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RESUMO

Os estudos sobre a diversidade genética e estrutura populacional de espécies
naturalmente fragmentada sao de grande interesse para a conservacao. Essas populagdes
fragmentadas estdo mais sujeitas a endogamia e perda da diversidade genética devido
aos efeitos pronunciados de isolamento e deriva genética. Pilosocereus jauruensis &
uma espécie de cacto colunar restrita a manchas de vegetagao seca sobre afloramentos
rochosos que ocorrem em torno do bioma Pantanal, no sudoeste da América do Sul.
Esta espécie foi recentemente retirada de sinonimia com P. machriisi no grupo de
espécies P. AURISETUS e trés taxons desse grupo (P. paraguayensis, P. saudadensis e
P. densivillosus) sao atualmente sinonimizados a ela. O presente estudo tem como
objetivo investigar a estrutura genética de populagdes de P. jauruensis e identificar
possiveis segmentos populacionais distintos dentro desta espécie. Foram utilizados dez
marcadores microssatélites em 157 individuos de seis populagdes de P. jauruensis e 49
individuos de duas populagdes de P. vilaboensis, uma espécie do grupo P. AURSETUS
que ocorre em regides proximas as populacdes de P. jauruensis no Brasil central. Além
disso, a variacdo nucleotidica em dois espacadores plastidiais intergénicos (#rnS““Y-
trnGY“ e trnT-trnL) foi investigada em quatro a cinco amostras de cada populagdo. Os
indices de Fsr e G"sr para dados SSR em P. jauruensis foi 0,201 e 0,559,
respectivamente, revelando elevados niveis de diferenciacdo genética entre as
populagdes. Trés haplétipos plastidiais (Hd 0,663) de P. jauruensis com seis sitios
polimorficos foram encontrados. As relagdes de similaridade entre as populagdes foram
semelhantes entre os dois tipos de marcadores estudados. Duas populacdes, que
ocorrem na mesma regiao geografica do taxon invalido P. saudadensis, foram altamente
diferenciadas em relacdo as outras populacdes de P. jauruensis e proximamente
relacionadas as populagdes de P. vilaboensis. As duas populagdes de P. jauruensis que
ocorrem na mesma regido geografica do taxon invalido P. densivillosus também foram
diferenciadas em relacdo as populacdes restantes de P. jauruensis. Estes resultados
foram incongruentes com a circunscrigao taxonomica atual de P. jauruensis e sugerem a
presenca de taxons distintos dentro desta espécie.

Palavras Chave: Cactaceae, microssatélites, cpDNA, Pilosocereus.



ABSTRACT

Studies focusing on genetic diversity and population structure of naturally
fragmented taxa are of conservation concern. Such fragmented populations are more
subject to endogamy and genetic diversity erosion due to the pronounced effects of
isolation and genetic drift. Pilosocereus jauruensis is a columnar cactus species
restricted to patches of xeric vegetation on rock outcrops occurring around the Pantanal
biome in southwestern South America. This species has been recently resurrected from
synonymy with P. machriisi in the P. AURISETUS species group, and three taxa (P.
paraguayensis, P. saudadensis e P. densivillosus) are synonymized with P. jauruensis
in the current taxonomy. The present study aims to investigate the genetic population
structure of P. jauruensis and identify possible distinct population segments within this
species. We used data from four SSR markers in 157 individuals of six P. jauruensis
populations and 49 individuals of two populations of P. vilaboensis, a related species
occurring close to P. jauruensis populations in central Brazil. Furthermore, nucleotide
variation in two plastid intergenic spacers (zrnS°CY-trnGY“ and trnT-trnL) was
investigated in four to five samples of each population. The indices Fst ¢ G ”sr for SSR
data in P. jauruensis was 0.201 and 0.559 respectively, revealing high levels of genetic
differentiation among populations. Three haplotypes (Hd 0.663) of P. jauruensis with
six polymorphic sites were found in the cpDNA. NJ dendograms showed similar
relationships using SSR and cpDNA markers. Two populations, occurring in the same
geographic region of the invalid taxa P. saudadensis were highly differentiated from
other P. jauruensis populations. The cpDNA haplotype found in the northernmost P.
Jjauruensis population was closely related with P. vilaboensis haplotypes. Also, two
populations, occurring in the same geographic region of the invalid taxa P. densivillosus
were highly differentiated from other P. jauruensis populations. These results were
incongruent with the current taxonomic circumscription of P. jauruensis and suggest the
presence of distinct taxa within this species.

Keywords: Cactaceae, microsatellites, cpDNA, Pilosocereus.
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1. INTRODUCAO

1.1 GENETICA DE POPULACOES EM PLANTAS

Populagdes de espécies vegetais com distribuigdo naturalmente fragmentada
geralmente sofrem um risco elevado de extingdo devido ao tamanho populacional
reduzido e ao isolamento espacial (FRANKHAM, 2005; YOUNG et al., 1996). A teoria
da Genética de Populagdes prediz que a distribui¢do fragmentada ocasiona erosdao da
diversidade genética e acentuada diferenciagcdo interpopulacional. Esses efeitos sao
resultados da elevada deriva genética e endogamia dentro das populacdes e do reduzido
fluxo génico (LESICA; ALLENDOREF, 1995; FRANKHAM, 2005; HAMILTON;
ECKERT, 2007; HOLSINGER; WEIR, 2009). Como consequéncia, enquanto a
diminui¢do da heterozigosidade pode reduzir a aptidao individual e comprometer a
viabilidade da populacdo em um tempo relativamente curto, a diminui¢ao da riqueza
alélica pode limitar a capacidade das populacdes de superarem novas pressoes seletivas
(FRANKHAM, 2005; YOUNG et al., 1996). Em um periodo de tempo mais curto, a
endogamia pode causar a exposi¢ao de um niimero maior de alelos recessivos deletérios
a acdo da selecao natural negativa, aumentando o numero de individuos com valor
adaptativo abaixo da média populacional. Em conjunto com outros processos
estocasticos, como a ocorréncia de catastrofes naturais ¢ variacOes ambientais, a
expectativa ¢ que estes fatores aumentem as chances de extingdo das populagdes
(OUBORG et al., 2006).

Em plantas, além do padrao de distribui¢ao geografica, o sistema de cruzamento,
os mecanismos de polinizagdo, a dispersdo de sementes e a longevidade dos individuos
sdao também fatores importantes para o nivel e a distribuicao da variacao genética dentro
e entre populagdes (LOVELESS; HAMRICK, 1984). Por exemplo, espécies com
sobreposi¢cdo de geracdes geralmente exibem niveis mais elevados de variagdo genética
em comparacdo a espécies com tempo de vida curto, pois a longevidade possibilita o
acumulo de mais gendtipos diferentes dentro das populacdes (JONES et al., 2005). O
nivel de diferenciagdo genética entre populagdes também depende das caracteristicas
dos vetores de movimento de polen e de sementes. Espécies cuja polinizacdo e
dispersdo de sementes sao promovidas por animais geralmente exibem niveis menores
de variacao genética dentro das populacdes e maior diferenciacdo genética entre elas
quando comparadas com espécies polinizadas e com dispersdo de sementes promovidas

pelo vento (LOVELESS; HAMRICK, 1984).
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Outra dificuldade importante para a conservacdo de espécies vegetais com
distribuicdo naturalmente fragmentada ¢ a frequente existéncia de incertezas
taxondmicas devido ao elevado nivel de variacdo morfoldgica entre as populagdes,
limitando a eficiéncia de programas conservacionistas baseados na espécie como
unidade de conservacao (ENNOS et al., 2005). De acordo com a literatura, o limitado
fluxo génico (via semente ou polen) e/ou pressoes seletivas diversas pode ocasionar o
acumulo de acentuadas diferencas morfoldgicas entre as populacdes, cujo espectro de
variagdo nem sempre possui limites geograficos concordantes entre as diferentes
caracteristicas (BARBOSA et al., 2012). Tal padrao de variagdo morfoldgica
geralmente torna a classificacao das espécies e suas subespécies problematica, causando
discordancia entre os taxonomistas do grupo em estudo (BAKER; BUTTERWORTH,
2013).

1.2 FAMILIA CACTACEAE

A familia Cactaceae, pertencente a ordem Caryophyllales, desenvolveu diversas
adaptacdes ao ambiente xérico (LANDRUM, 2002). Essa familia de plantas ¢
caracterizada pela capacidade de absor¢cdo de grande quantidade de agua, a qual fica
armazenada para utilizacdo em periodos de escassez hidrica, e pela tendéncia da
diminui¢do na razao superficie/volume, apresentando comumente o formato esférico
(FAHN; CUTLER, 1992). Outras caracteristicas peculiares ¢ a realizacdo de
fotossintese pelo cladddio (a parte aérea da planta) e a presenga de aréolas ao longo do
cladodio, as quais sdo gemas axilares modificadas de onde originam os espinhos ¢ as
estruturas reprodutivas (GIBSON; NOBEL, 1986).

Essa familia encontra-se dividida taxonomicamente em trés subfamilias:
Pereskioideae, Opuntioideae e Cactoideae (HUNT; TAYLOR, 1990). Compreende
cerca de 127 géneros e aproximadamente 1500 espécies, distribuidas quase que
exclusivamente nas regides tropicais da América (HUNT et al., 2006), ocorrendo
especialmente em dareas de condigdes xéricas, em ambientes terrestres, epifitos ou
rupicolas (ANDERSON, 2001). Os principais centros de diversidade da familia
localizam-se nas regides aridas entre os EUA e México, na regido dos Andes, € no leste
do Brasil.

Entre as 227 espécies reconhecidas até o momento no Brasil, 176 sao endémicas
(TAYLOR; ZAPPI, 2004). A regido leste do Brasil abriga um dos trés centros de

diversidade da familia Cactaceae, com grande parte das espécies apresentando
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distribuicao fragmentada, restrita a enclaves de habitats xéricos em meio a ambientes
ecologicamente desfavoraveis (TAYLOR; ZAPPI, 2004). Embora a Caatinga abrigue a
maior abundancia de cactdceas, com muitas espécies exibindo distribuigdo ampla e
relativamente homogénea, a maior diversidade de cactidceas estd associada aos
ambientes rupicolas na por¢ao sul da Caatinga e espalhados pelo dominio Cerrado
(TAYLOR; ZAPPI, 2004). A distribuicdo fragmentada das cactaceas fora da Caatinga
tem sido interpretada como resultado da fragmentacdo de uma distribui¢gdo mais ampla
da vegetacao xérica no leste da América do Sul durante os periodos interglaciais do
Quaternario (MORAES et al., 2009; TAYLOR, 2012; FRANCO et al., 2013;
BONATELLI et al., 2014).

Entre as espécies de cactaceas com ocorréncia no Brasil (ZAPPI et al., 2010), sete
espécies foram objeto de andlises de diversidade genética ou estrutura populacional,
envolvendo marcadores isoenzimaticos (MORAES et al., 2005; LAMBERT et al.,
2006a, 2006b). Entre essas, trés sdao pertencentes ao grupo P. AURISETUS (P.
machrisii, P. aureispinus e P. vilaboensis).

Considerando a diversidade genética nessas espécies analisadas do grupo P.
AURISETUS e de outras duas espécies venezuelanas do mesmo género (P. lanuginosos
e P. tillianus), Figueredo et al. (2010) concluiram que o género Pilosocereus exibe
niveis maiores de diversidade genética na América do Sul em comparacdo com outras
15 espécies de cactos colunares investigadas no Brasil, México, EUA e Venezuela.
Embora esses trabalhos relatem resultados importantes para a conservagao das espécies,
como elevada estrutura populacional, altos indices de endogamia e ocorréncia de
hibridizagao com outras espécies (LAMBERT et al., 2006a), a realizagdo de andlises
mais detalhadas fica limitada pelo baixo nivel de polimorfismo inerente ao marcador
utilizado.

Apenas recentemente um conjunto de marcadores microssatélites foram
desenvolvidos e caracterizados para cactaceas brasileiras envolvendo espécies do grupo
P. AURISETUS (PEREZ et al., 2011; MORAES et al., 2012), permitindo uma analise
mais acurada da diversidade genética nessas espécies. Moraes et al. (2012) e Bonatelli
et al. (2014) realizaram andlises sobre a variagdo genética para sete espécies
pertencentes a esse mesmo grupo utilizando marcadores de DNA plastidial, nucleares e
DNA microssatélite. Para todos os casos relativos a espécies pertencentes ao grupo P.
AURISETUS, foram observados altos niveis de diversidade genética e deficiéncia de

heterozigotos, além de elevada estrutura genética nas populagdes de P. machrisii. Os
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autores atribuiram a diversidade observada nessas espécies como resultado de conexdes
histéricas entre as populacdes durante periodos climdticos favoraveis do Quaternario
para a expansdao geografica das populagdes (MORAES et al, 2005 e 2012;
BONATELLI et al., 2014).

1.2.1 Género Pilosocereus

Situado na subfamilia Cactoideae, tribo Cereeae (HUNT; TAYLOR, 1990), o
género Pilosocereus ¢ caracterizado pelos ramos colunares, flores relativamente curtas,
tubo floral glabro, aréolas com a presenca de tricomas e frutos depresso-globosos,
deiscentes (ZAPPI, 1994).

Entre os géneros de Cactaceae com ocorréncia no Brasil, Pilosocereus ¢ um dos
trés mais diversos, abrigando 41 espécies de cactos colunares com ocorréncia no leste e
centro-oeste do Brasil (ZAPPI, 1994; TAYLOR; ZAPPI, 2004). Pilosocereus ¢ um
género considerado taxonomicamente complexo por nao ter os limites de grande parte
das suas espécies satisfatoriamente resolvidos (HUNT ez al., 2006). As espécies do
género sao subdivididas em dois subgéneros, Gounellea, com somente duas espécies (P.
gounellei e P. tuberculatus), e Pilosocereus, o qual ¢ subdividido em cinco grupos
taxondmicos informais (P. ARRABIDAE, P. PENTAEDROPHORUS, P.
LEUCOCEPHALUS, P. AURISETUS e P. PIAUHIENSIS) com base em
descontinuidades morfologicas e na distribuicao geografica das espécies (TAYLOR;
ZAPPI, 2004; HUNT et al., 2006).

Entre esses grupos taxondmicos informais, o grupo P. AURISETUS ¢ composto
por oito espécies: P. aurisetus (Werderm.) Byles e G.D. Rowley, P. machrisii (E.Y.
Dawson) Backeb., P. vilaboensis (Diers e Esteves) P.J. Braun, P. jauruensis (Buining e
Brederoo) P.J. Braun, P. aureispinus (Buining e Brederoo) F. Ritter, P. bohlei
Hofacker, P. parvus (Diers e Esteves) P.J. Braun, and P. pusillibaccatus P.J. Braun e
Esteves. As espécies desse grupo possuem distribuicdo restrita as manchas de
afloramentos rochosos ou habitats arenosos sobre o topo de montanhas espalhadas no
dominio Cerrado, geralmente associadas a vegetagdo de campos rupestres (ZAPPI,
1994). A grande variagao morfoldgica entre as populacdes do grupo P. AURISETUS
tem provocado uma historia taxondmica instavel, com varias espécies sendo inseridas
ou removidas de sinonimia e novos taxons sendo descritos (ZAPPI, 1994; TAYLOR;
ZAPPI, 2004; HUNT et al., 2006). Por exemplo, trés tdxons considerados anteriormente

sinonimias de P. machrisii (P. jauruensis, P. parvus ¢ P. pusillibuccatus) foram
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recentemente considerados espécies validas por Hunt et al. (2006). Essas populagdes
apresentam diferencas morfologicas importantes em relagdo a P. machrisii, a espécie
com a distribuicdo mais ampla no grupo, e ocupam areas restritas localizadas nas bordas

da distribui¢ao dessa espécie.

1.2.2 Pilosocereus jauruensis

A espécie P. jauruensis apresenta uma distribuicdo bastante disjunta e restrita ao
entorno do bioma Pantanal. Ocorre em elevadas altitudes em enclaves de campos
rupestres dentro do dominio Cerrado nessa regido, principalmente associadas a
afloramentos rochosos areniticos, quartziticos ou de rocha calcaria. Os registros da
distribuicao dessa espécie na literatura (Figura 1) relatam sua ocorréncia no centro e
norte do estado de Mato Grosso do Sul, sul de Mato Grosso, sudoeste de Goias e
nordeste do Paraguai (HUNT et al., 2006). Embora a distribuicao de P. jauruensis esteja
na borda da area de ocupacao do grupo e destacada em relagcdo as outras espécies do
grupo, as populacdes com ocorréncia na Serra dos Caiapods (sudoeste de Goids) estao
proximas cerca de 200 km das populacdes de P. vilaboensis, na regido da Serra dos

Pireneus em Goias.

FIGURA 1 - Distribuicao geografica das populacdes de P. jauruensis.

Fonte: Elaborado pela autora. Os circulos cheios indicam a localizagdo das populacdes no
estado de Mato Grosso do Sul onde ja foram realizadas coletas de amostras. Os circulos
vazados indicam locais nos estados de Mato Grosso e Goids onde ha relatos da ocorréncia da
espécie. Os tridngulos indicam as capitais dos estados.



21

Pilosocereus jauruensis ¢ uma planta de habito arbustivo, atingindo até 1,75 m de
altura, com cladddios eretos e ramificados na base. As aréolas de florescimento
apresentam tricomas com coloracdo de dourado a marrom. As flores tém formato
funeiforme e possuem antese noturna, caracteristicas compativeis com a sindrome de
polinizagdo por morcegos, sendo que aves e abelhas também sao consideradas possiveis
polinizadores para outras espécies do género com caracteristicas semelhantes (ZAPPI,
1994; MUNGUIA-ROSAS et al., 2010). Os frutos possuem coloragio vermelho ou
esverdeado com polpa branca e diminutas sementes pretas (BREDEROO;
THEUNISSEN, 1978; BRAUN, 1986), como demonstrado pela Figura 2. Estudos com
outras espécies do género Pilosocereus apontam que passaros (GOMES et al., 2008),
formigas (MUNGUIA-ROSAS et al., 2009) ¢ morcegos (ZAPPI, 1994) sio dispersores
importantes de sementes dessas plantas, de forma que eles também podem contribuir

para a sindrome de dispersao de P. jauruensis.

FIGURA 2 - Individuos com flores ou frutos da espécie P. jauruensis.
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Fonte: Laboratorio de Diversidade Genética e Evolugcdo (UFSCar — Sorocaba).
Localidades: (A) Alcindpolis-MS, (B) Rio Verde de Mato Grosso-MS e (C)
Aquidauana-MS.

Assim como ocorre para outras espécies do grupo P. AURISETUS, ha
discordancia no arranjo taxonomico de Pilosocereus na regido de ocorréncia de P.
Jjauruensis. Hunt et al. (2006) nao reconhecem a validade dos tdxons P. paraguayensis
F. Ritter 1979 (Paraguai), P. saudadensis F. Ritter 1979 (Serra do Roncador em Mato
Grosso) e P. densivillosus P. J. Braun e Esteves 1994 (Serra do Caiapé em Goias)
descritos com base em diferencas morfoldgicas, mantendo-os como sinonimias de P.

jauruensis.
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1.3 MARCADORES MICROSSATELITES

Os locos de DNA microssatélite sdo atualmente os marcadores moleculares
codominantes mais utilizados em estudos populacionais e ecoldgicos para estimar parametros
como estrutura populacional, taxa de migragdao, tamanho populacional efetivo, ocorréncia de
flutuagdes recentes no tamanho populacional e grau de parentesco entre individuos (OLIVEIRA
et al., 2006; CHAPUIS; ESTOUP, 2007). Essa classe de DNA consiste de pequenos blocos de dois
a seis pares de bases repetidos em série (TOTH et al., 2000) que ocorrem em alta frequéncia e
bem distribuidos ao longo do genoma. Devido ao fato de geralmente estarem localizados em
regiGes ndo-codificadoras (HANCOCK, 1995), os marcadores microssatélites sdo assumidos na
maioria das vezes como seletivamente neutros. Devido a sua elevada taxa de mutagdo
(SCHLOTTERER, 2000), estes marcadores geralmente possuem elevado polimorfismo, podendo
fornecer dados estatisticamente precisos para quantificar parametros populacionais. Os locos
de microssatélite sdo classificados como perfeitos, imperfeitos, interrompidos ou compostos,
de acordo com o tipo de repeti¢cdo. Locos imperfeitos ou interrompidos sdo aqueles cuja
sequéncia de repeticdo é interrompida por um par de base ou uma sequéncia curta,
respectivamente, enquanto que locos compostos possuem dois ou mais tipos de repeticdes
adjacentes (OLIVEIRA et al., 2006).

A dinamica de evolugdao dos microssatélites pode diferir entre os locos de acordo com
caracteristicas de sua estrutura, como nimero e tamanho da unidade de repeticao, nivel de
perfeicdo da sequéncia de repeticdo e caracteristicas das regides flanqueadoras (BHARGAVA;
FUENTES, 2010). Um dos modelos de evolugdo considerado para os microssatélites é o
Stepwise Mutation Model (SMM) (OHTA; KIMURA, 2007), no qual cada novo alelo surge pela
adicdao ou decréscimo de uma Unica unidade de repeticdo. Adotando o SMM, a relagao
genealdgica entre os alelos pode ser conhecida e considerada em conjunto com a informacgao
da sua frequéncia, permitindo obter informagdes importantes sobre as relagdes genéticas
entre populagdes. No entanto, dificilmente locos imperfeitos ou interrompidos seguem
estritamente o SMM, e outros modelos de evolugdao que consideram a mudang¢a de mais de
uma unidade de repeticdo por evento mutacional (p. ex. Two-Phase Model e K-Allele Model)
(DI RIENZO et al., 1994; CROW; KIMURA, 1970) parecem ser mais realisticos (BHARGAVA,;
FUENTES, 2010). Devido ao tipo da variagdo dos microssatélites e a restricdo no aumento
indefinido do nimero de repeticbes nos locos (NAUTA; WEISSING, 1996), para todos esses
modelos é esperado uma fragdo de homoplasia entre os alelos (homoplasia de tamanho),
causando uma subestimativa da diversidade genética e do nivel de diferenciacdo entre as

populagdes (VIARD et al., 1998).
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1.4 MARCADORES DO GENOMA PLATIDIAL

As plantas apresentam dois genomas citoplasmaticos: mitocondrial e plastidial.
Ao contrario do mtDNA dos animais, o mtDNA das plantas possui um tamanho
relativamente grande e muito varidvel entre grupos (200 a 2.400 kb), extensiva
recombinacdo intramolecular e uma baixa taxa de substituicdo nucleotidica (100 vezes
menor que dos animais), sendo pouco adequado para estudos populacionais (AVISE,
2009).

Em plantas, as regides nao codificadoras do genoma plastidial (cpDNA) tém sido
amplamente usadas para inferir filogenias (SHAW et al., 2007). Além disso, embora a
taxa de substituicdo neste genoma seja menor que aquela verificada em DNA
mitocondrial animal (AVISE, 2009), a grande maioria dos estudos intra-especificos em
plantas tem utilizado o genoma plastidial como marcador da variacdo genética
(HUGHES et al., 2006). Similar ao DNA mitocondrial animal, o genoma plastidial pode
ser considerado como uma unica unidade de heranga nao-recombinante, facilitando a
interpretagdo evolutiva dos padrdes de variacdo. Outra vantagem ¢ o seu padrdo uni
parental de heranca (maternal na maioria das Angiospermas), levando a uma taxa de
evolugdo rapida devido ao seu reduzido tamanho efetivo (RAVI et al., 2008).

O genoma plastidial ¢ constituido geralmente por duas regides unicas, uma longa
e outra mais curta, as quais sao separadas por segmentos repetidos e inversos. Dentro da
regido longa (large single-copy - LSC) ha varios segmentos ndo codificadores
constituidos de introns ou espacadores entre genes. A taxa de mutacao do cpDNA varia
para diferentes regides do genoma, sendo que a maioria da variacdo aparentemente
ocorre dentro da regido longa (SHAW et al, 2005, 2007). O uso de iniciadores
universais para essas regides nao-codificadoras (TABERLET efr al, 1991;
DESMESURE et al., 1995; DUMOLIN-LAPEGUE et al., 1997; SHAW et al., 2005 ¢
2007) tem possibilitado a realizagdo de estudos intra-especificos em um amplo espectro
taxonomico de espécies vegetais (CAETANO et al., 2008; NOVAES et al., 2010).
Shaw et al. (2007) compararam a regido de coOpia Unica de trés pares de genomas
plastidiais de angiospermas e identificaram 13 regides de elevado polimorfismo. Nessas
regides os autores identificaram nove segmentos espacadores que apresentaram nivel de
variacdo maior que a encontrada nos 21 segmentos descritos em um estudo anterior
(SHAW et al., 2005), mostrando-se bastante adequados como marcadores para estudos

populacionais (SHAW et al., 2007).
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Recentemente, Bonatelli et al. (2013) demonstraram que os espacadores
intergénicos  trnS°V-rnGY“ e trnT-rnL  apresentaram a maior variac¢io
intrapopulacional dentre oito regides analisadas para o grupo de espécies P.
AURISETUS, as quais estdo entre as mais utilizadas em estudos filogeograficos de
angiospermas. Também para o grupo P. AURISETUS, Dias (2013) verificou que as
regioes psbD-trnT e petL-psbE apresentaram relativamente elevada variagao
intrapopulacional, interpopulacional e interespecifica, apontando que sao regides do
genoma plastidial indicadas para estudos filogeograficos dentre os sete segmentos

testados pela autora.

1.5 JUSTIFICATIVA

Com base na constatagdo de que muitas espécies ameagadas de extingdo ocorrem
em populagdes pequenas e isoladas (OUBORG et al., 2006), tdxons que possuem
distribuicao fragmentada e restrita a pequenas manchas de habitas adequados, como ¢ o
caso de P. jauruensis, geralmente sao objeto de grande atencdo para estudos sobre
genética da conservagdo. Outro fator complicador na conservagao dessas espécies sao as
incertezas taxondmicos decorrentes da substancial variacdo morfologica local, como
ocorre comumente na familia das cactaceas e no género Pilosocereus em particular. A
espécie alvo desse estudo foi recentemente retirada de sinonimia de P. machrisii e
atualmente possui trés morfotipos a ela sinonimizados (P. paraguaiensis, P.
saudadensis e P. densivilosus) (HUNT et al., 2006). Desta forma, a analise da estrutura
genética nas populagdes de P. jauruensis permitira um melhor conhecimento sobre a
distribuicao da variagdo genética dentro e entre populagdes e sobre o nivel de fluxo
génico interpopulacional, contribuindo para o entendimento da histéria evolutiva deste
taxon. Este conhecimento poderd revelar linhagens distintas dentro de P. jauruensis,
subsidiar propostas de criagdo de novas unidades de conservacdo e auxiliar agdes de
manejo que visem a restauragdo genética de populagdes.

Este projeto contribui para o andamento de um projeto mais amplo em
desenvolvimento pelo nosso grupo de pesquisa que possui como objetivos principais
investigar a diversidade genética, historia evolutiva e a estrutura filogeografica em

cactaceas na América do Sul.
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2. OBJETIVOS

O objetivo deste projeto ¢ analisar a estrutura genética populacional em P.
jauruensis utilizando marcadores microssatélites e sequéncias do genoma plastidial,
avaliar a importancia do fluxo génico na manutencao da diversidade genética e estrutura
das populagdes estudadas. Um segundo objetivo ¢ verificar se o padrdo de distribui¢ao
da variagdo genética entre as populagdes de P. jauruensis revela a presenca de
segmentos populacionais com distingdo genética suficiente para indicar a presenca de
outros taxons atualmente sinonimizados com essa espécie.

As informagdes moleculares geradas neste estudo serdo utilizadas para cumprir
os seguintes objetivos especificos: (1) verificar o nivel e o padrao de distribui¢do da
variacdo genética dentro e entre as populacdes de P. jauruensis;, (2) avaliar a
importancia do fluxo génico recente na estrutura genética das populagdes estudadas; (3)
verificar a ocorréncia de reducdes populacionais drasticas e recentes; (4) identificar

possiveis incongruéncias no arranjo taxondmico atual envolvendo P. jauruensis.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 AMOSTRAS E EXTRACAO DE DNA

Foram analisadas amostras de diferentes populagdes que abrangem a distribuicao
conhecida de P. jauruensis, incluindo as localidades de ocorréncia dos morfotipos
sinonimizados com P. jauruensis (P. saudadensis, P. densivillosus, syn.) que ocorrem
nos estados de Mato Grosso e Goids. O morfotipo sinonimizado de ocorréncia no
Paraguai (P. paraguayensis, syn.) nao teve nenhuma populacdo amostrada devido a
restri¢des legais que envolvem a coleta de material bioldgico em outro pais.

As amostras de quatro populagdes com ocorréncia em Mato Grosso do Sul,
totalizando 75 individuos, foram provenientes da colecdo de tecidos no Laboratorio de
Diversidade Genética e Evolugcdo da UFSCar. Outras trés populagdes com ocorréncia
em Mato Grosso e Goias foram amostradas neste trabalho durante a realizacdo de uma
expedicdo de campo em setembro de 2012 para esses estados. Foram visitadas
localidades de possivel ocorréncia de P. jauruensis no entorno dos municipios de Jatai-
GO, Caiaponia-GO, Barra do Garcas-MT, Primavera do Leste-MT, Poconé-MT,
Caceres-MT, Rondonopolis-MT, Alto Gargas-MT e Mineiros-GO. Foram encontradas
e amostradas duas populacdes de P. jauruensis em Goids e uma populacdo em Mato
Grosso, totalizando a amostragem de 82 individuos.

Para todas as coletas realizadas foram obtidos segmentos da raiz de oito a 34
individuos por populacao (Tabela 1). Em cada localidade foi realizado esfor¢co para
coleta de a0 menos 30 individuos. No entanto, o tamanho da amostra foi limitado pelo
numero de individuos na localidade e pela restrigdo de uma distancia minima de 10
metros entre cada individuo amostrado a fim de se evitar coleta de clones. Para a
armazenagem do material obtido foi utilizado silica gel para secagem em campo € no

laboratdrio as amostras foram limpas e secas para serem conservadas em ultrafreezer.
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TABELA 1 - Informagdes sobre amostras disponiveis, localidades onde foram
realizadas coletas de material biologico e equipe de coleta das populagdes analisadas

neste trabalho.

Localidade Codigo N° Data da Equipe de coleta

individuos coleta

Pilosocereus jauruensis

Evandro, Manolo e

Aquidauana-MS AQU 34 17/09/2009
Marcelo

Rio Verde de Mato RVE 20 20/09/2009

Evandro e Manolo
Grosso-MS
Alcinopolis-MS ALC 08 21/09/2009 Evandro e Manolo
Coxim-MS COX 13 17/02/2011 Marlon
Palestina de Goias-  PGO 20 02/09/2012 Evandro, Mariana e
GO Fernando
Serra de Petrovina- PET 30 07/09/2012 Evandro, Mariana e
MT Fernando

Evandro, Mariana e
Mineiros-GO MIN 32 08/09/2012

Fernando

Pilosocereus vilaboensis

Evandro, Manolo e
Goias Velho-GO GOV 22 11/01/2009
Fernando

Evandro, Manolo e
Pirendpolis-GO PIR 27 12/01/2009
Fernando

Fonte: Laboratorio de Diversidade Genética e Evolugao (UFSCar — Sorocaba).

A 1identificagdo das espécies foi realizada segundo descrigdes das caracteristicas
morfologicas de acordo com os trabalhos de Zappi (1994) e Hunt et al. (2006).
Posteriormente, essa identificagdo foi confirmada pelo Dr. Nigel Taylor (Singapore
Botanic Gardens) e pela Dra. Daniela Zappi (Royal Botanic Garden) a partir de
pranchas fotograficas das plantas no campo (Figura 3 e ANEXOS de 1 a 3).
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FIGURA 3 - Exemplo de prancha utilizada para identifica¢ao de P. jauruensis.

PRANCHA 4- Mineiros-GO
Identificada como Pilosocereus jauruensis
Observagdo: durante a noite a flor aberta tem cheiro forte, adocidado e parecido com cheiro de carne.

PRANCHA 5 - Mineiros-GO
Identificada como Pilosocereus jauruensis
Observacdo: durante a noite a flor aberta tem cheiro forte, adocidado e parecido com cheiro de carne.
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Fonte: Elaborado pela autora. Pranchas enviadas para os taxonomitas do grupo Dr.

Nigel Taylor (Singapore Botanic Gardens) e pela Dra. Daniela Zappi (Royal Botanic
Garden).

Em funcdo das populagdes de P. jauruensis amostradas no estado de Goids

(Mineiros-GO e Palestina de Goias-GO) estarem geograficamente proximas da area de



29

distribui¢do de P. vilaboensis (Figura 4), as amostras de duas populacdes dessa espécie
(Pirenopolis-GO e Goias-GO) foram incorporados nas analises. A inclusdo das
populagdes de P. vilaboensis permitiu avaliar as relagcdes de proximidade genética nos
marcadores analisados entre as populagdes das duas espécies e também utilizar o nivel
de diferenciacdo genética interespecifica como um parametro de avaliacdo para a

investigagdo da presenca de taxons distintos dentro de P. jauruensis.

FIGURA 4 - Distribuigdo geografica das popula¢des analisadas neste estudo.

Fonte: Elaborado pela autora. Os circulos laranja indicam a localizagdo das populagdes
de P. jauruensis. Os circulos azuis indicam as localidades das populagdes de P.
vilaboensis também incluidas nesse estudo. Os codigos das populagdes seguem aqueles
descritos na Tabela 1.

As extragdes de DNA foram realizadas a partir da maceracdo em nitrogénio
liquido de 100 mg de tecido de raiz de cada individuo e adotando os procedimentos
descritos no protocolo do kit comercial Dneasy Plant Mini Kit (QIAGEN). Nesta etapa
foi adotada a modificagdo sugerida por Helsen er al. (2007), a qual indica uma
centrifugagdo adicional de cinco minutos a 13.200 rpm (FCR: 16.110 g), empregada
posteriormente a lise celular, de forma a remover mais eficientemente os residuos de

polissacarideos.

3.2 ANALISE DA VARIACAO EM cpDNA
Os espacadores do genoma plastidial trnS°“U-trnGY“ e wrnT-trnL foram

amplificados por PCR e sequenciados em uma amostra de quatro a cinco individuos
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para cada uma das populacdes amostradas de P. jauruensis e para as duas populacoes de
P. vilaboensis. As relagcdes genealogicas entre os hapldtipos dessas duas regides
concatenadas foram analisadas com o objetivo de investigar as relagdes filogenéticas
entre as populagdes das duas espécies. Esses dois marcadores foram escolhidos com
base no trabalho de Bonatelli et al. (2013), o qual demonstrou que os espacadores
trnSeCY-trnGY“ e trnT-trnL apresentaram a maior variacdo intra e interpopulacional
nas espécies do grupo P. AURISETUS entre oito regides analisadas do genoma
plastidial.

A regido trnT-trnL foi amplificada usando os iniciadores TabA e TabB
desenvolvidos por Taberlet ef al. (1991) em um volume de 20 pl contendo 1X tampao
de reacao [100 mM Tris-HCI (pH 8,8), 500 mM KClI, 0,8% Nonidet P40], 3 mM de
MgCl,, 200uM de cada ANTP, 0,1uM de cada iniciador, 1,25U de Taq DNA polimerase
(Fermentas, Burlington, Ontario, Canadd) e 1ul de DNA (0,5-10ng). O espacador
trnSCCY-trnGYC foi amplificado em duas por¢des (3 'trnS-trnG e 5’trnS-trnG), seguindo
o protocolo descrito em Bonatelli ef al. (2013). Para a amplificacdo da regido 3 'trnS-
trnG foram utilizados os iniciadores 5'trnG2S (SHAW et al., 2005) e SGFwd2
(BONATELLI et al., 2013) e para a regiao 5 trnStrnG foram utilizados os iniciadores
trnS°CY (SHAW et al., 2005) ¢ SGRev2 (BONATELLI ef al., 2013). As concentracdes
dos reagentes na PCR foram as mesmas das utilizadas para amplificagao do espacador
trnT-trnL, com excecdo da concentragdo de MgCl, e Taq polimerase, para os quais
foram usados 1,5 mM e 1U, respectivamente. As condigdes fisicas para essas reagdes
foram: desnaturagdo inicial de 80°C por 5 min., 30-40 ciclos de desnaturacao de 95°C
por 1 min., hibridizacao de 50°C (trnT-trnl) e 62°C (3 ’trnS-trnG ¢ 5 ’trnS-trnG) por 1
min. e extensdao de 65°C por 5 min., seguidos de extensao final de 65°C por 5 min.

Os produtos de PCR foram purificados com illustra GFX PCR DNA and Gel
Band Purification kit (GE Healthcare, Piscataway, New Jersey, USA). Ambas as fitas
de DNA foram sequenciadas usando os mesmos iniciadores da amplificagdo. Os
sequenciamentos foram realizados no Departamento de Tecnologia da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade Estadual Paulista (UNESP) - Campus
Jaboticabal com o sequenciador ABI PRISM 3730 DNA Analyzer (Applied
Biosystems, Foster City, California, USA) e o kit de sequenciamento Big Dye
terminator 3.1 (Applied Biosystems, Foster City, California, USA).

A leitura dos cromatogramas resultantes do sequenciamento foi feita com o

auxilio do programa CHROMASPRO 1.5 (Technelysium Pty Ltd., Tewantin,
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Australia), o qual foi utilizado para alinhar ambas as fitas e resolver possiveis
incongruéncias nos cromatogramas de cada individuo. As sequencias foram alinhadas
no programa BIOEDIT 7.1.3 (HALL, 1999) utilizando o programa CLUSTAL-W
(THOMPSON et al., 1994), os haplotipos existentes foram identificados e os indels de
mesma dimensdo e localizagcdo foram considerados como um tnico sitio polimorfico.
As sequéncias das trés regioes amplificadas foram concatenadas utilizando o programa
MESQUITE (MEDDISON, 2011). A partir do programa DNAgp (ROZAS et al., 2003)
foi realizada uma analise de diversidade nucleotidica. As relagdes existentes entre os
haplétipos foi estimada a partir de uma rede de haplotipos construida com o método de
parcimonia estatistica com limite de 95% pelo programa TCS 1.21 (CLEMENT ef al.,
2000).

3.3 LOCOS DE DNA MICROSSATELITE

Cada individuo na amostra foi genotipado para 10 locos de DNA microssatélite
previamente descritos para a espécie P. machrisii por Perez et al. (2011). A
amplificacao desses locos foi testada com sucesso em outras espécies do grupo P.
AURISETUS por Moraes et al. (2012), incluindo P. jauruensis.

As reagdes foram realizadas em um volume de 10uL para os locos PmacS82,
Pmac84, Pmacl28 e Pmacl30, os quais foram genotipados por eletroforese capilar em
um seqiienciador ABI PRISM 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems) utilizando LIZ
500 (Applied Biosystems) como padrao de tamanho. Essa analise foi realizada pelo
servico de sequenciamento do Departamento de Tecnologia da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias (FCAV) do campus Jaboticabal da Universidade Estadual
Paulista. As genotipagens foram analisadas com o programa GeneMarker v1.91

(SoftGenetics, Figura 5).

FIGURA 5 - Exemplos de eletrosferogramas analisados com o programa GeneMarker
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Fonte: Elaborado pela autora. A e B representam genotipos homozigotos e C ¢ D
genotipos heterozigotos.
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Para os locos restantes, as reagcdes foram realizadas num volume de 20uL e os
produtos de PCR analisados em sistema de eletroforese capilar (Fragment Analyzer™
Automated CE System), o qual estima o tamanho dos fragmentos na amostra a partir do
sinal fluorescente de um corante intercalante de acidos nucléicos e um padrao de peso
molecular. O geno6tipo de cada loco em cada individuo foi obtido a partir dos dados
gerados na eletroforese capilar usando o programa PROsize (Advanced Analytical,

Figura 6).

FIGURA 6 - Exemplos de eletrosferogramas analisados com o programa PROsize.
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Fonte: Elaborado pela autora. A e B representam gendtipos heterozigotos ¢ C ¢ D
genotipos homozigotos.

Para os locos Pmac82, Pmac84, Pmac85, Pmacl08, Pmacl28, Pmacl30 e
Pmacl46, foram utilizadas nas reagdes de PCR 1 uL de DNA (0,5-10ng/uL), 1X de
tampao padrao para PCR (Promega), 0,2 mM de cada dNTP, 0,25 uM de cada iniciador,
0,5 U de Taq DNA polimerase (Promega) e 1,5 mM de MgCl,. Para o loco Pmacl35
foram utilizados 2,0 mM de MgCl, e para os locos Pmacl02 ¢ Pmacl49 utilizou-se
1,25 mM de MgCl,. As condigdes fisicas empregadas para todos os locos foram 94°C
por 2 minutos; 35x (94°C por 40 segundos, temperatura de hibridizagdo especifica por
40 segundos, 72°C por 40 segundos); 72°C por 10 minutos. As temperaturas especificas

de anelamento para cada iniciador estdo apresentadas na Tabela 2.
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TABELA 2 - Relagdo dos 10 locos de DNA microsatelite utilizados para as
genotipagens em Pilosocereus jauruensis. Sequéncias dos iniciadores forward (F) e

reverse (R), unidades repetitivas e temperaturas de anelamento (7a).

Locos Unidade Repetitiva Sequéncia do iniciador (5°- 3”) Ta(°C)

Pmac082 (GAG)s(GAA)(GAG),GAA F:GTAAAAGAGGAGGATGGAGAGG 56

((A (N R-CTTCTTCTTGCTAGGTTTCTC
Pmac084  (AG)sCG(AG), F: CATAAATTGCAGAAATGAGGAC 52
R: AGGTAAACCGCTAACTCGATG
Pmac085 (AG)AC(AG)AC (AG);  F: CCCCTCACTTCTCCAATCTC 54
R: TCCCTCCTTCTTTTGTGTTC
Pmacl02  (AG)s F: TCTATAAGTGCCGATGGATGC 60
R: CACACCTCACTCCCAACCTC
Pmacl08 (AG)(TG), F: TGAATGTCTGCCATTAGAAAGC 52
R: TAATCGCCCCAAAGAAGAAC
Pmacl28 (TC)sTT(TC)1o(AC)1o F: GTGTTGATTGTACTCTTCAG 60
R: CTAACCCTTTGTATACATGC
Pmacl30 (AG):.CA(AG), F: GAGGTGCCAATAAATCG 54
R: TGTCACGCAATCTTGAACC
Pmacl35 (TC)sTG(TC) F: ACCAGAATGAGCTCAGCTGTAG 52

R:CCTAGCTAGCAGAATCAGAGTG

Pmacl46  (AG)y F: ACCCGACATCCCACTTGTAG 62
R: TAGTCTGAAACGGAGCAAGG
Pmacl49  (TC) F: TTCATCCTGCTTTTGAAGTTTG 62

R: TGATGGATTAGGATTGACCTG

Fonte: Moraes et al. (2012).

3.4 ANALISE DOS DADOS SSR
3.4.1 Validacdo dos dados genotipicos

Possiveis erros de genotipagem devido a presenca de alelos nulos, dominancia de
alelos curtos (allele drop-out) ou bandas stutter, possivelmente causados por
degradacao ou baixas concentragdes de DNA, assim como por mutagdes no sitio de
ancoragem dos iniciadores, foram checados com o programa Micro-Checker 2.2.3
(VAN OOSTERHOUT et al., 2004 ). Para os locos nos quais foi detectada a possivel
presenca de alelos nulos, foi realizada a correcdo das frequéncias alélicas utilizando o
programa FREENA (CHAPUIS; ESTOUP, 2007). O método ENA realizado pelo

programa FREENA foi utilizado para corrigir a possivel superestimativa de Fst induzida
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por alelos nulos. A ocorréncia de desequilibrio de ligacao entre pares de locos foi
analisada com um teste de verossimilhanga implementado no programa ARLEQUIN 3.0
(EXCOFFIER et al., 2005). A fim de evitar erros estatisticos do tipo I, resultante de
multiplos testes, foi realizada a correcao sequencial de Bonferroni (RICE, 1979) sobre

os valores de P obtidos de forma independente para os 45 testes de cada populagao.

3.4.2 Diversidade Genética

Os parametros de diversidade genética: numero de alelos por loco (4), riqueza
alélica (A4r), heterozigosidades observada (Ho) e esperada (He), foram estimados
utilizando o programa GENEALEX 6.5 (PEAKALL E SMOUSE, 2012). Foram
também realizados teste de desvios do Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) através de
um teste exato com cadeia de Markov e estimado o coeficiente de endocruzamento
(F1s), o qual quantifica o desvio de heterozigotos em relacao ao esperado pelo EHW ou
a correlagdo entre os alelos dos individuos em relacao a populagdao que eles pertencem
(HOLSINGER e WEIR, 2009) utilizando o programa FSTAT 2.9.3.2 (GOUDET 1995).
A correcao sequencial de Bonferroni (RICE, 1979) foi aplicada sobre os valores de P

dos testes de EHW, e valores de Fis por locos.

3.4.3 Estrutura Genética Populacional

O nivel de diferenciacdo populacional foi avaliado através do indice de fixacao
Fsr, calculado com o estimador 8 (WEIR; COCKERHAM, 1984). Embora a estatistica
Fsr seja amplamente usada para estimar o nivel de estrutura genética em um conjunto
de subpopulagdes, recentemente tém sido destacado algumas limitagcdes desse parametro
para analise de marcadores altamente variaveis (CHARLESWORTH, 1998), sugerindo
a adocdo de outras estatisticas nado-enviesadas, como D (JOST, 2008) e G’sr
(MEIRMANS; HEDRICK, 2011). A principal limitacdo apontada nesses trabalhos se
refere a dependéncia do Fst em relacao ao nivel de diversidade genética média dentro
das populagdes (Hs), causando subestimativa desse parametro. Dessa forma, o nivel de
estrutura populacional em P. jauruensis também foi avaliado através do parametro G”’st
(MEIRMANS; HEDRICK, 2011). Este parametro, além de ndo ser influenciado pelo Hs
e incorporar uma correcao para o naumero reduzido de populagdes na amostra, parece ser
mais sensivel aos processos demograficos (p. ex. deriva genética e migracdo) que
governam a estrutura populacional em comparagao com o parametro D de Jost (2008).

No entanto, deve ser enfatizado que nenhuma dessas medidas ¢ completamente eficiente
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para refletir todas as causas e consequéncias da estrutura genética de um conjunto de
populagdes (MEIRMANS; HEDRICK, 2011; WHITLOCK, 2011). Todas as estimativas
de estruturacao genética foram realizadas pelo programa GENEALEX 6.5 (PEAKALL;
SMOUSE, 2012).

A estrutura populacional em P. jauruensis foi analisada também a partir de uma
analise bayesiana implementada no programa STRUCTURE 2.3.4 (PRITCHARD et al.,
2000). Esta andlise infere o numero mais provavel de grupos de individuos
intercruzantes na amostra total (populagdo genética; K) e a propor¢ao do gendtipo
multilocos de cada individuo (g) pertencente a cada um desses grupos. O delineamento
dos grupos realizado pelo método de Pritchard et al. (2000) ¢ conduzido descartando a
informacao sobre a localizagao geografica dos individuos € com base apenas em seus
genotipos multilocos, buscando minimizar os desequilibrios de ligacdo ¢ de Hardy-
Weinberg tanto quanto possivel. Quando o programa ¢ informado sobre a procedéncia
de cada individuo (populagdo local de origem do individuo) essa analise também
permite inferir a presenca de possiveis imigrantes de outras populacdes amostradas com
base na probabilidade posterior do genotipo multilocos do individuo pertencer a cada
uma das populagdes analisadas.

A quantidade mais provavel de grupos genéticos (K) foi estimada a partir do
resultado de dez simulacdes simultaneas independentes, permutados com o programa
CLUMPP (JAKOBSSON; ROSENBERG, 2007). Para cada simulacdo, foram
realizadas 1.000.000 interagdes, sendo as 100.000 interagdes iniciais descartadas (burn-
in), e o numero de grupos variando de 1 a 1 + niimero de populagdes. Foi utilizado o
modelo que ndo admite mistura de genotipos entre as populagdes, assumindo que o
fluxo génico atual ¢ baixo entre as diferentes populagdes e frequéncias alélicas
correlacionadas, admitindo que essas populagcdes possuem tempo de divergéncia
recente. Essa andlise foi realizada primeiramente para as populacdes de P. jauruensis €
P. vilaboensis em conjunto a fim de investigar uma possivel incongruéncia taxondmica
envolvendo as populagdes das duas espécies. Em uma segunda analise foram analisadas
apenas as populagdes de P. jauruensis. A propor¢cao dos genomas individuais (Q) nas
populagdes pertencente a cada grupo genético identificado foi representado
geograficamente com o auxilio do programa R 3.1.0 (R DEVELOPMENT CORE
TEAM, 2011) utilizando os dados obtidos pelo programa CLUMPP (JAKOBSSON;
ROSENBERG, 2007) e plotados sobre o mapa de distribuicao das populagoes.
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Os grupos de individuos inferidos pelo STRUCTURE foram submetidos a uma
analise de variancia molecular (AMOVA) hierarquica, com o auxilio do programa
ARLEQUIN 3.0 (EXCOFFIER et al., 2005). Essa analise quantifica a distribuicao da
variacdo genética entre grupos de individuos (populagdes) e também entre regides

geograficas abrigando grupos de populagoes.

3.4.4 Correlacdo Genética e Geogrdfica (Teste de Mantel)

A correlacdo entre distancias geograficas e genéticas foi estimada a partir de um
teste de Mantel (MANTEL, 1967). As distancias genéticas foram estimadas pelo
parametro G st para cada um dos pares de populacdo. Primeiramente a andlise foi
realizada com todo o conjunto de populagdes de P. jauruensis e posteriormente
incluindo as populagdes de P. vilaboensis. Todas as estimativas para o teste de Mantel

foram realizadas com o programa GENEALEX 6.5 (PEAKALL; SMOUSE, 2012).

3.4.5 Detecgao de Migrantes

A presenca de individuos migrantes nas populagdes analisadas foi inferida a partir
do método bayesiano implementado no programa STRUCTURE 2.3.4 (PRITCHARD et
al., 2000). As informagdes geograficas foram incorporadas nas analises € o nimero de
grupos foi fixado de acordo com o numero de populagdes analisadas. Essa andlise
identifica migrantes a partir do estabelecimento de uma probabilidade minima (0,5) do
genotipo de um determinado individuo pertencer a populacao onde este foi amostrado.
Individuos com valores abaixo desse valor de corte sdo considerados migrantes ou
descentes de migrantes e a provavel populagdo-fonte ¢ determinada pelo maior valor de
probabilidade do genotipo desse individuo entre as populagdes amostradas.

Também foi realizada a inferéncia de individuos migrantes através da analise
bayesiana parcial proposta por Cornuet et al. (1999) e implementada no programa
GENECLASS2 (PIRY et al., 2004). Embora este método apresente menor resolugao
comparado ao método implementado pelo programa STRUCTURE (MANEL et al.,
2002), ele possui a propriedade de considerar a possibilidade que nem todas as
populagdes foram necessariamente amostradas, permitindo que possiveis migrantes
sejam classificados como pertencentes a populagdes nao amostradas na andlise
(MANEL et al., 2002).

A andlise a partir do programa GENECLASS?2 foi realizada em duas etapas. Na

primeira etapa foi estimada a probabilidade de um individuo ser migrante de uma



37

populagdo nao amostrada, considerando a incerteza de todas as populacdes fonte de
migrantes estarem na analise, através dos valores de verossimilhanca (L home) de um
determinado individuo pertencer a populagao onde foi amostrado (PAETKAU et al.,
2004; PIRY et al., 2004). A segunda etapa consiste em verificar a probabilidade de um
individuo ser migrante de uma populacdo amostrada e ¢ estimada pela razdo entre a
verossimilhanca de um individuo pertencer a populagdo onde foi amostrado e o valor
maximo de verossimilhanca desse individuo entre as populagdes amostradas
(L _home/L_max). Para a realizacdo de ambas analises foi utilizado o critério bayesiano
definido por Rannala e Mountain (1997) e o método de Paetkau et al. (2004) a partir de
10.000 reamostragens com o parametro alpha, que determina a probabilidade de

ocorréncia de erros do tipo I, fixado em 0,01.

3.4.6 Gargalos Populacionais (Bottleneck)

A ocorréncia de gargalos populacionais drasticos e recentes nas populagdes de P.
Jjauruensis foi investigado com o programa BOTTLENECK 1.2.03 (PIRY et al., 1999).
Essa analise ¢ fundamentada na expectativa que populagdes que sofreram redugdes
drasticas de tamanho devem perder relativamente mais diversidade alélica que
heterozigosidade durante este evento demografico (CORNUET; LUIKART, 1996).
Seguindo essa expectativa, o programa BOTTLENECK testa se ha um excesso de
heterozigosidade na populacdo em relagdo a sua diversidade alélica, revelando a
ocorréncia de possiveis gargalos populacionais. A analise foi realizada usando o modelo
de mutagdo TPM (Two Phase Model) que contempla de maneira proporcional os
modelos TAM (Infinite Alleles Model) (KIMURA; CROW, 1964) ¢ SMM (Stepwise
Mutation Model). A significancia estatistica dos resultados foi determinada usando o
teste de Wilcoxon (Wilcoxon signed rank test), pois este teste € robusto para os efeitos

de tamanho amostral pequeno e reduzido numero de locos (PIRY et al., 1999).

3.4.7 Relagoes de Similaridade Genética entre Populagcoes

As relagdes de similaridade genética entre as populagdes de P. jauruensis e P.
vilaboensis foram acessadas através da constru¢do de arvores Neigbour-Joining
(SAITOU; NEI, 1987) usando as medidas de diferenciacdo genética par a par Fsrt (6)
(WEIR; COCKERHAM, 1984), D¢ (chord distance) (CAVALLI-SFORZA;
EDWARDS, 1967) e D (JOST, 2008). A distancia D¢ ¢ apropriada para locos

microssatélites com diferentes taxas de evolugdo pois € livre da influéncia causada por
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essas diferengas, dando énfase apenas ao numero e frequéncia de alelos
compartilhados entre populagdes (CHAPUIS; ESTOUP, 2007). A estimativa da
estatistica D (JOST, 2008) ndo ¢ influenciada por diferencas nos tamanhos
populacionais, sendo determinada apenas pela taxa de migragdo, nuimero de
populagdes e taxa de mutagao nos locos (MEIRMANS; HEDRICK, 2011). Embora
essa caracteristica torne a estatistica D menos adequada para descrever a influéncia de
eventos demograficos sobre a estrutura populacional, ela descreve com bastante
eficiéncia a diferenciagdo alélica entre as populagdes (JOST, 2009; MEIRMANS;
HEDRICK, 2011).

Os valores de Fst e D par a par foram obtidos pelo programa GENEALEX 6.5
(PEAKALL; SMOUSE, 2012) utilizando 999 permutagdes. Os valores de D¢ foram
obtidos pelo programa POPULATIONS (LANGELLA, 1999) utilizando 400
permutagdes. A construcao de todas as arvores Neigbour-Joining foi realizada com o
programa POPULATIONS (LANGELLA, 1999), com a consisténcia dos ramos

estimada a partir de 1.000 interagdes (bootstrap).
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4. RESULTADOS

4.1 ANALISE DA VARIACAO EM cpDNA

Foram analisados um total de 1601 pares de base, sendo 331pb do espagador
trnTtrnL e 1290pb do espacador trnS°“Y-trnGUec (550pb da por¢io 3’trnS-trnG e 740pb
da por¢do 5°trnS-trnG). Para a espécie P. jauruensis foram analisadas 34 sequéncias
(cinco individuos de cada populacao, exceto PGO com quatro individuos), enquanto que
para a espécie P. vilaboensis foram analisadas 10 sequencias (cinco individuos de cada
populagdo).

A andlise da variagdo nos segmentos concatenados dos 44 individuos revelou 13
sitios polimorficos, sendo quatro indels € nove substituicdes, resultando em seis
haploétipos distintos (H1 — H6, Figura 5). Apenas um tnico haplotipo foi observado em
cada populagdo. O indice de diversidade nucleotidica (m) foi de 0,0014 (= 0,00024)
quando analisadas apenas as sequencias das populagdes de P. jauruensis e 0,0020 (£
0,00016) quando foram incluidas na analise as sequencias das populagdes de P.
vilaboensis.

O haplotipo H1 foi compartilhado pelas populagdes de P. jauruensis AQU, RVE
e COX, enquanto o haplétipo H4 foi compartilhado pelas populagdes PGO e MIN. Esse
ultimo haploétipo estd proximamente relacionado com os hapldtipos observados nas
populagdes PIR e GOV de P. vilaboensis (H5 e H6) e distante cinco passos mutacionais
do haplotipo H1 (Figura 7). Essas relagdes estabeleceram dois haplogrupos na rede, um
compreendendo as populagdes de P. jauruensis encontradas nos estados de Mato
Grosso e Mato Grosso do Sul e outro compreendendo as populagdes de P. vilaboensis e

as populagoes de P. jauruensis no estado de Goias.
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FIGURA 7 - Rede de haplotipos das regides concatenadas trnS°“V-rnGYC e trnT-trnL.

Fonte: Elaborado pela autora. O tamanho dos circulos ¢ proporcional ao nimero de
individuos com cada haplotipo. Os circulos em cinza representam haplotipos nao
amostrados, os circulos em laranja representam hapléotipos amostrados em populagdes
de P. jauruensis e os circulos em azul em populagdes de P. vilaboensis.

4.2 GENOTIPAGEM DOS LOCOS DE DNA MICROSSATELITE

Este projeto abrange a genotipagem de 10 locos em uma amostra total de 157
individuos da espécie P. jauruensis, o que caracteriza um total de 1570 gendtipos.
Alguns desses genotipos falharam na genotipagem, resultando em um total de 52
genotipos faltantes, o que representa 3,3% do total. A tabela 3 apresenta a relagdo do

nimero e porcentagem relativa de gendtipos faltantes para cada loco e populagao.
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TABELA 3 - Informacgdes sobre dados genotipicos faltantes de

acordo com o loco e a populagdo especifica.

Loco Populagao N.° de gendtipos faltantes /

% relativa

Pmac82 RVE 4/20
MIN 4/12
Pmacl08 PGO 3/15
Pmacl28 PET 3/10
PGO 6/30
Pmacl35 AQU 13/39
COX 1/7
MIN 3/9
Pmacl46 RVE 2/10
COX 1/7
MIN 4/12
PGO 3/15
Pmacl49 RVE 3/15
ALC 1/12
COX 1/7

Fonte: Elaborado pela autora.

De acordo com esse resultado o loco Pmaci35 apresentou o maior numero de
genotipos faltantes, 17, sendo que 13 ocorreram na populacao de AQU. Esse resuldado
pode indicar um possivel alteracdo na regido flaqueadora do microssatélite desse loco
para essa populacao em relagdo a espécie relacionada P. macrhisii para a qual esses
marcadores foram desenvolvidos.

O loco Pmac82 apresentou 8 genotipos faltantes e os locos Pmacl08, Pmacli28,
Pmacl46 e Pmacl49 apresentaram 3, 9, 10 e 2 gendtipos faltantes, respectivamente. A
populagdo com maior nimero de gendtipos faltantes foi AQU com 13, seguida pelas
populagdes PGO, MIN e RVE que apresentarm 12, 11 e 9 respectivamente. As
populagdes COX e PET apresentaram 3 gendtipos faltantes cada e a populaagdo ALC

apresentou apenas 1.
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Os diferentes alelos de locos microssatélites foram identificados por diferengas no
tamanho de produtos de PCR. Embora seja assumido que alelos do mesmo tamanho sao
idénticos por origem, ¢ importante considerar a possivel ocorréncia de homoplasia de
tamanho (i.e. alelos idénticos por estado, mas nao por origem). Contudo, pelo fato do
nivel de homoplasia de tamanho ser dependente do tempo de divergéncia entre os
taxons e seu efeito nas estimativas de parametros populacionais ser compensado pela
quantidade de variacdo nos locos microssatélites (ESTOUP et al., 2002), essa
homoplasia possivelmente ndo representa um problema significativo para as populagdes

em estudo.

4.3 ANALISES DOS DADOS SSR
4.3.1 Validacdo dos gendtipos obtidos

A ocorréncia de alelos nulos e erros de genotipagem (allele drop-out e stutter
bands) nos gendtipos obtidos para os individuos de P. jauruensis foi verificada com o
programa MICRO-CHECKER (VAN OOSTERHOUT et al., 2004). Esta analise
apontou a presenca de alelos nulos em elevadas frequéncias nos locos Pmac84 (25%),
Pmaci46 (25%), Pmaci35 (22%), Pmacl08 (16%), Pmac85 (15%) e Pmac149 (13%)
em todas as populagdes analisadas de acordo com a estimativa de Van Oosterhout et al.
(2004). A presenca de uma elevada frequéncia de alelos nulos provavelmente ¢
resultado desses marcadores microssatélites serem heterdlogos, desenvolvidos para a
espécie relacionada P. machrisii e posteriormente transferidos para a espécie P.
jauruensis.

Em funcdo da presenga de alelos nulos, foi realizada a estimativa ENA das
frequéncias alélicas a partir do programa FREENA (CHAPUIS; ESTOUP, 2007). Essa
estimativa realiza simulagdes para investigar a prevaléncia e a distribuicao de diferentes
tamanhos de alelos nulos em locos microssatélites, permitindo a corre¢ao da estimativa
de Fsr. O indice Fst por loco e total apds a corregdo apresentou valores que se
enquadravam dentro do IC 95% dos valores ndo corrigidos, indicando que a diferenca
das duas estimativas nao ¢ estatisticamente significativa. Portanto, ¢ possivel concluir
que a presenca de alelos nulos ndo causou desvios na estimativa do parametro Fr.

Nao foi observado resultados significativos (a=0,05) para desequilibrio de ligagao
entre os locos analisados ap6s a correcdo sequencial de Bonferroni (RICE, 1989) em um

total de 45 testes para cada uma das populacdes em P. jauruensis.
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4.2.2 Diversidade Genética

As andlises de diversidade genética realizadas (Tabela 4) mostraram que o nimero
médio de alelos (nA) variou de 3,7 (populacdo ALC) a 7,0 (PET) com média de 5,3
alelos. A heterozigozidade média observada (Hp) por populagdo variou de 0,253 (RVE)
a 0,409 (MIN), com Hp média para a espécie de 0,343. A heterozigozidade média
esperada (Hg) por populagdo variou entre 0,567 (AQU) a 0,738 (PET), com Hr média
para a espécie de 0,648 (os valores obtidos por loco estdo dsiponiveis em ANEXO 4).
Esses resultados estdo dentro da série de valores de diversidade genética para os mesmo
locos microssatélites encontrada por Moraes et al. (2012) em outras espécies de do
grupo P. AURISETUS. A riqueza alélica (4r) variou entre 3,4 para a populagao AQU a
4,9 para a populagdo PET.

TABELA 4. Indices de diversidade genética para 10 locos

microssatélites de sete populagdes de P. jauruensis.

Loco ng na Ar Ho/Hg Fig

AQU 31,6 4,7 3,4 0,400/0,567 0,302

RVE 18,9 4.9 3,7 0,253/0,585 0,575%*
ALC 7,9 3,7 3,6 0,275/0,604 0,563*
COX 12,7 4.8 4,0 0,392/0,630 0,389%*
PET 29,5 7,0 4,9 0,280/0,738 0,624*
MIN 30,7 6,5 4,6 0,409/0,681 0,404*
PGO 18,6 6,1 4,6 0,391/0,732 0,473*

Fonte: Elaborado pela autora. Sendo: ng, nimero de genotipos, na, nimero
de alelos; Ag, riquesa alélica; Ho, Heterozigozidade observada; Hp,
Heterozigozidade esperada; *, valores significativos de Fjs apds a corregao
de Bonferroni.

Todas as populagdes analisadas mostraram deficiéncia significativa de
heterozigotos para um a 10 locos. A populagdo COX apresentou desvios do EHW em
apenas um loco, as populagdes AQU e ALC apresentaram desvios para trés locos, a
populagao MIN apresentou desvio em sete locos, a populacdo RVE apresentou desvio
em oito locos e as populagdes PET e PGO apresentaram desvios do EHW para todos os
locos analisados.

Apos a corregao de Bonferroni, as estimativas de Fis (Tabela 4) resultaram em

valores significativos para trés a seis locos nas populagcdes AQU, RVE, ALC e COX, ¢
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para todos os locos na populagao PET. Com excecao da populagdo AQU, o valor médio
de Fis foi significativo em todas as populagdes analisadas. Embora a correcdo nas
frequéncias alélicas realizadas com o programa FREENA tenha mostrado que a presenga
de alelos nulos ndo causou desvios significativos na estimativa de Fsr, a presenca
desses alelos deve ter contribuido para a deficiéncia de heterozigotos nos locos Pmac84,
Pmac85, Pmacl08, Pmacl35, Pmacl46 ¢ Pmacl49, enquanto que os desvios nos
outros locos provavelmente sdo resultado apenas de endogamia nestas populagoes.

A populagdo PET apresentou valores de Fjg significativos para todos os locos.
Dado que a amostragem dessa populagdo foi realizada em duas areas proximas porém
separadas por um vale entre as areas montanhosas, uma provavel subestruturagdao dessa
populagdo deve ter causado efeito Wahlund, resultando nesse grande numero de

resultados significativos.

4.3.3 Estruturacdo Genética

A Tabela 5 apresenta a estimativa dos parametros de estruturagdo genética Fst €
G ”st. Os valores do indice de fixacdo Fsr total para as seis populacdes de P. jauruensis
obtidos pelo estimador 4 foi de 0,201 e as estimativas por loco variaram entre 0,073
(Pmacli35) a 0,340 (Pmac82). A estimativa do indice de fixacdo G st resultou em um
valor médio de 0,559 e variou entre 0,140 (Pmaci35) a 0,686 (Pmaci28). O indice de
fixacdo G st € uma correcdo para o numero de amostras populacionais do indice G st
(HEDRICK, 2005) e nao ¢ dependente do nivel de diversidade genética média dentro
das populagdes como o Fsr. Os resultados obtidos indicam uma elevada estruturagao
genética nas populagdes de P. jauruensis.

Alelos exclusivos com elevada frequéncia (frequéncia a cima de 10%) foram
observados em quatro das sete populagdes estudadas. A populagao de ALC apresentou
dois desses alelos (locos Pmac82 e Pmac85) e as populagdes PET, MIN ¢ PGO um

alelo cada (locos Pmac82, Pmac85 e Pmacl28 respectivamente).
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TABELA 5. Valores de Fsr estimados sobre os dados originais e corrigidos com a
estimativa ENA para os locos que indicaram a presenca de alelos nulos e estimativa de

G st por loco e seus respectivos valores de P.

Fst com ENA Fsr P G''st P

Pmac82 - 0,340 0,662 0,001
(1C95% 0,171-0,418) 0,001

Pmac84 0,183 0,234 0,512 0,001
(1C95% 0,105-0,344) 0,001

Pmac85 0,090 0,122 0,534 0,001
(1C95% 0,040-0,252) 0,001

Pmacl02 - 0,310 0,711 0,001
(1C95% 0,183-0,366) 0,001

Pmacl08 0,119 0,132 0,508 0,001
(1C95% 0,036-0,215) 0,001

Pmacl28 - 0,234 0,686 0,001
(1C95% 0,136-0,413) 0,001

Pmacl30 - 0,224 0,599 0,001
(1C95% 0,117-0,300) 0,001

Pmacl35 0,041 0,073 0,140 0,078
(1C95% 0,004-0,135) 0,081

Pmacl46 0,123 0,148 0,435 0,003
(1C95% 0,082-0,227) 0,003

Pmacl49 0,163 0,222 0,662 0,001
(1C95% 0,143-0,260) 0,001

Total 0,170 0,201 0,001 0,559 0,001

(IC95% 0,126-0,216)  (IC95% 0,159-0,245)

Fonte: Elaborado pela autora.

A andlise bayesiana implementada pelo programa STRUCTURE revelou a
existéncia de dois grupos genéticos abrangendo as populagdes de P. jauruensis € um
grupo distinto envolvendo as populagdes de P. vilaboensis (K=3, Figura 8). Um desses
grupos foi formado pelas populagdes na distribui¢ao mais ao sul de P. jauruensis do
estado de Mato Grosso do Sul (AQU, RVE e COX; Grupo Sul), enquanto um segundo
grupo foi formado pelas populagdes encontradas ao norte da distribui¢do conhecida
dessa espécie, (ALC, PET, MIN e PGO; Grupo Norte ). Um terceiro grupo foi

composto pelas duas populagdes analisadas de P. vilaboensis (Figura 9).
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FIGURA 8 - Representacao grafica da andlise de identificacao do
valor mais provavel de K para todas as populacdes de P. jauruensis

e P. vilaboensis.
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Fonte: Elaborado pela autora. Analise realizada a partir da
estatistica AK (EVANNO et al., 2005).

FIGURA 9 - Resultado da anélise Bayesiana implementada pelo programa
STRUCTURE para todas as populagdes de P. jauruensis e P. vilaboensis
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Fonte: Elaborado pela autora. Cada individuo ¢ representado por uma barra
vertical, apresentando a propor¢ao de seu genoma pertencente a cada um dos

grupos estabelecidos. Linhas pretas separam os individuos de diferentes
populagoes.

A Figura 10 apresenta a proporcdo média dos genomas individuais em cada

populagdo pertencente a cada grupo genético revelado pelo programa STRUCTURE.

Esse resultado mostra que a estrutura populacional estd associada com a proximidade
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geografica das populagdes, concordando com os resultados de associacdo significativa

entre as distancias genética e geografica obtidos pelo Teste de Mantel (ver abaixo).

FIGURA 10 - Representacdo geografica da propor¢do média dos genomas individuais

em cada populagdo pertencente a cada grupo genético revelado pelo programa

STRUCTURE.

Fonte: Elaborado pela autora.

A andlise com o programa STRUCTURE realizada somente com os genoétipos da
espécie P. jauruensis confirmou a existéncia de dois grupos genéticos distintos,
associados com as distribui¢cdes norte e sul da espécie (Figuras 11 e 12). Para verificar
que a identificag@o de grupos genéticos na amostra nao foi influenciada pelo uso de dois
métodos diferentes de genotipagem, 5% das amostras genotipadas pelo seqiienciador
ABI PRISM 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems) tiveram seus genotipos
confirmados pela genotipagem no equipamento Fragment Analyzer™ Automated CE
System. Além disso, foi feita uma analise no programa STRUCTURE utilizando apenas
os seis locos genotipados pelo método implementado pelo Fragment Analyzer™
Automated CE System e a formacdo dos mesmos dois grupos foi obtida (resultados ndo

mostrados).
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FIGURA 11 - Representagao grafica da andlise de identifica¢ao do

valor mais provavel de K para as populagdes de P. jauruensis.
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Fonte: Elaborado pela autora. Analise realizada a partir da
estatistica AK (EVANNO et al., 2005).

FIGURA 12 - Resultado da anélise Bayesiana implementada pelo programa
STRUCTURE, somente para as populagdes de P. jauruensis.
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Fonte: Elaborado pela autora. Cada individuo ¢ representado por uma barra
vertical, apresentando a propor¢ao de seu genoma pertencente a cada um dos
grupos estabelecidos. Linhas pretas separam os individuos de diferentes
populagdes.
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Uma nova andlise foi feita pelo programa STRUCTURE utilizando apenas as
populagdes do Grupo Norte para identificar possiveis agrupamentos dentro desse grupo.
Essa nova analise apontou dois subgrupos (K=2, Figura 13), um reunindo as populagdes
ALC e PET (Subgrupo NW), a oeste da distribuicdo do grupo nos estados de Mato
Grosso ¢ Mato Grosso do Sul, e outro reunindo as populacdes MIN e PGO (Subgrupo
NE), a leste da distribuicdo do grupo no estado de Goais (Figura 14). A distribuigao
geografica desses dois agrupamentos corresponde, respectivamente, as regides de

descri¢do das espécies sinonimizadas P. saudadensis e P. densivillosus.

FIGURA 13 - Representacao grafica da andlise de identificagao do

valor mais provavel de K para as populagdes de P. jauruensis.
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Fonte: Elaborado pela autora. Analise realizada a partir da estatistica
AK (EVANNO et al., 2005).
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FIGURA 14 - Resultado da Bayesiana implementada
pelo programa STRUCTURE, somente para as populacdes
de P. jauruensis anteriormente classificadas como Grupo

Norte.
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Fonte: Elaborado pela autora. Cada individuo ¢
representado por uma barra vertical, apresentando a
propor¢ao de seu genoma pertencente a cada um dos
grupos estabelecidos. Linhas prestas separam os
individuos de diferentes populagdes.

A AMOVA hierarquizada considerando o agrupamento Norte/Sul sugerido pelo
STRUCTURE (K=2) para as populacdes de P.jauruensis ndo suportou a divisao entre
esse grupos, mostrando que essa estruturagdo foi modesta e apenas marginalmente
significativa (Tabela 6), com as populacdes dentro dos grupos exibindo maior variagao

que entre os dois grupos.

Tabela 6 - Andlise de varidncia molecular para P. jauruensis usando o
agrupamento de acordo com o resultado da analise com o programa

STRUCTURE (PRITCHARD et al., 2000).

Fonte de Variagao %V F-stat P
Entre grupos (Sul e Norte) 8,10 Fer=0,081 0,055
Entre populagdes dentro dos grupos 13,66 Fsc =0,149 0,000

Entre individuos dentro das populagdes 33,72 Fis =0,431 0,000

Fonte: Elaborado pela autora.

Uma nova AMOVA hierarquizada considerando trés grupos em P. jauruensis

(Grupo Sul e subgrupos NW w NE) suportou melhor essa divisdo, mostrando que o
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nivel dessa estruturagdo ¢ maior do que a estruturagdo em apenas dois grupos principais

(Sul e Norte; Tabela 7).

Tabela 7 - Anélise de variancia molecular para P. jauruensis usando os
agrupamentos Sul, NW e NE obtidos de acordo com os resultados das analises

com o programa STRUCTURE (PRITCHARD et al., 2000).

Fonte de Variagao %V F-stat P
Entre grupos (Sul, NW, NE) 10,46 Fer=0,105 0,013
Entre populagdes dentro dos grupos 10,28 Fsc=0,115 0,000

Entre individuos dentro das populagdes 33,72 Fis =0,431 0,000

Fonte: Elaborado pela autora.

As andlises AMOVA realizadas separadamente para os grupos Sul e Norte
demonstraram que ambos os grupos apresentam niveis de diferenciacao similares entre
suas populagdes, sendo obtido um valor de Fsr igual a 0,153 (P = 0,00) para o grupo
Sul e um valor de 0,145 (P = 0,00) para o grupo Norte. Essa mesma andlise realizada
para os dois subgrupos formados dentro do grupo Norte mostram um valor de Fst igual
a 0,152 (P = 0,00) para as populagdes do subgrupo NW e 0,101 (P = 0,00) para as
populagdes do subgrupo NE. Em conjunto, os resultados do programa STRUCTURE,
da AMOVA e os valores de Fst mostram que a estrutura em P. jauruensis ¢ melhor
explicada pela reunido das populacdes em trés conjuntos, aqui denominados Grupo Sul,

Subgrupo NW e Subgrupo NE.

4.3.4 Correlacdo Genética e Geogrdfica (Teste de Mantel)

O teste de Mantel, relacionando os valores par a par de G’sr e distancia
geografica (Tabela 8), resultou em correlagdo significativa (r = 0,614; P = 0,010)
quando foram incluidas na analise apenas as populagdes de P. jauruensis (Figura 15).
Com a inclusao das populagdes de P. vilaboensis (Figura 16) na analise, a correlacao foi
maior (» = 0,714; P =0,010). Esses resultados sugerem que o fluxo génico pode ser um
fator determinante no nivel de estrutura genética em P. jauruensis. O nivel maior de
correlagdo observado com a inclusdao de P. vilaboensis deve refletir a maior distancia

geografica e diferenciacdo genética entre populagdes de espécies diferentes.
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Tabela 8 - Valores de G ”st par a par para as sete populagdes de Pilosocereus jauruensis € as

duas populacdes de Pilosocereus vilaboensis (diagonal inferior) e distancia geografica em Km

(diagonal superior), utilizadas para a estimativa do Teste de Mantel.

AQU  RVE ALC COX PET MIN PGO GOV  PIR

AQU
RVE
ALC
COX
PET

MIN
PGO
GOV
PIR

183,71 323,73 223,12 425,68 478,94 604,29 767,47 882,65
0,321 158,29 39,7 242,07 311,94 442,25 611,76 734,42
0,771 0,707 125,49 158,26 15591 284,7 453,52 576,32
0,442 0,317 0,509 203,1 275,88 406,79 577,21 701,26
0,557 0,463 0,553 0,356 172,2 283,19 449,15 579,84
0,717 0,621 0,664 0,463 0,399 131,21 302,67 429,58
0,762 0,631 0,750 0,635 0,499 0,399 171,77 300,22
0,722 0,778 0,830 0,697 0,673 0,635 0,590 130,8

0,742 0,853 0,847 0,760 0,693 0,711 0,698 0,529

Fonte: Elaborado pela autora.

FIGURA 15 - Relagao entre o indice de fixacdo G "st e distancia geografica

considerando na analise de Mantel apenas as populagdes de P. jauruensis.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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FIGURA 16 - Relagdo entre o indice de fixagcdo G ”st e distancia geografica
considerando na analise de Mantel para as populagdes de P. jauruensis e P.

vilaboensis.
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Fonte: Elaborado pela autora.

4.2.5 Identificacdao de Migrantes

A analise de identificacdo de migrantes realizada pelo programa STRUCTURE
apontou a presenca de quatro individuos migrantes, todos eles com origem na populagao
COX. Dois desses individuos (S24A4 e S24A15) foram identificados na populagao
RVE, um individuo (S100B9) na populagdio PET e um individuo (S101A4) na
populagdo MIN. Os resultados obtidos pelo programa GENECLASS2 também
apontaram esses mesmos individuos como migrantes. Essa andlise também apontou
outros seis individuos como possiveis migrantes de primeira geracao vindos de outras
populagdes amostradas e cinco individuos migrantes de populagdes nao amostradas
(Tabela 9).

Dentre os dez migrantes de primeira geragdo apontados somente pelo programa
GENECLASS?2, trés individuos foram identificados na populacdo AQU e provenientes
das populacdes RVE (S23B10) e populacdes ndo amostradas (S23B29 e S23B33), um
individuo na populagdo ALC proveniente de uma populacao ndo amostrada (S25A1),
um na populagdo COX proveniente de RVE (S53A10), trés na populagdo de PET, sendo
um deles proveniente da populagdo COX (S100A1), um de populagdo ndo amostrada
(S100B12) e um de RVE (S100B13), ¢ um individuo apontado como migrante na
populagao MIN proveniente da populacao PGO (S101A27) e por fim um individuo da
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populagdi PGO apontado como migrante vindo de MIN (S98A1). Trés eventos de

migracao identificados pelo programa GENECLASS2 envolveram as populagdes

geograficamente proximas COX e RVE, e outros quatro eventos envolveram migragao

dessas populacdes para populacdes do grupo Norte. Esse mesmo padrdo (migragao entre

COX e RVE e dessas populagdes para populagdes do grupo Norte) foi apontado com

um numero menor de eventos pela anélise com o programa STRUCTURE.

TABELA 9 - Analise de deteccdo de migrantes utilizando os programa
GENECLASS2 (PIRY et al. 2004) e STRUCTURE 2.3.4 (PRITCHARD et al.

2000).
GeneClass Structure

Individuo Origem Provavel Origem Provavel
migrante geografica populacdo fonte  geografica populagdo fonte
S23B10 AQU RVE - -
S23B29 AQU Nao amostrada - -
S23B33 AQU Nao amostrada - -
S24A4 RVE COX RVE COX
S24A15 RVE COX RVE COX
S25A1 ALC Nao amostrada - -
S53A10 COX RVE - -
S100A1 PET COX - -
S100B9 PET COX PET COX
S100B12 PET Nao amostrada - -
S100B13 PET RVE - -
S101A4 MIN COX MIN COX
S101A27 MIN PGO - -
S98A1 PGO MIN - -

Fonte: Elaborado pela autora. Para cada migrante sdao apresentadas a populagao
em que foi amostrado e a provavel populagdo fonte, quando amostrada.

Dentre os dez migrantes de primeira geragdo apontados somente pelo programa

GENECLASS?2, trés individuos foram identificados na populacdo AQU e provenientes
das populacdes RVE (S23B10) e populacdes nao amostradas (S23B29 e S23B33), um
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individuo na populagdo ALC proveniente de uma populacdo ndo amostrada (S25A1),
um na populacdo COX proveniente de RVE (S53A10), trés na populacao de PET, sendo
um deles proveniente da populacio COX (S100A1), um de populagdo nao amostrada
(S100B12) e um de RVE (S100B13), ¢ um individuo apontado como migrante na
populagao MIN proveniente da populacao PGO (S101A27) e por fim um individuo da
populagdi PGO apontado como migrante vindo de MIN (S98A1). Trés eventos de
migracao identificados pelo programa GENECLASS2 envolveram as populagdes
geograficamente proximas COX e RVE, e outros quatro eventos envolveram migragao
dessas populacdes para populacdes do grupo Norte. Esse mesmo padrdo (migragao entre
COX e RVE e dessas populagdes para populagdes do grupo Norte) foi apontado com

um numero menor de eventos pela analise com o programa STRUCTURE.

4.2.6 Gargalo Populacional
Os testes de adequacdo ao equilibrio mutacdo-deriva utilizando o programa
BOTTLENECK nao mostrou resultados significativos (P < 0,05) para ocorréncia

recente de gargalos populacionais (Tabela 10).

TABELA 10. Analise da alteragdo do equilibrio mutagao-
deriva mostrando a probabilidade de excesso e deficiéncia
de heterozigotos e probabilidade de ocorréncia de gargalo
populacional recente utilizando o modelo TPM e teste de

probabilidade de Wilcoxon.

Populacdo Deficiéncia de Excesso de P

heterozigotos heterozigotos

AQU 0,84961 0,17969 0,35938
RVE 0,27832 0,75391 0,55664
ALC 0,93555 0,08203 0,16406
COX 0,31250 0,72168 0,62500
PET 0,95801 0,05273 0,10547
MIN 0,31250 0,72168 0,62500
PGO 0,94727 0,06543 0,13086

Fonte: Elaborado pela autora.
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4.2.7 Relacoes de Similaridade Genética

Foram calculados os parametros Fst (Tabela 11), Dc (chord distance; Tabela 12)
(CAVALLI-SFORZA; EDWARDS, 1967) e D (Tabela 13) (JOST, 2008) para estimar a
distancia genética entre pares de populacdes e posterior construgdo de dendogramas
Neigbour-Joining (SAITOU; NEI, 1987) no programa POPULATIONS 1.2.31
(LANGELLA, 1999).

TABELA 11 - Valores de Fsr par a par para as sete populagdes de Pilosocereus jauruensis e as
duas populagdes de Pilosocereus vilaboensi utilizadas para elaboracdo de dendogramas Neigbour-

Joining.

AQU RVE ALC COX PET MIN PGO GOV PIR

AQU
RVE 0,087

ALC 0213 0,195

COX 01115 0,089 0,141

PET 0,118 0,100 0,126 0,079

MIN 0,165 0,142 0,158 0,104 0,073

PGO 0,167 0,137 0,168 0,133 0,08 0,076

GOV 0216 0233 0255 01199 0,162 0,163 0,145

PIR 0216 0251 0253 0212 0,161 0,178 0,166 0,165

Fonte: Elaborado pela autora.
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TABELA 12 - Valores de Dc par a par para as sete populacdes de Pilosocereus jauruensis e as

duas populagdes de Pilosocereus vilaboensis utilizadas para elaboracao de dendogramas

Neigbour-Joining.
AQU  RVE ALC COX PET MIN PGO GOV  PIR
AQU
RVE 0,424
ALC 0,642 0,589
COX 0,474 0,398 0,546
PET 0,535 0,460 0,533 0415
MIN 0,634 0,539 0,549 0,501 0,398
PGO 0,673 0,559 0,635 0,576 0,506 0,438
GOV 0,642 0,696 0,699 0,673 0,648 0,600 0,602
PIR 0,641 0,744 0,727 0,699 0,641 0,631 0,662 0,508

Fonte: Elaborado pela autora.

TABELA 13 - Valores de D par a par para as sete populagdes de Pilosocereus jauruensis e as

duas populagdes de Pilosocereus vilaboensis utilizadas para elaboracao de dendogramas

Neigbour-Joining.
AQU  RVE ALC COX PET MIN PGO GOV  PIR
AQU
RVE 0,216
ALC 0,668 0,597
COX 0,323 0,223 0,396
PET 0,453 0,367 0,461 0,277
MIN 0,614 0,512 0,565 0364 0,322
PGO 0,677 0,534 0,673 0,546 0,426 0,321
GOV 0,580 0,656 0,731 0,565 0,560 0,506 0,470
PIR 0,609 0,763 0,759 0,646 0,588 0,597 0,592 0,360

Fonte: Elaborado pela autora.

Todos os dendogramas formados com as diferentes medidas de distancia genética

apresentaram agrupamento das populagdes em trés ramos principais. Em todos eles, a

populagdo de ALC ficou alocada em um ramo distinto e sem a definicdo da relagdo com

0S outros ramos.
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Os dendogramas baseados nos valores de Fsy e D (Figuras 17 e 18
respectivamente) concordaram em alocar em um unico ramo as populacdes de P.
Jjauruensis que ocorrem ao longo da Serra de Maracaju (AQU, RVE e COX),
concordando com a composicdo do grupo Sul revelado pela andlise de estrutura
populacional. Os dendogramas obtidos com as distancias Fst e D também concordaram
em agrupar as populacdes MIN e PGO de P. jauruensis com as populagdes de P.
vilaboensis, juntamente com a populacdo PET de P. jauruensis ocupando uma posi¢ao

mais distante nesse ramo;

FIGURA 17 - Dendograma de Neighbor-joining mostrando as relagdes entre as
populagdes de P. jauruesis e P. vilaboensis a partir da estimativa de Fsr.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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FIGURA 18 - Dendograma de Neighbor-joining mostrando as relagdes entre as

populagdes de P. jauruesis € P. vilaboensis a partir das estimativas de D.
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Fonte: Elaborado pela autora.

O dendograma construido a partir das distdncias Dc (Figura 19) também
evidenciou a divisdo norte e sul entre as populacdes de P. jauruensis, com excecdo da
populagdao PET (grupo Norte) que foi agrupada com as populagdes AQU, RVE e COX
(grupo SUL). Assim como nos dendogramas apresentados anteriormente, a relagdo entre
a populacdo ALC e as outras populagdes nao foi resolvida. Também nesse dendograma
as populacdes de P. vilaboensis foram agrupadas com as populagdes MIN e PGO de P.

jauruensis.
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FIGURA 19 - Dendograma de Neighbor-joining mostrando as relagdes entre as

populagdes de P. jauruesis e P. vilaboensis a partir da estimativa Dc.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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5. DISCUSSAO

A analise do programa MICRO-CHECKER apontou a presenca de alelos nulos
em 6 dentre os 8 locos de microssatélites utilizados. No entanto, optamos por manter os
genotipos originais para a realizagao das analises visto que os valores de Fsr obtidos
com os dados originais nao diferiram de forma significativa dos valores de Fst obtidos a
partir das frequéncias alélicas corrigidas para a presenga de alelos nulos.

Varios trabalhos atuais tém defendido a utilizagdao dos dados originais quando nao
se observa diferencas significativas dos valores corrigidos em relagdo aos valores
originais da estimativa Fsr (AGOSTINI et al., 2013; AZPILICUETA et al., 2013;
HURTADO et al., 2013; GIANTSIS et al., 2014).

As andlises realizadas indicam uma elevada diferenciacdo genética e pouco fluxo
génico recente entre as populagdes de P. jauruensis. Isto ¢ verificado a partir dos altos
valores de Fst e Gsr e pela ocorréncia de alelos exclusivos em alta frequéncia
encontrados em quatro das sete populacdes estudadas. Esses resultados estdo de acordo
com a hipotese de elevada estruturacdo populacional devido a distribui¢ao fragmentada
da espécie.

Os altos indices de diversidade genética observados neste trabalho ¢ maior do que
a variabilidade genética encontrada para espécies que apresentam o mesmo padrao de
distribuicao disjunta como a de P. jauruensis. Barbara et al. (2007) verificaram para
espécies de bromélias do género Alcantarea um nimero médio de alelos por populagao
variando entre 4,8 a 6,5 ¢ Hr média de 0,495. Moreira et al. (2008) encontraram para a
espécie Cocoloba cereifera (arbusto endémico de campos rupestres no Leste do Brasil)
um numero médio de alelos por populacdo entre 2,2 e 3,0 e Hg média de 0,324. Elevada
variabilidade genética em populagdes naturais de cactos ¢ uma observacao
relativamente comum na literatura. Por exemplo, Contreras-Negrete et al. (2014)
observaram para a espécie Polaskia chende, endémica da regido central do México,
indices de diversidade genética também bastante elevados e compativeis com os niveis
observados em P. jauruensis (ny médio = 5,6, Ho médio = 0,70 e Hg médio = 0,65).

Estudos de diversidade genética utilizando marcadores aloenzimaticos em
cactaceas (FIGUEREDO et al., 2010) também revelaram niveis relativamente altos de
variabilidade genética, comparaveis com niveis elevados obtidos pela utilizagdo deste
mesmo marcador encontrados para espécies perenes e lenhosas (HAMRICK et al.,

1992).
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Para cactos colunares, os niveis de diversidade genética aparentam ndo sofrer
redugdes em relacdo a populagdes com distribuicdo ampla se comparados com os
indices encontrados para populacdes de distribuicao restrita. Esses resultados sao
demonstrados tanto por marcadores de aloenzimas (NASON et al., 2002; CLARK-
TAPIA; MOLINA-FREANER, 2003; NASSAR et al, 2003; MORAES et al., 2005;
CASAS et al., 2006; CASAS et al., 2007; FIGUEREDO et al., 2010) quanto para
marcadores microssatélites (OTERO-ARNAIZ et al., 2004; ARAKAKI et al., 2010;
PARRA et al., 2010; MORAES et al., 2013). Embora os resultados de diversos estudos
mostrem que populacdes restritas parecem nao sofrer perda da diversidade genética, o
menor nimero de alelos encontrado na populacao de ALC deve estar relacionado com o
tamanho populacional reduzido nessa localidade, o que acentuaria os efeitos da deriva
genética. Entretanto, esse fato parece ndo interferir no indice de diversidade genética,
que se mantém alto e compativel com os valores obtidos para as demais populacdes.

Desvios em relagdo ao esperado pelo EHW e altos valores de Fis foram detectados
para todas as populagdes em estudo. Esses resultados podem apontar para um efeito de
endogamia nas populacdes. No entanto essa deficiéncia de heterozigotos em seis dos 10
locos analisados (Pmac84, Pmac85, Pmacl08, Pmacl35, Pmacl46 ¢ Pmacl49) deve
estar associada a presenca de alelos nulos nesses locos.

As espécies vegetais diferem marcadamente quanto ao modo como a diversidade
genética ¢ particionada entre as populagcdes. O padrao de particdo geralmente estd
correlacionado com os sistemas de reproducao e o estilo de vida (HAMRICK et al.,
1992). Espécies com ciclo de vida longo, como encontrado em Cactaceas, geralmente
apresentam maior diversidade genética dentro das populagdes do que entre. Estudos
com plantas de reprodugdo mista (sexuada e assexuada) mostram que a diversidade nao
¢ necessariamente reduzida dentro das populagdes quando comparadas com plantas de
reproducao exclusivamente por via sexuada. Segundo Cavallari (2004), foram
detectados altos niveis de diversidade em algumas populacdes de espécies de
Bromeliaceae com sistema misto de reproducdo, assim como foi visto para as
populagdes de P. jauruensis. Essa manutengdo da diversidade genética em populagdes
de distribuicao restrita, além de estar relacionada aos diferentes métodos reprodutivos
encontrados nas diferentes espécies de cactaceas, pode ser resultante de conexdes
histéricas que devem ter ocorrido no periodo quaternario permitindo assim a ocorréncia
de fluxo génico e reducdo dos impactos ocasionados pela deriva genética (MORAES et

al., 2012).



63

Quanto as relacdes genéticas entre as populagdes analisadas, os resultados obtidos
neste trabalho mostram-se consistentes considerando ambos marcadores (plastidiais e
microssatélites). O compartilhamento do haplotipo H1 entre as populagdoes AQU, RVE
e COX ¢ concordante com a menor diferenciagdo nos locos microssatélites entre essas
populagdes, com a identificacdo de migrantes entre elas € com a reunido dessas
populagdes no Grupo Sul inferido pelo programa Structure. Além disso, a presenca de
dois haplotipos distintos nas populagdes PET ¢ ALC em relacdo ao haplétipo HI,
também reforga a existéncia do grupo NE inferido pelo programa Structure. Por fim, o
compartilhamento do haplétipo H4 pelas populacdes PGO e MIN e a estreita relagao
desse haplotipo com os haplétipos das populagdes de P. vilaboensis (H5 e H6), em
conjunto com a grande distancia mutacional de H4 com os outros haplotipos de P.
Jjauruensis, suporta a existéncia do grupo NW inferido pelo programa Structure e a
maior proximidade genética desse grupo com P. vilaboensis do que com as outras
populagdes de P. jauruensis. Esta observacao também foi suportada pelas relagdes entre
as populacdes evidenciada pela distancia Dc. Em conjunto, esses resultados suportam a
hipétese da existéncia de diferentes segmentos populacionais dentro de P. jauruensis,
sendo um deles mais proximamente relacionado com P. vilaboensis. As populagdes do
subgrupo NE (MIN e PGO) estdo na regido da Serra dos Caiapo0s, area descrita como de
ocorréncia do taxon invalido P. densivillosus, sugerindo que essa distincdo genética
pode suportar a existéncia de um taxon distinto nessa regido. Da mesma maneira, a
acentuada diferenciacdo genética das populagdes ALC e PET (subgrupo NW) em
relagdo as outras populagdes de P. jauruensis do Grupo Sul também pode indicar a
presenca de um taxon distinto, visto que essas populagdes ocorrem na area descrita para
a ocorréncia do taxon invalido P. saudadensis. A presenga de alelos exclusivos somente
nas populagdes ALC, PET, MIN e PGO reforcam a ideia de maior diferenciagao dessas
populagdes em relagdo aquelas encontradas na Serra de Maracaji, no estado de Mato
Grosso do Sul.

A proximidade genética observada entre as populagdes do Subgrupo NE com as
populagdes de P. vilaboensis pode ser resultado de fluxo génico possibilitado por
contato ocasionado por conexdes historicas entre esses dois taxons. Recentemente
Bonatelli et al. (20014) demonstraram em uma analise filogeografica associada com
modelagem da distribui¢ao passada do nicho climatico do grupo P. ARISETUS, que a
distribuicao dessas espécies foi mais ampla durante fases glaciais do Pleistoceno médio,

possibilitando o contato entre linhagens que diferenciaram em isolamento.
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Incongruéncias taxonomicas reveladas por dados moleculares podem nao apenas
ser resultado de arranjos taxondmicos incorretos. A observacao de tais incongruéncias
pode também resultar de retencdo de polimorfismo ancestral de espécies que divergiram
recentemente ou ainda de introgressao de genes de uma espécie no genoma de outra.
Petit e Excoffier (2009) demonstraram recentemente que marcadores moleculares com
niveis limitados de fluxo génico sdo mais propensos a introgressao, € portanto menos
adequados para delimitar espécies. Pelo fato da dispersao de sementes ser considerada
menos efetiva que a movimentagao de polen entre populagdes (ELLSTRAND, 1992),
marcadores plastidiais devem exibir niveis reduzidos de fluxo génico em comparagao
aos nucleares e assim a variagao nos marcadores plastidiais deve ser mais influenciada
pelo padrao geografico que taxonomico. Os resultados obtidos com os marcadores
plastidiais no presente trabalho apontam uma incongruéncia taxondmica envolvendo as
populagdes de P. jauruensis de Goias e P. vilaboensis. Embora esse resultado possa ser
sinal de introgressdo entre as duas espécies, os resultados das andlises feitas com
marcadores de cpDNA sdo consistentes com os resultados obtidos pelos marcadores
microssatélites, reforcando que as populagdes do grupo NE estdo mais proximamente
relacionadas com as populacdes de P. vilaboensis do que com as populacdes de P.
jauruensis.

Analisando o resultado da estrutura populacional apontada pelo AK = 2, obtido
pelo programa STRUCTURE, percebemos que o agrupamento em Grupos Norte e Sul
nao reflete a estrutura populacional predominante na espécie, uma vez que o resultado
da AMOVA hierdrquica apontou maior variacdo genética dentro que entre esses grupos.
Uma nova andlise utilizando as populagdes do Grupo Norte, que sao compostas pelas
populagdes coletadas nas areas de ocorréncia das espécies sinonimizadas, revelou a
existéncia de dois subgrupos adicionais dentro desse Grupo Norte, agrupando as
populagdes de forma compativel com as areas geograficas de descricdo dos tdxons
sinonimizados. Uma nova AMOVA hierarquica considerando esse novo agrupamento
(Grupo Sul e Subgrupos NE e NW) revelou que um nivel de variagdo molecular entre
grupos foi maior que a hipotese de apenas dois grupos. Esse resultado ¢ condizente com
os resultados de similaridade genética, nos quais as populagdes do grupo NE sdo
agrupadas em um mesmo ramo com base na distancia D¢ e no agrupamento das
populagdes do grupo Sul com base nas distancias Fst e D.

Os resultados obtidos por ambos marcadores mostram uma estreita relagao entre

as populagdes do grupo Sul. Essas populacdes podem se mostrar mais diferenciadas das
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outras por estarem isoladas a mais tempo. Os resultados obtidos por Bonatelli et al.
(2014) corroboram essa hipdtese, uma vez que demonstraram que a area onde essas
populagdes ocorrem permaneceram separadas de outras areas durante as fases de
expansao da distribuigdo nos periodos glaciais, quando possibilitiou maior
conectividade entre as populagdes de outras espécies.

A possivel existéncia de taxons distintos entre as populagdes amostradas pode ter
contribuido para os resultados de elevada estruturagdo e fluxo génico restrito, uma vez
que a analise conjunta desses possiveis taxons incluiria os efeitos do isolamento
reprodutivo entre espécies diferentes. E possivel que esta diversidade genética esteja
refletindo a classificagdo adotada por Ritter (1979) que descreveu o taxon P.
saudadensis com ocorrencia na regido da Serra do Roncador (MT) e Braun e Esteves
Pereira (1994) que descreveram o tdxon P. densivillosus com ocorréncia na regido da
Serra dos Caiapos (GO).

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, mesmo sendo relativamente
pequenas e isoladas, as populagdes de P. jauruensis estdo mantendo altos niveis de
diversidade genética. Os resultados obtidos nesse trabalho também indicam a possivel
existéncia de dois taxons distintos entre as populagdes ao norte da distribuigdo de P.
jauruensis. Essas observacdes sao de fundamental importancia para a elaboracdo de
estartégias de conservagdo. Muitas das populagdes amostradas estdo em areas
particulares e ndo fazem parte de areas destinadas a parques ou reservas. Salientando
que espécies de cactaceas apresentam alto valor ornamental, as populagdes de P.

Jjauruensis se mostram em risco eminente de coleta indiscriminada.
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6. CONCLUSAO

Os niveis de diversidade genética encontrados nas populagdes de P. jauruensis
sao relativamente altos considerando a distribuigdo fragmentada da espécie e estdo de
acordo com os niveis de diversidade genética encontrados em outras espécies de
cactaceas, incluindo as espécies relacionadas de Pilosocereus do Grupo AURISETUS.

Foram observados altos indices de estruturagdo genética e diferenciacao
populacional, o que esta de acordo com a distribuicao fragmentada e baixo fluxo génico.
Esses altos indices podem estar relacionados também com possiveis incongruéncias
taxondmicas, ja que os resultados apontam que os taxons considerados invalidos P.
saudadensis e P. densivillosus formam grupos genéticos distintos em relacdo a P.
jauruensis.

Por fim, os resultados desse estudo apontam que a taxonomia de P. jauruensis
deve ser revista, com especial atencdo para a analise de possiveis diferencas
morfologicas de valor taxondmico entre as areas sul (Serra de Maracaju), noroeste

(Serra do Roncador) e nordeste (Serra dos Caiapds) da distribuicao da espécie.
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ANEXO 1

FIGURA 20 - Prancha utilizada para identifica¢dao de P. jauruensis, localidade Palestina de Goias.

PRANCHA 1: Palestina de Goias
Identificada como Pilosocereus jauruensis

Fonte: Elaborado pela autora. Pranchas enviadas para os taxonomitas do grupo Dr. Nigel Taylor
(Singapore Botanic Gardens) e pela Dra. Daniela Zappi (Royal Botanic Garden).
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Anexo 2

FIGURA 21 - Prancha utilizada para identifica¢ao de P. Jauruensis, localidade Serra da Petrovina(1).

PRANCHA 2: Serra da Petrovina - Ponto 1
(100 km sudeste de Rondondpolis, em direcdo a Alto Araguaia)
Identificada como Pilosocereus jauruensis
Observagdo: durante a noite a flor aberta tem cheiro forte, adocidado e parecido com cheiro de carne.

ZMZ 80 6L

Fonte: Elaborado pela autora. Pranchas enviadas para os taxonomitas do grupo Dr. Nigel Taylor
(Singapore Botanic Gardens) e pela Dra. Daniela Zappi (Royal Botanic Garden).
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Anexo 3

FIGURA 22 - Prancha utilizada para identifica¢ao de P. jauruensis, localidade Serra da Petrovina(2).

PRANCHA 3: Serra da Petrovina - Ponto 2
(100 km sudeste de Rondondpolis, em direcdo a Alto Araguaia)
Identificada como Pilosocereus jauruensis
Observagdo: Local houve queimada e os cactos sobreviveram sobre as pedras

Fonte: Elaborado pela autora. Pranchas enviadas para os taxonomitas do grupo Dr. Nigel Taylor
(Singapore Botanic Gardens) e pela Dra. Daniela Zappi (Royal Botanic Garden).
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Anexo 4

TABELA 14 - Indices de diversidade genética para cada um dos 10 locos microssatélites por
populagdo de P. jauruensis.

Loco ng na AR H()/HE F[S ng na AR H()/ HE F[S
Aquidauana-MS (AQU) Rio Verde Goias-MS (RVE)
Pmac82 33 1 1,0 0,000/0,000 0,000 16 4 3,1 0,125/0,383* 0,681
Pmac84 33 4 24 0,212/0,508* 0,586** 20 4 2,6 0,100/0,345* 0,715%*
Pmac85 33 5 3,7 0,455/0,673* 0,366 20 8 6,2 0,350/0,824* 0,582%**
Pmacl02 33 4 34 0,515/0,536 0,039 20 5 3,0 0,200/0,415 0,525
Pmacl08 32 8 4,6 0,469/0,703 0,337 20 7 5,1 0,450/0,759* 0,413
Pmaci28 33 3 2,7 0,515/0,556 0,092 19 4 3,5 0,053/0,627* 0,918**
Pmaci30 33 4 2.8 0,576/0,493 -0,171 20 3 2,5 0,200/0,528* 0,627**
Pmaci35 20 5 39 0,350/0,676 0,488** 19 4 33 0,474/0,664* 0,293
Pmaci46 33 8 52 0,364/0,768* 0,530** 18 7 5,0 0,222/0,690* 0,684*%*
Pmaci49 33 5 43 0,545/0,744 0,270 17 3 2,8 0,353/0,613 0,432
Média 31,6 4,7 3,4 0,400/0,567 0,302 18,9 4,9 3,7 0,253/0,585  0,575**
Alcindpolis-MS (ALC) Coxim-MS (COX)
Pmac82 8 2 2,0 0,750/0,533 -0,448 13 4 2.8 0,308/0,2866 -0,079
Pmac84 8 3 2,8 0,250/0,575 0,582 13 3 25 0,077/0,465* 0,840**
Pmac85 8 5 48 0,250/0,792* 0,699 13 6 5,0 0,462/0,717 0,366
Pmacl02 8 1 1,0 0,000/0,000 0,000 13 5 43 0,462/0,735 0,382
Pmacl08 8 6 59 0250/0,883* 0,731** 13 6 5,0 0,615/0,686 0,107
Pmaci28 8 4 3,7 0,125/0,442 0,731** 13 6 4,9 0,308/0,742  0,595**
Pmaci30 8 5 48 0,750/0,725 -0,037 13 5 4,0 0,769/0,729 -0,057
Pmaci35 8 4 3,9 0,000/0,767* 1,000** 12 5 4,1 0,333/0,623 0,476
Pmacl46 8 5 48 0,375/0,800 0,548 12 3 28 0,250/0,598 0,593
Pmacl49 7 2 2,0 0,000/0,527 1,000** 12 5 4,3 0,333/0,721 0,549**
Média 79 3,7 3,6 0,275/0,604 0,563** 12,77 4,8 4,0 0,392/0,630 0,389**
Serra Petrovina-MT (PET) Mineiros-GO (MIN)
Pmac82 29 8 54 0,310/0,805* 0,619** 28 7 4,7 0,607/0,685 0,116
Pmac84 30 5 3,6 0,367/0,640* 0,431** 31 4 33 0,226/0,594* 0,624**
Pmac85 30 12 7,0 0,500/0,868* 0,428** 32 10 6,8 0,594/0,852* 0,307
Pmaci02 30 6 4,5 0,100/0,663* 0,851** 32 7 4,8 0,188/0,668* 0,722%%*
Pmacl08 30 6 4,6 0,367/0,759* 0,521** 32 6 4,8 0,344/0,786* 0,566**
Pmaci28 27 9 6,1 0,185/0,815* 0,776** 31 5 3,1 0,484/0,578* 0,165
Pmaci30 30 5 42 0,300/0,739* 0,598** 32 6 44 0438/0,604 0,279
Pmaci35 30 8 54 0,233/0,768* 0,700** 29 7 50 0,483/0,752* 0,362
Pmaci46 30 6 42 0,167/0,609* 0,730** 28 5 4,1 0,286/0,631* 0,552%*%*
Pmaci49 29 5 4,1 0276/0,710* 0,615** 32 8 4,8 0,438/0,663 0,344
Média 29,5 7,0 49 0,280/0,738  0,624** 30,7 6,5 4,6 0,409/0,681 0,404**




Continuagao

Loco ng na AR H()/HE F[S
Palestina de Goias-GO (PGO)

Pmac82 19 4 2,9 0,368/0,570* 0,360
Pmac84 19 5 4,3 0,579/0,676* 0,147
Pmac85 20 9 6,5 0,550/0,853* 0,361
Pmaci02 20 12 6,3 0,500/0,809* 0,388
Pmacl08 17 7 53 0,176/0,806* 0,786**
Pmaci28 14 6 5,6 0,143/0,844* 0,836**
Pmaci30 20 4 3,2 0,350/0,535* 0,351
Pmaci35 20 5 4,6 0,450/0,760* 0,414**
Pmacl46 17 5 4,6 0,294/0,786* 0,633**
Pmaci49 20 4 3,3 0,500/0,683* 0,273
Média 18,6 6,1 4,6 0,391/0,732 0,473**

Fonte: Elaborado pela autora. Sendo: ng, nimero de genoétipos. ns, nimero de alelos; A,
riquesa alélica; Ho, Heterozigozidade observada; Hg, Heterozigozidade esperada; *, valores
que apresentaram desvio significativo para EHW apo6s a correcao de Bonferroni; **, valores

significativos de Fis apds a correcao de Bonferroni.



