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RESUMO

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) é uma frutifera nativa do Brasil,
amplamente distribuida no cerrado e nos tabuleiros costeiros. Produz frutos saborosos,
nutritivos e de ampla utilizacdo, com grande potencial para exploracdo econémica.
Entretanto, as populagdes naturais de H. speciosa estdo sofrendo intenso processo de
erosdo genética devido a especulacdo imobiliaria e a expansdo da fronteira agricola, sem
que tenha sido realizado estudo sobre a diversidade e estrutura genética. A caréncia de
tais informacdes limita a adocao de estratégias eficientes de coleta e de conservacdo dos
recursos genéticos. O objetivo deste trabalho foi analisar a diversidade e estrutura
genética, bem como inferir os padrbes filogeogréficos das popula¢Bes naturais de H.
speciosa nos Tabuleiros Costeiros do Nordeste do Brasil. Marcadores microssatélites ou
SSR (seis loci) e cpDNA (regido trnH-psbA) foram utilizados com sucesso para estimar
os indices de diversidade genética e inferéncias filogeofraficas de quatro populacdes
naturais de H. speciosa (96 individuos) nos Estados do Maranh&o, Paraiba, Pernambuco
e Sergipe. A espécie mostrou moderada estruturacdo genética (Fst=0,095) com maior
variabilidade genética dentro de populacbes (83%) do que entre populacdes (17%). Os
valores de Fsr para as populagdes combinadas aos pares mostrou que a menor
diferenciacdo genética foi entre Paraiba x Pernambuco (0,015), e a maior diferenciacao
entre Maranhdo x Pernambuco (0,142). Observou-se que a populacdo Maranhdo foi a
que mais divergiu das demais. No geral, para as populacdes estudadas o indice de
fixacdo foi nulo ou negativo (-0,082). A andlise do cpDNA revelou seis haplotipos
sendo que a populacdo de Sergipe apresentou maior diversidade de hapl6tipos e um
hapl6tipo em comum com os Estados da Paraiba e Pernambuco. A populagdo do
Maranhdo apresentou haplotipos exclusivos. A andlise de variancia molecular espacial
revelou dois grupos com elevada estruturacdo genética (Fst = 0,898 e F¢r = 0,899), com
89,92% da variagdo entre os grupos. Tais informagfes de diversidade e estrutura
geneética constituem importantes subsidios para aperfeicoar a conservagdo ex situ e in
situ dos recursos genéticos da mangabeira na regido estudada e para pesquisas de pré-

melhoramento genético dessa espécie.

Palavras chaves: variabilidade, microssatélites, copDNA, filogeografia.



ABSTRACT

The mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) is a native fruit tree of Brazil, widely
distributed in the cerrado and coastal boards. It produces tasty, nutritious and widely
used fruits, with great potential for economic exploration. However, the natural
populations of H. speciosa are undergoing an intense process of genetic erosion as a
result mainly of expansion of agricultural frontier and cities, without study on diversity
and genetic structure of populations. The lack of such information is limited to the
adoption of efficient collect and conservation of genetic resources. The objective of this
work was to analyze the diversity and genetic structure, as well as to infer the
phylogeographic patterns of the natural populations of H. speciosa on Northeast Coastal
Boards of Brazil. Microsatellite or SSR (six loci) and cpDNA (trnH-psbA region)
markers were used to estimate the genetic diversity indexes and to get phylogeographic
inferences of four natural populations of H. speciosa (96 individuals) sampled in the
States of Maranhdo, Paraiba, Pernambuco and Sergipe. The species showed moderate
genetic structuring (Fst = 0.095) with greater genetic diversity within populations (83%)
than among populations (17%). The Fst values for the pair of populations showed the
smallest genetic differentiation between Paraiba x Pernambuco (0.015) and a larger
between Maranhdo and Pernambuco (0.142). It was observed that the Maranhdo
population had larger differentiation among four one. In general, for the populations
studied, the fixation index was zero or negative (-0.082). A cpDNA analysis revealed
six haplotypes and the Sergipe population presents a greater diversity of haplotypes,
showing a haplotype in common with the States of Paraiba and Pernambuco. The
population of Maranhdo presents haplotypes exclusive. A spatial molecular variance
analysis revealed two groups with high genetic structure (Fst = 0.898 and Fcr = 0.899),
with 89.92% of the variation between the groups. This information on diversity and
genetic structure are important subsidies for optimizing ex-situ and in-situ conservation
of the genetic resources of mangabeira on studied region and for search of pre-breeding

research of this species.

Keywords: variability, microsatellites, coDNA, phylogeography.
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1 INTRODUCAO

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) € uma frutifera da familia
Apocynaceae, de porte médio, que atinge de 5 a 10 metros de altura. Nativa do Brasil €
encontrada espontaneamente em diversas regides do pais, tais como, Tabuleiros
costeiros e baixada litoranea do Nordeste, onde é mais abundante, e também nas &reas
de cerrado (LEDERMAN et al., 2000). Fora do Brasil, a presenca dessa fruteira foi
descrita na Bolivia (PRADO, 2000), Paraguai, Argentina e Peru (SILVA JUNIOR et al.,
2006).

A espécie apresenta seis variedades boténicas que sdo elas: H. speciosa var.
speciosa, H. speciosa var. maximiliani, H. speciosa var. cuyabensis, H. speciosa var.
lundii, H. speciosa var. gardneri e H. speciosa var. pubescens. Nos Estados do Nordeste
ocorre a predominancia da variedade speciosa; a variedade gardneri ocorre no Brasil
Central; a pubescens em Goias e Minas Gerais; a cuyabensis no Mato Grosso, mais
especificamente na Chapada dos Guimardes; a maximiliani em Minas Gerais e a lundii
ocorre em Minas Gerais, Pernambuco, Bahia e Goias (MONACHINO, 1945).

Os frutos sdo consumidos in natura e utilizados na preparacdo de geleia ou
sorvete. Por apresentar sabor caracteristico, a mangaba tornou-se muito apreciada pela
populacdo (MOURA et al., 2011). E considerada uma das frutiferas mais populares nas
regides Norte e Nordeste do Brasil, onde se encontram os maiores mercados para esse
fruto (SOUZA et al, 2007). Trata-se de uma espécie de grande potencial
socioecondmico devido seus diversos usos, com grande demanda e bons pregos no
mercado, além de gerar renda para varias familias.

Essa espécie ainda esta em fase de domesticacdo, portanto, aspectos relacionados
ao seu cultivo necessitam ser estudados, como por exemplo, a propagacao vegetativa,
selecdo de gendtipos promissores, desenvolvimento e adaptacdo de préaticas culturais,
estudos sobre a fenologia da planta e fatores relacionados a pré e pos-colheita do fruto
(LEDO et al., 2007).

Em populacBes naturais de mangabeira, tem sido observada forte erosdo genética
devido a intensa atividade antrépica decorrente da especulacdo imobiliaria,
intensificacdo da atividade canavieira, cultivo de coqueiro, implantagdo de pastagens e
da desestruturagdo de sistemas tradicionais de conservacdo das populagdes
remanescentes. Ressalta-se ainda, que tais recursos genéticos da mangabeira ainda sao
pouco conhecidos e sua conservacao, caracterizagdo e uso, ainda necessitam de muitas
acOes de pesquisa e desenvolvimento (SILVA JUNIOR et al., 2006). Nesse sentido, a

ampliacdo dos conhecimentos sobre a diversidade e estrutura genética das populacdes
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de mangabeira é de grande importdncia para implementacdo de estratégias de
conservacao de recursos genéticos e para melhoramento genético da espeécie.

Nas ultimas décadas, a Genética de Populagdes proporcionou grandes avangos nos
estudos de populagGes naturais, principalmente devido ao desenvolvimento e
aprimoramento da genotipagem (identificagdo de genotipos) por meio dos marcadores
moleculares. Parametros obtidos por meio de tais marcadores permitem que se facam
inferéncias a cerca da diversidade genética, sistema reprodutivo, estrutura genética
populacional, origem e evolugdo das espécies.

Ainda em relagdo as populacdes naturais, tais parametros fornecem subsidios para
a conservacdo dos recursos genéticos ex situ e in situ, repovoamento de areas
degradadas, pré-melhoramento genético, assim como para exploragdo econdmica de
espécies nativas. Diante do exposto, 0s objetivos deste trabalho foram caracterizar a
diversidade e estrutura genética, e inferir padrées filogeogréaficos das quatro populacdes
naturais de H. speciosa Gomes localizada nos Tabuleiros costeiros dos Estados de

Sergipe, Paraiba, Pernambuco e Maranhao.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Origem e aspectos botanicos da mangabeira (Hancornia speciosa Gomes)

A mangabeira é uma frutifera nativa do Brasil, e seu nome em tupi-guarani
significa “coisa boa de comer” (LEDERMAN et al., 2000). Essa espécie tem ampla
distribuicdo geogréfica, pois ocorre do Estado de S&o Paulo ao Estado do Amapa
(SILVA JUNIOR et al., 2011). Os principais centros de diversidade de mangabeira no
Brasil sdo: Costa Atlantica, Baixo Amazonas (principalmente Pard e Amapa), Nordeste
(Caatinga, sobretudo as areas de tabuleiros de savanas e zonas de transi¢do caatinga-
cerrado), Brasil Central (Cerrado), Mata Atlantica (nas areas de cerrados litoraneos e
restingas dos setores) e Bahia/Espirito Santo/ Vale do Rio Doce (do litoral de Sergipe
ao Espirito Santo) (GIACOMETT]I, 1992).

De acordo com Lederman et al. (2000), esta frutifera ocorre em maior quantidade
em solos pobres e de textura arenosa da regido do Cerrado e Tabuleiros Costeiros, onde
ocorre temperaturas médias anuais entre 24°C e 26°C e altitudes de até 1.500 m,
desenvolvendo-se bem em regifes que apresentam precipitacdo entre 750 e 1.600 mm

anuais e é bastante tolerante a periodos de escassez hidrica.
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A espécie H. speciosa pertence ao grupo das Eudicotiledoneas, ordem
Gentianales, e familia Apocynaceae. Essa familia apresenta cerca de 300 géneros e
2.000 espécies distribuidas no mundo, e € estimado que 41 géneros e 376 espécies
ocorram no Brasil. O género Hancornia é monoespecifico, a espécie H. speciosa Gomes
possui seis variedades botanicas que se distinguem em algumas caracteristicas
morfoloégicas como tamanho de folha e flor. As variedades sdo: H. speciosa var.
speciosa, H. speciosa var. maximiliani, H. speciosa var. cuyabensis, H. speciosa var.

lundii, H. speciosa var. gardneri e H. speciosa var. pubescens (MONACHINO, 1945).

Ainda segundo Monachino (1945), as variedades de H. speciosa estdo distribuidas
da seguinte maneira: a variedade speciosa predomina no Nordeste; a gardneri ocorre no
Brasil Central; a pubescens em Goias e Minas Gerais; a cuyabensis na Chapada dos
Guimardes (Mato Grosso); a maximiliani em Minas Gerais e a lundii nos Estados de
Minas Gerais, Pernambuco, Bahia e Goids. Entretanto, em relacdo a ocorréncia da
variedade lundii no Nordeste do Brasil ndo existe outros relatos, nem tem sido

encontrada.

A éarvore adulta da mangabeira apresenta altura variando de 2 a 10 m, copa
irregular cujos troncos sdo tortuosos com ramificacdes e asperos. Seus frutos sdo do tipo
baga, de forma elipsoide ou arredondado e exocarpo com coloracdo amarelada. A polpa
do fruto é doce, de aroma agradavel e os sabores exéticos caracteristico do fruto da
mangabeira associados a elevada acidez e, seu alto contetdo de solidos solUveis sdo
bastante apreciados (SILVA JUNIOR e LEDO, 2006).

As folhas sdo do tipo simples, oposta e alternada, podendo ser pilosas ou glabras e
curto-pecioladas, com forma e tamanho variavel. A planta apresenta inflorescéncia com
namero de flores variando de um a sete, as quais podem ser do tipo dicasio ou cimeira
terminal (ALMEIDA et al., 1998). As flores sdo hermafroditas, em forma de campénula
alongada (tubular) e de cor branca. Quanto ao seu sistema reprodutivo, a mangabeira é
uma espécie alégama que possui autoincompatibilidade genética e é polinizada por
insetos (DIAS e MARANHAO, 1994; DARRAULT e SCHLINDWEIN, 2003).

No Nordeste do Brasil o florescimento da mangabeira ocorre em dois periodos do
ano, o primeiro de abril a junho, e amadurecimento dos frutos ocorre de julho a
setembro, e 0 segundo de agosto a outubro e amadurecimento dos frutos no periodo de
janeiro e marco. Na regido de Belém, também ocorrem duas épocas de frutificagéo,

sendo uma no primeiro semestre do ano, com produ¢do em margo, e a outra no segundo
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semestre do ano, com producdo em setembro. Na regido do Cerrado, observa-se apenas
uma safra por ano, que ocorre nos meses de outubro a dezembro. J& em Minas Gerais, 0
florescimento ocorre de setembro a novembro e a frutificagcdo nos meses de dezembro a
janeiro. No Mato Grosso do Sul, a floracdo da mangabeira ocorre de agosto até outubro,
com frutificagdo de abril a maio (SILVA JUNIOR e LEDO, 2006).

Figura 1. Arvore adulta de H. speciosa (A), folhas (B) e frutos (C). Foto: MAIA,
AK.S.

2.2 Importancia socioeconémica da mangabeira

A mangabeira é considerada uma das frutiferas mais promissoras, principalmente
para a regido Nordeste, onde grande nimero de familias obtém renda durante parte do
ano através da colheita e comercializacio desses frutos (SILVA JUNIOR et al., 2006).

Por apresentar polpa de sabor e aroma agradavel, os frutos da mangabeira séo utilizados
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de forma natural ou como matéria prima para preparar suco, sorvete e produtos
industrializados como doces, compotas, geleias, xaropes, vinhos e vinagres
(MATTIETTO et al., 2003).

Os frutos da mangabeira possuem em torno de 77% de polpa, 11% de casca e 12%
de semente e excelente valor nutritivo. O teor de proteinas é de 0,7 g/100g de polpa,
além de ser rica em vitaminas A, B, e C, ferro, fosforo e célcio. Além dos frutos, outras
partes da planta podem ser exploradas economicamente, como por exemplo, o tronco da
mangabeira para extracdo de latex para producdo de borracha (PINHEIRO e
PINHEIRO, 2006; SILVA JUNIOR et al., 2011).

Também ha citacdes da utilizacdo da mangabeira como planta medicinal. Soares
et al., (2004) relatam a utilizacdo do latex da mangabeira no tratamento de tuberculose,
dermatoses, herpes e verrugas. De acordo com Ferreira et al., (2007) o extrato etanélico
de folhas de mangabeira promove o relaxamento de vasos em aorta de ratos. Tal
propriedade vasodilatadora tem utilizacdo para o tratamento de hipertensao, ressaltando
o0 potencial de H. speciosa como anti-hipertensivo (MANCIA et al., 2007; SILVA et al.,
2011).

A mangabeira encontra-se em estado inicial de domesticacdo, apesar do grande
potencial para exploracdo econdmica. A producdo ainda é feita essencialmente de
maneira extrativista e existem poucos pomares implantados (GANGA et al., 2010).
Portanto, ha a necessidade de somar esforcos para que haja adequacdo de gendtipos de
mangabeira aos diferentes sistemas de produgdo por meio de programas de

melhoramento genético visando desenvolvimento e/ou sele¢do de gendtipos superiores.

Para tanto, é imprescindivel que se amplie os conhecimentos em relacdo a
diversidade genética disponivel tanto nas colecBes de germoplasma como nas
populacdes naturais. A partir desse conhecimento torna-se possivel o desenvolvimento
de geno6tipos com mais diversas caracteristicas de interesse agrondmico (SILVA et al.,
2011).

2.3 Ocorréncia da mangabeira nos Tabuleiros Costeiros do Nordeste do Brasil

Os Tabuleiros Costeiros estendem-se desde o extremo sul da Bahia até o
Maranhdo, acompanhando o litoral nordestino brasileiro. Apresenta area de
aproximadamente 98.503 km?, correspondendo a 5,92% da regido Nordeste, sua

topografia € do tipo plana ou suavemente ondulada, onde predomina solos de baixa
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fertilidade e elevada profundidade. A maior parte dos tabuleiros costeiros situa-se na
Zona da Mata, em que a vegetacdo original era a floresta tropical, e que esta sendo
devastada devido a exploracdo econémica. A area dos Tabuleiros Costeiros €
subdividida em 17 unidades geoambientais, sendo estas classificadas de acordo com sua
vegetacdo natural, relevo, solos, clima, recursos hidricos e o0 seu quadro
agrossocioecondmico (SILVA et al., 1993). Nessa regido estdo localizadas as areas de
maior antropizacdo do Nordeste, com maior povoamento, e, maior quantidade de areas
de uso agricola intensificado (SILVA JUNIOR et al., 2006).

Assim como a mangabeira, muitas outras espécies frutiferas estdo associadas a
esse tipo de vegetacdo, como 0 cajueiro, O jenipapeiro, a cajazeira, 0 aragazeiro, a
pitangueira, e outras (CINTRA e LIBARDI, 1998; SILVA JUNIOR et al., 2006),
portanto, vulneraveis.

Por ser uma planta tipica das areas de Cerrados, Tabuleiros Costeiros e Baixada
Litoranea, a mangabeira ocorre em todos os Estados do Nordeste do Brasil. No litoral
da referida regido, as populacdes nativas encontram-se desde o Maranhdo até a divisa
com o Espirito Santo (AGUIAR FILHO et al., 1998; SILVA JUNIOR et al., 2006).
Atividades antropicas como a especulacdo imobiliéria e a implantacdo de monoculturas,
como cana-de agucar, coco e pastagens, sdo as principais causadoras de erosao genética
da espécie H. speciosa, promovendo a transformacao drastica da paisagem dessa regido,
devido a reducdo da vegetacdo (SILVA JUNIOR et al., 2006; VIEIRA NETO et al.,
2009). Sendo assim, essas populagbes naturais que se encontram nos Tabuleiros
Costeiros estdo bastante vulneraveis a perda de diversidade genética.

2.4 Recursos genéticos de mangabeira

Atualmente existem oito bancos de germoplasma no Brasil, sendo que o maior
pertence a Empresa Estadual de Pesquisa Agropecuaria da Paraiba - EMEPA-PB,
localizado em Jodo Pessoa, implantado em 1991, que possui 311 acessos (BARREIRO
NETO, 2003). A Universidade Federal de Alagoas em parceria com a SEAP-AL
(Secretaria de Agricultura, Abastecimento e Pesca de Alagoas) possui 40 acessos no
Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade, localizado no municipio de Rio Largo
(ESPINDOLA et al., 2003). A Universidade Estadual de Goias possui um banco de
germoplasma de mangabeira com 400 acessos, a Embrapa Tabuleiros Costeiros possui
253 acessos e a Embrapa Amapa tem 86 acessos. A Universidade Federal de Goias
possui 20 acessos, implantado em 2005. O da Embrapa Meio Norte possui 39 acessos, e
0 da Embrapa Cerrados possui 15 acessos (SILVA JUNIOR et al., 2011).
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Devido & reducdo da vegetacdo nativa dos ecossistemas onde ocorre a
mangabeira, essa espécie tem se tornado uma das espécies frutiferas mais ameacadas
pela erosdo genética no Brasil (MOURA, 2003). Nesse sentido, a realizacdo de coleta
visando o enriquecimento dos bancos de germoplasma, e a criacdo de novos bancos é
uma estratégia indicada para minimizar as perdas causadas pela erosdo genética.
Entretanto, ainda se necessita de informac6es sobre a diversidade e estrutura genética
das populacGes naturais de Hancornia que sdo fundamentais, tanto como subsidio para
aumentar a eficiéncia nas atividades de coleta, como também para a preservacdo dos

recursos genéticos in situ.

2.5 Marcadores moleculares no estudo de populaces de mangabeira

Nos ultimos anos, os marcadores microssatélites ou Simple Sequence Repeats
(SSR) vem se destacando na obtencdo e utilizacdo de informacdes para estudos
ecologicos e genéticos. Os SSR sdo sequéncias (de uma a dez bases) repetitivas em
“tandem” (unidades dispostas uma atras da outra), e sua andlise é feita por meio da
técnica de Polymerase Chain Reaction (PCR), em que sdo utilizados iniciadores
(primers - Forward e Reverse), ao quais sdo complementares as regides que flanqueiam
os microssatélites (GEMAYEL et al., 2012; HOSBINO et al., 2002).

Um dos objetivos do estudo genético de populacdes é descrever as variaces
genéticas que existem na area que esta sendo estudada, além de quantificar a
variabilidade genética existente nas espécies (HAMRICK e GODT, 1989;
BITTENCOURT, 2007). Entre os marcadores moleculares utilizados nesse processo, 0S
marcadores microssatélites ou SSR representam uma das técnicas mais utilizadas para
estudos de polimorfismo entre sequéncias de DNA, por serem codominantes,
abundantes, distribuidos por todo o genoma da espécie, multialélicos, e baseados em
PCR (BUSO et al., 2003).

Quanto as informaces referentes a diversidade em populacdes de mangabeira,
Martins et al., (2012) analisaram a variabilidade genética de populacdes de mangabeira
localizadas nos Estados de Pernambuco e Alagoas, utilizando isoenzimas. Moura et al.,
(2011) caracterizaram a estrutura genética de oito populagdes de H. speciosa
encontradas no estados de Goias, Bahia e Minas Gerais por meio de marcadores RAPD.
Jimenez et al., (2015) utilizando marcadores ISSR analisou a diversidade genética de

individuos de Pernambuco.
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Em relag&o a utilizacdo de marcadores microssatélites no estudo de H. speciosa ha
poucos estudos, provavelmente porque o desenvolvimento de primers pra essa espécie
ocorreu recentemente. A partir da divulgacdo da relacdo de iniciadores desenvolvidos
para H. speciosa por Rodrigues et al., (2015), acredita-se que tal conhecimento se
ampliara. Usando esses marcadores Amorim et al., (2015), analisaram a diversidade
genética e estrutura de seis populacdes de mangabeira dos Estados do Ceard,
Pernambuco e Sergipe. Ja em relacdo a estudos de filogeografia com H. speciosa nao ha
relato na literatura.

Além das informagdes geradas pela analise de DNA nuclear, a por¢do de DNA
citoplasmatico, localizada nos cloroplastos e mitocondrias das células vegetais €
bastante apropriada para estudos filogenéticos e complementares as analises de DNA
nuclear. As sequéncias de cloroplastos de DNA (cpDNA) também sdo de grande
interesse para genética de populacgdes e estudos filogeograficos em plantas. Para tanto,
foram projetadas sequéncias (primers) para amplificagio em ampla gama de
Angiospermas, os quais estdo localizados no Large Single Copy (LSC).

Segundo Scarcelli et al., (2011) os marcadores de cpDNA mais comumente
usados para inferéncia  filogenética sdo rbcL, atpB,trnL-F,matK,psbA-
trnH,RPOC1,RPOB-trnC,psbK-psbl,atpF-atpH,atpH-atpl|(DURVALL et al., 1993; SOLTIS
et al., 2000; TABERLET et al., 1991; TAMURA et al., 2004; KRESS et al., 2005; CHASE et
al., 2007; ZENG et al., 2010; HOLLINGSWORTH et al., 2009; SEBERG e PETERSEN, 2009).

Neste contexto, a utilizacdo de marcadores microssatélites para analise de DNA
nuclear e de cpDNA nas populagdes naturais de H. speciosa Gomes proporciona melhor
conhecimento da diversidade e estrutura genética das popula¢fes bem como aspectos
relacionados a estrutura filogeografica.

As informacGes geradas através da analise de diversidade genética e as relacbes
entre e dentro de populagdes sdao fundamentais para o melhoramento genético vegetal,
conservacdo e o estudo da ecologia evolutiva das populagdes. Esses estudos podem
identificar alelos que afetam ou ndo a capacidade do organismo de sobreviver no seu
habitat natural, ou ainda, proporcionar a capacidade desses individuos sobreviverem nos
mais diferentes habitats. O conhecimento adquirido nesses trabalhos de diversidade é
importante para a conservacdo de germoplasma de individuos ou populacdes, e para
identificacdo de variedades ou racas (DURAN et al., 2009).
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CAPITULO 11

Diversidade e estrutura genética de populaces de mangabeira (Hancornia speciosa
Gomes var. speciosa) nos tabuleiros costeiros do Nordeste do Brasil.

Trabalho a ser enviado para a Revista Genetics and Molecular Biology
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Diversidade e estrutura genética de populacbes de mangabeira (Hancornia speciosa
Gomes var. speciosa) nos tabuleiros costeiros do Nordeste do Brasil.

Short running title: Genética de populagdes de mangabeira

Resumo

A mangabeira é uma importante arvore frutifera silvestre no Brasil. No presente estudo
foi analisada a diversidade e estrutura genética de populacbes de mangabeira nos
Tabuleiros Costeiros do Nordeste do Brasil. Para tanto, foram utilizados seis
marcadores microssatélites e uma regido de cpDNA (trnH-psbA) para analise de 96
individuos (24 individuos de quatro populagdes). A diversidade genética (Hg) variou de
0,52 a 0,64 e o valor médio do indice de fixacdo (F) para as populacdes estudadas foi
negativo para trés populacGes e baixo uma, indicando excesso de heterozigotos levando
em consideracdo o Equilibrio de Hardy-Weinberg. Com base nos microssatélites houve
maior diversidade dentro (0,83) do que entre populacdes (0,17) que correspondente ao
indice de diferenciacdo. A analise do cpDNA mostrou a formacdo de seis haplotipos,
sendo as populacGes de Sergipe e Paraiba as que apresentaram maior e menor
diversidade de haplotipos, respectivamente e, Maranhdo apresentou haplotipos
exclusivos. Tais dados permitiu a formacdo de dois clusters, um constituido pelas
populacdes Sergipe, Pernambuco e Paraiba e outro constituido pela populacédo
Maranhdo. Tais informacGes constitui importante subsidio para otimizar a conservacao
ex situ e in situ dos recursos genéticos e para pesquisas de pré-melhoramento genético
da mangabeira.

Palavras chave: microssatélite, variabilidade, cpDNA, filogeografia, conservacao.
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Abstract

Mangabeira is an impotent tree fruit wild in Brazil. In the present work were analyzed
the diversity and genetic structure of four natural populations of mangabeira in the
Coastal Tabuleiros of the Northeast of Brazil. For the purpose, six microsatellite or SSR
loci and cpDNA (trnH-psbA region) markers were used to estimate the genetic diversity
indexes and to get phylogeographic inferences. The genetic diversity (Hg) ranged from
0.52 to 0.64, and the mean value of the fixation index (F) were negative for three
populations and low for another, indicating excess heterozygotes based on Hardy-
Weinberg Equilibrium. By microsatellites markers it was Observed Larger diversity
within populations (0.83) than among populations (0.17), that corresponding the
average of genetic differentiation. The analysis of the cpDNA showed formation of six
haplotypes, being that the populations of Sergipe and Paraiba present bigger and smaller
diversity of haplotypes, respectively, and Maranhdo one has exclusives haplotypes.
These data allowed the formation of two clusters, one consisting of populations Sergipe,
Pernambuco and Paraiba and another constituted by the Maranhdo population. This
information is important in order to optimize ex-situ and in-situ conservation of the
genetic resources and for genetic pre-breeding research of mangabeira.

Keywords: microsatellite, variability, cpDNA, phylogeography, conservation.
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Introducéo

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) é a Unica espécie desse género,
entretanto, sdo descritas seis variedades: H. speciosa var. speciosa, H. speciosa var.
maximiliani, H. speciosa var. cuyabensis, H. speciosa var. lundii, H. speciosa var.
garneri e H. speciosa var. pubescens (Monachino, 1945). E uma espécie amplamente
distribuida no Brasil e ocorre também na Bolivia (Prado, 2000), Paraguai, Argentina e
Peru (Silva Junior et al., 2006). No Nordeste brasileiro a mangabeira é endémica
principalmente nos tabuleiros costeiros e baixadas litoraneas (Lederman et al., 2000;
Aguiar Filho et al., 1998), desde Estado do Espirito Santo até Maranh&o (Aguiar filho et
al., 1998). Porém, também ocorre na chapada diamantina (Bahia) e chapada do Araripe
(Ceard).

A mangabeira é uma espécie gque se encontra em estagio inicial de domesticacao
(Ganga et al., 2010), visando principalmente a exploracdo de frutos. Seus frutos podem
ser consumidos in natura ou utilizados para producéo de diversos produtos como doces,
xaropes, compotas, vinho, vinagre, licor, geleia e principalmente suco e sorvete (Vieira
Neto, 1994; Aguiar Filho et al., 1998). A exploracdo extrativista dos frutos da
mangabeira tem sido importante fonte de renda para diversas familias, principalmente
no Nordeste do Brasil (Silva Junior et al., 2006). Além da exploracdo alimenticia dos
frutos, o caule da mangabeira produz latex que tem potencial para ser explorado visando
a producdo de borracha (Pinheiro e Pinheiro, 2006; Lorenzi, 1998), e vérias partes da

planta tem sido utilizada para fins medicinais (Soares et al., 2004).

Entretanto, as populagdes naturais de mangabeira que ocorrem nos tabuleiros
costeiros do Nordeste brasileiro tem sofrido forte pressdo antrépica ao longo do tempo,
principalmente decorrente da especulagdo imobiliaria e do desmatamento visando ao

cultivo agricola (Vieira Neto, 1998). Vieira Neto et al. (2002) ressalta que a especulagéo
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imobilidria e a implantacdo de monoculturas, como coqueiro, cana-de-aclcar e
pastagens sdo as principais causas da reducdo da vegetacdo nativa e do namero de
mangabeiras nas baixadas litoraneas. Segundo Silva Junior et al. (2006) e Silva Junior
et al. (2011), tais fatores sdo as principais causas de erosdo genética dessa espécie na
referida areas de ocorréncia.

A acelerada perda de diversidade da mangabeira nos Tabuleiros Costeiros e
baixadas litoraneas do Nordeste brasileiro expde a urgente necessidade de estabelecer
estratégias de conservacao in situ, bem como de se realizar coleta de germoplasma seja
visando o enriquecimento dos bancos de germoplasma existentes e/ou para ser utilizado
em programas de pré-melhoramento genético da espécie. Para tanto, € de fundamental
importancia que seja gerada informac6es sobre a diversidade e estrutura genética das
populacdes naturais (Epperson, 1992). De acordo com Chung et al. (1998) tais
informacBes também da subsidios para estabelecer estratégias de amostragem em
populacdes naturais.

Os marcadores moleculares microssatélites (SSR) tem sido amplamente utilizados
para acessar informacdo a cerca da diversidade e estrutura genética de populacbes
naturais. Tais marcadores sdo sequéncias (de uma a dez bases) repetitivas em “tandem”
(unidades dispostas uma atrds da outra), e sua analise é feita por meio da técnica de
Polymerase Chain Reaction (PCR), em que sdo utilizados iniciadores (primers -
Forward e Reverse), ao quais sdo complementares as regides que flanqueiam os
microssatélites (Gemayel et al., 2012; Hosbino et al., 2002). Esses marcadores foram
usados nos estudos de populagfes naturais de diversas espécies perenes que ocorrem no
Cerrado brasileiro (Antiqueira, 2013). A partir do desenvolvimento de primers de
microssatélites para mangabeira por Rodrigues et al. (2015), deve ampliar 0s
conhecimentos sobre as populagfes naturais dessa espécie, a exemplo de Amorim et al.

(2015) e do presente trabalho.
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Em relacdo a estruturacdo das populacGes, além das informacbes geradas por
marcadores SSR, 0 uso de marcadores cloroplastidiais pode-se ampliar tais
conhecimentos e possibilitar andlises filogeograficas. Diversos marcadores
cloroplastidiais projetados para varias Angiospermas sao apropriados para os estudos de
genética de populacéo e filogeografia e (Scarceli et al.; 2011).
O presente trabalho teve por objetivo estudar a diversidade, estrutura genética e
filogeografia de populacGes naturais de mangabeira nos Tabuleiros costeiros do
Nordeste do Brasil, utilizando marcadores microssatélites e sequéncia de DNA de

cloroplasto, trnH-psbA.

Material e Métodos
Area de estudo e amostragem

Foram estudadas quatro populacBes naturais de H. speciosa var. speciosa
localizadas ao longo dos Tabuleiros Costeiros nos Estados da Paraiba, Pernambuco,
Sergipe e Maranhdo (Tabela 1). Em cada populacdo foram amostrados 24 individuos de
modo aleatdrio e mantida a distdncia minima de 100 m entre estes. Cada individuo foi
identificado com placas de aluminio e registraram-se as coordenadas geograficas
utilizando o Sistema de Posicionamento Global (GPS). As amostras foram constituidas
de folhas jovens as quais foram mantidas em sacos de papel, acondicionadas em sacos
plasticos e mantidas em isopor com gelo para o transporte até o Laboratorio de
Recursos Genéticos da Universidade Federal de Alagoas, onde foram mantidas em

freezer a - 20°C até o momento da extracdo de DNA.

Extracéo de DNA e otimizacao das regides de microssatélites
A extracdo do DNA das amostras foi realizada seguindo o protocolo CTAB

desenvolvido por Doyle e Doyle (1987) com modificagdes. Foram testados 12 primers

especificos para H. speciosa (Tabela 2), desenvolvidos por Rodrigues et al. (2015), os
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quais foram marcados com o fluoréforo FAM. Para a amplificacdo das regides de
microssatélites e reacGes de PCR foi utilizado protocolo com os seguintes componentes
para cada reacdo de PCR: 5 ul de Tampéo buffer (10x); 2,0 mM MgCl,; 5,0 mM dNTP;
0,25 U Tag DNA polimerase, 0,5 uM de cada primer e 20 ng do DNA, totalizando 50
ul. A amplificacdo foi realizada com desnaturacao inicial a 94°C por 3 min, seguidos de
35 ciclos de 94 °C por 30 s, anelamento 55° - 60 °C por 30 s e extensdo final de 72 °C
por 10 min.

A eficiéncia das amplificacdes foi avaliada por meio da eletroforese em gel de
agarose a 2%, corado com brometo de etidio em poténcia constante de 70 W durante 60
minutos para separacdo dos fragmentos amplificados em cada primer, utilizando-se
como marcador o DNA ladder de 50 pb e 100 pb (InvitrogenTM, S&o Paulo, Brasil). A
revelacdo das bandas de microssatélites foi feita em camera digital e avaliadas em
transluminador para revelacdo das bandas.

Para genotipagem, visando obtencdo dos dados populacionais, para cada amostra
foi utilizado 1 pl da reagdo de PCR, 0,2 uL do marcador L1Z 600 e 8,8 ul de formamida,
totalizando 10 pl por reacdo. O produto dessa reagdo foi submetido a desnaturagdo a 95

°C por 2 min em termociclador e genotipadas em sequenciador automatico ABI 3500.

Andlise dos dados microssatélites
A partir dos picos obtidos com os marcadores de microssatélites foram gerados os

dados para serem submetidos aos programas estatisticos e obter 0s parametros
genéticos. Usando o programa GenAlEx versdo 6.3 (Peakall e Smouse, 2012) foram
calculados: o numero de alelos (Na), riqueza alélica (R), heterozigosidade esperada
(He), heterozigosidade observada (Ho), indice de fixacdo (F), nimero de migrantes por
geracdo (Nm), o indice de diferenciagdo Fst para cada populacdo e entre pares de
populacbes, e a estimativa da variacdo genética entre e dentro de populacdes pela

anélise da variancia molecular (AMOVA).
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A atribuicdo de cada individuo a uma populacdo, com base no seu genotipo, foi
realizada com o programa Structure 2.3 (Pritchard et al., 2000; Falush et al., 2007;
Hubisz et al., 2009). Cinco simulac¢des independentes foram feitas para cada valor de
numero de agrupamento K (1 a 4). Em cada simulacdo aplicou-se 100 000 iteracOes
com um descarte inicial ("burn-in") de 50 000 iteracdes. A analise foi realizada usando
0 modelo de ancestralidade com mistura e utilizando frequéncias alélicas
correlacionadas. O nimero de agrupamentos foi estimado pelo método AK conforme
Evanno et al. (2005).

Obtencao e anélise dos dados de cpDNA

Foi analisada a regido do espacador intergénico trnH-psbA (Shaw et al., 2007) do
cpDNA para os 96 individuos amostrados. As reacfes da PCR foram conduzidas em
termociclador BioCycler, realizadas com um volume de 50 ul, contendo 5 pl de tampao
de reagdo; 1,5 mM MgCl2; 0,2 mM dNTP; 1,25 U Taq DNA polimerase 0,5 uM de
cada primer e 50 ng do DNA. A amplificacdo foi realizada com desnaturacao inicial a
94°C por 3 min, seguidos de 35 ciclos de 94 °C por 30 s, anelamento 55°C por 30 s e
extensdo de 72 °C por 1 min e extensdo final de 72 °C por 10 min. Os produtos da PCR
foram submetidos & eletroforese em gel de agarose a 1% para confirmacdo da
amplificag&o.

Em seguida, 1 pl de cada produto de PCR juntamente com o BigDye® Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems®) e 0,8 mM do primer forward foram
levados ao termociclador. Para isso utilizou-se o seguinte programa: desnaturacdo a
96°C por 1 min, 25 ciclos de 96°C por 10 s, 50°C por 5 s e 60°C por 4 min. Apds reagédo
de sequenciamento, foi realizada purificacdo desses produtos com a utilizacdo de etanol,
EDTA, e acetato de sodio. Foram adicionadas 20 ul de Hi-Di Formamida em cada
amostra. A eletroforese foi realizada em sequenciador automatico ABI 3500 Genetic

Analyzers (Applied Biosystems Inc., Foster City, Ca, USA).
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Para analise dos hapldtipos, as sequéncias foram editadas usando o software R (R
Core Team, 2012) e alinhadas com ClustalW e Muscle. O alinhamento foi conduzido
usando o0s ajustes padrfes e otimizacdo manual quando necessario. As inferéncias
filogenéticas foram obtidas pelo 0 modelo GTK usando anélise Bayesiana. Essa anélise
foi realizada usando Beast v1.8.0 (Drummond e RambauT, 2007) e a distribuicéo
posterior foi aproximada usando Markov Chain Monte Carlo (MCMC) para 50 milhGes
de etapas.

O tempo do ancestral mais recente (Time to the Most Recent Common Ancestor -
TMRCA) foi calculado assumindo relaxed molecular clock (uncorrelated lognormal).
Os parametros ucld.stdev e coeficiente de variacdo foi 1.0 e para calibracdo usou o fossil
de duas espécies proximas ao género da Hancornia, datada de 54 milhGes de anos. A
relacdo genealdgica entre os haplotipos foram estimados usando o método Median-
joining, usando o software Network 4.613 (Bandelt et al., 1999).

Mensuracdes de diferenciacdo populacional (Gst e Nst) foram calculadas usando
DnaSP 5.10.01 (Librado e Rozas, 2009), e foi assumido estruturacdo filogeografica
quando as estimativas de Nst foram superiores ao Gsr. Foi realizada andlise espacial de
variancia molecular usando o software SAMOVA (Spatial Analysis of Molecular
Variation) (Dupanloup et al., 2002). Por esse software foi realizada simulacdo para
identificar grupos de populacGes (K) que sdo geograficamente homogéneas e as
simulacdes que maximizam as diferencas entre 0s grupos. Assim pode-se obter a
variacdo entre os grupos (Fcr), entre as localidades dentro de cada grupo (Fsc) e entre as
localidades com relacdo a amostra total (Fst). As analise da AMOVA foram conduzidas

com 100000 iteragdes parak = {2, ..., 4} grupos.

Uma andlise de cluster foi construida usando “A Bayesian approach to
phylogeographic clustering”, usando o software Bayesian Phylogeographic and

Ecological Clustering (BPEC) (Manolopoulou et al., 2011) pelo software R (R Core
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Team, 2012), usando os parametros ds = 1, nUmero maximo de migracdo = 5, e 50

milhdes de etapas em MCMC.

A modelagem de nicho ecoldgico foi realizada usando software MAXENT
(Version 3.3.3k; Phillip et al., 2006) e utilizou os nichos climéaticos 19 BIOCLIM
disponiveis no banco de dados do WorldClim (http://www.worldclim.org). Tais
softwares consideram dados ambientais de trés diferentes periodos: Biolim layers para o
periodo de 1950-2000 em uma resolugdo de 30 arc segundos, Ultimo maximo glacial
(LGM: ~21 000 years BP); nas condicdes climaticas em 2,5 arc mim de resolucéo e o
ultimo interglacial (LIG: ~120 000-140 000 years BP); em uma resolucdo de 30arc
segundos. Os nichos ecoldgicos foram obtidos por meio de corridas com 0s parametros:
convergence threshold (0,00001), maximum iterations (500) e padrédo (0,5). As figuras
foram produzidas usando o pacote raster implementado no software R (R Core Team,

2012).

Resultados

Analise dos microssatélites, diversidade genética e indice de fixacao.

Dos 12 pares de primers de microssatélites (HS01, HS02, HS04, HS08, HS09,
HS10, HS11, HS13, HS16, HS17, HS18 e HS20) testados (Tabela 2), seis foram
escolhidos para obtencdo dos dados (HS01, HS09, HS10, HS13, HS16 e HS20), por
terem apresentados padrdes de bandas nitidas e polimorficas. Um total de 68 alelos foi
identificado para os seis locos de microssatélites nos 96 individuos de H. speciosa
amostrados e, o nimero de alelos por loco (Na) variou entre quatro (HS16) e 29 (HS01),
com média de 112,33. A frequéncia de alelos nulos (FAN) variou de -0,199 (HS13) e
0,327 (HS01). A heterozigosidade observada (Ho) variou de 0,304 (HS10) a 0,883
(HSO01) e a heterozigosidade esperada (Hg) variou de 0,525 (HS16) a 0,858 (HSO1) e o

indice de fixacao para locos (F) variou de -0,493 (HS10) a 0,461 (HS09) (Tabela 3).
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Dos 24 individuos amostrados por populagdo, nas analises, a média foi de 23
com variacdo de 21,83 e 23,67. O numero de alelo por locos (Na) nas populagdes variou
entre 4,83 (Pernambuco) e 6,83 (Maranhdo), com média de 6,00 e, a riqueza alélica (R)
variou de 2,23 (Pernambuco) a 3,09 (Maranhdo), com média de 2,80. Verifica-se que a
heterozigosidade média observada (Hp) variou de 0,48 (Maranhdo) a 0,69
(Pernambuco), a heterozigosidade média esperada (Hg) variou de 0,52 (Maranhdo) a
0,64 (Sergipe), enquanto a indice de fixacdo (F) variou de -0,25 (Pernambuco) a 0,04
(Maranh&o) (Tabela 1). Entretanto, pelo teste T ndo houve diferenca significativa
(p>0,05) para médias de R, Ho, He e F nas quatro populacdes.

Por meio da andlise de variancia molecular (AMOVA) verificou-se que 83% da
variancia encontra se dentro das populacdes e 17% entre populaces. Os indices de
endogamia dentro de populacdo (Fs), entre populacdes (Fir) e de divergéncia genética
(Fst) foram, -0,081, 0,004 e 0,095, respectivamente (Tabela 4).

A diversidade de nucleotideos obtida com base na amplificacdo do DNA com o
espacador trnH-psbA revelou seis haplotipos (H1-H6) em 96 individuos das quatro
populacgdes (Figura 2C). O namero de haplotipos por populagédo variou de um (Paraiba)
a trés (Sergipe), sendo que H1 foi o mais abundante e compartilhado por trés
populacdes, enquanto os outros cinco foram privados nas quatro populacbes (Figura
2A). Pela figura 2D observa-se a posicao de variacdo e substituicdo de nucleotideos na
sequéncia estudada. Com dados dos haplotipos foi construida uma arvore filogenética

com base na datacao de quatro fosseis de ancestrais mais recentes (Figura 2B)

Estruturacéo das populacées

A divergéncia entre as populacfes (Fst) com base nos microssatélites variou de

0,015 (Paraiba x Pernambuco) a 0,142 (Pernambuco x Maranhdo) e o nimero de
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migrantes (Nm) variando de 1,508 (Maranhdo x Pernambuco) e 16,907 (Pernambuco x

Paraiba) (Tabela 5).

Pela estatistica AK o valor de K (3) foi o que melhor representou a estrutura
populacional (Figura 5A). J& em relacdo AMOVA o valor de K (2) foi o que melhor
representou a estruturacdo (Figura 5B) e, utilizando estes dados foi gerada estrutura
espacial (Figura 5C). Com base na analise da estrutura das popula¢des, por meio do
Software Pophelper foram formados trés clusters (Figura 5D).

Anaélise espacial de variancia molecular (SAMOVA) considerando dois grupos
de H. speciosa mostrou variacdo de 89,92% entre grupos, 10,15% dentro das
populacbes e -0,07% entre populagdes dentro dos grupos (Tabela 6). O indice de
variacdo entre as localidade dentro de cada grupo (Fsc) foi de -0,007, o indice de
variacdo entre os grupos (Fcr) foi de 0,899 e o indice de variacdo entre as localidades

com relacdo a amostra total (Fst) foi de 0,898.

J& a estruturacdo das populacdes com base nos haplétipos obtida pelo espagador
trnH-psbA para cpDNA proporcionou a formagéo de dois grupos, um constituido pelas
populacbes de Sergipe, Pernambuco e Paraiba e outro constituido pela populacdo
Maranhdo (Figura 3A). O gradiente corresponde a probabilidade condicional de cada

individuo pertencer ao outro grupo é representado na Figura 3B.

Com base na modelagem de nicho ecoldgico, verificou-se expansao do periodo
Ultimo Interglacial (LIG) para o Ultimo Maximo Glacial (LGM) e retracdo do LGM

para o presente ao longo do tempo para H. speciosa (Figura 4).

Discussao

A amplificagdo de fragmentos com bandas nitidas e consistentes de seis pares de

primers de microssatélites possibilitou a utilizagdo desses fragmentos em sequenciador
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automatico para obtencéo dos dados populacionais. Os outros seis pares de primers ndo
foram utilizados por ter apresentado falhas na amplificacdo das amostras. O namero
total de alelos (68), distribuidos nos seis locos para H. speciosa. Trés dos seis pares de
primers ndo utilizados por apresentar falhas na amplificacdo das amostras (HS11, HS17
e HS18) foram inclusos na obtencdo de dados populacionais de H. speciosa por
Amorim et al. (2015), entretanto, os autores ndo reportam sobre a qualidade dos

mesmaos.

O numero de alelos por locos (Na) e riqueza alélica (R) mostrou baixa variagcdo
entre as populagfes. Os menores valores registrados para a populacdo Pernambuco,
provavelmente devido ao fato dessa populagdo ser a menor e mais antropizada,
principalmente devido a atividades agricola de subsisténcia, que pode ter resultado na
perda alelos. Essa populacdo ocorre na Reserva Particular do Patrim6nio Natural —
(RPPN - Nossa Senhora do Oiteiro de Maracaipe), entretanto, a presenca de fruteiras
domesticadas adultas como mangueira, coqueiro, goiabeiras, cajueiro, entre outras, em
maior parte da area de ocorréncia de mangabeira, sdo indicios de que houve acdo

antrdpica, principalmente antes da criacdo da RPPN, que se deu em 2000.

A heterozigosidade observada (Ho) foi superior a heterozigosidade esperada
(He) nas populacdes Paraiba e Pernambuco, indicando excesso de heterozigotos em
relacdo ao Equilibrio de Hardy & Weinberg. A populacdo de Pernambuco apesar de ter
apresentado os menores valores de Na e R, mostrou excesso de heterozigotos. Como
essa espécie apresenta autoincompatibilidade (Darrault and Schlindwein, 2005), a maior

antropizacéo dessa populacdo pode ter resultado em reducéo do indice de fixacéo.

Quanto a diversidade genética, com base em Hg, nas quatro populagdes os

valores podem ser considerados de médios para altos e ndo diferiram estatisticamente
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nas quatro populagdes. Sendo que nas populacGes Paraiba e Sergipe foram observados

valores acima da media das quatro populacdes.

Com base em He verifica-se que ndo houve diferencas na diversidade genética
entre as quatro populagdes (Tabela 1), os valores foram similares aos obtidos por
Amorim et al. (2015) estudando H. speciosa com SSR no Nordeste do Brasil, portanto,

estes niveis de diversidade sdo padrdo para a referida espécie.

Ressalta-se que a populacdo Paraiba localizada na Reserva Biologica Guaribas,
fundada em 1990, é grande, com maior densidade de plantas em relacdo as outras quatro
populaces, incluindo grande nimero de individuos jovens, evidenciando renovacao da
populagéo, fato ndo evidenciado na populagcdo Pernambuco e menos frequente nas
populacbes Sergipe e Maranhdo. Portanto, como a populacdo Paraiba encontra-se em
area preservada, a continuidade dos cuidados inerente as Reservas Bioldgicas pode
garantir nivel importante de diversidade de H. speciosa no Nordeste do Brasil. Ressalta-
se ainda que o valor de Hg, registrado nessa populagéo (0,60) e similar ou superior ao

obtidos por Amorim et al. (2015) em diferentes populac¢6es no nordeste do Brasil.

Pela AMOVA considerando os microssatélite a maior diversidade (83%) ocorreu
dentro de populacbes, refletindo o baixo grau de diferenciacdo entre as populagdes.
Entretanto, considerando a amova de dois grupos formados pelos hapl6tipos a maior
diversidade foi verificada entre grupos. Isto se deve ao fato de trés populacdes (Sergipe,
Pernambuco e Paraiba) ter formado um unico grupo. Considerando as informacgoes de
diversidade geradas pelos microssatélites e pelos haplétipos, em caso de triagem de
genes ou gendtipos de interesse, seja com finalidade de pré-melhoramento ou para
constituir ou enriquecer bancos de germoplasma, havera boa representatividade dando
énfase a populacdo Maranh&o por ter apresentado haplotipos privados e Sergipe por ter

apresentado o maior numero de hapl6tipos.
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Em relacdo ao indice de fixacdo, os valores negativos observados nas
populacdes Paraiba, Sergipe e Pernambuco indicam excesso de heterozigotos nas
referidas populacdes decorrentes das caracteristicas do sistema reprodutivo da espécie o
qual prevalece a polinizacdo cruzada. A ocorréncia de fixagdo com baixo valor (0,04)
observado na populacdo Maranhdo pode estar relacionado as caracteristicas ecologicas
do local que é bem distinta em relacdo as outras populacdes. O Teste T mostrou valores

ndo significativos a probabilidade de 95% para R, Ho,He e F.

Os baixos niveis de diferenciacdo genética (Fst) observado entre as popula¢Ges
Sergipe, Pernambuco e Paraiba com base nos microssatélites (entre 0,015 e 0,026),
sugerem que H. speciosa sofre pouca diferenciacdo ao longo do tempo, ja que as
referida populagOes sdo bastante separadas. Tais valores corroboram com os dados de
hapl6tipos que agrupou estas populagdes. Considerando a populagdo Maranhdo com as
outras trés, verificam-se valores variando de 0,076 a 0,142 (Tabela 5), e isto pode estar
relacionado com a maior distancia geografica ente elas e/ou as condi¢des climaticas que
é mais homogenia nas populacBes Sergipe, Pernambuco e Paraiba, quando comparada

com a populacdo Maranhdo que se localiza na parte norte da regido nordeste.

Em relacio Nm, os valores superiores a 1,0 observados para todas as
combinacBes (entre 1,51 e 16,91), suficientes para evitar diferenciacdo genética de
acordo com (Elltsrad, 2003; Slatkin e Barton, 1989). Entretanto, estes dados devem ser
visto com ressalva, pois Nm reflete valor historico de fluxo génico e, considerando
distancia fisica entre as popula¢des estudadas, hd tempo ndo ocorre troca de alelos entre
elas. Os valores de Nm encontrados corroboram os estudos dos autores Hartl e Clarck
(2010) que afirmam que na condic¢do de equilibrio de fluxo génico-deriva, o valor de

Fst diminui quando o ndmero de migrantes aumenta. Ou seja, quanto maior o valor de
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Nm menor € a distancia genética, pois o fluxo génico diminui a divergéncia genética
entre as populagdes.

Para andlise da estrutura das populacdes por meio dos dados de microssatélites
foi utilizado o nimero de grupos mais provavel pela estatistica AK conforme Evanno et
al. (2005) que foi k = 3 (Figura 5A). Entretanto, pela analise da amova, o valor de K
que melhor representa a estrutura populacional foi identificado pelo valor maximo de
densidade, que resultou em K = 2 (Figura 5B).

Pela andlise de variancia molecular com base nos dados de cpDNA, também foi
possivel identificar dois grupos populacionais, para os quais houve alto nivel de
diferenciacdo genética e baixa variacdo dentro de populacbes. Portanto, os dados de
DNA nuclear e de cpDNA sdo concordantes, considerando o agrupamento pela amova.
Esses resultados corroboram com  a analise Bayesian approach to phylogeographic
clustering (BPEC) que gerou dois clusters distintos (Figura 3A). Isto pode ser explicado
devido ao fato das populacdes da Paraiba, Pernambuco e Sergipe compartilharem um
mesmo haplotipo e por isso pertencerem ao mesmo grupo, e a populacdo do Maranhao
formar outro cluster, por ndo compartilhar nenhum dos hapl6tipos com as demais
populacdes. A analise de probabilidade confirmou essa formacdo de dois clusters
distintos, apresentando alta diferenca de gradiente, com baixa probabilidade dos
individuos de um grupo de H. speciosa pertencer a outro (Figura 3B).

Para modelagem de nicho ecolégico verificou-se um processo de expansdo (LIG
para LGM) e retracdo (LGM para o presente) da distribuicdo de H. speciosa ao longo do
tempo. Comparando as predicdes, observou diminuicdo da distribuicdo de H. speciosa
no tempo presente com reducdo significativa do nicho ecoldgico, evidenciando perda
das areas de ocorencia da espécie. De acordo com os resultados obtidos, deve continuar
ocorrendo reducdo das &reas de ocorréncia de H. speciosa, assim como prever

Magalhdes (2013). Diante de tal previsdo e considerando a potencialidade e grande
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importancia econdmica e social dessa espécie justifica somar esforgos visando definir
novas areas de conservacdo e estabelecimentos de estratégias de conservacdo e dos

recursos genéticos de mangabeira.

Conclusodes

Dados de DNA nuclear e de cpDNA convergiram para elucidar a estruturacdo de

populacdes de H. speciosa no Nordeste do Brasil.

Os resultados das andlises das populagdes revelaram moderada diversidade genética,

com maior diversidade dentro das populacgdes.

Hancornia speciosa apresenta estruturacdo filogeografica com dois grandes grupos
distribuidos no Nordeste brasileiro (Grupo A: Maranhdo e Grupo B: Paraiba,

Pernambuco e Sergipe).

Os resultados obtidos para H. speciosa, possibilitam utilizar essas populagdes tanto para
coleta de germoplasma visando a conservagdo ex situ quanto para conservacao in situ,

bem como em programas de melhoramento genético da  espécie.
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Figura 2. Padrdes da distribuicdo e frequéncia dos hapoétipos de H. speciosa nas areas
estudadas para regido plastidial trnH-psbA por locais de estudo (A).
Distribuicdo dos clados na arvore filogenética (B). Rede de haplotipos
obtidos pelo software NETWORK (C). Numero de haplétipos, posicdo de

variacdo e substitui¢do de nucleotideos encontrada na sequéncia (D).
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Figura 3. A Analise de cluster foi construida usando Bayesian approach to
phylogeographic clustering (BPEC) (A). Previsdo de ocorréncia de cada
individuo de H. speciosa. O gradiente corresponde a probabilidade
condicional de cada individuo pertencer ao outro grupo (os valores variam
no intervalo de 0 a 1,0). O tridngulo indica amostras de um grupo, e 0s
circulos indicam amostras de um segundo grupo, sendo cada icone

correspondente a um local de coleta (B).
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Figura 4. Potencial distribuicdo como probabilidade de ocorréncia de H. speciosa para
o presente (Now, O years BP), Last Glacial Maximum (LGM, 21000 years

BP) e Last Interglacial (LIG, 120000-140000 yeas BP).
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Tabela 1. Informacdo dos locais amostrados, diversidade e indice de fixacdo em relacdo aos seis locos microssatélites analisados para quatro

populagdes de H. speciosa.

Informacao dos locais de coleta

Diversidade de microssatélites

Populacdo Local de coleta Coordenadas geograficas N Na R Ho He F
Paraiba Reserva Biologica de 06°40°00.4S/35°06°57,7"W 23,00 6,00 2,88(NS) 0,67(NS) 0,60(NS)  -0,10(NS)
Guaribas (Municipio de
Mamanguape - PB)
Pernambuco Mata do Oiteiro 08°31°30,8”S/35°01°20,1”W 23,67 4,83 2,23(NS) 0,69(NS) 0,53(NS)  -0,25(NS)
(Municipio de Ipojuca -
PE)
Sergipe Comunidade de Séo 10°36°41,0°°S/36°45°00,3°W 23,33 6,33 3,04(NS) 0,64(NS) 0,64(NS)  -0,01(NS)
Sebastido (Municipio de
Pirambu -SE)
Maranhéo Povoado das mangabas 02°52°43,6”S/42°56°34,0"W 21,83 6,83 3,09(NS) 0,48(NS) 0,52(NS) 0,04(NS)
(Municipio de
Barreirinhas - MA)
Média 23,00 6,00 2,80 0,62 0,57 -0,08

N = tamanho da amostral, Nao = nimero de alelos, R = riqueza alélica, Ho = heterozigosidade observada, He = heterozigosidade esperada, F= indice de

fixacdo e NS= ndo significativo a 95% de probabilidade.
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Tabela 2. Relacdo dos primers, Temperatura de anelamento (Ta), tamanho do
fragmento (Tam. do frag.), sequéncias, e fluorescéncia (F) dos microssatélites
utilizados para estudo de diversidade genética de populacdes de H. speciosa.

Primers  Ta Tam. do Sequéncias F
frag.

HS01 50 250-310 F: GTGTCTTCCATCCGAGCTTAAC FAM
R: TTTCCCAGAAAGGAGAGGTACA

HS02 48 80-150 F: AATTCAACCCTTCTGCGAATC FAM
R: CACCAGGAACGATCAGGAAG

HS04 49 80-200 F: GCGAGTCGAATTCCAATTACTC FAM
R: AAAGTCCAGTAATAGCGCCAAA

HS08 50 200-250 F: AATGTAGAGGTGAACGAGTGGG FAM
R: TACACCCTGCTCATCGTTTATG

HS09 48 200-300 F: TGCAAACCCTCGTTTATTTCTT FAM
R: ATTGTGTGTGTTGTGTGTGGG

HS10 50 100-200 F: ACAAATCAATGAGGAGGTGCTT FAM
R: TAACTATGTGCAACCGCAAGAC

HS11 49 100-200 F: GTGATATTTCGTGCTCTCCAAG FAM
R: CTCTGCCACTGTGCAACC

HS13 50 100-150 F: CTGGGGTACTTCAGCAAATCAC FAM
R: CATCAAAGACCGTTGTCTCCTT

HS16 51 100-150 F: CGTTGGTAGCGGCTGTATTAAG FAM
R: CCCCTCCTGCCACTCTCT

HS17 50 100-200 F: ACTCGAGCAGAAGAAGCAAATC FAM
R: ACACACCCTCATCAGCCC

HS18 51 300-350  F: ATTCATGCTCCACTGGCTTC FAM
R: GACCACAGCTAGTGACGTGTTC

HS20 48 200-250 F: CTAACCCACTACAACTCTGGGC FAM
R: ATCCGATTTAGGACATTGGGT

Tabela 3. Numero de individuos (N), namero de alelos (Na), frequéncia de alelos nulos
(FAN) heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade esperada (Hg),
indice de fixacdo (F), Equilibrio de Hardy-Weinberg (E.H.W) diferenciacao
genética (Fst) e Gst em relagdo aos cinco locos avaliados para H. speciosa.

Locos N Na FAN Ho He F E.HW

HSO01 94 29 0,327 0,883 0,858 0,035 0

HS09 91 15 -0,025 0,396 0.694 0,461 0

HS10 92 6 -0,190 0.304 0.601 -0,493 0 Fst 0,177
HS13 96 5 -0,199 0.542 0,547 0,023 0,162 Gst 0,094
HS16 85 4 -0,035 0.753 0.525 0,288 0

HS20 93 9 0,287 0.849 0.597 0,204 0

Médias 91,83 1133 0.027 0,612 0,604 0.086 0.027

Tabela 4. Andlise de Variancia molecular (AMOVA) de 6 locos para as quatro
populacdes de H. speciosa.

Fontes de Variagao GL Variancia (%)
Entre populagdes 3 17% Fis -0,081
Dentro de populagdes 92 83% Fir 0,004

Fst 0,095

Total 95 100%
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Tabela 5. Matriz de divergéncia genética - Fsr (diagonal superior), Nm - Numero de
migrantes (diagonal inferior) em relacdo aos pares de populagdes de H.

speciosa.
Populagtes Paraiba Pernambuco Sergipe Maranhéo
Paraiba 0,015 0,021 0,116
Pernambuco 16,907 0,026 0,142
Sergipe 11,873 9,385 0,076
Maranhéo 1,908 1,508 3,019

Tabela 6. Analise de Variancia molecular (SAMOVA) para dados de cpDNA de H.

speciosa.
Fonte de variacao D.F % de variacao
Entre grupos 1 89,92 Fcr 0,8992
Entre populac6es dentro dos grupos 2 -0,07 Fsc -0,0072
Dentro das populagdes 67 10,15 Fsr 0,8985
Total 70

Tabela complementar. Coordenadas geograficas de cada individuo das quatro
populacgdes de H. speciosa.

Populagoes
Individuos Paraiba Pernambuco Sergipe Maranhao
1 06°40°00.4”Se  08°31°30,8”Se  10°36°41,0’Se  02°52°43,6”Se
035°06°57,7°W  035°01°20,1”W  036°45°00,3’W  042°56°34,0"W
2 06°40°04,9”Se  08°31°35,6"Se  10°36°43,3’Se  02°52°58,3”Se
035°06°55,7’W  035°01°16,7’W  036°44°57,4’W  042°56°59,6”W
3 06°40°04,4”Se  08°31°38,0°Se  10°36°41,7’Se 02°52°46,2”S e
035°06°54,5"W  035°01°13,9"W  036°44°54,5W  042°56°67,0"W
4 06°40°07,9”Se  08°31°42,7°Se  10°36’°44,5’Se  02°52°49,4”Se
035°06°52,8”W  035°01°05,2”W  036°44°51,7°W  042°56°79,0"W
5 06°40°07,8”Se  08°31°40,9”Se  10°36°46,5’S e 02°52°57,4”S e
035°06°55,6”"W  035°01°02,8"W  036°44°50,5’W  042°56°80,0"W
6 06°40°09,2”Se  08°31’45,8”Se 10°36°49,9’Se  02°52°68,0”S e
035°06°56,5"W  035°01°03,3”W 036°44°46,0’W  042°56°79,5”°W
7 06°40°10,9”Se  08°31°32,7°Se  10°36°48,6°Se  02°52°86,3”Se
035°06°57,9"W  035°01°15,8”W  036°44°43,8°W  042°56°84,1”"W
8 06°40°13,8”Se  08°31°20.9”Se  10°36°52,0’Se  02°52°94,5”Se

035°06°57,1”"W

035°01°10,7°W

036°44°45,5°W

042°56°72,7°W
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Populagdes

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

06°40°16,5"S e
035°07°55,3"W

06°40°16,8”S e
035°07°57,7°"W

06°40°14,4”S e
035°07°58,8"W

06°40°12,4”S e
035°06°57,6”"W

06°40°12,7°S e
035°06°52,5"W

06°40°09,9”S e
035°06°52,4”W

06°41°26,8"S e
035°06°57,5"W

06°41°23,4”Se
035°06°58,7°"W

06°41°19,2”S e
035°06°57,5"W

06°41°19,4”S e
035°07°03,0"W

06°41°27,2’S e
035°07°02,7°W

06°41°33,0’S e
035°07°00,5°W

06°42°13,5’S e
035°07°06,7°W

06°42°21,2’S e
035°07°06,4°W

06°42°25,9”S e
035°07°07,7°W

06°42°27,5"S e
035°07°13,7"W

08°31°21,2”Se
035°01°06,8”W

08°31°23,6”S e
0,35°01°06,4”W

08°31°26,1”S e
0,35°01°03,2”W

08°31°28,0”S e
035°01°03,7"W

08°31°31,6"S e
035°01°02,1"W

08°31°28,9”S e
035°01°01,6”W

08°31°26”S e
035°01°01"W

08°31°07.23”S e
035°01°02”W

08°31°21”S e
035°01°02”W

08°31°19”S e
035°01°01”"W

08°31°20”S e
0,35°01°05"W

08°31°20”S e
035°01°08”W

08°31°16”S e
035°01°10"W

08°31°14”S e
035°01'14”W

08°31°08”S e
035°01°14”W

08°31°08”S e
035°01’19”W

10°36°49,7°S e
036°44°48,7°W

10°36°48,2’S e
036°44°51,9°W

10°36°51,1’Se
036°44°51,8W

10°36°50,0’S e
036°44°55,9°W

10°36°48,3’S e
036°44°59,9°W

10°36°49,2°S e
036°45°04,9°W

10°36°45,2’S e
036°45°06,1’W

10°36°45,3’S e
036°45°01,0°W

10°36°41,1’S e
036°44°03,2°W

10°36°15,2°S e
036°44°52,4°W

10°36°18,9’S e
036°44°50,4°W

10°36°23,7°S e
036°44°49,0°W

10°36°26,2’S e
036°44°44,6>°W

10°36°26,5°S e
036°44°40,1°W

10°36°26,9’S e
036°44°35,0°W

10°36°29,9’S e
036°44°32,0°W

02°52°88,8”S e
042°56°59,0"W

02°52°79,9”S e
042°56°51,5”W

02°52°74,4”S e
042°56°41,0"W

02°52°88,4”S e
042°56°89,0"W

02°52°79,5”S e
042°56°97,6"W

02°52°70,2”S e
042°57°06,8"W

02°52°80,8”S e
042°57°12,1”W

02°52°84,7"S e
042°56°92,4”W

02°52°87,4”S e
042°56°95,9"W

02°52°98,5"S e
042°56°80,6”W

02°53°06,6”’S e
042°56’81,6"W

02°53°19,1”S e
042°56°82,7°"W

02°53’18,7’S e
042°56°91,5”W

02°53°06,1”S e
042°57°05,4”W

02°53°02,1”S e
042°56°98,5”W

02°53°35,4”S e
042°57°58,8"W




