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RESUMO

O bioma Caatinga vem sofrendo com o desmatamento acelerado, e em
consequéncia disto, ha uma reducdo significativa de espécies. Ziziphus joazeiro
Mart. é considerada espécie-chave na Caatinga, por se tratar de uma esséncia
nativa e de importancia econémica e ecoldgica para a regido do semiarido brasileiro.
O objetivo deste trabalho foi a caracterizacdo da diversidade genética existente em
populacdes naturais de Z. joazeiro com a utilizacdo de marcadores moleculares,
para dar suporte as pesquisas realizadas no Projeto Bioma Caatinga. Doze
marcadores ISSR foram utilizados em 77 individuos, distribuidos em duas
populagées. O conjunto de marcadores gerou 220 locos polimérficos para a
populacdo 1, e 74 locos para a populacdo 2. Os resultados indicaram maior
diversidade genética entre os individuos da populagcdo 2. Para a populacdo 1 o
indice de Shannon (1) foi igual a 0,39 e para a populacao 2 igual a 0,57. A AMOVA
mostrou que a maior parte da diversidade genética ocorreu dentro das populacdes
(59,49%). Nao houve correlacao significativa entre as similaridades genéticas e as
distancias geograficas (populacdo 1: r = -0,120 e p = 0,923; populagédo 2: r = -
0,21108 e p = 0,001). Nao ha estruturacao espacial entre os individuos da populacao
1. Os individuos da populacdo 2 apresentam estruturacdo genética até 132 metros.
Devido a variacdo genética observada, as duas populacbes apresentam potencial
para a coleta de sementes e formagdo de mudas a serem utilizadas em programas
de restauracéo de areas e de conservacao genética.

Palavras-chave: Bioma Caatinga. Juazeiro. Estrutura genética. Coleta de sementes.
Recursos genéticos.



ABSTRACT

The “Caatinga” biome has undergone a rapid deforestation, and as consequence, it
has been losing a significant number of species, especially those with economic
potential. Ziziphus joazeiro is considered a key species in the Caatinga, because it is
a native species with ecological and economic importance to the Brazilian semiarid
region. Therefore, the objective of this study was to characterize genetic diversity in
natural populations of Z. joazeiro using molecular markers, to support research
conducted by Project Caatinga Biome. Twelve ISSR markers were used to analyze
77 donor trees, subdivided into two populations. The set of markers generated 220
polymorphic loci for population 1, and 74 loci for population 2. The results showed
higher genetic diversity between individuals of the population 2. For the population 1
Shannon index (I) were 0.38, and the population 2 0.57. The AMOVA showed that
the genetic diversity occurs most within populations (59.49 %). There was no
significant correlation between genetic similarity and geographical distances
(population 1: r = -0.120, p = 0.923; population 2: r = -0.21108, p = 0.001). There is
no spatial structure between individuals of the population 1. Individuals of the
population 2 present genetic structure up to 132 meters. Due to the observed genetic
variation, individual from both populations present potential to be used use as donor
trees for seed collection purposes, restoration and genetic conservation programs.

Key-words: “Caatinga” biome. Juazeiro. Genetic structure. Seed collection. Genetic
resources.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é dividido em diferentes biomas, que se distinguem em funcdo dos
variados tipos de vegetacdo existentes no pais. Dentre estes, o Bioma Caatinga,
que recobre cerca de 10 % do territério nacional, se destaca pela vasta e rica
biodiversidade e por ser o unico bioma exclusivamente brasileiro, ocupando os
estados do Ceara, Bahia, Sergipe, Alagoas, Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do
Norte, Piaui e pequenas porc¢des de Minas Gerais e Maranh&o.

O Bioma Caatinga tem sido desmatado de forma acelerada, principalmente
nos ultimos anos. Segundo dados do Ministério do Meio Ambiente (MMA) em
conjunto com o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA, 2011, p. 18), essa degradacao alcanca aproximadamente 46 %
da é&rea total deste bioma. O estado do Ceara é um dos locais onde o bioma foi mais
devastado, visto que 10 % do seu territério se encontram em estagio avancado de
desertificacdo (PEREIRA, 2011, p. 07).

Dentre os principais fatores antropicos responsaveis pela degradacao
destaca-se a exploracdo ilegal e insustentavel das espécies com caracteristicas
madeireiras e o uso irracional de espécies florestais nativas com fins farmacéuticos,
industriais e medicinais, por meio da exploracdo das folhas, cascas, raizes e frutos
(PEREIRA, 2011, p. 07).

Em funcdo desta dindmica de desequilibrios ecolbgicos, ocasionados pelos
processos de degradacdo cada vez mais intensos, aumentam os riscos da perda de
diversidade genética, extincdo de espécies, comprometimento evolutivo em funcéo
da perda de variabilidade genética e a reducdo da capacidade das populacdes
naturais se adaptarem as mudancas ambientais (MELO JUNIOR et al., 2004, p. 57,
PINTO; SOUZA; CARVALHO, 2009, p. 40).

A exploracao racional dos recursos naturais € possivel, mas esta deve estar
aliada a estudos que visem compreender como a variabilidade genética esta
distribuida nas populacdes de interesse, a partir de informacgdes sobre a estrutura
genética das populagdes (GONCALVES, 2011, p. 01). Com o auxilio destas
informacdes, podem ser realizadas inferéncias sobre o estabelecimento e adocéo
das melhores formas de conservacdo, manejo e utilizacdo sustentavel destes

recursos.



11

O semiarido brasileiro apresenta uma rica diversidade de espécies vegetais.
Contudo, ainda sao poucos os trabalhos desenvolvidos com o objetivo de estudar a
variabilidade genética para a conservacao e utilizacdo das espécies locais. Diante
destas preocupacdes com 0s ecossistemas brasileiros, em um cenario atual, surge o
Projeto Biomas, criado em 2010, como resultado de uma parceria entre a Embrapa
— Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria e a CNA — Confederacdo da
Agricultura e Pecuéria do Brasil.

O projeto tem como objetivo desenvolver pesquisas com 0 componente
arbéreo dentro das propriedades rurais do pais, procurando disponibilizar
informacdes que possam trazer beneficios sociais e econdmicos ao produtor rural
(CURCIO, 2013). Este € um projeto inovador, pois além de ser estruturado para
conceber beneficios ao produtor rural, encontra-se sob a Otica da legislacao
ambiental brasileira, buscando alcancar maior harmonia entre os sistemas de
producao e de preservacao.

A matriz deste projeto encontra-se no desenvolvimento de subprojetos nos
diferentes biomas brasileiros, que vao de encontro as necessidades de cada regiao.
Dentre as atividades ja desenvolvidas no bioma Caatinga, estdo a instalagdo de um
viveiro para producdo de mudas de espécies locais, com variabilidade genética, e a
formacdo de uma equipe de coleta de sementes. O presente trabalho é parte
integrante desse projeto, e visa auxiliar na definicdo de estratégias para a coleta de
sementes e producdo de mudas de espécies nativas potenciais, mediante estudos
de diversidade genética por meio de marcadores moleculares.

Dentre as espécies nativas estudadas destaca-se o juazeiro (Ziziphus joazeiro
Martius), o qual faz parte da lista de espécies nativas prioritarias para
desenvolvimento de pesquisas, listada também no projeto chamado Plantas do
Futuro (PAREYN, 2010, p. 142). Esta espécie possui importancia econdmica e
ecolégica na regido nordeste do Brasil, principalmente para o estado do Ceara, onde
tem sido relatada a reducéo de populacdes nativas de juazeiro.

Portanto, a realizacdo de estudos que compreendam a diversidade genética
de populagbes naturais de Z. joazeiro poderédo trazer um aporte de informacao
fundamental para a espécie, uma vez que, o conhecimento da base genética € de

grande importancia para a adocao de estratégias de conservacao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Analisar a diversidade genética de popula¢des naturais de Ziziphus joazeiro,

no estado do Ceara.

2.2 Objetivos especificos

— Estudar os niveis de diversidade genética entre e dentro de duas populacées
naturais de Z. joazeiro, por meio de marcadores moleculares ISSR;

— Caracterizar a estrutura genética das populacoes;

— Estudar a distribuicédo espacial dos genétipos;

— Gerar parametros para subsidiar a futura utilizacdo das populagdes como

area de coleta de sementes.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Bioma Caatinga

O Brasil apresenta uma grande biodiversidade de flora, com muitas espécies
endémicas distribuidas nos diferentes ecossistemas. O bioma Caatinga, por
exemplo, destaca-se por ser o Unico ecossistema exclusivamente brasileiro,
composto por um mosaico de florestas secas e vegetagdo arbustiva (savana-
estépica), com enclaves de florestas imidas montanas e de cerrado (TABARELLI e
SILVA, 2003, p. 778).

Fitogeograficamente, a Caatinga se estende por uma area de 844.453 Kmz,
cobrindo cerca de 10 % do territério nacional, abrangendo os estados do Ceara,
Bahia, Sergipe, Alagoas, Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte, Piaui e
pequenas por¢des de Minas Gerais e Maranhao (IBGE, 2004).

De acordo com Alves, Aradjo e Nascimento (2009, p. 127), a regido se
caracteriza por apresentar terrenos cristalinos praticamente impermeaveis e terrenos
sedimentares que se apresentam com boa reserva de agua subterranea. Os solos,
com raras excecfes, sdo pouco desenvolvidos, mineralmente ricos, pedregosos e
pouco espessos e com fraca capacidade de retencdo da agua, fator limitante a
producdo primaria nessa regiao.

Segundo Alves (2007, p. 59), o clima na regido da Caatinga varia de
semiarido a subumido seco, e a pluviosidade é concentrada em um sé periodo (trés
a cinco meses), com médias anuais situadas entre 250 a 900 mm e irregularmente
distribuidas no tempo e no espaco. As temperaturas médias anuais sao
relativamente elevadas, 26 a 29 °C, e a insolagdo média é de 2.800 horas/ano. A
umidade relativa do ar € de cerca de 50 % e as taxas médias de evaporagao sdo em
torno de 2.000 mm por ano.

De acordo com Pereira (2011, p. 07), a Caatinga possui uma rica
biodiversidade, sendo que das 1.981 espécies vegetais registradas, 318 sao
endémicas. Alves, Araljo e Nascimento (2009, p. 127) afirmam que a cobertura
vegetal é representada por formacdes xerdfilas - as caatingas - muito diversificadas

por razdes climaticas, edaficas, topograficas e antropicas. Ao lado destas formacdes
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vegetais dominantes, ocorrem também as chamadas florestas dos relevos (florestas
perenifélias e subperenifdlias dos brejos de altitude e encostas expostas aos fluxos
umidos de ar e de florestas semideciduas), as florestas riparias e os cerrados.

A vegetacdo do bioma, de acordo com Drumond et al. (2000, p. 02), é
geralmente dotada de espinhos e de caracteristica caducifdlia, ou seja, perdem suas
folhas no inicio da estacdo seca. Sobre os aspectos fitossocioldgicos, os autores
destacam que a densidade, frequéncia e dominancia das espécies s&o
determinadas pelas variacdes topograficas, tipo de solo e pluviosidade de cada
regido do bioma.

A pressdo sobre os recursos genéticos naturais da Caatinga é bastante
acentuada, devido as condi¢cdes socioecondmicas dos habitantes e a pressao para o
estabelecimento de atividades produtivas. Essa pressao ocasiona a perda gradativa
da variabilidade genética das espécies, podendo até levar a extincbes (SANTOS et
al., 2007, p. 38).

Para Tabarelli e Silva, (2003, p. 778) a conservacao da Caatinga é importante
para manutencdo dos padrdes regionais e globais do clima, da disponibilidade de
agua potavel, de solos agricultaveis e de parte importante da biodiversidade do
planeta. Os autores ainda comentam que alguns indicadores de conservagao
refletem, de forma inequivoca, a auséncia de politicas voltadas para a conservagao

da diversidade da Caatinga e de seus demais recursos naturais.

3.2 Caracterizacdo da espécie em estudo - Zizyphus joazeiro Martius

Zizyphus joazeiro Martius € conhecido popularmente como joa, juazeiro, jua,
jua-bravo ou jua-de-boi, € uma espécie pertencente a familia botanica Rhamnaceae
sendo de ampla ocorréncia no Nordeste do pais, especialmente no Bioma Caatinga
e campos abertos do poligono da seca (FIGURA 1 - A). Sua distribuicdo geografica
natural acontece nos Estados de Alagoas, Amazonas, Bahia, Ceara, Maranhéo,
Minas Gerais, Para, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte e Sergipe
(LORENZI, 1998, p. 325; CARVALHO, 2007, p. 03).

De acordo com Lorenzi (1998, p. 325), a espécie se apresenta como

perenifolia e helidfila, com copa densa e globosa, tronco reto ou tortuoso, bastante
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esgalhado e ramos com presenca de espinhos (FIGURA 1 - B). As &rvores adultas
podem atingir dimensdes proximas de 16 m de altura e 53 cm de DAP (1,30 m do
solo) (CARVALHO, 2007, p. 02). Ainda segundo o autor, a casca externa apresenta
coloracao cinza-escura a levemente castanha e a interna € de cor amarelada.

As folhas do juazeiro sdo alternas, de consisténcia membranicea a
levemente coriacea, com comprimento e largura méaximos de 10 e 6 cm,
respectivamente. As flores sdo de coloracdo amarelo-esverdeada, com 4 a 6 mm de

comprimento, dispostas em inflorescéncias cimosas axiais, de forma globosa, com

15 a 35 flores. Os frutos sdo uma drupa globosa, amarelada, de 1,5 a 2 cm de
comprimento, carnosos, adocicados e acidos (FIGURA 1 - C) (CARVALHO, 2007, p.
02; NADIA; MACHADO; LOPES, 2007, p. 837).

FIGURA 1 - ARVORE ADULTA DE Ziziphus joazeiro, LOCALIZADO NA FAZENDA NAO ME DEIXES,
MUNICIPIO DE QUIXADA - CE (A); DETALHE DAS FOLHAS E DOS GALHOS COM A
PRESENCA DE ESPINHOS (B); FRUTOS (C).

FONTE: A AUTORA (2014).

Na Caatinga, o juazeiro é considerado espécie-chave, ja que, por seu sistema
radicular ser profundo, € uma das poucas arvores a se manterem verdes durante o
periodo de seca (CARVALHO, 2007, p. 02). Quanto a sua fenologia, a floracdo
ocorre de novembro a dezembro, periodo correspondente a estacao seca. Os frutos
comecam seu desenvolvimento em meados de dezembro, ainda no fim da estacéo

seca, atingindo a maior intensidade durante o periodo chuvoso, entre os meses de
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fevereiro a maio, quando se apresentam maduros (LORENZI 1998, p. 325; NADIA,;
MACHADO; LOPES, 2007, p. 837).

Carvalho (2007, p. 04) ressalta a alta resisténcia do endocarpo nas sementes
de Z. joazeiro, 0 que resulta em sementes dormentes, sendo necessaria a aplicacéo
de tratamentos para a quebra da dorméncia. A emergéncia de plantulas ocorre entre
10 a 100 dias, geralmente com baixa germinacdo. Em armazenamento, as sementes
apresentam curta viabilidade, ndo ultrapassando cinco meses. Um quilo de
sementes contém aproximadamente 1.720 unidades (CARVALHO, 2007, p. 04).

O juazeiro apresenta potencial econémico, ecolégico e medicinal. Lorenzi
(1998, p. 325) caracteriza a madeira da espécie como resistente e de boa qualidade,
tendo suas principais utilizacbes em construcdes rurais, fabricacdo de ferramentas,
moirdes, como fonte de energia na forma de lenha, sendo também utilizada como
planta ornamental e em programas de recuperacao de areas degradadas.

Os frutos sdo comestiveis, ricos em vitamina C e suas folhas e frutos servem
de alimento para bovinos, ovinos e caprinos, principalmente durante o periodo de
seca (LORENZI, 1998, p. 325; CARVALHO, 2007, p. 05; MONIZ-BRITO; OSUNA,
2008, p. 16). Na medicina popular, o juazeiro € utilizado como expectorante, no
tratamento de bronquites, Ulceras gastricas, e ainda na fabricacdo de cosmeéticos
como xampus e creme dental. O amplo emprego da espécie € motivo suficiente para
sua escolha como tema de estudos visando o melhor conhecimento e
aproveitamento de suas caracteristicas (LORENZI; MATOS, 2002), bem como a

manutencao da espécie.

3.4 Diversidade e estrutura genética de popula¢fes naturais

De acordo com Moura (2005, p. 10), do ponto de vista genético, uma
populacdo ndo é apenas um grupo de individuos, mas um grupo de individuos que
se reproduzem e deixam descendentes e, portanto, além de conhecer a constituicao
genética destes individuos, é necessario determinar como 0s genes sao transmitidos
as proximas geragoes.

O estudo da diversidade genética em populagbes compreende a descri¢cdo da

variabilidade mantida dentro das populacdes e como esta se encontra dividida entre
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e dentro das mesmas (HAMRICK, 1983* apud BRANDAO, 2008, p. 08), ou seja, a
sua estruturacao genética.

De acordo com Fernandes (2008, p. 13), denomina-se estrutura genética a
distribuicdo da diversidade entre e dentro de populacdes. Ainda segundo o autor, em
uma definicdo mais ampla, a estrutura genética é a distribuicdo n&do casual de alelos
ou genotipos no tempo e no espaco, sendo desprezados outros fatores que possam
afetar as frequéncias alélicas e genotipicas, como a organizacdo do genoma e 0sS
processos meioticos.

Hamrick (19822 apud MELO JUNIOR, 2010, p. 18) afirma que a estruturacéo
genética é resultante da acao de forcas evolutivas, tais como: mutacdo, migracao,
selecdo e deriva genética que atuam dentro do contexto de cada espécie e
populacdo. Além disto, a distribuicdo da variabilidade genética entre e dentro de
populacbes também esté relacionada a alguns fatores intrinsecos a espécie como o
modo de reproducao, o sistema de cruzamento, o mecanismo de disperséo de pdlen
e sementes bem como fatores ambientais que possam influenciar ou direcionar de
forma agregada essa distribuicdo (KEVIN et al., 2004, p. 02; MARQUARDT;
EPPERSON, 2004, p. 3306).

De maneira geral, Loveless e Hamrick (1984, p. 65) destacam que quanto
maior o tamanho populacional, maior a diversidade genética dentro da populacao e,
consequentemente, menor a diferenciacdo entre populacées. No entanto, espécies
com pequenas populacdes, de autofecundacdo e ou propagacao vegetativa, com
limitada dispersdo de pdlen e sementes, tendem a apresentar baixa diversidade
dentro das populacdes e alta diferenciacdo entre elas. Hamrick (1983t apud CONTE,
2004, p. 14) aborda a necessidade do conhecimento da variabilidade genética tanto
dentro como entre as populacbes para dar suporte a conservacdo dos recursos
genéticos.

Os estudos de estruturacdo genética sdo fundamentados no teorema de

Hardy-Weinberg (EHW). Segundo este principio, em uma populacdo de tamanho

' HAMRICK, J. L. The distribution of genetic variation within and among natural plant populations. In:
SCHONEWALD-COX, C. M.; CHAMBERS, S. M.; MACBRYDE, B.; THOMAS, W. L. (Ed.) Genetic
and conservation. Menlo Park: Benjamin Cummings, p. 335-348, 1983.

2 HAMRICK, J. L. Plant population genetics and evolution. American Journal of Botany, Columbus,
v.69, n.10, p.1685-1693, 1982.
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infinito, com cruzamentos ao acaso, as frequéncias génicas e genotipicas
permanecem constantes de geracdo para geracdo na auséncia de migracao,
selecdo e deriva. Este principio permite o calculo teorico da frequéncia de um
determinado genotipo, independente do numero de alelos existente (FUTUYMA,
1992, p. 92).

Seguindo este principio, a caracterizacdo da variabilidade genética e sua
distribuicdo entre e dentro de populacdes pode ser efetuada a partir de medidas de
diversidade genética, que poderdo ser estimadas a partir de dados de marcadores
genéticos (MOURA, 2005, p. 10). Ainda segundo a autora, as principais medidas de
diversidade genética utilizadas para caracterizar os niveis de variacdo genética em
populacdes sdo: a porcentagem de locos polimérficos, o nUumero médio de alelos por
loco, o numero efetivo de alelos, heterozigosidade observada e a heterozigosidade
média esperada segundo as expectativas do Equilibrio de Hardy-Weinberg, dentre
outros.

De acordo com Fernandes (2008, p.15) a estrutura genética pode ser
estimada por meio de diferentes parametros, sendo comumente utilizados o
coeficiente de diferenciacdo populacional Gst (NEI, 1973, p. 3322), e a analise
molecular, ou AMOVA (EXCOFFIER; SMOUSE; QUATTRO, 1992, p. 479). Apesar
de as duas estimativas produzirem resultados bastante semelhantes, de acordo com
Nybom, (2004, p. 1154) a AMOVA tem sido mais utilizada.

3.5 Estrutura genética espacial

O padréao espacial de uma espécie caracteriza a forma como os individuos
estdo distribuidos na area, sendo uma das caracteristicas da estrutura populacional
(GONCALVES, 2008, p. 12). De acordo com Conte (2004, p. 15), a estrutura
espacial é caracteristica de cada espécie e determinada principalmente pelo sistema
de reproducédo e pelos padrdes de dispersdao de polen, sementes ou outros
propagulos. Ainda segundo o mesmo autor, as populacdes de plantas ndo tém seus
genotipos arranjados aleatoriamente, mas sim estdo estruturadas no espago e no

tempo.
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Segundo Melo Junior (2010, p. 24), a estrutura genética espacial além de ser
estimada pela autocorrelacdo espacial, pode também ser analisada a partir de
estimativas de coeficientes de coancestria. A mensuracdo da autocorrelacdo
espacial, em carater genético, tem sido realizada por meio do coeficiente | de Moran,
sendo que este coeficiente ndo € um parametro populacional e sim uma estatistica
de amostragem (HEYWOOD, 1991, p. 340; MARQUARDT,; EPPERSON, 2004, p.
3305).

Ja o coeficiente de coancestria, é baseado na probabilidade de amostrar
aleatoriamente dois alelos em dois individuos e de eles serem idénticos por
descendéncia, permitindo a deteccéo de presenca ou de auséncia de estruturacdo e
avaliacdo do grau de parentesco entre os individuos (BRANDAO, 2008, p. 16).

O conhecimento e o entendimento da estrutura genética espacial populacional
Sao cruciais para 0 manejo e a conservacao dos recursos genéticos, uma vez que a
presenca de estruturacdo genética pode influenciar padrbes reprodutivos e
evolutivos (KEVIN et al., 2004, p. 02; FERNANDES, 2008, p. 16). Tal conhecimento
também €& de fundamental importancia para o estabelecimento de estratégias de
amostragem em populacdes naturais, seja para fins de producdo de mudas e
conservacdo ou de melhoramento genético (MYAMOTO; KURAMOTO; YAMADA,
2002, p. 273).

3.6 Marcadores moleculares no estudo de popula¢cdes naturais

O desenvolvimento de técnicas moleculares possibilitou o surgimento de
ferramentas Uteis aos estudos genéticos em plantas, tais como os marcadores
moleculares. Ferreira e Grattapaglia (1998, p. 11) definem marcador molecular como
sendo qualquer fendtipo molecular oriundo de um gene ou de um segmento
especifico de DNA, correspondente a regides expressas ou ndo do genoma. Ainda,
sdo apresentados como caracteristicas de DNA, herdadas geneticamente e que
servem como base para diferenciar um ou mais individuos (VIDOR et al., 2002, p.
416).

Um grande namero de marcadores moleculares podem ser empregados para

a obtencdo de informacdes nos estudos de diversidade genética, tais como 0s
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AFPL, RFLP, RAPD, SSR e ISSR (VIDOR et al., 2002, p. 416; AGUIAR, 2012, p. 10;
DUARTE, 2011, p. 18).

Os varios tipos de marcadores diferem entre si pela simplicidade de uso,
custo, tipo de tecnologia aplicada, repetibilidade, capacidade de diferenciacédo entre
os individuos, tipo de dado gerado (codominante ou dominante) e modo de heranca.
A escolha de um marcador vai depender, entre outros fatores, do objetivo do estudo,
da infraestrutura disponivel, dos recursos financeiros para o investimento, da
disponibilidade de recursos humanos com treinamento apropriado e nivel de
conhecimento da genética da espécie a ser estudada (FERREIRA,
GRATTAPAGLIA, 1998, p. 68; VIDOR et al., 2002, p. 416; AGUIAR, 2012, p. 10).

Os marcadores de DNA vém sendo utilizados como importante ferramenta
nos programas de conservacao e também no melhoramento genético de plantas,
permitindo o estudo da diversidade genética dentro de bancos de germoplasma e
identificacdo de acessos duplicados, auxilio na escolha de genitores em
cruzamentos controlados, a identificacdo de espécies, subespécies, subpopulacbes
ou racas, e a inferéncia da distancia genética entre populacdes e parentesco entre
individuos (ROSA; PAIVA, 2009, p. 12, AGUIAR, 2012, p. 12).

O sucesso do emprego de marcadores moleculares em estudos genéticos
reside no fato de permitirem uma ampla amostragem do genoma de um conjunto de
individuos e as diferencas entre eles serem identificadas devido as mutacfes que
ocorrem no DNA. Assim, tais diferencas sdo tratadas como polimorfismo entre os
individuos, o que possibilita os estudos de variabilidade (TOPPA; JADOSKI, 2013, p.
02). Além disso, os marcadores moleculares ndo sofrem influéncia ambiental, o que
proporciona mais confiabilidade nos resultados (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998,
p. 71).

Para a realizacdo de estudos genéticos em espécies florestais os marcadores
moleculares mais eficientes e vidveis sdo os microssatélites (SSR) e as regides
entre sequéncias microssatélites (ISSR).

Os marcadores moleculares ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) se
apresentam como uma classe de marcadores baseados nas regides microssatélites,
as quais sao o sitio de anelamento dos primers para posterior construgdo de uma
nova fita de DNA complementar a regido flanqueadora do microssatélite (GOULAO:;
OLIVEIRA, 2001, p. 82). Dentre as principais vantagens deste tipo de marcador, 0s

autores citam o fato de serem baseados na amplificacdo via PCR e nao ser
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necessario o conhecimento prévio do genoma da espécie em estudo, sendo
considerados marcadores universais e podendo ser aplicados em diferentes
espécies. Outra importante caracteristica dos ISSR é que sao marcadores
dominantes, ou seja, ndo possibilitam a diferenciacéo de individuos heterozigotos e
homozigotos, no entanto, tem a vantagem de analisar varios alelos em uma Unica
reacao.

Para a obtencéo dos perfis de ISSR € utilizado um Unico primer (SLOTTA,;
PORTER, 2006, p. 346) na reacdo de PCR, composto por repeticdes de di-, tri-,
tetra- ou penta-nucleotideos, com ou sem bases de ancoragem que podem ser de
um a trés nucleotideos. A adicdo destas bases deve ser preferencialmente na
extremidade 3’ do primer, pois gera padroes eletroforéticos mais claros, o que facilita
a interpretacdo (REDDY; SARLA; SIDDIQ, 2002, p.11).

De acordo com Reddy, Sarla e Siddiq (2002, p.11) apesar de a repeticdo AT
ser a mais frequente no genoma de plantas, primers com sitio de anelamento neste
tipo de sequéncia microssatélite apresentam elevada possibilidade de auto-
anelamento, o que leva a auséncia de amplificacdo. Os autores relatam que primers
ISSR com sequéncias AG e GA sdo os que geram padrbes eletroforéticos mais
claros em vérias espécies.

Os fragmentos obtidos pela amplificagcdo das regies entre microssatélites
apresentam comprimentos variaveis, entre 200 e 2000 pares de base, sendo
detectados em géis de agarose ou acrilamida (REDDY; SARLA; SIDDIQ, 2002, p. 9;
ZIETKIEWICZ; RAFALSKI; LABUDA, 1994, p. 176; WOLFE, 2005, p. 135).

A andlise de dados dominantes, como € o caso dos marcadores ISSR, foram
facilitados pela introducdo da analise de variancia molecular — AMOVA, por
Excoffier, Smouse e Quattro (1992, p. 479). O método consiste em uma analise de
variancia que incorpora as informagoes sobre a divergéncia de DNA provenientes de
dados de haplétipos, derivada de uma matriz de distancias quadradas em todos os
pares de haplétipos.

De acordo com Excoffier, Smouse e Quattro (1992, p. 479), a AMOVA estima
0s componentes de variancia analogos as estatisticas F, denominada estatistica O,
refletindo a correlacdo da diversidade dos haplétipos em diferentes niveis de
subdivisdo hierarquica. A significancia dos componentes de variancia e das
estatisticas ® é testada por meio de permutacdes. A andlise de variancia molecular

trata as distancias genéticas como desvios da meédia de um grupo e usa 0S
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quadrados dos desvios como variancias, permitindo a particdo da variagdo genética
entre e dentro das popula¢gdes analisadas. Ainda segundo os autores, a AMOVA é
facilmente aplicavel em diferentes situacdes e constitui uma estrutura coerente e
flexivel para analise de dados moleculares.

Varios trabalhos relacionados a diversidade e estrutura genética de
populacdes naturais tém sido realizados com o emprego de marcadores ISSR. He et
al. (2010, p. 628), em seu estudo utilizando marcadores ISSR para comparacao
entre populagbes naturais de Myrica rubra, obtiveram alto grau de polimorfismo,
comprovando a eficiéncia desses marcadores para comparacédo da diversidade da
referida espécie.

Souza (2012, p. 51) estudando a diversidade genética de Schinus
terebinthifolius com a utilizacdo de 19 marcadores ISSR, obteve um polimorfismo de
76,92% (80 bandas polimérficas). A autora ressalta que a partir da utilizacdo desses
marcadores foi possivel observar grande diferenca genética entre os individuos
analisados, podendo assim recomendar que 0os mesmos sejam utilizados para fins
de restauracéo e conservacao geneética.

Marcadores ISSR também foram utilizados por Brand&o (2008, p. 57), o qual
estudou a diversidade de Myrcia splendens em sistemas corredor-fragmento em
area de floresta semidecidual, tendo como objetivo principal a obtencdo de
informacdes para adocao de estratégias de manutencdo e conservacao da espécie.
Com a utilizacdo de dez marcadores ISSR, o autor verificou altos niveis de
diversidade dentro das populagdes.

Ao estudar uma populacdo natural de Eremanthus erythropappus no
municipio de Lavras — MG, Arriel et al. (2010) verificaram, com a utilizacdo de 12
marcadores ISSR, indicando-a como uma fonte de sementes para a producao de
mudas a serem utilizadas na recuperacao de areas.

Singh, Rakesh e Singh (2009, p. 57) ao estudarem espécies do género
Ziziphus nativas da india, a partir de marcadores ISSR e RAPD, concluiram que 0s
referidos marcadores foram eficientes e apresentaram resultados confidveis na
distincdo entre genotipos, recomendando estes marcadores para a realizagdo de

estudos de diversidade genética para as espécies do género.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostragem das populacdes e coleta do material

Foram analisadas duas populagdes naturais de Ziziphus joazeiro, localizadas
no estado do Ceard, no bioma Caatinga (FIGURA 2).
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FIGURA 2 - LOCALIZACAO GEOGRAFICA DAS POPULACOES DE Ziziphus joazeiro.
FONTE: A AUTORA (2014).

A primeira populagéo esté localizada na Fazenda Nao me Deixes, situada no
municipio de Quixada, sob as coordenadas 4° 48’ 45” latitude sul e 38° 58’ 21” de
longitude oeste. A area é de 300 hectares, sendo esta uma Reserva Particular de
Protecédo Natural (RPPN), reconhecida pela Portaria N9 37-N, de 16 de abril de 1999
do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis —
IBAMA. A segunda populacéo coletada esta localizada na Fazenda Triunfo, no

municipio de Ibaretama, sob as coordenadas 4° 44’ 20” latitude sul e 38° 44’ 51” de
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longitude oeste. As duas fazendas estdo distantes 26 km e fazem parte do Projeto
Bioma Caatinga, sendo consideradas como futuras &areas para a coleta de
sementes.

Na populacdo 1 (Fazenda Nao Me Deixes) foram amostradas 30 matrizes de
Z. joazeiro e na populacéo 2 (Fazenda Triunfo) foram amostradas 47 arvores, sendo
que para ambas considerou-se uma distancia minima de 50 metros entre arvores,
como sugerido por Moura (2005, p. 40). Todos os individuos foram
georreferenciados com auxilio de GPS e demarcados com plaquetas de aluminio.

Para a obteng&o das amostras de DNA foram coletadas folhas jovens de cada
individuo, acondicionadas em papel aluminio e sacos plasticos, colocadas em caixas
térmicas contendo gelo, e encaminhadas para o Laboratério de Sementes Florestais,
da Embrapa Florestas em Colombo/PR. As amostras foram mantidas em camara fria

(5 £ 3 °C) até o momento da extracdo do DNA.

4.2 Andlises moleculares

As analises moleculares foram realizadas no Laboratério de Sementes

Florestais da Embrapa Florestas.

4.2.1 Extragdo e quantificacdo de DNA

Para a extragcdo do DNA gendmico foi utilizado o kit Wizard® Genomic DNA
Purification, da marca Promega, seguindo o protocolo estabelecido pelo fabricante.
Foram utilizadas 40 mg de tecido foliar de cada individuo, triturados em cadinho de
porcelana com nitrogénio liquido. O material triturado foi acondicionado em
microtubos de 1,5 mL e posteriormente adicionados 600 puL do tampé&o solucdo de
lise nuclear (Nuclei Lysis Solution) em cada amostra. Os tubos foram agitados em
vortex por trés segundos e incubados em banho-maria a 65 °C por 15 minutos.
Transcorrido este periodo, foram adicionados 3 pL de RNAse em cada amostra e

estas foram incubadas a 37 °C por 15 minutos.
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A seguir, os microtubos foram deixados em temperatura ambiente por cinco
minutos e entdo foram adicionados 200 pL de solucdo de precipitacdo de proteina
(Protein Precipitation Solution) em cada amostra, as quais foram agitadas em vortex
por 20 segundos. Os microtubos foram centrifugados por trés minutos a uma
velocidade de 14.000 rpm, sendo o sobrenadante transferido para um novo tubo de
1,5 mL ja contendo 600 pL de isopropanol a temperatura ambiente. Os tubos foram
agitados levemente por inversdo e novamente centrifugadas por um minuto a 14.000
rom. Nessa etapa, o sobrenadante foi descartado e o pellet formado lavado com 600
pL de etanol 70 %, novamente centrifugado por um minuto a 14.000 rpm, o etanol
descartado e o pellet foi seco em temperatura ambiente. Apos a secagem, o pellet
foi ressuspendido em 100 pL de solucédo de hidratacdo de DNA (DNA Rehydration
Solution) e as amostras armazenadas em geladeira. A quantificacdo das amostras

de DNA foi realizada em gel de agarose 0,8%.

4.2.2 Reacdes de PCR

A reacédo de PCR foi preparada para um volume final de 25 pL, contendo 25
ng de DNA; 10 mM de Tris pH 8,0; 1,5 mM de MgCl,; 0,2 mM dNTP; 0,8 yM de
primer ISSR (University of British Columbia) e 2 unidade de Taq polimerase, e
realizadas em termociclador, modelo GenAmp 2700 (Applied Biosystem). As
condicdes de amplificagédo foram: desnaturagéo inicial a 94 °C por cinco minutos, 35
ciclos de um minuto a 94 °C para desnaturacdo, um minuto a 52 °C para anelamento
e dois minutos a 72 °C para extensao das fitas de DNA. Ao final dos 35 ciclos, foi
realizada uma extenséo final de sete minutos a 72 °C.

Os produtos amplificados, contendo corante GelRed, foram separados por
eletroforese em gel de agarose 1,2 %, utilizando o tamp&o de corrida SB (BRODY;
KERN, 2004). Para auxiliar na analise e determinacdo do tamanho dos fragmentos
foi utilizado marcador de peso molecular (“DNA ladder”) de 100 pares de base. As
condicOes eletroforéticas foram 200 V durante aproximadamente duas horas e, apos
a corrida os fragmentos foram visualizados em sistema de fotodocumentacao
Loccus, modelo LCH - 20x25.
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4.2.3 Selecao de primers

Foram testados 21 primers ISSR desenvolvidos pela Universidade de British
Columbia, dos quais 12 foram escolhidos por produzirem maior quantidade e melhor
resolucdo das bandas apos a verificacdo do perfil de amplificacdo de cada primer
em gel de agarose. Os mesmos primers foram utilizados para estudar as duas
populacoes.

A partir da leitura cuidadosa dos padrdes eletroforéticos foram considerados
apenas os fragmentos robustos e inequivocos, sendo descartados aqueles com
fraca intensidade ou baixa definicdo. Uma matriz de presenca e auséncia de bandas
foi construida para os individuos de cada populacéo, atribuindo-se valor 1 para a
presenca do loco e 0 para a auséncia. Os locos nos quais a frequéncia do alelo mais

comum foi menor ou igual a 95% foram considerados polimaorficos.

4.3 Analise dos dados

4.3.1 Atributos dos marcadores moleculares

O poder de discriminagdo dos marcadores ISSR foi avaliado a partir de trés
parametros: Contetido de Informacdo Polimérfica, indice do Marcador e Poder de

Resolucao.

Conteudo de informacdo polimérfica (PIC): corresponde ao poder do

marcador em detectar o polimorfismo existente na populacéo, sendo calculado por:

PICi = 2fi (1 - fi)

Em que: PICi= o conteldo de informacdo polimoérfica do primer i, fi= a frequéncia dos locos
amplificados (presenca de bandas); e 1-fi= frequéncia dos alelos nulos (ROLDAN-RUIZ et al., 2000,
p. 128).
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indice do Marcador (MI):

MI = PIC x EMR

Em que: EMR = produto do nimero total de locos por primer (n) e a fragédo de loco polimérficos (B), ou
seja: EMR = n. 87 (VARSHNEY et al., 2007, p. 639).

O Poder de resolucao (RP):

RP = Zlp

Em que: I, representa os locos polimorficos. O valor de I, pode ser transformado em uma escala de 0-
1 usando a equacao: I, =1 — (2 x |0.5 — p|) onde, p é a propor¢cdo dos gendtipos que contém o loco
(PREVOST; WILKINSON,1999, p. 108).

4.3.2 Namero 6timo de fragmentos

Para estimar o numero de fragmentos polimérficos necessarios para obtencéo
de associacgOes estaveis entre individuos, foi realizada a andlise de bootstrap. Para
cada par de individuos, a similaridade genética foi estimada a partir de simulacfes
com reamostragens de diferentes tamanhos, com 5.000 permutacdes, utilizando-se
o software GENES, versdao 2014.6.1 (CRUZ, 2008, p. 223). Foram obtidas as
estimativas de correlacdo de valores da matriz de similaridade com as outras
matrizes geradas com diferentes nimeros de fragmentos. O valor de estresse (E), o
qual indica o ajuste entre a matriz original e a matriz simulada também foi calculado.
O nuamero 6timo de fragmentos foi considerado satisfatorio para as analises quando
o valor do estresse foi inferior a 0,05 (KRUSKAL, 1964, p. 03).
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4.3.3 Parametros de diversidade e estrutura genética

Para a analise da diversidade genética das populacbes empregou-se o0
software POPGENE, versdo 1.32 (YEH et al., 1997), onde foram estimados: o
namero de alelos observados (n,), numero efetivos de alelos (ne), diversidade
genética de Nei (He) (Nei, 1973), indice de Shannon () e porcentagem de locos
polimoérficos (P%).

Para a estruturacdo genética e divisdo da variancia de seus componentes
dentro e entre as populacdes, foi realizada a andlise de variancia molecular
(AMOVA) (EXCOFFIER; LISCHER, 2010, p. 564), por meio do programa GENES,
versao 2014.6.1 (CRUZ, 2008, p. 127), assumindo-se que todos os individuos dentro
das popula¢gbes possuiam o mesmo padrao de cruzamento. A significAncia dos
componentes de variagao foi testada com 1.000 permutacgdes.

A similaridade genética entre as populacdes foi estimada com a utilizacdo do
coeficiente de similaridade de Jaccard, e realizada também pelo software Genes,

conforme a expressao abaixo:

Sif —a
; =
J a+b+c

Em que: Sij= coeficiente de similaridade; a= nimero de casos em que ocorre a presen¢a da banda
em ambos os individuos, simultaneamente; b= niUmero de casos em que ocorre a presenca da banda
somente no individuo i; c= nidmero de casos em que ocorre a presenca da banda somente no

individuo j.

A representagdo simplificada das similaridades foi feita pela construgéo de
dendrogramas para as populacdes em estudo, com o auxilio do Past, versdo 3.04
(HAMMER; HARPER; RYAN, 2001, p. 04). Os dendrogramas foram definidos pelo
critério de agrupamento UPGMA (método de agrupamento de meédias aritméticas
nao ponderadas).

Para testar a correlagdo entre a similaridade genética e distancia geografica

(em metros) entre os pares de individuos das populacdes, foi realizado o teste de
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Mantel, utilizando o software GENES, versao 2014.6.1 (CRUZ, 2008, p. 205),
realizando 5.000 permutacdes.

4.3.4 Distribuicdo genética espacial em microescala

A fim de analisar a relacdo espacial entre os genétipos de cada populacéo, foi
estimado o valor de coancestria pelo coeficiente de kinship para dados dominantes,
de acordo com Hardy (2003, p. 1577), sendo empregado o programa SPAGeDI,
versao 1.4 (HARDY; VEKEMANS, 2002, p. 618). Foram utilizadas dez classes de
distancia e o erro padrdo da média das estimativas foi obtido por reamostragem
jackknife e, a partir dele, foram obtidos intervalos de confianca a 95% de
probabilidade do coeficiente de coancestria médio estimado para classe de
distancia. Para testar a ocorréncia de estrutura genética espacial dentro de cada
classe de distancia, foram feitas 1.000 permutacdes. O coeficiente foi calculado pela

seguinte expressao:

- (Qij-Qm)

Fif = ——

(1-Qm)

Em que: Fij é o coeficiente de kinship de coancestria genética entre i e j; Qij é a probabilidade de as
amostragens aleatorias de i e j serem idénticas por ascendéncia; Qm é a probabilidade média de que

amostragem aleatdria feita na populacao seja idéntica por ascendéncia.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Selecéao e atributos dos marcadores ISSR

Dos 21 marcadores ISSR inicialmente testados, 12 mostraram-se adequados
para acessar a diversidade genética de Z. juazeiro, produzindo fragmentos robustos,
de boa intensidade e com bom perfil de amplificagéo.

O desempenho de cada marcador variou entre as duas populacdes em
estudo. Para a populacdo 1 (Fazenda Nao Me Deixes), os 12 marcadores utilizados
geraram 220 locos, variando de 11 a 25 locos por marcador. Para a populacdo 2
(Fazenda Triunfo), foram gerados 74 locos, com variacdo de 10 a 5 locos por
marcador. Nas duas populac¢des, o tamanho dos fragmentos variou entre 200 e
1.500 pares de base (TABELA 1). Na Figura 3 esta apresentado o perfil
eletroforético, em gel de agarose, obtido com o marcador UBC 825 em individuos de

Z. joazeiro da populacéo 1.

12 3 45 6 7 8 9 10111213 14 15 16 1718 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31
MP

.

' - - "
A LTI AT L A R '... HERESE
° - - ® o®
'0000'00000'0'0 e & o € ®® .

FIGURA 3 - PERFIL ELETROFORETICO OBTIDO COM O MARCADOR UBC 825 EM 31
INDIVIDUOS DA POPULAGCAO 1. MP: MARCADOR DE PESO MOLECULAR
(LADDER: 1KB).

FONTE: A AUTORA (2014).

Para a populacdo 1, o valor médio do contetdo de informacdo polimérfica
(PIC) foi de 0,25, variando entre 0,33 (UBC 812) a 0,19 (UBC 823), enquanto que na
populacao 2, os valores encontrados foram maiores, variando entre 0,46 (UBC 815)
e 0,29 (UBC 810), com média de 0,41. Na Tabela 1 estdo apresentados os
marcadores utilizados, suas sequéncias, numero total e tamanho dos fragmentos

amplificadas e os atributos de cada marcador.
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TABELA 1 - SEQUENCIAS, NUMERO TOTAL DE FRAGMENTOS AMPLIFICADOS (TBA), FAIXA DE VARIAGCAO DE TAMANHO DOS LOCOS EM PARES

DE BASES (TPB), CONTEUDO DA INFORMAGCAO DE POLIMORFISMO (PIC), INDICE DO MARCADOR (MI) E PODER DE RESOLUCAO
(RP) DOS MARCADORES ISSR UTILIZADOS NAS DUAS POPULACOES ESTUDADAS.

Nome do . Populagéo 1 Populagéo 2
. Sequencia (5’ — 3’)

primer TBA TPB PIC M RP TBA TPB PIC MI RP
UCB 808 GAG AGA GAG AGA GAG AT 20 900 — 200 0,23 5,75 6,97 10 800 — 200 0,40 4,01 4,32
UBC 809 GAG AGA GAG AGA GAG AC 21 700 — 300 0,24 5,04 6,13 7 700 — 300 0,36 2,55 2,88
UCB 810 GAG AGA GAG AGA GAG AA 23  1000-300 0,24 4,80 5,94 6 1500 -200 0,29 1,76 4,56
ucCB 811 CTCTCTCTCTCT CTC TG 11 700 — 300 0,25 5,25 6,90 6 1000 -200 0,44 2,63 2,52
UBC 812 AGA GAG AGA GAG AGA GG 21  1000-300 0,33 7,59 11,87 5 800 — 300 0,39 1,96 3,44
UCB 815 AGA GAG AGA GAG AGA GC 25 1000-500 0,32 3,52 7,68 5 900 - 500 0,46 2,30 2,08
UCB 817 TCT CTCTCT CTC TCT CC 13 700 — 300 0,23 4,37 5,55 6 900 — 400 0,45 2,70 2,54
UCB 818 TCT CTCTCT CTC TCT CA 13 900 — 400 0,28 5,32 6,71 8 900 — 300 0,44 3,54 4,66
UCB 819 GTG TGT GTG TGT GTG TA 14 900 — 500 0,23 3,22 3,74 o* - - - -
UCB 822 CAC ACA CAC ACA CAC AA 19 1500-600 0,23 2,99 4,32 6 1500 - 400 0,42 2,50 2,3
UCB 823 ACA CAC ACACACACACT 21  1000-400 0,19 2,47 7,08 8 1500 -400 0,43 3,46 3,08
UCB 825 CAC ACA CAC ACA CAC AG 19 1000-400 0,21 4,41 5,23 7 1000 -400 0,40 2,83 2,22

MEDIA 18 0,25 4,56 6,51 7 0,41 2,75 3,15

* N&o houve a amplificagéo de fragmentos de DNA com a utilizag&o do primer UBC 819 na populagéo 2.
FONTE: A AUTORA (2014).



32

Pelos valores de PIC observados, o conjunto dos 12 marcadores utilizados
pode ser considerado mediamente informativo, de acordo com a classificagao
sugerida por Botstein et al. (1980, p. 321). O autor classifica marcadores com PIC
superior a 0,5 como satisfatorios em contetdo informativo, valores entre 0,25 e 0,50
como mediamente informativos e valores inferiores a 0,25 pouco informativos.

O PIC representa a capacidade do marcador em detectar a variabilidade
existente entre os individuos, sendo que, quanto maior essa capacidade, maior o
seu valor. (PRECZENHAK, 2013, p. 21). No presente estudo, os marcadores UBC
812 e UBC 815 se apresentaram como oS mais informativos na populagdo 1 e 2,
respectivamente, ou seja, com maior valor de PIC, podendo assim melhor capturar a
variabilidade entre os individuos. De forma contraria, os marcadores UBC 823 e
UBC 810 se apresentaram como 0s menos informativos, com os menores valores de
PIC, nas populacbes estudadas.

De maneira esperada, foi possivel observar que os menores valores de PIC
estdo relacionados com as maiores frequéncias de fragmentos polimérficos. Isto é
explicado por Grativol et al. (2010, p. 552), o qual afirma que os locos com maior
frequéncia prevalecem entre os individuos, apresentando uma tendéncia ao
monomorfismo, 0 que consequentemente acarretara em um valor menor de PIC. Da
mesma maneira, locos menos frequentes também tendem ao monomorfismo, uma
vez que apresentam a prevaléncia de bandas ausentes, resultando também em
menores valores de PIC.

O indice do marcador (MI) leva em consideracdo a fragcdo de marcadores
polimorficos, sendo o produto entre o indice de diversidade, que equivale ao PIC e a
razdo de multiplex eficaz (EMR). Os valores de MI variaram de 7,59 a 2,47 para a
populacdo 1, e na populacdo 2 variaram entre 4,01 e 1,76. De maneira geral,
apresentaram maiores valores de Ml os marcadores UBC 812 e UBC 808, e os
menores valores foram verificados para os marcadores UBC 823 e UBC 810
(TABELA 1).

Com relacédo ao poder de resolucdo (RP), para a populagcdo 1 o marcador
UBC 812 apresentou o maior valor (11,87), seguido do marcador UBC 815 (7,68).
Os menores valores para RP foram obtidos pelos primers UCB 819 (3,74) e UBC
822 (4,32). Na populacdo 2, os marcadores UBC 818 e UBC 810 se destacaram
com os maiores valores de RP (4,66 e 4,56, respectivamente), sendo o menor valor
encontrado para UBC 815 (2,08) (TABELA 1).
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De forma geral, para os estudos da populagéo 1, os marcadores UBC 812 e
UBC 815 se destacaram com a combinacdo de altos valores de PIC, Ml e RP,
confirmando serem mais informativos. Para a populacao 2, os marcadores UBC 808
e UBC 818 apresentaram o0 maior poder de discriminacdo geral, ressaltando a
efetividade de sua utilizagdo. Ainda dentro da populagéao 2, os marcadores UBC 815
e UBC 817 se destacaram com os maiores valores para PIC.

As inferéncias acerca dos atributos dos marcadores moleculares contribuem
para a reducdo de custos e melhoria dos resultados, pois a discriminacdo dos
individuos pode ser realizada por um nimero menor de primers, utilizando apenas
0s mais informativos. Podem também servir como screening para estudos de
genética de populacdes com objetivos de investigacdo de processos evolutivos e

ecologicos.

5.2 Numero 6timo de fragmentos polimérficos

O numero o6timo de locos ISSR na caracterizagdo da populacdo 1, pela
reamostragem bootstraap, foi estimado em 210 locos, sendo que o valor do estresse
foi inferior a 0,05 (E = 0,046) e a correlacdo de 0,99 (FIGURA 4). Para o estudo da
populacdo 2, a estimativa foi de 65 locos, com valor de estresse de 0,055 e
correlacdo de 0,99. Os valores encontrados para as duas populacdes sao
considerados representativos para obtencdo de associacfes estaveis entre 0s
individuos amostrados, visto que autores como Kruskal (1964, p. 03) e Silveira et al.
(2003, p. 332) relatam que um valor de E < 0,05 é indicativo de uma excelente
precisao nas estimativas.

Nos gréaficos A e B apresentados na Figura 4, é possivel observar que houve
uma relacdo diretamente proporcional entre o numero de fragmentos amplificados e
a magnitude de correlagao dos valores da matriz de dados originais, obtida a partir
de reamostragem. Desta maneira, a partir do numero 6timo de fragmentos obtidos
para cada populacdo, o valor do coeficiente de correlacéo foi se aproximando do
valor maximo (1), comprovando a consisténcia dos dados, o que sugere que O
namero de marcadores utilizado e o numero de fragmentos obtidos foram suficientes

para as analises de diversidade genética.
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FIGURA 4 - GRAFICOS MOSTRANDO O COEFICIENTE DE CORRELACAO E O NUMERO OTIMO
DE FRAGMENTOS POLIMORFICOS OBTIDOS PARA AS POPULACOES DE Ziziphus
joazeiro. GRAFICO A: FAZENDA NAO ME DEIXES (POPULACAO 1); GRAFICO B:
FAZENDA TRIUNFO (POPULACAO 2).

FONTE: A AUTORA (2014).

De acordo com Duarte (2011, p. 39), a realizacdo da estimativa do numero
otimo de fragmentos por bootstrap é importante, pois os trabalhos realizados para
estimar a variabilidade genética variam quanto ao numero de locos polimorficos.
Além disso, na realizacdo de estudos genéticos, a andlise dos resultados e a
indicacdo do numero minimo de marcadores contribui para a otimizacdo do uso dos
recursos e tempo, traduzidos em menor nimero de marcadores representativos da
amostragem do genoma para caracterizacéo da diversidade genética (GONCALVES
et al., 2014, p.293).

Padua (2011, p. 46) estimou o nuamero 6timo de marcadores ISSR para a
caracterizacdo da espécie Eremanthus erythropappus em 61 locos. Para anélises
em acessos de acaizeiro, com a utilizacdo de marcadores RAPD, também de
caracteristica dominante, Oliveira et al. (2007, p. 1648) observaram uma
consisténcia nos dados a partir da obtencdo de 180 locos.

Ao estudar duas populacdes de Erythrina velutina, Melo (2010, p. 20) verificou
que 85 locos para a populacao localizada em area de Mata Atlantica e 87 para a
populacdo situada no bioma Caatinga foram suficientes para estimar relacdes
genéticas entre e dentro dessas populacbes. Em outro estudo, com a mesma
espécie, Goncalves et al. (2014, p. 293) observaram que 117 locos seriam
suficientes para as andlises de diversidade genética da espécie. Esta diferengca no
namero oOtimo de fragmentos obtidos para uma mesma espécie confirma a
importancia da realizacéo do teste de reamostragem por bootstrap.

No presente trabalho n&do foi observada grande diferengca entre o numero

otimo e o numero original de fragmentos obtidos para as duas populacdes. Tal fato
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provavelmente seja devido a natureza do marcador ISSR, pois marcadores
dominantes ndo sdo capazes de detectar todas as variagbes de um loco, sendo
sempre necessario um maior nimero de marcadores. Mesmo assim, foi possivel
constatar a potencialidade do marcador ISSR em estudos de diversidade genética

para a espécie Ziziphus joazeiro.

5.3 Diversidade genética

As estimativas dos parametros genéticos para as duas populacées em estudo

estdo apresentados na Tabela 2.

TABELA 2 - PARAMETROS GENETICOS PARA AS POPULACOES DE Ziziphus joazeiro
ESTUDADAS. n: NUMERO DE INDIVIDUOS; n,; NUMERO DE ALELOS
OBSERVADOS; n.. NUMERO DE ALELOS EFETIVOS; H.. DIVERSIDADE
GENETICA DE NEI; I: INDICE DE SHANNON; P: PORCENTAGEM DE LOCOS
POLIMORFICOS.

Populacao n na ne h I P
~ . 1,98 1,32 0,23 0,38
Nao me Deixes 30 (0.00) (0.21) (0.11) (0.15) 98,7
. 1,98 1, 69 0,39 0,57
Triunfo 47 (0,12)  (0,26)  (0,11)  (0,14) 98,7
P1+ P2 27 2,00 1,79 0,43 0,62 )

(0,000 (0,23) (0,08) (0,09)

( ): Desvio padrao.
FONTE: A AUTORA (2014).

Os 220 locos gerados com os 12 marcadores utilizados resultaram em 98,7%
de polimorfismo para a populacdo da Fazenda Nao Me Deixes. O mesmo conjunto
de marcadores aplicado na populacdo da Fazenda Triunfo gerou 74 locos, sendo um
deles monomorfico, representando também 98,7% de polimorfismo (TABELA 2).

A porcentagem de polimorfismo e o numero de fragmentos polimérficos
obtidos com a utilizacdo de marcadores ISSR sdo bastante variaveis entre as
espécies. Resultados semelhantes aos encontrados no presente estudo sao
descritos por Gongalves et al. (2014, p. 293), que ao analisarem a variabilidade
genética de populagbes naturais de Erythrina velutina, com a utilizagdo de 11

marcadores ISSR, geraram um total de 149 locos, sendo 146 polimorficos, o que
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corresponde a uma porcentagem de polimorfismo de 97,98%. Ao estudar a
conservacao genética de Ficus bonijesulapensis utilizando nove marcadores ISSR,
Duarte (2011, p. 39) obteve a amplificacédo de 75 locos, sendo 100% polimorficos.

O elevado polimorfismo e a baixa porcentagem de marcadores monomorficos
também foram observados no trabalho desenvolvido por Branddo (2008, p. 36), no
qual foi estudado a diversidade de Myrcia splendens em sistemas corredor-
fragmento. O autor obteve uma média de 83,2% locos polimorficos para os
corredores e 89,7% de polimorfismo nos fragmentos, sendo que os dez marcadores
ISSR empregados geraram 70 bandas polimérficas.

Santana (2010, p. 42), estudando 17 acessos de umbu-cajazeira (Spondias
sp.), com auxilio de 25 marcadores ISSR, obteve 249 locos amplificados,
apresentando 80% de polimorfismo. A diversidade de genétipos de Morus alba foi
estudada por Srivastava et al. (2004, p. 528) a partir de dez marcadores ISSR,
gerando a amplificacdo de 58 fragmentos, sendo que dessas, 43 apresentaram
polimorfismo, ou seja, 74,1%.

O numero de alelos observados (n,) foi de 1,98 para as populacdes
estudadas. O numero de alelos efetivos (ne) para a populacdo da Fazenda Nao Me
Deixes (populacéo 1) foi de 1,32 e para a populagdo da Fazenda Triunfo (populagéao
2) foi de 1,69. Os valores encontrados no presente estudo estdo de acordo com 0s
mencionados na literatura para marcadores dominantes.

Fernandes (2008, p. 30) verificou em populacdes naturais de Caryocar
brasiliense que o numero de alelos observados variou de 1,85 a 1,96 e o numero de
alelos efetivos de 1,54 a 1,66. Duarte (2011, p. 40) ao estudar 15 populacdes de
Ficus bonijesulapensis verificou variagdo entre o niumero de alelos observados de
1,12 a 1,91 e numero de alelos efetivos variando entre 1,08 a 1,63.

A populacgéo 1 apresentou valores de diversidade genética de Nei (assumindo
equilibrio de Hardy-Weinberg) (He) e indice de Shannon (1) igual a 0,23 e 0,38,
respectivamente. Para a populacéo 2 foram observados maiores valores, sendo 0,39
para diversidade genética de Nei e 0,57 para o indice de Shannon.

Gois (2010, p. 52) estudando trés populacdes de Z. joazeiro por meio de
marcadores RAPD, obteve valores para o indice de Shannon igual a 0,38 na
populacdo de Santana do Sao Francisco, 0,46 na populagédo de Canhoba e 0,36 na
populacdo de Canindé do S&o Francisco. Os valores sdo considerados similares aos

encontrados para a populacdo da Fazenda Triunfo.



37

Desta maneira, a partir da comparacdo dos valores de porcentagem de
polimorfismo, diversidade genética de Nei e indice de Shannon é possivel afirmar
qgue os individuos presentes na Fazenda Triunfo apresentam uma maior diversidade
genética quando comparados aos localizados na Fazenda Nado Me Deixes. Essa
diferenca entre os valores de diversidade genética obtidos para as duas populacdes
possivelmente esteja relacionada com o numero de individuos amostrados em cada
uma delas, o qual foi menor (30 individuos) na Fazenda Ndo Me Deixes do que na

Fazenda Triunfo (47 individuos).

5.4 Estrutura genética

5.4.1 Andlise de variancia molecular

A variabilidade genética dentro e entre as populacBes é um reflexo de
interacdes das caracteristicas de cada espécie, tais como sistema de reproducdo,
dispersdo de sementes e distribuicAo geografica das populagcbes (NYBOM,;
BARTISH, 2000, p. 93). Na Tabela 3 estdo apresentados os resultados da analise de

variancia molecular (AMOVA) para as duas populacdes estudadas.

TABELA 3 - ANALISE DE VARIANCIA MOLECULAR (AMOVA) PARA AS DUAS POPULACOES
NATURAIS DE Ziziphus joazeiro ESTUDADAS.

Fonte de Variacio GL SO Compo.rlent_es da Variacéo Total
variancia (%)
Entre populacdes 1 282,99 7,43 40,51
Dentro de populacdes 75 818,27 10,91 59,49
Total 76 1101,26 18,34 100
st 0,41

GL: graus de liberdade; SQ: soma do quadrado dos desvios; @st: propor¢do da variabilidade
molecular de haplétipos entre populagdes.
FONTE: A AUTORA (2014).

Os resultados obtidos a partir da AMOVA demonstram que a maior parte da
diversidade genética observada esta concentrada dentro das populacdes (59,69%).
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A estatistica @st apresentou valor de 0,40, confirmando que a menor porcentagem
de diversidade esta relacionada as diferencas entre populacdes, e estando proximo
ao valor médio descrito por Nybom (2004, p. 1146) para ®st estimado por meio de
marcadores ISSR (®st= 0,35 + 0,25).

De maneira geral, espécies perenes e aldbgamas, como € o caso do Z.
joazeiro, apresentam maiores valores de diversidade dentro das populacées quando
comparadas aquelas anuais e autbgamas (HU et al., 2010, p. 270; NYBOM,;
BARTISH, 2000, p. 100). Duarte (2011, p. 41) ao estudar 15 populagcbes de Ficus
bonijesulapensis a partir da AMOVA, também verificou que a maior parte da
variabilidade genética encontrada ocorreu dentro das populagdes (77,18%).
Resultados contrarios foram obtidos no estudo realizado por Giustina et al. (2014, p.
3515) em quatro populagcdes de Theobroma speciosum localizadas na floresta
amazonica e utilizando marcadores ISSR. Foram observados 60,46% da variancia
ocorrendo entre as populagdes e 39,55% dentro das mesmas.

Segundo Lovelles e Hamrick (1984, p. 67), muitas espécies arbdreas
possuem efetivos meios de dispersdo de genes, que resultam em fluxo alélico a
longa distancia e, com isto, mantém altos niveis de variacdo genética dentro de
populacdes, com pouca diferenciacao entre populagdes. Os autores ainda destacam
que, se o fluxo génico for restrito, as populacdes deverdo mostrar baixa divergéncia
intrapopulacional e alta entre as populacdes, o que pode ser notado no presente
estudo. Apesar de a maior variacao ser observada dentro das populacdes, o valor de
variacdo entre populacbes (40,31 %) é considerado alto, evidenciando que talvez
nao haja fluxo génico entre as duas popula¢cdes, mesmo com a curta distancia entre
elas (26 km).

Outro fator que pode estar aliado a estruturacdo genética das populacdes sao
0s agentes polinizadores. As espécies que sao polinizadas por insetos, como € o
caso do juazeiro, apresentam baixa variabilidade, reduzido tamanho efetivo e devido
ao movimento limitado dos mesmos a estruturacdo das populacdes é observada
(LOVELESS e HAMRICK, 1984, p.69). Essas observacfes também foram
comentadas por Gois (2010, p. 55) em seu estudo realizado com trés populacdes de
Z. joazeiro, que destacou que a alta variagdo observada entre as populagbes pode
ser resultado ndo apenas da distancia geogréfica entre elas, como também pelas

caracteristicas ecoldgicas da espécie.
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5.4.2 Similaridade genética

Com o objetivo de analisar a similaridade entre os individuos, foi construida
uma matriz de similaridade, baseada no indice de Jaccard, para cada populagéo
(APENDICE 1). Na populacg&o localizada na Fazenda Ndo Me Deixes, a similaridade
meédia entre os individuos foi de 17%. Os individuos que se apresentaram mais
similares foram J,g6 € J2o7 (52% de similaridade), Jzog € J209 (49%), seguidos por Jzig
e Jo11 (43%), e os individuos que apresentaram menor similaridade foram Jzo1 € J218
(4%), seguidos por Jzp1 € Jozq (3%). O agrupamento dos individuos desta populacgéo,

baseado no coeficiente de similaridade de Jaccard esta apresentado na Figura 5.
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FIGURA 5 - DENDROGRAMA OBTIDO COM O METODO UPGMA, BASEADO NO INDICE DE SIMILARIDADE
DE JACCARD PARA OS INDIVIDUOS DA POPULAGAO DA FAZENDA NAO ME DEIXES,
QUIXADA - CE. (LINHA DE CORTE: SIMILARIDADE MEDIA).

FONTE: A AUTORA (2014).

z

Neste dendrograma € possivel observar a formacdo de nove grupos
principais, utilizando-se como critério de corte do dendrograma a similaridade
genética meédia de 17% (EBERT, 2014, p. 78). Os individuos componentes de cada
grupo estao listados na Tabela 4. O resultado da analise de correlacdo cofenética
demonstrou uma associacao de 70% (Cc = 0,70) entre as similaridades obtidas pelo
indice de Jaccard (matriz de similaridade) e as representadas no dendrograma

(matriz cofenética).
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TABELA 4 - AGRUPAMENTO DOS INDIVIDUOS DE Ziziphus joazeiro PROVENIENTES DA
FAZENDA NAO ME DEIXES.

Grupo Individuos

I 204, 209, 208, 205 e 203

I 202

1] 228

\Y] 216, 214,221 e 213

\Y 227,226 e 225

VI 230, 229 e 223
VI 220, 219, 217, 224, 201 e 215
VI 222 e 218

IX 211, 210, 212, 207 e 206

FONTE: A AUTORA (2014).

Para a populacdo da Fazenda Triunfo, a similaridade genética média foi de
46% (APENDICE 2). Os pares de individuos que apresentaram maior similaridade
foram Js19 € J3zo (93%), seguindo por Jgs € Jzgs (91%). Os individuos menos
similares foram Jzos € Jzzo (7%) € Jogz € J3z0 (4%). Na Figura 6 esta apresentado o
dendrograma dos individuos desta populagdo, construido pelo método de

agrupamento UPGMA.
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FIGURA 6 - DENDROGRAMA OBTIDO COM O METODO UPGMA, BASEADO NO iNDICE DE
SIMILARIDADE DE JACCARD PARA OS INDIVIDUOS DA POPULACAO DA
FAZENDA TRIUNFO, IBARETAMA, CE. (LINHA DE CORTE: SIMILARIDADE MEDIA).
FONTE: A AUTORA (2014).

Na Figura 6 € possivel observar a formagéo de 13 grupos principais, a partir
da similaridade média (46%). Onze grupos foram formados por apenas um individuo.
O resultado da analise de correlacdo cofenética demonstrou uma associacdo de
89% (Cc = 0,89) entre as distancias obtidas pelo indice de Jaccard e as
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representadas no dendrograma. Os individuos pertencentes aos 13 grupos estdo
descritos na Tabela 5.

TABELA 5 - AGRUPAMENTO DOS GENOTIPOS DE Ziziphus joazeiro PROVENIENTES DA
FAZENDA TRIUNFO, DISCRIMINADOS A 46% DE SIMILARIDADE GENETICA.

Grupo Individuos

I 316

Il 318, 319, 320, 322, 324, 329, 331, 332, 333, 321, 323

m 286, 288, 290, 292, 294, 295, 283, 282, 281, 280, 296, 297, 298, 306, 307, 309, 308,
302, 305, 303, 311, 312, 334, 285 e 284

v 327
\Y 339
VI 325
Vil 301
VIII 313
IX 328
X 335
XI 340
Xl 330
Xl 315

FONTE: A AUTORA (2014).

Ao estudar populacdes naturais de Z. joazeiro, Gois (2010, p. 48) verificou
similaridades genéticas médias, baseadas no indice de Jaccard, variando de 44 a
54%, e a partir do dendrograma gerado pelo método UPGMA, considerou que todos
os individuos eram divergentes e ndo houve a formacao de grupos. Ao estudar duas
populacdes naturais de Erythrina velutina, Melo (2010, p.33) observou similaridades
médias variando entre 48,8 e 58,9%, valores também considerados superiores aos
encontrados para as populacdes do presente estudo.

A formacdo de grupos observada para as duas populacbes pode estar
associada a estratégia de polinizacdo da espécie. De acordo com Nadia, Machado e
Lopes (2007, p. 839), a polinizacdo de Z. joazeiro é realizada principalmente por
abelhas e vespas, que nao alcancam longas distancias, acarretando assim na
formacéo de grupos de individuos com similaridade.

O teste de Mantel revelou uma correlacdo negativa e néo significativa (a 95%
de probabilidade) entre a similaridade genética e as distancias geograficas dos
individuos presentes na Fazenda Nao Me Deixes (r = -0,120; p = -0,155). O mesmo
resultado foi observado para a populagdo da Fazenda Triunfo (r = -0,211; p = -

0,281). Desta maneira é possivel inferir que a distancia geografica nédo esta

relacionada com a similaridade entre os individuos de cada populagéo.
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Souza, Kageyama e Sebben (2004, p. 77) ao estudarem o efeito da
fragmentacdo sobre a estrutura genética em populacdes de Chorisia speciosa,
verificaram por meio do teste de Mantel resultados semelhantes. Os autores
observaram que a distancia genética de Nei e a distancia geografica ndo estariam
associadas, sendo que o coeficiente de correlacdo obtido foi negativo e nao
significativo (r = -0,443; p = 0,736), e sugeriram que a causa mais provavel da
diferenca alélica entre as populacdes nao seria explicada pela distancia geografica e
sim por deriva genética.

Diante do resultado do teste de Mantel, cabe salientar um importante fator
relacionado aos trabalhos de diversidade e conservacdo dos recursos genéticos,
gue é a coleta de sementes. Muitos autores indicam distancias minimas adequadas
para coleta, tal como Sebben (2002, p. 128), que recomenda distancias maiores de
100 metros entre arvores matrizes de mesma especie. No presente trabalho, assim
como no estudo realizado por Santana et al. (2008, p.431), ao comparar 0S
resultados de similaridade genética com a distancia geogréafica entre alguns
individuos, foi possivel observar que nem sempre esta premissa precisa ser
considerada de forma rigorosa.

Os individuos J,o7 € Joog presentes na populacao 1, por exemplo, apresentam
baixa similaridade genética (9%), no entanto estdo distanciados apenas a 41 m.
Resultados inversos também foram observados, podendo-se citar os individuos Jzgo
e Jog1, pertencentes a populacdo 2, que apresentam alta similaridade (78%), mas
estdo distanciados a 167 m, distancia maior do que a recomendada. Desta forma,
para adocdo de estratégias de coleta de sementes com vistas a programas de
conservacgao, ou seja, com alta diversidade genética, é importante que outros fatores
sejam levados em conta para a selecdo de matrizes, tais como fenologia,
polinizacdo e dispersdo dos propagulos das espécies, uma vez que nem sempre a
diversidade genética entre individuos é explicada pela distancia geogréfica.

Em seu estudo sobre a diversidade genética de Enterolobium contortisiliquum,
Santana et al. (2008) recomendam que sejam priorizados o0s individuos mais
distintos geneticamente como matrizes fornecedoras de sementes para projetos de
recuperacéo de areas degradas. Aléem disto, os autores ressaltam que os individuos

similares poderiam também ser utilizados, desde que em regides diferentes.
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5.5 Estrutura genética em microescala espacial

Entende-se por distribuicdo espacial dos genotipos, ou estrutura genética
espacial, a forma como os mesmos estao distribuidos no espaco, podendo ser de
forma aleatdria ou agregada (FERNANDES, 2008, p. 15). Os individuos amostrados
nas duas populacdes estao representados por pontos em azul em imagens aéreas,
nos Apéndices 3 e 4, e suas coordenadas UTM estdo apresentadas nos Apéndices
5 e 6. A sobreposicéo dos individuos amostrados nas imagens aéreas foi obtida pelo
Google Earth™ Pro (verséo 7.1).

Os valores do coeficiente de kinship (Fij) utilizados para calcular a coancestria
e o valor das significancias do teste de permutacéo (P) para as primeiras classes de
distancias estabelecidas, das duas populacdes, estdo apresentados na Tabela 6. A
distribuicdo espacial dos genotipos de Z. joazeiro para cada classe de distancia esta

apresentada nos correlogramas das Figuras 7 e 8.

TABELA 6 - VALORES DO COEFICIENTE DE KINSHIP (F;j) E SIS—]NIFICANCIA (P) PARA AS
CLASSES DE DISTANCIAS PARA AS DUAS POPULACOES DE Ziziphus joazeiro.

Populacéo 1 Populagéo 2
Classes de = P Classes de = p
distancia (m) ! distancia (m) !
96 -0,003 0,253 ™ 132 0,160 0.003 *
192 0,023 0,081 "™ 296 -0,019 0.223 "™

* = significativo a um nivel de 95% de probabilidade
ns = nao significativo.
FONTE: A AUTORA (2014).

Na Figura 7 é possivel observar que a populacdo 1 apresentou valor positivo
para coancestria (Fij = 0,023), porém, ndo significativo (P = 0,081), indicando
distribuicdo aleatdria dos individuos dentro da populagdo, ou seja, ndo ha

estruturacdo genética em funcao das distancias entre arvores matrizes.
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Coancestria

0,4 - Classe de distancia (m)

FIGURA 7 - CORRELOGRAMA PARA COEFICIENTE DE COANCESTRIA ESTIMADO POR
CLASSES DE DISTANCIAS NA POPULAGAO DE Ziziphus joazeiro, LOCALIZADOS
NA FAZENDA NAO ME DEIXES. (- COEFICIENTE DE COANCESTRIA; ---
INTERVALO DE CONFIANCA A 95% DE PROBABILIDADE).

FONTE: A AUTORA (2014).

A populacdo 2 (FIGURA 8) apresentou estrutura genética até a primeira
classe de distancia (132 m), sendo o valor de coancestria positivo e significativo (Fij
= 0,160; P = 0,003), o que implica em dizer que os individuos aparentados se
localizam até 132 metros de distancia entre si e a partir disto 0s mesmos passam a
se distribuir aleatoriamente na area. Devido a isso, recomenda-se que esta distancia
seja considerada para realizacdo de coleta de sementes nos individuos dessa

populacao.
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FIGURA 8 - CORRELOGRAMA PARA COEFICIENTE DE COANCESTRIA ESTIMADO POR
CLASSES DE DISTANCIAS NA POPULACAO DE Ziziphus joazeiro, LOCALIZADOS
NA FAZENDA TRIUNFO. (- COEFICIENTE DE COANCESTRIA; --- INTERVALO DE
CONFIANGCA A 95% DE PROBABILIDADE).

FONTE: A AUTORA (2014).

O conhecimento da estrutura genética espacial auxilia na definicdo das

estratégias de coleta de sementes de forma a maximizar a diversidade genética para
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a producdo de mudas e conservacao ex situ, auxiliando também na inferéncia dos
tamanhos minimos de area para conservacao in situ (GUSSON 2003, p. 72).

Da mesma maneira que salientado por Fernandes (2008, p. 45), as diferencas
observadas na estrutura genética entre as populacdes poderiam ser explicados por
diferencas nas populacdes de polinizadores e de dispersores, por diferengas nas
taxas de recrutamento (variando a influéncia da restrita dispersao das sementes) ou,
ainda, pelas densidades populacionais nas areas amostradas. Essas informacdes,

porém, nao foram contempladas no presente estudo.
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6 CONCLUSOES

- Os marcadores ISSR sdo eficientes no estudo da estrutura genética
populacional de Ziziphus joazeiro Mart.

- A populagdo de juazeiro da Fazenda Triunfo apresenta maior diversidade
genética em relacdo a populacdo da Fazenda Nao Me Deixes.

- A maior parte da diversidade genética de Z. joazeiro esta concentrada dentro
das populacgdes.

- N&o ha estruturacdo genética espacial entre os individuos da populacédo da
Fazenda Nao me Deixes;

- Ha estruturacéo espacial dos individuos da populacdo da Fazenda Triunfo até
a primeira classe de distancia,

- As duas populacdes estudas podem ser utilizadas para a coleta de sementes

para a formacdo de mudas com variabilidade genética.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

As iniciativas de recomposicdo de areas degradadas com espécies nativas
dificiimente levam em conta a variabilidade genética das sementes e das mudas
utilizadas, cujas consequéncias sao imprevisiveis, do ponto de vista de sucesso no
estabelecimento, crescimento e sobrevivéncia das espécies implantadas.

Para o projeto Bioma Caatinga € de grande interesse a definicdo de
estratégias para a selecdo de matrizes para coleta de sementes e producdo de
mudas com variabilidade genética. Sendo assim, o presente trabalho veio colaborar
com estes objetivos, a partir da caracterizacdo de uma das principais espécies-alvo
do projeto, o juazeiro. A partir dos resultados obtidos ja € possivel a realizacédo de
inferéncias a cerca dos individuos mais similares, da distribuicdo genética entre e
dentro de cada populacdo, bem como afirmar que as duas populacbes podem ser
utilizadas para coleta de sementes, sendo esta a etapa inicial de projetos de
conservacao.

Este trabalho servirh como base para estudos posteriores, onde se pretende
desenvolver marcadores genéticos co-dominantes e especificos para a espécie, a
fim de realizar estudos mais aprofundados referentes ao grau de parentesco,
polinizacdo, endogamia, tamanho efetivo populacional das areas e selecdo das
melhores matrizes para a coleta de sementes. Também se torna necessario,
estudos relacionados a biologia da espécie e suas associa¢cdes com os fatores
bioticos e abidticos. O acumulo de informacdes sobre a espécie possibilitara apontar
direcBes sustentaveis para o0 manejo e compreender sua dinamica, visando o

desenvolvimento e adoc¢do de estratégias conservacionistas.
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Apendice 1 - Matriz de similaridade genética, baseado no indice de Jaccard (diagonal inferior) e matriz de distancias geogréficas, em metros (diagonal superior) dos individuos da pupulagdo da Fazenda N&o Me Deixes, municipio de Quixada, CE.
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223
224
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227
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229
230

201 202 203 204 205 206 207 208 209 210 211 212 213 214 215 216 217 218 219 220 221 222 223 224 225 226 227 228 229 230

126,8 2014 201,7 3615 3299 4344 4537 6840 7226 769,7 6595 6022 4458 5439 4887 4798 4235 4264 458,7 8668 6619 6410 6008 6735 8240 12024 1062,7 14486 2781
0,14 1659 1322 2626 2146 3184 3428 5602 5971 6434 5339 4760 3199 4198 3736 3766 3312 3461 4103 7633 5873 5398 6552 6695 7988 11561 10136 13789 338,38
0,07 54,1 1936 2035 2932 2979 5564 6051 6607 5455 496,77 391,1 4252 3400 3078 2404 2324 2585 6849 4620 4599 5119 5036 6368 10050 8642 12472 2225
0,07 0,13 164,0 157,0 2536 2640 5155 5620 6161 5013 4504 3379 381 3038 2823 2222 2256 2782 6670 4642 4410 5654 5435 667,2 10248 8826 12545 2750
0,17 0,10 0,28 81,0 109,0 1049 3679 4200 4785 3637 3222 2746 2460 1483 1186 71,1 1036  220,0 5053 3351 2797 6340 5260 6070 9241 7804 11234 3978
0,13 0,11 0,23 0,09 104,7 1289 3605 4054 459,1 3444 2936 2057 2243 1594 1690 1473 1845 2981 5510 4101 3306 6878 601,8 687,7 1002,7 8589 11934 4241
0,10 0,19 0,22 0,09 0,14 40,8 2632 3129 3704 2553 2133 2003 137,0 55,2 95,9 126,2 1759 3048 4529 3532 2400 7403 6104 6681 950,1 8073 1117,0 5050
0,07 0,11 0,23 0,28 0,30 0,14 2646 3185 3784 2650 230,7 2398 1535 44,4 55,2 98,0 147,1 2755 4222 3125 2042 7218 5786 6303 9093 7665 10781 501,3
0,13 0,10 0,20 0,25 0,29 0,19 0,11 59,8 122,0 54,2 1059 291,3 1404 2202 2810 3535 3961 5129 3396 4385 2575 9757 7917 7941 9769 8452 1058,2 765,6
0,18 0,06 0,14 0,07 0,14 0,26 0,21 0,04 62,4 63,2 1232 3083 1812 2741 3386 4100 4537 5720 3735 4961 3149 10337 8514 8518 1023,8 8944 1090,2 817,6
0,13 0,05 0,19 0,17 0,19 0,25 0,21 0,09 0,12 1153 1678 3416 2355 3342 4004 4712 5154 6343 410,7 5551 3741 10955 9133 910,7 1070,5 9437 11211 8754
0,17 0,13 0,13 0,14 0,13 0,26 0,31 0,08 0,10 0,27 61,0 248,1 1203 2213 2914 3598 4056 5280 3934 4748 2957 9853 8159 8289 10251 8919 11119 760,22
0,19 0,12 0,15 0,14 0,13 0,08 0,11 0,11 0,08 0,07 0,14 187,5 77,3 189,8 266,3 3284 3765 5030 4329 4768 3043 9520 7992 8259 10449 9086 1148,7 7146
0,07 0,08 0,12 0,17 0,07 0,10 0,14 0,15 0,14 0,09 0,08 0,19 1723 2265 2945 3201 367,7 4930 5904 549,7 4112 8917 7999 867,6 11443 10026 12895 6128
0,21 0,11 0,07 0,06 0,05 0,06 0,07 0,08 0,08 0,11 0,06 0,12 0,18 1135 1914 2514 2998 4269 4185 4168 2550 8748 7256 7598 9981 8592 11233 6408
0,09 0,11 0,17 0,22 0,09 0,16 0,15 0,15 0,13 0,15 0,15 0,25 0,17 0,31 79,1 1393 1868 3135 3993 3242 1921 7646 6130 6551 9178 7762 10724 5455
0,10 0,06 0,15 0,13 0,13 0,13 0,09 0,18 0,13 0,07 0,06 0,08 0,10 0,10 0,18 74,7 1151 2373 3876 2574 1632 6952 5342 5780 8543 7115 10276 4965
0,04 0,16 0,21 0,16 0,13 0,16 0,20 0,13 0,07 0,11 0,14 0,08 0,12 0,12 0,05 0,25 49,7 178,7 4456 2642 2199 6255 4843 5492 8554 7116 10524 4221
0,18 0,13 0,12 0,17 0,07 0,10 0,10 0,13 0,10 0,13 0,07 0,14 0,16 0,11 0,29 0,16 0,27 1290 4554 2413 2340 580,2 4348 5047 8227 6790 10328 3931
0,16 0,15 0,11 0,14 0,12 0,10 0,14 0,13 0,12 0,10 0,06 0,10 0,14 0,11 0,15 0,17 0,25 0,14 504,2 2273 3080 4662 307,1 3955 7475 6060 9929 3401
0,10 0,12 0,10 0,10 0,08 0,08 0,08 0,09 0,10 0,12 0,19 0,12 0,21 0,18 0,10 0,23 0,09 0,16 0,24 2993 2260 9389 6732 5979 6685 5519 7186 8378
0,14 0,12 0,19 0,17 0,10 0,16 0,23 0,11 0,07 0,17 0,13 0,19 0,10 0,13 0,15 0,14 0,20 0,25 0,22 0,20 1812 6396 3835 3557 5970 4541 7915 566,9
0,10 0,13 0,18 0,12 0,21 0,22 0,21 0,12 0,09 0,19 0,24 0,17 0,21 0,19 0,10 0,22 0,09 0,23 0,12 0,12 0,13 7695 5484 5369 7433 6053 8808 6248
0,20 0,11 0,09 0,13 0,12 0,15 0,15 0,07 0,07 0,25 0,15 0,17 0,12 0,08 0,16 0,07 0,12 0,10 0,22 0,19 0,03 0,13 3086 4875 8790 7768 12138 3231
0,11 0,16 0,17 0,09 0,09 0,23 0,20 0,09 0,09 0,23 0,15 0,20 0,08 0,10 0,15 0,16 0,10 0,09 0,14 0,15 0,08 0,27 0,18 187,4 5922 4768 91255 4370
0,15 0,12 0,18 0,12 0,21 0,22 0,18 0,12 0,18 0,23 0,14 0,18 0,17 0,15 0,11 0,18 0,18 0,15 0,13 0,19 0,08 0,17 0,26 0,20 405,7 2904 7272 6114
0,16 0,11 0,12 0,11 0,12 0,13 0,13 0,10 0,10 0,06 0,07 0,13 0,19 0,13 0,23 0,12 0,14 0,10 0,22 0,15 0,08 0,24 0,11 0,11 0,17 1438 356,2 10124
0,20 0,17 0,07 0,10 0,04 0,10 0,14 0,09 0,06 0,11 0,06 0,16 0,09 0,08 0,15 0,08 0,16 0,09 0,15 0,15 0,13 0,17 0,04 0,13 0,18 0,17 4370 8823
0,16 0,11 0,07 0,07 0,09 0,05 0,07 0,10 0,07 0,06 0,05 0,10 0,14 0,09 0,29 0,11 0,16 0,09 0,21 0,15 0,08 0,13 0,25 0,15 0,11 0,17 0,16 1300,5
0,19 0,14 0,07 0,08 0,08 0,10 0,10 0,10 0,07 0,07 0,07 0,18 0,19 0,09 0,16 0,14 0,16 0,10 0,16 0,20 0,07 0,16 0,24 0,12 0,14 0,20 0,19 0,22 0,33




Apendice 2 - Matriz de similaridade genética, baseado no indice de Jaccard (diagonal inferior) e matriz de distancias geograficas, em metros (diagonal superior) dos individuos de Ziziphus joazeiro da populagéo da Fazenda Triunfo, municipio de Ibaretama, CE.

280 281 282 283 284 285 286 288 290 292 294 295 296 297 298 301 302 303 305 306 307 308 309 311 312 313 315 316 318 319 320 321 322 323 324 325 327 328 329 330 331 332 333 334 335 339 340
280 1669 1957 2248 2872 3479 3606 4733 5134 6137 6380 6496 7837 6521 5764 2242 1803 7245 7758 7147 7246 8039 8486 1011,2 1060,8 13363 12763 1011,8 970,8 1096,4 1166,1 11789 1124,3 10570 9988 1196,9 1209,9 12523 1248,7 1400,8 1426,4 13754 11934 1139,6 9575 857,7 8129
281 0,78 31,0 750 121,1 1820 2008 3236 3654 4739 4914 4916 6169 4995 4377 384 3400 7303 7849 7289 7507 8314 8614 10380 10863 13478 12732 10151 951,8 10764 1146,0 1103,8 1051,0 968,9 907,4 1129,7 11550 1194,9 11822 1336,6 13389 1289,7 10851 1032,1 8757 7637 7191
282 0,74 0,78 96,4 1566 1809 307,3 3493 4602 4750 4703 5894 4686 4079 4151 3656 7229 7777 7229 7469 8275 8546 10332 1081,1 1339,5 12625 1006,0 939,1 10631 11325 1081,5 10290 9449 883,0 11085 11358 11752 1161,1 13156 1314,5 12656 1058,1 10053 852,8 739,2 694,7
283 0,62 0,74 0,69 774 1318 1360 2519 2931 4000 4191 4250 5652 4851 4397 4491 4038 7934 8483 7938 8180 8986 9252 11042 1152,1 1409,6 13314 10759 1006,8 1130,3 1199,6 1136,6 1084,9 996,3 9336 11658 1196,2 1234,9 12185 1373,1 1364,5 1316,4 1100,5 10484 9070 7899 746,00
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APENDICE 3 - POSICAO E DISTRIBUICAO ESPACIAL DE ARVORES DE Ziziphus joazeiro (PONTOS EM AZUL) NA
POPULACAO DA FAZENDA NAO ME DEIXES, QUIXADA — CE.
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APENDICE 4 - POSICAO E DISTRIBUICAO ESPACIAL DE ARVORES DE Ziziphus joazeiro (PONTOS EM AZUL) NA
POPULACAO DA FAZENDA TRIUNFO, IBARETAMA — CE.
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APENDICE 5 — LOCALIZACAO GEOGRAFICA, EM COORDENADAS UTM, DAS
MATRIZES LOCALIZADAS NA POPULACAO DA FAZENDA NAO

ME DEIXES, QUIXADA, CE.

N° Matriz Latitude (S) Longitude (E)
201 503019 9467828
202 503068 9467711
203 503216 9467786
204 503198 9467735
205 503314 9467619
206 503241 9467584
207 503315 9467510
208 503354 9467522
209 503403 9467262
210 503385 9467205
211 503372 9467144
212 503349 9467257
213 503303 9467297
214 503147 9467401
215 503317 9467373
216 503360 9467478
217 503405 9467543
218 503385 9467615
219 503410 9467658
220 503474 9467770
221 503634 9467539
222 503734 9467338
223 503649 9467625
224 503552 9467472
225 503460 9468236
226 503668 9468008
227 503837 9467927
228 504221 9467796
229 504080 9467768
230 504432 9467509
231 503231 9468008
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APENDICE 6 — LOCALIZACAO GEOGRAFICA, EM COORDENADAS UTM, DAS
MATRIZES LOCALIZADAS NA POPULACAO DA FAZENDA
TRIUNFO, IBARETAMA, CE.

N° Matriz Latitude (S) Longitude (E)
280 528389 9475164
281 528234 9475102
282 528203 9475103
283 528207 9475032
284 528130 9475040
285 528077 9475010
286 528091 9474961
288 528044 9474840
290 528024 9474803
292 527998 9474691
294 527950 9474701
295 527878 9474763
296 527675 9474841
297 527737 9475152
298 527817 9475235
301 528571 9475295
302 528516 9475292
303 528067 9475813
305 528063 9475868
306 528103 9475819
307 528150 9475848
308 528139 9475928
309 528057 9475945
311 528090 9476130
312 528071 9476176
313 527901 9476408
315 527817 9476305
316 527955 9476078
318 527857 9475976
319 527791 9476083
320 527757 9476144
321 527457 9475886
322 527506 9475860
323 527497 9475731
324 527532 9475677
325 527482 9475945
327 527537 9476023
328 527495 9476041
329 527449 9475986
330 527354 9476108
331 527202 9475955
332 527252 9475938
333 527304 9475661
334 527355 9475643
335 527599 9475705
339 527640 9475582

340 527678 9475558




