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DIVERSIDADE GENETICA EM ACESSOS DE Anacardium humile A. St.-Hil
USANDO MARCADORES MICROSSATELITES

RESUMO - O cajuzinho do cerrado (Anacardium humile St. Hill) € uma espécie
subarbustiva de ampla distribuicdo no Cerrado que estd sujeita aos efeitos
deletérios da fragmentacdo deste bioma. Neste trabalho, foram estudados 333
gendtipos de 14 populacdes preservados na Colecdo de germoplasma da UFG
Regional Jatai com base em nove locos microssatélites, com o objetivo de analisar
a diversidade e estrutura populacional e testar as causas da diferenciacdo das
populacdes. Anacardium humile A. St. Hil possui alta diversidade genética em todas
as populacdes com 185 alelos encontrados, uma média de 20,55 alelos por loco. As
populacbes apresentaram uma média geral de 85,3 alelos por populacao revelando
um elevado contetdo informativo associado aos marcadores microssatélites. Os
valores médios de heterozigosidade esperada (He) e observada (H,) encontrados
para os locos foram de 0,876 e 0,656 respectivamente. O coeficiente de endogamia
dentro das populac¢des variou de -0,016 a 0,310, com uma média de 0,169,
indicando que as frequéncias alélicas ndo estdo seguindo as proporcdes esperadas
para o equilibrio de Hardy-Weinberg. A analise da estruturacdo genética a partir do
dendograma gerado pela matriz de distancia genética permitiu a formacédo de 7
grupos, evidenciando a divergéncia genética dos genétipos. A divergéncia genética
entre populagbes foi relativamente baixa (9,6%). Os valores de fluxo génico
encontrados indicam que a estrutura metapopulacional de A. humile St. Hill ainda
nao esta comprometida. A correlacdo entre a matriz de distancia genética com a
matriz de distancia geografica e se mostrou ineficiente para a divergéncia

encontrada entre as populacoes.

Palavras-chave: Cerrado; Marcador molecular; Pré-melhoramento; Variabilidade

geneética.



GENETIC DIVERSITY IN THE ACCESS Anacardium humile A. St.-Hil USING
MARKERS MICROSATELLITE

ABSTRACT - The cajuzinho do cerrado (Anacardium humile St. Hill) is widely
distributed species undergrowth in the Cerrado which is subject to the deleterious
effects of fragmentation of this biome. In this work, we studied 333 genotypes of 14
people population preserved in the germplasm collection of UFG Regional Jatai on
nine microsatellite loci, in order to analyze the diversity and population structure and
test the causes of differentiation of populations. Anacardium humile A. St. Hil has a
high genetic diversity in all populations with 185 alleles found, an average of 20.55
per locus. The populations showed an overall average of 85.3 alleles per population
revealing a high information content associated with microsatellite markers. The
expected average values of heterozygosity (He) and observed (H,) loci were found to
0.876 and 0.656 respectively. The coefficient of inbreeding within the population
ranged from -0.016 to 0.310 with an average of 0.169, indicating that allelic
frequencies are not following proportion expected for the Hardy-Weinberg
equilibrium. The analysis of the genetic structure of the dendrogram generated from
the matrix of genetic distances allowed the formation of groups 7, showing the
genetic diversity of genotypes. The genetic divergence between populations was
relatively low (9.6%). The gene flow values found indicate that the metapopulation
structure of A. humile St. Hill is not yet committed. The correlation between genetic
distance matrix with and geographic distance matrix proved inefficient in the

divergence found among populations.

Keywords: Cerrado; Molecular marker; Pre-breeding; Genetic variability



1. INTRODUCAO

O Cerrado € o segundo maior bioma da América do Sul, ocupando uma
area de 2.036.448 km? cerca de 22% do territério nacional (IBGE, 2014;
Ribeiro e Walter, 1998). Considerado como um dos hotspots mundiais de
biodiversidade (Myers et al., 2000), apresenta extrema abundancia de espécies
endémicas e vem sofrendo uma excepcional perda de habitat (Primack e
Rodrigues, 2001). Do ponto de vista da diversidade biologica, o Cerrado
brasileiro é reconhecido como a savana mais rica do mundo, abrigando 600
espécies de plantas nativas ja catalogadas (Machado et al., 2004). Existe uma
grande diversidade de habitats, que determinam uma notavel alternancia de
espécies entre diferentes fitofisionomias (Ribeiro e Walter, 1998).

Além dos aspectos ambientais, o Cerrado tem grande importancia social
(Bizerril, 2003). Muitas populacdes sobrevivem de seus recursos naturais,
incluindo etnias indigenas, geraizeiros, ribeirinhos, babagueiras, vazanteiros e
comunidades quilombolas que, juntas, fazem parte do patriménio historico e
cultural brasileiro, e detém um conhecimento tradicional de sua biodiversidade.
Mais de 10 tipos de frutos comestiveis sdo regularmente consumidos pela
populacdo local e vendidos nos centros urbanos, como os frutos do Pequi
(Caryocar brasiliense), Buriti (Mauritia flexuosa), Mangaba (Hancornia
speciosa), Cagaita (Eugenia dysenterica), Bacupari (Salacia crassifolia),
Cajuzinho do cerrado (Anacardium humile St. Hill), Araticum (Annona
crassifolia) e as sementes do Baru (Dipteryx alata) (MMM, 2007).

Um grande numero de espécies de plantas e animais do Cerrado correm
riscos de extincdo. Estima-se que 20% das espécies nativas e endémicas ja
nao ocorram em areas protegidas e que pelo menos 137 espécies de animais
que ocorrem no Cerrado estdo ameacadas de extincdo (MMA, 2007). Depois
da Mata Atlantica, o Cerrado é o bioma brasileiro que mais sofreu alteractes
com a ocupacdo humana. (Machado, 2004). Segundo dados do Ministério do
Meio Ambiente a crescente presséo para a abertura de novas areas, visando
incrementar a producdo de carne e graos para exportacao, tem levado a um

progressivo esgotamento dos recursos naturais da regiao.



O Brasil se destaca por ser um dos principais centros de diversidade
genética de fruteiras silvestres do mundo, entretanto, muito pouco se conhece
sobre a diversidade genética da grande maioria destas espécies (Franzon,
2008). Dentre elas cabe citar as plantas da familia Anacardiaceae, a qual é
representada por aproximadamente 80 géneros e 600 espécies (Barroso et al.,
2002). Dentro desta familia assume especial importancia Anacardium humile
St. Hill (Figura 01), popularmente conhecido como cajuzinho do cerrado, sendo
que seu fruto e pseudo fruto possuem grande importancia alimentar, industrial,
medicinal e econbmica. Da améndoa, rica em proteinas, calorias, lipidios,
carboidratos, fésforo e ferro, é extraido um 6leo comestivel, que pode ser
utilizado em substituicdo ao azeite de oliva (Almeida et al., 1998). Além de ser
uma espécie pouco estudada e ndo domesticada, o cajuzinho do cerrado vem

sofrendo com o extrativismo predatério (Silva et al., 2001).

Figura 01: Anacardium humile St. Hill.

Apesar de sua importancia, pouco se conhece sobre a diversidade
genética dessa espécie, conhecimento esse que segundo Oliveira et al., 2007
poderia contribuir para a conservacdo da mesma, bem com orientar programas
de melhoramento genético. O conhecimento da variabilidade genética de uma
colecdo esté intimamente relacionado a sua caracteriza¢do. A caracterizagéo é
uma atividade prioritaria na estratégia de abordagem e manejo de colecdes e
bancos de germoplasma, pois consiste em tomar dados para descrever,
identificar e diferenciar os acessos (Valls, 2007).



Os estudos sobre diversidade genética em colecbes podem ser
realizados a partir de caracteres morfolégicos de natureza qualitativa ou
quantitativa (Moreira et al., 1994). De acordo com Shimoya et al. (2002), a
avaliacdo da divergéncia genética € efetuada por diversos métodos que levem
em consideracdo as caracteristicas agrondémicas, fisioldgicas, genéticas e
morfologicas.

A caracterizagdo molecular é realizada com varios objetivos, dentre eles
tém-se a quantificacdo da diversidade e a determinacdo da estruturacéo
genética da populacdo, sendo que essa caracterizagcdo apresenta a vantagem
de detectarem o polimorfismo ao nivel do genétipo, sendo assim independente
dos efeitos ambientais e o estagio fisiolégico da planta (Ferreira e Grattapaglia,
1998).

Para a caracterizacao da diversidade, h&a varios marcadores moleculares
disponiveis, sendo o mais utilizado os microssatélites ou SSR (Single
Sequence Repeat), pelo seu elevado conteudo informativo, sua robustez
analitica e transferibilidade, o qual tem sido utilizado com sucesso na
caracterizacao de colecbes (Conte et al., 2006).

Essa caracterizagdo torna-se importante e essencial para o inicio do
desenvolvimento dos trabalhos de melhoramento genético com essa espécie,
uma vez que a variabilidade genética € a matéria prima para o melhoramento.
Além disso, com esta caracterizagcdo pode-se conhecer um pouco mais a

biologia desta espécie e buscar melhor orientacéo para sua preservacao.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais
Descrever e comparar a diversidade genética em quatorze populaces

de Anacardium humile St. Hill, constituintes da Colecdo da UFG Regional Jatai,

baseado em um conjunto de locos microssatélites.

2.2 Objetivos especificos

1. Estimar a magnitude e a distribuicdo da variabilidade genética entre e
dentro das populacgdes;

2. Avaliar, de maneira indireta, o fluxo génico entre as populacgoes;

3. Estimar a divergéncia genética entre as populacgdes;

4. Verificar se a variabilidade genética esta estruturada espacialmente.



3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 O Bioma Cerrado

O Brasil se destaca no cenario mundial como um dos maiores
detentores em biodiversidades do planeta, é considerado um dos paises com
maior perspectiva para a sua exploragdo econémica, assim como o Cerrado, o
segundo maior bioma do pais, com elevado grau de endemismo, que abriga a
mais rica flora dentre as savanas do mundo e detém cerca de 5% da
biodiversidade do planeta (MMA, 2007), abrigando mais de 6.000 espécies de
plantas (podendo este nimero chegar a 10.000) (Klink e Machado, 2005).

O Cerrado é um dominio fitogeografico do tipo savana que ocorre no
Brasil, em partes do Paraguai e da Bolivia. No Brasil, localiza-se principalmente
no Planalto Central, ocupando 24% do territério nacional, pouco mais de 2
milhdes de Km?, abrangendo os Estados de S&o Paulo, Minas Gerais, Goias,
Tocantins, Bahia, Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Piaui e o
Distrito Federal (Rodrigues e Carvalho, 2001).

A vegetacdo, em sua maior parte, € rasteira, constituida principalmente
por gramineas, coexistindo com arbustos e arvores esparsas, baixos,
tortuosos, de casca grossa, folhas largas e sistema radicular profundo, que
permite a absorcdo da agua disponivel nos solos abaixo de 2 metros de
profundidade, mesmo durante a estacdo seca (Rodrigues e Carvalho, 2001).
Toda essa abundancia de espécies do Cerrado esta associada a diversidade
de ambientes. No Cerrado a heterogeneidade espacial (a variagdo dos
ecossistemas ao longo do espaco) seria um fator determinante para a
ocorréncia de um variado nimero de espécies (Machado et al., 2004).

No entanto, apesar de toda essa riqueza bioldgica, o Cerrado vem
sofrendo intensa degradacdo (Klink e Machado, 2005). Assim como a
Amazonia, o Cerrado € um patrimdnio ameacgado pela fragmentacdo (Nepstad
et al., 2008). O modelo econdbmico de exploracdo tem tradicionalmente
evidenciado a producdo pecuaria e/ou a conversao da terra para agricultura, e
tem negligenciado o valor dos produtos florestais ndo madeireiros (MMM,
2007). Segundo o Ministério do Meio Ambiente houve um aumento
consideravel no processo de ocupacdo do Cerrado, principalmente a partir dos

anos 1970, com o desenvolvimento de técnicas e tecnologias agricolas,
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especialmente quanto a adubacdo do solo e ao surgimento de novas
variedades de commodities mais adaptadas a regiao.

No Brasil, estudos sobre a fragmentacdo de habitat tém sido
desenvolvidos desde a década de 70 (Willis, 1979), com énfase em
ecossistemas tipicamente florestais, como a Amazbnia e a Mata Atlantica
(Piratelli et al., 2008). Talvez por sua natureza nao florestal, os estudos de
fragmentacao no Cerrado sdo mais escassos, embora o bioma tenha sido em
termos absolutos, o que mais perdeu area para as atividades antropicas
(Machado et al., 2004).

Nas ultimas décadas as transformacdes ocorridas no Cerrado trouxeram
grandes danos ambientais, como fragmentacdo de habitats, reducdo da
biodiversidade, invasdo de espécies exoticas, erosdo dos solos, poluicdo de
aquiferos, degradacao de ecossistemas (Klink e Machado, 2005).

Ainda que considerado um dos biomas mais ricos em biodiversidade, o
Cerrado brasileiro € um dos mais ameagados do mundo (MMA, 2007). Tanto
gue em Myers et al. (2000) cita 0 mesmo como um dos hotspost mundiais para
a conservacao da biodiversidade, ou seja, a excepcional concentracdo de
espécies endémicas no Cerrado esta perdendo seu habitat.

A situacao do Cerrado é preocupante, segundo estimativas de Machado
et. al. (2004), mesmo os recentes esforcos do Ministério do Meio Ambiente -
MMA de identificar areas prioritarias para a conservacao e iniciar um processo
de organizagdo do conhecimento sobre a biodiversidade do bioma nao tém
sido capazes de conter a atual tendéncia ao desaparecimento do mesmo.
Ainda segundo Machado o bioma devera ser totalmente destruido no ano de
2030, caso as tendéncias de ocupacédo continuem causando uma perda anual

de 2,2 milhdes de hectares de areas nativas.

3.2 Biodiversidade vegetal e bancos de germoplasma

A identificacdo e correta caracterizacdo da diversidade genética de uma
espécie € o passo inicial para sua posterior utilizagdo em programa de
melhoramento genético vegetal, podendo resultar em ganhos econémicos
(Danner et al., 2011).
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Quando se deseja utilizar racionalmente o0s recursos genéticos
existentes, precisamos inicialmente estudar a variabilidade genética, bem como
conservar 0 maximo dessa diversidade, sendo isso pontos iniciais na
domesticacdo de vegetais (Dantas et al., 2012). Uma das medidas de se
amenizar 0 processo de erosdo genética, é a criacdo de bancos de
germoplasma, que sdo locais onde se tem como objetivo armazenar a
representacdo da variabilidade genética de determinada espécie.
Germoplasma é definido por Ferreira (2011) como sendo o conjunto de material
genético de determinada espécie, que é herdavel entre os individuos, e,
portanto constitui sua base genética.

Uma maneira extremamente interessante de se conservar o material
genético de uma espécie seria em condigcdes de campo, porém tal estratégia
demanda o uso de extensas areas, além da necessidade elevada de recursos
humanos para manter e conduzir tais colegcoes (Valois et al., 2001). Portanto,
estas colecdes devem ser administradas de forma a armazenar o maximo da
diversidade possivel em menor niumero de individuos de forma a potencializar
0 uso dos recursos abrigando o maximo da diversidade existente na espécie.

O entendimento a respeito de como a diversidade genética esta
estruturada, bem como as relagdes filogenéticas entre diferentes taxons e dos
niveis atuais de fluxo génico, contribuem de maneira importante para o
entendimento sobre a histdria evolutiva e sobre a dindmica populacional de
diversas espécies (Caballero et al., 2008). Sendo os parametros inferidos
através das analises genética de populacdes, de grande importancia para a

determinacao de estratégias de conservacao da espécie (Avise, 2010).

3.3 Consideragdes gerais sobre o cajuzinho do cerrado

A espécie Anacardium humile St. Hill. (Anacardiaceae), conhecida
popularmente como cajuzinho-do-cerrado, cajui e cajuzinho-do-campo (Rede
de Sementes do Cerrado, 2013), € nativa do Cerrado brasileiro, sendo
encontrada nos Estados da Bahia, Goias, Distrito Federal, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Minas Gerais e Sao Paulo (Almeida et al., 1998). A espécie
apresenta habito subarbustivo com caule subterraneo (Corréa, 1984; Almeida
et al., 1998).



12

O cajueiro tem seu sistema reprodutivo predominantemente alégamo
(Barros, 1995). Os orgdos reprodutivos da espécie possuem inflorescéncia
terminal na forma de panicula. Suas flores sdo meliferas (Almeida et al., 1998)
e seu principal polinizador € a abelha, sendo Apis melifera a espécie mais
comum (Lorenzi, 2006). Sua reproducéo ocorre geralmente entre outubro e
novembro, sendo a producdo de sementes limitada devido a baixa polinizacao
e a alta predacédo por animais e insetos (Ferrdo, 1995). Associam-se a essas
caracteristicas, limitacées na polinizacdo, como a tendéncia dos graos de pélen
de se manterem aderentes a antera, mesmo depois da deiscéncia, e a
incapacidade de algumas flores mondclinas em se transformarem em fruto,
apesar do grande numero de flores por inflorescéncia (Ferrdo 1995).

A espécie é fonte alimentar de canideos silvestres neotropicais, como a
raposa-do-campo (Lycalopex vetulus) e o lobo-guara (Chryzocyum brachiaru)
que sdo considerados recolonizadores de areas abertas por atividade humana,
atuando como agente dispersor (Dalponte e Lima 1999). A planta € heli6fila
(Hoehne 1979), apresentando potencial medicinal e alimentar, podendo ser
enquadrada no grupo das fruteiras tropicais.

Sado poucas as informacdes contidas na literatura sobre essa espécie,
sua atividade farmacoldégica atribuida pelo conhecimento popular, na qual ha a
utilizacdo de folhas, cascas, raizes e castanhas como expectorante e
cauterizante (Barbosa, 2008), usado no tratamento para inflamacéo ovariana
(Vila Verde et al.,, 2003), ulceras (Luiz-Ferreira et al., 2008) e atividade
antimicrobiana (Silva et al., 2007). Além da atividade medicinal essa espécie
produz compostos fendlicos essenciais, cujo efeito inseticida foi descrito por
Maia et al. (1998).

Por ser uma espécie de baixo porte, diferentemente do cajueiro comum
(Anacardium ocidentali, L), se torna mais sensivel as acdes antropicas e ao
fogo, sendo considerada rara e protegida por lei (CEMIG, 2001).

Por ser uma espécie nao cultivada, seus frutos sao coletados de forma
extrativista e em muitos casos de forma desordenada, ndo havendo o cuidado
com a reproducéo da espécie. Com isso, as populacdes naturais de cajuzinho
do cerrado podem ser extintas localmente, pois a falta de manejo pode
conduzir & reducdo no numero de individuos em funcdo da auséncia de

critérios para a colheita dos frutos. Deve-se considerar ainda que a coleta dos
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frutos sem um plano de conservacao genética pode resultar no estreitamento
da variabilidade genética, devido as restricbes na disseminacdo de sementes e,
consequentemente, com reflexos no sucesso reprodutivo e na regeneragao
natural da espécie.

Apesar de ndo estar inserido no habito alimentar da maior parte dos
brasileiros, o gosto marcante desta espécie chama a atengdo da agroindustria.
Segundo Corréa (1984) e Almeida et al., (1998), o pedunculo e a améndoa
dessa espécie sdo bastante apreciados para consumo in natura na regidao do
Cerrado, 0 que torna a espécie potencial alternativa para geracdo de renda.
Para os pequenos produtores a comercializagdo das frutas in natura representa
um incremento na renda familiar (Melo et al., 2013). A venda do cajuzinho,
além do valor comercial, também agrega valor social, histérico e cultural as
populacdes regionais.

Por ser uma espécie pouco estudada e nao domesticada, o cajuzinho do
cerrado vem sofrendo com o extrativismo predatorio (Silva et al., 2001). Apesar
da sua importancia econémica e ambiental, existem poucos trabalhos sobre
variacdo genética em nivel molecular que possam contribuir ou direcionar
acOes voltadas para a conservacdo da espécie. Como ja observado por Londe
(2005), se faz necessario gerar informacdes bioldgicas, na tentativa de adequar
a exploracdo econbmica da espécie, de modo que nao haja a utilizacao
predatéria ou, até mesmo, a extingdo da mesma. Neste caso, ndo existem
trabalhos usando microssatélites, sendo que estudos moleculares envolvendo
populacdes de Anacardium humile St. Hill de diferentes areas geogréaficas
poderiam detectar possiveis padrdes de variacdo genética entre as populacdes

associadas as diferentes regides do Cerrado.

3.4 Caracterizacdes e uso de recursos genéticos do Cerrado

Os componentes da biodiversidade podem fornecer uma ampla gama de
produtos, com um imenso potencial de uso econdmico, dentre quais se
destacam os produtos originados dos recursos genéticos vegetais (Guerra e
Nodari, 2003). Segundo Goedert (2007) recursos genéticos vegetais hada mais
sdo do que os materiais genéticos vegetais com valor atual ou potencial. Tais

recursos sao primordiais para a seguranca alimentar tanto atual como para as
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geracdes futuras (Burity et al., 2010) Além disso, sdo essenciais para a
adaptacao as alteracfes ambientais e as necessidades humanas futuras.

Os mesmos fatores que levam ao isolamento por dissimilaridade, entre
populacdes de plantas, sdo também responsaveis pela subdivisdo genética
dentro das populacfes. (Soares et al., 2008). A subdivisdo genética local, ou
estruturagdo em parentesco, resulta de um agrupamento espacial de
individuos, que estdo mais intimamente relacionados do que seria esperado em
genaotipos que estado distribuidos aleatoriamente (Heywood, 1991).

Espécies vegetais com baixas densidades e bancos de sementes
discretos, desenvolvem estrutura genética espacial positiva em pequenas
escalas, ou seja, as plantas mais préximas espacialmente sdo mais proximas
geneticamente do que o esperado pelo acaso (Soares et al., 2008).
Diferentemente, espécies com sobreposicdo de banco de sementes, alta taxa
de fecundacdo cruzada, estabelecimento raro das plantulas e recrutamento
distante da planta mae, apresentam pouca estruturacdo genética
intrapopulacional (Cavers et al., 2005).

Com o advento das técnicas moleculares, atualmente podemos distinguir
a estrutura genética, tanto dentro como entre populacdes, o que tém ajudado
na elucidacéo dos padrdes de fluxo génico, dispersao e selecao (Cavers et al.,
2005). Aliadas as técnicas de autocorrelacdo espacial, elas possibilitaram o
aprimoramento dos métodos de andlise e permitiram a estimativa do fluxo
génico aparente dentro de populagBes, com base na estrutura genética
espacial entre plantas (Fenster et al., 2003; Vekemans e Hardy, 2004; Diniz-
Filho et al., 2008). Por meio desses métodos, a estrutura genética que
tradicionalmente era avaliada apenas em grandes escalas espaciais, entre
populacdes, passou também a ser feita em escala local (Hardy, 2003).

A falta de informacdes sobre os aspectos genéticos das espécies é um
dos principais problemas na avaliacdo de recursos genéticos e decorre,
principalmente, da caréncia de estudos sobre diversidade genética. Esse
problema dificulta o estabelecimento de estratégias que assegurem ndo s6 a
conservacao de populacdes naturais de plantas ecologicamente importantes,
mas também a de outros recursos genéticos potencialmente Uteis as

populacdes humanas (Blanco, 2007).
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Segundo Sano et al. (2007), o Cerrado apresenta em torno de 40% da
vegetacao alterada pela atividade humana. Isso se deve ao fato de ser o bioma
que possui a menor porcentagem de area legalmente protegida, apenas 5,2 %,
integralmente protegida na forma de unidades de conservacao (Jepson, 2005).
Portanto muitas espécies estdo ameacadas pela ocupacdo antropica
desordenada do Cerrado e o extrativismo predatorio.

Para preservar as espécies com potencial econémico, além da criagdo
de unidades de conservacao maiores, devem-se recuperar areas degradadas e
recompor a reserva legal das propriedades rurais com mudas oriundas destas
espécies (Hopkin, 2004). No entanto, para se pensar em manutencdo de
recursos genéticos é importante o conhecimento da variabilidade a fim de
garantir implantacdo de areas com o minimo de variabilidade. Outra forma seria
o0 estabelecimento de sistemas de producdo comercial. Estudos sobre a
variabilidade genética destas espécies geram importantes informacgfes para
subsidiar diferentes praticas de manejo, estabelecimento e também etapas
iniciais de selecdo e melhoramento genético (Faleiro, 2007; Faleiro 2011).

Entre as espécies nativas de potencial agronémico, as fruteiras do
cerrado possuem grande importdncia. O grande desafio destas espécies
envolve sua producdo e a comercializacdo, onde esfor¢cos pontuais aprimoram
o conhecimento e possibilitam o avanco desse novo mercado (Vieira et al.,
2009). No Cerrado sao encontradas diversas fruteiras nativas, as quais além de
consistirem importante fonte de alimentos para os animais, sdo produtoras de
frutos como pequi, cagaita, araticum, baru, jatob4, mangaba, cajuzinho do
cerrado, jenipapo e buriti que podem ser consumidos e (ou) comercializados in
natura ou sob diferentes formas, como doces, geleias, bolos, paes, farinhas,
biscoitos, sorvetes, pudins, sucos, licores e tortas (Avidos e Ferreira, 2000).

Dados do inicio dos anos 2000 mostram que em torno de 60 espécies de
frutas nativas sdo conhecidas e utilizadas pela populagéao tradicional que vive
no Cerrado, entretanto, 0 seu uso restringe-se, ainda, ao usuario local e de
forma essencialmente extrativista (Silva et al., 2001). JA& que muitos frutos
nativos, embora conhecidos, nédo sédo explorados, 0s mesmos merecerem uma

maior atencao por parte da pesquisa.
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3.5 O uso de marcadores moleculares no estudo de espécies nativas do
Cerrado

Define-se como marcador molecular qualquer fendtipo molecular
originario de um gene expresso ou de um determinado segmento de DNA, que
corresponda a uma regido expressa ou ndo do genoma (Ferreira e
Grattapaglia, 1998). Outra definicdo é que marcadores moleculares de DNA
sdo segmentos de DNA vinculados a locos, que originam a caracteristica de
interesse (Alzate-Marin et al., 2005). Essa tecnologia possibilita caracterizar e
identificar espécies de tal forma que expbem as minimas diferencas existentes
entre gendtipos (Melo e Morais, 2011).

Nos ultimos anos, ocorreu um aumento significativo de metodologias de
genética molecular (diversos tipos de marcadores moleculares) e suas
aplicacbes para contribuir e aumentar a eficiéncia dos programas de
conservacdo e uso dos recursos genéticos vegetais (Godinho, 2013). As
metodologias para detectar e analisar a variabilidade genética em nivel
molecular oferecem informacfes complementares a outros estudos relativos a
conservacao e uso de bancos de germoplasma (Faleiro, 2007).

O uso dos marcadores moleculares mudou significativamente as
pesquisas nas areas da Genética e do Melhoramento de Plantas (Borém,
1998). Até a década de 60, eram utilizados marcadores morfolégicos baseados
em caracteristicas de facil identificacdo, como coloracdo de pétalas e nanismo
(Ferreira e Grattapaglia, 1998). Apesar dessa facilidade, a possibilidade de
serem afetados por genes controladores de outros caracteres, o reduzido
namero de marcadores distintos em uma mesma linhagem e o fato de poucas
espécies de plantas apresentarem tais caracteristicas, reduzia a probabilidade
de se encontrar associag0es significativas entre os marcadores e caracteres de
importancia econdbmica (Haber, 2007). Apesar de todas as dificuldades e
restricdes de uso, os marcadores morfologicos contribuiram significativamente
para o desenvolvimento tedrico da analise de ligacdo génica e para a
construgdo das primeiras versdes de mapas genéticos (Borba, 2007).

Nos ultimos anos houve grandes avancgos na area da biotecnologia, e as
diversas técnicas de marcadores moleculares tém permitido indicar, com

precisdo, as variagbes genéticas presentes no DNA de um determinado
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organismo (Ferreira e Grattapaglia, 1998). O uso de marcadores moleculares é
considerado uma das técnicas mais eficientes para caracterizacdo de Bancos
de germoplasma (Dantas et al., 2012), j& que permite avaliar a diversidade
existente entre os acessos e populacdes diretamente em nivel de DNA,
associando estas informacfes para a formacdo de grupos que reflitam a
diferenca e/ou a semelhanca entre estes (Weiler et al., 2010).

Os parametros genéticos populacionais estimados com base em
marcadores moleculares podem ser utilizados para diversos fins. Uma das
principais utilizacfes é a conservacao de espécies importantes, ou de espécies
gue estéo inseridas em biomas que devem ser preservados, estes parametros
podem ser Uteis na deteccdo de populagBes que apresentem diferentes
magnitudes de variabilidade genética e que, portanto, requerem diferentes
estratégias para sua conservacdo in situ ou ex situ (Avise e Hamrick 1996,
Newton et al., 1999). Quando, por outro lado, o interesse for a domesticacao de
espécies e sua utilizacdo econbmica, estes parametros podem auxiliar na
definicdo de programas de coleta visando a selecdo de apenas parte da
variabilidade que seja de conveniéncia para o melhorista (Borém 1998).

Entre as classes de marcadores existentes, os microssatélites sdo os
mais utilizados para caracterizagdo da diversidade em plantas (Filho et al.,
2013), sendo amplamente utilizados para a caracterizacdo individual, a
investigacdo de vinculo familiar e 0 mapeamento genético em seres humanos,
animais domésticos e plantas.

A caracterizacdo de germoplasma consiste na observagcdo, mensuracao
e documentacdo de caracteristicas herdaveis (Vicente et al., 2005). Esta
caracterizacdo, quando bem conduzida, é capaz de diferenciar acessos,
identificar duplicatas, separar classes ou categorias, verificar a variabilidade
existente e indicar genotipos mais divergentes (Valls, 2007).

O polimorfismo de tamanho apresentado pelas regidées microssatélites é
devido as altas taxas de mutacdo em relacdo a outras regides do DNA. Essa
taxa é estimada em 10 a 10 por loco por gametas por geracdo, mas tende a
ser altamente variavel entre espécies (Ellegren, 2000). Devido a alta taxa de
mutacdo, € de se esperar que o DNA codificante tenha uma baixa densidade
de microssatélites, ja que profundas transformacdes implicariam em uma perda

de funcionalidade das proteinas a serem codificadas (Oliveira et al., 2006). A
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variabilidade evidenciada pelos microssatélites € amplamente utilizada para
inferir os niveis de diversidade genética em popula¢gdes naturais, sendo que a
taxa de mutacdo elevada dos microssatélites os torna particularmente UGteis
para estimar os niveis de diversidade genética (Vali et al., 2008).

No caso de Anacardium humile St. Hill, ndo ha relato de estudos
moleculares utilizaram os marcadores microssatélites, no entanto, os mesmos
tém sido usados com sucesso em diferentes estudos genéticos na familia
Anacardiaceae, tais como (Batista, 2013; Caetano, 2005); bem como o uso de
outros marcadores moleculares (Santos et al., 2001; Silva, 2009, Silva et al.,
2008).

3.6 Fluxo génico em plantas

O fluxo génico € um termo coletivo que caracteriza todos 0os mecanismos
resultantes do movimento de genes de uma populacédo para outra. A circulacéo
de genes dentro de populacbes de plantas estd condicionada tanto pela
densidade e arranjamento espacial dos individuos, como pelas relagbes de
natureza genética existentes entre eles (Martins, 1987).

Em plantas, no sentido amplo, o fluxo génico pode-se estabelecer pelo
movimento de pdlen ou sementes. Na realidade, o fluxo génico € uma medida
da fertilizacdo, no caso de polen, ou estabelecimento de individuos férteis, no
caso de sementes, em razdo da distancia percorrida da fonte até o local onde a
dispersdo ocorreu (Levia e Kerster, 1974). Obviamente, nem todo poélen
disperso resulta em fertilizacdo e nem toda semente dispersa estabelece
individuos férteis. Dessa forma, o fluxo génico, no sentido restrito, pode ser
muitas vezes menor que o fluxo génico potencial.

A subdivisdo em areas menores, levando a interrup¢do do fluxo génico
pode alterar a estrutura populacional, com implicagbes nos processos
evolutivos (Martins, 1987). O fluxo génico pode ser considerado um dos
principais parametros populacionais em trabalhos que objetivam a conservacao
de espécies, pois 0 mesmo pode restringir o processo evolutivo por prevenir a
adaptacdo as condicdes locais e promover a evolucdo espalhando novos

genes e combinagdes génicas entre populacdes de uma determinada espécie
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(Slatkin, 1987). A troca génica restringe os efeitos da deriva genética e da
selecao natural, homogeneizando as populagdes (Seoane et al., 2000).

Mensurar a magnitude do fluxo génico ndo é uma tarefa facil, pois sua
estimativa ndo depende somente do processo de dispersdao, mas também do
sucesso reprodutivo do individuo migrante e do tamanho da populacdo que
recebe o migrante (Ennos, 1994). No entanto, ha duas classes de meétodos,
diretos ou indiretos, muito bem discutidas por Slatkin (1985; 1987) para
determinar o fluxo génico, sendo o método mais comum para se medir o fluxo
génico de forma direta em plantas o baseado na observacéo da dispersdo dos
gréos de pdlen ou das sementes, 0 que permite a estimativa do fluxo génico
potencial.

Os métodos indiretos utilizam a distribuicdo da variancia genética para
se inferir a intensidade de fluxo génico. Dentre os métodos indiretos, temos
aqueles baseados no indice de fixacédo (Fst), 0 qual é fundamentado na analise
da estrutura genética de populacdes sendo usado para estimar o niamero de
migrantes por geracdo (Nn) para um conjunto de populacdes ou
subpopulacdes. Vale ressaltar que quando o fluxo génico for estimado via Fsr,
o mesmo sera um fluxo génico aparente, o qual admite que a estrutura
populacional esta sob o modelo de ilhas de Wright (1951) e assume equilibrio
entre migracdo e deriva genética. Crow e Aoki (1984) propéem um método de
estimacdo via Fst o0 qual corrige a estimativa para pequeno numero de
populacoes.

A importancia do fluxo génico esta justamente em contrapor os efeitos
da deriva genética, permitindo a homogeneizacao das frequéncias alélicas, ou
seja, o nivel de variacdo dentro da populacdo tende a aumentar e a diferenca
entre a estrutura genética das diferentes populacdes tendem a diminuir. Um
fluxo génico restrito pode levar a formacao de pequenos grupos de individuos
geneticamente mais similares, de modo que uma populagdo pode ser
constituida de vérias subpopulacées geneticamente diferenciadas (Fischer et
al., 2000).

Teoricamente, o padrao de fluxo génico existente em um conjunto de
populacdes pode ser descrito por diversos modelos. Futuyma (1992) descreve
guatro modelos: a) modelo continente-ilha, onde existe efetivamente, um

movimento unidirecional de uma subpopulacdo grande para uma menor, quase
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isolada; b) modelo de ilhas onde a migracdo ocorre ao acaso dentre um grupo
de pequenas subpopulacdes; c) modelo de alpondras (stepping-stone) de
modo que cada subpopulacdo recebe migrantes somente das subpopulagdes
vizinhas; d) modelo de isolamento por distancia, onde o fluxo génico ocorre
preferencialmente entre individuos mais proximos espacialmente, em
subpopulacdes de distribuicdo continua.

Qualquer que seja o método de estimacao do fluxo génico, o valor de N,
tem uma relacdo muito forte com a magnitude de deriva genética, onde para
um N > 1 o fluxo génico é a forca evolutiva predominante na determinacao
das frequéncias alélicas, homogeneizando as populacbes; N, < 1 A deriva
genética tem maior atuacao, resultando em significativa diferenciacdo genética

entre as populagcdes (Wright, 1951).
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4 MATERIAL E METODOS

A colegao Bioldgica “ex situ” de Anacardum humile St. Hil contém 640
plantas provenientes de 14 municipios (Figura 02). As coletas de propagulos
para estruturacéo da colecdo foram realizadas no més de outubro nos anos de
2011 e 2012, sendo o plantio das mudas na area de recursos genéticos da
UFG Regional Jatai realizado em dezembro de 2011 e marco de 2013, o qual
est4 ocupando uma area de aproximadamente de 1.720m?.

Em cada localidade foram coletados os propagulos do maior numero de
matrizes possivel dentro de cada municipio, os quais foram levados para a
casa de vegetacao para a formacdo das mudas, as quais posteriormente foram
transplantadas. Toda a colecdo esta devidamente identificada em nivel de

campo e esta em processo de informatizacao.
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Figura 02: Pontos coletados de acessos de A. humile St Hill.

4.1 Coleta de material vegetal e extracdo de DNA

O material de estudo foram 333 genétipos de Anacardum humile St. Hill

constituintes da Colecao (Tabela 01) oriundos de 14 localidades do cerrado o
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qual esta situado na UFG Regional Jatai. Para a obtencdo de DNA, folhas
foram coletadas e armazenadas em sacos plasticos, com silica seca, para
serem usadas na extragao.

A extracdo de DNA foi realizada no Laboratorio de Genética e
Biodiversidade (LGBio) do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade
Federal de Goias - Campus Samambaia, de acordo com o protocolo de Doyle e
Doyle (1987) seguindo as adaptagOes propostas por Ferreira e Grattapaglia
(1998). A integridade e quantificacdo do DNA extraido foi verificada em gel de
agarose a 1%. Com base neste resultado, todas as amostras foram diluidas em

agua para a concentracdo de trabalho de 2,5 ng/uL.

Tabela 01. Origem dos 333 individuos de Anacardum humile St. Hill.

Localidade Numero de Latitude Longitude Altitude
individuos
Abadiania/GO 48 16°02'566"  48°51'25" 1138
Aporé/GO 23 18°54"19"  51°54'47" 593
Bar. Garca/MT 22 15°51'36"  52°16'22" 413
Caiaponia/GO 17 16°53'57" 51°52' 21" 772
Chap. Céu/GO 13 18°32'09,1" 52°38'02,7" 816
Doverlandia/GO 19 16°42'58" 52° 16' 01" 597
Ipora/GO 22 16°23'28" 51° 10' 06" 614
ltaruma/GO 23 18°45' 03" 51° 22' 53" 536
Jatai/GO 35 17°54'01" 51°47' 01" 688
Mineiros/GO 23 17°56'06"  52°59'16" 875
Piranhas/GO 27 16°24'35"  51°51'18" 380
Portelandia/GO 21 17°25'39" 52° 36'41" 863
Serrandpolis/GO 17 18°20'39" 51°51'07" 690
Torixoréu/MT 23 16°11'28"  52°38'44" 765

Bar. Garca/MT = Barra do Garga; Chap. Céu/GO = Chapadao do Céu.

As PCRs (Reacdo em Cadeia da Polimerase) foram feitas em sistemas
simples, onde as amostras foram amplificadas com um par de primers de cada
vez. Cada sistema de amplificagcdo foi montado para um volume final igual a 10
ML (Tabela 02). Foram testado 12 primers transferidos por Soares et al., (2013)
de Anacardium occidentale L. para Anacardium humile St. Hill, dos quais 9 se
mostraram adequados para o presente estudo (Tabela 03), os demais primers

nao foram utilizados pois 0s mesmos apresentaram problemas de amplificacao.
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Tabela 02. Protocolo das Reacdes em Cadeia de Polimerase demonstrando os
reagentes utilizados e suas concentracdes de uso e volume, para um sistema
de 10ul.

Reagentes Concentracdo Volume (pL) Concentracéo final
BSA: 25mg/ml 1,3 3,25mg
DNA: 2,5ng/uL 3 7,5ng
dNTP's: 2,5uM 0,9 0,225uM
Tampé&o da enzima

¢/MgCLo. 10X 1 1x
Primers (F + R): 0,9uM 2,4 0,216uM
Tag-polimerase 5U 0,15 1U

H,O ultrapura - 1,25 -

Total - 10 -

A temperatura de anelamento variou de acordo com cada primer (Tabela
03), e as amplificagbes foram realizadas em termocicladores Gene Amp PCR
System 9700 Applied Biosystems sobre as seguintes condi¢des: 95°C por 5
min (1 ciclo), 95°C por 1 min, 58°C a 62°C por 1 min (temperatura de
anelamento variavel de acordo com cada primer — ver tabela 03), 72°C por 1
min (30 ciclos); e 72°C por 30 min (1 ciclo).

Tabela 03. Primers microssatélites testados para Anacardium humile St. Hill.

Loco Sequéncia (5°- 3) Repeticao Produto Ta
amplificado (°C)
(pb)
mAoR2* CAGAACCGTCACTCCACTCC (CA)1o(TA)s 350 - 380 60
GGAAGGGCATTATGGGTAAG
mAOoR3 CAGAACCGTCACTCCACTCC (AC)12(AAAAT), 236-256 60
ATCCAGACGAAGAAGCGATG
mAoRG6* CAAAACTAGCCGGAATCTAGC (AT)s(GT)12 140-156 60
CCCCATCAAACCCTTATGAC
mAoR11 ATCCAACAGCCACAATCCTC (AT)3(AC)16 226-242 62
CTTACAGCCCCAAACTCTCG
mAoR12 TCACCAAGATTGTGCTCCTG (AC)1,ARAC(AT), 318-340 60
AAACTACGTCCGGTCACACA
mAoR16 GGAGAAAGCAGTGGAGTTGC (GT)s(TA)17(GT)3 222-260 60
CAAGTGAGTCCTCTCACTCTCA
mAoR17 GCAATGTGCAGACATGGTTC (GA)24 138-156 58
GGTTTCGCATGGAAGAAGAG
mMAoR29 GGAGAAGAAAAGTTAGGTTTGAC (TG)10 304-322 58
CGTCTTCTTCCACATGCTTC
mAoR35* CTTTCGTTCCAATGCTCCTC (AG)14 148-158 60
CATGTGACAGTTCGGCTGTT
mAoR41 GCTTAGCCGGCACGATATTA (GGT)s 151-157 60
AGCTCACCTCGTTTCGTTTC
mAoR42 ACTGTCACGTCAATGGCATC (CAT)TAT(CTT), 187-208 62
GCGAAGGTCAAAGAGCAGTC
mAoR52 GCTATGACCCTTGGGAACTC (GT)16(TA)> 186-204 60

GTGACACAACCAAAACCACA
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Fonte: Adaptado de Soares et al., 2013. * primers néo utilizados devido problemas de

amplificacéo.

A verificacdo da amplificacdo do DNA foi feita através de eletroforese em
gel de agarose a 3% de concentracdo. Foi verificada a amplificacdo da amostra
através da intensidade das bandas, sendo posteriormente avaliada a
necessidade de diluicdo. Em seguida, as amostras foram distribuidas em
placas para genotipagem, diluidas e misturadas para a formacdo dos sistemas
multiplex de genotipagem, combinando primers fluorescentes de diferentes
cores (6-FAM, azul; HEX, verde e NED, amarelo) (Tabela 04).

Tabela 04. Relacdo dos multiplex formados e as fluorescéncias utilizadas para
cada primer: 6FAM (azul), HEX (verde) e NED (amarelo).

Multiplex |

mAoR11-F HEX- 5" ATCCAACAGCCACAATCCTC
mMAORS2-F NED- 5' GCTATGACCCTTGGGAACTC
MAOR16-F NED- 5' GGAGAAAGCAGTGGAGTTGC
Multiplex Il

mMAOR3-F 6-FAM- 5' CAGAACCGTCACTCCACTCC
mAoOR17-F 6-FAM- 5' GCAATGTGCAGACATGGTTC
MAOR29-F HEX- 5' GGAGAAGAAAAGTTAGGTTTGAC
mAoR41-F HEX- 5 GCTTAGCCGGCACGATATTA
mAoR12-F NED- 5' TCACCAAGATTGTGCTCCTG
mAoR42-F NED- 5' ACTGTCACGTCAATGGCATC

As amostras submetidas a andlise no sequenciador automatico de DNA
ABI 3500 (Genetic Analyzer, Applied Biosystems) consistiram de um volume
final de 10 pL contendo: 1pL do produto da reacdo de amplificacédo, 0,25 uL de
marcador interno fluorescente de tamanho padréo (size standard) ROX500™,
marcado com fluorescéncia vermelha, e 8,75 pL de formamida Hi-Di (Applied
Biosystems). Essa mistura foi submetida a desnaturagcéo por 5 minutos a 95°C,
posteriormente imersas em gelo durante um periodo de um minuto e
submetidas a analise pelo sequenciador ABI-3500 para obtencdo dos
genotipos.

Apés a eletroforese no sequenciador automatico, os projetos foram
analisados pelo programa Genemapper 3.5 (Applied Biosystems) para a
visualizacdo dos genoétipos. Como os marcadores microssatélites utilizados

neste trabalho apresentam motivos de dinucleotideos foi preciso um critério de
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arredondamento com intervalos em pares de bases pré-estabelecidos (Bin)
para a determinacdo dos genotipos, em que a variacdo dos alelos ocorreu a

cada dois pares de bases.

4.2 Andlises estatisticas

4.2.1 Avaliacao dos locos

Apoés a genotipagem foi feito um teste utilizando o programa MICRO-
CHEKER 2.2.3 (Oosterlhout et al., 2004) a fim de observar erros de
genotipagem e a presenca de alelos nulas nos locos utilizados. A constatacdo
de presenca de alelos nulos também foi feita através do teste para o Equilibrio
de Hardy-Weinberg, onde foi utilizado como critério para definir que um loco
possui alelos nulos, quando esse ndo aderiu as proporcdes de Equilibrio de
Hardy-weinberg em todas as populacoes.

No presente trabalhou adotou-se como loco polimérfico quando o alelo

mais comum tem frequéncia inferior a 0,9.

4.2.2 Teste do Equilibrio de Hardy-Weinberg

As frequéncias alélicas e genotipicas de cada loco foram submetidas ao
teste exato de Fisher para verificar a aderéncia as proporcdes de Equilibrio de
Hardy-Weinberg, como descrito por Weir (1996), utilizando-se o programa GDA
(Lewis e Zaykin, 2002).

Para minimizar os possiveis erros na obtencdo dos gendtipos e
confirmar a existéncia de todos os alelos, foi construida uma escada alélica, a
partir de uma nova eletroforese com o0 nimero minimo de individuos que

contemplasse todos os alelos de cada loco.

4.2.3 Desequilibrio genotipico entre pares de locos

O desequilibrio genotipico entre pares de locos foi avaliado por meio do
teste exato de Fisher. Por esse procedimento, genétipos de dois locos séo
associados diversas vezes e a estatistica é recalculada no novo conjunto de
dados. Qualquer associagdo encontrada entre as frequéncias génicas em locos
diferentes € geralmente denominada como desequilibrio de ligagdo, mesmo

quando as associa¢gbes nao sao decorrentes de ligagao entre os locos (Weir
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1996). Para locos nucleares, pressupde-se que o0s locos sao independentes e,
portanto, a associagdo entre pares de locos néo € esperada.

O teste de desequilibrio genotipico entre pares de locos foi testado com
o auxilio do programa GDA (Lewis e Zaykin, 2002), por meio da meédia

composta de desequilibrio de ligacdo de Burrows (Weir, 1979).

4.2.4 Variabilidade genética intrapopulacional

As frequéncias alélicas foram estimadas para os locos com o auxilio do
programa FSTAT (Goudet, 2002), enquanto a diversidade genética
intrapopulacional foi estimada utilizando-se o programa GDA (Lewis e Zaykin,
2002), obtendo-se os parametros: numero médio de alelos por populacdo (Na),
namero médio de alelos por loco (A), heterozigosidade observada (H,) e
esperada (He) por loco e as heterozigosidade observadas e esperadas médias
por populacao.

Heterozigosidade esperada (He) estimada com base em Nei (1978), sendo:
He = 1 — Ypi?
pi — frequéncia estimada do iésimo alelo;

A heterozigosidade média esperada foi obtida pela média aritmética de todos
os locos estudados.

A quantidade de heterozigoto de um determinado loco seguiu 0s
procedimentos de Brown e Weir (1983), em que:

HO = 1 — Ypii
pii — frequéncia observada de gendtipos homozigotos do alelo i;

A heterozigosidade média observada foi obtida pela soma dos valores de cada
loco, dividindo-se pelo nimero total de locos estudados.

4.2.5 Tamanho efetivo

O tamanho efetivo populacional € um parametro critico em genética de
populacdes, pois este € uma medida da taxa de deriva genética e endogamia
(Vencovsky e Crossa, 2003). O tamanho efetivo de populacdes é o tamanho de

uma populacéo idealizada, que tem a mesma medida de deriva em frequéncias
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alélicas, ou a mesma taxa de reducdo em heterozigosidade, igual a populacéo
atual (Vencovsky e Crossa, 2003, 2003).

O tamanho efetivo da populacéo foi estimado segundo (Vencovsky, 1997), pela

razdo Ne/n, em que:

n

Ne =
CT1sf

n € o numero de plantas amostradas;
f coeficiente de endogamia intrapopulacional.

Se o valor de f, como indice de fixacdo, for negativo deve-se assumir o
valor zero para o coeficiente de endogamia, devido ao fato de que os valores
de f podem ser atribuidos a esta estimativa variam entre 0 e 1. Valores que
desviam da unidade significam que na amostragem das populacdes existe

deficiéncia de individuos para contribuir com cruzamentos aleatorios.

4.2.6 Variabilidade interpopulacional e estrutura genética populacional

Para o estudo da variabilidade interpopulacional e estrutura genética,
inicialmente foram obtidas as estimativas de diversidade e frequéncia alélica
por loco e por populacédo, utilizando o programa FSTAT (Goudet, 2002). Além
das estimativas do indice de fixacdo intrapopulacional médio por loco e por
populacéo e estatisticas F (Fst, Fis € Fir) obtidas através do método proposto
por Weir e Cockerham (1984), utilizando o programa GDA que assume 0O
modelo aleatério de acordo com Weir (1996), em que as populacdes
amostradas sdo consideradas como representativas da espécie e com uma
histéria evolutiva em comum, e que assume também o modelo de alelos

infinitos. Em que:

=1—-—
f He

Para verificar as divergéncias entre as populagdes, foram calculadas as
distancias genética a partir das frequéncias alélicas observadas de cada loco
(Nei, 1972) utilizando o programa GDA (Lewis e Zaykin, 2002).

A estrutura genética foi caracterizada por meio das analises de variancia

das frequéncias alélicas (Weir, 1996), considerando-se as quatorzes
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populacdes, para determinar a estrutura genética molecular entre populacdes,
foram utilizados os parametros de F (Wright, 1951), Fst estimativa de
divergéncia entre populacdes, Fis e Fr estimativas de excesso de
heterozigotos (< 0) e deficiéncia (> 0) dentro de cada populacdo e no conjunto
de populacdes (Weir e Cockermam, 1984), calculados com o programa GDA
(Lewis e Zaykin, 2002), sendo:

Fit — (HetH;tHo)

Em que:
Ho = heterozigosidade observada (do individuo);
Het = heterozigosidade esperada da populacao total.

_ (Het— Hes)

Fst
Het

Em que:

Hes = heterozigosidade esperada se a populacédo estd em Equilibrio de Hardy-
Weinberg (HWE);

Het = heterozigosidade esperada da populagao total.

Fi (Hes — Ho)
8= Hes
Em que:
Ho = heterozigosidade observada (do individuo);
Hes = heterozigosidade esperada se a populacdo esta em HWE (da
subpopulacao).
Para verificar se o0s valores médios desses indices foram

significativamente diferentes de zero, foi estimado o intervalo de confianca a
95% de probabilidade pelo método de reamostragem bootstrap, utilizando-se
10.000 repeticbes por loco, utilizando-se o programa GDA (Lewis e Zaykin,
2002).
Distancia genética (D) entre duas populacdes estimadas segundo Nei
(1972):
D = Ini

Sendo (i) - o indice de identidade genética;

pix = frequéncia do alelo i na populagéo x;
piy= frequéncia do alelo i na populagédo y.

Z(Pixpiy)
[(XP%.)(ZP?:)]0,5

=
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Para verificar se os valores médios de f apresentaram diferencas
significativas de zero, foi estimado o intervalo de confianca a 95% de
probabilidade pelo método reamostragem de bootstrap, utilizando-se 10000

reamostragens sobre os locos pelo programa GDA (Lewis e Zaykin, 2002).

4.2.7 Fluxo génico

O fluxo génico aparente (Np) foi estimado indiretamente, de acordo com
o0 modelo de ilha proposto por Crow e Aoki (1984), o qual corrige a estimativa

para pequeno numero de populacdes, de acordo com a equacao:

G — 1
me 4a

n

(n—1)

a=| 1?

Onde:

Nm = numero de migrantes por geracao;

a = correcao para o numero finito de populacdes;

Fst = medida da diversidade genética entre popula¢bes (Wright, 1931).

4.2.8 Analise de agrupamento

Para a andlise de divergéncia genética entre os genaotipos utilizou-se a
distancia genética de Nei (1972) e para o agrupamento dos genaétipos utilizou-
se 0 método UPGMA (Unweighted pair-group method using an arithmetic
average). O ponto de corte em cada estagio do agrupamento no dendograma
foi estabelecido conforme o método de Mojena (1977), utilizado o valor de k =
1,25 como regra de parada na definicdo do numero de grupos, conforme Milliga
e Cooper (1985).
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Para testar a hipotese de "isolamento por distancia” uma matriz de
distancias genética de Nei (1972) entre as localidades foi correlacionada com
uma matriz de distancia geogréafica entre as localidades por meio do teste de
Mantel (Mantel, 1967), utilizando-se o aplicativo computacional GENES (Cruz,
2006).
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RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizacdo da Diversidade Genética

5.1.1 Diversidade dos Locos

Os nove locos SSR detectaram um total de 185 alelos nos 333
individuos avaliados, com uma média de 20,55 alelos por loco (Tabela 06). O
ndamero de alelos observados neste trabalho foi satisfatério, considerando o
que deve ser esperado para locos microssatélites que sdo potencialmente
multialélicos (Schlbtterer e Tautz, 1992; Ellegren, 2004). Comparando-se com
outras espécies do Cerrado (Tabela 06) o nimero de alelos apresentados é um
indicativo de grande diversidade genética da espécie em questdo. Seguindo o
critério pré-estabelecido (frequéncia do alelo mais frequente inferior a 0,9),
todos os locos foram polimorficos, com o niumero de alelos variando de 12
(Maor 41) a 26 (Maor 11 e 12) alelos. O elevado polimorfismo encontrado

indica que os SSR usados podem detectar variacdo alélica entre os individuos.

Tabela 05. indices de diversidade genética, coeficiente de endogamia, e
diferenciacdo genética de nove locos SSR em 333 acessos A. humile St. Hill

mantidos na cole¢cédo de gerrmoplasma da UFG.

Loco Na He Ho Fis Fir Fst

Maor 3 17 0,872 0,756 0,018 0,141 0,125
Maor 11 26 0,929 0,672 0,222 0,281 0,076
Maor 12 26 0,903 0,669 0,223 0,262 0,050
Maor 16 22 0,869 0,693 0,142 0,207 0,076
Maor 17 22 0,914 0,846 -0,022 0,081 0,102
Maor 29 22 0,897 0,636 0,233 0,295 0,082
Maor 41 12 0,765 0,492 0,288 0,362 0,104
Maor 42 17 0,850 0,447 0,381 0,481 0,162
Maor 52 21 0,883 0,693 0,138 0,221 0,097
Média 20,55 0,876 0,656 0,177 0,256 0,096

Total 185
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Na: numero de alelos; H, - Heterozigosidade esperada; H, - Heterozigosidade observada; Fis -
Diversidade genética dentro da populagéo; Fr - indice de fixacdo para a populagdo; Fsr -
Diversidade genética entre populacdes. Intervalo de confianga 0,05.

Figura 03. Histogramas de distribuicéo das frequéncias alélicas de nove locos SSR em

333 individuos de A. humile St. Hill constituintes da colegdo de germoplasma da
UFG/Regional Jatai.
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O alto polimorfismo dos SSR de A. humile St. Hill pode ser explicado
pela amplitude geografica das areas de coleta e pelo baixo nivel de
domesticacdo e melhoramento da espécie. Este comportamento é verificado e
descrito para outras espécies silvestres como Caryocar brasiliense (Fernandes,
2008); Solanum spp (Moura et al., 2009) e Tabebuia aurea (Silva, 2010).

As distribuicdes das frequéncias alélicas variaram entre os locos (Figura
02). Os locos Maor 11, Maor 17 e Maor 52 tiveram a distribuicdo mais
homogenia dos alelos. Os demais locos tiveram uma distribuicdo menos
uniforme, indicando maior frequéncia de uns poucos alelos, sempre
predominando 5 a 6 alelos por loco. Este alto nimero de alelos e a distribuicéo
das frequéncias entre os locos podem influir nos altos valores de He
encontrados, como ja foi constato para outras espécies como Myrciaria dubia
(Rojas, 2011).

As Heterozigosidades esperadas (He) foram altas para a maioria dos
locos SSR, variando de 0,765 (loco Maor 41) a 0,929 (loco Maor 11), com uma
média de 0,876, valor esse maior do que o geralmente apresentado por outros
espécies do Cerrado (Tabela 07), indicando uma probabilidade de 87,6% de
detectar ao acaso 2 alelos diferentes nos acessos da Colecdo de

germoplasma.

Tabela 06. Estimativas de diversidade genética para frutiferas do Cerrado

Espécie n AP He Ho f
Cagaita® 116 10,43 0,442 0,458 -0,037
Araticum? 32 19,30 0,906 0,805 0,113
Lobeira® 240 3,90 0,334 0,346 -0,035
Baru* 775 2,50 0,226 0,221 -
Média 290,8 9,03 0,477 0,457 0,0136

n: nimero de individuos; AP: nimero médio de alelos; H,: heterozigozidade observada; He:
heterozigozidade esperada sob equilibrio de Hardy-Weinberg; f: indice de fixacdo. 1 - Zucchi et
al., 2003; 2- Pereira et al., 2008; 3- Moura, 2007; 4- Soares, 2008.

Segundo Brown e Weir (1983) a heterozigosidade ou diversidade
genética € a medida mais importante e a mais utilizada para estimar a
variabilidade genética e menos sensivel as variagbes no tamanho amostral,
guando comparada com outras medidas, como a porcentagem de locos
polimdrficos e 0 nimero médio de alelos por locos, além do fato de possuir facil

interpretagdo em termos genéticos.
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Os valores de heterozigosidade observada (H,) variaram de 0,447 a
0,846, com uma média de 0,656, sendo inferiores a He em todos os locos,
indicando deficiéncia de heterozigotos (Tabela 07).

5.1.2 Variacao entre e dentro das populagcdes

N&o houve nenhuma significancia estatistica para associacfes ndo
aleatdrias entre os genaotipos dos nove locos para as localidades estudadas, o
que sugere que as analises poderiam ser realizadas assumindo-se a

independéncia estatistica entre os locos.

O numero de alelos variou entre 60 para a populacdo de Piranhas e 125
para Jatai, com uma média de 85,3 alelos por populacdo. Os resultados
demonstram um elevado contetudo informativo associado aos marcadores
microssatélites, o qual também foi encontrado por Moura et al.,, (2009)
reforcando sua utilidade em estudos de Cole¢cbes. Os nove locos
microssatélites apresentaram altos niveis de polimorfismo tanto dentro como
entre as 14 populacgdes.

A relacao entre o tamanho efetivo populacional e o tamanho da amostra
(Ne/n) é de grande importancia para estratégias de conservacdo da espécie,
indicando a representatividade genética das amostras. A estimativa esta
associada com as condicbes de heterozigose e, portanto, o0s valores
observados (Ne/n = 0,86) reafirmam a existéncia de endogamia para as
populacdes estudadas. Um manejo adequado dessas populacdes seria uma
medida importante, considerando-se a relevancia de A. humile St. Hill para as
populacdes tradicionais. Dentre as populacbes estudas somente Mineiros
apresentou uma relacdo Ne/n igual a 1 e uma provavel explicacdo seria o fato
de tal populacdo esta localizada dentro do Parque Nacional das Emas, uma
unidade de protecao integral, o qual provavelmente contribuiu para o baixo
nivel de endogamia apresentado. Faz se necessarios estudos mais detalhados
sobre as populacbes de Mineiros e Barra do Garga, visto que a populagédo de
Barra do Garca também se encontra dentro de um parque (Parque Nacional
Serra Azul) e mesmo assim apresentou uma endogamia (f = 0,185)
relativamente alta. Estudos mais detalhados poderéo fornecer indicios sobre o

qual eficiente em termos de preservacao da biodiversidade é um parque.
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Como podem ser vistas na Tabela 08, as heterozigosidades observadas
(Ho) foram menores que as esperadas (He) em treze populagdes e ndo houve
uma variagdo muito grande entre elas, sendo que a Unica excecdo foi a
localidade de Mineiros, a qual apresentou uma heterozigosidade observada
(Ho) (0,763) maior que a esperada (He) (0,750). A heterozigosidade observada
variou de 0,514 (populagédo de Piranhas) a 0,763 (populacdo de Mineiros),
engquanto que, a esperada, de 0,664 (populacdo Piranhas) a 0,854 (populacdo
de Jatai), com médias de 0,660 e 0,791, respectivamente. Zucchi et al., (2004)
estimaram, para dez populacdes de Eugenia dysenterica, uma espécie arborea
do Cerrado brasileiro, uma heterozigosidade média esperada de 0,442, valor
este bem inferior ao encontrado no presente estudo, mais uma vez
confirmando a elevada diversidade genética observada para a espécie.

Vale ressaltar que mesmo quando ocorre reducdo no tamanho
populacional, mesmo que o numero de alelos seja reduzido, o grau de
heterozigosidade e a diversidade genética podem permanecer tao altos quanto
na populacéo original, pois na maioria das vezes, os alelos perdidos por deriva
sao raros, 0s quais contribuem pouco para o nivel de heterozigosidade (Nei,
1975).

Tabela 07. Caracterizacdo das 14 populacdes de A. humile St. Hill baseado em

nove locos microssatélites.

Populacdes N Na Ne He Ho f

Abadiania 48 105 0,831 0,837 0,668 0,202
Aporé 23 80 0,968 0,749 0,724 0,033
Barra do Garca 22 86 0,843 0,827 0,676 0,185
Caiapobnia 17 77 0,861 0,807 0,679 0,161
Chapéo do Céu 13 75 0,896 0,788 0,700 0,115
Doverlandia 19 88 0,864 0,819 0,693 0,157
Ipora 22 73 0,814 0,715 0,555 0,227
ltaruma 23 102 0,822 0,834 0,657 0,216
Jatai 35 125 0,813 0,854 0,660 0,229
Mineiros 23 78 1,000 0,750 0,763 -0,016
Piranhas 27 60 0,813 0,664 0,514 0,229
Portelandia 21 64 0,881 0,768 0,666 0,135
Serranopolis 17 83 0,863 0,835 0,705 0,158
Torixoréu 23 99 0,763 0,828 0,574 0,310
Média 23,79 85,3 0,860 0,791 0,660 0,169

N - numero acessos por populacdo; Na- Numero de alelos na populagéo; Ne: tamanho efetivo
da populacado; He- Heterozigosidade esperada; H, Heterozigosidade observada; f - coeficiente
de endogamia intrapopulacional.



38

Tabela 08. Teste exato de Fisher de ajustamento das propor¢des genotipicas
observadas, nas proporcdes esperadas sob Equilibrio de Hardy-Weinberg em
14 populacdes de A. humile St. Hill.

locos

Populagao Maor 3 Maor 11 Maor 12 Maor 16 Maor 17 Maor 29 Maor 41 Maor 42  Maor52
Abadiania 0,0332*  0,0000* 0,0000* 0,0568 0,0020*  0,3298 0,0226*  0,0000* 0,0001*
Aporé 0,2722 0,0509 0,1803 0,1687 0,6421 0,4270 0,0000*  0,3900 0,1079
B.do Garca  0,4340 0,0040*  0,0007*  0,7353 0,5902 0,0918 0,2213 0,0014* 0,0007*
Caiaponia 0,2258 0,0005* 0,1768 0,1227 0,1285 0,6706 0,0000*  0,0000* 0,1363
Chado céu 0,9523 0,0659 0,0112*  0,0074*  0,1933 0,2224 0,0478*  0,0138 1,0000
Doverlandia  0,2619 0,0084*  0,0020* 0,0468* 0,9319 0,0130*  0,0000*  0,0000* 0,0567

Ipora 0,4142 0,0002*  0,8445 0,1299 0,1781 0,0000*  0,4970 0,2795 0,0011*
Itaruma 0,5545 0,1333 0,0011*  0,2178 0,5759 0,0210*  0,0000*  0,0008* 0,0680
Jatai 0,1334 0,0000*  0,0104*  0,1405 0,4626 0,0000*  0,0000*  0,0000* 0,0025*
Mineiros 0,2819 0,6718 0,6834 0,5135 0,8839 0,0143*  0,1108 0,3767 0,0277*
Piranhas 0,7198 0,0000*  0,0036* 0,3362 0,6586 0,0309*  0,0088* 0,2473 0,2733

Portelandia 0,0028 *  0,3600 0,0534 0,0020*  0,4100 0,2608 0,1404 0,0028* 0,3997
Serran6polis  0,3656 0,2241 0,0104*  0,4235 0,2272 0,0000*  0,1976 0,0070* 0,8040
Torixoréu 0,0142*  0,0004*  0,0000*  0,0027* 0,1873 0,0019*  0,0051*  0,0000* 0,3096

B. do Garca = Barra do Garga; Cha.do céu = Chapaddo do céu. * Loco em desequilibrio de Hardy
Weinberg, P < 0,05.

Avaliando as probabilidades observadas para cada um dos locos, dentro de
cada uma das populacdes, é possivel observar que 45,2% dos locos nédo estdo EHW
(tabela 08). Os presentes desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg podem ser
explicados devido ao sistema reprodutivo da espécie: pode estar ocorrendo

cruzamentos biparentais ou endogamicos.

5.1.3 Estrutura genética

O termo estrutura genética de populacdes, sera aqui utilizado como
sinbnimo da distribuicAo da variabilidade genética entre e dentro de
populacoes.

O Fst mensura a reducdo da heterozigosidade de uma subpopulacéo
relativamente a populacdo total, ou seja, a diferenciacdo genética entre
subpopulacdes. Quando se encontra valores de Fst baixos pode ser que
ocorreu intenso fluxo génico no passado, se ha valores muito elevados
provavelmente as populacdes se encontram isoladas. Segundo Hartl e Clark
(2010) valores de Fst entre 0 e 0,05 indicam baixa estruturacdo genética;
valores entre 0,05 e 0,15 indicam estruturacdo genética moderada, valores
entre 0,15 e 0,25 estdo relacionados a estruturacdo alta e valores acima de
0,25 indicam uma forte estruturacdo genética. O valor de Fst encontrado no
presente trabalho igual a 0.096 (tabela 09). De acordo com os valores de Fsy

para o conjunto de locos avaliados, os locos Maor 3 e Maor 42 (0,124 e 0,161
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respectivamente) indicam que os mesmos podem ser Uteis para discriminar
populacdes de A. humile St. Hill de diferentes regides geograficas.

O coeficiente de endogamia intrapopulacional (Fis = 0,177) sugere a
existéncia de um déficit de heterozigotos, manifestados pelos valores positivos
deste indice, ou seja, 17,7% dos cruzamentos dentro das populacdes podem
ser endogamicos.

O indice de fixacdo para a espécie como um todo (F7) foi 0,256 (Tabela
09), ou seja, existe uma probabilidade de 25,6% de que um dos alelos de um
individuo da Colec&o sejam iguais.

As estimativas apresentaram altos valores dos coeficientes de fixagao do
conjunto total das populagbes (Fir) e de endogamia intrapopulacional (Fis),
sugerem que a variabilidade genética esteja estruturada moderadamente nas
populacdes de A. humile St. Hill e que a diferenciacdo entre elas ocorre
principalmente por acasalamentos nédo aleatorios dentro e entre populacdes, e
ndo somente por deriva. Isto sugere que o0 endocruzamento esteja
determinando a estrutura genética destas populacdes, causando a
diferenciacéo entre elas pelo aumento de homozigotos dentro das populacées
(WRIGHT, 1931).

Uma maior diversidade dentro das populacdes estd de acordo com
estudos realizados em populacdes naturais de plantas (Zimback et al., 2004;
Gois, 2010 e Melo, 2010). A maior variabilidade genética dentro de popula¢cdes
do que entre, é caracteristica de espécies albgamas ou de sistema misto de
reproducdo, predominantemente aldgama e com eficiente mecanismo de
dispersédo de podlen e sementes (fluxo génico) (Kageyama et al., 2003; Loveless
& Hamrick,1984).

Uma provavel explicacdo para a baixa variacdo genética entre as
populacdes estudadas se deve ao fato de que cada localidade (populagcéao) ser
formada por individuos espacialmente distantes, ou seja, apresentam genétipos

de diferentes regides dentro dos seus respectivos municipios.
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Tabela 09. Estimativas de parametros genéticos de diversidade e estrutura

genética em 14 populacdes de A. humile St. Hill, para 9 locos microssatélites.

Locos Fis Fir Fst

Maor 3 0.0184 0.1407 0.1245
Maor 11 0.2216 0.2809 0.0761
Maor 12 0.2230 0.2617 0.0498
Maor 16 0.1417 0.2068 0.0759
Maor 17 -0.0224 0.0813 0.1015
Maor 29 0.2327 0.2953 0.0815
Maor 41 0.2879 0.3619 0.1039
Maor 42 0.3805 0.4807 0.1616
Maor 52 0.1377 0.2211 0.0966
Global 0.1771 0.2563 0.0963

Fir: coeficiente de endogamia para o conjunto de populagdes; Fs: coeficiente de endogamia
intrapopulacional; Fst: a por¢do da variacdo total encontrada entre todas as populagdes.
Intervalo de confiangca = 95% obtidos por bootstrapping com 10000 replicaces.

5.1.4 Fluxo génico

O fluxo génico aparente (N,) entre as populacdes, estimado de acordo
com Crow e Aoki (1984), foi igual 2,02, ou seja, existem pelo menos 2
migrantes por geracgdo. Este resultado é inferior ao encontrado por Carvalho et
al., (2012) que caracterizou o fluxo génico em populacdes naturais de A. humile
St. Hill via RAPD (Random Amplified Polymorphic), com N, = 3,78. Esta
diferenca pode ser justificada pelas caracteristicas do marcador molecular
utilizado em cada um dos estudos, em que Carvalho utilizou um marcado
dominante, e no presente estudo foi utilizado o microssatélite, o qual e um
marcador codominante, sendo o mesmo mais informativo que o marcador
RAPD, gerando resultados mais consistentes.

Os valores de fluxo génico encontrados indica que a estrutura
metapopulacional de A. humile St. Hill ainda ndo esta comprometida, pois de
acordo com Slatkin e Barton (1989) e Wright (1951) os valores de Ny,
determinam, por si sO, se a deriva genética pode produzir uma substancial
variabilidade genética entre populacbes de diferentes locais. Segundo os
autores citados acima, se o0 Ny, > 1,0 o fluxo génico é alto o suficiente para
prevenir uma diferenciacdo em funcdo da deriva genética.

Apesar de o fluxo génico obtido nesse trabalho ter sido relativamente

alto, com média de 2,02 migrantes por geracdo, sua interpretacdo tem que ser
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cuidadosa, uma vez que sua inferéncia se faz ao fluxo génico passado,
resultado de antigas trocas génicas, nao refletindo a atual situacdo das
populacbes. Quando este cenario ocorre ha indicios de que a divergéncia
genética entre as subpopulacbes é recente e que a deriva genética € o
principal fator evolutivo que causa a divergéncia genética entre as populacdes
(Hardy et al., 2003) o que vem a ser corroborado por Klink e Moreira 2002, os
quais constaram que a fragmentacdo do cerrado e um evento relativamente
recente, tendo sua intensificacdo na década de 60, com a construcdo de
Brasilia e o estabelecimento de uma malha rodoviaria, tornando acessiveis
regides até entdo remotas.

Altos niveis de fluxo génico poderiam, em condi¢des naturais, diminuir a
perda de diversidade genética e manter a viabilidade das populaces no longo
prazo. Entretanto, considerando a situacdo praticamente irreversivel da
fragmentacao das populacdes de A. humile St. Hill e o extrativismo dos frutos
impedindo a dispersdo natural ha possibilidades de aumento nos niveis de
diferenciacdo genética entre essas populacbes nas proximas geracoes.
Portanto, seria interessante realizar estudos genéticos nas progénies, para

avaliar o fluxo alélico contemporaneo.

5.1.5 Distancia genética

A matriz de distancia genética foi gerada utilizando-se a distancia
genética de Nei (1972). Esta matriz foi usada na construcdo de um
dendograma das 14 localidades de A. humile St. Hill mostrando a relacéo
genética existente entre elas (Figura 03). As distancias genéticas de Nei
(1972), calculadas entre as populacbes variaram de 0,231 (entre Jatai e
Portelandia) a 1,479 (entre Céu e Piranhas) - (Tabela 10).
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Tabela 10. Distancias genética de Nei (1972) (diagonal inferior a esquerda) e Matriz de distancia geografica (Km) entre as
populac6es (diagonal superior a direita)

Ser Min Bar. Por Cai Pir Dov Aba Tor Jii Ita Apo  Ipo C. céu
Ser 0 453 366 250 487 372 336 388 373 487 429 428 407 405
Min 0,362 O 340 289 86,3 245 222 79 112 156 294 179 62,4 310
Bar 0,772 0,740 O 132 300 95,7 123 341 233 243 87,8 178 280 54,9
Por 0,325 0,528 0,866 O 284 123 94 261 179 258 180 192 228 159
Cai 0,473 0,457 0,676 0565 O 205 198 155 114 76,4 236 123 853 259
Pir 1,072 1,208 0,596 1,057 0572 O 45,9 243 141 155 71,3 868 185 70,8
Dov 0,910 0,987 0,838 0,807 0,523 0,688 0 218 111 164 117 97,3 160 113
Aba 0,503 0,443 0,510 0458 0,463 0481 0632 O 114 211 314 211 839 323
Tori 0,454 0,427 0,639 0,367 0,304 0,579 0,528 0,363 O 128 201 102 49,7 210
Jti 0,372 0,357 0,680 0,231 0,336 1,062 0,673 0,379 0,257 O 169 68,8 128 196
Ita 0,402 0,292 0,729 0,388 0,369 1,266 0,692 0,433 0,332 0,160 O 116 369 33,6
Apo 0,736 0,656 0,727 0952 0,811 1,242 1375 0552 0,907 0,723 0,803 0 129 137
Ipo 0,812 0,891 0,680 0,714 1,203 1,195 1,133 0,654 0,885 0,772 1,002 0,585 O 253

C.céu 033% 038 0881 0,251 0552 1479 088 058 0,343 0,193 0,299 0,845 0,761 O

Ser= Serrandpolis; Min= Mineiros; Bar= Barra do Garca; Dov= Doverlandia; Cai= Caiapbnia; Pir= Piranhas; Por= Portelandia; Abd= Abadiania; Tor=
Torixoréu; Jti= Jatai; Ilta= Itaruma&; Apo= Aporé€; Ipo= Ipora; C. céu= Chapadédo do Céu.
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Figura 04. Padrédo de divergéncia genética entre as quatorze populacdes de A. humile
St. Hill definido pelo agrupamento UPGMA, a partir das distancias genéticas de Nei
(1972). Correlacédo cofenética igual 0,87% (10000 reamostragens bootstrap para
porcentagem de consisténcia dos nés).

A matriz de distancia genética foi utilizada para a construgcdo do
dendograma, por meio do método UPGMA (Figura 04). O ajuste entre a matriz
de distancia genética e o dendograma foi estimado pelo coeficiente de
correlacao cofenética (CCC), coeficiente esse que traduz a relagdo momento-
produto, calculado entre os elementos da matriz original e os da matriz
cofenética, resultante da simplificacdo proporcionada pelo método de
agrupamento, depois da construcdo do dendograma. Valores de CCC
superiores a 0,8 indicam boa representatividade entre as distancias (Bussab et
al.,1990). A correlacao cofenética do agrupamento UPGMA desta matriz foi alta
(0,876).

Com base no ponto de corte segundo Mojena, 1977 (0,446) foi possivel
distinguir sete grupos geneticamente distintos com o 1° constituidos por 8
localidades (Caiapbnia, Chapaddo de Céu, Doverlandia, Itaruma, Jatai,

Mineiros, Serrandpolis e Torixoréu) e os demais grupos formados por
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localidade individuais, sendo esses grupos 2° (Abadiania), 3° (Portelandia), 4°
(Barra do Garga), 5° (Piranhas), 6° (Aporé) e 7° (Ipord).

O valor de consisténcia dos nds fornece uma confianca para a
subestruturacdo encontrada nas quatorze localidades. Para testar a relacdo
entre a matriz de distancia genética e a matriz cofenética, uma analise
correlacdo matricial (r) foi feita. A significAncia da andlise de correlagdo foi
estimada utilizando-se o teste de Mantel.

O teste de Mantel revelou auséncia de associacdo entre matriz de
distancia genética de Nei (1972) e a distancia geografica. O coeficiente de
correlacdo (-0,181) foi negativo e nao significativo. Este resultado difere do
obtido por Melo et al. (2009), onde teste de Mantel aplicado estabeleceu uma
correlacdo cofenética com valores de r = 0,82, significando que as distancias
geograficas entre as popula¢gdes Lychnophora ericoides Less amostradas estédo
correlacionadas com a distancia genética. Os resultados apresentados no
presente trabalho demonstram que as frequéncias alélicas entre as populacdes
ndo podem ser explicadas pela distancia geograficas entre elas (Figura 05)

sendo a deriva genética a causa mais provavel.
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Figura 05. Relacdo entre os valores da distancia genética de Nei (1972) e a

distancia geografica (km) para todos os fragmentos de A. humile St. HIll. Teste

de Mantel para correlagéo (r = -0,181).

A figura (06) apresenta a dispersdo dos acessos, indicando que

individuos pertencentes a populagbes situadas geograficamente distantes

estdo proximos no plano cartesiano de dispersdo. Isto confirma os indicios

anteriores de que a distancia geografica ndo € fator preponderante na

divergéncia genética das quatorze populacdes de A. humile St. Hill, os quais

estdo agrupados préoximos de individuos geograficamente distantes, o que

confirmar que a variabilidade genética e maior dentro das populacdes do que

entre elas, provando a consisténcia do teste de Mantel.
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Figura 06. Disperséo grafica dos 333 gendtipos de A. humile St. Hill obtido pelo
método de andlise das Coordenadas Principais (PCoA) nos dois primeiros

eixos.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo confirma a utilidade dos marcadores SSR na
deteccdo de polimorfismo entre genoétipos e populagbes da colecdo de
Anacardium humile St. Hill.

As quatorze populacbes estudadas apresentam moderados indices de
estruturac@o genética.

Ha endogamia significativa dentro das populacdes de A. humile St. Hill,
indicando a ocorréncia de acasalamento entre individuos aparentados.

Maior diversidade genética € observada dentro do que entre as
populacdes estudadas.

Ha historicamente um fluxo génico significativo entre as populacbes
estudadas.

N&o foi encontrada correlacéo entre Distancia genética geogréfica.
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7 CONSIRACOES FINAIS

A estrutura genética das 14 populacdes naturais de A. humile St. Hill
demonstrou que, de forma geral, as frequéncias alélicas foram similares entre
populacdes, e a maior parte da variacdo total foi verificada dentro delas. O
estudo aponta para uma moderada diversidade genética encontrada entre as
populacées podendo ser explicada pelos altos niveis de fluxo génico. No
entanto, tal fato pode estar relacionado ao curto periodo de tempo decorrido da
fragmentacdo local da populacdo original e, talvez, os reflexos ainda né&o
ocorreram para que as divergéncias fossem detectadas estatisticamente entre
as populacbes. Dessa forma, o estudo aponta que estratégias visando a
conservacao da diversidade genética da espécie implicam na manutencao de
populacdes com grande numero de individuos

Andlises com uso de marcadores de DNA mitocondrial e uma
abordagem filogeografica com base em um raciocinio coalescente podem ser
necessarias para melhor compreender as origens dos padrdes observados,
bem como a influéncia dos fluxos génicos atuais e historicos.

A integracdo de métodos de abordagem, tanto genéticos como
ecolégicos, provavelmente nos permitirdo compreender de maneira mais
abrangente o0s processos a que populacdes naturais estdo submetidas,
tornando possivel estabelecer estratégias mais eficientes para a preservagao
de uma infinidade de espécies.

Apesar de um crescente nivel de conhecimento sobre a biodiversidade
do Cerrado brasileiro, muitas lacunas precisam ser superadas para que as
inUmeras pesquisas realizadas tenham uma maior influéncia nas acbes de

conservacao.
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