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AMORIM, Julie Anne Espindola. Estrutura genética de remanescentes de mangabeira
no Nordeste brasileiro . 2014. 47 f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia em Recursos
Naturais) — Universidade Federal de Sergipe, Sdo Cristévao, 2014.

RESUMO

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) é uma arvore frutifera nativa e de ampla
distribuicdo geografica na Regido Nordeste e no Cerrado do Brasil. Atualmente, a crescente
degradacdo e a consequente reducdo das &reas de ocorréncia naturais resultantes de
atividades antropicas vém exercendo forte pressao sobre as populagdes nativas da espécie.
O objetivo deste estudo foi avaliar a diversidade e a estrutura genética de populacdes de
mangabeira remanescentes no Nordeste brasileiro, por meio de marcadores microssatélites
(SSR). Foram amostrados aleatoriamente de 6 a 20 individuos por populagédo, num total de
94 individuos e seis popula¢des oriundas dos Estados de Sergipe (Reserva do Caju, Barra
dos Coqueiros e Abais), Ceara (Jacarecoara e Tapera) e Pernambuco (Tamandaré). As
regibes com microssatélites foram amplificadas utilizando-se nove primers, previamente
desenvolvidos. Todas as populagcdes apresentaram coeficientes de endogamia (f) positivos,
indicando que sdo endogamicas, com excesso de homozigotos, auséncia de cruzamento
aleatorio e existéncia de fatores influenciando a aleatoriedade alélica. Observou-se 0 maior
valor de variabilidade genética na populacdo Jacarecoara (Ceard) e, o0 menor na populacao
Barra dos Coqueiros (Sergipe). Os valores dos indices de diversidade genética Gst, Fst €
Rst estimados para as seis populacdes foram iguais a 0,14 (p < 0,05), revelando moderada
diferenciacdo genética entre elas. Verificou-se o menor valor de pares de Fsr (p > 0,05)
entre as populagbes Jacarecoara e Tapera (0,005), enquanto o maior foi observado entre as
populacBes Barra dos Coqueiros e Jacarecoara (0,287). A populacdo Jacarecoara foi a mais
divergente em relacdo as demais. A andlise Bayesiana de agrupamentos evidenciou
diferenciagdo genética das populacdes de H. speciosa em dois grupos (K = 2). Portanto,
com base nesses resultados, depreende-se que as populacdes de H. speciosa apresentam
moderada diversidade genética interpopulacional, sendo a maior variacdo devida a
divergéncias dentro de populagdes (83,18%), e que essas populagbes tém potencial
genético para a conservacao in situ da espécie, bem como para coleta de germoplasma
visando a conservacao ex situ.

Palavras-chave : Hancornia speciosa, variabilidade genética, marcadores microssatélites.

Comité de Orientacdo: Ana Veruska Cruz da Silva — Embrapa Tabuleiros Costeiros/
Universidade Federal de Sergipe (Orientardora); Véania Cristina Renné Azevedo — Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia (Co-orientadora).
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AMORIM, Julie Anne Espindola. Genetic structure of remaining populations of manga ba
tree in Northeastern Brazil . 2014. 47 f. Dissertation (Master in Biotecnhology on Natural
Resources) — Sergipe Federal University, S&do Cristévao, 2014.

ABSTRACT

Mangaba (Hancornia speciosa Gomes) is a native fruit tree and geographically widespread
in the Northeast Region and the Cerrado of Brazil. Currently, the increasing degradation and
consequent reduction of natural occurrence areas resulting from anthropogenic activities has
been putting strong pressure on native populations of this species. The aim of this study was
to evaluate the diversity and genetic structure of remaining populations of mangaba tree in
Northeastern Brazil by means of microsatellite (SSR) markers. From 6 to 20 individuals per
population were randomly sampled, totaling 94 individuals and six populations proceeding
from the States of Sergipe (Reserva do Caju, Barra dos Coqueiros, and Abais), Ceara
(Jacarecoara and Tapera), and Pernambuco (Tamandaré). Microsatellite regions were
amplified by using nine primers previously developed. All populations had positive inbreeding
coefficients (f), indicating that they are endogamous populations, with excess of
homozygotes, absence of random outcrossing and existence of factors influencing allelic
randomness. The highest value of genetic variability was observed in the population
Jacarecoara from the State of Ceara and the lowest value, in the population Barra dos
Coqueiros from the State of Sergipe. The values of genetic diversity indices Gst, Rst, and
Fsr estimated for the six populations were equal to 0.14 (p < 0.05), showing moderate
genetic differentiation among them. The lowest value of Fsr pairs (p > 0.05) was found
between the populations Jacarecoara and Tapera (0.005), while the highest value was
observed between populations Barra dos Coqueiros and Jacarecoara (0.287). The
population Jacarecoara was the most divergent in relation to the others. Bayesian clustering
analysis showed genetic differentiation of H. speciosa populations in two groups (K = 2).
Therefore, the results show that populations of H. speciosa have moderate interpopulational
genetic diversity, with the greatest variation due to differences within populations (83.18%),
and that these populations have genetic potential for in situ conservation of the species, as
well as for germplasm collection for ex situ conservation.

Keywords : Hancornia speciosa, genetic diversity, microsatellite markers.

Guidance Committe: Ana Veruska Cruz da Silva — Embrapa Coastal Tablelands/Federal
University of Sergipe (Adviser); Véania Cristina Renné Azevedo — Embrapa Genetic
Resources and Biotechnology (Co-adviser).



1. INTRODUCAO

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) é uma arvore frutifera, nativa do Brasil e
de ampla distribuicdo geografica. Ocorre naturalmente nas areas de Tabuleiros Costeiros e
Baixadas Litordneas da Regido Nordeste e nos Cerrados das Regifes Centro-Oeste, Norte
e Sudeste (VIEIRA NETO, 1994; MOURA et al., 2005; SOARES et al., 2006).

A polpa da mangaba, por apresentar altos conteddos de sélidos solUveis totais
associados a elevada acidez que lhe conferem um sabor muito apreciado (SOARES et al.,
2006), € bastante consumida in natura e usada como matéria-prima para o preparo de
varios produtos, como: geleia, doce, xarope, compota, vinho, vinagre e, principalmente, suco
e sorvete (MATTIETTO et al., 2003; MOURA et al., 2008; SILVA et al., 2011). Destaca-se,
assim, pelo potencial econémico, 0 que tem despertado crescente interesse dos setores
ligados a industria e ao comércio (GANGA et al., 2010).

O Estado de Sergipe é o maior produtor nacional de mangaba, com destaque para 0s
municipios de Itaporanga D’Ajuda, Amparo do S&o Francisco, Pirambu, Estancia, Indiaroba
e Barra dos Coqueiros (IBGE, 2013). A coleta dos frutos, oriundos de populagdes naturais
em sua grande maioria, € uma atividade predominante extrativista, exercida principalmente
pelas chamadas catadoras de mangaba, com consequente importancia socioeconémica e
cultural para o estado (SANTOS et al., 2007).

No entanto, diversos fatores, como fragmentacao florestal, expansdo imobiliaria,
turismo e aumento das areas cultivadas com coqueiro, pastagens e cana-de-agucar
(LEDERMAN et al.,, 2000; MOURA et al., 2005; SILVA JUNIOR et al., 2007), vém
contribuindo para rapida redugéo das areas de ocorréncia natural e exercendo forte pressédo
sobre as populacbes de mangabeiras nativas. Por isso, estudos sobre diversidade e
estrutura genética de populacbes remanescentes de mangabeira sdo fundamentais para se
estabelecer estratégias de conservacdo do germoplasma e de preservacdo da espécie,
diante da crescente reducéo das areas de ocorréncia natural.

Ademais, as caracteristicas agronébmicas a serem consideradas em programas de
melhoramento genéticos, para que o cultivo comercial da espécie seja economicamente
viavel, ainda ndo estdo bem estabelecidas, principalmente em relagcdo a produtividade,
estabilidade na producao e qualidade de frutos (GANGA et al., 2010).

A diversidade genética € um fator importante para a sobrevivéncia das populagcbes
em condicbes ambientais variaveis, sendo reconhecida como um componente fundamental
da biodiversidade (MACE et al., 1996). Por conseguinte, o conhecimento de como a

variagdo genética é dividida entre as populagBes pode ter implicagdes importantes ndo so



na biologia evolutiva e ecologia, mas também na biologia da conservacdo (BARLLOUX;
LUGON-MOULIN, 2002).

A estrutura genética das populac6es de plantas, por sua vez, reflete as interacdes de
muitos processos diferentes, tais como: a historia evolutiva de longo prazo das espécies
(como mudancas na distribuicdo, fragmentacdo do habitat e isolamento da populacéo),
mutacdo, isolamento reprodutivo, geografico e ecoldgico, deriva genética, sistema de
cruzamento, fluxo génico e selecdo (TRIPATHI et al., 2007; THENDRAL HEPSIBHA et al.,
2010; SILVA et al., 2012).

A diversidade genética contribui muito para a sustentabilidade das popula¢cBes de
espécies vegetais (WANG et al., 2007) e sua estimativa é importante para compreender 0s
eventos que ocorrem na populacdo (SILVA et al., 2012). Uma das formas de se avaliar essa
diversidade genética consiste na caracterizacdo molecular que permite inferir sobre o grau
de polimorfismo entre individuos e populacées (COSTA et al., 2011), por meio de técnicas
de marcadores moleculares ou de DNA que ndo sao influenciadas por condicbes ambientais
e ndo apresentam efeito pleiotropico (TANKSLEY et al., 1989).

A realizacdo de pesquisa por meio de marcadores moleculares para descrever a
variabilidade presente em populagcbes naturais de mangabeira é recente e em ndmero
reduzido (MOURA et al., 2005; GANGA et al., 2010; COSTA et al., 2011, MOURA et al.,
2011; SILVA et al., 2011; SILVA et al., 2012).

Entre os marcadores moleculares utilizados no processo de caracterizacdo de
germoplasma, os marcadores microssatélites ou Simple Sequence Repeats (SSR)
constituem uma das técnicas mais indicadas para estudos de polimorfismo entre sequéncias
de DNA, por serem codominantes, abundantes, aparentemente distribuidos por todo o
genoma, multialélicos, dependentes de pequena quantidade de DNA e baseados em PCR
(Polymerase Chain Reaction) (BUSO et al., 2003).

Portanto, o objetivo do presente estudo foi analisar a diversidade e a estrutura
genética de populacdes remanescentes de mangabeira nos Estados do Ceara, Pernambuco

e Sergipe, por meio da técnica de marcadores microssatélites.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Recursos genéticos de espécies frutiferas nativ.~ as

O Brasil reine uma imensa diversidade floristica, que se encontra distribuida pelos
mais diferentes ecossistemas. Dentre as categorias existentes, as espécies frutiferas
destacam-se pelo elevado valor econdmico, tanto no comércio de frutas frescas como na
producdo de matérias-primas para a agroindustria. Além disso, muitas dessas frutas séo
importantes fontes de alimento e de sustento para as populacdes de baixa renda em varias
partes do pais (SILVA JUNIOR et al., 1999).

Apesar de toda a importancia que reveste as espécies frutiferas tropicais e de seu
potencial econbémico, muitos materiais que se encontram em estado selvagem ou ndo
domesticado apresentam forte tendéncia ao desaparecimento (SILVA JUNIOR et al.,1999),
devido & degradacdo das &reas naturais de ocorréncia, principalmente pela atividade
agropecuaria com cultivos intensivos, o que tem acarretado grande erosdo genética em
algumas espécies, registrando-se perdas irreversiveis de germoplasma, sem que se tenha
conhecimento da sua existéncia (SILVA JUNIOR et al., 2012).

O Nordeste brasileiro apresenta condi¢cdes climéticas favoraveis ao cultivo de
diversas espécies frutiferas de clima tropical, o que é evidenciado pela expressiva
diversidade de espécies nativas encontradas na Regido (CARVALHO et al., 2002). Entre os
recursos genéticos fruticolas conhecidos, tém-se a mangaba, umbu, seriguela, caja, sapoti e
jenipapo. Conforme inventario realizado por Ramos et al. (2008), os bancos e colecfes de
germoplasma de frutiferas do Nordeste conservavam 7.233 acessos, distribuidos em 38
géneros, dos quais mais de 2.000 acessos estdo concentrados nos géneros Anacardium,
Passiflora, Spondias e Hancornia, todos nativos e com grande potencial econémico.

A exploracdo de espécies frutiferas nativas na Regido ocorre na maioria das vezes
de uma forma extrativista ndo sustentavel, em razéo da falta de conhecimento de quem as
utiliza; pois muitos ndo tém nocdo do que sdo recursos genéticos e da importancia da
conservacao de germoplasma (CARVALHO et al., 2002). A caracterizacdo genética, por sua
vez, permite um melhor conhecimento dos recursos genéticos disponiveis e da estrutura
genética das populacdes, auxiliando o processo de selecdo de populagcbes e/ou de plantas
individuais com caracteristicas desejaveis para o cultivo (GIACOMETTI, 1993).

O grande potencial de varias espécies frutiferas tropicais nativas e exadticas, ainda
pouco exploradas, assim como a necessidade urgente de selecdo de cultivares mais

adaptéveis as condicdes locais e que atendam melhor as exigéncias dos consumidores,



evidencia a importancia da manutencdo de um banco de germoplasma dessas espécies
para aproveitamento em programas atuais e futuros (LUNA; RAMOS JUNIOR, 2005).
Existem sete bancos ativos de germoplasmas de mangabeira no Brasil (GANGA et
al., 2008; PEREIRA et al., 2006; RAMOS et al., 2008;). Um deles é o Banco Ativo de
Germoplasma de Mangabeira (BGMangaba) da Embrapa Tabuleiros Costeiros, situado no
Campo Experimental de Itaporanga, municipio de Itaporanga D’Ajuda, em Sergipe, o qual é

constituido por 11 acessos, totalizando 55 individuos, propagados por sementes.

2.2 Aspectos gerais da mangabeira

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) é uma arvore que apresenta porte médio,
variando de 2 a 10 m de altura, cujo fruto é conhecido popularmente como mangaba. A copa
€ ampla, as vezes mais larga que alta, os galhos sdo abundantes e com folhagens
reduzidas. Apresenta troncos tortuosos, ramificados e asperos, as folhas sdo opostas,
simples, pecioladas, glabras, brilhantes e coriaceas, de forma e tamanho variado (SILVA
JUNIOR; LEDO, 2006). Sua inflorescéncia possui de uma a sete flores hermafroditas, de
coloracéo branca e perfumada. O fruto € do tipo baga, de formato elipsoide ou arredondado,
com exocarpo amarelo; cada fruto contém de duas a dez sementes discoides, delgadas e
rugosas de coloragdo castanho-claro, medindo de 7 a 8 mm de diametro (SOARES at al.,
2006; PEREIRA et al., 2006; COSTA et al., 2011), conforme apresentado na Figura 1.

A espécie Hancornia speciosa pertence a familia Apocynaceae e compreende seis
variedades botanicas: 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; GANGA et al.,, 2010), que se diferenciam por algumas
caracteristicas morfolégicas da folha e da flor (MOURA et al., 2008). A variedade speciosa
predomina nos estados do Nordeste; a 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, em Minas Gerais, Pernambuco,
Bahia e Goias (MONACHINO, 1945).

Planta perenifélia de clima tropical, que ocorre, sobretudo, em areas de vegetacdo
aberta, a mangabeira apresenta maior desenvolvimento vegetativo nas épocas com
temperatura mais elevada (24 a 26 °C), pluviosidade entre 750 e 1.600 mm anuais e solos
pobres e arenosos, predominantes nas regibes de Cerrado e de Tabuleiros Costeiros
(SOARES et al., 2006). Na Baixada Litoranea e nos Tabuleiros Costeiros do Nordeste,

apresenta duas floradas por ano, sendo uma no inicio da estagcdo chuvosa (abril a maio),



com colheita entre julho e setembro, e a outra no periodo seco (outubro a dezembro), com
colheita entre janeiro e marco (AGUIAR FILHO et al., 1998; MATTIETTO et al., 2003).
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Figura 1 - Aspectos morfolégicos da mangabeira (Hancornia speciosa): arvore (A), frutos

(B), flores e folhas (C), tronco (D) e sementes (E).

A mangabeira é uma planta alégama (de polinizacdo cruzada), autoincompativel,
necessitando da participacédo de individuos diferentes e de polinizadores especificos para
gue ocorra a fecundacgéo e a producéo de frutos (DARRAULT; SCHLINDWEIN, 2003, 2006;
PEREIRA et al., 2006; PINTO et al., 2008; MOURA et al., 2011). Esses polinizadores sdo de
diversos grupos taxondmicos, como Sphingidae, abelhas (Euglossini), Hesperiidae e
Nymphalidae (Heliconius), e o0 aumento de suas frequéncias leva a uma taxa de frutificacédo
mais alta, frutos maiores e com mais sementes (DARRAULT; SCHLINDWEIN, 2003;
PEREIRA et al., 2006).



No que se refere & exploragdo da mangaba em areas naturais, a atividade extrativista
realizada pelas catadoras de fruto constitui-se hum bom exemplo da exploracdo que vem
sendo praticada ha séculos por populagBes autdctones, atividade esta que tem sido
intensificada diante da importdncia econbmica que a fruta apresenta ultimamente no
contexto de valorizagdo de produtos nativos e exéticos frescos (YOUNG, 2003).

Segundo os dados de Producéo da Extracdo Vegetal e Silvicultura (IBGE, 2013), a
producéo brasileira de mangaba em 2012 alcancou 677 t, das quais quase a totalidade foi
produzida na Regido Nordeste (675 t). O Estado de Sergipe é o maior produtor nacional com
367 t (54,2%), seguido pela Bahia (15,5%) e Paraiba (13,1%). No entanto, a atual producdo
ndo é suficiente para atender & demanda do mercado consumidor, estando 0 aumento da
oferta condicionado a implantacdo de pomares comerciais, visto que a mangaba é um fruto
com demanda muito acima da capacidade de fornecimento pela atividade extrativista
(MOURA, 2003).

De acordo com Pereira et al. (2006), apesar de a exploracdo da mangaba ainda ser
predominantemente extrativista, vém sendo implantados os primeiros pomares cultivados
com fins comerciais no litoral nordestino e no Brasil Central, em virtude da boa aceitacdo da
fruta no mercado.

O principal produto da fruta é a polpa, a qual € consumida diretamente in natura ou
usada como matéria-prima para o preparo de varios produtos alimenticios (LEDERMAN et
al., 2000; MATTIETTO et al., 2003; GANGA et al., 2010; COSTA et al.,, 2011), como a
producdo de geleia, por apresentar uma excelente acidez, e a fabricacdo de sorvete, pelo
seu alto contetdo de gomas, o que lhe confere propriedades funcionais de agregacao,
retencdo de sabor e inibicdo na formacéo de cristais (NARAIN, 1990).

Estudos atuais abordando diferentes possibilidades de uso da mangaba foram
realizados. Santos e Silva (2012), analisando o efeito da substituicdo de gordura e agucar
nas propriedades fisicas e quimicas do sorvete de mangaba e sua aceitabilidade,
verificaram que todas as formulagBes tiveram bom nivel de aceitacdo global e aparéncia.
Assumpcao et al. (2013), ao avaliarem a aceitacdo de um néctar misto a base de mangaba
e cagaita, constataram que o0 produto apresentou-se atraente em funcdo de suas
caracteristicas sensoriais, bem como com grande potencial nutricional e para industria

alimenticia, indicando que pode ser incluido no mercado com boas perspectivas.

2.3 Diversidade genética e marcadores moleculares

A diversidade entre os organismos é resultado das variagdes nas sequéncias de DNA

provenientes de mutagdes, substituicdo de nucleotideos simples, insercdo ou delecdo de



fragmentos de DNA de diferentes comprimentos (de um Uanico a varios milhares de
nucleotideos), duplicacdo ou inversédo de fragmentos de DNA (FAO, 2006).

Informacdes sobre a diversidade genética e as relagbes entre e dentro de
populacdes, variedades de plantas, racas de animais e espécies sdo importantes para o
melhoramento genético vegetal e animal, a biologia da conservacéo e o estudo da ecologia
evolutiva das populacdes. Estudos de diversidade genética permitem identificar alelos que
poderiam afetar a capacidade do organismo de sobreviver no seu habitat natural ou
capacita-lo para sobreviver nos mais diversos habitats. Esse conhecimento é, portanto,
valioso para a conservacdo de germoplasma individual ou populacional e para identificacdo
de variedades ou racas (DURAN et al., 2009).

Na determinacdo de diversidade genética, técnicas de marcadores moleculares tém
sido utilizadas extensivamente. Para andlise da diversidade de plantas, os marcadores mais
empregados sdo: Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos de Restricdo (Restriction
Fragment Length Polymorphism - RFPL) (SOLLER; BECKMANN, 1983), DNA Polimorfico
Amplificado ao Acaso (Randomly Amplified Polymorphic DNA - RAPD) (WILLIAMS et al.,
1990), Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos Amplificados (Amplified Fragment
Length Polymorphism - AFLP) (VOS et al. 1995), Intersequéncias Simples Repetidas (Inter
Simple Sequence Repeats - ISSR) (ZIETKIEWICZ et al., 1994) e Microssatélites ou Simple
Sequence Repeats (SSR) (BECKER; HEUN, 1994).

Os marcadores moleculares séo definidos como sequéncias identificaveis de DNA
encontradas em localizagdes especificas do genoma e transmitidas pelas leis comuns de
heranca de uma geracdo para a outra (SEMAGN et al., 2006; RODRIGUES, 2013), que
surgiram como uma ferramenta importante na analise do genoma de plantas, contribuindo
significativamente para o conhecimento basico das culturas, pois possibilitam a obtengéo de
informacg0fes relativas a variabilidade genética existente e apresentam como vantagem a
identificacdo do polimorfismo em qualquer estadio de desenvolvimento, dando acesso ao
gendtipo e a variabilidade do DNA nas plantas (BICALHO, 2006), além de ndo sofrerem
influéncias das condic6es ambientais (PINTO, 2009).

O desenvolvimento de marcadores de DNA e sua utilizagcdo na determinacdo da
variabilidade genética dentro e entre espécies de um mesmo género, bem como em estudos
genbmicos mais elaborados que incluem a deteccdo de genes especificos, foram
responsaveis por impulsionar as pesquisas na area da genética. Com o surgimento da
técnica de PCR, em meados da década de 80, houve uma verdadeira revolucdo em termos
de pesquisas genéticas (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998; NEWTON et al., 1999), devido
a possibilidade da sintese enzimética de milhdes de cépias de um segmento especifico de
DNA.



A automatizagdo da PCR s0 foi possivel gragas a Saiki et al. (1988), que realizaram o
isolamento da enzima DNA polimerase (Taq polimerase) originaria da bactéria termofilica
Thermus aquaticus, a qual vive em fontes termais. Varias técnicas se baseiam no principio
da PCR. Em plantas, as técnicas mais utilizadas tém sido: RFLP, RAPD e SSR (BUSO et
al., 2003).

Estudos sobre diversidade de populacdes de mangabeira (Hancornia speciosa) por
meio de marcadores moleculares s&o recentes. Os primeiros primers (iniciadores) de RAPD
utilizados para a caracterizacdo da estrutura genética de populacdes de H. speciosa do
Cerrado foram selecionados por Moura et al. (2005). Capinan (2007) avaliou trés
populacBes nativas, originarias de trés regides do Estado da Bahia, com relacdo a 32
iniciadores RAPD e constatou variabilidade genética de 16,1% entre populacdes. Moura et
al. (2008), utilizando marcadores moleculares RAPD, observaram variacdo significativa entre
H. speciosa var. pubescens e H. speciosa var. gardneri, validando o uso de marcadores
RAPD para estudo da estrutura genética de popula¢des de mangabeira.

Moura et al. (2011), ao caracterizarem a estrutura genética de oito populacdes de
mangabeira de quatro regides do Cerrado, verificaram que as popula¢bes naturais de H.
speciosa apresentam variabilidade genética interpopulacional altamente significativa. Silva
et al. (2012) obtiveram resultados semelhantes, utilizando também marcadores RAPD, na
caracterizacao genética de 20 genotipos de uma populagdo natural do Estado e Sergipe.

Nos ultimos anos, entretanto, os marcadores microssatélites vém se destacando pelo
contetdo informativo e sua utilizacdo em estudos ecoldgicos e genéticos. Microssatélites
séo regides do DNA compostas de pequenos motivos de 1 a 6 nucleotideos repetidos em
tandem (TOTH et al, 2000). A técnica de microssatélites revela polimorfismo em
determinado loco devido a diferengcas no nimero de vezes em que estas repeticbes de
sequéncia simples ocorrem (FERREIRA et al., 2007). A amplificacdo desses marcadores via
PCR é realizada por meio de primers especificos que flanqueiam os microssatélites, sendo
necessario primeiramente desenvolver tais iniciadores para a espécie a ser estudada
(FALEIRO, 2007; RODRIGUES, 2013).

Os marcadores SSR apresentam muitos aspectos positivos: heranca codominante,
transferibilidade entre espécies correlatas, alto grau de polimorfismo mesmo entre linhagens
préximas, cobertura genbmica extensa e bem distribuida. A andlise de polimorfismos de
SSR é mais simples e econbmica quando comparada a outras metodologias, além de
demandar pequena quantidade de DNA, poder ser facilmente automatizada e permitir uso
de técnicas de fluorescéncia e andlise de mais de um loco por corrida pela montagem de
sistemas ou conjuntos multiplex de locos (SEMAGN et al., 2006; GRATTAPAGLIA, 2007,
KALIA et al., 2011).



As principais desvantagens do uso desse tipo de marcador sdo tempo prolongado e
custo relativamente elevado para o desenvolvimento dos iniciadores, por tratar-se de um
marcador especifico. Porém, o sequenciamento de nova geracdo vem tornando o
desenvolvimento mais eficiente. Além disso, 0s primers para microssatélites, uma vez
desenvolvidos, podem ser rapidamente sintetizados e utilizados por outros grupos; e, por
serem conservados em diferentes espécies, podem ser transferidos para espécies préximas
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998; BOREM; CAIXETA, 2006).

Ademais, ao se utilizar marcadores microssatélites € comum a ocorréncia de alelos
nulos, que surgem por uma mutacao na regido de anelamento dos primers ou por um erro
de genotipagem. A consequéncia € a deteccdo errbnea de quantidade maior de gendétipos
homozigéticos nas populacdes avaliadas (ALDRICH et al., 1998; WHITE et al., 1999). Esses
alelos tém sido encontrados em mais de 25% dos locos de microssatélites, chegando a
atingir frequéncias superiores a 15% (JARNE; LAGODA, 1996).

Alguns estudos ja foram desenvolvidos utilizando-se marcadores microssatélites em
populacBes de diferentes espécies nativas do Brasil. Moraes et al. (2007) avaliaram o
sistema de reproducdo em populacdes fragmentadas e em arvores isoladas de jatoba-do-
cerrado (Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne). Tarazi et al. (2010) estudaram a
estrutura genética e o sistema reprodutivo de populagcées de baru (Dipteryx alata Vogel).
Melo et al. (2011) analisaram a variabilidade genética de individuos dessa espécie em
populagdes naturais e em bancos de germoplasma. Santos et al. (2011) realizaram a
caracterizacao genética de populagfes naturais de goiabeira-serrana (Acca sellowiana) com
marcadores microssatélites heterélogos.

No entanto, em populacdes de mangabeira, estudos com marcadores microssatélites
foram realizados em quantidade limitada. Esses marcadores para H. speciosa foram
desenvolvidos por Rodrigues (2009). Souza et al. (2010) realizaram um estudo preliminar de
caracterizacdo genética de populacbes naturais de H. speciosa a partir de marcadores
microssatélites. Costa et al. (2012) utilizaram os mesmos marcadores para avaliar a
diversidade genética e o padrdo espacial da variabilidade genética dentro de uma populacdo
natural de H. speciosa.

Os resultados relatados pelos estudos realizados indicam que h& necessidade de se
conhecer melhor a estrutura e a diversidade genética de populacbes naturais de
mangabeira, sobretudo nos estados da Regido Nordeste, visto que ainda ndo se dispde de
informacfes mais aprofundadas sobre a espécie utilizando-se marcadores codominantes,

nem estudos de genética que abranjam de forma mais ampla sua distribuicdo espacial.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Amostragem das populagdes e coleta de material vegetal

Foram aleatoriamente amostrados de 6 a 20 individuos por populacdo nativa de
Hancornia speciosa, num total de seis populacdes e 94 individuos, sendo 59 naturais do
Estado de Sergipe (municipios de Barra dos Coqueiros, Itaporanga D’Ajuda, localidade
Reserva do Caju, e Estancia, localidade Abais), 20 do Ceard (municipios de Cascavel,
localidade Jacarecoara e Aquiraz, localidade Tapera) e 15 de Pernambuco (municipio de
Tamandaré). Na Figura 2, estdo ilustrados os municipios e respectivas localidades por
estado em que se amostraram as populagdes, as quais foram georreferenciadas com o

auxilio de um receptor GPS, conforme descrito na Tabela 1.
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Figura 2 - Localizagdo das popula¢des naturais de H. speciosa nos Estados de Sergipe,
Ceard e Pernambuco, onde foram coletadas as amostras para estudos de diversidade e

estrutura genética.
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Tabela 1 - Identificacdo, localizacdo geogréfica e tamanho amostral das seis populacdes de

H. speciosa.
Populacdes Coordenadas geograficas No;ﬁ;gg:&%ios

Reserva do Caju (SE) 11°11'6”"Se 37°11' 18" O 19
Abais (SE) 11°1818"Se 37°17°18" O 20
Barrados Coqueiros (SE) 10° 49’ 10" Se 36° 56' 52" O 20
Jacarecoara (CE) 4°07' 10" S e 38°10°34" 0O 14
Tapera (CE) 3°56' 20" S e 38°20' 18" O 6
Tamandaré (PE) 8°43'50" S e 35°6'10" O 15

Total 94

Por se tratarem de populacdes remanescentes, o numero total de individuos das
populacdes em alguns casos foi exatamente o tamanho real das populacdes, fato que
impossibilitou a coleta de tamanhos amostrais maiores ou iguais a 30 individuos,
consideradas ideais para estimar as frequéncias alélicas dentro das popula¢gbes quando os
marcadores sdo codominantes (BERG; HAMRICK, 1997), como 0s microssatélites.

Para as andlises de diversidade e estrutura genética populacional, foram coletadas
preferencialmente folhas jovens, sem danos mecanicos ou sinais de doenca, as quais foram
identificadas e acondicionadas em envelopes de sacos plasticos em estado fresco (Figura
3), visto que o material fresco € aquele que oferece melhores resultados na extragédo de
DNA (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). O material foi em seguida transportado para o
Laboratério de Biologia Molecular da Embrapa Tabuleiros Costeiros em caixas isotérmicas
contendo gelo, a fim de evitar a degradacdo do material coletado. Para conservacao, as
amostras foliares foram mantidas refrigeradas em freezer, a -80 °C, até o momento da

extracdo do DNA total.

3.2 Procedimentos laboratoriais

3.2.1 Extracdo de DNA

Para a extragdo de DNA, foi utilizado o método baseado no protocolo CTAB padréo
(DOYLE; DOYLE, 1990), modificado por Costa et al. (2011). Para tanto, cerca de cinco
folhas de cada amostra coletada foram maceradas em almofariz com nitrogénio liquido e,

imediatamente, adicionados 10 mL de tampéao de extracdo CTAB 2%, aquecida em banho-
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maria a 65 °C, juntamente com 20 pL de B-Mercaptoetanol para prevenir a oxidagdo. A
solucdo tampdo de extracdo constitui-se de 2% de CTAB (Cetyltrimethylammonium
bromide), Tris-HCL 1 M (pH 8,0), EDTA (Ethylenediamine tetraacetic acid) 0,2 M (pH 8,0),
NaCl 1,4 M e 2% de PVP-40 (Polyvinylpyrrolidone).

gl

Figura 3 - Coleta (A) e material foliar de H. speciosa embalado e identificado (B).

Em seguida, para solubilizacdo das membranas celulares, 0 macerado de cada
amostra foi transferido para tubos de fundo cdnico e incubado a 65 °C por aproximadamente
60 min, agitando-se ocasionalmente o tubo para manter o extrato ressuspendido.
Posteriormente, foram retiradas trés aliquotas de 1.000 uL de cada amostra (repeticdes) e
transferidas para microtubos de 2 mL, as quais foram adicionados 1.000 uL da mistura dos
solventes organicos cloroférmio e alcool isoamilico, respectivamente na proporcao de 24:1,
para extracdo das proteinas contidas no material vegetal. Os microtubos foram agitados
manualmente por cerca de 50 vezes e centrifugados por 30 min, a velocidade de 7.000 rpm,
a4-C.

O sobrenadante proveniente da centrifugacéo foi coletado e transferido para um novo
microtubo contendo 1.000 pL da mistura de acetato de sédio (3M) e &lcool etilico (95%) na
proporcdo de 1:6. O material foi mantido em repouso no freezer por 2 h, a -20 °C, para a
precipitacdo do DNA. Apds esse periodo, os microtubos foram centrifugados por 10 min, a
velocidade de 14.000 rpm, a 4 °C. A seguir, a solugcédo de acetato de sédio foi eliminada e
1.500 L de alcool etilico a 70% foram adicionados. As amostras ficaram por 10 min a
temperatura ambiente e, logo apés, foram centrifugadas por 10 min a velocidade de 4.000
rpm, a 4 °C. Ap6s o descarte do alcool etilico, o precipitado foi seco ao ar até a completa

evaporacéao do alcool.
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Por fim, o DNA obtido foi ressuspenso em 100 pL de solucdo TE (Tris-HCL 10 mM,
pH 8,0 e EDTA 1 mM) e, em seguida, as trés repeticbes foram reunidas e acondicionadas

em freezer a -20 °C .

3.2.2. Eletroforese, quantificacéo e diluicdo das amostras

Logo apoés a extracdo de DNA, foi realizada eletroforese do DNA extraido em gel de
agarose a 2,0% corado com brometo de etidio. A preparacao dos géis foi feita a partir da
dissolucdo da agarose (cuja quantidade depende da concentracdo desejada e do volume da
cubeta) em solucéo de TBE 1X (Tris 89 mM, &cido bérico 89 mM e EDTA 2,5 mM, pH 8,3),
sob aquecimento em forno micro-ondas por cerca de 1,5 min até que a solucao ficasse
homogénea e transparente. Em seguida, foram adicionados 4,5 puL de brometo de etidio.

Depois de resfriada até aproximadamente 50 °C, a solucdo foi vertida em uma forma
ou cubeta (tipo de molde especifico para o preparo do gel). Sobre a solucdo ainda morna,
foram colocados pentes (tira de teflon denteada), que serviram como molde para produzir
diversas cavidades (poc¢os) no gel. Ao resfriar, a agarose foi polimerizada e os pocos
fixados. A mistura composta por 3 pL de tampao 3X mais 3 uL de DNA foi depositada nos
pocos do gel e submetida a eletroforese horizontal a 80 V por cerca de 15 min.

Quando exposto a luz ultravioleta por meio de um transiluminador, o DNA extraido foi
visualizado e, em seguida, quantificado por comparacdo com padrdo de massa molecular
conhecida, utilizando-se o DNA do bacteriéfago A nas concentracfes de 10, 50 e 100 ng/uL
(Figura 4). Apés a quantificacdo do DNA extraido, as amostras foram diluidas em agua
ultrapura, padronizadas a uma concentracdo de 3,0 ng/uL e armazenadas a -20 °C para
subsequente uso nas reacdes de PCR.

- )
. DNA extraido concentrado

Figura 4 - Quantificacdo do DNA extraido em gel de agarose a 2,0 %, por compara¢cao com
padrao de massa molecular conhecida (DNA do bacteriéfago A nas concentragdes de 10, 50
e 100 ng/pL).
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3.2.3 Teste para selecéo de iniciadores microssatélites e PCR

Para a genotipagem das amostras, foram testados 16 pares de primers marcados
com corantes fluorescentes 6-FAM (6-carboxyfluorescein) de coloracdo azul ou HEX
(hexachloro-6-carboxyfluorescein) de coracdo verde (Tabela 2), desenvolvidos por
Rodrigues (2009) no Laboratério de Genética Vegetal da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, segundo protocolo descrito por Rafalski et al. (1996), os quais foram
utilizados para realizacdo PCR e posterior eletroforese capilar em sequenciador automatico
de DNA (ABI 3730).

As reacdes de PCR foram realizadas separadamente para cada loco, em placas que
continham 0,7 ng de DNA, 0,25 mg/mL de BSA (Bovine serum albumin), 0,2 uM de cada
primer (forward e reverse), 1x de tampéo para PCR (10 mM de Tris-HCI; pH 8,3; 50 mM
de KCI), 0,25 mM de dNTP e 1 U de Taq polimerase e 4gua ultrapura estéril, totalizando um
volume final de reacéo de 13,0 pL.

O material resultante foi amplificado em termociclador Veriti (Applied Biosystems), no
gual as amostras foram inicialmente submetidas a desnaturagédo a 94 °C por 1 min, seguida
por 35 ciclos de amplificacdo. A cada ciclo, as amostras sofreram em cadeia as etapas de
desnaturacéo a 95 °C, anelamento a diferentes temperaturas e extensédo a 72 °C, por 1 min
cada uma delas. Apos os ciclos de reacao, o processo foi encerrado com uma extensao final
a 72 °C por 20 min, seguida de resfriamento a 12 °C. Os produtos das PCR foram
visualizados em gel de agarose a 2,0% e, em seguida, diluidos em agua ultrapura na

propor¢éo de 1:1.

3.2.4 Eletroforese capilar em sequenciador automatico

Sistemas ou conjuntos multiplex compostos por dois ou trés locos foram montados
utilizando-se primers marcados com diferentes ou um mesmo fluorocromo, mas com
amplitudes alélicas distintas. Esses sistemas foram misturados a 11 yL de um coquetel que
contém 10 uL de formamida HiDi e 1 yL de marcador interno carboxy-X-rhodamine (ROX),
desenvolvido por Brondani e Grattapaglia (2001). A mistura resultante foi desnaturada por 5
min a 95 °C. Em seguida, foi realizada a separacdo dos fragmentos em analisador
automético de DNA (ABI 3730).
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Tabela 2 - Temperatura de anelamento (Ta), motivos de repeticdo, amplitude alélica (pb) e
fluorescéncia de iniciadores microssatélites testados para caracterizagdo genética das

populacdes de H. speciosa.

Iniciador Ta (°C) Motivos de repeticdo Amplitude alélica (pb) * Fluorescéncia
HS 01 56 (GCA)6 (TC),0 (GCA)g 250 a 310 HEX
HS 03 56 (CT)s (CT)s 120 a 180 6-FAM
HS 05 56 (GA)15 (TGC)s 200 a 300 HEX
HS 06 54 GA, 100 a 150 HEX
HS 08 52 (CA)s (CT)y17 200 a 250 6-FAM
HS 09 56 (CT)7 (CT)1 (CT)e 200 a 300 6-FAM
HS 10 56 (CT)14 (CT)g 100 a 200 HEX
HS 11 56 (GA)17 100 a 200 6-FAM
HS 16 54 (GA)1» 100 a 150 6-FAM
HS 17 56 (GA)16 100 a 200 HEX
HS 18 56 (AG)14 300 a 350 6-FAM
HS 20 56 (CTn 200 a 250 HEX
HS 27 54 (GA)14 100 a 150 6-FAM
HS 30 56 (AG)10 180 a 200 HEX
HS 32 56 (CT)g 200 a 300 6-FAM
HS 33 56 (AG)24 80 a 120 6-FAM

! pb = Pares de base.

3.3 Andlise de dados

3.3.1 Detecgéo dos picos de fluorescéncia e genotipagem dos individuos

A deteccdo dos picos de fluorescéncia e a genotipagem foram realizadas por meio do
software GeneMapper versédo 4.1 (Applied Biosystems) (Figura 5). A partir dos genoétipos
obtidos, foram estimados todos os parametros utilizados nas andlises. Os dados genotipicos
em pares de bases com duas casas decimais de precisdo foram ajustados para classes
alélicas definidas com o software AlleloBin (PRASANTH et al., 2006), o qual permite
implementar um método de minimizagdo com base em quadrados minimos, descrito por
Idury e Cardon (1997).
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Figura 5 - Genotipagem de individuos homozigoto (A) e heterozigoto (B) de H. speciosa

para o loco analisado por meio do software GeneMapper.

3.3.2 Detecgéo de alelos nulos

A verificacdo da presenca de alelos nulos e de sua interferéncia nas frequéncias
alélicas foi realizada com o software Micro-Checker (VAN OOSTERHOUT et al., 2004). Esse
software utiliza simulagdes de Monte Carlo (bootstrap) e se baseia na teoria de equilibrio de
Hardy-Weinberg para detectar diferencas entre frequéncias observadas e esperadas de
homozigotos e estimar a frequéncia de quaisquer alelos nulos (VAN OOSTERHOUT et al.,
2003, 2004).

Para tanto, utilizou-se um intervalo de confianca de 95% e realizaram-se 1.000
simulacdes de Monte Carlo. A equacao 1 de Brookfield (1996) foi empregada para estimar a
frequéncia de alelos nulos, que se baseia no déficit de heterozigotos e € considerada mais
adequada para situacdes em que existem amostras com falhas e se desconhece o motivo,
podendo ser devido a alelos nulos, falhas na PCR ou problemas de degradacdo do DNA
(VAN OOSTERHOUT et al., 2003, 2004).

3.3.3 Caracterizagao da variabilidade genética intra e interpopulacional

Para a andlise descritiva da diversidade genética intrapopulacional, utilizou-se o
software GDA (Genetic Data Analysis) (LEWIS; ZAYKIN, 2002), com o qual foram estimados
0S seguintes parametros: numero de alelos por loco (A), numero de alelos privados (Ap),
heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade esperada sob equilibrio de Hardy-

Weinberg (He) e coeficiente de endogamia das populagées (f). Avaliou-se a consisténcia
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das estimativas do coeficiente de endogamia pelo método de bootstrap, utilizando-se para
isso 10.000 reamostragens e intervalo de confianca de 95% (WEIR, 1996).

A riqueza alélica (R) e as frequéncias alélicas foram calculadas por meio do software
FSTAT (GOUDET, 1995). Kimura (1983) define como alelos raros aqueles com frequéncia
inferior a um valor pequeno e pré-definido, sendo frequentemente utilizado o valor de 5%
(SEBBENN et al., 2000; KAGEYAMA et al., 2003, RODRIGUES, 2013). Assim, consideram-
se alelos raros aqueles com frequéncia relativa inferior a 5%.

Testes para deteccdo de desequilibrio de ligacéo e de equilibrio de Hardy Weinberg
foram realizados com base em permutacfes alélicas dentro das populacdes por meio do
software FSTAT (GOUDET, 1995), uma vez que este faz a corre¢cao de Bonferroni.

J& para a caracterizacéo da variabilidade genética interpopulacional, foram estimados
0s parametros de Weir e Cockerham (1984), tais como: indice de fixacdo total (F),
divergéncia genética entre populac¢des (Fst) e indice de fixacdo dentro das populagoes (Fis).
Também foram determinados outros indices andlogos ao Fst, como Gsr (NEI, 1973), que
assume um modelo de alelo infinito, e Rst (SLATKIN, 1995), que é baseado no tamanho do
alelo e leva em consideracdo o modelo stepwise mutation model. As consisténcias dos
dados foram realizadas pelo método bootstrap para todos os locos, com intervalo de
confianca de 99%.

Visando determinar os padrbes de distribuicdo da variabilidade e diferenciacdo
genética entre as populagbes de Hancornia speciosa, realizou-se analise de variancia
molecular (AMOVA) utilizando-se o software Arlequin v. 3.1 (EXCOFFIER et al., 2006), que
divide a variagdo molecular em trés componentes ou niveis hierarquicos: entre estados
diferentes, entre populagfes de cada estado e dentro de cada populagéo. A significAncia foi
testada com 1.000 permutacdes.

Com auxilio também do programa Arlequin v. 3.1 (EXCOFFIER et al., 2006) foi
calculada uma matriz de pares de Fst (WEIR; HILL, 2002) para as seis populacdes, bem
como estimou-se o fluxo génico médio pela formula Nm = (1 / Fsr - 1) / 4 (WHITLOCK,;

MCCAULEY, 1999) e o numero absoluto de migrantes entre populacées (M = 2Nm).

3.3.4 Estrutura genética populacional

A inferéncia da estrutura populacional, do nimero de populacdes ou agrupamentos
existentes (K) e da atribuicdo dos individuos amostrados a cada grupo foi feita por meio do
software Structure v. 2.3.4 (PRITCHARD et al., 2000; HUBISZ et al., 2009), o qual utiliza
dados de gendtipos multilocos com uma abordagem Bayesiana Markov Chain Monte Carlo

(MCMC) e admite mistura de genomas. Foram estimados valores de K, variando de 1 a 9,
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com 1.000.000 de reamostragens (sendo as 250.000 mil primeiras descartadas) e 20
iteracBes. Para detec¢do do niumero de grupos mais provavel, utilizou-se a estatistica AK,
descrita por Evanno et al. (2005), que se baseia na taxa de variacdo da probabilidade log de
dados entre sucessivos valores K. O valor de K que melhor representa a estrutura

populacional pode ser identificado pelo valor méximo de AK.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Iniciadores microssatélites selecionados

Foram selecionados 11 pares de primers (HS01, HS03, HS05, HS06, HS08, HS10,
HS11, HS16, HS27, HS30 E HS33), dos 16 testados, por permitirem a amplificacdo de
fragmentos com bandas nitidas e consistentes, observadas em gel de agarose, e a
amplificacdo de fragmentos com potencial para utilizacdo em estudos de genética de
populacbes (Tabela 2). As temperaturas de anelamento ideais, definidas para cada loco,

variaram de 52 a 56 °C.

4.2 Alelos nulos, equilibrio de Hardy-Weinberg e equilibrio de ligagd o

As estimativas das frequéncias de alelos nulos obtidas foram significativas (valores >
0,20), para os locos HS01, HS05, HS16 dos 11 selecionados, conforme Tabela 3. Valores
abaixo de 0,20 sdo aceitaveis para marcadores microssatélites (RODRIGUES, 2013). Alelos
nulos surgem quando ocorre uma mutacdo no DNA alvo, precisamente na sequéncia
homodloga a sequéncia do primer utilizado na reacdo de PCR. Isso reduz ou inibe
completamente a capacidade de anelamento do iniciador com a fita molde (CALLEN et al.,
1993). Esses alelos mutantes ndo sao visiveis nos géis submetidos as técnicas de revelacéo
de bandas normalmente utilizadas para produtos de PCR separados por eletroforese. A
presenca desses alelos pode levar a estimativas erréneas.

Contudo, as frequéncias de alelos nulos dos locos HS03 e HS30 ndo puderam ser
devidamente estimadas e interpretadas, visto que esses locos apresentaram poucos alelos,
ndo sendo possivel analisa-los corretamente (Tabela 3). Com marcadores microssatélites,
busca-se usar apenas locos polimérficos, obtendo-se geralmente valores altos de
diversidade genética. A presenca de locos monomérficos pode alterar a média das
populacdes, subestimando os valores de variabilidade obtidos nas andlises, passando a
impressao de que as populacdes tém baixa diversidade. Assim, com o objetivo de minimizar
possiveis erros, os locos HS03 e HS30 foram desconsiderados nas analises seguintes. No
entanto, por apresentarem locos polimérficos e frequéncia de alelos nulos significativa para
no maximo trés populacdes, os locos HS01, HS05 e HS16 ndo foram descartados.

Nenhum loco apresentou desvio nas proporcdes do equilibrio de Hardy-Weinberg

bem como os testes de probabilidade de desequilibrio de ligacdo em todas as populacdes
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ndo mostraram associagfes entre 0s locos, 0 que sugere que as analises podem ser

realizadas assumindo-se a independéncia estatistica entre os locos.

Tabela 3 - Frequéncia de alelos nulos® dos 11 locos com potencial para utilizacdo em

estudos de genética populacional das seis populagfes naturais de H. speciosa.

Populacdes

Locos Reserva do . Barra dos .

Caju Abais Coqueiros Jacarecoara Tapera Tamandaré
HSO01 0,248* 0,197 0,347* 0,0994 -0,032 0,217*
HS03 0 0 0,042 0 0 -0,029
HS05 0,195 0,016 0,165 0,277* 0,359* 0,081
HS06 0,064 0,020 0,024 0,022 0,070 -0,037
HS08 -0,069 -0,036 0,055 -0,005 0,180 0,023
HS10 0,067 0,068 -0,041 -0,020 0,008 -0,002
HS11 0,064 0,020 0,024 0,022 0,070 -0,037
HS16 0,056 0,020 0,115 0,002 0,244* -0,036
HS27 -0,012 -0,026 0,014 0,031 -0,044 0,111
HS30 0 0 0 0 -0,012 0
HS33 0,127 0,020 0,062 0,030 0,195 0,003

! Estimador nimero 1 Brookfield (1996); * = Valores maiores do que 0,20 foram

considerados significativos.

4.3. Variabilidade Genética

As populacbes Reserva do Caju, Abais, Barra dos Coqueiros, Jacarecoara, Tapera e
Tamandaré apresentaram, respectivamente, 5,11; 5,56; 4,56; 5,00; 4,33 e 3,56 alelos, em
média, por loco. As popula¢cBes Reserva do Caju e Abais foram as que revelaram maiores
médias em relacdo ao numero de alelos (Tabela 4).

Verifica-se que o numero de alelos (A) observado para todas as populacdes
avaliadas foi baixo, bem como as diferengas quanto ao nimero de alelos entre as
populacbes foram pequenas. Entretanto, deve-se considerar que tais diferencas podem
representar muito para a futura adaptacdo de populagbes com atuais niveis baixos de
variabilidade genética entre individuos (DINIZ-FILHO et al., 2012). Observou-se ainda uma

relacdo direta entre o tamanho amostral e o nimero médio de alelos, isto €, os locos com
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maior numero de individuos amostrados foram em geral 0os que apresentam valores mais
elevados em relacdo ao nimero médio de alelos. E provavel que esses resultados estejam
relacionados ao tamanho amostral, uma vez que o numero de alelos é afetado pelo tamanho
das amostras (KALINOWSKI, 2004; RODRIGUES, 2013).

Tabela 4 - Médias de tamanho amostral (n), nimero de alelos (A), riqueza alélica (R), alelos
privados (Ap), heterozigosidade esperada (He), heterozigosidade observada (Ho) e
coeficiente de endogamia (f) em relacdo aos nove locos avaliados para as seis populacdes

de H. speciosa.

Populacdes n A R Ap He Ho f IC
Reserva do Caju 18,22 511 3,42 5 0,58 043 0,26 0,11a0,42*
Abais 19,33 5,56 3,31 2 0,57 050 0,12 0,03a0,25*
Barrados Coqueiros 19,00 4,56 2,99 5 049 0,35 0,30 0,10a0,53*
Jacarecoara 12,78 5,00 4,03 4 0,72 061 0,16 0,06 a034*
Tapera 5,78 4,33 4,11 1 0,67 041 0,40 0,22a0,60*
Tamandaré 13,89 3,56 2,93 1 056 049 012 0,01a0,31*

Total 18
Média 14,83 4,69 3,47 3,00 0,60 047 0,23

1 |C = Intervalo de Confianca; * = significativo a 95% de probabilidade, com base em 10.000

reamostragens bootstrap.

Porém, ao compararmos o0s resultados de riqueza alélica (R), parametro de medida
do numero de alelos independente do tamanho das amostras, que permite comparar
populacbes de tamanhos distintos, constatou-se, entdo, que as populacdes Reserva do
Caju, Abais, Barra dos Coqueiros, Jacarecoara, Tapera e Tamandaré apresentaram,
respectivamente, 3,42; 3,31; 2,99; 4,03; 4,11 e 2,93 alelos, em média, por loco; e que, nesse
caso, as populacdes Taperas e Jacarecoara foram as que revelaram maiores valores
médios de numeros de alelos. Esses resultados, portanto, reforcam a hipétese de que o
parametro niumero de alelos é afetado pelo tamanho amostral.

As populacbes Tamandaré, Tapera, Jacarecoara, Barra dos Coqueiros, Abais e
Reserva do Caju apresentaram, respectivamente, 1, 1, 4, 5, 2 e 5 alelos privados, ou seja,
aqueles encontrados apenas em uma populacao (Tabela 4). Assim, foram observados alelos
privados para todas as populacdes, num total de 18 alelos. O maior nimero de alelos

privados (5) foi apresentado pelas populacdes Reserva do Caju e Barra dos Coqueiros.
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Verificou-se maior heterozigosidade média observada (Ho) para as populagdes
Jacarecoara, Tamandaré e Abais, cujos valores foram respectivamente 0,61; 0,50 e 0,49, e
menor para as populagbes Barra dos Coqueiros, Tapera e Reserva do Caju, com valores
respectivamente de 0,35; 0,41 e 0,43 (Tabela 4). Ja os valores da heterozigosidade média
esperada (He) variaram de 0,49 a 0,72. As maiores médias foram obtidas para as
populacbes Jacarecoara (0,72), Tapera (0,67) e Reserva do Caju (0,58). Os menores
valores médios, por sua vez, foram observados para as populacdes Barra dos Coqueiros
(0,49), Tamandaré (0,56) e Abais (0,57). Desse modo, hota-se que os valores médios de
heterozigosidade observada foram inferiores aos da heterozigosidade esperada, indicando
um excesso no humero de homozigotos para todas as populagcdes. Constatou-se também
que, quando analisadas em relacdo aos parametros riqueza alélica, heterozigosidade
observada e heterozigosidade esperada, houve um padrdo de menor variabilidade genética
para a populacdo Barra dos Coqueiros (Sergipe) e de maior variabilidade para a populacéo
Jacarecoara (Ceard).

Todas as populacBes apresentaram valores médios de coeficientes de endogamia (f)
positivos (Tabela 4). A populacdo Tapera foi a que obteve o maior valor médio (0,40),
seguida por Barra dos Coqueiros (0,30) e Reserva do Caju (0,26). Os intervalos de
confianga do coeficiente de endogamia para estas populacdes foram positivos, o que indica
existir consisténcia nas estimativas dos dados. Todavia, as populagfes, Abais, Tamandaré e
Jacarecoara foram as que apresentaram os menores valores médios, respectivamente 0,12;
0,12 e 0,16, com intervalos de confian¢a indicando que estes valores também foram
consistentemente diferentes de zero.

Em geral, coeficiente de endogamia positivo revela excesso de homozigotos e menor
propor¢cdo de heterozigotos com relacdo a esperada pelo equilibrio de Hardy-Weinberg.
Logo, os coeficientes de endogamia aqui estimados sugerem que as populacdes avaliadas
sdo endogamicas, apresentando excesso de homozigotos (GILLESPIE, 1998; RODRIGUES,
2013), auséncia de cruzamento aleatério e existéncia de fatores influenciando a
aleatoriedade alélica (FUTUYMA, 2002). E de amplo conhecimento que, mesmo em
espécies alégamas, o equilibrio de Hardy-Weinberg deixa de existir na presenca de
cruzamentos preferenciais, o que pode resultar em uma estruturacdo dentro da populacdo
(FARIAS, 2010).

Os valores médios de heterozigosidade observada, heterozigosidade esperada e
coeficiente de endogamia obtidos, neste estudo, acham-se dentro dos padrbes relatados
para populacdes de H. speciosa, sendo semelhantes aos encontrados por Costa et al.
(2012). Contudo, ao comparar-se os resultados aqui encontrados aqueles obtidos por Souza
et al. (2010), constatou-se que o valor de heterozigosidade média observada foi maior que o

encontrado por esses autores, indicando que a populacdo por eles estudada apresentava
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menor propor¢cado de individuos heterozigotos, podendo resultar em altos valores de
coeficiente de endogamia e menor diversidade genética. Estudos realizados com acaizeiro
(Euterpe oleracea Mart.) (OLIVEIRA et al.,, 2010), goiabeira-serrana (Acca sellowiana)
(SANTOS et al, 2011) e camu-camu (Myrciaria dubia [H.B.K.] McVaugh) (ROJAS
GANZALEZ et al., 2011) demostraram também que, a exemplo da mangabeira que é uma
espécie albgama, é comum encontrar coeficiente de endogamia positivo em populagtes
naturais de espécies arboreas tropicais.

Analisando as distribuicbes de frequéncias alélicas dos nove locos para as
populacBes de H. speciosa (Figuras 6 a 11), verificou-se que a maioria € do tipo modal ou
bimodal. Observa-se também que a maior parte dos locos apresentou distribuicdo pouco
uniforme e com frequéncia superior a 0,50, quais sejam: HS01, HS06, HS08, HS10, HS11,
HS16, HS27 e HS33 para a populacdo Reserva do Caju; HS01, HS05, HS08, HS10 e HS27
para Abais; HS01, HS06, HS10, HS11, HS16, HS27 e HS33 para Barra dos Coqueiros;
HS08 e HS27 para Jacarecoara; HS01, HS05 e HS27 para Tapera; e HS01, HS10 e HS27
para Tamandaré. Com base nesses resultados, constata-se que as populacdes Reserva do
Caju, Abais e Barra dos Coqueiros, naturais do Estado de Sergipe, revelaram maior nimero
de locos com frequéncia superior a 0,50, indicando que tais popula¢des podem ter sofrido
reducdo na diversidade genética devido a variagBes aleatorias na frequéncia génica, com
alguns alelos provavelmente tendo sido fixados e outros perdidos.

Verificou-se também que o alelo 118, ocorrendo apenas no loco HS27, apresentou
frequéncias superiores a 0,67 para todas as popula¢des, com valores variando de 0,68 a
0,93. E notorio que alelos com frequéncias altas (proximas a 1) tém grande chance de
serem fixados, em decorréncia de diversos fatores, como fragmentacéo florestal, forma de
polinizacdo e habito dos polinizadores, cruzamento preferencial, deriva genética, auséncia
de fluxo génico e sele¢do natural (SLATKIN, 1987; STEARNS, 1992; HARTL; CLARK, 1997;
SOUZA et al., 2004; GUEDES, 2008; RODRIGUES, 2013). Por isso, sugere-se realizar
estudos especificos visando analisar a ocorréncia do alelo 118 nas variedades botanicas de
H. speciosa e a sua expressao génica, a fim de verificar a importancia deste para a espécie.

Em funcéo do total de alelos por populacdo ilustrados nas Figuras 6 a 11, foram
determinadas as porcentagens de alelos raros para cada uma das seis populacfes (Figura
12). Observou-se 0 maior percentual de alelos raros na populacdo Abais (22%); ndo sendo
encontrado alelo raro na populacdo Tapera (0%). A incidéncia de alelos raros em cinco das
seis populacdes estudadas, adicionado ao fato de terem sido observados alelos privados
(Tabela 4) em todas as populagbes, sugere que a variabilidade apresenta-se dispersa,
tornando estas populagées complementares quanto a manutengdo da diversidade genética
da espécie (SANTOS et al., 2011).
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Figura 6 - Distribuicdo das frequéncias alélicas dos nove locos analisados para

populacdo Reserva do Caju.
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Figura 9 - Distribuicdo das frequéncias alélicas dos nove locos analisados para a populacao

Jacarecoara.
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Figura 10 - Distribuicdo das frequéncias alélicas dos nove locos analisados para a

populacdo Tapera.
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Figura 11 - Distribuicdo das frequéncias alélicas dos nove locos analisados para a
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Figura 12 - Porcentagens de alelos raros para cada uma das seis populacdes de H.

speciosa.

De acordo com Wright (1969), valores de Fsr menores que 0,05 indicam baixa
diferenciacdo genética entre populacdes; entre 0,05 e 0,15, moderada; maior que 0,15 e
igual a 0,25, alta; e acima de 0,25, muito alta. Os indices de diversidade genética obtidos
para os trés estados foram altamente significativos (p < 0,01), com valores de Gsr, Fste Rst
iguais a 0,14 (Tabela 5), revelando, assim, moderada diferenciacdo genética entre estes,
além de consisténcia nos resultados obtidos. Diversidade semelhante foi obtida quando os
mesmos indices foram estimados apenas para as trés populacbes do Estado de Sergipe
(Gst=0,07; Fst= 0,07 e Rst = 0,05). Verificou-se, por sua vez, baixa diferenciacdo genética

entre as duas populacbes do Estado do Ceara (Gst= 0,01; Fst= 0,01 e Rst=-0,05).

Tabela 5 - indices de diversidade genética entre populacdes (Gsr, Fst, Rsy), indice de
fixacdo total (Fr) e indice de fixacdo dentro das populacdes (Fis) obtidos para diferentes
grupos de populacdes de H. speciosa.

Grupo (Tamanho) G st Rst Fst Fir Fis

Estados (3) 0,14 0,14 0,14 0,34** 0,23**
Sergipe (3) 0,07 0,05 0,07** 0,28** 0,23**
Ceara (2) 0,01 -0,05 0,01™ 0,26** 0,24

** Altamente significativo (p < 0,01) e ™ = nao significativo.
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Esses resultados séo reforgcados pela analise de comparagédo de Fst para pares de
populacdes (Tabela 6), a qual revela que os valores de Fsr entre os pares Reserva do Caju
x Abais, Reserva do Caju x Barra dos coqueiros e Abais x Barra dos coqueiros foram
respectivamente (0,011; 0,089 e 0,143), indicando moderada diferenciacdo genética, dado
que o valor 0,011 entre as popula¢des Reserva do Caju e Abais foi ndo significativo (p >
0,05). O menor valor de Fst foi observado entre as populacdes Jacarecoara e Tapera
(0,005), valor esse também nao significativo (p > 0,05). J& o maior valor foi encontrado para
os pares de populacbes Barra dos Coqueiros x Jacarecoara (0,287). A populacdo
Jacarecoara, com valores de pares de Fst variando de 0,005 a 0,287, apresentou-se como a
mais divergente em relacdo as demais. Esses resultados podem servir de orientacdo na
escolha de parentais a serem utilizados em programas de melhoramento genético.

Ao analisar o numero absoluto de migrantes estimado (M = 2Nm), que permite inferir
sobre o fluxo génico (Nm), ou seja, quantidade de individuos migrantes entre populacdes
por geracdo, observou-se que os valores maximo e minimo obtidos foram iguais a 102,399 e
1,244, respectivamente entre as populagbes Jacarecoara e Tapera e as populacdes
Jacarecoa e Barra dos Coqueiros (Tabela 6). Resultados que corroboram os valores
méximos e minimos de Fsr para pares de populagéo, uma vez que quanto menor a distancia
genética entre as populac¢des, maior tende a ser o fluxo génico entre elas (MANGARAVITE,
2012).

Tabela 6 - Matriz de divergéncia correlacionando Fsr (indice de divergéncia genética,
diagonal abaixo) e M = 2Nm (numero absoluto de migrantes, diagonal acima) entre as

populacdes de H. speciosa.

Resgr\_/a do Abais Barra (_jos Jacarecoara Tapera Tamandaré
aju Coqueiros

Reserva do Caju - 44,196 5,089 1,795 3,079 9,210
Abais 0,011™ - 2,988 2,295 4,446 24,824
Barra dos Coqueiros 0,089* 0,143* - 1,244 1,560 3,053
Jacarecoara 0,218* 0,179* 0,287* - 102,399 2,958
Tapera 0,140* 0,101* 0,243* 0,005™ - 7,745
Tamandaré 0,051* 0,020™ 0,141* 0,145* 0,061* -

"S= n&o significativo e * = significativo (p < 0,05).

Portanto, os pares de populacdes Jacarecoara x Tapera e Reserva do Caju x Abais

apresentaram as menores divergéncias genéticas, enquanto os pares Barra dos coqueiros x
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Jacarecoara e Barra dos coqueiros x Tapera foram os mais divergentes. Isso pode ser
explicado pelo fato de Jacarecoara e Tapera serem populacdes originarias do mesmo
estado, isto €, do Ceara; assim como Reserva do Caju e Abais que sdo de Sergipe. J& as
populacdes Jacarecoara e Tapera em relacdo a populacdo Barra dos coqueiros se
encontram em estados diferentes e geograficamente distantes, o que sugere a existéncia de
relagdo entre distancia genética e geografica. O conhecimento da composi¢cdo genética de
uma espécie e da forma como ela estd organizada ou estruturada em suas populacdes €
essencial para as acdes de manejo e conservacao. Entretanto, é importante entender se a
estruturacdo genética encontrada € uma caracteristica natural da espécie estudada ou é
resultado da presenca de barreiras fisicas causadas pelo homem, como no caso de
fragmentac&o do habitat (GALETTI JUNIOR et al., 2008).

Os resultados da andlise de variancia molecular (AMOVA) indicam que a maior
porcentagem de variacdo foi devida a divergéncias dentro de populacdes (83,18%),
verificando-se 10,82% de variacdo entre estados diferentes e 6,00% entre populacdes de
cada estado (Tabela 7). Resultados semelhantes de variacdo dentro de popula¢des, obtidos
em estudos realizados por Costa et al. (2011) e Moura et al. (2011), corroboram estes

dados.

Tabela 7 - Distribuicdo da variabilidade genética de H. speciosa com base na analise de

variancia molecular (AMOVA) de nove locos.

Fonte de variacdo GL Soma dos ComponenNtes Variancia Valor- P
guadrados de variacdo (%)
Entre estados 2 47,59 0,34 10,82 < 0,001
Entre populagfes dentro 3 2516 0.19 6,00 < 0,001
de estados
Dentro de populacdes 182 450,12 2,63 83,18 < 0,001
Total 187 522,87 3,16

4.4 Estrutura genética populacional

Com base na analise Bayesiana de agrupamentos implementada pelo programa
STRUCTURE para a avaliacdo da estrutura genética populacional, nota-se que o maior
valor de AK convergiu para K = 2 (Figura 13), com pequena variacdo entre os valores
estimados para as diferentes replicacdes, em que K representa o numero de grupos
genéticos identificados (EVANNO et al.,, 2005), evidenciando diferenciacdo genética das

populacBes de H. speciosa em dois grupos.
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Figura 13 - Correlacéo entre os valores de K (nimero de grupos genéticos identificados) e

AK para as popula¢des de H. speciosa.

Analisando o grafico obtido para a estrutura genética das populacdes de H. speciosa
(Figura 14), constatou-se que nao foi possivel visualizar uma formacéo de grupos distintos,
impossibilitando, portanto, diferenciar claramente os dois grupos de populacdes, 0 que é
corroborado pelos moderados valores de Gsr, Fst € Rsr (0,14) estimados para os trés
estados e pelos resultados da AMOVA que indicam alta diversidade dentro das populagées.
Todavia, pode-se observar que as populacdes Jacarecoara e Tapera, naturais do Ceara,
apresentaram-se mais homogéneas no que se refere a distribuicdo de seus individuos
(maior predominéncia de barras da cor vermelha) e bem semelhantes entre si, apesar de se
terem mostrado divergentes em relacdo as outras, sobretudo no que diz respeito a
populagdo Barra dos Coqueiros, natural de Sergipe, a qual se revelou também como uma
das mais homogéneas (predominancia de barras verdes em relagéo as de cor vermelha). As
demais populagbes: Reserva do Caju e Abais, naturais de Sergipe, e Tamandaré, de
Pernambuco, ainda que semelhantes entre si, mostraram-se heterogéneas (auséncia de
predominancia de uma cor), sendo compostas por misturas de barras das cores vermelho e
verde.

Portanto, os resultados aqui obtidos para as populacdes estudadas de H. speciosa
revelaram que essas apresentam moderada diversidade interpopulacional e que a maior
variacdo estimada foi devida a divergéncias existentes dentro das populacdes, possibilitando
utilizar essas populagdes tanto para coleta de germoplasma visando a conservacao ex situ
guanto para conservagao in situ, bem como em programas de melhoramento genético da

espécie.
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Figura 14 - Estrutura genética das populacbes de H. speciosa em funcdo da analise
Bayesiana de agrupamentos implementada pelo programa STRUCTURE para K = 2, com
amostras ordenadas por populacdo: 1 = Reserva do Caju (Sergipe), 2 = Abais (Sergipe), 3 =
Barra dos Coqueiros (Sergipe), 4 = Jacarecoara (Ceara), 5 = Tapera (Ceara) e 6 =
Tamandaré (Pernambuco). Cada grupo é representado por uma cor e cada individuo, por

uma barra vertical.

Convém salientar que o baixo tamanho populacional decorrente da reducao das
areas de ocorréncia naturais de H. speciosa, aliado ao fato da incidéncia de alelos privados
em todas as populacdes, tornam-nas complementares quanto a manutencao da diversidade
genética da espécie. Fato que evidencia a importancia de se conservar a maior quantidade
possivel de plantas nativas oriundas das seis populacdes para manutencéo da variabilidade
in situ ou coletar um material genético de um grande numero de individuos para a
conservacao ex situ em bancos de germoplasma, a fim de que a diversidade genética dessa
espécie seja 0 mais representativa possivel.

O presente estudo foi o primeiro a abordar a andlise da estrutura genética de
populacdes remanescentes de mangabeira naturais nos Estados do Ceard, Pernambuco e
Sergipe, por meio de marcadores microssatélites. Assim, diante da escassez de pesquisa
com a espeécie H. speciosa utilizando-se esse tipo de marcador molecular, faz-se necessario
realizar estudos adicionais.
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5. CONCLUSOES

As populagcbes remanescentes de mangabeira (Hancornia speciosa) apresentam
moderada diversidade genética interpopulacional, sendo a maior variacdo devida a
divergéncias dentro de populacdes.

A populagédo Jacareoara é a mais divergente em relacdo as demais, enquanto os
pares de populacdes Jacarecoara x Tapera e Reserva do Caju x Abais sdo os mais
semelhantes entre si.

Existem alelos privados em todas as populacfes, tornando-as complementares
guanto a manutencdo da diversidade genética da espécie.

O alelo 118 ocorre apenas no loco HS27 e apresenta frequéncias altas, com grande
chance de ser fixado; havendo a necessidade de se realizar estudos especificos a fim de
verificar a importancia deste para a espécie.

As populacdes apresentam potencial genético para conservacao ex situ e in situ da
espécie, bem como para serem utilizadas em programas de melhoramento genético.

E necesséario conservar a maior quantidade possivel de plantas nativas das seis
populacbes de H. speciosa para manutencdo da variabilidade in situ ou coletar material
genético de um grande numero de individuos das popula¢des para a conservagao ex situ
em bancos de germoplasma, a fim de que a diversidade genética dessa espécie seja 0 mais

representativa possivel.
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7. ANEXOS

Anexo A - Tamanho amostral (n), nimero de alelos (A), riqueza alélica (R), alelos privados

(Ap), heterozigosidade esperada (He), heterozigosidade observada (Ho) e coeficiente de

endogamia (f) em relacdo aos nove locos avaliados para as seis populacdes de H. speciosa.

Populacéo Loco n A R Ap He Ho f
HSO1 14 5 3,72 1 0,63 0,21 0,67
HS05 19 9 5,69 1 0,85 0,47 0,45
HS06 19 6 3,63 1 0,65 0,53 0,19
HS08 18 4 2,90 0 0,57 0,67 -0,17
HS10 19 3 2,40 0 0,42 0,32 0,26
Reserva do HS11 19 6 3,63 1 0,65 0,53 0,19
Caju HS16 19 6 3,62 0 0,63 0,53 0,17
HS27 18 2 1,64 1 0,16 0,17 -0,06
HS33 19 5 3,52 0 0,64 0,42 0,35
Total 46 5
Média 18,22 5,11 3,42 0,58 0,43 0,26
Ic* 0,11 a 0,42*
HSO1 19 7 3,92 0 0,59 0,26 0,56
HS05 15 6 3,59 0 0,51 0,47 0,08
HS06 20 6 3,38 0 0,65 0,60 0,08
HS08 20 6 3,62 1 0,56 0,60 -0,08
HS10 20 5 3,37 1 0,62 0,50 0,20
Abais HS11 20 6 3,38 0 0,65 0,60 0,08
HS16 20 6 3,38 0 0,65 0,60 0,08
HS27 20 2 1,78 0 0,22 0,25 -0,12
HS33 20 6 3,38 0 0,65 0,60 0,08
Total 50 2
Média 19,33 5,56 3,31 0,57 0,50 0,12

IC 0,03 a 0,25*
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Populacéo Loco n A R Ap He Ho f
HS01 14 4 3,14 0 0,55 0,00 1,00
HS05 20 9 5,45 1 0,82 0,50 0,39
HS06 19 5 2,95 1 0,41 0,37 0,11
HSO08 20 5 3,46 0 0,71 0,60 0,16
HS10 20 2 2,00 0 0,50 0,55 -0,10
Barra dos HS11 19 5 2,95 1 0,41 0,37 0,11
Coqueiros HS16 19 6 2,91 2 0,38 0,21 0,45
HS27 20 2 1,99 0 0,43 0,40 0,07
HS33 20 3 2,03 0 0,23 0,15 0,36
Total 41 5
Média 19,00 4,56 2,99 0,49 0,35 0,30
IC 0,10 a 0,53*
HSO01 14 7 4,82 1 0,77 0,57 0,27
HS05 5 4 4,00 0 0,73 0,20 0,75
HS06 14 5 4,28 0 0,78 0,71 0,09
HSO08 14 6 3,80 2 0,66 0,64 0,03
HS10 14 4 3,67 0 0,71 0,71 -0,01
HS11 14 5 4,28 0 0,78 0,71 0,09
Jacarecoara HS16 12 5 4,30 0 0,79 0,75 0,05
HS27 14 4 2,69 1 0,49 0,43 0,13
HS33 14 5 4,42 0 0,80 0,71 0,11
Total 45 4
Média 12,78 5,00 4,03 0,72 0,61 0,16
IC 0,06 a 0,34*
HS01 6 3 2,67 0 0,32 0,33 -0,05
HS05 5 3 3,00 0 0,62 0,00 1,00
HSO06 6 6 5,62 0 0,86 0,67 0,25
HSO08 6 4 3,67 1 0,68 0,33 0,54
HS10 6 5 4,64 0 0,74 0,67 0,11
HS11 6 6 5,62 0 0,86 0,67 0,25
Tapera HS16 6 5 4,80 0 0,83 0,33 0,62
HS27 6 2 1,99 0 0,30 0,33 -0,11
HS33 5 5 5,00 0 0,82 0,40 0,54
Total 39 1
Média 5,78 4,33 4,11 0,67 0,41 0,40
IC 0,22 a 0,60*
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Populacéo Loco n A R Ap He Ho f
HSO01 12 2 1,91 0 0,29 0,00 1,00
HS05 15 9 5,72 1 0,84 0,67 0,21
HSO06 15 3 2,82 0 0,63 0,67 -0,07
HSO08 14 5 4,19 0 0,78 0,71 0,09
HS10 14 2 2,00 0 0,52 0,50 0,03
HS11 15 3 2,82 0 0,63 0,67 -0,07

Tamandaré  HS16 10 3 2,50 0 0,57 0,60 -0,05
HS27 15 2 1,56 0 0,13 0,00 1,00
HS33 15 3 2,82 0 0,63 0,60 0,04
Total 32 1
Média 13,89 3,56 2,93 0,56 0,49 0,12

IC 0,01 a0,31*

11C = Intervalo de Confianga; * = significativo a 95% de probabilidade, com base em 10.000

reamostragens bootstrap.



