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RESUMO

Acrocomia aculeata é uma palmeira nativa da América Central e do Sul, que
possui significativo potencial econdmico, social e ambiental. Possui diversas aplicacgoes,
sendo usada principalmente como fonte de matéria-prima para biocombustiveis, bem
como nas induastrias alimenticias, farmacéuticas e cosmética. Entretanto, os avancos
territoriais do agronegdcio, juntamente com a expansdo urbana e outros fatores que
causam a fragmentac&o e destruicdo de seu habitat, acabam levando a perda de genes e
gendtipos em populacdes locais de A. aculeata. Esses processos restringem a
variabilidade genética, afetando a produtividade e a capacidade das populacdes de A.
aculeata em responder as mudancas climaticas e outros estresses bidticos e abioticos.
Dessa forma, estes processos podem comprometer a perpetuacdo ndo sé da espécie, mas
também da sua flora e fauna dependentes. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi
estimar o fluxo génico e o tamanho efetivo populacional utilizando uma abordagem
baseada na teoria da coalescéncia. Quatro subpopulacgdes localizadas nos municipios de
Teodoro Sampaio (TSI e TSII), Rosana (RA) e Amparo (AP), no Estado de S&o Paulo,
foram avaliadas com nove locos microssatélites. Para estimar o tamanho efetivo e o fluxo
génico, utilizou-se 0 método de inferéncia bayesiana, baseado na teoria de coalescéncia
implementada no software MIGRATE-N. O tamanho efetivo populacional (Ne) foi obtido
assumindo uma taxa de mutagdo de 5x107°. O fluxo génico (Nm) entre os pares de
populacdes variou de 0,28 a 1,17, com niveis mais altos de migracédo entre os trés locais
geograficamente proximos (TSI, TSIl e RA). As estimativas do tamanho efetivo
populacional (Ne) foram 444, 835, 838 e 874 para AP, TSII, RA e TSI, respectivamente.
Os resultados obtidos agregam conhecimento acerca da compreensdo da genética de
populacdes de A. aculeata e mostram que alguns métodos tradicionais podem ser
insatisfatérios para fazer inferéncias sobre o fluxo génico e processos evolutivos

historicos.

PALAVRAS-CHAVE: macauba; genética de populagcGes; conservacdo; melhoramento;

migragé&o.



ABSTRACT

Acrocomia aculeata is a tropical palm tree native to Central and South America,
which has significant economic, social, and environmental potential. It has several
applications and is used mainly as a source of raw material for biofuels, as well as in the
culinary, pharmaceutical, and cosmetics industries. However, land encroachment due to
the expansion of agribusiness, together with urban growth and other factors have resulted
in the fragmentation and destruction of its habitat, leading to the loss of genes and
genotypes in local A. aculeata populations. These deleterious genetic processes restrict
genetic variability, affecting productivity, and the capacity of A. aculeata populations to
respond to climate change and other biotic and abiotic stresses. As such, these processes
can compromise the continuation of not only the species, but also its dependent flora and
fauna. In this context, the objective of this study was to estimate the gene flow and
effective population size using an approach based on coalescence theory. Four
subpopulations located in the municipalities of Teodoro Sampaio (TSI and TSII), Rosana
(RA), and Amparo (AP), Séo Paulo State, Brazil, were evaluated with nine microsatellite
loci. In order to evaluate the effective size and gene flow, the Bayesian inference method
was used, based on the coalescence theory implemented in the MIGRATE-N software.
The effective population size (Ne) was obtained considering a mutation rate of 5x10°°.
Gene flow (Nm) for pairs of populations ranged from 0.28 to 1.17, with higher levels of
migration between the three geographically proximal locations (TSI, TSII, and RA). The
estimates of effective population size (Ne) were 444, 835, 838, and 874 for AP, TSII, RA,
and TSI, respectively. The results obtained add to our understanding of A. aculeata
population genetics and show that some traditional methods may be unsatisfactory in

making inferences about gene flow and historical evolutionary processes.

KEYWORDS: macauba; population genetics; conservation; genetic improvement;

migration.



1. INTRODUCAO

A espécie Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart. ¢ uma palmeira arborescente
nativa das Américas Central e do Sul (LORENZI, 2006; CARVALHO et al., 2011), sendo
considerada a palmeira de maior dispersao geogréafica no Brasil (LORENZI, 2006), tendo
sua ocorréncia confirmada nas regides Centro-Oeste, Norte, Nordeste, Sudeste e Sul
(SCARIOT et al., 1995; LEITMAN et al., 2015).

Como caracteristica ecoldgica, A. aculeata possui habito pioneiro, ocupando
principalmente areas abertas e com grande incidéncia solar, ocorrendo, em grande parte,
de forma agrupada e em grandes macicos. Suas flores sdo unissexuais, com flores
masculinas no topo e femininas na base, possuindo dicogamia protoginica, de maneira
que as flores masculinas amadurecem ap6s as femininas (BRITO, 2013). O sistema
reprodutivo da A. aculeata é o misto (COELHO, et al 2018), preferencialmente alogama
(SCARIOT et al.,, 1991; BRITO, 2013). A polinizacdo da A. aculeta € realizada
principalmente por besouros e pelo vento, e secundariamente por abelhas, sendo
polinizadores de curta distancia. Entretanto, a dispersao das sementes ocorre por grandes
mamiferos e aves (POTT; POTT, 1994; SCARIOT et al., 1998).

A. aculeata apresenta grande potencial econdmico, social e ambiental, possuindo
varias aplicacbes e usos, principalmente como fonte de matéria-prima para
biocombustiveis, alimentos, farmacos e cosméticos (COLOMBO, 2017). Além disso,
considerando que A. aculeata é uma espécie nativa de alta rusticidade, o seu potencial se
estende para ocupacdo de areas marginais degradadas ou destinadas a preservacao e
possibilidade de integracdo com sistemas agroflorestais (COELHO, 2018).

Levando-se em consideracdo que A. aculeata € uma espécie tida como nédo
domesticada sem programas de melhoramento genético bem desenvolvidos, além do
cultivo ser feito com pouca ou nenhuma tecnologia, sua produtividade de 6leo é elevada.
A producéo de 0leo pode chegar a 5.000 kg/ha (MOTA, 2011). Isso se torna evidente
principalmente em comparagdo com culturas anuais tradicionais, onde o melhoramento
genético e o dominio tecnoldgico ja estdo avancados, como soja (450 kg/ha) e girassol
(700 kg/ha). Ha, ainda, a vantagem de A. aculeata ser uma espécie perene (COLOMBO,
2017).

As areas de ocorréncia natural da espécie no Estado de S&o Paulo eram amplas,
porém, foram gradativamente substituidas por cultivos de café, cana-de-acucar e
pastagens (NOVAES, 1952; AZEVEDO FILHO, 2012). Dessa maneira, 0S avangos



territoriais do agronegocio, juntamente com a expansdo urbana e outros fatores que
podem gerar fragmentacdo e destruicdo de biomas, podem fazer com que A. aculeata
fique sujeita a perda de genes e genotipos presentes em populagées locais, restringindo a
variabilidade genética e levando a deriva genética das populagdes.

As alteracdes nas frequéncias alélicas e genotipicas, além de afetarem a
produtividade e, podem, ainda, alterar a capacidade de A. aculeata em responder as
mudancas climéticas e aos demais estresses bioticos e abidticos, podendo comprometer a
perpetuacdo da espécie e de sua fauna e flora dependentes da espécie (PRIMACK;
RODRIGUES, 2001). Nesse contexto, pesquisas que possam gerar informacdes sobre
adequadas estratégias de conservacao genética para a espécie sdo de grande importancia,
principalmente por essa espécie possuir grande potencial socioecondmico e seus habitats
estarem sendo reduzidos. Além disso, essas informacdes também podem ser importantes
para o estabelecimento de programas de melhoramento genético, que ainda ndo estdo
disponiveis para esta espécie.

A diversidade genética e a estrutura populacional em espécies arbéreas tém sido
normalmente investigadas com base em véarias metodologias, tais como as estatisticas
de Wright (1951,1978) e de Nei (1973) , inferéncia bayesiana (PRITCHARD et al., 2000),
componentes principais (CRUZ et al., 2011) e agrupamentos hierarquicos classicos
(ODONG et al., 2011). A utilizagéo dessas abordagens serve principalmente para estimar
a variabilidade genética existente entre e dentro de populacfes e como esta encontra-se
estruturada no espaco.

De modo geral, a maioria destes métodos estatisticos utiliza as frequéncias alélicas
estimadas para capturar niveis de diferenciacdo entre populac@es. Entretanto, esses niveis
de diferenciacdo podem ser o resultado de eventos de fluxo génico recentes, de modo a
ndo considerar eventos migratérios ocorridos no passado (ROSA, 2016; WILSON;
RANNALA, 2003). Consequentemente, acaba dificultando o entendimento das relagdes
historicas e do passado evolutivo das populagdes. Portanto, no contexto deste trabalho,
uma visao genealdgica do fluxo génico e da estrutura populacional de A. aculeata é de
grande importancia (ROSA, 2016). Possivelmente, sendo utilizada para nortear as
amostragens de sementes, polen e propagulos para conservagdo genética, bem como para
definir as populagdes prioritarias para a conservagao.

Uma visdo genealogica de eventos populacionais pode ser alcan¢ada com base na
teoria da coalescéncia (KINGMAN, 1982 a, b, ¢). Esta abordagem faz uso de modelos

retrospectivos baseados na genealogia dos alelos, de modo a rastrear os alelos de um gene
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compartilhado por todos os membros amostrados da populacao atual até uma Gnica cépia
ancestral, conhecida como ancestral comum mais recente da amostra (ACMR). Assim, é
possivel considerar, por exemplo, eventos de mutacdo e fluxo génico que podem ter
ocorrido h& muitas geracGes entre populacbes de determinada espécie, fornecendo
estimativas historicas e mais precisas de tais eventos. Diante da necessidade de estudos
nessa area, a proposta desta pesquisa foi a de utilizar a abordagem baseada em
coalescéncia para estimar as taxas de mutagdo e fluxo génico de populagbes de A.
aculeata, de modo a verificar as relac@es histdrico-evolutivas de tais populacfes. Essa
abordagem é tida por varios cientistas como a moderna (PALCZEWSKI; BEERLI, 2013)
e mais popular (MARJORAM; TAVARE, 2006) abordagem em genética de populacdes,
a qual vem revolucionando o entendimento acerca dos processos historico-evolutivos
envolvidos (HOLSINGER; WEIR, 2009).

Espera-se colaborar com o entendimento de processos como o fluxo génico em
populacbes, estudos de diversidade genética e tamanho efetivo populacional da A.
aculeata. Desta forma, essa pesquisa tem como base a obtencdo de subsidios para a
utilizacdo sustentavel e correto manejo dos recursos gerados por A. aculeata, assim como
para 0 melhoramento genético desta espécie.

Hipoteses e questdes acerca do trabalho:
. Ocorre fluxo génico entre as localidades geograficamente proximas?
. Qual é a magnitude desse fluxo? Caso haja, este fluxo é simétrico? O
numero de migrantes € suficiente para evitar a divergéncia entre as subpopulacfes?

. Quais as implicagOes para conservacao?

11



2. OBJETIVOS

Objetivo Geral
Estimar pardmetros genéticos populacionais para Acrocomia aculeata (Jacq.)

Lodd. ex Mart baseados na teoria da coalescéncia.

Objetivos Especificos

Estimar indices de diversidade em populag¢fes naturais de Acrocomia aculeata
(Jacg.) Lodd. ex Mart;

Estimar o tamanho efetivo populacional (Ne) e fluxo génico entre tais populacoes.

12



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nessa revisao sdo abordados topicos sobre os aspectos relativos a importancia
econdmica, social e ambiental da A. aculeata, bem como suas caracteristicas botanicas,
ecoldgicas e geogréficas; Logo apds é abordada a tematica referente aos marcadores
genéticos, breves aspectos historicos relacionados, principais tipos, dando énfase aos
microssatélites, apresentando de suas caracteristicas gerais, dinamica mutacional e
modelos tedricos propostos para estimar mutacdo; Na sequéncia é discorrido acerca do
uso da genética de populacbes na conservacdo de recursos vegetais, com foco em sua
importancia na preservacdo e manutencdo dos recursos genéticos; Aborda-se também
sobre a teoria da coalescéncia e genética de populacbes, mostrando o foco e o interesse
da genética de populac@es, sua importancia, métodos usuais empregados nas estimativas
de parametros, mostrando no¢Ges importantes acerca da teoria da coalescéncia, bem como
aspectos relativos ao desenvolvimento e utilizacdo dessa teoria; Por fim, sédo abordados
dois parametros importantissimos para fins de conservacdo, sendo o tamanho efetivo
populacional e o fluxo génico. Em ambos sdo abordadas as bases conceituais, historico e
importancia, além de subtdpico onde aborda-se os métodos usuais de estimativa de fluxo

génico.

3.1. Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart.

A espécie Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart., popularmente conhecida
como macauba, é uma palmeira arborescente da familia Arecaceae, nativa das Américas
Central e do Sul (LORENZI, 2006; CARVALHO et al., 2011). Sua altura varia entre 10
e 20 metros de comprimento, tendo estipe reta e sem ramificacbes, com didmetro variando
entre 25 e 50 centimetros e espinhos escuros e finos revestindo a regido de nos caulinar.
Suas folhas sdo pinadas e compostas, tendo, em média, de 4 a 5 metros de comprimento,
que dado um aspecto plumoso a copa, por estarem ordenadas em diferentes planos
(CARVALHO, 2008).

No Brasil, a espécie ocorre nos dominios fitogeograficos da Mata Atlantica,
Amazoénia, Caatinga e Cerrado, tendo sua ocorréncia registrada nas regiGes Norte
(Amazonas, Para, Roraima e Tocantins), Nordeste (Bahia, Ceara, Maranh&o, Pernambuco

e Piaui), Centro-Oeste (Distrito Federal, Goias, Mato Grosso do Sul e Mato Grosso),
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Sudeste (Minas Gerais, Rio de Janeiro e Sdo Paulo) e Sul (Parand) (SCARIOT et al.,
1995; LEITMAN et al., 2015), sendo considerada a palmeira de maior dispersao
geogréfica no Brasil (LORENZI, 2006). Tem habito de crescimento pioneiro, ocupando
principalmente areas abertas e com grande incidéncia solar, ocorrendo em grande parte
de forma agrupada e em grandes macicos. Apesar de ocorrer em solos arenosos e com

pouca umidade, desenvolve-se melhor em solos férteis (LORENZI, 2006).

Figura 1: Caracteristicas fenotipicas genéricas da palmeira A. aculeata, folhas e estipe

(A), inflorescéncia e espata (B); cachos de frutos (C).

Fonte: Retirado de Coelho (2017)

Suas inflorescéncias sdo em forma de espédice, interfoliares e de coloragéo
amarelo claro, que ficam agrupadas em cachos pendentes (SODRE, 2005). As flores s&o
diclinas, estaminadas no topo e pistiladas na base, possuindo dicogamia protoginica,
sendo que as flores estaminadas amadurecem apds as pistiladas (BRITO, 2013). A
polinizagdo da A. aculeta é feita principalmente por besouros e pelo vento, e
secundariamente por abelhas, sendo polinizadores de curta distancia. Entretanto, a
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dispersdo da semente ocorre por grandes mamiferos e aves (POTT; POTT, 1994;
SCARIOQT et al., 1998).

O sistema reprodutivo da A. aculeata é do tipo misto, ocorrendo tanto por
alogamia quanto por autogamia, sendo que a poliniza¢do cruzada corresponde a uma
significativa porcentagem na producdo de frutos, porém ha autocompatibilidade
(SCARIOT etal., 1991; BRITO, 2013). Os frutos sdo marrons amarelados, com o formato
de drupa globosa e esféricos (SCARIOT et al., 1991).

A. aculeata tem grande potencial econdmico, social e ambiental, possuindo varias
aplicacbes e usos, principalmente como fonte de matéria-prima na producdo de
biocombustiveis, alimentos, farmacos e cosméticos. Alem disso, considerando que A.
aculeata é uma espécie nativa de alta rusticidade, o seu potencial se estende para
ocupacdo de areas marginais degradadas ou destinadas a preservacdo e possibilidade de
integracdo com sistemas agroflorestais (COELHO et al., 2018).

Apesar de ser uma espécie considerada ndo domesticada, ndo haver programas de
melhoramento bem desenvolvidos e seu cultivo ser feito com pouca ou nenhuma
tecnologia, sua produtividade em 0leo é elevada (média de 5.000 kg/ha) (MOTA, 2011),
sendo maior que culturas anuais tradicionais, onde o melhoramento genético e o dominio
tecnoldgico j& estdo avancados, tais como soja (450 kg/ha) e girassol (700 kg/ha),
havendo ainda a vantagem de A. aculeata ser uma espécie perene (AZEVEDO FILHO et
al., 2012), onde os gastos anuais com operacdes de plantio, preparo do solo, mdo-de-obra
e manutencdo sao reduzidos em relacdo a culturas anuais, além de produzir mesmo com
chuvas irregulares ou atrasadas sem reducéo drastica da produtividade, permanecer de 30
a 40 anos sem precisar de replantio, evitando praticas mais intensivas de cultivo, e ainda
provendo servigos ecossistémicos (BIODIESELBR, 2011; COLOMBO, 2017; FAQUIN,
2001; GUREVITCH et al., 2009).

3.2.  Marcadores microssatélites

Os marcadores microssatélites sdo sequéncias repetidas constituidas de 1 a 6
nucleotideos que se repetem lado a lado em forma de tandem. Esse tipo de marcador é
amplamente usado em andlises genéticas, em uma vasta gama de seres vivos, sobretudo,
devido ao seu elevado grau de informacdes e transferibilidade (BOREM; CAIXETA,
2009).
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Os microssatélites sdo usados em espécies florestais para diversos propositos, tais
como: estudos relacionados a analises de parentesco, sistema de reproducao, diversidade
genética e estudos evolutivos, principalmente por serem sequéncias com alta taxa
evolutiva, que, mesmo em comparacGes de gendtipos com estreita base genética,
geralmente € possivel detectar um elevado numero de alelos em um dnico loco (SELKOE;
TOONEN, 2006).

Os polimorfismos sdo em decorréncia das diferengas no nimero de vezes em que
0s nucleotideos se repetem em determinado loco, podendo ser mono-, di-, tri-, tetra-,
penta- e hexa-nucleotideos. Os microssatélites podem ainda ser classificados de acordo
com as sequéncias repetidas, podendo ser (i) perfeita (quando as sequéncias ndo séo
interrompidas por bases que ndo sejam do motivo), (ii) imperfeita (quando ocorre a
presenca de alguma base alheia ao motivo), (iii) interrompida (ocorre de forma intercalada
uma pequena sequéncia alheia ao motivo), e (iv) composta (ocorrem duas sequéncias
repetidas de forma adjacente) (BUSO, 2003). Essas variagOes geram diferencas nos
comprimentos dos segmentos, as quais podem ser detectadas pela reacdo de polimerase
em cadeia (PCR), visualizadas especificamente na etapa de separacdo de fragmentos
amplificados no gel de eletroforese (TURCHETTO-ZOLET et al., 2017)

Os microssatélites tém como vantagem o fato de serem marcadores codominantes
(diferenciam entre individuos homozigotos e heterozigotos), multialélicos, baseados em
PCR, estarem distribuidos de forma ampla no genoma e necessitarem de pequenas
quantidades de DNA coletado dos individuos a serem analisados (BUSO, 2003).

3.2.1. Mutacdo em microssatélites e modelos tedricos para estimativas

Diversos mecanismos mutacionais para microssatélites vém sendo sugeridos e
propostos, de modo a buscar explicar e elucidar a alta taxa de mutagéo, citando-se os erros
durante a recombinacéo; crossing-over desigual; deslizamento da polimerase durante a
replicacédo ou reparo do DNA (STRAND et al., 1993).

Em relacdo a inclusdo de erros durante a recombinacao, cepas de E. coli, com ou
sem sistema de recombinacéo funcional, apresentaram uma taxa de mutacdo semelhante,
sugerindo que a recombinacdo ndo é o mecanismo predominante na geracdo de
variabilidade de microssatelites (LEVINSON; GUTMAN, 1987).
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Sobre o crossing-over desigual, quando ocorre, pode acarretar mudancas
acentuadas, como a perda ou o ganho de um grande nimero de repeti¢fes. 1sso ocorre
porque quando regides repetitivas de microssatélites estdo presentes, um grampo pode ser
formado durante a sinapse, 0 que significa que apenas partes, geralmente de comprimento
diferente, de cada cromossomo, serdo trocadas, e um cromossomo recebera um maior
fragmento por causa do maior nimero de repeticdes de microssatélites trocados, enquanto
0 cromossomo homologo recebe um numero menor de repeticdes (OLIVEIRA et al.,
2006).

No caso da replicacdo ou reparo do DNA, pode ocorrer deslizamento (slippage)
da DNA polimerase, onde uma fita de DNA dissocia-se temporariamente da outra e
revincula-se rapidamente em uma posicao diferente da anterior, ocasionando erros de
emparelhamento de bases, podendo ocorrer adi¢do ou perda de sequéncias (OLIVEIRA
et al., 2006).

A escolha do modelo mutacional teérico que servird de base para se obter
corretamente 0s parametros genéticos populacionais a serem estimados a partir de dados
de microssatélites € muito importante. Modelos mutacionais sdo utilizados para estimar
0 numero esperado de alelos em uma populacéo a partir da heterozigosidade observada e
nas analises estatisticas da variabilidade genética. Entretanto, de forma geral, os modelos
conhecidos apresentam desvantagens quando aplicados a dados de microssatélites
(OLIVEIRA et al.,, 2006). Os mesmos autores argumentam que quatro modelos
mutacionais podem ser utilizados, tais como o modelo de alelos infinitos (Infinite alleles
model), mutacdo passo-a-passo (Stepwise mutation model), modelo de duas fases (Two
phase model) e 0 modelo de K-alelos (K-alleles model).

O modelo de alelos infinitos (Infinite alleles model) considera que cada mutacéo
gera aleatoriamente um novo alelo (KIMURA; CROW, 1964). Logo, ao considerar este
modelo em marcadores microssatelites, € possivel assumir que as mutagcfes alteram o
namero de repeticdes que ocorrem em tandem (KIMURA; CROW, 1964). Este é o
modelo classico proposto por Wright (1931), com o qual sdo utilizadas as estatisticas-F
(OLIVEIRA et al., 2006).

O modelo de mutacdo passo-a-passo (Stepwise mutation model) considera que
quando um loco microssatélite sofre mutacdo, ele ganha ou perde uma repeticdo
(KIMURA; OHTA, 1978). Consequentemente, implica que dois alelos que diferem por
apenas um motivo sdo mais relacionados (isto €, compartilham um ancestral comum mais

recente) do que os alelos que diferem por Vvérias repeticdes (KIMURA; OHTA, 1978).
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Slatkin (1993), propds uma medida de diferenciacdo genética R ; semelhante ao F;

(WRIGHT, 1951) e ao G; (NEI, 1973), porém, com base no modelo de mutagdo passo-

a-passo. Este modelo € geralmente preferido ao estimar relagdes genéticas entre
individuos e estrutura populacional, exceto na presenca de homoplasia (quando dois
alelos sdo idénticos por estado, mas ndo por descendéncia) (OLIVEIRA et al., 2006). A
homoplasia pode influenciar de forma acentuada os estudos populacionais que envolvem
altas taxas de mutacdo e grandes tamanhos populacionais, juntamente com fortes
restricdes de tamanho dos alelos (ESTOUP et al., 2002).

O modelo denominado de Two phase model (DI RIENZO et al. 1994) foi proposto
como uma extensdo do modelo de mutacdo passo-a-passo para estudos em
microssatélites, onde postula que a maioria dos eventos mutacionais resulta em aumento
ou diminuicdo de uma unidade de repeticdo, embora também ocorram alteracdes
infrequentes de um grande nimero de repeticdes (DI RIENZO et al. 1994).

Para o modelo K-alleles model todos os alelos sdo considerados como
equivalentes, ou seja, a probabilidade de ocorrer mutacédo de um alelo para qualquer outro
alelo é igualmente provavel (CROW; KIMURA, 1970). Isso significa que se houver
exatamente K alelos possiveis em um determinado loco, a probabilidade de um dado
alelo “mutacionar” em qualquer outro é dado por [p / (K—1)], onde [ é a taxa de mutacao
para qualquer um dos (K-1) estados alélicos (ESTOUP et al., 2002; OLIVEIRA et al.,
2006).

3.3.  Uso da genética de populacfes na conservacao de recursos vegetais

Ecossistemas florestais representam uma fonte imensuravel de recursos genéticos
potenciais a humanidade, seja isso de forma direta ou indireta. Entretanto, grande parte
desses recursos vém sendo destruidos de modo irreversivel, exigindo medidas urgentes a
serem tomadas para sua conservacdo (FRANKHAM, 2002; KAGEYAMA, 1987).

A fragmentacdo do ambiente inclui a eroséo da variabilidade genética e 0 aumento
da divergéncia entre as populagcfes por meio da deriva genética, a elevacéo dos niveis de
endogamia dentro das populages, a diminuicdo do fluxo génico interpopulacional e uma
maior probabilidade de extingcdo de fragmentos locais (YOUNG et al., 2001). Nesse
sentido, conhecer e caracterizar 0s recursos genéticos, por meio de analises genéticas

moleculares, séo essenciais para elucidar aspectos relevantes da biologia e evolugédo das
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espeécies, promovendo 0 manejo e a conservacgao desses recursos (HODGKIN et al., 2001;
RAO; HODGKIN, 2002).

Os recursos genéticos sdo definidos como parte da biodiversidade que tem
previsdo de uso atual e/ou potencial, sendo sua conservacdo uma medida estratégica para
a seguranca alimentar, econdmica e ecoldgica da humanidade. Isso porque é a partir
desses recursos genéticos que dependeré a sobrevivéncia das geragdes futuras e interesses
econdmicos das nagdes (ALHO, 2012; GARCIA, 1995). Desta forma, ha uma grande
preocupacdo quanto a manutencéo, avaliacdo e troca da diversidade genética em ambito
mundial (NASS, 2007).

A conservacgdo genética de uma espécie € um processo técnico que deve estar
fundamentado em bases cientificas sélidas, que possibilitem a manutencdo da
variabilidade genética dos gendtipos em condicGes especiais, seja para fins de
preservacdo ou melhoramento genético. Baseando-se nisso, sdo descritas varias formas
de conservacao e estudos populacionais. Estas sdo a base para a definicdo de estratégias
de conservacao e escolha de &reas prioritarias para manejo (EIZIRIK, 1996).

A estratégia de conservacdo adotada dependera de uma série de fatores, tais como
a natureza do material, o0 objetivo e o alcance da conservacdo (NASS et al., 2007). A
natureza do material diz respeito a duracdo do ciclo total, ao modo de reproducdo, ao
tamanho dos individuos e se o material € domesticado ou ndo (NASS et al., 2007). Deve-
se ainda considerar o tempo (curto, médio e longo prazos) e os locais onde tal conservacéo
sera realizada (NASS et al., 2007).

Para definir a melhor estratégia de conservagdo, os principios da genética de
populacbes sdo fundamentais (FRANKHAM, 2002; 2014). A genética de populacGes
baseia-se nos alelos e em suas frequéncias contidos em uma ou mais populac@es ao longo
de geracdes, levando-se em consideracdo forcas evolutivas como selecdo natural, deriva
geneética, mutacao, recombinacdo e fluxo génico, permitindo inferir sobre a distribuigéo
da variabilidade genética no espaco e no tempo (nos diferentes niveis hierarquicos
populacionais). Esta inferéncia esta relacionada a processos de estimacéo de parametros
como diversidade, fluxo génico, taxas de cruzamento, tamanho efetivo, parentesco,
endogamia, entre outras informagdes importantes sobre as populagdes em questéo, que
servirdo de base para o entendimento das relagcdes historico-evolutivas envolvidas
(HARTL, 2010).

Fazendo uso dos conceitos e das teorias da genética de populacdes, é possivel, por

exemplo, definir as melhores estratégias para minimizar a probabilidade de exting¢éo de
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uma determinada espécie, considerando possiveis problemas associados ao reduzido
tamanho efetivo , aos efeitos deletérios da endogamia, a reducdo da diversidade e da
capacidade de evolucdo em resposta a estresses bidticos e mudangas no ambiente,
além de efeitos deletérios decorrentes do cruzamento entre individuos muito distintos
geneticamente (depressao por exogamia - em alguns casos, devido ao aumento acentuado
da heterozigosidade, ocorre a depressdo de determinada caracteristica) (FRANKHAM et
al ., 2002).

Por meio da genética de populacdes, € possivel estudar o efeito da fragmentacao
populacional e o impacto no fluxo génico entre populagdes estruturadas, a reducdo da
diversidade genética e o efeito do acimulo de mutacdes deletérias ou letais
(FRANKHAM, 2002). Por outro lado, também é possivel estudar os problemas
relacionados as incertezas taxonémicas, estabelecer espécies e populacbes prioritarias
para conservacao e definir unidades evolutivamente significativas e unidades de manejo,

idealizando preservar os recursos genéticos e a biodiversidade (MORITZ, 2002).

3.4. Teoria da Coalescéncia e Genética de Populagtes

Historicamente, métodos estatisticos baseados em frequéncias alélicas foram
usados para estimar os parametros genéticos populacionais a partir de conjuntos de dados
(ROSA, 2016). Esses métodos foram aprimorados e se expandiram em diversas variantes
que foram aceitos e debatidos por muitos pesquisadores, citando-se as estatisticas F de
Wright (1951, 1978), as de Nei (1973) e suas extensdes (NATH; GRIFFITHS, 1996),
inferéncia bayesiana STRUCTURE (PRITCHARD et al., 2000), componentes principais
(CRUZ et al., 2011), agrupamentos hierarquicos classicos (ODONG et al., 2011), entre
outros. De modo geral, a maioria desses métodos utiliza as frequéncias alélicas para
capturar niveis de diferenciacdo. Entretanto, isso pode ser o resultado de eventos de fluxo
génico recentes, de modo a ndo considerar 0s eventos migratorios ocorridos no passado
(WILSON; RANNALA, 2003; ROSA, 2016), dificultando o entendimento das relac6es
e do passado evolutivo das populagdes.

As estatisticas F de Wright ainda sdo um marco inicial de qualquer estudo genético
populacional, especialmente em estudos visando a conservacédo. Entretanto, ao longo dos
anos, as limitagGes tém se tornado evidentes (NEIGEL, 2002). Muitos desses métodos

citados usam suposicoes restritivas, por exemplo, ndo permitindo considerar mutagdo. As
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estatisticas F, assim como os métodos analogos ao F; , séo frequentemente empregados

em pares de populacdes, podendo levar a estimativas tendenciosas dos parametros
(BEERLI, 2004; SLATKIN, 2005) e a reutilizagdo de dados nesses métodos de pares é
indesejavel de um ponto de vista estatistico (BEERLI, 2009).

Em 1982, Sir John Frank Charles Kingman desenvolveu a teoria da coalescéncia
(Kingman, 1982 a, b, c). Os trabalhos de Kingman passaram a ter enorme
representatividade para os estudos que envolvem a genética de populacdes e evolucgéo,
abrindo portas para novos meétodos em genética de populagdes, levando-se em
consideracdo que as inferéncias baseadas na teoria da coalescéncia ndo eram praticaveis
até meados dos anos 1990, devido a restricbes computacionais (BEERLI, 2009).

A teoria da coalescéncia € uma abordagem retrospectiva que tem como objetivo
modelar a genealogia dos alelos amostrados, tendo como base o modelo populacional
proposto por Fisher (1930) e Wright (1931). A hipdtese é de que os alelos amostrados no
presente tenham surgido de um unico alelo ancestral, dito alelo comum mais recente
(NORDBORG, 2001).

Como exemplo, considere um determinado loco amostrado em uma Unica
populagéo, que segue o0 modelo de Fisher-Wright (FW; Fisher, 1930; Wright, 1931). A
ancestralidade dessa amostra € investigada a partir do presente em direcdo ao passado, até
0 ponto em que os alelos do referido loco se coalescem em seu ancestral comum mais
recente (ACMR). A ocorréncia de um evento coalescente € a fusdo de dois alelos do
tempo (t) em um Unico alelo qualquer presente no tempo (t-1). Em visdo prospectiva da
historia evolutiva das populacdes, 0s eventos coalescentes correspondem aos eventos de
divergéncia (FU; LI, 1999).

Em uma amostra com tamanho n, tém-se n-1 eventos de coalescéncia
caminhando-se em direcdo ao passado, de forma que o ultimo evento coalescente

corresponde ao ancestral comum mais recente da amostra (NORDBORG, 2001,

WAKELEY, 2009). Ao considerar uma amostra de tamanho n, tem-se um total de @

possiveis combinagdes para o primeiro evento de coalescéncia, sendo o raciocinio
analogo aos demais eventos coalescentes (FU; LI, 1999).
A probabilidade de duas amostras quaisquer coalescerem em alguma geragéo no

. 1 - ors ~ ,
passado é de v Tem-se ainda que a probabilidade de duas amostras ndo coalescerem é
e

1
2N,

de1-—

, sendo N, o tamanho efetivo populacional. Logo, a probabilidade de ocorrer

21



. . , -1 1 .
0 primeiro evento coalescente é de n(nT) * o considerando um total de n amostras. 1sso
e

se da pelo fato de que em uma populacdo com um tamanho efetivo populacional constante
com 2N, copias de cada locos, existem 2N, "pais em potencial” na geracdo anterior
(ROSA, 2016). Nota-se ainda que, a principio, 0 modelo de FW descreve um processo de
amostragem binomial de alelos em cada geracéo.

Quando os eventos coalescentes s&o modelados de acordo com a distribuigéo
binomial, o tempo de coalescéncia, que diz respeito aos intervalos entre os eventos
coalescentes sucessivos, em cada geracdo anterior , € modelado de acordo com a
distribuicdo geométrica, de forma que a probabilidade de ndo ocorrer coalescéncia nas

geragdes precedentes de t-1 é multiplicada pela probabilidade de coalescéncia na geragao

. 1\t 1
de interesse, sendo P,.(t) = (1— ) *

— L (HALLIBURTON et al., 2004).

2N,

Quando uma amostra de tamanho n é muito grande, a probabilidade de coalescer
€ muito pequena, e 0s eventos coalescentes sdo estatisticamente modelados seguindo a
distribuicdo de Poisson, tendo a taxa de um evento de coalescéncia (A = 1) para cada
amostra em um intervalo de tempo (11, to, ts3, até tn). Isso ocorre devido a distribuicéo
binomial se aproximar de uma distribuicéo de Poisson, quando a probabilidade de sucesso
é pequena e n muito grande. Para esse caso, 0s tempos de coalescéncia sdo modelados

usando a distribuicdo exponencial, onde o tempo esperado de coalescéncia é dado por

t-1

P.(t)= % e 2% (HALLIBURTON et al., 2004).

As diferentes combinacBes possiveis para se obter eventos de coalescéncia
determinam o numero de configuracGes possiveis (também chamado de numero de
genealogias) envolvendo as amostras das populac@es atuais. Dessa maneira, 0 processo
de inferéncia de certa genealogia, segundo a teoria da coalescéncia, baseia-se em
diferentes modelos probabilisticos (ROSA, 2016).

O tempo necessario para ocorrer um evento coalescente é proporcional ao
tamanho efetivo populacional e amostral, de modo em que 0s primeiros eventos
coalescentes devem acontecer, em média, mais rapidamente no passado, enquanto que 0s
coalescentes mais antigos irdo demorar cada vez mais a medida em que o ACMR se
aproxima (WAKELEY, 2009).

Kingman (1982 a, b, c¢) ampliou a observacdo de Wright levando dois
cromossomos escolhidos aleatoriamente em uma populacdo de tamanho N sobre 2N

geracOes até se encontrarem no seu ancestral comum mais recente. Suas descobertas
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permitiram o uso de uma amostra aleatdria de individuos para inferir parametros para toda
a populacao, demonstrando, teoricamente, que é possivel calcular a probabilidade de certa
genealogia para qualquer nimero de individuos (NORDBORG, 2001).

Nos ultimos anos, programas computacionais que possibilitam estimar parametros
usando dados genéticos sob varios modelos de coalescéncia foram desenvolvidos
(BEERLI; FELSENSTEIN, 1999, 2001; BAHLO; GRIFFITHS, 2000; WILSON;
RANNALLA, 2003; De IORIO; GRIFFITHS, 2004; HEY; NIELSEN 2004; BEERLI,
2006; EWING; RODRIGO, 2006; KUHNER, 2006). A utilizacdo dessas abordagens
possibilita estimar parametros relacionados a genética de populacfes por meio de uma

abordagem que considera o passado evolutivo e as relacGes genealdgicas dos alelos.

3.5.  Tamanho efetivo populacional

O tamanho efetivo populacional (Ne) € um dos varios “conceito-chave” em
genética de populagdes, sendo inicialmente introduzido por Wright (1930) em seu
trabalho “Evolution in Mendelian Populations”. Sua finalidade é fornecer uma maneira
de calcular a taxa de mudanca evolutiva causada pela amostragem aleatéria de
frequéncias alélicas em uma populacao finita (deriva genética).

O conceito de tamanho efetivo populacional refere-se ao nimero de individuos
que se reproduzem e deixam descendentes, desta maneira, transmitindo os genes para a
préxima geracao. Esse conceito é fundamental para fins evolutivos, conservagdo genética
e melhoramento de espécies (CABALLERO, 1994; CHARLESWORTH, 2009) pois €
um dos principais fatores determinantes na perda de variabilidade em populacbes
ameagcadas de extingdo (SOLE-CAVA, 2001). Quanto menor o tamanho efetivo de uma
populacdo, maiores sdo os efeitos da deriva genética, como aumento da variancia entre
populagdes e diminuicdo da diversidade dentro de populacées, colaborando para fixagéo
ou perda de alelos (RIDLEY, 2006).

O tamanho efetivo conceitualmente equivale-se ao de uma populacdo idealizada
em relacdo ao modelo populacional de Fisher (1930) e Wright (1931), considerando que
reduz a variabilidade genética na mesma taxa que a populacgéo do estudo (CABALLERO,
1994; CHARLESWORTH, 2009; SEBBENN; SEOANE, 2005). Dessa forma, o tamanho
efetivo populacional tedrico pode diferir do tamanho senso de uma populacéo, sendo, na
maioria das vezes, menor (WRIGHT, 1938).
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Na literatura, sdo descritos diferentes tipos de estimadores para o tamanho efetivo,
podendo eles serem baseados em dados fenotipicos ou em marcadores moleculares, sendo
usado como medida de representatividade genética a partir determinada amostra
(VENCOVSKY; CROSSA, 2003).

3.6.  Fluxo génico

O fluxo génico € um termo genérico que diz respeito a migracdo de genes de uma
populacdo para outra, onde inclui-se todos 0s mecanismos possiveis que resultam na
movimentacio de alelos entre populagdes (NEIGEL, 1997). E juntamente com as
medidas de diversidade genética e o grau de estruturacdo genética espacial das
populacdes, um dos parametros genéticos populacionais mais importantes para fins de
conservacdo genética e manejo, pois o fluxo pode restringir o processo evolutivo
(SLATKIN, 1989; TAMBARUSSI et al., 2015).

Considerando o processo evolutivo como uma mudanga nas frequéncias alélicas
em uma populacdo, ao longo do tempo (WILSON; BOSSERT, 1971), e que essas
mudancas evolucionarias ocorrem por meio de quatro fendmenos diferentes,
frequentemente chamados de “forgas evolutivas” ou “mecanismos evolutivos”, os quais
sdo a mutacdo, a selecdo, a deriva e o fluxo génico, onde esses mecanismos, agindo
separadamente ou em conjunto, afetam a mudanca de frequéncias alélicas em uma
populacdo de geracdo em geracao.

Fatores como tamanho populacional pequeno e a presenca de endogamia reduzem
a variabilidade genética dentro de populacdes e acentuam os efeitos da deriva genética
(TAMBARUSSI et al., 2015), contribuindo no sentido de aumentar a diferenciagéo,
divergéncia e heterogeneidade genética entre as populacdes. O fluxo génico age
justamente no sentido de se contrapor aos efeitos da deriva genética, permitindo o
aumento da variabilidade existente nas populacbes, espalhando novos genes e
combinacg0es de genes em populactes (SLATKIN, 1989), e, a0 mesmo tempo, a redugéo
da variabilidade entre populagdes devido ao nimero de individuos que migram, por
geracgdo, de uma populacédo para outra (WRIGHT, 1951). No entanto, caso o fluxo génico
ndo ocorra, é possivel que as populacdes acumulem diferencas genéticas em uma escala
temporal, podendo se tornarem espeécies distintas (FUTUYAMA, 1992; RIDLEY, 2006;
HARTL, 2010).
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Ha descrito, genericamente, quatro modelos corriqueiramente utilizados para
explicar como o fluxo génico atua nas metapopulagdes (FUTUYAMA, 1992). Os

modelos sdo:

I. Modelo de n-ilhas: a migragdo ocorre ao acaso dentre um grupo de pequenas

subpopulagdes;

Il. Modelo continente-ilha: existe, efetivamente, um movimento unidirecional de
uma subpopulacdo grande para uma menor, quase isolada;

I1l. Modelo de “alpondras™ (stepping-stone): cada subpopulacdo recebe migrantes
somente das subpopulagdes vizinhas;

IV. Modelo de isolamento por distancia: o fluxo génico ocorre preferencialmente
entre individuos mais proximos espacialmente, em subpopula¢es de distribuic¢éo

continua.

3.6.1. Estimacao do fluxo génico

O processo de estimacdo das taxas de fluxo génico é uma atividade bastante
complexa, pois estas taxas ndo dependem apenas do processo de dispersao, mas, também,
do sucesso na reproducédo do individuo migrante e do tamanho da populagdo que recebe
o migrante (ENNOS, 1994), além de fatores como sistema reprodutivo da espécie e as
relacBes ecoldgicas entre as plantas e seus polinizadores e dispersores (DICK et al., 2003;
ELLSTRAND, 2014; RIDLEY, 2006).

O estudo do fluxo génico pode ser realizado com base em duas estratégias: (i)
métodos diretos, e (ii) métodos indiretos (SLATKIN, 1985; 1987; BEERLI, 1998). Os
métodos diretos utilizam observacdes diretas ou estimativas de distancia de dispersao e
de sucesso reprodutivo, as quais sdo baseadas em observag¢es do movimento dos vetores
de pdlen e sementes (LATTA et al.,, 1998) e na analise da paternidade (JONES;
ARDREN, 2003). Ja os métodos indiretos utilizam dados genéticos de amostras de
individuos, oriundos de varias subpopulagdes, para realizar inferéncia das taxas de
migracdo (BEERLI, 1998).

Os métodos diretos podem ajudar a determinar o padrdo de migracdo dos
individuos durante o estudo e podem fornecer informacdes sobre um histérico muito
recente. Pressupde-se que 0s poucos individuos rastreados com tais metodos sejam

escolhidos aleatoriamente e que seus movimentos nao sofram viés, e os dados coletados
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para este caso podem fornecer informacdes interessantes sobre o padrdo de migracéo de
uma populacao especifica (BEERLI, 1998).

Entretanto, os métodos diretos possuem varias limitagdes, sendo pouco vidvel em
populacdes arbdreas naturais, isso porque taxas de migracdo pequenas podem ser
indetectaveis e a precisdo e a confiabilidade das estimativas dos parametros sdo baixas
quando o estudo é baseado em poucos individuos (BEERLI, 1998). Se o estudo for de
curta duracdo e ndo for repetido, ndo é possivel saber se 0 padrdo de migragdo observado
foi acidental ou geral, tendo em vista que a observacao da dispersdo esta necessariamente
limitada no tempo e no espaco. Dessa forma, as estimativas indicam o fluxo génico de
um tempo particular, ndo sendo capaz de captar os eventos ocorridos no passado historico
das populacdes (BEERLLI, 1998).

Os métodos indiretos, utilizando dados genéticos de amostras de individuos, sdo
muito utilizados para populacGes vegetais, fazendo uso de modelos probabilisticos. Os
dados genéticos podem vir de diferentes tipos de marcadores moleculares, sendo esses
dados a base para inferéncia nos padrdes de fluxo génico (GRIFFITHS et al., 2004).

Como vantagem do método indireto, ndo ha necessidade de rastrear os individuos
ao longo do tempo. Para este método, as estimativas sdo médias ao longo do tempo
evolutivo e revelam padrdes de migracdo gerais (ndo individuais) (BEERLI, 1998). Esse
método pode ser aplicado a qualquer organismo; contudo, apresenta como desvantagem
a necessidade de assumir que os marcadores sdo seletivamente neutros, de modo que a
similaridade genética entre diferentes subpopulacdes seja resultado da migracdo e ndo de
pressdes de selecdo (BEERLI, 1998). Ainda, os marcadores precisam mostrar elevado
polimorfismo para que seja possivel avaliar as diferencas entre subpopulagdes. Um
marcador com uma taxa de mutacdo muito lenta ndo revelara eventos de migracao
recentes, porém, pode ter algumas informac6es sobre eventos de migracdo no passado,
quando comparado com populagdes geograficamente mais distantes (BEERLI, 1998).

Vérias abordagens usando dados de marcadores genéticos para a inferéncia de
taxas de migracdo sdo descritas, citando-se os estimadores baseados em frequéncias
alélicas e estatistica F de Wright, analogos como descrito por Michalakis e Excoffier,
1996); estimadores de méxima verossimilhanca, baseados em frequéncias alélicas
(RANNALA; HARTIGAN, 1996; TUFTO et al. 1996); estimadores baseados nas
genealogias dos individuos amostrados ( KINGMAN, 1982), com taxas de migracéo
estimadas usando procedimentos de Bahlo e Griffiths (1998); Beerli e Felsenstein,
(1998); Wakeley, (1998).
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Alguns estimadores sdo misturas dos grupos citados (BEERLI, 1998), como no
caso de Slatkin e Maddison (1989), que desenvolveram um método que utiliza resultados
da teoria da coalescéncia e logo em seguida apresenta uma tabela de interpolagéo
produzida pela simulagdo da coalescéncia com migracdo, na qual 0 niUmero minimo de
eventos de migracao encontrados na melhor genealogia esta relacionado a uma taxa de
migracdo 4Nem.

A maioria desses estimadores foram desenvolvidos partindo de pressupostos
simplificados, assumindo que a migracao e as taxas de mutacdo sao constantes ao longo
do tempo (BEERLI, 1998). Além disso, quase todos os métodos usam uma populacéo de
tamanho constante. Os métodos que permitem supor que as subpopulacdes ndo séo
constantes estéo pouco desenvolvidos e séo escassos, citando-se Bahlo e Griffiths (1998).
Entretanto, a disponibilidade de métodos para estimar parametros populacionais sob
condic¢des ndo constantes aumentara o desenvolvimento de novas ferramentas estatisticas
e computacionais, e a implementacdo de um novo método geralmente sdo lentas. Além
disso, métodos mais complexos normalmente possuem maior quantidade de parametros,
gue demandardo mais dados para serem estimados, tornando muitas vezes impraticavel o
processo de estimacdo (BEERLI, 1998).

Escolher uma abordagem para a estimacdo de fluxo génico ndo é uma tarefa
simples, pois, cada um desses métodos tem seu préprio conjunto de suposicdes, as quais
podem ser incompativeis com o estudo. Além disso, os resultados obtidos com dados
reais fornecem uma orientacdo pouco confidvel para a escolha de um método, porque
normalmente ndo sabemos os valores reais dos pardmetros subjacentes (BEERLI, 2009).

Grande parte dos modelos de estimativa de fluxo génico baseia-se em populagdes
de Fisher-Wright (FISHER, 1930; WRIGHT, 1931). O modelo populacional de Fisher-
Wright com migracdo € relativamente simples e de facil entendimento, tendo
propriedades que facilitam as manipulacGes matematicas (BEERLI, 2009). O modelo
consiste em uma subpopulagdo, com um namero constante de individuos, onde em cada
geragdo os individuos produzem um grande numero de gametas 0s quais podem
permanecer em uma subpopula¢do ou migrarem para outra subpopulagéo. Dessa forma,
os novos individuos sdo formados pela “escolha” aleatoria de dois gametas em uma
subpopulacéo, onde os novos individuos substituem seus genitores (HARTL, 2010).

Wright (1951) descreveu uma estrutura que utiliza as estatisticas F, para uma
populacdo subdividida, propondo trés coeficientes: Fis, Fir € Fst. Usando o modelo de

alelos infinitos, F pode ser entendido como uma probabilidade de que dois alelos
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escolhidos aleatoriamente sejam idénticos por descendéncia, e 0s F'’s sdo proporcdes onde
as letras subscritas sdo os niveis hierarquicos, como no caso o ‘I’ ¢ individuo, ‘S’ ¢

subpopulagdo e ‘T’ € o total de subpopulagoes.

Figura 2: Esquema referente a estatisticas F e as relagcdes entre os niveis hierarquicos

populacionais.

S

Subpopulaca

| | Individual

i

FIS FST

Fonte: Adaptado de acordo com Hartl e Clark (2010)

Beerli (1998), utilizando conceitos de Michalakis e Excoffier (1996), explica que
0 Fst pode ser descrito de forma genérica como sendo:
_g(oy) — g(ap) (3.1)

F.
ST g(op)

Onde, a,, € a variacao dentro da populacdo, o é a variacdo entre populacées e
g(x) sdo fungdes com correcdo para os diferentes estimadores andlogos ao Fgr com
variancia dentro de uma populagéo (g,,) ou entre populacées (a;,). Dessa maneira, 0 Fgr
pode ser substituido por diferentes estimadores especificos, citando-se alguns como o
6 (WEIR, 1996), Ngr (LYNCH; CREASE, 1990), <F¢;> (HUDSON et al., 1992), ®¢,
(EXCOFFIER; SMOUSE 1994), psr (ROUSSET, 1996), Ggr ( NEI, 1973) e Rer
(SLATKIN, 1993).

Essas variancias sdo proporcionais aos tempos médios de coalescéncia em uma
subpopulagéo em relacdo a toda a populagdo. Sendo o Fsr interpretado como uma medida
da diferenciacdo entre subpopulagdes, onde valores proximos de zero indicam que a
populacdo nédo estd estruturada (FRANKHAM et al., 2002).

O Fg; é de forma corriqueira transformado em uma medida mais direta para
migracdo. Wright (1951) mostrou que, para um modelo de populagdo em ilhas, com um
numero infinito de subpopulaces e nenhuma mutagdo, 0 Fgr pode ser escrito como

sendo:
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(3.2)
oot = Nm=1L g
1+4N,m 4\ F,,

em que, N, é o tamanho efetivo de uma populagdo Fisher-Wright e m é a taxa
de migrantes por geracdo. Beerli (1998) ressalta que, mesmo a populacdo ndo se
comportando exatamente como uma populacao de Fisher-Wright, ainda é possivel usar
N,, para fazer comparagdes com outras populagdes. Relaxar a suposicéo de ter um nimero
infinito de subpopulacdes é relativamente simples e foi descrito anteriormente, citando-
se Li (1976), onde demonstra:

1 (3.3)
d2
1+4N,m—
(d-1)*

em que d é o numero de subpopulacdes, d é certamente diferente do nimero de

FST =

populagdes amostradas. Ressalta-se que os resultados para N,m podem ser muito

diferentes dependendo de qual versdo do analogo ao Fgr que foi utilizada

(CHARLESWORTH, 1998).

O modelo de populagdo de n-ilhas faz uso de apenas dois parametros, sendo o
tamanho efetivo da populagdo (N,) e a taxa de imigracdo por geragio m. Assume-se que
os tamanhos das subpopula¢des sdo 0s mesmos e que a taxa de migracao é a mesma entre
todas as subpopulagdes. Entretanto, essas suposi¢fes sdo frequentemente violadas em
estudos de populagdes naturais, para as quais ndo conhecemos nem os padrdes reais de
migracdo nem os tamanhos populacionais (BEERLI, 2009).

Beerli (1998), fazendo uso dos conceitos propostos na teoria da coalescéncia,
expde que é possivel construir a genealogia dos individuos amostrados e que, em uma
Unica populagéo, este processo depende apenas do tamanho efetivo populacional.

Kingman (1982) mostrou que a probabilidade de ocorrer um evento de
coalescéncia no passado, entre duas copias genéticas escolhidas aleatoriamente a partir
de uma amostra de tamanho n, no intervalo de tempo (t), que é medido em geracdes,

escalado pela taxa de mutacéo (u) é:
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Prob(t| N,, u) = exp(_thi (3.4)

AN, 4N

e

Pode-se ainda estimar Prob(g|N,,x), sendo a probabilidade de toda uma

genealogia (g) iniciando com n amostras de alelos ou sequéncias e, voltando no tempo,
multiplicando as probabilidades para cada intervalo de tempo entre os “nds” nesta
genealogia. Dessa forma, seria possivel examinar todas as possiveis genealogias e
encontrar a genealogia ou grupo de genealogias para as quais a probabilidade dada aos
parametros da populacédo é a maior.

Esta estrutura proposta por Kingman (1982) pode ser expandida de modo a incluir
todos os possiveis parametros da populacdo por meio dessa abordagem, de modo que a
estrutura original da coalescéncia pode ser expandida incorporando-se outros parametros
populacionais (HUDSON, 1990), tais como crescimento populacional (GRIFFITHS;
TAVARE 1994; KUHNER et al. 1998), taxas de migracdo (NATH; GRIFFITHS 1996;
BAHLO; GRIFFITHS 1998; BEERLI; FELSENSTEIN 1998), taxas de recombinagéo
(GRIFFITHS; MARJORAM 1996), e selecdo (KRONE; NEUHAUSER 1997;
NEUHAUSER; KRONE 1997). Inclui-se ainda modelos com migracdo e fluxo génico
assimétrico, podendo ser descrito na forma um sistema de duas popula¢des (BEERLI,
1998) da seguinte maneira:

ni(ny—1) ny(n, — 1) (3.5)

4N® 4NP

Prob (¢ [N, N, myy,maz, ) = exp <_t

+nymy + anZD B

em que t é o intervalo de tempo; n é o tamanho da amostra; u € a taxa de mutacao;

Ne é 0 tamanho efetivo populacional;  é a probabilidade de um coalescente na populacio

i, com probabilidademj(i) , OU um evento de migracdo da populacdo j para i, com

e
probabilidade m;;

As metodologias mais recentes de fluxo génico via coalescéncia, a partir de
marcadores microssatélites, baseiam-se, principalmente, nos métodos de maxima
verossimilhanga e inferéncia bayesiana (KUHNER; SMITH, 2007).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local de Estudo e amostragem

Foram utilizadas quatro subpopulagdes de A. aculeata, localizadas nos municipios
de Teodoro Sampaio (duas populacdes, TSI e TSII), Rosana (RA) e Amparo (AP),
municipios do Estado de Séo Paulo, Brasil (Figura 2). As trés subpopulac¢6es na regido
do Pontal do Paranapanema (TSI, TSIl e RA) fazem parte das reservas legais de
assentamentos rurais, e a subpopulacdo de AP corresponde a uma propriedade particular.

Essa amostragem e genotipagem é a mesma utilizada por Coelho (2017), cujo os
dados sdo oriundos do projeto FAPESP 2013/23168-4, gentilmente cedidos pelos

proponentes para a realizacdo desta pesquisa.

Figura 3: Representacdo grafica da distribuicdo espacial dos genétipos coletados nas
localidades de Teodoro Sampaio | (TSI), Teodoro Sampaio Il (TSII), Amparo (AP) e

Rosana (RA) em que A. aculeata foram amostradas no Estado de Séo Paulo.

Sio Paulo

Brasil

L G
<

Teodoro Sampaio

Amparo

Rosana

Fonte: Autor

Foram amostrados 50 individuos de A. aculeata em cada populacéo, a partir da

coleta de amostras das folhas para extracdo de DNA e coordenadas geograficas de cada

individuo usando GPS (Garmin: GPSMAP 76CXS), totalizando 200 amostras
(Metodologia realizada por Coelho, 2017).
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Tabela 1: Matriz com as distancias geogréaficas (Km) entre as localidades amostradas para
espécie A. aculeata nas populacdes de Teodoro Sampaio | (TSI), Teodoro Sampaio 1l
(TSII), Amparo (AP) e Rosana (RA).

Localidades TSI TSIl AP RA
TSI -
TSI 12 -
AP 586 596 -
RA 29 19 602 -

4.2. Extracdo de DNA, reacdes de PCR e checagem de dados

A extracdo de DNA foi realizada no Laboratorio de Reproducdo e Genética de
Espécies Arbdreas- LARGEA (Esalg-USP), as reacBes de PCR e genotipagem foram
feitas pela empresa Hereditas Tecnologia em Analise de DNA®, seguindo método CTAB
(DOYLE; DOYLE, 1990) com PVP 40 a 2% e mercapto-ethanol a 3%. Apds a extracéo,
eletroforese, reacdes de amplificacdo e analise de fragmentos foram realizadas conforme
descrito em Silva et al. (2016), com os nove locos microssatélites, sendo quatro
desenvolvidos e descritos por Nucci (2007), Aacu30, Aacu26, Aacu07, Aacul2 e cinco
ndo publicados, MAC245, MAC115, MAC201, MAC240, MAC23 (GRATTAPAGLIA,
ndo publicado, 2016; COELHO et al., 2017).

As frequéncias de alelos nulos foram estimadas utilizando o programa Micro-
Checker 2.2.3 (VAN OOSTERHOUT et al., 2006), baseado em simulagdes pelo método
de Monte Carlo via procedimento bootstrap, para gerar frequéncias esperadas dos alelos
em homozigose e heterozigose, utilizando um intervalo de confianga de 95% para cada
loco individualmente Os gendtipos foram ajustados baseando-se no estimador de
Oosterhout et al. (2004).

4.3.  Fluxo génico e tamanho efetivo via coalescéncia

Diferentes modelos demograficos e de conectividade entre as populagdes foram
utilizados (Figura 3). Diferentes cenérios de fluxo génico foram testados, visando elucidar

se populacOes estdo em panmixia ou se estas se mostram estruturadas e se ha indicios de
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isolamento por distancia. A comparacdo dos modelos foi realizada estimando a
probabilidade do modelo (equacdo 4.1), onde os modelos responsaveis pela maior
propor¢do de verossimilhanca sdo os mais provaveis, estimada a partir probabilidades
marginais obtidas pela integracdo termodinamica no software Migrate-N 3.6.11
(BEERLI; PALCZEWSKI, 2010).

Figura 4: Esquema dos modelos demograficos e de fluxo génico que foram utilizados
entre as quatro subpopulacGes de A. aculeata utilizadas nesse estudo, ambas no Estado de

Sao Paulo, Brasil.

Modelo 1:

Pop |TsI|Tsi|AP|R
TSI * * * *
TS| v ox x
AP * * * *
RA * * * *

em que TSI= Populacédo | de Teodoro Sampaio; TSII= Populacgéo Il de Teodoro Sampaio;
RA=Populagio de Rosana; AP=Popula¢do de Amparo; “*” significa que este parametro
¢ estimado; “0” significa que este parametro ndo € estimado; “s” significa que 0
parametro de migragdo € simeétrico (M;; = Mj;).

Modelo 2:

Pop |TsI|Tsi|ArP|RrA
TSI| * * 0 *
TS|~ * o *
AP|O 0 * 0

em que TSI= Populacédo I de Teodoro Sampaio; TSII= Populagéo Il de Teodoro Sampaio;
RA= Populagdo de Rosana; AP=Popula¢dao de Amparo; “*” significa que este parametro
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€69
S

¢ estimado; “0” significa que este pardmetro ndo ¢ estimado;
parametro de migragdo € simeétrico (M;; = Mj;).
Modelo 3:

significa que o

A probabilidade do modelo é obtida dividindo cada probabilidade marginal pela

soma das probabilidades marginais de todos os modelos utilizados.

mLmodelo(i) 4.1)
YmLmodelos(todos)

Prob(modelo;) =

Em que, Prob(modelo;) é a probabilidade do modelo relacéo aos demais; mLmodelo(i) é a
probabilidade marginal do modelo (i); ¥mLmodelos(todos) é a somatoria das
probabilidades de todos os modelos utilizados.

Para avaliar o tamanho efetivo e fluxo génico assimétrico entre as populac@es foi
utilizado o método de inferéncia bayesiana, baseado na teoria da coalescéncia
implementado no software MIGRATE-N (BEERLI; PALCZEWSKI, 2010), onde dois
parametros, o (0; ), e a taxa de migracdo escalonada pela taxa de mutacao (Mij) séo
estimados simultaneamente:

©; = xN.u (4.2)

Em que x é um multiplicador que depende da ploidia e heranca dos dados (x=4 para

diploides nucleares); N, é o tamanho efetivo da populacdo; e u € a taxa de mutacao.

My = mij 4.3)
u
Em que mij = taxa de imigracdo entre grupo i para grupo j; u = taxa de mutacao.
A partir desses valores, foi obtido o nimero efetivo de migrantes por geracéo
(xN;m;;), o qual pode ser estimado por:

xNimji = @i * MU (44)

A distribuicdo a priori dos parametros escolhida foi a uniforme, com os valores
de minimo, mé&ximo e delta respectivamente de 0, 100 e 10. O processo de estimacéo teve
5.000.000 iteragdes, com um periodo de aquecimento (burnin) de 10.000. Empregou-se
0 esquema de aquecimento estatico com quatro cadeias de diferentes temperaturas (1,0;
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1,5; 3,0 e 100.000,0) (BEERLI; PALCZEWSKI, 2010). Apds o término de cada anélise,
a &rea abaixo da curva de verossimilhanca, realizada por meio de integracdo
termodinamica, foi calculada utilizando a aproximacgéo pela curva de Bezier, a qual
possibilita uma melhor aproximacdo com um pequeno numero de cadeias aquecidas
(BEERLI; PALCZEWSKI, 2010). A taxa de mutacdo variou apenas entre locos, e
assumiu-se uma taxa de mutacgdo de 5x107°, proxima as taxas descritas no trabalho de
Marriage et al. (2009).

5. RESULTADOS
5.1. Ajuste dos dados para frequéncia de alelos nulos

Desvios estatisticamente significativos do equilibrio de Hardy-Weinberg, devido
a deficiéncia de heterozigotos, foram observados para os locos MAC115 e MAC201 nas
populacdes TSI e RA, e para os locos Aacul2 e MAC115 na populagédo de AP. Néo houve
evidéncias de alelos nulos observadas na populacdo de TSIl (Tabela 2). Os gen6tipos
foram ajustados baseando-se no estimador de Oosterhout et al. (2004), para as frequéncias
>0,05).

Tabela 2: Estimativa das frequéncias de alelos nulos utilizando o estimador de van
Oosterhout, para cada loco individualmente, em quatro subpopula¢cdes amostradas no

Estado de Sédo Paulo, Brasil.

L ocos TSI TSI AP RA

P nulo P nulo P nulo P nulo
Aacu30 0,039 -0,133 0,095 0,086
Aacu26 -0,020 0,009 0,099 0,069
Aacu07 -0,062 -0,062 -0,010 -0,010
Aacul? -0,025 -0,028 0,225* 0,056
MAC245 0,021 -0,001 -0,049 0,041
MAC115 0.132* 0,098 0,433* 0,208*
MAC201 0.225* 0,035 0,040 0,233*
MAC240 0,011 -0,014 0,064 0,000
MAC23 0,075 0,060 -0,044 -0,008
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P nulo = Estimador de van Oosterhout para a frequéncia de alelos nulos em cada loco.

5.2.  Fluxo génico e tamanho efetivo via coalescéncia

O modelo de fluxo génico adotado para as inferéncias foi o “modelo 17, baseando-
se como critério de escolha na probabilidade do modelo (“modelo 1”” com probabilidade
>0,99; o outro modelo apresentou valores < 0,01 de probabilidade). Foram obtidas as
estimativas do parametro Mij, bem como o intervalo de confianca de 95% (Tabela 3) para
tal parametro, sendo Mj; a taxa de migracdo dimensionada pela taxa de mutacdo Mj; =
mij/ .

Tabela 3: Estimativas das taxas de migragdo, escalonadas pela taxa de mutacéo (M;),
obtidas para a espécie A. aculeata envolvendo as localidades TSI, TSI, RA e AP (Estado

de Séo Paulo), considerando a média de todos os locos microssatélites utilizados.

Recebem
Valores de M; TSI TSIl AP RA
5 i 1.97 1.23 17
(1.20-2.73) (0.53-1.93) (0.93-2.47)
e 1.63 . 0.9 1.63
Soam (0.87-2.33) (0.27-1.53) (0.8-2.33)
Ap 0.43 0.83 . 13
(0.00-0.93) (0.20-1.40) (0.53-1.93)
A 1.63 2.77 1.23 .
(0.80-2.33) (1.93-3.60) (0.47-1.87)

Onde M;j = (mjj/i) sendo mjj a taxa de migracao entre localidade i para j, e 4 a taxa de
mutacdo; TSI, TSI, RA e AP sdo respectivamente Teodoro Sampaio I, Teodoro Sampaio
I, Amparo e Rosana.

As estimativas médias para as taxas de imigracdo (M;;) foram de 1,63; 0,43 e 1,63
recebidos pela localidade de TSI, oriundos de TSII, AP e RA, respectivamente. A
localidade de TSI recebeu imigrantes com taxas de 1,97; 0,83 e 2,77 das localidades TSI,
AP e RA, respectivamente. A localidade de AP recebeu taxas de 1,23; 0,9 e 1,23,
provenientes das localidades de TSI, TSIl e RA. Na localidade de RA, as taxas de
imigracdo recebidas foram de 1,7; 1,63 e 1,3 oriundas de TSI, TSIl e AP (Tabela 3).
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Estimou-se o nimero efetivo de migrantes por geragdo (N;m;;), obtida pela
expressao xN;m;; = 0; x M;

4).

j» € o intervalo de confianga (95%) para a estimativa (Tabela
Tabela 4: Estimativas do numero efetivo de migrantes por geragéo (N;m;;), para espécie

A. aculeata nas localidades Teodoro Sampaio I, Teodoro Sampaio Il, Amparo e Rosana,

no Estado de Sao Paulo, Brasil, e considerando o intervalo de confianca de 95%.

Recebem
Valores de Nimj; TSI TSIl AP RA
TS| N 0.83 0.28 0.72
0.50-1.59 0.12-0.67 0.39-1.45
TSIl 0.72 . 0.20 0.68
Doarm 0.38-1.43 0.06-0.59 0.34-1.42
AP 0.19 0.35 N 0.54
0.00-0.91 0.08-1.09 0.22-1.23
0.71 1.17 0.27
RA *
0.35-1.46 0.81-2.03 0.10-0.67

Onde os valores sdo nimero efetivo de migrantes por geragdo (N;m;;), obtida por
xN;mj; = ©; * M;; e abaixo os intervalos de confianca de 95%, as siglas TSI, TSI, AP e

RA correspondem, respectivamente, as localidades de Teodoro Sampaio |, Teodoro
Sampaio 11, Amparo e Rosana.

As estimativas do numero efetivo de migrantes (Nm) em cada geracéo, recebidos
pela localidade de Teodoro Sampaio I, foram de 0,72; 0,19 e 0,71, oriundos
respectivamente de Teodoro Sampaio I, Amparo e Rosana. Para a localidade de Teodoro
Sampaio I, os migrantes recebidos foram de 0,83; 0,35 e 1,17, respectivamente de
Teodoro Sampaio I, Amparo e Rosana. A localidade de Amparo recebeu 0,28; 0,2 e 0,27,
vindo das localidades de Teodoro Sampaio I, Teodoro Sampaio Il e Rosana. Na localidade
de Rosana, os migrantes recebidos foram de 0,72; 0,68 e 0,54, oriundas de Teodoro
Sampaio |, Teodoro Sampaio Il e Amparo (Tabela 4).

Foi estimado o nimero de migrantes por geragdo para cada loco (Figura 5) e o

tamanho efetivo populacional para as quatro localidades (Tabela 5).
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Figura 5: Estimativas do numero efetivo de migrantes por geragéo (N;m;;), obtidas para

espécie A. aculeata nas localidades Teodoro Sampaio I, Teodoro Sampaio Il, Amparo e

Rosana, no Estado de S&o Paulo, para cada loco.

Locus Aacu30 Locus Aacu26
TSI | TSII| AP RA TSI | TSII AP RA
TSI ® 37.96| 2.09 | 16.86 TSI * 3.39 | 0.18 | 2.44
TSII |10.55 * 1.62 | 12.01 TSII| 4.71 * 0.12 | 2.54
Doa Doa
AP | 1.44 |10.26 * 7.28 AP | 0.66 | 0.39 * 0.71
RA | 11.2 |16.78] 2.79 ® RA | 3.48 | 1.87 | 0.14 *
Recebe Recebe
Locus Aacu07 Locus Aacul2
TSI | TSII| AP RA TSI | TSII AP RA
TSI * 246 | 0.15 | 0.96 TSI * 40.1 1.65 | 35.06
TSII| 1.42 * 0.15 | 1.54 TSII | 43.05 * 2.61 | 35.2
Doa Doa
AP | 0.38 | 0.43 * 0.47 AP | 40.18 ]| 57.52 * 5.07
RA | 1.48 | 1.74 0.3 ® RA | 19.48]| 44.94 | 0.33 *
Recebe Recebe
Locus MAC245 Locus MAC115
TSI | TSII| AP RA TSI | TSII AP RA
TSI ® 2.12 | 1.57 2.6 TSI * 4.85 | 0.83 | 23.92
TSII| 1.52 * 1.79 | 3.83 TSII| 1.3 * 1.82 | 15.42
Doa Doa
AP | 0.72 | 0.46 * 4.64 AP | 0.36 | 0.75 * 21.92
RA | 1.19 | 2.32 | 3.26 ® RA 2 3.57 | 1.16 *
Recebe Recebe
Locus MAC201 Locus MAC240
TSI | TSII| AP RA TSI | TSII AP RA
TSI ® 2.83 | 0.84 | 3.58 TSI * 292 | 1.82 | 8.59
TSII| 5.77 * 0.56 | 3.41 TSII| 8.18 * 0.5 9.32
Doa Doa
AP | 4.27 | 2.06 * 3.37 AP | 1.85 | 0.48 ® 10.73
RA | 258 ] 3.13 | 0.49 * RA | 2.84 | 2.49 2.3 *
Recebe Recebe
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Menor Intensidade

Locus MAC23
TSI | TSII | AP RA
TSI * 135.05] 2.02 | 5.04
TSII| 9.16 * 3.05 | 10.29
AP | 15.3 | 62.87 * 10.36
RA | 8.55 |151.7] 1.9 *
Recebe

Doa

Maior Intensidade
Onde os valores sdo nimero efetivo de migrantes por geracéo; TSI, TSI, AP e RA sdo
respectivamente as localidades de Teodoro Sampaio |, Teodoro Sampaio II, Amparo e
Rosana.

Considerando cada loco, houve uma grande amplitude nos valores estimados do
numero efetivo de migrantes (Nm), que variaram de 0,12 para o loco Aacu26, no sentido
de Teodoro Sampaio Il para Amparo, até 151,7 para o loco MAC23, indo no sentido de
Rosana para Teodoro Sampaio Il (Figura 5).

As estimativas do tamanho efetivo populacional (N,) foram de 874, 835, 444 e
838 para TSI, TSIl AP e RA respectivamente (Tabela 5).

Tabela 5: Estimativas do tamanho efetivo populacional, do intervalo de confianga (95%)
e (0; = 4N, u) para espécie A. aculeata nas quatro localidades estudadas no Estado de

Sao Paulo, considerando todos os locos utilizados.

Tamanho efetivo

Localidade populacional O, =4N_.u
874
TSI 1,749
500-1700
835
TSII 1,669
467-1667
444
AP 0,887
5-1267
RA 838 1,676
433-1667

Onde N, é o tamanho efetivo populacional; u é a taxa de mutacédo por geracao; TSI, TSI,
AP e RA sdo respectivamente as localidades de Teodoro Sampaio I, Teodoro Sampaio I,
Amparo e Rosana.
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6. DISCUSSAO

6.1.  Ajuste dos dados para frequéncia de alelos nulos

Os alelos nulos sao alelos que ndo amplificam e quando estdo em heterozigose,
resultam em um falso e aparente homozigoto. Dessa forma, ressalta-se importante a
verificacdo de alelos nulos e respectivos ajustes para as analises estatisticas. A presenca
dos mesmos em marcadores microssatélites é frequente (BRUFORD; WAYNE, 1993; LI
et al., 2003; KARLSSON; MORK, 2005). A presenca de alelos nulos pode produzir um
erro importante nas propor¢des genotipicas, havendo um claro e explicito desvio do
equilibrio de Hardy-Weinberg devido a um excesso de homozigotos.

Para os locos MAC115 e MAC201 (populagdes TSI e RA), e os locos Aacul?
e MAC115, (populacdo de AP), o software gerou genotipos ajustados, baseado no
estimador de Oosterhout et al. (2004), em que o nimero de genotipos homozigotos para
cada classe de comprimento ¢ ajustado de modo a refletir o nimero “real” estimado de
homozigotos. Esse método assume que as amostras ndo amplificadas sdo de causas como
DNA degradado, entre outros fatores. O ajuste das frequéncias dos alelos nulos € estimado

a partir do célculo prévio das frequéncias alélicas dos locos visiveis.

6.2.  Fluxo génico e tamanho efetivo populacional pela coalescéncia

As estimativas do tamanho efetivo e do fluxo génico, obtidas pelo método
proposto por Beerli e Palczewski (2010), mostraram evidéncias importantes em relacao
as populacdes. Dentre os diferentes cenarios de fluxo génico que foram propostos, 0
escolhido como mais provavel foi o do modelo 1, baseando-se como critério de escolha
na probabilidade do modelo, onde a comparagédo das verossimilhancas para decisdo foi
feita de acordo com o sugerido por Beerli (2012). Assim, os diferentes cenarios dos
modelos sdo somados e depois 0s modelos sdo proporcionalizados a essa soma para
comparacdo, onde os modelos responsaveis pela maior proporcéo de verossimilhancga sao
0S mais provaveis.

Ressalta-se que ainda ndo se encontram descritos na literatura trabalhos
envolvendo palmeiras, ou espécies filogeneticamente e ecologicamente proximas usando
marcadores SSR e que abordem a metodologia semelhante para estimativa de fluxo génico

ou tamanho efetivo baseado na teoria da coalescéncia.
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As maiores taxas de migragédo escalonada pela taxa de mutacéo (M;) foram entre
as trés localidades geograficamente préximas (TSI, TSIl e RA) enquanto as menores
foram relacionadas a populacdo de Amparo, a qual encontra-se, respectivamente a cerca
de 586, 596 e 602 quilémetros de distancia das demais populaces, resultado que ja era
esperado devido grande distancia geografica.

Entretanto, os valores de M;jj devem ser interpretados com cautela, pois séo
oriundos da relagdo (m;/p), onde m;j; é a taxa de imigracdo da populacdo a qual é
dependente da taxa de mutacdo, de modo que representam a razdo do qudo importante é
0 processo de migracdo, em relacdo a taxa de mutacdo, no sentido de introduzir a
variabilidade nas populagdes estudadas.

O parametro estimado mais usual para migragdo é o numero efetivo de migrantes
por geracdo (N;m;;), o qual pode ser facilmente obtido por meio da expressdo xN;m;; =
0; = M;;. Esse parametro é preferido, pois quando se obtém valores elevados para Mi,
isso pode indicar, de modo ambiguo, um fluxo génico elevado, ou baixa taxa mutacéo,
dificultando uma real interpretacdo sem conhecimento prévio das taxas de mutacdo
(Beerli, 1998). Resumidamente, as taxas de migracdo diferentes podem ter 0 mesmo
impacto na estrutura populacional, e as taxas de migracdo semelhantes podem ter impacto
diferente na estrutura populacional.

Os menores valores referentes ao nimero efetivo de migrantes por geracdo (Nm

ou N;m;;) ocorreram na localidade de Amparo (Tabela 4) que esta geograficamente a

mais de 580 km da subpopulacdo mais proxima utilizada no estudo, de maneira que a
diferenca entre os valores obtidos para as regides geograficamente proximas foram mais
altos, e menos contrastantes entre-si, em relagdo a Amparo. O resultado obtido era
esperado, visto a grande distancia de Amparo para as demais localidades.

Além disso, considerando os resultados de Nm para locos especificos nas
subpopulacdes de A. aculeata pode haver indicios de uma historia evolutiva distinta, visto
grande variacgdo entre o numero de migrantes por geragéao.

Entretanto, deve-se tomar cuidado ao se inferir sobre processos associados ao
passado evolutivo e ao fluxo génico baseando-se em um ou poucos locos, pois a utilizagdo
de varios locos melhora as estimativas dos parametros, e quando ha incorporacéo de mais
locos, eles sdo considerados replicas independentes (BEERLI, 1998). QOutro ponto
importante em relagdo aos locos individuais, € que a teoria de coalescéncia sugere que

para uma melhor estimativa, deve-se aumentar a quantidade de dados ndo por amostragem
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de mais individuos, mas por amostragem de mais locos (KUHNER et al. 1998),
principalmente para a estimativa das taxas de migracdo (WAKELEY, 1998; BEERLI,
1998).

Hartl e Clarck (2010), discutem acerca do numero de migrantes por geracdo (Nm),
e demonstram que um Unico migrante por geracdo € suficiente para anular parcialmente
o efeito divergente da deriva genética, fazendo com que as populagdes se mantenham
como uma unica unidade evolutiva, de modo que, no presente estudo, apenas na
localidade de Rosana para Teodoro Sampaio Il o Nm foi acima de uma unidade.

As estimativas de fluxo génico relativamente altas para as localidades
geograficamente préximas (TSI, TSIl e RA) podem indicar uma maior homogeneidade
genética devido ao fluxo. Essa possivel homogeneidade é corroborada por Coelho et al.
(2018), que estudando os mesmos individuos e as mesmas populacdes, porém com
abordagens metodoldgicas distintas, obtiveram dois agrupamentos bem definidos (1=TSlI,
TSIl e RA; 2=AP) correspondentes as duas regides de estudo (Pontal do Paranapanema e
Amparo), usando o software desenvolvido por Pritchard et al. (2000). Esse agrupamento
pode ter sido causado pela menor distancia geografica entre as populacdes, permitindo o
fluxo e prevenindo a heterogeneidade genética entre as trés localidades. De maneira
antagdnica, o menor fluxo génico observado para a localidade de Amparo, em relacdo as
demais, contribui de maneira acentuada para a diferenciacdo genética, evidenciando a
formacdo de um segundo grupo.

Outro fator a ser considerado, além da grande distancia geografica para as demais
populacdes, que pode ter contribuido para essa diferenciacdo de AP, é o tamanho da area
onde a populacéo esta inserida. Enquanto as populagdes de TSI, TSIl e RA estdo inseridas
em areas muito maiores, ou seja, 115 ha, 155 ha e 40 ha, respectivamente, a populacédo de
AP esté inserida em apenas 4 ha.

Lanes et al. (2015) utilizando seis locos microssatélites estimou para um
agrupamento de quatro subpopulacGes de A. aculeata, com genoétipos oriundos dos
Estados da Paraiba, Pernambuco, Para, Mato Grosso do Sul, S&o Paulo e Minas Gerais
valores de Fst que variaram entre 0,152 a 0,546, e quando utilizados na equagdo (3.2)
correspondem respectivamente a um Nm de 1,39 e 0,54. Apesar dos autores empregarem
métodos distintos para as estimativas, os valores obtidos assemelham-se aos obtidos nesse
trabalho (que variou entre Nm= 0,20 e Nm=1,17).

Oliveira et al. (2012) estudando populacBes de A. aculeata nos municipios de

Montes Claros, Itacambira, Brasilia de Minas, Mirabela e Grdo Mogol no norte do Estado
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de Minas Gerais, utilizando microssatélites, relata um Nm médio 2,4 valor
expressivamente mais alto que os obtidos na presente pesquisa. Entretanto, néo relata qual
estimador foi utilizado para obtengdo do mesmo. Baseando-se no valor relatado do
Gst=0,172 pelo mesmo autor, quando utilizado na equagéo (3.2) obtém-se Nm=1,2 para
a média das populacgdes, valor préximo aos obtidos nesse trabalho para as populacdes
geograficamente proximas.

O fluxo génico tem grande interagdo com selecdo natural, pois esta pode manter
duas populacbes distintas mesmo se entre elas houver grande fluxo génico (RIDLEY,
2006). Quando a magnitude da selecdo for reduzida, o fluxo génico pode homogeneizar
as frequéncias alélicas rapidamente em populacdes distintas, porém, na teoria, uma
grande forca seletiva poderd manter a heterogeneidade génica em duas populaces,
mesmo ocorrendo fluxo génico (HARTL; CLARCK, 2010).

A capacidade que a selecdo natural tem em manter populagdes distintas, mesmo
com a presenca de fluxo génico, pode ser entendida pelo trabalho de Bradshaw (1971).
Neste trabalho, o autor estudou populagdes da graminea Agrostis tenuis em montes de
rejeitos com concentracdes toxicas de metais pesados e as areas adjacentes. Alguns
gendtipos de A. tenuis foram capazes de colonizar o ambiente contaminado, enquanto
outros, que ocorriam ao redor da area, ndo foram capazes. Assim, pode-se dizer que a
selecdo natural atuou contra as sementes dos genétipos ndo resistentes, pois eram
inviabilizadas quando em contato com o monte de rejeito. Curiosamente, fora do
ambiente contaminado, a selecdo natural atuou contra 0s genoétipos resistentes,
provavelmente por causa do mecanismo que expressa a tolerancia requerer um “alto
custo”, e quando ele ndo ¢é necessario, 0 genotipos sem a resisténcia se sobressaem. As
populacdes de A. tenuis mostraram divergéncia genética entre os individuos resistentes e
ndo resistentes, de modo que o padrdo observado foi favorecido devido a selecdo natural.
Hipoteticamente, se os montes de rejeitos fossem limpos, a tendéncia era de que as
populagdes ficassem homogéneas em poucas geracdes devido ao fluxo génico, havendo
menor atuagéo da selecdo natural.

Outra forga evolutiva que tem interacdo com o fluxo génico € a deriva genética.
Quando ocorre equilibrio entre fluxo génico e deriva, os valores de Fst diminuem
rapidamente quando o Nm aumenta, ficando claro que o fluxo génico contribui para
reducdo da divergéncia genética entre as subpopulagdes, citando-se os exemplos de Hartl
e Clark (2010), onde para cada Nm apresenta um respectivo Fst, de modo que com (Nm
de 0,25, obtém-se um Fst = 0,50); (Nm de 0,50, obtém-se um Fst = 0,33); (Nm de 1,00,
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obtém-se um Fst = 0,20); (Nm de 2,00 obtém-se um Fst = 0,11), de modo que quando o
namero de migrantes aumenta, a divergéncia entre as populag¢fes diminuem.

Em relagdo aos mecanismos que ocasionam o fluxo génico, A. aculeata, € um
vegetal e tem mobilidade limitada, de modo que o fluxo génico podera ocorrer por meio
da dispersdo de sementes ou dispersdo do pdlen, geralmente ocorrendo a combinagéo
desses mecanismos, de maneira que o fluxo génico existente entre as subpopulagdes de
A. aculeata é dependente do sucesso migratdrio dos agentes de dispersdo de polens e
semente. Entretanto, esses eventos ocorrem de maneiras distintas, e deve-se levar em
consideracdo a biologia reprodutiva da espécie.

O reconhecimento desses estagios de dispersdo génica € fundamental para se
compreender a distribuicdo da diversidade (LEVIN, 1981), além de fornecer subsidios
para compreensdo dos padrdes demogréaficos e formacdo das comunidades vegetais.

Para o fluxo génico a partir do pélen, séo relatados como o0s principais agentes
polinizadores os insetos, sendo os coledpteros, com destaque para as familias Nitidulidae,
Curculionidae e Escarabaeidae; e as abelhas, destacando-se o grupo das Trigonas
(HENDERSON et al., 1995; SCARIOT, 1998, citados por LORENZI, 2006).

Nesse sentido, a espécie A. aculeata apresenta caracteristicas ecoldgicas pioneiras
que facilitam sua colonizacdo inicial no ambiente, além de produzir grande quantidade de
frutos que fazem parte da dieta de animais silvestres, que sdo grandes dispersores das
sementes, tais como como araras, periquitos, cuicas, emas, capivaras, antas, entre outros,
além das areas abertas de pastagem, servindo de alimento para o gado (POTT; POTT,
1994; SCARIOT, 1998), alem das atividades extrativistas intervencfes antropicas, que
ocorrem de forma corriqueira (COELHO, 2017) nas areas de estudo.

A situacdo mais preocupante em relacdo ao tamanho efetivo estimado foi na
localidade de Amparo (Tabela 5), devido ao tamanho efetivo reduzido, os efeitos
causados pela deriva genética sdo mais acentuados, como aumento da variancia entre
populagdes, diminuicdo da diversidade dentro de populagdes, colaborando para fixacao
ou perda de alelos. Deve-se considerar ainda que a area tem apenas 4 ha, e esta localizada
praticamente em zona urbana em um local antropizado, de modo que pressdes ambientais,
aliadas as forcgas evolutivas, poderiam acarretar em uma possivel extin¢do de genotipos
locais em um prazo relativamente curto.

Apesar de ndo usar o mesmo estimador de tamanho efetivo via coalescéncia, Mori
et al. (2015) com objetivo de elucidar as implica¢des para a coleta de sementes com fins

de conservacdo e melhoramento genético, analisaram, utilizando locos microssatélites,
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192 progénies de polinizacéo aberta coletadas de 30 arvores matrizes de Handroanthus
heptaphyllus (Ipé-rosa) oriundas de duas populagdes de Botucatu. Os autores obtiveram
um tamanho efetivo de variancia menor do que o esperado em progénies de meios-irmaos
(Ne=4), o qual variou entre 2,15 a 3,81. Implicando consequentemente em um ndmero
maior de arvores matrizes para a coleta de sementes, devido a autofecundacdes e
cruzamentos entre aparentados aumentarem o parentesco dentro das progénies e
reduzirem o tamanho efetivo, logo, sementes devem ser coletadas de um ndmero maior
de arvores para conservacao.

Tambarussi et al. (2015), estudaram trés popula¢des naturais de Cariniana legalis
(jequitiba-rosa) localizadas uma em Ibicatu e duas em Mogi Guacgu, ambas no Estado de
Séo Paulo/Brasil, utilizando microssatélites. No estudo, foi estimado o tamanho efetivo
populacional de variancia (Ne) de acordo com Ne=0,5/6, sendo 0 neste caso o coeficiente
de coancestria. O tamanho do censo foi de 65 arvores com (Ne=32,5), 22 arvores com
(Ne=10,9) e 4 arvores com (Ne= 2,3), respectivamente para as populagdes Ibicatu, Mogi
Guacu | e Mogi Guagu Il. Os autores ressaltam que devido a endogamia e a presenca de
um elevado numero de individuos aparentados nas populaces, e que dessa forma, caso
ndo ocorra fluxo de polen, as populacdes terdo uma reducdo no potencial evolutivo, e
mesmo com altos niveis de diversidade genética, os altos niveis de coancestria dentro das
populacbes podem levar a endogamia devido ao acasalamento entre o0s parentes,
resultando em depressdo por endogamia.

A comparacdo dos resultados do tamanho do censo (N) com tamanhos de
populagdo (Ne) usando a razdo de Ne/N pode mostrar informagfes importantes,
principalmente nos aspectos ligados a conservacdo e evolucdo da espécie, entretanto, na
presente pesquisa foi realizada somente a amostragem dos individuos, o que impede a

comparacéo.

45



7. CONCLUSAO

A inferéncia de parametros relativos ao tamanho efetivo e fluxo génico foi de
grande importancia para compreensdo da genética populacional nas regifes onde A.
aculeata foi estudada.

Foi possivel estimar o fluxo génico entre as subpopulagBes estudadas, o qual
mostrou ser assimétrico entre os pares de populacbes, indicando que as relacbes
historicas, evolutivas e demogréaficas, bem como os fatores associados ao fluxo génico,
sdo heterogéneas. O resultado evidencia que alguns métodos cléassicos, que partem de
pressupostos pouco realistas, podem ser insatisfatorios para fazer inferéncias acerca do
fluxo génico e dos processos historico-evolutivos envolvidos.

As informacdes obtidas podem servir de base e auxiliar em projetos de manejo,
conservagdo e melhoramento genético.

A situacdo mais preocupante em relacéo ao fluxo génico e tamanho efetivo ocorre
na populacdo de Amparo, onde além de haver indicios de ocorrer barreiras geogréaficas e
ecologicas que teoricamente impediriam o fluxo génico no panorama atual. A area conta
com apenas 4 ha localizada praticamente na zona urbana, de modo que pressdes naturais
ou antropicas que alterem a dindmica e a paisagem, poderiam acarretar em uma possivel

extincdo de genotipos locais em um prazo relativamente curto.
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