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EXTRATO

Coelho, Gislaine Mendes, MS; Universidade Estadual de Santa Cruz, Ilhéus, julho de
2010. Estrutura Genética Populacional em morfotipos de Euterpe edulis.
Orientadora: Dr.. Fernanda Amato Gaiotto. Co-orientadora: Dr-. Janisete Gomes da
Silva Miller. Co-orientadora: Dr.. Romari Alejandra Martinez

A diversidade biolégica emerge através da especiacdo com o surgimento de novas
espécies a partir de um ancestral comum. Tal evento pode ocorrer, entre outros
existentes, devido a divergéncias genéticas causadas pelo elevado nivel de
isolamento reprodutivo. Alguns fatores tais como separacao geografica, periodo de
acasalamento distinto, atracao a diferentes polinizadores e incompatibilidade fisica,
com nédo-correspondéncia morfologica das flores impedindo a reproducdo cessam o
fluxo génico entre populacdes a ponto de acarretar distingbes fenotipicas e
genéticas. Algumas populacdes da espécie Euterpe edulis Mart., também conhecido
como palmito-jugara, situadas na Mata Atlantica do sul da Bahia s&o distintas
fenotipicamente das popula¢des encontradas em outras regides do Brasil. Devido a
possibilidades de tais distincbes serem ocasionadas por divergéncias genéticas
entre os morfotipos, objetivou-se estimar a estrutura genética em oito populacées
naturais de Euterpe edulis fenotipicamente distintas, sendo trés de morfotipo verde e
cinco de ecétipo Bahia, através de 14 locos microssatélites. As amostras foram
obtidas em populacdes do Distrito Federal e do sul da Bahia. As estatisticas
descritivas, estatisticas F e identidade genética entre individuos pelo método de
agrupamento UPGMA foram obtidos no programa GDA. A estrutura genética entre
populacées foi feita a partir do par@metro Rst obtido pelo programa FSTAT e G'st
calculado com base nas heterozigosidades esperadas das subpopulacdes. O
namero de migrantes (Nm) foi calculado com base nos valores de Fst de populagbes

em pares. A inferéncia de niumero de grupos populacionais foi feita com base no
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modelo bayesiano implementado no programa Structure e o AK (nimero real de
grupos). A estimativa da presenca de alelos nulos nos locos microssatélites foi feita
a partir do programa MICRO-CHECKER. Os resultados obtidos demonstraram uma
diversidade genética menor e uma elevada frequéncia de alelos nulos nas
populacdes do sul da Bahia, causados possivelmente pela transferéncia de
microssatélites desenvolvidos para populacdes tipicas de E. edulis para as
populacdes de ecotipo Bahia. Os valores de Fst, Rst e G'st mostraram elevada
estrutura genética entre populacdes. A andlise de estrutura genética em populacdes
em pares e as taxas de Nm demonstraram que os elevados niveis de divergéncia
genética interpopulacional se devem provavelmente ao isolamento reprodutivo entre
populacdes com distingbes fenotipicas. Populagbes préximas geograficamente,
porém de diferentes morfotipos, apresentaram niveis de diferenciacdo genética
maiores que populacbes isoladas devido a elevadas distancias geograficas. O
agrupamento realizado tanto pelo método UPGMA como pelo método bayesiano
agruparam as populacbes em relacdo aos morfotipos e ndo as areas de coleta,
corroborando uma possivel hipétese de isolamento reprodutivo. O presente estudo
demonstrou que a partir de estimativas de parametros de genética de populacdes foi
possivel inferir um possivel isolamento reprodutivo de ocorréncia provavelmente
natural, o que podera vir a formar uma nova espécie do género no futuro. Com base
nos dados ora apresentados € possivel a recomendacdo de especial atencdo e
esforcos de conservacdo para as populacdes desta espécie ocorrentes no sul da
Bahia, ja que sdo raras e Unicas do ponto de vista fenotipico e de endemismo
restrito.

Palavras-chave: estrutura genética populacional, isolamento reprodutivo, morfotipos,

palmito-jucara, fluxo génico.



ABSTRACT

Coelho, Gislaine Mendes, MS; Universidade Estadual de Santa Cruz, Ilhéus, julho de
2010. Population Genetic Structure of Euterpe edulis morphotypes. Adivisor:
Dr2. Fernanda Amato Gaiotto. Co-Advisor: Dr2. Janisete Gomes da Silva Miller. Co-
Advisor: Dr2. Romari Alenjadra Martinez

The emergence of new species expands the biological diversity. Speciation may
occur due to genetic differences caused by reproductive isolation, among other
factors. Some factors such as geographical separation, distinct breeding season,
occurrence of different pollinators and morphological aspects of flowers that prevent
fecundation, reduce gene flow among populations resulting in genetic and phenotypic
differences. Some populations of Euterpe edulis Mart., also known as heart-of-palm,
located in the Atlantic Forest of southern Bahia are phenotypically distinct when
compared with other populations found in different regions of Brazil. From the
hypothesis of such morphological differences reflect strong genetic differentiation
among populations, this study aimed to estimate the genetic structure of eight natural
populations of Euterpe edulis phenotypically distinct. This study was conducted in
three populations of the green morphotype and five populations of Bahia ecotype,
using 14 microsatellite loci. Individuals were sampled in populations from Distrito
Federal and south of Bahia. The descriptive genetic statistics, F statistics, and
genetic identity between individuals by the UPGMA clustering method were obtained
using the GDA software. The population genetic structure was estimated from the
Rst parameter by FSTAT software and G'st was calculated based on the expected
heterozygosities of the populations. The number of migrates (Nm) was estimated for
each pair of populations based on the Fsr values. The inference of the number of
population groups was based on Bayesian model implemented by the program
STRUCTURE and AK (real number of groups) was also determined. The presence of

null alleles in microsatellite loci was done by MICRO-CHECKER software. The
Xi



results showed a low observed heterozygosity and a high frequency of null alleles in
southern Bahia populations, possibly caused by the transfer of microsatellites,
developed for typical populations of E. edulis, to the population of Bahia ecotype.
Values of Fst, Rst and G'st showed high genetic divergence among populations. The
analysis of population genetic structure and Nm in pairs of populations indicated that
high levels of interpopulation genetic divergence are probably due to reproductive
isolation between populations with different morphotypes. Populations geographically
near, but of different morphotypes showed higher levels of genetic structure than
populations with large geographical distances. Such UPGMA as Bayesian methods
grouped the populations according to the morphotypes and did not to the
geographical locations. Our results also corroborated the hypothesis of reproductive
isolation. The estimation of population genetics parameters helped to infer the
possibility of natural reproductive isolation. This behavior of the population can
probably generate the emergence of a new species in the future. Based on the data
verified herein it is mandatory the recommendation of special attention of
conservation efforts for the southern Bahia populations of this species, as they are

phenotypically unique, rare, and occur in a geographically restricted endemic area.

Key Words: population genetic structure, reproductive isolation, morphotype, heart-

of-palm, gene flow.
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1. INTRODUCAO

O palmito-jucara (Euterpe edulis Mart.)) e o palmito-vermelho (Euterpe
espiritosantensis Fernandes) sdo palmeiras nativas da Mata Atlantica do Brasil. O
primeiro € encontrado desde o Rio Grande do Sul até a Bahia, inclusive na
composicéo floristica de matas ciliares e de matas secundarias (BOREM; OLIVEIRA-
FILHO, 2002; MEIRA NETO et al., 2003). O segundo ocorre em florestas naturais na
regido de Santa Teresa, no Estado do Espirito Santo (FERNANDES, 1989). Devido
a importancia econémica do seu principal produto, o palmito, estas espécies foram
amplamente exploradas na Mata Atlantica de maneira geral. A extracdo do palmito
durante a fase reprodutiva da palmeira, juntamente com sua incapacidade de
perfilhamento, ou seja, auséncia de rebrotamento apds a extracdo do palmito sdo os
principais fatores que afetam a dinamica dessas espécies.

A impossibilidade da manutencdo da dinamica populacional devido a
exploracdo exacerbada do palmiteiro e o0 crescimento da expansdo agricola
acarretaram a extincdo de populacfes de E. edulis em vastas areas do dominio da
Mata Atlantica (BATISTA et al., 2000).

Em algumas regides da Mata Atlantica do sul da Bahia ha populacdes
fenotipicamente distintas de palmito-jucara, as quais foram designadas por BOVI et
al. (1987b) como ecétipo da Bahia. Essas populacbes possuem caracteristicas
diferentes de Euterpe edulis e de Euterpe espiritosantensis, sendo que a principal
diferenca refere-se a coloracdo da bainha das folhas. Outros atributos distintos
foram observados no ecétipo encontrado na Bahia (SILVA et al., 2009), tais como
nameros de raquilas, flores e frutos inferiores aos observados em populagdes tipicas
Euterpe edulis de outras regides da Mata Atlantica.

SILVA et al. (2009) citam que tais caracteristicas podem estar relacionadas a

diferencas genéticas entre os ecotipos encontrados na Mata Atlantica. Com tal
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suposicdo e devido as particularidades observadas no ecotipo da Bahia, o
conhecimento da diversidade genética poderia auxiliar na identificacdo das razdes
que estariam acarretando divergéncias fenotipicas nas populacdes de palmito-
jucara.

Com os avancgos tecnoldgicos e a necessidade de uma maior compreensao
dos efeitos das acgBes antropicas sobre a dinamica das populacdes naturais de
espécies arbodreas, estudos genéticos tém sido intensivamente realizados. Tais
estudos avaliam grandes amostras de populacdes, individuos e locos, o que permite
quantificar adequadamente a diversidade genética inter e intrapopulacional
existente.

Esses dados tém sido Uteis, por direcionar o desenvolvimento de planos de
conservacao a fim de minimizar os impactos ambientais nesses ecossistemas e
preservar caracteristicas préprias das espécies e popula¢cdes, como no caso das
populacdes de Euterpe edulis do sul da Bahia. Estudos genético-ecoldgicos em
espécies representativas, tanto em florestas ndo perturbadas como em matas
secundarias, vém mostrando o efeito das a¢des antrOpicas em suas populacées,
auxiliando na definicdo dos parametros genéticos mais adequados para orientar e
monitorar as acdes nesses ecossistemas (KAGEYAMA et al., 1998).

A obtencdo dos parametros genéticos pode ser feita com a utilizacdo de
marcadores moleculares que detectam polimorfismo genético diretamente do DNA.
Dentre os diversos marcadores, os do tipo microssatélites sdo amplamente
utilizados. Esses marcadores, também conhecidos como Sequéncias Simples
Repetidas (SSR) (LITT; LUTY, 1989), tém sido usados em estudos de genética de
populacdes naturais de espécies tropicais (COLLEVATTI et al., 2001; MELO et al.,

2007; SEBBENN et al., 2010), inclusive de Euterpe edulis (GAIOTTO et al., 2003;

CONTE et al., 2008). Isto ocorre porque tais marcadores possuem alto poder de

7

discriminacdo, o que é essencial nestes estudos. Algumas de suas importantes
caracteristicas podem ser citadas: i) sdo altamente polimérficos; ii) multialélicos; iii)
codominantes; iv) abundantes e uniformemente distribuidos por todo o genoma e v)
facilmente obtidos através de ensaios de PCR.

O presente estudo teve como principal objetivo estimar a estrutura genética
em oito populacdes naturais de Euterpe edulis fenotipicamente distintas, através de

ferramentas moleculares, a fim de gerar subsidios genéticos para a conservacao dos
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morfotipos que ocorrem na regiao sul baiana. Visando atingir esse principal objetivo
foram propostos os seguintes objetivos especificos: i) Descrever, do ponto de vista
genético, tais populacdes utilizando 14 locos de marcadores microssatélites
nucleares; ii) Estimar a estrutura genética; iii) relacionar distancia fisica com fluxo
génico aparente (Nm), iv) inferir agrupamentos populacionais com base em dados

moleculares e relaciona-los a dados fenotipicos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Género Euterpe

A Mata Atlantica abriga nove géneros e 39 espécies de palmeiras, dos quais
um género e 32 espécies sdo endémicas (GLASMAN, 1972). O Brasil € o maior
produtor e exportador de palmito do género Euterpe pertencente a familia
Arecaceae. Este género possui sete espécies distribuidas nos tropicos
(HENDERSON et al., 1995), das quais quatro sdo encontradas no Brasil.

Muitas das palmeiras fornecem palmito comestivel, porém h& vinte anos
apenas duas espécies eram responsaveis pela quase totalidade do mercado, sendo
estas denominadas Euterpe edulis Mart. e Euterpe oleracea Mart., as quais foram
superexploradas comercialmente para a producédo industrial (BOVI et al., 1987a). A
primeira € comumente conhecida como Jucara ou Igara, € uma palmeira tropical da
floresta Ombrofila Densa da Mata Atlantica, encontrada desde o Rio Grande do Sul
(latitude 30°S) até a Bahia (latitude de 15°S) (SEOANE et al., 2005), e também no
leste do Paraguai e nordeste da Argentina (REIS, 1995). A segunda espécie,
conhecida como Acai ou Acaizeiro, € uma palmeira nativa da regido norte do Brasil,
ocorrendo nos Estados do Para, Amazonas, Maranhdo e Amapa, estendendo-se as
Guianas e Venezuela (CALZAVARA, 1972).

A espécie E. oleracea Mart. fornece um produto de menor rendimento e de
qualidades organolépticas ndo tao delicadas, porém possui a grande vantagem de
perfilhamento, o que determina uma producéo quase que continua de palmito (BOVI
et al., 1978). A extracdo do palmito é feita de sete a oito anos apds a germinacao.
Devido ao ciclo longo, seu retorno financeiro é demorado, sendo um dos principais
fatores que desestimulam seu cultivo com objetivo de producdo direcionada para

extracao do palmito.



Ha, ainda, uma espécie pouco estudada que sofre uma grande devastacao do
seu habitat devido a extracdo do palmito, o Euterpe espiritosantensis Fernandes,
conhecido como Palmiteiro-Vermelho, € encontrado em florestas naturais na regiao
de Santa Teresa, no estado do Espirito Santo (FERNANDES, 1989). Possui
propagacdo natural exclusivamente através sementes e incapacidade de
perfilhamento, sendo impossivel sua regeneracao apos o abate (BOVI, 1984).

A quarta espécie € o Euterpe precatoéria, vulgarmente conhecida como acai-
do-amazonas e acai-solteiro. Tem distribuicdo por toda a regido Amazoénica (KAHN;
GRANVILLE, 1992), sendo uma das espécies mais difundidas e comuns da familia e
do género nos Neotropicos (HENDERSON, 1995). O mesocarpo comestivel é a
parte mais utilizada do fruto, de onde é extraido, a partir de frutos frescos, um liquido
espesso conhecido como “vinho de acgai”. Possui incapacidade de perfilhamento,

apresentando um anico estipe.

2.1.1. A espécie

A mais bem estudada espécie desse género e a de interesse nesse estudo €
o Euterpe edulis Mart. Seu principal produto € o palmito, composto do meristema
apical e das folhas novas indiferenciadas recobertas por uma bainha de coloragao
geralmente esverdeada. Fornece matéria-prima de bom diametro, boas qualidades
organolépticas e grande rendimento, porém ndo apresenta regeneracdo apdés o
abate, por possuir incapacidade de perfilhamento (LEAO; CARDOSO, 1974).

Na fase adulta pode atingir de 10 a 20 metros de altura, com estipe de 8 a 15
centimetros de didametro, apresentando no apice um agrupamento de 10 a 20 folhas
pinadas (REIS et al., 1996). E considerada uma espécie climéaxica, necessitando de
sombra para seu desenvolvimento inicial (REITZ et al., 1978).

E uma espécie monoica, com flores unissexuadas reunidas em triades, sendo
observadas duas flores masculinas e uma feminina em um dnico individuo. Tem
inicio da vida reprodutiva em torno dos 30 anos, com floragcdo anual e sazonal,
iniciando-se entre 0 sexto e oitavo ano apos a germinacao, e produz, em média, trés
inflorescéncias por ano, rendendo em torno de 3000 sementes (BOVI; DIAS, 1986a).

Possui protandria acentuada com abertura das flores femininas ocorrendo em torno



de sete dias depois do final da floragdo masculina (MANTOVANI; MORELLATO,
2000), assegurando assim, xenogamia nessa espécie.

Estudos sobre o sistema de reproducéo de E. edulis indicaram que a espécie
é favoravelmente de reproducao cruzada (REIS et al., 1993; GAIOTTO et al., 2003),
demonstrando cruzamentos ndo aleatérios com peculiaridades no processo
reprodutivo associados, provavelmente, ao amplo periodo de florescimento
(SEOANE et al., 2005). A autofecundacéo pode ocorrer em individuos que emitem
duas ou mais inflorescéncias na mesma arvore, ou se houver sobreposicao da fase
masculina e feminina entre as inflorescéncias. Tal evento ocorre em 6,4% das
plantas reprodutivas (REIS et al., 1993), quando as flores masculinas e femininas
estdo abertas ao mesmo tempo.

As flores masculinas oferecem como recurso floral néctar e grande
quantidade de pdélen e de elementos florais, e as flores femininas oferecem néctar.
Devido a isso, grande quantidade e variedade de insetos sé@o atraidos a visitar as
inflorescéncias de E. edulis, tais como moscas (Diptera), vespas, abelhas
(Hymenoptera), besouros (Coleoptera) e borboletas (Lepidoptera) (REIS et al., 1993;
MANTOVANI, 1998). Como principal inseto polinizador, REIS et al. (1993) destacam
a espécie Trigona spinipes. MANTOVANI (1998) cita que a polinizacdo por insetos
(entomofilia) provavelmente seja 0 modo predominante, ndo excluindo a importancia
da polinizacdo pelo vento (anemofilia), pois esta desempenha algum papel na
polinizacdo da espécie.

Por ser elevada a producédo de frutos, com o amadurecimento destes em uma
época de escassez geral de alimentos, E. edulis é considerada uma espécie guarda-
chuva por muitos autores (REIS, 1995; GALETTI; ALEIXO, 1998; REIS;
KAGEYAMA, 2000; GAIOTTO et al., 2003) pois seus frutos servem de alimento para
grandes passaros e mamiferos durante um periodo de aproximadamente seis meses
ao ano (MANTOVANI; MORELLATO, 2000). Consequentemente, essa fauna atua
como dispersores de sementes, contribuindo para a manutencdo da dinamica
demografica e do fluxo génico (REIS; KAGEYAMA, 2000).

Em analises de popula¢bes naturais de E. edulis, observou-se uma estrutura
demografica em forma de piramide, com a base representando a grande freqiiéncia
de plantas juvenis e no topo o pequeno numero de individuos reprodutivos (REIS,

1995). Estes dados sugerem forte dependéncia de populacbes a um numero
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pequeno de individuos reprodutivos, os quais sao responsaveis pela manutencao da
diversidade genética, estrutura genética e estrutura demografica de toda a
populacao.

Além da drastica reducdo de populacfes devido a acdo extrativista e ao corte
discriminado do palmiteiro, espécies desse género possuem baixo indice de
sobrevivéncia devido a competicdo por agua, nutrientes e luminosidade, por haver
grande producéo de frutos e conseqientemente mudas, proximas uma das outras,
em condicOes favoraveis (BOVI et al., 1987b).

Nas ultimas décadas, vém-se intensificando os estudos genéticos em
populacbes de espécies arbdéreas de florestas tropicais, com amostragens
adequadas tanto de populacées como de individuos, além do uso de tecnologias
genéticas adequadas para quantificar essa diversidade, como os realizados por
REIS et al., (1998), GAIOTTO et al.,, (2003) e CONTE et al., (2008), os quais
analisaram sistema reprodutivo, fluxo génico, variabilidade e estrutura genética em
diferentes estruturas populacionais do palmiteiro, utilizando marcadores
isoenzimaticos e microssatélites.

Em algumas regides da Mata Atlantica do sul da Bahia h& diferentes
morfotipos de Euterpe edulis (BOVI et al., 1987b)(FIGURA 1). Algumas populacbes
possuem caracteristicas distintas de Euterpe edulis e de E. espiritosantensis. Nestas
populacdes a coloracdo da bainha das folhas € intermediaria entre o verde
caracteristico de E. edulis e o vermelho de E. espiritosantensis, apresentando
coloragdo amarelada ou alaranjada. Além disso, possuem caracteristicas
reprodutivas diferentes de outras populacdes de E. edulis que foram estudadas em
outras regifes do pais. Chegam a produzir trés vezes menos frutos do que uma

populacéo tipica de E. edulis produziria (BOVI et al., 1987b).



FIGURA 1. DistingBes fenotipicas entre populacdes de palmito-jucara situada no sul da Bahia.
Destaque para coloracdo da bainha das palmeiras. Palmeiras amostradas em A: Faz. Alto da
Esperanca (Itacaré-BA); B: Rebio-Una (Una-BA); C: Faz. Boa Sorte (Uruguca-BA); D: Parque

Nacional de Brasilia (Brasilia-DF). Fotografias A, B, C: Gislaine Coelho; D: Fernanda Gaiotto.

2.2. Especiagéo

A diversidade emerge através do surgimento de novas espécies a partir de
um ancestral comum, por meio do mecanismo denominado especiagao (FUTUYMA,
2002). Esse mecanismo depende do aparecimento e manutencdo do isolamento
reprodutivo entre as espécies (COYNE; ORR, 2004).

A viséo biolégica do conceito de espécie refere-se a grupos de populacdes
onde seus membros se intercruzam e estdo isolados reprodutivamente de outros
grupos (MAYR, 1963) e essa concep¢do € um ponto crucial para o estudo da
especiacdo. O isolamento reprodutivo entre individuos é produto da acdo de
barreiras de isolamento, podendo ser: (i) separacdo geografica; (i) periodo de
acasalamento distintos; (iii) selecdo sexual, no caso de espécies animais, onde a
atracdo mutua entre as espécies distintas seja fraca ou ausente e no caso de
espécies vegetais, a atracdo de diferentes polinizadores; (iv) incompatibilidade fisica,
a nao-correspondéncia morfolégica das genitalias ou parte das flores impede a
cOpula ou polinizacdo (DOBZHANSKY, 1970). Estas situacdes podem acarretar
tanto ao isolamento pré-zigético, quanto isolamento pds-zigético.

No caso de plantas, as barreiras pré-zigoticas estdo relacionadas a
especificidade do polinizador, germinagédo do polen no estigma, crescimento do tubo
polinico no pistilo e periodos de florescimento (HENDRY; DAY, 2005).

O isolamento pré-zigético evolui como subproduto da divergéncia entre
populacdes que se adaptaram a condigbes diferentes, impedindo assim, o

intercruzamento entre elas, seja devido a polinizacdo por diferentes polinizadores,
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seja na diferenca de épocas de acasalamento. Esse tipo de isolamento evolui devido
a divergéncia de locos responsaveis por caracteristicas relacionadas com
isolamento pré-zigotico (BRADSHAW; SCHEMSKE, 2003).

As distingbes genéticas entre individuos de uma populacdo também podem
ser oriundas de diferentes periodos reprodutivos dentro de uma temporada. Dentro
de tais populacdes, caracteristicas fenotipicas frequentemente covariam com
periodo reprodutivo, como no caso de numero de flores em florescéncias de plantas
(ANDERSSON, 1996).

No isolamento pos-zigético h&d ocorréncia de fecundagdo, porém a prole
originada é hibrida, mas ou ela tem baixa aptiddo e morre antes de cruzar, ou
sobrevive, porém é estéril (RIDLEY, 2006). Em espécies de plantas, a ocorréncia de
isolamento pdés-zigbtico acarreta em esterilidade de pélen e auséncia do
desenvolvimento de semente, mesmo ocorrendo fecundagéo.

Quando ha sobrevivéncia de hibridos férteis, estes podem retrocruzar com
uma das espécies parentais, através da Introgressdo (HEGARTY; HISCOCK, 2005).
A introgressdo ocorre por muitas geracdes, até que a populacdo hibrida torna-se
reprodutivamente isolada da espécie parental, por ter evoluido para uma nova
espécie, a qual possuira uma mistura complexa de genes parentais (RIDLEY, 2006).

Estudos sobre os diferentes componentes de isolamento reprodutivo em
plantas (CHARI; WILSON, 2001; RAMSEY et al., 2003; KAY, 2006) mostraram que o
isolamento pré-zigotico foi mais atuante na reducédo do fluxo génico entre pares de
espécies que o isolamento pds-zigotico. RAMSEY et al. (2003) argumentam que nao
somente o isolamento reprodutivo pré-zigotico impede o fluxo génico entre as
espécies, mas um conjunto de fatores relacionados ao isolamento.

O poder do isolamento pés-zigbtico em cessar o fluxo génico entre espécies
esta relacionado com a distancia genética entre essas espécies. Estudos recentes
mostraram que a forca do isolamento pos-zigético aumenta com o aumento da
distancia genética entre os taxas e que essa correlacédo por influenciar na evolucao
das barreiras pds-zigéticas (MOYLE et al., 2004; SCOPECE et al., 2008).

De acordo a teoria da especiacdo geografica, diferencas genéticas acumulam
em populagcbes isoladas. Essas diferencas sédo geradas por selecdo e deriva
genética e, geralmente levam ao isolamento reprodutivo de espécies em

desenvolvimento. O isolamento geografico € quase que invariavelmente necessario
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para que ocorra a especiacdo, € nesse caso ocorre especiacao alopatrica, como
causa da evolucdo de uma nova espécie isolada geograficamente de sua espécie
ancestral (MAYR, 1970).

A evolucao independente de duas populacdes isoladas, leva a fixacdo de
alelos diferentes em cada uma delas, seja por deriva ou por adaptagdo ao meio
ambiente. Provavelmente os caracteres relacionados a adaptacéo ecoldgica estejam
correlacionados geneticamente com os caracteres que influem no isolamento pré-
zigotico, por existir pleiotropia entre os genes (RIDLEY, 2006).

Populacbes que se diferenciaram em alopatria, porém ndo sdo denominadas
de espécies distintas, intercruzam-se em maior ou menor extensdo por um contato
secundario em Zonas Hibridas. S8o nessas regides que ocorre o fenbmeno de
hibridacdo introgressiva, onde cada um dos varios locos exibem uma clina na
frequéncia alélica, que variam dimensionalmente entre os locos (FUTUYMA, 2002).

A evolucao de novas espécies em populacdes que ndo estdo completamente
separadas e sao contiguas € dito ser um processo de especiacdo parapatrica.
ENDLER (1977) argumenta que varias das zonas hibridas que geralmente séo
atribuidas a contato secundario, podem realmente ter se originado in situ pela
diferenciacdo das populacdes que se relacionam parapatricamente e que espécies
podem originar-se de popula¢c@es parapatricas.

A grande idéia contraria a especiacdo parapatrica é que a acao da selecao
sobre os locos deve ser distinta em cada um, levando a origem de clinas em
diferentes locais, ao invés do mesmo local, como ocorre em zonas hibridas
(FUTUYMA, 2002). Se a adaptabilidade dos genétipos para um loco € epistatico a
outro que esta sujeito a selecao clinal, a variacdo em um loco sera paralela devido a
variacdo geografica do outro loco (SLATKIN, 1975).

A especiacdo pode ser simpatrica caso ocorra 0 surgimento de uma barreira
biolégica ao intercruzamento, dentro dos limites de uma populagdo panmitica, sem
nenhuma segregacdo geogréafica das espécies principiantes (FUTUYMA, 2002). O
provavel surgimento de espécies a partir da simpatria provém de poliploidia, que
normalmente ocorre em plantas. Caso ocorra tetraploidia em hibridos oriundos de
duas espécies diploides, este serd reprodutivamente isolado, pois a progénie
tripléide resultante do retrocruzamento ter4 altas proporcdes de gametas
aneupldides e inviaveis (ELLSTRAND et al., 1996).
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SAVOLAINEM et al. (2006) avaliaram a especiacdo em populacdes de
palmeiras do género Howea que habitam Ilhas Oceanicas e se relacionam
simpatricamente. Analises com base na época de florescimento e divergéncia génica
(Fst) a partir de dados de locos AFLP constataram que os picos de florescimento
entre as espécies ocorrem em periodos distintos e resultados de frequéncia alélica
mostraram que loci que divergiram em frequéncia, provavelmente poderédo estar
ligados a genes sujeitos a selecéo divergente durante a especiacao simpatrica.

Ainda é um grande desafio a identificacdo das diferentes barreiras de
isolamento e sua contribuicdo para o isolamento reprodutivo, juntamente com a
compreensao de como as interacdes ecoldgicas e moleculares entre os diferentes
componentes de isolamento reprodutivo atuam na reducéo do fluxo génico entre as
populacdes e espécies (WIDMER et al., 2008).

A determinacdo da velocidade com que surgem os diferentes obstaculos no
isolamento reprodutivo em espécies de plantas, além da importancia de cada
barreira de isolamento no impedimento de fluxo génico entre as espécies foram
estudadas recentemente (RAMSEY et al., 2003; KAY, 2006; YANG et al., 2007).
Porém a dificuldade em quantificar a importancia relativa de cada barreira de

isolamento permanece.

2.3. Estrutura Genética Populacional

A estrutura genética populacional é descrita como a distribuicdo da variacédo
genética entre populacdes devido a forcas evolutivas que agiram nas populacdes de
determinada espécie ao longo do tempo (HEDRICK, 2001).

O estudo da estrutura genética de uma populacao era, antigamente, realizado
através de caracteres morfoldgicos dos individuos. Estas caracteristicas fenotipicas,
que eram influenciadas pelo ambiente, ndo apresentavam numero de marcadores
morfologicos polimorficos suficientes para uma analise genética aprofundada. Com
0s avancos da genética molecular, as analises sédo independentes de diferencas
visiveis pois sdo obtidas a partir de marcadores moleculares, os quais fornecem
inumeros dados genéticos abrangendo todo o genoma (HARTL; CLARK, 1997).

O detalhamento da estrutura genética populacional, ou seja, a detecgéo de

diferencas genéticas entre organismos é feita com a quantificacdo dos niveis de
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variabilidade dentro das populacbes e a caracterizagdo do modo de distribuicao
dessa variabilidade. FUTUYMA (2002) refere — se a diversidade genética como o
nivel de variabilidade génica existente dentro de cada populacdo, a qual pode ser
medida pelo nivel de heterozigosidade esperada nas proporcées do Equilibrio de
Hardy-Weinberg (EHW).

A base do teorema de Hardy-Weinberg presume que uma populagéo, para
gue esteja em equilibrio, deve possuir: (i) tamanho infinito; (ii) 0 cruzamento entre 0s
individuos deve ser aleatoério (panmitica); (iii) ndo ocorrer introducdo de novos alelos
a partir de qualquer fonte externa ou interna e (iv) ter alelos igualmente competentes
na sintese de suas préprias copias, as quais incorporam — se ao conjunto génico de
gametas (FUTUYMA, 2002).

As populacdes naturais que ndo estao sofrendo fragmentacéo, encontram - se
em equilibrio, pois todas as forgas evolutivas estariam atuando mutuamente sobre a
diversidade genética (FUTUYMA, 2002). A deriva e a selegdo estariam atuando na
reducdo de diversidade nas populacdes enquanto a mutacdo e migracao estariam
aumentando a variabilidade genética. Essas forcas agem como vetores onde um
anula a acdo do outro sobre a variagdo genética que, por conseguinte, ndo sofre
alteracdes nas freqiiéncias génicas e genotipicas no decorrer das geracdes.

Porém, quando ha uma fragmentacdo natural ou antropica, esta ira acarretar
em um declinio nos tamanhos populacionais e a separacao de fragmentos florestais
por areas ndo florestadas afetando 0s processos genéticos ocorrentes nas
populacdes, como o fluxo génico e a reproducéo ocasionando a perda de alelos por
deriva genética. Consequentemente acelerando a perda de diversidade genética
tanto no nivel populacional quanto de espécie, aumentando a estrutura
interpopulacional e a endogamia (HEDRICK, 2001).

WRIGHT (1951) para descrever a distribuicdo da variagdo genética em
populacdes desenvolveu as Estatisticas F. Esses parametros sao utilizados para
medir a diferenciacdo genética entre populacdes (Fst) (HARLT; CLARK, 1997). Essa
medida é feita com base no desvio em relacdo ao esperado em EHW em trés niveis
hierarquicos nas populacgdes.

A analise da variacdo genética entre individuos pertencentes a mesma
subpopulacdo € obtida a partir do Fis. Esse parametro mede a perda de

heterozigosidade devido a endogamia relacionada ao sistema reprodutivo, enquanto
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que o parametro Fst mede a redugcdo proporcional na heterozigosidade da
metapopulacdo por causa da diferenciacdo entre subpopulacbes relativo ao
esperado caso nao houvesse subdivisdo populacional.

A reducdo de heterozigosidade na metapopulacdo total devido tanto ao
cruzamento ndo aleatério dentro das subpopulacbes como pela deriva entre
subpopulacdes € medido através do parametro Fir.

Se todas as subpopulacdes apresentam exatamente as mesmas freqiéncias
alélicas, entdo o Fst € a varidncia serao iguais a ‘zero’. Se a diferenciagao aumenta,
a variancia e Fst aumentardo. Devido a isso, o Fst é encontrado em um intervalo de
Oal.

Fatores com a ocorréncia de sistema de acasalamento ndo-aleatorio, seja por
possuir um sistema reprodutivo que favoreca a autofecundacéo, seja por razbes de
capacidade de disperséo limitada, facilitam o cruzamento entre individuos com maior
probabilidade de terem algum grau de parentesco (FUTUYMA, 2002), ou seja,
herdaram genes idénticos por descendéncia. Como consequéncia, tendera a fixacao
de alelos, pois apenas uma amostra da populacéo estara trocando genes ao acaso.

A perda de heterozigotos na populagédo, devido a subdivisdo populacional,
acelerarA o aumento da homozigosidade, efeito Wahlund, acarretando uma
divergéncia alélica entre as populagbes e consequentemente a estruturacdo
genética das mesmas. WEIR (1996) considera que a heterozigosidade esperada, ou
diversidade génica, € uma medida adequada para quantificar a variacdo tanto em
populacdo de espécies que se autofecundam como de cruzamentos.

A subdivisdo de uma populagéo origina uma diferenca na conectividade entre
as partes da mesma. Essa conexdo genética depende primariamente da quantidade
de fluxo génico efetivo, ou seja, movimento entre 0s grupos, a partir da polinizacao
entre flores de arvores distintas, que resulta em troca de genes. Esse fluxo atua
como uma forgca homogeneizante que previne a divergéncia genética existente entre
as populacdes consequente de deriva ou selecdo (FELSENSTEIN, 1976), afetando
todos os locos igualmente. WRIGHT (1951) argumenta que a movimentacao de pelo
menos um migrante por geracdo (Nm > 1) € capaz de contrapor os efeitos da deriva.

Evidéncias da importancia do fluxo génico atuando na distribuicdo da variagéao
genética entre as populacdes naturais sdo freqientemente inferidas com base no

potencial de dispersdo de sementes, translocagao de polinizadores ou migragao de
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individuos, no caso de espécies de animais. Espécies com elevada capacidade de
dispersdo exibem, freqientemente, baixos niveis de diferenciacdo populacional
(WAPLES, 1987).

O principal modelo conceitual para subdivisdo ocorre em grandes populacdes
€ aquele de isolamento por distancia, que WRIGHT desenvolveu (1943). Segundo o
qual, quanto maior a distancia entre as populagcdes ou subpopula¢cdes, mais restrito
€ a interseccao entre as mesmas, seja por dispersédo de polen ou sementes, levando
ao isolamento das unidades amostrais e ao aumento da divergéncia genética.

Compreender os padrdes e extensdo de divergéncia genética entre
populacbes € crucial para protecdo de espécies e desenvolvimento de planos
efetivos de conservacdo. O conhecimento da estrutura genética de populacbes é

essencial para identificar unidades a serem conservadas.

2.4. Microssatélites

Microssatélites, Repeticbes de Sequéncias Simples (SSR) ou Curtas
Repeticbes in Tandem (STR) sao regides do DNA repetitivas compostas de
pequenos motifs de 1 a 6 nucleotideos repetidos in tandem, amplamente distribuido
por todo o genoma de eucariotos e procariotos (TAUTZ; RENZ, 1984).

Os microssatélites podem ser formados por unidades ou motivos de mono, di,
tri, tetra, penta ou hexanucleotideos (POWELL et al.,, 1996). Os dinucleotideos
formados por (CA)n e (GT)n sdo mais abundantes no genoma de organismos
eucaribticos, principalmente em mamiferos e humanos (TAUTZ; RENZ, 1984).
Porém, em genoma de plantas observa-se uma maior freqiéncia de microssatélites
dinucleotideos com repeticdes de (AT)n e (AG)n (WANG et al., 1994).

O conteudo total de microssatélite no genoma é correlacionado ao tamanho
do genoma dos organismos (HANCOCK, 1996). Estdo em maior frequéncia no
genoma de mamiferos e humanos, e em menor quantidade no genoma de plantas e
insetos. Em mamiferos, frequentemente ocorrem a cada 6 Kb de DNA, enquanto
gue em plantas sao encontrados a cada 33 Kb (WANG et al., 1994).

Os SSRs podem estar situados em regides codificantes e nao-codificantes. A
baixa frequéncia em regides codificantes no genoma da maioria dos seres vivos é

limitada pelo fato de que essas regides estao sob pressao seletiva (METZGAR et al.,
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2000). Porém, MORGANTE et al. (2002) ao compararem frequéncia de
microssatélites entre regido gendmica e ESTs (etiqueta de sequéncia expressa ou
“‘expressed sequence tag”) de plantas, observaram uma maior freqiéncia em
regides UTRs (regides nao traduzidas ou “untranslated region”) dos ESTs. Os
autores argumentam a possibilidade dos microssatélites estarem envolvidos na
regulacéo da expressao génica.

Eles sdo caracterizados por sua grande abundancia (CONDIT; HUBBELL,
1991; RODER et al., 1995), alta variabilidade e grande distribuicdo por todo genoma
(LIU et al., 1996; TARAMINO; TINGEY, 1996; RODER et al., 1998), comportamento
codominante, podendo-se distinguir os individuos heterozigéticos dos homozigoticos
dominantes em uma populacdo (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). Sao
marcadores neutros, ou seja, ndo sofrem pressdes seletivas. Microssatélites séo
tipicamente locos multialélicos, sendo observados cinco alelos ou mais por locos,
tanto em plantas como em animais.

O nivel de polimorfismo dos microssatélites € dado pela variacdo que ocorre
na sua unidade repetitiva. A hipervariabilidade das sequéncias e dinamica evolutiva
dos microssatélites estdo relacionadas ao comprimento do motivo, o nimero de
repeticdes, a presenca de um ou mais motivos, sequéncia flanqueadora e a regiao
em que o microssatélite esta localizado (EISEN, 1999).

A sua instabilidade deve — se as altas taxas mutacionais, em que insercdes e
delecbes levam a mudanca no comprimento das sequéncias (TAUTZ;
SCHLOTTERER, 1994). Apresentam taxas de mutac&do de 10 a 10 por geracéo e
sdo assim significativamente superiores as taxas de substituicdo de base. Devido a
essa elevada mutabilidade, os microssatélites podem ter um significante papel na
evolucdo do genoma por aumentar e manter a variacdo genética. Quando localizado
em regides promotoras, os SSRs podem influenciar a atividade transcricional (KASHI
et al., 1997).

A recombinacdo ndo é o0 mecanismo predominante de geracdo de
variabilidade de microssatélites. O mecanismo de mutacdo porposto tem sido
chamado de "deslizamento do DNA" (Slippage). Supde-se que durante a replicacao
o DNA nascente e fita molde realinham fora da regido. Se a sintese da molécula de
DNA continua, o0 nimero de repeticdo dos microssatélites € alterado. A discrepancia

entre a elevada taxa mutacional de microssatélites com base em experimentos in
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vitro e os observados em taxa de mutaco in vivo (de 10° a 10 pode ser explicada
pela presenca de um erro no sistema de reparo. Foi demonstrado que um sistema
de reparo reduz a taxa de mutacdo de microssatélites entre 100 e 1000 vezes
(STRAND et al., 1993). Assim, as taxas mutacionais in vivo sdo resultados de dois
processos: taxa de Slippage e eficiéncia do sistema de reparo.

A distribuicdo quase aleatoria de microssatélites e seu elevado nivel de
polimorfismo facilitaram muito a construgcdo de mapas genéticos e acesso a
variabilidade genética em populacbes naturais ou de cativeiros (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998). Simultaneamente, os microssatélites foram estabelecidos
como o marcador de escolha para a identificacdo de individuos e de testes de
paternidade. A alta sensibilidade da analise de microssatélites baseados em PCR
ndo foi apenas de grande beneficio para a ciéncia forense, mas abriu
completamente novas areas de pesquisa, como a analise de amostras de DNA com

guantidade limitada ou degradada (fezes, material de museu).
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3. METODOLOGIA
3.1. Areas de Coleta

A escolha dos locais de coleta foi feita com base nos morfotipos de Euterpe
edulis encontrados em cada regido e nas distancias geogréficas entre elas. No total,
foram analisadas oito populacdes, onde duas se situam no Bioma do Cerrado
(Distrito Federal) e seis na Mata Atlantica (Bahia), sendo amostradas as seguintes
areas (TABELA 1 e FIGURA 2).

A seguir estdo relacionadas todas as areas amostradas com uma breve
descricao.

1. Parque Nacional de Brasilia (PNB-DF): localizado no Bioma Cerrado a
noroeste do Distrito Federal, situada a 10 km da capital nacional com area 30.000
hectares.

2. Reserva Ecoldgica do Roncador (IBGE-DF): localizado no Bioma
Cerrado, a centro-sul do Distrito Federal, a cerca de 20 km de Brasilia. Sua
superficie é de 1.300 hectares.

3. RPPN Serra do Teimoso-BA: situada no municipio de Jussari, Bahia.
Localiza-se no corredor central da Mata Atlantica, na transicao entre a floresta tmida
no topo de morros e semidecidua para a base.

4. Ecoparque de Una-BA: localiza-se no municipio de Una, regido sul da
Bahia. Esta situado ao lado da Reserva Bioldgica de Una, as margens do Rio
Maruim. Com 383 hectares de area protegida da Mata Atlantica.

5. Reserva Biologica de Una-BA (Rebio-Una): localizada no Sul da Bahia,
municipio de Una, area com 10.641 hectares. Apresenta caracteristicas peculiares
como endemismo de algumas espécies e a maior taxa de biodiversidade descrita no
planeta.

6. RPPN Estacdo Veracel-BA: ocupa 6.069 hectares, situada no
municipio de Eunapolis, extremo Sul da Bahia. A area esta inserida no Corredor

Central da Mata Atlantica. Cerca de 80% da area da RPPN é coberta por floresta
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priméria, ou seja, ambientes que sofreram pouca interferéncia antropica. A
populacdo encontrada apresenta bainha amarelada, com alguns individuos com
bainha verde ocorrendo em simpatria.

7. Fazenda Alto da Esperanca-BA: situada na Rodovia Ilhéus - Itacaré no
Km. A coleta foi feita em um fragmento da Mata Atlantica com aproximadamente 10
hectares.

8. Fazenda Boa Sorte-BA: localizada na Rodovia Urucuca - llhéus, Km
04. A areatem 78 hectares no total e a populacdo de palmito-jucara esta situada em
um fragmento de Mata Atlantica de 13 hectares.

Mais detalhes sobre as &reas estudadas séo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Procedéncia, amostragem e morfotipo dos individuos coletados em cada

populacao de E.edulis

Populagdes Municipio/UF Morfotipo Localizacéo Ne
amostras

PNB* Brasilia/DF Tipico/verde 15°47°S/ 47°56'W 28

IBGE* Brasilia/DF Tipico/verde 15°56'S/47°52°'W 33

Serra do Teimoso** Jussari/BA Tipico/verde 15°08’S/39°31'W 20

Ecoparque de Una** Una/BA Ecotipo 15°10'S/39°03'W 33
Bahia/vermelho

Rebio-Una Una/BA Ecotipo 15°10'S/39°04’'W 40
Bahia/vermelho

Estacao Veracel Eundapolis/BA Ecotipo 16°20'S/39°10°'W 16
Bahia/amarelo

Faz. Alto da Esperanca Itacaré/BA Ecotipo 14°22'S/39°02’'W 40
Bahia/vermelho

Faz. Boa Sorte Uruguca/BA Ecotipo 14°30°S/39°15'W 40

Bahia/amarelo

*Dados de Gaiotto et al.(2003); **Dados cedidos por F.A.Gaiotto

Os dados de genotipos dos 115 individuos amostrados nas populagdes do
Ecoparque de Una (BA), Reserva Natural da Serra do Teimoso (BA), Parque
Nacional de Brasilia (DF) e Reserva Ecoldgica do Roncador (BA) foram obtidos no
desenvolvimento de outros projetos que antecederam essa dissertacdo e foram

cedidos pela autora dos mesmos, Dr2 Fernanda Amato Gaiotto.
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FIGURA 2. Localizacdo geografica das populacdes de Euterpe edulis analisadas. Pop 1: Fazenda
Alto da Esperanca (Itacaré); Pop 2: Fazenda Boa Sorte (Uruguca); Pop 3: Rebio-Una; Pop 4:
Ecoparque de Una; Pop 5: Reserva Natural Serra do Teimoso; Pop 6: Estacdo Veracel; Pop 7: PNB;
Pop 8: IBGE.

3.2. Coleta do Material Vegetal e Extracdo de DNA

Amostras de tecido radicular de um total de 196 individuos adultos foram
coletadas em quatro popula¢des naturais situadas no sul da Bahia. O material
radicular foi transportado em gelo, e logo apés estocado em freezer -20°C.

O protocolo utilizado para extracdo de DNA foi baseado no Protocolo de
extracao proposto por FERREIRA; GRATTAPAGLIA (1998).

3.3. Quantificacdo do DNA
A quantificagdo do DNA extraido foi realizada em gel de agarose 1% corado
com Brometo de Etidio (2,5x10“ mg/mL). Em cada poco do gel acrescentou-se 2 pL

de amostra de DNA, 2 pL de tamp&o de corrida (sacarose 1,6 mol.L™*, azul de

bromofenol 1,6 mmol.L™* e H,O miliQ).
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A quantificagdo foi visualizada por meio de sistema de fotodocumentagéo
Image Quant 350 (GE Healthcare) utilizando como padrdo DNA de fago A nas
concentracdes de 30, 50 e 100 ng/uL.

3.4. Obtencédo de Dados Genéticos

O material genético obtido foi amplificado com um total de 14 pares de
primers microssatélites nucleares (EE2/ EE5/ EE23/ EE32/ EES/ EE25/ EE43/ EEA45/
EE47/ EE48/ EE52/ EE54/ EE59/ EE63) desenvolvidos por GAIOTTO et al., (2001).
Foram utilizados iniciadores tail com cerca de 40 pb (OETTING et al.,, 1995;
MISSIAGGIA; GRATTAPAGLIA, 2006). Iniciador com cauda (tail) consiste na adi¢ao
ao primer forward de uma extensdo ou “cauda” de oligonucleotideos de 20 pb (tail)
de sequéncia ndo comum ao genoma estudado. Neste caso foram utilizadas trés
sequéncias iguais a locos do cromossomo Y humano. S&o utilizadas sequéncias
complementares de oligonucleotideos marcados com fluorocromo, denominado
iniciador marcado. Trés tipos de marcacdes (HEX, NED e 6-FAM) foram feitas nos
iniciadores marcados. Para a amplificacdo de cada loco foram utilizados o iniciador

forward tail, o reverse e o marcado com o fluorocromo (Tabela 2).

Tabela 2. Sequéncia dos iniciadores tail com o respectivo tipo de fluorescéncia

utilizada
Primer Sequéncia do primer (5’ para Fluorescéncia na
3’) extremidade 5’
ORY5437 GACTATGGGCGTGAGTGCAT 6 — FAM
0G8S1132 GGCTAGGAAAGGTTAGTGGC HEX
0osD12 ACCAACCTAGGAAACACAGT NED

As reacOes de amplificacdo via PCR foram realizadas com um volume final de
13 pL contendo 7,5 ng de DNA genodmico, tampao 1X (Tris-HCI 10 mmol/L, KCI 50
mmol/L, MgCI2 1,5 mmol/L pH8,3) 0,27 uymol/L de cada iniciador (forward tail,
reverse e marcado), 2,0 mmol/L de MgCl,, 0,25 mg/mL de BSA, 0,25 mmol/L de
dNTP e 1U Taqg DNA polymerase e agua ultrapura estéril, As amplificacdes foram

realizadas nas seguintes condic¢des: 1 ciclo a 96°C por 2 minutos, 34 ciclos de 94 °C
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por 1 minuto, temperatura especifica de anelamento do primer (Ta °C) por 1 minuto
e 72°C por 1 min. Apos os 34 ciclos, uma etapa final de alongamento de 7 minutos a
72°C.

A andlise dos amplicons em gel foi feita em sistema multiplex, onde 2 uL de
produtos de PCR foram misturados em 3 plL de solucdo LB-ROX (2 pL de tampéao de
carregamento 1:5 formamida deionizada e 1 pL de DNA interno padrdo marcado
com fluorescéncia) (BRONDANI; GRATTAPAGLIA, 2001). Esta mistura foi
desnaturada por 5 minutos a 95°C da qual 2 yL foram utilizados para eletroforese de
2 horas e 30 minutos, conduzida em gel desnaturante (7 mol/L uréia) de
poliacrilamida 4% (Long Ranger 50%-Cambrex) em tampéao TBE 1X (Tris-base 8,9
mmol/L, &cido borico 88 mmol/L, EDTA 10 mmol/L).

As eletroforeses dos fragmentos foram realizadas no sequenciador semi-
automético ABI 377 (Applied Biosystems) utilizando-se filtro virtual D. A deteccéo e a
estimativa do tamanho de alelos em pares de base foram realizadas com o uso do
programa Genescan® v3.1(Applied Biosystems). Em seguida os valores foram
importados para o Genotyper® v2.5 (Applied Biosystems, Foster City, CA) para
filtragem de picos, interpretacdo e compilacao final dos dados, definindo o gendtipo
de cada individuo. Os dados genéticos foram salvos em uma planilha Excel.

3.5. Analises Estatisticas

De posse dos gendtipos de cada individuo péde — se obter estimativas de
genética descritiva como numero médio de alelos por loco (A), heterozigosidade
esperada ou diversidade génica (He), heterozigosidade observada (H,), alelos
exclusivos (Ap) e indice de fixagdo (f) (WEIR; COCKERHAM, 1984) a partir do
programa GDA (Genetic Data Analysis) (LEWIS; ZAYKIN, 2001). A estimativa do
namero efetivo de alelos (A.) foi obtida a partir da diversidade génica das
populacdes (He) (Ae = 1/1 — He; NEI, 1987).

Foram calculadas as estatisticas F (WEIR; COCKERHAM, 1984) e analise de
identidade genética entre individuos de acordo com Nei (1978) e analise de

agrupamento segundo o método UPGMA foram obtidos no programa GDA.
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A estimativa de frequéncias de alelos nulos, admitindo as proporgcbes de
Equilibrio de Hardy-Weinberg, foi analisada pelo programa MICRO-CHECKER 2.2.3.
de acordo com o método proposto por VAN OOSTERHOUT (2004).

Devido a algumas limitacdes do Fst relacionadas ao modelo mutacional de
marcadores microssatélites também foi feita a estimativa de estrutura genética nas
populacdes utilizando o parametro Rsr (GOODMAN, 1997) e estimativa de
diferenciacdo genética interpopulacional utilizando o parametro G'st proposto por
HEDRICK (2005) a partir do Gst obtido no programa FSTAT (GOUDET, 1995).

O modelo bayesiano implementado pelo programa Structure (PRITCHARD et
al. 2000; FALUSH et al. 2003) foi aplicado para inferir o namero de grupos
populacionais. A inferéncia populacional produzida foi executada sem incorporar a
informacédo das populacdes pré-definidas, para o modelo misto e com frequéncia
correlacionada.

A andlise do numero de populacgdes (K) foi executada para valores que
variaram de 1 a 10 com dez cadeias independentes, cada cadeia com um
comprimento de 50.000 iteracfes, seguida por 100.000 repeticbes do numero de
MCMC (cadeia de Markov e Monte Carlo). O AK (numero real de grupos) foi
determinado com base na média dos valores de L (K) produzidos para dez
repeticdes para cada K de acordo com método proposto por EVANNO et al. (2005)

usando o programa Structure Harvester (EARL, 2009).
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4. RESULTADOS

4.1. Diversidade Genética e Indice de Fixacgo

Todos os locos apresentaram elevado polimorfismo como exemplificado na
FIGURA 3.

FIGURA 3. Sistema multiplex em gel de poliacrilamida 4% no sequenciador ABI377. Analise da
populacdo Ecoparque de Una com 5 locos. Fluorescéncia vermelha: ladder marcado com ROX,
fluorescéncia verde: loco EE2 e EES5; fluorescéncia azul: locos EE59 e EEA48; fluorescéncia amarela:
loco EE25.

O numero de alelos por populacao variou de 12 alelos (Estacdo Veracel) a 32
alelos (Faz. Alto da Esperancga) com um total de 298 alelos descritos nos 14 locos de
microssatélites analisados nas oito populagfes. Foi obtido um numero médio de
alelos por locos de 21,3 (Tabela 3).

Observou-se que a populacdo da Estacdo Veracel apresentou menor média
de alelos por loco (A = 5,3) dentre as analisadas, o que pode ser devido a
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amostragem de apenas 16 individuos nesta populacdo contra uma média de 33
individuos das demais. A populacdo de Reserva do Roncador (IBGE) apresentou o
maior nimero meédio de alelos por locos com 9,1 alelos. O numero efetivo de alelos
(Ae) obtido foi baixo, chegando a ser a metade do nimero médio de alelos (A) obtido
nas populagcdes analisadas, variando de 2,7 a 4,3, indicando distribuicdo desigual
nas frequéncias alélicas com elevado numero de alelos em baixa frequéncia. A
possivel presenca de alelos nulos foi detectada em todas as populacdes. A analise
da frequéncia dos alelos nulos em todos os locos para cada populacdo apresentou
variacdo de 0,032 a 0,086, com a maior frequéncia em populac¢des localizadas no
sul da Bahia (Tabela 3).

Tabela 3. Estimativas de parametros genéticos obtidos para as oito populacfes de

Euterpe edulis baseados em 14 locos microssatélites.

Populacdes Municipio/lUF A An He Ho f Ae Ap

Faz. Alto da ltacaré/BA 8,7 0,081 0,767 05541 0,298 4,3 16

Esperanca (0,004) (0,004)

Faz. Boa Sorte Urucuca/BA 8,3 0,055 0,717 0504 0300 35 8
(0,008) (0,004)

Rebio-Una Una/BA 8,1 0,052 0,69 0,547 0,217 33 8
(0,006) (0,004)

Estacdo Veracel Eunapolis/BA 5,3 0,074 0,647 0442 0,323 2,8 15
(0,010) (0,009)

Ecoparque de Una Una/BA 6,6 0,058 0,689 0,509 0,267 3,2 12
(0,010) (0,005)

Serra do Teimoso Jussari/BA 55 0,086 0,630 0,388 0,391 2,7 11
(0,014) (0,007)

PNB-DF Brasilia/DF 84 0,032 0,765 0,712 0,070 4,2 10
(0,004) (0,004)

IBGE-DF Brasilia/DF 9,1 0,039 0,763 0,664 0,131 4,2 11

(0,005) (0,004)

A, nimero médio de alelos por loco; An, frequéncia de alelos nulos; He, Heterozigosidade esperada; Ho,
Heterozigosidade observada; f=Fs, Indice de fixagdo; Ae, numero efetivo de alelos; Ap, alelos exclusivos; ()
Estimativa do erro padréo.

A diversidade génica (He) das populagdes analisadas variou entre 0,630 e
0,767. A populacdo de Itacaré e as populagdes do Distrito Federal (PNB e IBGE)
apresentaram diversidade génica com valores proximos entre si e maiores do que as
outras populagdes analisadas, como apresentado na Tabela 3.

A heterozigosidade observada foi bem variavel e com valores baixos, sendo

maior nas populacdes do Distrito Federal (PNB com H, de 0,712 e IBGE com H, de
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0,664) do que nas populagdes situadas no sul da Bahia (Tabela 3), provavelmente
devido a presenca de alelos nulos nestas populac¢des sul baianas.

No geral, a diversidade génica foi maior do que a heterozigosidade observada
e essa distincdo foi refletida nos valores de indice de fixacdo (f), os quais se
apresentaram elevados, variando de 0,07 a 0,391, com as populacdes do Distrito
Federal demonstrando menores valores de f (Tabela 3).

A populacdo da Reserva Natural Serra do Teimoso apresentou o menor
indice de diversidade génica (He = 0,630) e heterozigosidade observada (H, = 0,388)
e consequentemente maior indice de fixacdo (f = 0,391) em relacdo as outras
populacdes (Tabela 3).

Todas as populagOes apresentaram alelos exclusivos (Ap) com um total de 91
alelos exclusivos, com as populacfes da Fazenda Boa Sorte (Urucuca) e Rebio-Una
apresentando menos alelos exclusivos (8 alelos) do que as outras populacdes. A
populacdo da Fazenda Alto da Esperanca (Itacaré) apresentou maior nimero de

alelos exclusivos, com 16 alelos exclusivos nessa populacao (Tabela 3).

4.2. Estrutura Genética

Os valores das Estatisticas F (WEIR; COCKERHAM, 1984), obtido em analise
conjunta das populacdes apresentaram indices elevados. Observa-se uma elevada
estruturacdo genética entre as populacdes analisadas conjuntamente, com Fst de
0,205. Essa elevada estruturacdo genética pdde ser comprovada com a estimativa
do Rst (GOODMAN, 1997) e G'st (HEDRICK, 2005) apresentando valores de 0,5 e
0,747, respectivamente.

Os valores de Fir e Fis estimados foram elevados demonstrando uma
provavel perda de diversidade genética nas populacées, com valor médio do Fir
sendo de 0,384 e valor médio de Fisde 0,225 (Tabela 4).

Tabela 4. Resultados das Estatisticas F analisando todas as populagoes.

Fis Fir Fst
Média 0,225 0,384 0,205
Erro padrao 0,036 0,027 0,020
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Ao analisar a diferenciagdo genética entre pares de popula¢gdes observou-se
que populagcdes com mesmo morfotipo e que se encontram geograficamente
préximas (22 km em linha reta), como as populacdes de morfotipo verde do Distrito
Federal, PNB e IBGE, obteve-se baixa estrutura genética (Rst de 0,06). Porém, ao
analisar populagdes de mesmo morfotipo e que estédo distantes em linha reta 87 km,
como entre as populacdes da Fazenda Alto da Esperanca (Itacaré) e Ecoparque de
Una, ambas do morfotipo vermelho, apresentaram estruturacdo genética moderada
com Rst de 0,22.

O nivel de estrutura genética entre duas populacées de morfotipos distintos,
como entre Rebio-Una e Serra do Teimoso, que estao distantes geograficamente em

46 km em linha reta, mostrou-se elevado com valor de Rst de 0,61.

4.3. Fluxo Génico Aparente ou Histérico

Em geral, as estimativas de fluxo génico entre pares de populacdes, com
base no Fsr (WEIR; COCKERHAM, 1984), foram inferiores a 1,0 migrante por

geracao para as populacdes com maiores distancias geograficas entre si (Tabela 5).

Tabela 5. Matriz entre distancia geografica e fluxo génico aparente com base no Fsr.
Na diagonal inferior observa-se os valores estimados de fluxo génico (Nm). Na
diagonal superior estdo apresentadas as distancias (Km) em linha reta entre as
populacdes amostradas.

Faz. Alto Faz. Boa
da Sorte- Rebio-Una Estacdo Ecoparque Serrado PNB-DF IBGE-DF
Esperanca Uruguca (vermelho) Veracel de Una Teimoso (verde) (verde)
-Itacaré (amarelo) (amarelo)  (vermelho) (verde)
(vermelho)
Faz. Alto da 38 92 231 87 102 968 9667
Esperancga-ltacaré
(vermelho)
Faz. Boa Sorte- 1,97 67 193 66 64 941 939
Uruguca(amarelo)
Rebio-Una 2,10 1,40 130 0,28 46 953 952
(vermelho)
Estacdo Veracel 1,13 0,83 1,35 131 130 937 916
(amarelo)
Ecoparque de Una 1,92 1,35 2,05 0,91 49 959 949
(vermelho)
Serra do Teimoso 1,27 0,71 1,10 0,75 1,25 --- 910 903
(verde)
PNB-DF (verde) 1,04 0,65 0,94 0,80 0,91 0,95 - 22
IBGE-DF (verde) 0,95 0,60 0,81 0,64 0,81 0,90 4,60

As populacdes muito préximas geograficamente e do mesmo morfotipo
apresentaram elevado fluxo génico, como no caso das populacdes do Distrito
Federal que distam 22 km entre si e apresentaram fluxo génico aparente de 4,6
migrantes por geracgao.
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No caso de populagbes com maior distancia entre si e que sdo do mesmo
morfotipo, apresentaram fluxo génico indireto intermediario, a exemplo das
populacdes da Faz. Alto da Esperanca (Itacaré) e Rebio- Una que sdo do morfotipo
vermelho e distam entre si 92 km em linha reta, apresentando 2,1 migrantes por
geracao.

Em populacdes que sdo de morfotipos distintos com distancia intermediaria
apresentaram baixo fluxo génico entre si, como encontrado entre as populacdes de
Serra do Teimoso e Ecoparque de Una, que distam entre si 49 km em linha reta e

apresentaram 1,25 migrantes por geragao.

4.4. Agrupamento populacional

Dois grupos principais foram observados na andlise de agrupamento pelo
método UPGMA utilizando a distancia de NEI (1978) obtida pelo programa GDA
(FIGURA 4). As populacdes que apresentam caracteristicas fenotipicas tipicas de
populacdes de Euterpe edulis, populagcbes do Distrito Federal e Serra do Teimoso,
que sdo do morfotipo verde, foram agrupadas separadamente das populagbes do
morfotipo vermelho (Fazenda Alto da Esperanca, Rebio-Una e Ecoparque de Una) e
das populagbes de individuos que apresentam bainha amarelada (Fazenda Boa

Sorte e Estacdo Veracel).

Fazenda Alto da Esperanca
Fazenda Boa Sorte
Rebio Una

Ecoparque de Una
Estacao Veracel

Serra do Teimoso

— Parque Nacional de Brasilia
L Resera Ecologica do Roncador

0.8 0.6 0.4 0.2 0.0

FIGURA 4. Agrupamento das populagfes pelo método UPGMA utilizando a disténcia de NEI (1978).

O primeiro grupo foi formado pelas populacbes da Fazenda Alto da

Esperanca (ltacaré) agrupada a populacdo da Fazenda Boa Sorte (Urucuca) e as
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populacdes da Rebio-Una, Ecoparque de Una e Estacdo Veracel apresentando-se
em grupos unitarios, com a populacédo da Estacéo Veracel mais distantes dos outros
subgrupos.
O segundo grupo foi subdividido em dois subgrupos com as populacdes do
Distrito Federal (PNB e IBGE) apresentando-se agrupadas e a populagdo da Serra
do Teimoso em um subgrupo unitario mais distante.
A andlise bayesiana implementada pelo programa Structure foi aplicada com
0 objetivo de gerar grupos geneticamente homogéneos entre 250 arvores de
Euterpe edulis pré-definidas em oito populacdes, com base na localizacédo
geografica. O grafico da “variagdo de segunda ordem dos valores médios de méaxima
verossimilhanca para o nimero de populacdes K” (AK proposto por EVANNO et al.
(2005).) apresentou variacdo de 1 a 10 (FIGURA 5).
Pode-se observar que a estimativa de numeros de grupos populacionais

gerou dois picos para K=2 e K=7, com valor maximo em K=2.

DeltakK = m{|L"(K}[)/s[L(K)]
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FIGURA 5. Variagdo de segunda ordem dos valores médios de maxima verossimilhanca para o
namero de populagdes K em 250 individuos de Euterpe edulis.

O agrupamento das populacdes em dois grupos (AK=2) demonstraram que
eles estdo estruturadas geneticamente (FIGURA 6). Em média, a ancestralidade
compartilhada entre as arvores de Euterpe edulis foi de 98.8 e 99.4% nos grupos
marcados com cor vermelha e verde, respectivamente (FIGURA 6). O grupo

vermelho foi composto pela totalidade de individuos amostrados na Fazenda Alto da

28



Esperanca (ltacaré), na Fazenda Boa Sorte (Uruguca), na Rebio-Una, na Estacéo
Veracel e no Ecoparque de Una. Enquanto no grupo verde estad todos os individuos
amostrados no Distrito Federal (PNB e IBGE) e na Reserva Natural Serra do

Teimoso.

Morfotipo vermelho e amarelado Morfotipo verde

A AN
- Y4 N

1.00
0.80
0.60
0.40
0.20

0.00

FIGURA 6. Agrupamento das populacdes pré-definidas a localizagdo geogréfica para AK = 2. Faz.Alto
da Esperanca (ltacaré)=1; Faz.Boa Sorte (Urucuca)=2; Rebio-Una=3; Estacdo Veracel=4; Ecoparque
de Una=5; Serra do Teimoso=6; PNB-DF=7; IBGE-DF=8.

Esses resultados foram condizentes ao agrupamento pelo método UPGMA
usando distancia de NEI (1978) (FIGURA 4 e 6), o qual agrupou as populagbes em
relacdo aos diferentes morfotipos do presente estudo.

Na estimativa da propor¢cdo de relacdo de cada populacdo pré-definida com
os dois grupos formados (K=2), mostrou que as populacbes do ecétipo Bahia
apresentaram elevada probabilidade de estarem agrupados, com Rebio-Una e
Estacdo Veracel ambas com 99.7% de probabilidade, populacdo da Fazenda Boa
Sorte (Uruguca) com 99,6%, Fazenda Alto da Esperanca (ltacaré) com 99,2% e
Ecoparque de Una com 95,9% de probabilidade de agrupamento. Da mesma forma,
as populacdes do morfotipo verde apresentaram elevadas probabilidades de
estarem agrupadas, com PNB-DF e IBGE-DF, ambas possuindo 99,5% de
probabilidade e a populacdo do sul da Bahia, Serra do Teimoso, com 99,2% de
probabilidade de agrupamento.

Alguns individuos da populacéo pré-definida do Ecoparque de Una (grupo 5

na FIGURA 6) apresentaram probabilidade maxima de 40% de possuirem alelos
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ancestrais ao grupo de populacées com morfotipo verde (individuos representados
em barras verdes).

A analise de atribuicdo de individuos a um grupo foi feita com base na
freqiéncia dos alelos encontrados no grupo e a probabilidade dos individuos
apresentarem genoétipos que pertengam ao grupo em questdo. A partir dessa
andlise, os grupos apresentaram-se subdivididos com individuos mistos
apresentando alelos ancestrais comuns a outras populacdes, como pode ser
observado na FIGURA 7.

1.00

0.80
0.60
0.40
0.20

FIGURA 7. Atribuicdo de 250 palmeiras aos grupos populacionais, para A K=7. lFaz. Alto da
Esperanca (ltacaré);llFaz. Boa Sorte (Urucuca);ld] Rebio-Unafll Estacéo Veracel;[E Ecoparque de
Una; serra do Teimoso; L1PNB-DF e IBGE-DF.

A variacdo de AK=7 demonstrou que as palmeiras amostradas nas
populacdes do Distrito Federal, PNB e IBGE, permaneceram agrupadas
geneticamente, com probabilidade média de 97,5% e 97,6%, respectivamente, com
individuos apresentando menos de 5% de probabilidade de compartilhamento de
alelos ancestrais com outros grupos.

Os individuos da Fazenda Alto da Esperanca (ltacaré) apresentaram
probabilidade média de 95,6% de se agruparem. Observou-se que algumas arvores
apresentaram menos de 20% de probabilidade de compartilharem alelos ancestrais
com grupos (grupo 1 na FIGURA 7). O mesmo pode ser observado no grupo pré-
definido da Fazenda Boa Sorte (Uruguca), onde os individuos amostrados
apresentaram meédia de 95,5% de probabilidade de agrupamento e poucos
individuos compartilharam alelos ancestrais com outros grupos, com menos de 20%
de probabilidade (grupo 2 na FIGURA 7).
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Os individuos amostrados na Rebio-Una apresentaram probabilidade média
de 90,6% de se agruparem geneticamente, enquanto que os individuos do
Ecoparque de Una apresentaram uma média de 86,2% de probabilidade de
agrupamento. Ambas as populacbes pré-definidas apresentaram média de
probabilidade de agrupamento inferior aos outros grupos estudados, devido a
presenca de individuos com probabilidades maiores do que 30% de ancestralidade
com outros grupos (FIGURA 7). Foi observado que um individuo coletado no
Ecoparque de Una apresentou 69% de ancestralidade com o grupo da Rebio-Una.

As palmeiras analisadas nas populacdes da Estacdo Veracel e Serra do
Teimoso apresentaram em média 94,1% e 96,7% de probabilidade de agrupamento,
respectivamente. Em ambos 0s grupos apresentaram-se individuos mistos com
ancestralidades a outras populacfes, porém na Serra do Teimoso foram baixas as
probabilidades de compartiihamento de alelos ancestrais, com menos de 20%,
enquanto que na Estacdo Veracel, algumas palmeiras apresentaram probabilidade
de ancestralidade acima de 20% (FIGURA 7).

31



5. DISCUSSAO

Muitos estudos tém focado na andlise da diversidade genética de populacdes
de espécies arboreas com objetivo de direcionamento de planos de conservacao.
Porém, poucos trabalhos cientificos tem relacionado distingdes fenotipicas entre
populacdes naturais de espécies arbOreas e niveis de estrutura genética entre tais
populacbes. Assim, este trabalho vem contribuir, de maneira inédita, com a
observacéo de diferencas morfologicas e genéticas que indicam um possivel inicio

de isolamento reprodutivo e quica de especiacdo em Euterpe edulis.

5.1. Diversidade Genética e indice de Fixacdo

A acuréacia na estimativa de parametros genéticos baseia-se, principalmente,
nas caracteristicas dos marcadores moleculares escolhidos, tais como elevado nivel
de polimorfismo e distribuicdo ampla no genoma. No presente estudo, o marcador
SSR demonstrou elevado nivel de variacdo alélica compativel com outros estudos
de estrutura genética populacional (ZUCCHI et al. 2003; WANG et al. 2005).

Com base nos 14 locos SSRs foi possivel observar que as populacdes
situadas no sul da Bahia apresentaram menor diversidade genética do que as
populacdes localizadas no Distrito Federal (Tabela 3). Entretanto, em ambas as
regides a variabilidade genética detectada foi menor do que a obtida em outros
trabalhos realizados com a espécie em questdo (GAIOTTO et al. 2003; CONTE et al.
2008; VIEIRA et al. 2010).

A diferenca no nivel de diversidade genética detectada, pode dever-se a
problemas da ferramenta molecular utilizada ao ser transferida para as populacdes

do sul da Bahia, jA que os marcadores microssatélites utilizados no presente
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trabalho foram desenvolvidos a partir de amostra das populagdes do Distrito Federal
(GAIOTTO et al. 2001). O déficit de heterozigotos observados e possivel presenca
de alelos nulos nas populacdes da Bahia podem ser um indicativo de tal evento
(Tabela 3). Niveis baixos de H, e déficit de H, também foram observado em estudos
realizados por ZUCCHI et al. (2003) e TARAZI et al. (2010) ao analisarem a
diversidade e estrutura genética em populagbes de espécies arboreas utilizando
microssatélites transferidos de outras espécies. O mesmo pode ocorrer quando ha
transferéncia de primers microssatélites entre populacdes bastante divergentes de
uma mesma espécie (PLEINES et al. 2009).

A estimativa da frequéncia de homozigotos elevada nas populacdes pode se
dever a presenca de alelos nulos nestas populacdes (Tabela 3). Estes alelos, por
possuirem baixo peso molecular ou mutacdes nas regides de anelamento dos
primers, ndo aparecem nos geis. Com isto, muitos individuos heterozigéticos séo
considerados como homozigoéticos, acarretando em um numero de heterozigosidade
observada menor do que o numero real (DAKIN; AVISE, 2004). A transferibilidade
de primers microssatélites que apresentaram, no geral, maior ocorréncia de alelos
nulos nas populacdes do sul da Bahia corrobora a hipotese de forte processo de
diferenciacdo destas populacbes em relacdo as demais populacbes de morfotipo
verde, j& que demonstrou que ha variagdo na regido que flanqueia os microssatélites
no genoma, regido essa que, teoricamente, seria conservada dentro da espécie.

Os baixos indices de heterozigosidade observada em relacdo a diversidade
génica acarreta a valores de indice de fixacdo positivo, indicando ocorréncia de
acasalamento ndo aleatério dentro das populacdes. Porém, no presente trabalho,
provavelmente, a presenca de alelos nulos nas populacdes do sul da Bahia levaram
a estimativa de f elevada. Ou seja, a maior por¢cdo do valor de f positivo estaria
ocorrendo devido a ferramenta molecular utilizada e ndo a endogamia relacionada
ao sistema reprodutivo nestas populagdes sul baianas. Hipotetiza-se que se primers
microssatélites fossem desenvolvidos especificamente para estas populacfes, as
mesmas apresentariam valores de f similares a outros ja publicados (GAIOTTO et al.
2003; CONTE et al. 2008) para E. edulis.

Deve-se levar em consideracdo, ainda, a possibilidade de néo terem sido
amostrados todos 0s genotipos representativos de cada loco jA que o tamanho

amostral das populacdes foi relativamente baixo (média de 31 individuos por
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populacdo) e a espécie apresenta elevada densidade populacional. Esse aspecto é
particularmente importante em estudos genéticos populacionais, uma vez que 0 uso
de locos hipervariaveis pode afetar a acuracia das estimativas de parametros

genéticos, acarretando em resultados tendenciosos (HEDRICK, 1999).

5.2. Estrutura Genética, Fluxo Génico e Agrupamento Populacional

O resultado do indice de diferenciacdo genética interpopulacional (Fst), de
todas as populacbes analisadas conjuntamente, evidenciou uma significativa
estrutura genética, o que pode levar a uma reducdo na variabilidade genética
populacional (Tabela 4). Os resultados estimados de Fst, Rst € G'st apresentaram
valores diferentes devido as diferencas no modelo estatistico de estimacdo de cada
parametro, porém a interpretacéo biolégica dos niveis de estrutura genética presente
e significativo nas populacdes de E.edulis € a mesma para os trés parametros.

Esse elevado nivel de diferenciacdo genética entre as populacdes pode ser
uma consequéncia da distancia geografica entre os individuos analisados e da
consequente deriva genética. Tomando como base o grupo de populacbes
analisadas no sul da Bahia e a distancia geografica entre o grupo de populacdes
localizado no Distrito Federal, os quais distam entre si mais de 900 km e
considerando-se a presenca de uma area ampla fragmentada entre as duas regides,
€ improvavel que esses grupos estejam conectados por fluxo génico, mesmo que
indireto através do modelo alpondras (stepping stone).

Essas divergéncias puderam ser comprovadas quando se observou o nimero
de alelos exclusivos nas populacdes. Alelos exclusivos séo alelos que s6 sédo
encontrados em uma populacdo e sua presenca é um dos indicios de que fluxo
génico é muito baixo ou inexistente e as mesmas estédo se divergindo, aumentando a
estrutura genética entre elas (HARLT; CLARK, 1997).

Ao analisar as populacdes em pares, levando-se em considera¢do o morfotipo
encontrado em cada localidade e a distancia geografica entre elas, foi possivel
observar que ambos os fatores (distancia geografica e distingdes fenotipicas) estao
relacionados ao nivel de diferenciacdo genética entre as populagdes, visto que os
niveis de fluxo génico (Nm) obtido a partir do Fst apresentaram a mesma relacao
(Tabela 5).
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A relacdo entre divergéncia genética e distancias geograficas é observada
quando comparamos o nhivel de estrutura genética encontrada entre populagcdes
geograficamente distantes, porém com mesmo morfotipo (Fazenda Alto da
Esperanca e Ecoparque de Una com 87 km de distancia, em linha reta) e
populacdes localizadas em areas proximas e que apresentam distingdes fenotipicas
(Fazenda Alto da Esperanca e Reserva Natural Serra do Teimoso com 46 km de
distancia em linha reta). Na primeira situacdo, o nivel de estrutura genética foi menor
do que na segunda, mostrando que populacbes de morfotipos distintos
apresentaram divergéncias genéticas mesmo quando préximas fisicamente,
ocasionadas provavelmente pelo isolamento reprodutivo entre os diferentes
morfotipos.

N&do h& estudos publicados relatando elevada estruturacdo genética entre
populacées de palmito-jucara que estejam geograficamente proximas, como o obtido
no presente estudo. Em andlises de diferenciacdo genética interpopulacional em
populacdes desta espécie utilizando diferentes marcadores moleculares, tais como
isoenzimas (REIS et al., 1997), AFLP (CARDOSO et al., 2000) e microssatélites
(GAIOTTO et al.,, 2003; CONTE et al., 2008) foram obtidos niveis baixos de
divergéncia genética entre populacdes, mesmo quando estas se localizavam
bastante afastadas geograficamente (populacdes distantes 512 km em CARDOSO
et al., 2000; populacbes distantes 150 km em CONTE et al., 2008). Todos os
estudos foram realizados nas regifes sudeste, centro-oeste e sul do Brasil, onde o
impacto da fragmentacdo ambiental € maior e mais antigo do que a fragmentacéo
observada no sul da Bahia. Isso indica que as divergéncias entre populagbes de
palmito-jucara com diferentes morfotipos ndo se deve a fragmentacdo e sim a um
evento de isolamento reprodutivo de ocorréncia natural.

A regido sul da Bahia apresenta o dominio da Mata Atlantica mais conservada
e diversificada do Brasil, apresentando elevado nivel de endemismo de espécies da
flora (THOMAS et al., 1998; MARTINI et al., 2007), sendo referida como um ponto de
divergéncia para algumas espécies (PAGLIA, 2003; LARA-RUIZ et al., 2008). Este
elevado indice de diferenciacdo genética em espécies de diferentes taxons nesta
regido pode estar relacionado a caracteristicas climaticas, a composicédo do solo e,

principalmente a histéria geoldgica da regiao.
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A hipbtese de isolamento reprodutivo entre os morfotipos torna-se mais
robusta com os resultados de fluxo génico obtidos no presente estudo. Observaram-
se taxas de fluxo génico histérico maiores entre populacdes que apresentam
fendtipos relativos a cor da bainha similares, mesmo quando as distancias
geograficas entre elas sdo maiores do que entre populagbes de morfotipos
diferentes (Tabela 5).

Em plantas, o grau de isolamento entre populacdes depende do fluxo génico
através de polinizacéo e dispersédo de sementes (RABASA et al. 2009). Em espécies
nas quais as flores sao polinizadas por insetos e os frutos sao dispersos por aves, 0
fluxo génico pode ser extenso ou pode ter um potencial limitado, vai depender do
comportamento mutualista do animal (AGUILAR et al. 2008). No caso das
populacdes de palmito-jucara, diferencas no periodo de florescimento seriam
suficientes para acarretar num baixo fluxo génico entre populacdes proximas. Uma
hip6tese seria que ao longo de sua evolucao, tais populacdes teriam entrado em
“‘isolamento por tempo” (IBT) que se refere a restricdo temporal de fluxo génico
devido a periodos reprodutivos distintos (HENDRY; DAY, 2005), ou polinizacdo por
espécies diferentes e como consequéncia, as populacdes ndo trocam genes e iSso
acelera o processo de isolamento reprodutivo com consequente divergéncias
genéticas e fenotipicas entre as populacfes. Para comprovar esta hipétese, estudos
comparativos de fenologia da espécie considerando os seus diversos morfotipos e
cruzamentos controlados poderiam ser propostos.

A abordagem bayesiana implementada no Structure reforca o indicio de
isolamento genético existente entre os diferentes morfotipos de E. edulis.
Primeiramente, as populacfes foram separadas em dois principais grupos (FIGURA
5) com elevada probabilidade (>98%), com cada um apresentando maior
ancestralidade genética entre grupos com mesmo morfotipo.

Tal fato ndo foi encontrado em outros trabalhos com espécies vegetais
(TSUDA; IDE, 2005; CAETANO et al. 2008; BAKKER et al. 2009) onde agrupamento
feito pelo método bayesiano agrupou as populacdes com base na localizacéo
geografica devido ao nivel de fluxo génico e diferenciacdo genética existente entre
elas. No presente trabalho, o primeiro agrupamento das populacbes nao foi
condizente com as localizagbes geograficas, sendo que a populacdo da Reserva

Natural Serra do Teimoso agrupou-se com as populacdes do Distrito Federal, o que
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corroborou com resultado de agrupamento pelo método UPGMA (FIGURA 4 e 6),
por apresentar semelhanca fenotipica e consequentemente maior relagdo genética
com as populacdes de Brasilia.

Os dois principais grupos demonstraram estar subdivididos com presenca de
individuos com alelos ancestrais a outros grupos (FIGURA 7). A subdivisdo dos
grupos foi condizente com as areas geogréficas pré-definidas, onde os individuos
apresentaram elevada probabilidade de agrupamento (>85%) devido a maior relagéo
genética, indicando o elevado nivel de estrutura genética entre as populacoes.

As populagdes do Distrito Federal permaneceram no mesmo grupo,
possivelmente devido a taxa de fluxo génico relevante, ja que foram as populacdes
gue apresentaram maior taxa de migrantes por geracdo, quando comparadas as
outras populacoes.

A presenca de individuos mistos com ancestralidade genética a outros grupos
esta relacionada a taxa de fluxo génico estimada entre as populacdes, onde aquelas
gue apresentaram individuos com maior probabilidade de ancestralidade com outros
grupos foram as que demonstraram maior conectividade genética (i.e. populagcéo
Rebio-Una e Ecoparque de Una) (Tabela 5 e FIGURA 7). Essa relacdo pode ter
ocorrido porque o tipo de estimativa de fluxo génico utilizado (a partir do Fst) ndo é
referente a uma taxa de migracdo recente demonstrando os indices de alelos
ancestrais que ainda permaneciam nas populacoes.

No geral, as populacbes de palmito-jucara analisadas apresentaram
divergéncia genética, com elevadas estruturacdo genética entre populagcdes e baixo
fluxo génico com distingBes fenotipicas, indicando um provavel inicio de isolamento
reprodutivo.

O ecotipo Bahia ndo apresenta ocorréncia em outras regiées do Brasil. Os
resultados ora apresentados demonstraram forte divergéncia genética entre estas
populacdes e aquelas tipicas de E. edulis. Se a hipétese de isolamento reprodutivo
das populacdes do ecotipo Bahia com populacbes de morfotipo verde estiver
correta, este trabalho foi realizado num momento da evolugdo em que se inicia um
evento natural de especiacéo.

Assim, o0s resultados deste trabalho ressaltam a importancia do
desenvolvimento de planos de conservacdo, ndo s6 das populacbes de E. edulis

raras e endémicas do sul da Bahia (com morfotipo vermelho), mas de todas as
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populacbes analisadas da espécie, pois de forma geral, apresentaram divergéncias
genéticas importantes que podem acelerar a perda da variabilidade genética.
Primeiramente, € necessario cessar a fragmentacdo ambiental e conservar o
potencial evolutivo das populacdes evitando a perda de alelos por deriva genética,
pois a capacidade de uma espécie em se adaptar as mudancas ambientais, mesmos
sendo elas decorrentes de eventos naturais, esta relacionada a quantidade de
diversidade genética intra e interpopulacional.

Para melhor compreensao dos fatores influenciando o isolamento reprodutivo
entre os diferentes morfotipos, é de grande valia compreender a historia
biogeografica do sul da Bahia, avaliar a distribuicdo genética espacial
intrapopulacional dessas populacdes, os periodos de florescéncia das populacdes e
espécies de polinizadores que atuam na dispersdo génica de cada populacéo.
Distingbes de espécies polinizadoras podem atuar no isolamento reprodutivo, com
consequente evento de especiacdo apos varias geracoes (WIDMER et al. 2009).

Os resultados obtidos no presente trabalho representam o primeiro passo
para a compreensdo dos processos evolutivos da espécie Euterpe edulis,
direcionando para estudos mais aprofundados sobre o isolamento reprodutivo entre
as populacdes com distingdes fenotipicas e consequente desenvolvimento de planos
de conservacao do morfotipo endémico da Mata Atlantica do sul da Bahia.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho permitiram concluir que:

1) As oito populacdes de E. edulis analisadas possuem diferencas tanto

morfolégicas quanto moleculares;

2) Tanto a estrutura genética, o fluxo génico estimados quanto o agrupamento
das populacdes demonstram haver mais diferenca e isolamento entre populacdes
proximas, porém com morfotipos distintos do que entre populacdes distantes de

mesmo morfotipo.
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