizada por meio da deteccéo de sinal fluorescente.
Os tamanhos dos fragmentos foram determinados usando marcadores internos de tamanho padréo
(size standard) marcados com fluorescéncia laranja (L1Z) (Life Technologies®), por meio da
eletroforese conjunta para cada amostra genotipada. Os dados coletados automaticamente no
programa Data Collection (Applied Biosystems), foram editados com o auxilio do programa
GeneMapper versdo 5.0 (Applied Biosystems), o que possibilitou a obtencdo dos gendtipos dos

individuos avaliados.

4.3 Analises Estatisticas

4.3.1 Caracterizacéo da Diversidade Genetica
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Para a analise descritiva da diversidade genética intrapopulacional de S. adstringens
foram estimados 0s seguintes parametros genéticos: numero total de alelos por loco (A),
heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade esperada (Heg), indice de fixacdo ou
coeficiente de endogamia (f), o nimero efetivo de alelos por loco (Ae) e a diversidade genética
méaxima (Hméx). Esses parametros foram estimados para cada loco. O nimero total de alelos por
loco (A), a heterozigosidade esperada (He) e o indice de fixacdo (f) foram obtidas pelo programa
FSTAT 2.9.3.2 com nivel de significancia de 5%. Ja a Heterozigosidade observada (Ho) e o
namero efetivo de alelos por loco (Ae) foram estimados pelo programa SPAGeDi 1.5 (Spatial
Pattern Analysis of Genetics Diversity) (HARDY, 2002) com 5% de significancia.

A heterozigosidade esperada (He), também chamada de diversidade genética, é o
nimero de heterozigotos que se espera encontrar, considerando que os locos estejam sob o
equilibrio de Hardy-Weinberg de acordo com NEI (1973). A diversidade genética méaxima
(Hmax) indica o valor maximo teoricamente esperado de diversidade genética (He) de acordo

com o numero observado de alelos. Essa estimativa foi calculada seguindo a formula: Hmax =

1 — 1/A4, onde, A corresponde ao numero de alelos encontrados no loco (HENNINK; ZEVEN,
1990).

. . ~ 1
O numero efetivo de alelos por loco (Ae) obedece a expressédo; Ae = T © seu valor

pode indicar a presenca de alelos raros dentro da populacdo (NIELSEN et al., 2003 e VIEGAS
etal., 2011).

O indice de fixacdo (f) € uma estimativa do nivel de endogamia dentro da populacéo e
também é chamado de coeficiente de endogamia. Ele mede a deficiéncia ou excesso de
heterozigotos em cada loco e na populacdo total, ou seja, mede os desvios das frequéncias
genotipicas esperadas sob o equilibrio de Hardy-Weinberg e as frequéncias genotipicas
observadas (TEMPLETON, 2011).

Com o programa Identity 4.0 (WAGNER; SEFC, 1999) foi possivel avaliar o poder
discriminatorio do conjunto total dos locos, através das estimadas de probabilidade combinada
de identidade (PI) e a probabilidade de excluséo de paternidade (Q).

A probabilidade combinada de identidade (PI) é a probabilidade de dois individuos
escolhidos aleatoriamente na populacédo terem seus gendtipos idénticos (PAETKAU et al., 1998).
Ja a probabilidade de exclusdo de paternidade (Q), € a probabilidade de exclusdo de uma falsa
paternidade (Weir, 1996).

Tambeém foi realizado o teste de aderéncia das frequéncias genotipicas, de cada um dos

locos, ao equilibrio de Hardy-Weinberg com o nivel de significancia de 5%, com o auxilio do
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programa Cervus 3.0.7 (KALINOWSKI et al., 2007). Foi aplicado ao teste, a correcdo de
Bonferroni para evitar erros do tipo I, ou seja, rejeitar erroneamente a hipotese de que um loco
ndo se encontra em equilibrio de Hardy-Weinberg (KALINOWSKI et al., 2007).

4.3.2 Tamanho efetivo de endogamia e taxa de fecundacao cruzada

O tamanho efetivo de endogamia da populacéo foi estimado a partir da formula proposta

por Vencovsky, 1997:

1+ F
onde:

F o valor da endogamia, ou indice de fixagdo, também simbolizado por f, e n 0 nimero de
individuos amostrados.

A taxa de fecundacdo cruzada aparente foi estimada de acordo com a relagédo entre os
indices de fixacdo: t = (1 — F)/(1 + F), assumindo que a Unica causa de endogamia na
populacdo é proveniente da autofecundacdo, e a taxa de autofecundacdo foi estimada por:
s =1—t (WRIGHT, 1922).

4.3.3 Estrutura genética espacial

A avaliacdo da estrutura genética espacial foi realizada a partir do estimador de
parentesco proposto por J. Nason com base em LOISELLE et al. (1995), que é o coeficiente de
parentesco Fij entre todos os pares possiveis de individuos mapeados da populacdo, dentro de
classes de distancia. O célculo do coeficiente de parentesco fundamenta-se na probabilidade de
se amostrarem aleatoriamente dois alelos em dois individuos e eles serem idénticos por
descendéncia (LOISELLE et al., 1995; SEBBENN; SEOANE, 2005). Os valores foram

calculados conforme descrito a seguir:

Fi=Y1[Ya(X Y. (Xicia-P1a) (Kicja-P1a) / cidicj1)+ Ya(Pla(1-P1a) /n1-1))]/ Y 1Y a(Pia(1-Pia))

onde:

Xicia € uma variavel indicadora (Xicia= 1 se 0 alelo no cromossomo ¢ no locus | do individuo i for
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a, caso contrario Xicia = 0);

P1a é a frequéncia do alelo a no locus de | na amostra de referéncia, n1 € o nimero de copias
definidas na amostra no locus | (0 nimero de individuos vezes o nivel de ploidia menos o nimero
alelos ausentes) e;

Y i representa a soma dos cromossomos homologos do individuo i. Aqui, o termo envolvendo
“ni1- 17 € uma corregdo de viés de amostragem.

A escolha do numero de classes de distancia foi determinada conforme especificado
pelo manual do programa SPAGeDI 1.5, considerando apenas pares que satisfazem as seguintes
condic@es: 1) o numero de pares de comparacdes dentro de cada intervalo de distancia deve ser,
aproximadamente, constante e maior que 100; Il) a porcentagem de todos os individuos
representados pelo menos uma vez no intervalo deve ser maior que 50%; Ill) o coeficiente de
variacdo do nimero de vezes que cada individuo é representado deve ser menor ou igual a um
(Tabela 4).

Tabela 4. CondicGes consideradas para escolha de seis classes de distancia para analise de parentesco Fij
em uma populacédo natural de Stryphnodendron adstringens a partir de nove locos microssatélites. Namero
de pares: numero de pares de comparacdes dentro de cada intervalo de distancia; Partic. (%0): porcentagem
de todos os individuos representados pelo menos uma vez no intervalo de distancia; C.V.: coeficiente de
variacdo do numero de vezes que cada individuo é representado.

Classes de distancia 1 2 3 4 5 6

NUmero de pares 1269 1270 1270 1270 1270 1270
Partic. (%) 100 100 91,9 96 98,4 70,2
C.V. 0,5 0,7 0,75 0,65 0,42 0,82

Tanto o coeficiente de parentesco Fjj como as distancias entre as classes foram
determinados pelo programa SPAGeDI 1.5 (Tabela 5). A consisténcia dos dados foi obtida por

randomizacdo com 10.000 permutac@es e analises das inclinacdes de regressao.

Tabela 5. Classes de distancia utilizadas para analise de estrutura genética espacial em uma populacao
natural de Stryphnodendron adstringens a partir de nove locos microssatélites. Distdncia maxima (metros)
que define o intervalo entre as classes e distancia média (metros) entre os pares observados.

Classes de distancia 1 2 3 4 5 6
Distancia maxima 111,3 384,22 581,6 1004,1 1302,1 2254,1
Distancia média 49,2 2446 4925 824.,4 1101,8 1542,7
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Para confirmar a existéncia ou ndo de uma estrutra genética espacial foi construido um
parentescograma. O parentescograma representa a relacdo entre a distancia geografica média e o
grau de parentescoo Fij (LOISELLE et al., 1995) entre os individuos. Para isso foram usadas as
seguintes estimativas: distancia espacial média entre os pares de individuos observados, valores
dos coeficientes de parentesco observados antes das permutacées, valor do parentesco médio apos
as permutacdes e o maior e menor valor do intervalo de confianca de 95%.

Para quantificar a forca da estrutura genética espacial foi usada a estatistica Sp, de acordo
com a equagéo: Sp = % , onde b é a inclinacdo da regressao utilizando o logaritmo da distancia

espacial e F1 é o coeficiente médio de parentesco entre os individuos da primeira classe de
distancia. A estatistica Sp estd, significativamente, relacionada ao sistema de acasalamento e a
densidade populacional. Assim, Sp apresenta valores maiores em espécies autdbgamas e em baixas
densidades populacionais (VEKEMANS & HARDY, 2004).

Para avaliar a dispersdo de pdlen e sementes foi estimada a vizinhanca genética, Ny. A
vizinhanga genética expressa o equilibrio entre a deriva genética local e o fluxo génico numa
populacdo continua, e pode ser representada pelas equacdes Np = F1 — 1/b ou Ny = 1/Sp
(VEKEMANS; HARDY, 2004). Esse parametro também foi estimado com o uso do software
SPAGeDI 1.5.

4.3.4 Analise de identidade (clones)

S. adstringens é uma espécie que apresenta reproducdo por meio de propagacao
vegetativa, a fim de investigar a presenca desse tipo de reproducdo na populacgdo foi realizada
uma analise de identidade usando o programa Cervus 3.0.7 (KALINOWSKI et al., 2007). A
analise de identidade permite a identificagdo de clones entre os individuos amostrados. Para que fosse
declarada a correspondéncia exata entre os individuos, foram selecionados todos os locos
analisados. Dessa forma, os individuos considerados clones apresentavam correspondéncia exata,
ou seja, ndo havia nenhum loco incompativel entre eles. Quando dois gendétipos sdo exatamente
correspondentes, 0 programa computa as seguintes probabilidades: PID, que é a probabilidade de
um individuo ndo relacionado ter esse genotipo e o PIDsib, que é a probabilidade de um irméo
completo ter esse gendtipo. As distancias geograficas entre eles foram estimadas pelo programa
SPAGeDI 1.5 (HARDY, 2002).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1Diversidade genética

Para os nove locos analisados foram encontrados um total de 74 alelos e uma média de
8,2 alelos por loco. O numero de alelos variou de dois a 20, em SadH1 e SadH9, respectivamente
(Figura 5). A diversidade genética (He) variou de 0,085 a 0,832 nos locos SadH1 e SadH13,
respectivamente, enquanto o valor medio foi igual a 0,624. Para a heterozigosidade observada
(Ho) houve uma variagdo de 0,089 a 0,798 em SadH1 e SadH11, respectivamente, com media de
0,556.

A heterozigosidade maxima (Hmax) apresentou o menor valor no loco SadH1 (Hmax =
0,500) e o0 maior valor no loco SadH9 (Hmax = 0,950), com propor¢cdo He/Hmax de 17% e
78,21%, respectivamente. Entretanto, o no loco SadH11 obteve a propor¢do He/Hmax mais alta
dentre todos os locos e foi igual a 92,93%. Isso por que um loco com maior nimero de alelos
nem sempre é o loco com maior diversidade, pois os valores da diversidade genética dependem
da relacdo entre 0 nimero de alelos a sua distribuicdo nas frequencias relativas. A média da

propor¢do He/Hmax foi de 71,11%, indicando uma diversidade genética alta.

Os valores do indice de fixacdo (f) variaram de -0,127 a 0,425 nos locos SadH16 e
SadH7, respectivamente. Porém, foram significativos apenas nos locos SadH7 e SadH13. O
coeficiente de endogamia geral foi de 0,110 e significativo (p < 0,05). O nimero efetivo de alelos
(Ae) variou de 1,09 a 5,95 nos locos SadH1 e SadH13, respectivamente, com media de 3,48.

As probabilidades de exclusdo de paternidade (Q) por loco variou de 0,041 a 0,677
(SadH1 e SadH13), e a probabilidade de excluséo de paternidade total foi de 0,996. Assim, 0
conjunto de marcadores microssatélites é eficiente para excluir uma falsa paternidade, ja que esta
dentro dos valores ideais (0,97 a 0,99). As probabilidades de identidade (PI) foram de 0,046 a
0,841(SadH13 e SadH1) e a probabilidade de identidade total foi de 4,15x10%, que também é

considerada satisfatdria, pois esta dentro dos valores ideais (proximos de zero) (Tabela 6).
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Figura 5. Gréfico da distribuicdo das frequéncias alélicas de nove locos microssatélites utilizados para
andlise genética em uma populagdo natural de Stryphnodendrom adstringens. O eixo das ordenadas
corresponde as frequéncias alélicas e as abscissas representam os alelos encontrados em cada loco.



Tabela 6. Caracterizacdo da diversidade genética em nove locos microssatélites de uma populagdo natural de Stryphnodendron adstringens. N:
namero de individuos; A: nimero de alelos por loco; Ae: nimero efetivo de alelos; He: heterozigosidade esperada sob Equilibrio de Hardy-Weinberg;
Ho: heterozigosidade observada; Hmax: diversidade genética maxima; He/Hmax: proporcdo de diversidade méxima f: indice de fixacédo
intrapopulacional ou coeficiente de endogamia; Q: probabilidade de excluséo de paternidade; PI: probabilidades de identidade.

Locus N A Ae He Ho Hmax He/Hmax(%o) f Q Pl
SadH1 124 2 1,09 0,085 0,089 0,500 17,00 -0,042 0,041 0,841
SadH5 124 11 3,95 0,747 0,734 0,909 82,17 0,018 0,558 0,089
SadH7 122 8 3,84 0,741 0,426 0,875 84,69 0,425* 0,495 0,117
SadH9 124 20 389 0,743 0,742 0,950 78,21 0,002 0,572 0,084
SadH11 124 9 575 0826 0,798 0,889 92,93 0,034 0,652 0,054
SadH13 120 12 5,95 0,832 0,700 0,917 90,76 0,159* 0,677 0,046
SadH14 124 6 2,84 0,648 0,565 0,833 77,76 0,129 0,419 0,165
SadH16 124 3 2 0,501 0,565 0,667 75,15 -0,127 0,191 0,372
SadH18 121 3 2 0,500 0,388 0,667 75,00 0,224 0,191 0,372
Média 123 8,22 3,48 0,6246 0,556 0,878 71,11 0,110* 0,996 4,15x108

(*) Indica valores significativos ao nivel de 5%



Em Barateli (2018), foram amostrados 48 individuos oriundos de trés populacdes de S.
adstringens, com um conjunto de 16 marcadores microssatélites. Nesse estudo, as estimativas para
0 numero de alelos por loco (A =7), a heterozigosidade esperada (He = 0,543), a heterozigosidade
observada (Ho = 0,506), a propor¢do de diversidade méxima (He/Hmax = 65,5%), o indice de
fixacdo intrapopulacional (f = 0,050) e o nimero efetivo de alelos (Ae = 2,5) foram todas inferiores
as descritos no presente trabalho. Inclusive, o indice de fixac¢do intrapopulacional global (f),
relatado por Barateli (2018), ndo foi significativo, sugerindo a ocorréncia de panmixia nessas
populagdes. Esse valor difere muito da estimativa aqui relatada que foi igual a 0,110 e significativa,
apontando um excesso de homozigotos. Essas divergéncias podem ser explicadas em razéo do
contexto de cada estudo (interpopulacional e intrapopulacional) e do tamanho da amostra.

Ja no trabalho de Gongalves (2020), que analisou 19 subpopulac@es de S. adstringens,
com 0s mesmos marcadores microssatélites usados no presente estudo, obteve as seguintes
estimativas médias: heterozigosidade esperada (He) igual a 0,594, a heterozigosidade observada
(Ho) igual a 0,576 e o indice de fixacdo intrapopulacional ( f) foi igual a 0,031 e ndo significativo.
Porém, dentre as 19 subpopulacoes estudadas cinco obtiveram um indice de fixacdo positivo e
significativo variando de 0,081 a 0,114.

As estimativas encontradas no presente estudo sdo proximas as relatadas por Branco e
colaboradores (2010), que realizaram um estudo com cinco popula¢bes de S. adstringens,
utilizando microssatélites transferidos de diversas espécies arboreas. Nesse trabalho, os autores
consideraram que a estimativa de heterozigosidade observada (Ho = 0,476) se encontrava dentro
do esperado, e que a diversidade genética (He = 0,714) poderia ser considerada boa, quando
comparadas a outras espécies arbdreas tropicais. No entanto, o coeficiente de endogamia
encontrado por eles foi mais alto (f = 0,291) em relacdo a essas espécies. Esses dados levaram 0s
autores a concluirem que havia a fixacdo de alelos dentro dessas populacdes e que a diversidade
genética era grande em decorréncia, provavelmente, da dispersdo de pdlen ou sementes serem
eficientes a grandes distancias.

Quando comparado a outras espécies arboreas do Cerrado, pertencentes a familia
Fabaceae, como Dipteryx alata (He = 0,451; f =-0,224) (COLLEVATTI et al., 2010), Hymenaea
stigonocarpa (He = 0,554; f = -0,009) (GONCALVES et al., 2019) e Pterodon emarginatus (He
= 0,463 f = 0,144) (SANTANA, 2014), S. adstringens apresentou valores mais altos de
diversidade genética (He = 0,624) e de coeficiente de endogamia (f = 0,110).

Pode-se verificar, assim, que a diversidade genética dentro da populacdo é alta e esta

dentro do esperado para espécies do Cerrado, que também usaram marcadores microssatélites
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para analises populacionais. Os trabalhos com S. adstringens, incluindo esse, apresentam 0s
maiores indices de diversidade genética (He) dentre as espécies aqui comparadas. Em dois deles,
incluindo o presente trabalho, o coeficiente de endogamia (f) aponta a existéncia do cruzamento

entre individuos aparentados dentro da populacdo (Tabela 7).

Tabela 7. Comparacao entre os valores de He. heterozigosidade esperada; Ho: heterozigosidade observada
e f: coeficiente de endogamia entre espécies arbdreas do Cerrado e Stryphnodendron adstringens.

Espécie He Ho f Autor
Dipteryx alata (Fabaceae) 0,451 -0,224* COLLEVATTI etal., 2010
Hymenaea stigonocarpa (Fabaceae) 0,554 0,495 0,231 GONCALVESetal., 2019
Pterodon emarginatus (Fabaceae) 0,563 0,463 0,144 SANTANA, 2014
Stryphnodendron adstringens 0,714 0,476 0,291* BRANCO et al., 2010
Stryphnodendron adstringens 0,543 0,506 0,050 BARATELLI, 2018
Stryphnodendron adstringens 0,589 0,575 0,025 GONCALVES, 2020
Stryphnodendron adstringens 0,624 0,556 0,110* PRESENTE TRABALHO

* Valores significativos

5.2 Tamanho efetivo de endogamia e taxa de fecundacéo cruzada

O tamanho efetivo populacional de endogamia (Ne) encontrado para S. adstringens foi
de 111,72 para uma amostra de 124 individuos. Esse valor corresponde a uma representatividade
genética (Ne/n) igual a 0,90. Ou seja, se essa populacao fosse uma populacéo ideal panmitica, o
numero de individuos nela seria correspondente a 90% da amostra. Um tamanho efetivo proximo
ao tamanho amostral indica que ndo ha a ocorréncia de deriva genética (TEMPLETON, 2011).

A taxa de fecundagéo cruzada aparente foi de 0,80 e a taxa de autofecundagéo foi de
0,20; demonstrando que, S. adstringens € uma espécie de sistema reprodutivo misto. Porém,
Gongcalves (2020), encontrou taxas de fecundacdo cruzada aparente, em 19 populacdes, que
variaram de 0,79 (sistema misto) até 1,43 (alégama). Isso demonstra que a taxa de fecundacédo
cruzada pode variar em relagdo a populacdo estudada.
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5.3 Estrutura genética espacial

Na anélise do parentescograma, relacdo do parentesco (Fij) e a distancia geogréfica
(Figura 6), foi observado que a primeira classe de distancia se encontra acima do intervalo de
confianca de 95%. O coeficiente de parentesco, na primeira classe, foi igual a 0,0176 e a distancia
média entre os pares de individuos comparados foi de 49 metros. Esse resultado mostra que
individuos localizados espacialmente proximos sdo mais aparentados. Essa estruturagdo genética
espacial ocorre em decorréncia da dispersdo de sementes proximas a planta matriz, pois a
dispersdo autocorica € o principal mecanismo dispersor nessa espécie (PILON et al., 2015),
favorecendo também o cruzamento entre individuos aparentados. Entretanto, a segunda, terceira,
quarta e quinta classes de distancia se mantém dentro do intervalo de confianca. Dessa forma, néo
é possivel considerar que exista uma estruturacdo genética espacial significativa. Ja, na sexta
classe de distancia, houve novamente uma queda no coeficiente de parentesco de -0,00759 para
-0,01438 e a distancia média que separa os individuos da sexta classe € de 1542 metros (Tabela
8). Este resultado demonstra que o aumento da distancia geogréafica entre os pares de individuos

contribui para a diminuicdo de parentesco entre eles.
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Figura 6. Parentescograma: relacéo coeficiente de parentesco (Fij) e distancia média entre os individuos
dentro de seis classes de distancia em populacéo natural de Stryphnodendron adstringens localizada do
Parque Estadual da Serra Dourada — Goias.



Tabela 8. Estimativas usadas para a construcdo do parentescograma: Classes de disténcia: seis classes
de distancia, Distancia média (metros): entre os pares observados dentro de cada classe de distancia;
Valores observados:coeficientes de parentesco observados antes dos testes de permutagdo; Valor médio:
média do coeficiente de parentesco ap6s o0s testes de permutacdo; 1.C. - 95% sup.: maior valor do do
intervalo de confianca de 95% e I.C. - 95% inf.: menor valor do do intervalo de confianga de 95%.

Classes de distancia 1 2 3 4 5 6
Distancia média 49,2 244,6 492,5 824,4 1101,8 15427
Valores observados 0,01762  0,00231 -0,00646 0,00415 -0,00759 -0,01438
Valor médio -0,00071  -0,00070 -0,00069 -0,00072 -0,00077 -0,00071
I.C. - 95% sup. 0,00615  0,00527 0,00483 0,00489 0,00544  0,00456
I.C. - 95% inf. -0,00618 -0,00647 -0,00708 -0,00692 -0,00708 -0,00707

A anélise de estrutura genética espacial, quantificada pela estatistica Sp, foi igual a
0,0095. Para estimar a disperséo de pdlen e sementes foi utilizada a vizinhancga genética (Nb) que
foi igual a 105,3. Quando comparada a outras espécies do Cerrado como Caryocar brasiliense
(Sp = 0,0116, Nb = 86,20), Dipteryx alata (Sp = 0,0172, Nb = 58,09) (COLLEVATTI et al.,
2010) e Eugenia dysenterica (Sp = 0,0143, Nb = 69,93) (BARBOSA, 2014), S. adstringens
apresentou estrutura genética espacial mais fraca, se aproximando mais dos valores encontrados
para Tibouchina papyrus (Sp = 0,0085 e Nb = 118,05) (Collevatti et al., 2010).

A dispersdo de polen e sementes em S. adstringens, estimada através de (Nb) mostra
que, pelo menos um dos sistemas de dispersdo de polen ou de sementes devem ser eficientes.
Contudo, a baixa quantidade de frutos produzidos em S. adstringens ndo é limitada pelo
comportamento do polinizador, mas sim pela disponibilidade de recursos que promove um aborto
seletivo de sementes de baixa qualidade provenientes, provavelmente, de autofecundacéo
(ORTIZ et al., 2003). Sendo assim, é provavel que a dispersdo de pdlen seja responsavel pelo
tamanho da vizinhanca genética, mantendo o fluxo génico dentro da populacdo. O Sp de 0,0095 é
maior que os valores médios de polinizacdo pelo vento (Sp = 0,0064) e menor que o de polinizacdo
por animais (Sp = 0,0171) encontrados por Vekemans e Hardy (2004), o que confirma que a dispersao de
pdlén contribui de forma significativa para a distribuicdo dos genes nessa populagéo.

A estrutura genética espacial aqui quantificada em Sp = 0,0095 pode ser dita como moderada, partindo
da variacdo de Sp = 0,00031 que indica a auséncia de estruturaco genética espacial e Sp = 0,263 presente em
uma espécie predominantemente autégama (VEKEMANS; HARDY, 2004).

E importante ressaltar que durante a coleta no Parque Estadual da Serra Dourada, foi

observado que a populagéo de S. adstringens apresentava uma distribuicdo agregada, formando

37



grupos de individuos intercalados por grupos de Stryphnodendron polyphyllum. Nao foi
observada a existéncia das duas espécies em um mesmo espaco, parecendo existir algum tipo de
competicdo entre elas. Alguns grupos de S. adstringens apresentaram, entre si, um espagamento
de mais 500 metros (Figura 7). Esse fato pode ter contribuido para que, ainda que moderada,
exista uma estruturagdo genética espacial na populacgao de estudo. Ja que o espaco entre 0s grupos
de S. adstringens pode interferir na troca de polen entre os individuos de grupos “diferentes”,
aumentando a distancia de véo que os agentes polinizadores devem percorrer. Uma vez que, 0
fluxo génico esta diretamente relacionado a capacidade que o polinizador tem em percorrer grandes
distancias (LOISELLE et al., 1995).
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Figura 7. Distribuicdo de Stryphnodendron adstringens intercalados por grupos de Stryphnodendron
polyphyllum. Os ponstos azuis indicam grupos de Stryphnodendron adstringens e a linha pontilhada o

espaco que separave esses grupos. O eixo das ordenadas represetna as coordenadas de Longitude e o eixo
das abscissas a latitude. Distancias entre os pontos: A/B =218 m; C/D =297 m; D/E= 543 m.

5.4 Analise de identidade genética (clones)

Dentre os 124 individuos analisados, foram encontrados dez conjuntos de clones, onde
cada comjunto variou entre trés e quatro individuos com geno6tipos idénticos entre si para 0s nove
locos usados (Tabela 9). A distancia espacial entre os pares variou de zero a 92,06 metros

resultando em uma média geral de 14,35 metros. Porém, a maioria dos pares tem uma distancia

38



entre si menor que dez metros (Figura 8). Em alguns casos, 0s pares idénticos, se apresentaram
tdo proximos que ndo foi possivel georreferenciar um dos pares, assim, cada membro do par
recebeu a mesma coordenada geografica, como no caso dos pares 2 — 3 e 12 — 13 (Tabela 9).
Geralmente espécies com esse tipo de reproducdo vegetativa, por rebrota de raizes, ndo se
dispersam por distancias muitos grandes, Penha (1998), por exemplo, verificou uma distancia

maxima de seis metros e Moreno (2009) de 16,02 m de distancia entre os clones.

Tabela 9. Dez conjuntos de clones em uma amostra de 124 individuos a partir de nove locos
microssatélites numa populacdo natural de Strypnodendron adstringens Pares de individuos de
Strypnodendron adstringens com gendtipos idénticos para os nove locos analisados, distancia espacial
(m) entre os pares, pID: probabilidade de um individuo néo relacionado ter esse gendétipo e plDsib:
probabilidade de um irmdo completo ter esse genotipo.

Conjunto Pares de Distancia

de clones individuos espacial pID pIDsib

1,2 8,57

1 1,3 8,57 2,50x10°° 1,57x10°

2,3 0

10, 20 83,33

2 10,9 9,42 6,88x101° 9,26x10*
20,9 92,06

3 12,13 0 3,45x10°° 1,13x1073

4 26, 28 5,94 9,76x10°8 1,79x1073
33,34 3,09

5 33,35 4,28 1,88x101° 9,84x10™
34,35 2,97

6 36, 38 15,44 2,31x107° 9,33x10*

7 52,54 6,85 3,40x107 2,56x10°

8 83, 84 4,28 2,13x10°8 1,69x1073

9 87, 88 3,09 9,15x10° 1,54x1073
115, 116 2,97

10 115, 117 4,28 2,31x10° 1,53x10°3
116, 117 3,09

A reproducdo vegetativa por raizes gemiferas ocorre, geralmente, em espécies que se
encontram em habitats que apresentam perturbacdes ambientais, de carater natural ou antrépico,
como o fogo por exemplo, que é comum no bioma Cerrado. Dessa forma, a propagagao vegetativa
contribui para a recomposicdo da area atingida pela queimada (PENHA, 1998). Como S.

adstringens promove o aborto seletivo de sementes originadas de autofecundacdo (ORTIZ et al.,
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2003), isso sugere que esses individuos detectados como clones sejam originados por reprodugéo
vegetativa. Além disso, as probabilidades de individuos ndo relacionados (pDI) terem os
gendtipos encontrados entre os pares de clones sdo bastante reduzidas, assim como as

probabilidades de um Unico irmao completo (pDlsiv) ter esse genotipo.
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Figura 8. Grafico da comparacédo das distancias espaciais (m) entre 0s 18 pares de individuos dentro de
dez conjuntos de individuos de genotipos idénticos em uma populagdo natural de Stryphnodendron
adstringens a partir da analise de nove locos microssatélites.

Estudos a respeito da reproducdo vegetativa em S. adstringens ainda S&o0 muito escassos,
0 que torna essa discussdo bastante limitada. Contudo, pode-se notar que esse tipo reproducéo
parece estar presente nessa populacdo. Apesar de se encontrar em uma area de preservacao
ambiental, o Parque Estadual da Serra Dourada tem um histérico de perturbacdo ambiental em
decorréncia dos recorrentes episodios de queimadas (LIMA, 2004). Algumas vezes as queimadas
se transformam em grandes incéndios, geralmente causados por queimadas que se iniciam em
latifindios ou nas estradas proximas ao Parque (CARVALHO, 2009). Desde a sua criagdo, em
abril de 2003, o parque ja sofreu pelo menos cinco incéndios, ocorridos nos meses de agosto ou
setembro dos anos de 2004, 2010, 2014, 2017 e 2019 (UCB, 2019).

Com base em todos os dados aqui apresentados foi possivel verificar que existe uma
diversidade genética alta nessa populacdo, com 71% de heterozigosidade maxima esperada, e
uma heterozigosidade esperada (He) de 0,624. O tamanho do grupo de vizinhangca genética

demonstrou que a dispersdo de polen na populacéo é eficiente. A estrutura genética espacial
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encontrada mostra que a autocoria € o principal meio dispersor de sementes e que individuos
mais préximos tem maior probabilidade de serem aparentados ou até idénticos, pois existe a
ocorréncia de clones na populagdo. Dessa forma, é possivel recomendar uma distancia de pelo
menos 49 metros entre os individuos para pontos de coleta que vise a formacao de bancos de
germoplasma. Assim, é possivel garantir uma amostragem que contemple a diversidade genética

presente nessa populacao e evitar amostrar individuos aparentados ou mesmo idénticos.
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6 CONCLUSAO

A populacdo de S. adstringens apresenta uma diversidade genética alta, representando 71%
da heterozigosidade maxima esperada;

O conjunto de marcadores microssatélites foi eficiente para excluir uma falsa paternidade e
a probabilidade de identidade total também foi considerada satisfatoria, dentro dos valores
ideais (préximo a 0,99 e proximo da nulidade);

S. adstringens € uma espécie de sistema reprodutivo misto, com fecunda¢do cruzada e
reproducdo vegetativa;

O tamanho do grupo de vizinhanca indica que a dispersdo de polen € eficiente para manter
alta diversidade;

A populacdo apresenta uma estruturacdo genética espacial moderada. Individuos mais
proximos sdo mais aparentados, provavelmente em decorréncia da dispersdo poraioie da

distribuicéo intercalada com Stryphnodendron polyphyllum.
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APENDICE 1. Gen6tipos dos individuos da populacio de Stryphnodendron adstringens do Parque Estadual da Serra Dourada e sua posi¢éo
espacial em latitude e longitude.

N° individuo | Individuo Latitude Longitude | SadH1 | SadH5 | SadH7 | SadH9 | SadH11 | SadH13 | SadH14 | SadH16 | SadH18
1 SDOGO 01| -16,06525 | -50,170917 [163[163|278]|296|158|158(204|204|316|316(209(213|251|251|329|333(260|260
2 SDOGO 02| -16,065306 | -50,170972 [163[163|278]|296|158|158(204|204|316|316(209(213|251|251|329|333(260|260
3 5DOGO_024 -16,065306 | -50,170972 |163|163[278|296|158]|158|204(204|316|316]|209|213[251|251|329|333|260|260
4 SDOGO_03| -16,066556 | -50,172556 [163[171|286|288|164|164[202|238|314|322|215(243|245|251|329|333[260(264
5 SDOGO 04| -16,066972 | -50,173444 [163[163|280|300|158|160(204|204|306|324|233[243|245|251|329|329(264 (264
6 SDOGO_05| -16,067333 | -50,1745 |163|163(284|286|156|162|204(204(314|316|215|221[259(261|329|329|260|260
7 SDOGO 06| -16,067472 | -50,174611 [163[171|280|280|162|162(200(200|314|322|227(233(251|261|329|333[260(264
8 SDOGO_07| -16,067667 | -50,175417 [163[163|280|280|158|158(204|204|316|318|227(233(251|251|329|333|264 (264
9 SDOGO _08| -16,067778 | -50,175722 [163|163|280|302|148|158(236|240|306|316|227(247|251]|251|329|333|260|260
10 SDOGO_09| -16,067806 | -50,175806 [163[163|280|302|148|158(236|240|306|316|227(247|251]|251|329|333(260|260
11 SDOGO_10| -16,067667 | -50,176194 |163|171]|280|284]|156|162|204|204]316|320|215|221|251|251|333|333|260|260
12 SDOGO 11| -16,067639 | -50,176222 [163[163|280|284|158|162(236|240|314|314|219(221(251|251|329|333[260(264
13 5DOGO 114 -16,067639 | -50,176222 |163|163[280(284|158]|162|236(240({314|314|219|221|251|251|329|333|260|264
14 5DOGO_11H -16,067639 | -50,176222 |163|163[278(302|148]|158|236(240({306|316|227|247|251{251(329|333| ? | ?
15 5DOGO_11( -16,067639 | -50,176222 |163|163[278(302|148]|158|236(240({306|316|227|247|251{251(329|333| ? | ?
16 SDOGO 13| -16,067639 | -50,176278 [163[163|280|296|156|158(204|236|314|316|213[215(251|259|329|329(264 |264
17 SDOGO 14| -16,067639 | -50,176361 [163[163|280|294|162|162(204|238|306|322[215(215|261|261|329|333|260|260
18 SDOGO _15| -16,067667 | -50,176472 [163[163|280|302|148|158(260|264|306|316|227(247|251]|261|329|333(260|260
19 SDOGO 16| -16,067694 | -50,1765 [163[163|280|302|148|158(204|236|306|316| ? | ? [251]|261|329|333(260|260
20 SDOGO_17| -16,06775 | -50,176583 |163|163(280|302|148|158|236(240(306|316|227|247|251(251|329|333|260|260
21 SDOGO_18| -16,067639 | -50,176556 |163|163(280|302|148|158|204(236|306|316|221|227|251(259|329|333|260|260
22 SDOGO 19| -16,067667 | -50,176639 [163[163|280|302|148|158(204|236|306|316| ? | ? [251]|251|329|333(260|260
23 SDOGO_20| -16,067528 | -50,176611 [163|163|280|302|148|158(204|236|306|316|227(247|251|261|329|333|260|260
24 SDOGO_21| -16,067556 | -50,176556 [163[163|280|280|156|156(204|244|306|324|215(221(259|261|329|333[260(264
25 SDOGO_22| -16,067528 | -50,176444 [163|163|278]|300|156|158(204|204|306|322|227(233|251|251|333|333[260|260
26 SDOGO_ 23| -16,06775 | -50,176639 |163|163|280|300|156|156|204]238|316|322|215|227|251|251|333|333|264|264
27 SDOGO 24| -16,067722 | -50,176722 [163[163(284|300| ? | ? [204|234|322|324|221|227|251|251|333|333(264 (264
28 SDOGO_25| -16,06775 | -50,176694 [163[163(280|300|156|156|204(238|316|322|215[227(251|251|333|333[264 (264
29 SDOGO 26| -16,06775 | -50,177083 [163[163(280|300| ? | ? [204|238|316|322|213[227|251|259|329|333|264 (264
30 SDOGO_27| -16,067833 | -50,177056 [163[163|300|300|166|166|204|234|322|326|221|247|251|259|329|333(264 (264
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N° individuo | Individuo Latitude Longitude | SadH1 | SadH5 | SadH7 | SadH9 | SadH11 | SadH13 | SadH14 | SadH16 | SadH18
31 SDOGO_28| -16,067833 | -50,177083 {163|171]|280|280(156|156|204(226|316|322(219|243|251|251|333|333|260 (264
32 SDOGO_29| -16,067861 | -50,178028 |163|163]|280|280(158|158|204(204|320|324(219|243|251|251|329|333|260 (260
33 SDOGO_30| -16,067917 -50,178 |163[163(280|288|162(162|204|238(314|316|215[215|257|257|329|329|260|264
34 SDOGO_31| -16,067944 -50,178 |163]163|280|288(162(162|204]|238|314|316|215(215|257|257|329|329|260|264
35 SDOGO 32| -16,067944 | -50,178028 |163|163|280|288(162|162|204(238|314|316(215|215|257|257|329|329|260|264
36 SDOGO_ 33| -16,067917 | -50,178111 {163|163]|280|300(162|162|204(240|322|326(221|227|245|245|329|333|260 (260
37 SDOGO_ 34| -16,068028 | -50,178139 [163|163|280|280(164|164|204(238|316|320(215|215|251|251|329|333|264 (264
38 SDOGO_35| -16,068056 | -50,178111 {163[163]|280|300(162|162|204(240|322|326(221|227|245|245|329|333|260 (260
39 SDOGO_36| -16,068083 | -50,178194 [163|163]|280|280(148|158|204(238|314|316(227|243|251|251|329|333|260 (260
40 SDOGO_37| -16,068056 | -50,178194 [163|163]|280|284|156|156|204(240|316|316(215|215|251|251|333|333|264 264
41 SDOGO_39| -16,068083 | -50,17825 |163|163]|284|296|156|158|204(232|314|322(215|221|245|251|333|333|260(264
42 SDOGO 40| -16,069028 | -50,18075 [163(163]|280|296|158|158|236(244|306|320(215|227|261[261|329|329|260 260
43 SDOGO 41| -16,069194 | -50,180722 [163|163|280|280(158|158|204(208|318|320(215|221|245(261|329|329|260 (264
44 SDOGO_42| -16,069333 | -50,180694 |163|163|284|286|158|158|202(238|316|316(215|243|251|251|329|333|260 (264
45 SDOGO_ 43| -16,069361 | -50,180667 |163|163]|284|286|158|158|206(234|316|322(213|215|251|251|333|333|260(264
46 SDOGO_44| -16,069389 | -50,180694 |163|163]|284|300(158|158|204[234|322|324(213|247|245[251|329|333|264 264
47 SDOGO_45| -16,069361 | -50,180722 [163|163]|280|296|156|156|204[204|322|324(219|227|245[251|329|329|260 (264
48 SDOGO 46| -16,069361 | -50,180528 |163|163|280|300(158|158|204(238|322|322(209|221|245(251|329|329|260|264
49 SDOGO 47| -16,069389 | -50,180611 |{163(163]|280|300(156|156|198(202|314|322(221|227|259(259|329|333|264 264
50 SDOGO 48| -16,069417 | -50,180639 [163(171]|280|286|148|148|236(238|322|322(221|227|251|257|329|333|260|264
51 SDOGO_49| -16,069528 | -50,180639 [163(163|280|280(164|164|198(204|316|322(215|215|251|251|329|333|260 (264
52 SDOGO 50| -16,0695 | -50,180472 [163(163]|280|280(162]|162|204(240|316|322(215|215|251|259|329|333|260 264
53 SDOGO_ 51| -16,069528 | -50,180444 [163|163]|280|296|156|158|236(236|306|322(219|221|251|251|329|333|260 (260
54 SDOGO_52| -16,069444 | -50,180444 [163|163]|280|280(162|162|204(240|316|322(215|215|251|259|329|333|260 (264
55 SDOGO_ 53| -16,069472 | -50,180389 |163|163|280(284|156]|158|204|204|314|324(215|227)|245]|259|329|333|260|264
56 SDOGO 54| -16,069472 | -50,180361 |163(171]|280|284|156|156|204(234|322|322(215|215|259(259|329|333|260 (260
57 SDOGO 55| -16,069528 | -50,180361 |{163(171]|280|300(156|156|202(206|316|326(227|227|251|259|329|333|260 (264
58 SDOGO 57| -16,069639 | -50,180306 |163(163]|280|280(162|162|202(228|314|316(217|229|251|251|329|333|260 (264
59 SDOGO_58| -16,069583 | -50,180361 |163(163]|280|290(162|162|204(234|316|326(215|215|245[251|329|333|260 (260
60 SDOGO_59| -16,069556 | -50,18025 |163|163]|280|280(160]|162|198(204|306|324(217|233|251|251|329|329|264|264
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N° individuo | Individuo Latitude Longitude | SadH1 | SadH5 | SadH7 | SadH9 | SadH11 | SadH13 | SadH14 | SadH16 | SadH18
60 SDOGO_59| -16,069556 | -50,18025 [163|163|280(280|160|162|198|204|306)|324(217|233]|251(251|329|329(264|264
61 SDOGO_60| -16,069556 | -50,180194 [163|163|286(296|162]|162|204(242|316)|320(229|229]|259(261|329]|329|260|260
62 SDOGO_61| -16,069611 | -50,180111 [163|163|286|300|162]|162|204(242|316)|320(209|217]|261(261|329]|329(260|260
63 SDOGO_62| -16,0695 | -50,180111 [163|163]|284|300(156|156)|236(242|314]|316(215|215|259|261(329|333| ? [ ?
64 SDOGO_65| -16,069528 | -50,179833 [163|163|284(286|158|162|204|24413241326( ? | ? |251(261|329|333(264|264
65 SDOGO_66| -16,0695 | -50,179833 [163|163]|296(296|156]|158|238|240|314)|316(217|221)|245(251|329|333(260|264
66 SDOGO_68| -16,069083 | -50,181167 {163|163|288|300|148]158|204|238|316)|326(215|233]|251(261|333|333(264|264
67 SDOGO_69| -16,069056 | -50,181111 [163|163|280(296|162]|162|234|2441326)|326(221]221)|257(261|333|333(264|264
68 SDOGO_70] -16,069028 | -50,181194 [163|163]|296|300|162]162|204|236|320)|326(215|233)|251(251|329|329(260|264
69 SDOGO_71) -16,068972 | -50,181194 [163|163]|280(280|162]162|236|238|316)|320(215|233]|251(261|329|333(260|264
70 SDOGO_72| -16,068944 | -50,181167 [{163|163|280(290|156]162|204|204|316)|316(209|217)|245(251|329|333(264|264
71 SDOGO_73| -16,068944 | -50,181139 [163]163|280|300|162]162|204(236|316)|316(215|215]|251(261|329]|333|260|260
72 SDOGO_74| -16,068944 | -50,181111 {163|163]|280(280|156]158|236|238|320)|326(215]|219)|251(261|329|333(260|264
73 SDOGO_75| -16,068972 | -50,181111 [163|163|280(280|156]158|204|204|306)|316(219]221)|259(261|329|329(264|264
74 SDOGO_76| -16,069083 | -50,181083 [163|163|280(296|148]158|234|2441326)|326(221|221)|257(261|333|333(264|264
75 SDOGO_77] -16,069111 | -50,181056 [163|163]|284|286|158]|158|204[236|314)|314(215|215)|245(245|333|333[264|264
76 SDOGO_78| -16,069194 | -50,18125 [163|163]|280|296|162]162|214(236|314)|320({215|233]|251(261|329]|329|260|260
77 SDOGO_79| -16,069222 | -50,181306 {163|163|280|300|162]162|236|236|324)|326(215|219)|251(261|329|329(260|264
78 SDOGO_80] -16,069194 | -50,181361 [163|163|280|300|156]156|236(238|316)|322(215|219)|251(261|329|329(260|264
79 SDOGO_81) -16,072583 | -50,184444 [163|163]|296|300|156]156|204[236|322)|322(219|243)|251(261|329|333[260|264
80 SDOGO_82| -16,072528 | -50,184444 [163|163|284|296|158]|162|204[204|306)|322(219|221)|245(251|329|333[260|264
81 SDOGO_84| -16,072639 | -50,184611 [163|163]|296|296|162]|162|204[238|324)|326(215|215)|251(259|329|333[264|264
82 SDOGO_85| -16,072667 | -50,184694 [163|163]|296|300|156]158|204[204|306)|322(215|215)|251(261|333|333[264|264
83 SDOGO_86| -16,07275 | -50,184694 [163|163|280|280|156]158|204(242|306)|326(209|215]|251(261|329]|329|260|260
84 SDOGO_87| -16,072778 | -50,184722 [163|163|280(280|156]158|204(242|306)|326(209|215]|251(261|329]|329(260|260
85 SDOGO_88| -16,072806 | -50,184778 [163|163|280(280|158|162|204(242|306)|326(209|215]|251(261|329]|329(260|260
86 SDOGO_89| -16,073417 | -50,185278 [163|163|280(280|158|162|234|240|316)|322(215|215)|245(261|333|333(260|264
87 SDOGO_90] -16,073472 | -50,185444 {163|163|280(300|158]|162|204|216|306)|316(221|247)|251(251|333|333(260|264
88 SDOGO_91| -16,073444 | -50,185444 {163|163|280(300|158]|162|204|216|306)|316(221|247)|251(251|333|333(260|264
89 SDOGO_92| -16,07375 | -50,185417 [163|163|280|300|156]162|204(238|316)|316(215|243]|251(251|329|333[260|260
90 SDOGO_93| -16,074306 | -50,185972 [163|163]|280(280|156|156|204|204|314)|326(215|215)|247(247|329|333[264|264
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NC individuo Individuo Latitude Longitude | SadH1 | SadH5 | SadH7 | SadH9 | SadH11 | SadH13 | SadH14 | SadH16 | SadH18
91 SDOGO 94 | -16,074389 | -50,186028 [163[163|280|300|158(158|216|238|316|326(215|215]|251|261(329|333|264|264
92 SDOGO_95 | -16,074528 | -50,185944 [163[163|280|280|148|156|204|204|316|324{209|219]|245|261(329|333|260|264
93 SDOGO_96 | -16,074806 | -50,186278 [163[171|280|300|156(156|204|238|322|326(219(221|245|259|329(329|260|260
94 SDOGO 97 | -16,074861 | -50,186278 [163|163(280|280|156(158|202]|202(322|322]|215(233|251|261|329|333|260(264
95 SDOGO 98 | -16,074889 | -50,186278 [163[163|280|280|156(158|198|204|306|322{215|233|251|251(329|333|264|264
96 SDOGO 99 | -16,075111 | -50,186472 [163[163|296|300|154|156|204|226|324|326(215|227]|251|261(329|333|260|264
97 SDOGO_100| -16,075056 | -50,186778 |163[163|278]|288|162|162[204|206|316|322(215|221|259|261|329(329|264|264
98 SDOGO_101]| -16,074417 | -50,187361 [163[163|278|300|156|158(204|214|316|322| ? | ? |251]|251|329(333[260|260
99 SDOGO_102| -16,074472 | -50,187361 |163|163|278(300|156|156|204|214|316|322|221|221|251{251|329(331|260|260
100 SDOGO_103| -16,074861 | -50,187722 |163|163(278|294|148(162|204|204(314|322]|221(221]251|261|333|333|260(264
101 SDOGO _104| -16,074833 | -50,187806 |163|171(278(278(162|162|236|244|314|322|215(215(251(251|329|333|264 |266
102 SDOGO_105| -16,07475 | -50,18775 |163[163|278]|296|156|158(204|204|322|322(233|233|259|261(329(329|260|264
103 SDOGO_106| -16,075056 | -50,187972 [163[171|278]|296|158|158(204|236|320|322(209|209|251|251|333(333|260|264
104 SDOGO_107| -16,075 | -50,187972 [163[163|278]|300|158|162[204|204|314|322(221|233|245|245|329(333|260|264
105 SDOGO_108| -16,075 | -50,188028 [163[163|280]|300|162|162[198|202]|306|322(215|233|251|259(329(333|264|264
106 SDOGO_109| -16,075028 | -50,188056 [163[163|286]|300|156|156(202|214|306|322(209|233|245|251|333[333|260|264
107 SDOGO_110]| -16,074972 | -50,188083 [163[163|280|300|162|162[204|204]|322|322(215|221|251|259|329(333|264|264
108 SDOGO 111] -16,074944 | -50,188056 |163|163|280(284(148|158]|204]|238]|306|306|215(219(259|259|329|329|260|260
109 SDOGO_112]| -16,074944 | -50,188111 [163[163|284|286|156|156(204|204|306|320(219|243|251|251|329(333|260|264
110 SDOGO_114| -16,075 | -50,188139 [163[163|280|280|162|162[204|204]|322|326(221|221|251|259(329(329|260|264
111 SDOGO_115]| -16,074972 | -50,188194 [163[163|280|300|162|162[204|204|316|316(215|219|251|259(329(329|264|264
112 SDOGO_116| -16,074972 | -50,188222 [163[163|278]|300|156|156(236|242|306|324(215|221|251|261|329(333|260|264
113 SDOGO_117| -16,075056 | -50,188222 [163[163|280|286|156|156(204|236|316|322(217|217|245|251|329(333|260|264
114 SDOGO_118] -16,075028 | -50,18825 |163[163|280|300|158|162(204|214]|306|324(217[221|251]|251|329(333[260|260
115 SDOGO 121| -16,075278 | -50,18825 |163|163(280]|280(156|156|204|228|326|326(221(221]|251|261|329|329|260|260
116 SDOGO_122]| -16,075278 | -50,188278 |163[163|280|280|156|156(204|228|326|326(221(221|251|261|329(329(260|260
117 SDOGO_123| -16,07525 | -50,188278 |163[163|280|280|156|156(204|228|326|326(221(221|251|261|329(329(260|260
118 SDOGO_124| -16,075222 | -50,188278 |163[163|296|300|156|156(204|204|306|316(215[215|245]|261|329(333[260|260
119 SDOGO_128]| -16,075583 | -50,188222 [163[163|286|296|156|162(204|234|326|330(217(221|251]|259|329(333[260|260
120 SDOGO_129] -16,075667 | -50,188333 |163[163|280]296|148|156(204|204|316|324(217|217|245|251|329(329|264|264
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121 SDOGO_131| -16,075444 | -50,188694 |163|163[280(284|156|156|204|242|314|330(215|219]251|251{333|333]260|260
122 SDOGO_133| -16,075583 | -50,188806 [163[171|282|286|156|158]|204|204 (314 (322(217[229|251|261|329|329|260 (260
123 SDOGO_134| -16,0755 | -50,188889 [163[163[280|296|162]|162]|204|204|316(322(217|245|251|261|329|329|260|264
124 SDOGO_136| -16,075861 | -50,188889 |163|163[280(280|158|162|204|210|320{322(215|215]259|261{329|333]260|260
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