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“Quando engenheiros me disseram que iriam usar a tecnologia para recuperar o Rio Doce,
perguntaram a minha opinido. Eu respondi: a minha sugestdo ¢ muito dificil de colocar em
pratica, pois teriamos de parar todas as atividades humanas que incidem sobre o corpo do
rio, a 100 quilometros nas margens direita e esquerda até que ele voltasse a ter vida. Entdo

um deles me disse: ‘Mas isso é impossivel! O mundo ndo pode parar!’

E o mundo parou.”

(Ailton Krenak- Lider indigena, constituinte, ambientalista)
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ARTIGO

ELEVADA DIVERSIDADE E BAIXA ESTRUTURA
GENETICA DE REMANESCENTES DE HANCORNIA SPECIOSA
GOMES EM DUAS FORMACOES SAVANICAS DO BIOMA
CERRADO NO PARQUE ESTADUAL DA SERRA DE
CALDAS NOVAS - GOIAS

RESUMO

Ag¢des humanas sobre o Cerrado tém levado ao declinio varias populagdes naturais. Para
auxiliar na mitigacdo a perda de biodiversidade, ¢ necessario entender como a diversidade
genética das espécies nativas ¢ mantida nas condi¢des naturais, em especial em areas
protegidas. Este trabalho objetivou avaliar a diversidade e estrutura genética de dois grupos de
Hancornia speciosa Gomes situados em duas formagdes savanicas no interior do Parque
Estadual de Caldas Novas, Goids. Foram amostrados 45 individuos, 19 do Cerrado Rupestre e
26 do Tipico, cujos parametros genéticos populacionais foram calculados a partir de dezoito
microssatélites. Ambos os grupos apresentaram altos valores de diversidade genética,
heterozigosidade observada e baixos valores de endogamia. A diferenciagdo genética entre
eles foi extremamente baixa, conforme observado nos estudos de agrupamentos UPGMA e
PCoA. Da andlise feita por meio do STRUCTURE, obteve-se um valor de AK = 3, indicando
nao haver grupos separados geneticamente, e sim uma elevada mistura de trés pools genéticos
entre os individuos. Assim, demonstrou-se, pela primeira vez, uma fraca estrutura genética
entre os dois grupos geograficamente proximos, mas situados em formacdes savanicas
distintas. Esses resultados sdo relevantes para o desenvolvimento de estratégias de manejo e

conservagado da diversidade genética de remanescentes naturais de mangabeira.

Palavras-chave: Hancornia speciosa, Conservacdo Genética, Populacdes naturais,
Marcadores Microssatélites
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ABSTRACT

Human actions over Cerrado biomes have been causing decline of several natural populations.
To assist in strategies that can mitigate the deterioration of biodiversity, it is necessary to
understand how the genetic diversity of native species is maintained under natural conditions,
particularly in protected areas. This work aimed to evaluate the diversity and genetic structure
of two population groups of Hancornia speciosa Gomes separated in two savanna formations
of the Cerrado inside the State Park of Caldas Novas, Goias. A sample was collected
consisting of 45 individuals, 19 originated from the Cerrado Rupestre and 26 from the
Cerrado Tipico. Some population genetic parameters were calculated using 21 microsatellite
markers. Both population groups showed high values of genetic diversity, observed
heterozygosity and low values of inbreeding. The genetic differentiation between them was
extremely low, ratifying the clusters inferred from genotypes of both population groups
observed in the UPGMA and PCoA cluster analysis, which did not correspond with the
physical location of the population samples. From the analysis made with STRUCTURE, a
value of AK = 3 was obtained, even though there were no genetically separated groups, but a
high proportion of mixture of three gene pools among all individuals. In this way, it was
demonstrated, for the first time, a weak genetic structure between two population groups of
mangabeira geographically close but located in two different savanna formations of the
Cerrado within PESCAN. These results are relevant for the development of management

strategies and conservation of the genetic diversity of natural mangabeira remnants.

Keywords: Hancornia speciosa, Conservation genetics, Natural populations, Microsatellite
markers
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1. INTRODUCAO

A despeito de ser considerado um dos hotspot mundiais de biodiversidade [1], o
Cerrado brasileiro ¢ palco de uma constrangedora decadéncia socioambiental promovida pela
substitui¢do de areas naturais por commodities agricolas, pecudrias e pela mineracgao [2,3,4].
A expansdo dessas atividades trouxe consigo a praxe de uma agressiva interferéncia humana
no curso natural da existéncia e perpetuacdo das espécies que ¢ garantida, em particular, pela
variabilidade genética [5,6]. Como consequéncia, esta interferéncia leva ao declinio seguido
da extingdo de diversas populagdes naturais no bioma [7,8].

Ao analisar uma amostra de mais de 800 mil propriedades produtoras de commodities,
Rajao et al. (2020) [9] constataram que 2% dessas propriedades sdo responsaveis por 62% de
todo o desmatamento ilegal na Amazonia e no Cerrado brasileiro. Considerado o segundo
maior da América do Sul, o Cerrado ¢ o bioma com o menor percentual de areas legalmente
protegidas, apresentando apenas 8,21% de seu territério sob protecdo em unidades de
conservagdo [10]. Em um cendrio em que o desmatamento ¢ uma constante no pais, segundo o
MAPBIOMAS (2020) [11], o Cerrado foi o bioma mais afetado nos ultimos anos, perdendo
cerca de 408,6 mil hectares apenas entre outubro de 2018 e mar¢o de 2019. Como agravante
deste desastre, muitos alertas de desmatamento nesse intersticio foram registrados em
Unidades de Conservagio, Terras Indigenas, nascentes e demais Areas de Preservagdo
Permanente [11,12]. Por isso, parte da biodiversidade do bioma encontra-se criticamente
ameacada e poderd ser extinta antes mesmo de ser conhecida [13,14,15].

Assim, a parte o fato de que “passar a boiada”' tenha se revelado, na politica ambiental
do Estado brasileiro, medida prioritaria(!), estudos em fragmentos de vegetacdo e/ou areas
ainda nao exploradas do Cerrado sdo imprescindiveis para orientar acdes de conservagao tanto
dos recursos genéticos de populacdes remanescentes do bioma, quanto da biodiversidade, em
termos gerais, subsidiando estratégias de manejos de areas, de programas de recuperacdo de
areas degradadas, de restabelecimento de fauna associada, de orientagdo do extrativismo
sustentavel, de formagao de agroecossistemas e de composi¢do de bancos de germoplasma
[6,16,17,18,19,20].

Os estudos de genética populacional permitem quantificar e avaliar a organizacdo

espacial e temporal da distribui¢do heterogénea da variagdo alélica e genotipica nas

! Em reunido ministerial, no dia 22 de abril de 2020, o ministro do Meio Ambiente do Brasil, pais onde se encontra a maior

biodiversidade do mundo, fez a seguinte proposi¢do: “Tudo que a gente faz é pau no Judiciario, no dia seguinte. Entdo pra isso precisa ter um
esforgo nosso aqui enquanto estamos nesse momento de tranquilidade no aspecto de cobertura de imprensa, porque so6 fala de Covid, e ir
passando a boiada e mudando todo o regramento e simplificando normas. De Iphan, de Ministério da Agricultura, de Ministério de Meio
Ambiente, de ministério disso, de ministério daquilo. Agora ¢ hora de unir esforgos pra dar de baciada a simplificacdo” (disponivel em
https://g1.globo.com/politica/noticia/2020/05/22/ministro-do-meio-ambiente-defende-passar-a-boiada-e-mudar-regramento-e-simplificar-
normas. ghtml)
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populagdes, assim como a dindmica dessa variagdo, influenciada por fatores naturais ou
antropicos [21,22,23,24]. Dessa forma, trabalhos que contribuam para o monitoramento da
dindmica da composicdo genética em populagdes naturais e espécies ameagadas tornaram-se
necessarios para compreender a capacidade de manuten¢do da variabilidade frente as
interferéncias existentes.

A distribuicdo de populacdes, de uma mesma espécie nativa, dentro de um bioma, pode
revelar uma plasticidade genética e fenotipica apresentada, por exemplo, pela capacidade de
adaptacao as distintas fitofisionomias. Intimeros estudos de diversidade e estrutura genética de
populagdes naturais tém sido realizados no Cerrado do Brasil [25,26,27,28,29]. S3o escassos
no pais, porém, estudos de genética populacional que estabelecam comparagdes entre as
diferentes formagoes fitofisiondmicas do Cerrado.

O Parque Estadual da Serra de Caldas Novas - PESCAN ¢ uma area de protecao integral
localizada no Centro-Sul do Estado de Goias, com 125 km? formados por uma elevacdo de
base elipsoidal e apice aplainado em forma de chapada, a 100 m dessa base. Trata-se de uma
unidade de conservag¢do (UC) composta, predominantemente, pelo Cerrado Tipico, mas que
também exibe outras formagdes caracteristicas do bioma, como Cerraddo, Campo Cerrado,
Campo Rupestre, Vereda e Mata de Galeria [30]. O Parque encontra-se completamente
rodeado por areas devastadas pelas mais diversas demandas humanas, uma vez que
loteamentos, clubes de veraneio, propriedades rurais de todos os portes, producdo de graos,
pecudria bovina, especulagdo imobilidria e a intensa atividade turistica foram possibilitadas
pelo desmatamento e queima da vegetagdo antes existente. Além disso, muitos desses
empreendimentos estabeleceram-se desrespeitando, inclusive, os limites geograficos firmados
legalmente para o Parque [30,31]. Como agravante, do ponto de vista ecossistémico, a area foi
incorporada ao contexto turistico inicialmente de modo intempestivo, visto que, a depender do
local de sua hospedagem, o turista poderia acessa-la diretamente e de forma irrestrita a partir
de suas acomodagdes, tornando mandatorio a execug¢do do plano de manejo do Parque,
elaborado em 1997. Dentre outras medidas, o plano estabeleceu o zoneamento da UC,
resultando em cinco diferentes zonas, com suas respectivas possibilidades de acesso e uso
[30], no interior das quais encontram-se incontaveis populacdes de espécies nativas como as
de Hancornia speciosa Gomes.

Pertencente a familia das Apocynaceae, a mangaba (H. speciosa) ¢ uma frutifera nativa
que figura como unica espécie de seu género, apresentando seis variedades [32] e que
ocorrem desde a regido Norte até a Sudeste, associada a diferentes tipos de vegetagdo, como:

restingas, de encostas e de Cerrado, conforme pode ser verificado em incontaveis
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levantamentos floristicos realizados no Brasil [2,33,34,35,27,36]. Esta ampla distribuigao ¢
compativel com a alta adaptabilidade demonstrada pela espécie, a qual € capaz de sobreviver
em locais, naturais ou antropizados que, para muitos outros seres, sdo considerados inospitos,
tais como encostas ¢ beiras de estrada [35].

Enquanto recurso de interesse agricola, a mangaba tem maior expressao no estado de
Sergipe, unico do Brasil que possui cadeia produtiva da frutifera [37]. Nas demais regioes,
ainda predomina o extrativismo em populacdes verdadeiramente melhoradas, uma vez que
trazem fendtipos definidos pelas vias da evolugdo [38]. Varias destas populagdes de
mangabeiras encontram-se no Cerrado brasileiro e algumas delas ja foram investigadas quanto
a sua diversidade genética [26,27,39,40,41]. Nao obstante, inimeras outras populagdes ainda
necessitam desse tipo de estudo, tais como as existentes no PESCAN.

Para a realizagdo de estudo de genética populacional que permita a comparagdo de
grupos de individuos da mesma espécie, alocados em diferentes fitofisionomias, € necessario
buscar a composicao da variagao genética destes grupos por meio da analise da dindmica das
frequéncias genotipicas e alélicas, bem como da acdo de forcas capazes de alterar tais
frequéncias com o passar das geracdes (tamanho da populacdo, isolamento geografico,
estocacidade dos acasalamentos, migra¢ao, mutacao, sele¢do natural, deriva genética) [42,43].
O estudo destas frequéncias, por sua vez, depende da deteccao dos alelos e suas formas
alternativas (ou polimorfismos) entre os individuos da populag¢do. Para tanto, esta 4rea da
genética tem lancado mao dos recursos da Biologia Molecular, como os marcadores
moleculares baseados na amplificacdo de microssatélites SSR [44,45,46,47]. A codominancia,
o alto grau de polimorfismo, cobertura gendmica abundante e a ndo suscetibilidade as
oscilacdes ambientais sdo vantagens que justificam a preferéncia pelo uso deste marcador em
estudos de diversidade bioldgica [48]. Contudo, ainda € possivel considerar que sdo poucos 0s
estudos em populagdes naturais de mangabeiras que se utilizaram de marcadores SSR’s
[39,49,50]. Essa defasagem pode estar relacionada a dificuldade intrinseca ao acesso a
populagdes naturais, ao fato da comunicacao cientifica sobre os marcadores de H. speciosa ter
ocorrido somente algum tempo apds o seu desenvolvimento [51] e & possivel prevaléncia do
uso da biotecnologia em estudos voltados as espécies relacionadas ao mercado futuro.

Ante ao exposto, e considerando a importincia de monitoramentos regulares para
compreender os processos de recuperacdo apds perturbagdes, subsidiados por informacdes
obtidas a partir de ferramentas moleculares e observagdes in situ das espécies nativas,
objetivou-se com o presente trabalho produzir, pela primeira vez, informagdes quanto a

diversidade genética e a distribuicdo de remanescentes de H. speciosa em duas formacgdes
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savanicas do Parque Estadual de Caldas Novas - Goids, por meio de 21 marcadores de
microssatélites. Nossa hipotese para este estudo foi a de que, embora geograficamente
proximos, os dois grupos de mangabeira seriam geneticamente distintos (estruturagdo),
justificando as diferencas fenotipicas e guardando coeréncia com as distintas formagdes

savanicas subjacentes.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Coleta in situ, material vegetal e extracio de DNA

Expedi¢des de coleta e monitoramento de populacdes naturais de H. speciosa foram
realizadas no Parque Estadual de Caldas Novas, Goias, Brasil, entre os meses de setembro e
outubro de 2019. Durante a expedicdo, foram feitas observagdes diretas das condigdes
ambientais e dos grupos de H. speciosa, assim como a coleta de ramos foliares de cada
espécime localizado. As observacdes in situ dos acessos identificados foram considerados na
deteccdo do tipo de fitofisionomia de Cerrado na qual as mangabeiras encontram-se
estabelecidas. Os ramos foliares coletados foram envelopados com papel aluminio e
acondicionados em caixa térmica com gelo para o seu transporte ao Laboratorio de Genética
Molecular do Instituto Federal Goiano- Urutai, onde foram mantidos em freezer até o
momento da extragdo do DNA genomico.

Dois acessos foram localizados com o auxilio do bidlogo e diretor do Parque, sendo um
deles parte da formagdo savanica de Cerrado Rupestre ¢ o outro do Cerrado Tipico, onde
foram realizadas coletadas devidamente identificadas de 19 e 26 plantas adultas,
respectivamente. As subpopulagdes coletadas passaram a ser designadas de acordo com a
matriz fitofisiondmica de Cerrado a qual que cada uma integra.

A extragdo do DNA genomico foi realizada a partir de pequenas porgdes do tecido foliar
de cada planta, separadamente. Com auxilio de cadinhos e nitrogénio liquido, realizou-se a
maceracao dessas porc¢des até tornarem-se pd € permitirem a separacao entre o tecido e suas
nervuras. Uma amostra do macerado foi depositada até a marca de 1/4 de volume em tubos de
2,0 ml, seguindo o protocolo de extracdo de DNA de CTAB 2%. Uma aliquota de cada DNA
gendmico extraido foi quantificado em gel de agarose 1%, usando marcador padrao de DNA

lambda.
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2.2. Obtenc¢ao dos marcadores microssatélites

Um conjunto de 21 entre 34 pares de primers microssatélites desenvolvidos
especificamente para espécie H. speciosa foram selecionados para a caracterizagdo da
diversidade genética das populacdes de mangabeiras do PESCAN [51]. A seleg@o destes 21
primers seguiu a ordem de apresentagdo da caracterizagdo genética publicada por Rodrigues e
colaboradores [51], uma vez que hd um elevado nivel de informagdo polimoérfica de todos os
loci avaliados. Cada PCR foi produzida para um volume final de 20 pL, contendo 5 ng de
DNA, 1x de tampao PCR, 1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTP, 0,2 pL. de cada par primer
(forward e reverse), 1 U de Taq DNA polimerase Platinum e 4gua livre de RNAase gsp 20
uL. A PCR foi conduzida em termociclador por 35 ciclos para as seguintes condigdes e
etapas apos desnaturagdo inicial a 94 °C por 5 min: (i) desnaturacdo (1 min a 94 °C), (i1)
anelamento (1 min a temperatura anelamento para cada par de primer recomendada pelos
autores [51]; (iii) extensdo (1 min a 72 °C); e, por fim, (iv) extensdo final de 72 °C por mais 7
min. Em seguida, o produto de amplificacdo foi separado por eletroforese vertical em gel de
poliacrilamida a 6%, corados com nitrato de prata [52] e teve seu tamanho estimado por

comparagdo utilizando ladder padrdo de DNA de 50 pares de bases (pb) (Invitrogen™, USD)

2.3. Analise de dados

A andlise descritiva da diversidade genética a partir dos acessos de mangabeira foi
realizada por meio das estimativas das frequéncias alélicas dos locos polimorficos, nimero de
alelos por loco (4), numero de alelos privativos (4p - alelos encontrado em uma unica
populagdo), diversidade génica ou heterozigosidade esperada (Hg) e heterozigosidade
observada (Ho), indice de fixagdo (Fis), probabilidade de identidade (PI) e de exclusdo (PE)
uniloco e multiloco usando o programa GenAIlEx v6.5 [53].

A divergéncia genética entre os pares de individuos, bem como entre os acessos, foi
calculada com base na distancia genética (DG) de Roger [54] modificada por Wright [55] por
meio do software Bood [56]. A geragdo da matriz de DG entre os pares de individuos
possibilitou a formac¢do de um dendrograma empregando método de agrupamento neighbor
joining a partir do programa DARwin v5.0158 [57]. Para auxiliar na analise de agrupamento,
a analise de coordenada principal (PCoA) também foi produzida com base na distancia
genética de Roger modificada, utilizando-se o programa GenA/Ex v6.5 [53], por meio do qual

também foi realizada a andlise de varidncia molecular (AMOVA) para verificar o
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particionamento da varia¢do genética entre e dentro dos acessos, assim como para estimar a
diferenciacdo genética (Fsr) entre os acessos, de acordo com a estatistica ' de Wright [55].

Com auxilio do programa STRUCTURE v2.2.4 [58] inferiu-se a estruturagdo dos genotipos
estudados, por meio de agrupamento baseado no modelo bayesiano. A andlise foi executada
considerando o modelo admixture, com frequéncia correlacionada para K variando de 1 a 6,
com 15 repeticdes para cada valor de K. Para cada corrida definiu-se um burn-in de 50000,
seguido de 500000 iteracdes de MCMC (Markov chain Monte Carlo). Para determinar o
numero de grupos genéticos (AK mais provavel) quanto a organizagdo genética dos acessos,
utilizou-se o procedimento proposto por Evanno et al. (2005) [59] através do aplicativo

Structure Harvester [60)].

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Caracterizacao do local de coleta de amostras dos grupos populacionais

A andlise da disposi¢do geografica dos acessos, a partir do posicionamento
georreferenciado dos espécimes, revela que estes grupos encontram-se separados porém a
uma distanciaminima entre individuos de ambos os conjuntos da ordem de 100 m (Figura 1).
Os espécimes amostrados integram uma regido de formagdes savanicas dentro do PESCAN.

Entretanto, diante das condi¢des edaficas e fitofisiondmicas identificadas in situ,
observou-se que as 19 mangabeiras do grupo populacional 1 compdem um fragmento de
Cerrado Rupestre com transicao para Cerrado Tipico. Nessa regido o solo apresenta coloragao
muito clara, sem profundidade e com afloramento de quartzito. Esses atributos sdo
compativeis, de acordo com o SiBCS [61], com o Neossolo litdlico, que se distingue dos
demais Neossolos pelo contato litico ou litico fragmentario dentro de 50 cm a partir da
superficie. Neste contexto, observou-se que as mangabeiras do Cerrado Rupestre apresentam-
se relativamente mais estioladas (chegando a cerca de dois metros de altura) e mais adensadas
em meio a uma vegetacdo rala. J& o solo sob os 26 espécimes do grupo populacional 2
apresenta-se mais profundo, com uma declividade suave, com uma coloragdo amarelada a
amarelo-avermelhada e sem cascalhos (quartzito), sinalizando a presenga de um Latossolo
[61]. Neste cenario, a vegetacdo ¢ mais diversa e de maior porte, visto que os individuos
podem formar raizes mais profundas. Isto proporciona um maior sombreamento na area,
levando as mangabeiras a distribuirem-se de uma forma mais espagada e a apresentarem-se
menos estiolada em relagao aos individuos do Cerrado Rupestre, uma vez que a espécie tem

preferéncia pela exposi¢do a luz do sol [62].
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Todos os individuos localizados, em ambos os grupos populacionais, estdo na fase
adulta e, embora predominem estudos sugerindo o intersticio agosto/dezembro (com pico em
outubro) como o periodo mais expressivo de floracdo e frutificacio de H. speciosa em
condi¢des naturais na regido do Cerrado [63], ndo foi constatado, por ocasido das coletas
realizadas nos meses de setembro e outubro, indicios dessas fenofases. Pilon et al. (2015) [64]
também observaram fenologia semelhante, mesmo para mangabeiras sob condigdes de
cultivo, em quatro anos de acompanhamento de nativas do Cerrado. O estudo detectou que,
nos meses de setembro, foram mais recorrentes a brotacdo depois a queda de folhas seguida
da floragdo da espécie. Ja nos meses de outubro, a floragdo foi mais frequente, seguida da
frutificagdo e brotacdo, que foram igualmente recorrentes.

Além de todo o Parque estar completamente circundado por area de grande antropizagao
e apesar de ambas as populagdes submetidas ao nosso estudo encontrarem-se dentro da Zona
Intangivel-ZI (a mais restrita do parque por se dedicar a protegdo integral do ecossistema e
onde ¢ proibida a circulagdo do publico), estes grupos populacionais estao cortados por uma
Zona de Uso Especial- ZUE (formada por algumas vias de circulagdo para turismo e pontos
de visitacdo) e proximos a Zona de Uso Intensivo- ZUI e a Zona Primitiva- ZP (onde sdo
permitidos apenas determinadas atividades como as educacionais e de pesquisa cientifica, o
deslocamento a pé e ndo ¢ permitida a instalagdo de qualquer infraestrutura) [30]. Dessa
forma, ainda que a literatura reporte a mangabeira como altamente adaptavel a areas
impactadas [35], a perpetuag@o da espécie em habitats alterados pode encontrar dificuldades a
nivel das interagdes ecologicas necessarias para a renovacdo dos individuos na populagdo,
uma vez que a adaptabilidade das H. speciosa a ambientes perturbados e/ou em constante
perturbagdo ndo necessariamente se estende as raposas-do-campo, cachorro-do-mato e lobos
guards, bem como as mariposas, abelhas e borboletas imprescindiveis para intermediar a
dispersdo [65,66] e a polinizacdo das mangabeiras, cujas flores sdo hermafroditas porém
autoincompativeis [62,67].

Ademais, o potencial impacto negativo sobre essas relacdes interespecificas provocado
pelo uso da ZUE que cruzam os grupos populacionais, como se infere do grau de
compactagdo das vias observado no local, precisa ser aferido. O que, inclusive, poderia
nortear um redesenho das zonas de conservagdo do PESCAN, bem como expor a necessidade
do incremento tecnoldgico como, por exemplo, o da substituicdo do transito humano
relacionado ao monitoramento e fiscalizagdo pela adocdo de alternativas modernas como os

veiculos aéreos nao tripulados do tipo drone [68].
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Legenda

Figura 1. Parque Estadual da Serra de Caldas Novas. Pontos em preto: grupo populacional de mangabeiras
em Cerrado Rupestre; pontos em branco: grupo populacional de mangabeiras em Cerrado Tipico.

3.2. Caracterizacgao genética

A partir de 21 marcadores de microssatélites, buscou-se genotipar 45 individuos da
espécie Hancornia speciosa Gomes pertencentes ao PESCAN, sendo 19 do grupo
populacional Rupestre e 26 do grupo populacional Tipico. E, embora trés dos marcadores
utilizados (HS19, HS20 e HS21) ndo tenham concorrido para a genotipagem devido a
problemas de amplificacdo, todos os demais apresentaram-se polimoérficos. Assim, foi
detectado um total de 107 alelos entre os individuos amostrados, com o numero de alelos por
loco (NV,) variando entre trés (HS12; HS18) e oito (HSO1) com média de detec¢do de 5,94
alelos por loco, valor semelhante ao encontrado por Amorim et al. (2015) [39] ao analisar
populagdes remanescentes de mangaba no Nordeste do Brasil. A heterozigosidade observada

(Ho) flutuou entre 0,489 (HS18) e 0,889 (HSO01), ao passo que a heterozigosidade esperada
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(Hg) variou entre 0,652 (HS12) e 0,880 (HSO1). Dessa forma, o indice médio de fixacdo (F)
apresentou-se em torno 0,060, sinalizando um leve excesso de homozigotos neste conjunto.
Os dezoito marcadores utilizados mostraram-se com alto poder de discriminacdo de
gendtipos, como evidenciado pelas probabilidades de identidade e de exclusdo, encontrados

para os locos estudados [69] (Tabela 1).

Tabela 1. Descritores da variabilidade genética de dezoito marcadores SSR polimdrficos na amostra total
de 45 acessos adultos.

Locos Na Hg Ho Fis PI PE
HS01 8 0,880 0,889 -0,022 0,030 0,890
HS02 6 0,833 0,667 0,190 0,060 0,820
HS03 7 0,860 0,667 0,216 0,040 0,860
HS04 8 0,879 0,886 -0,021 0,030 0,890
HS05 8 0,861 0,841 0,012 0,040 0,870
HS06 7 0,853 0,778 0,078 0,040 0,850
HS07 7 0,832 0,750 0,089 0,060 0,820
HS08 7 0,862 0,867 -0,017 0,040 0,860
HS09 7 0,858 0,864 -0,018 0,040 0,860
HS10 7 0,864 0,822 0,038 0,040 0,870
HS11 4 0,749 0,622 0,160 0,120 0,670
HS12 3 0,652 0,523 0,189 0,200 0,500
HS13 4 0,745 0,822 -0,116 0,120 0,660
HS14 5 0,769 0,682 0,103 0,100 0,710
HS15 4 0,748 0,778 -0,051 0,120 0,670
HS16 6 0,817 0,778 0,038 0,070 0,790
HS17 6 0,828 0,867 -0,058 0,060 0,810
HS18 3 0,671 0,489 0,263 0,190 0,520
Média 5,94 0,809 0,755 0,060
(£EP) (£0,40) (£0,017) (£0,029) (£0,025) ) )
Total 107 - - - 3,3x10% 1,00

Na, nimero de alelos; Hg, heterozigosidade esperada ou diversidade génica; Ho, heterozigosidade observada;
Fis, indice de fixagdo; PI, probabilidade de identidade; PE, probabilidade de exclusdo; EP, Erro Padréo.

Considerando os atributos de variabilidade em cada grupo, obteve-se as médias do
numero de alelos polimoérficos por loco (A,), as quantidades de alelos privativos (Apr) a cada
conjunto, as médias das heterozigosidades esperadas (H.), observadas (H,), bem como as
médias do indice de fixacdo de cada um dos mesmos conforme descrito na tabela 2 a seguir.

Tabela 2. Descritores da variabilidade genética por acesso de Hancornia speciosa coletados no Parque
Estadual da Serra de Caldas Novas.

Acess A Na A (EP) Apr He (EP) Ho (EP) Fis (EP)
0

Cerrad 19 99 5,5 4 0,795 0,752 0,026

0 (+0,40) (£0,021) (£0,028) (+0,026)
Rupest

re

Cerrad 26 103 5,7 8 0,810 0,757 0,052

o (+0,40) (£0,016) (+0,036) (+0,035)
Tipico

Total 45 107 - 12 - - -

Média - - - - 0,802 0,755 0,039
(EP) (£0,013) (£0,022) (+0,021)

A, amostra; Na, nimero de alelos; Ap, média do niimero de alelos polimorficos por loco; A, alelos privativos;
Hg, heterozigosidade esperada ou diversidade génica; Ho, heterozigosidade observada; Fis, indice de fixagdo; EP,
Erro Padrio.
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As médias de alelos polimorficos dos conjuntos Rupestre e Tipico, respectivamente,
foram de 5,5 e 5,7, apresentando-se, ambas, maiores do que as médias de cinco das seis
populagdes observadas por Amorim et al. (2015) [39] em remanescentes de mangabeira do
Nordeste brasileiro. Nogueira et al. (2015) [49] destacaram que ¢é possivel inferir a capacidade
de adaptacdo das populacdes ao ambiente a partir das taxas de polimorfismo por loco em suas
amostras, uma vez que o polimorfismo implica em variacdo genética a qual, por sua vez, estd
fortemente relacionada ao sucesso da populagdo contra as pressdes de selecao.

Quanto as heterozigosidades, os dois grupos populacionais revelaram maiores médias
de heterozigosidade esperada (H.) em comparagdo a observada, sugerindo um excesso de
homozigotos, conforme o esperado para uma popula¢do em equilibrio de Hardy-Weinberg, o
que ¢ confirmado pelas médias positivas dos indices de fixa¢dao. Os valores encontrados para
estes descritores apontam para uma maior diversidade genética nestes remanescentes do
PESCAN, em comparagdo com as populagdes naturais estudadas por Amorim et al. (2015)
[39].

As plantas adultas de mangabeira de cada populagdo apresentaram uma elevada
divergéncia genética, como sugerido pela estimativa da média da distancia genética de Roger
modificada por Wright [55] de valor 0,646, variando de 0,527 a 0,799 entre as mangabeiras
do grupo Rupestre e 0,655, variando de 0,500 a 0,825 entre as mangabeiras do grupo Tipico.
Ja o estudo da dissimilaridade entre estes mesmos grupos, a partir do coeficiente de Roger
[54] modificado por Wright [55] resultou em uma baixa distancia genética (0,172), indicando
uma leve divergéncia entre eles. A analise molecular de variancia (AMOVA) permitiu
observar a variagdo genética entre os individuos de mangabeira, bem como entre os grupos
populacionais, correspondendo, respectivamente, a cerca de 7% e 1%, enquanto que 92% esta
organizada dentro dos individuos, confirmando a estruturagdo extremamente baixa observada
entre os acessos, € como sugerido pela baixa diferenciagdo genética revelada pelo Fsr igual
0,012 (p-valor= 0,011 para 9999 permutagdes) confrontado com Wright [55].

Ap0s a analise de agrupamento a partir da metodologia neighbor joining e no sentido de
facilitar a identificacdo de grupos dissimilares, os mesmos foram dispostos de forma cladistica
conforme a figura 2. Com base nesta figura observa-se a formagao de trés grupos mistos, com
influencias genéticas de ambas populagdes estudadas, indicando uma expressiva polinizacao

cruzada entre elas, como demonstrada pela taxa de fluxo génico historico de Nm = 21,2.
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Figura 2. Dendrograma construido a partir da andlise de agrupamento por neighbor joining de 45
mangabeiras adultas de duas populacdes do PESCAN baseado na distancia genética de Roger modificada
para 18 marcadores microssatélites. As linhas vermelhas definem as plantas coletadas no Cerrado Rupestre e
as verdes no Cerrado Tipico.

Os grupos identificados pelo dendrograma, quando submetidos 8 AMOVA, também
resultaram em uma fraca estruturagdo genética (Fsr=0,045; p-valor=0,000 para 9999
permutacdes). Consistentemente, a analise de coordenadas principais (PCoA) das 45
mangabeiras organizadas nos dois grupos populacionais confirma essa falta de
estruturacdo ao tempo em que ilustra a ideia de organizacdo espacial mista entre os
individuos das amostras populacionais. Esses achados sugerem que os individuos
pertencem a uma unica populagdo ndo estruturada ou em processo inicial de estruturagio

(Figura 3).
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Figura 3. Analise de coordenadas principais de 45 mangabeiras adultas de duas populacdes do PESCAN
baseado na distdncia genética de Roger modificada. Circulo preenchido define a populagdo Rupestre e
circulo vazio a populagdo Tipico.

Nao diferente da andlise de agrupamento baseada nas distidncias genéticas tratadas
anteriormente, a analise de estruturagao baseada em método bayesiano por meio do software
Structure, nao definiu grupos genéticos distintos, tampouco similares ao padrao de
agrupamento observado no ambiente, onde um grupo encontra-se no Cerrado Rupestre e o
outro no Cerrado Tipico. J& com o auxilio da estimativa de AK proposta por Evanno et al.
(2005) [59] fo1 observado um elevado pico para AK=3 e um outro pico, de menor amplitude,

para AK=5, sugerindo uma subestrutura das populagdes estudadas (Figura 4).

Deltak = mean(|L"(K)}|) f sd(L{K))

20 -

15 -

Delta K

2 3 4 5 =] F a 9
K

Figura 4. Estimativa do ntimero de grupos genéticos (AK) em uma coleg@o de 45 genotipos de mangabeira
coletadas no PESCAN usando o método de Evanno na andlise do Structure.

49



Esse resultado refor¢a a fraca estruturacdo genética indicada pelo valor de Fsr,
sugerindo uma expressiva conectividade entre os grupos populacionais. A hipotese dessa
conectividade pode ser suportada pela elevada ancestralidade multipla indicada entre os
grupos genéticos inferidos na andlise do Structure (Figura 5). Assim, considerando um valor
limite do coeficiente de ancestralidade de cada genotipo q > 0,70, representado pelas cores em
cada coluna como a probabilidade de atribui¢ao nos grupos genéticos (Eixo de “y” da figura
5), verificou-se que poucos individuos seriam atribuidos a um unico grupo genético,
constatando-se que as plantas de mangabeiras de ambos os grupos populacionais
compartilham, em diferentes niveis, o background genético dos trés pools génicos sugeridos,
0 que, associado a alta heterozigosidade observada entre eles ¢ compativel com a dependéncia
da troca de gametas entre gendtipos distintos para a sua reproducdo, conforme se dd em

espécies aldgamas por autoincompatibilidade.

1 2

Figura 5. Estrutura genética das 45 plantas de mangabeiras coletadas no PESCAN. As colunas representam
os individuos analisados; as cores representam a probabilidade de atribuigdo nos grupos genéticos; o nimero
1 refere-se ao grupo populacional do Cerrado Rupestre € o numero 2 o grupo populacional do Cerrado
Tipico.

4. CONCLUSAO

Ambos os grupos populacionais analisados apresentam alta diversidade genética,
porém, com maior variabilidade observada dentro de cada grupo.

Os grupos demonstraram uma elevada conectividade, desfazendo qualquer estrutura
genética.

A investigacdo molecular revelou que os grupos Rupestre e Tipico funcionam como
uma unica populacao ecologica.

A populacdo apresenta locos altamente polimorficos denotando uma boa adaptabilidade

ao meio ambiente.
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Remanescentes expostos a fragmentacao podem iniciar um processo de perda de alelos,
0 que torna mandatéria uma rotina de estudos voltados para acompanhar a dinamica desta
populagao.

A estrutura genotipica da populagdo mostra-se caracteristica de espécies alogamas ao
apresentar alta heterozigosidade e baixo coeficiente de endogamia.

Potenciais impactos as interagdes ecoldgicas entre este remanescente de mangabeiras,
seus polinizadores e dispersores devido a sua interface com as diversas zonas do interior do

PESCAN devem ser investigados a fim de subsidiar a gestao da area.
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