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RESUMO

Pilosocereus machrisii € um cacto colunar com distribuicdo naturalmente fragmentada no
centro e leste do Brasil, restrito aos enclaves de vegetacdo de campos rupestres ou de
afloramentos rochosos no dominio Cerrado. Essas caracteristicas tornam a espécie um modelo
bioldgico apropriado para a realizacdo de estudos de estrutura populacional, uma vez que suas
populacbes pequenas e isoladas podem estar altamente vulnerdveis a efeitos de deriva
genética e endogamia. Foram estimados os niveis de diversidade genética e estruturacéo
populacional a partir de dez locos marcadores microssatélite em doze populagbes de
ocorréncia natural de P. machrisii, cobrindo a maior parte de sua distribuicdo. Os niveis de
diversidade genética dentro das populagBes apresentaram resultados relativamente similares
nas localidades amostradas, exceto pelas amostras do municipio de Brotas-SP, com indices
menores que os observados em outras populagdes. Desvios significativos em relacdo as
propor¢des do Equilibrio de Hardy-Weinberg foram detectados para um ou dois locos em oito
populagdes diferentes. Alelos privados em alta frequéncia foram detectados, assim como altos
niveis de diferenciacdo genética, com um valor de Fst total de 0,357. A estrutura genética das
populacbes, verificada a partir da analise com os programas STRUCTURE e SAMOVA
apresentou uma estruturacdo mais provavel em quatro grupos principais e niveis secundarios
de estruturacdo dentro desses grupos. Niveis significativos de correlagdo entre as distancias
genéticas e geogréaficas entre pares de populacdes foram detectados para o conjunto total de
dados, no entanto ndo houve correlacdo quando os agrupamentos genéticos foram analisados
separadamente. Além disso, foi possivel verificar as relacbes geneéticas entre as diferentes
populacOes a partir de uma analise de coordenadas principais (PCA) e de um dendrograma
construido a partir do método UPGMA. A estrutura genética observada em P. machrisii

aponta para um importante efeito de eventos histéricos que causaram a fragmentacdo das



populacdes, com posterior isolamento geografico e aquisicdo de elevada diferenciacdo
genetica.

Palavras-chave: Pilosocereus machrisii, estrutura populacional, campos rupestres,

microsatélites, distribuicdo fragmentada.



ABSTRACT

Pilosocereus machrisii is a columnar cacti with natural fragmented distribution, restrict to
campos rupestres vegetation patches or rocky outcrops on the Cerrado domain, in Central and
eastern Brazil. These features makes P. machrisii an appropriate biological model for
population genetic studies aiming to gather information on population structure, since small
and isolated populations are often vulnerable to genetic drift and high levels of inbreeding.
Genetic diversity and population structure were assessed for ten microsatellite loci in 12
P. machrisii populations, covering the majority of the species distribution. Genetic diversity
levels were relatively similar on sampled populations, except for Brotas-SP samples, that
showed lower levels than those observed for other locations. Significant Hardy Weinberg
Equilibrium departures were detected in eight different populations, for one or two loci. High
levels of genetic differentiation and private alleles with elevated frequencies were detected,
with total Fst value of 0.357. The genetic structure of P. machrisii was analyzed with
STRUCTURE and SAMOVA softwares, and populations were grouped in four main clusters,
with secondary structure on two of these clusters. Significative levels of correlation between
genetic and geographic distances were observed for the whole dataset, however, when the
genetic groups were analyzed separately, no correlation was verified. Furthermore, the genetic
relationship between the populations was observed with a principal coordinate analysis (PCA)
and an UPGMA dendrogram. The genetic structure observed in P. machrisii suggests that
historical factors caused populations fragmentation, with subsequent geographic isolation and
high genetic differentiation between them.

Keywords: Pilosocereus machrisii, population structure, campos rupestres, microsatellites,

patchy distribution.
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1. INTRODUCAO

A familia Cactaceae apresenta cerca de 1400 espécies distribuidas em 124 géneros
(HUNT et al., 2006), com distribuicdo praticamente restrita ao continente americano, com
excecdo de uma espécie do género Rhipsalis que ocorre no sul da Africa, Madascar e Sri
Lanka (CALVENTE et al., 2011).

De acordo com dados moleculares, as espécies dessa familia possuem origem
monofilética (WALLACE e COTA, 1996; NYFFELER, 2002) e apresentam uma série de
caracteristicas que podem ser relacionadas as condigdes secas presentes nos habitats em que
ocorrem, dentre as quais podem ser enumeradas: (1) capacidade de produzir tricomas em suas
raizes, o que possibilita absorcdo imediata da precipitacdo, (2) cuticula espessa na epiderme,
(3) tecidos modificados que possibilitam a estocagem de liquidos, (4) modificacdo de folhas
em espinhos, (4) caule com pigmentos fotossintéticos e (5) o metabolismo &cido das
crassulaceas (CAM), que permite a absor¢do de gas carbbnico utilizado para a fotossintese
durante o periodo noturno, minimizando a perda de agua (NYFFELER, 2002; ARAKAKI et
al., 2011; ZAPPl et al., 2011).

Os principais centros de diversidade de espécies da familia localizam-se no sudeste
dos Estados Unidos e México, bem como na regido dos Andes, em particular no Peru e na
Bolivia. O leste do Brasil abriga o terceiro centro mais importante em diversidade de
Cactaceae, contendo cerca de 130 espécies distribuidas principalmente nos limites do
Dominio Caatinga e associadas a campos rupestres localizados no Dominio do Cerrado
(ZAPPl et al., 2011)

O género Pilosocereus € considerado um dos trés géneros de Cactaceae mais
especiosos no Brasil, compreendendo cerca de 40 especies, divididas em grupos taxondémicos
informais com base em caracteres morfologicos e distribuicdo geografica (ZAPPI, 1994;

HUNT et al., 2006). O género ocorre desde o0 Dominio da Caatinga na regido nordeste até as

Perez, MF
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regides Centro-Oeste e Sudeste do territdrio brasileiro, onde as espécies ocorrem de maneira
disjunta e associadas a areas de vegetacdo xérica. O maior centro de diversidade do género é a
regido da Cadeia do Espinhaco, no estado de Minas Gerais (ZAPPI, 1994), onde as espécies
ocorrem geralmente associadas a vegetacao de campo rupestre (GIULIETTI et al., 1997).

As espécies do género sdo subdivididas em dois subgenéneros, Gounellea e
Pilosocereus. O primeiro deles é composto por somente duas espécies (P. gounellei e P.
tuberculatus) e o segundo é subdividido em cinco grupos taxondmicos informais (P.
ARRABIDAE, P. PENTAEDROPHORUS, P. LEUCOCEPHALUS, P. AURISETUS e P.
PIAUHIENSIS).

O grupo P. AURISETUS foi descrito originalmente para abrigar as espécies P.
machrisii, P. vilaboensis, P. aureispinus e P. aurisetus (a Gltima contendo as subspécies P.
aurisetus aurisetus e P. aurisetus aurilanatus). Esse agrupamento foi realizado de acordo com
caracteristicas morfolégicas de flores e frutos, ramificacdo predominantemente no nivel do
solo, além de ocorréncia restrita a afloramentos rochosos (ZAPPI, 1994) associados aos
enclaves de vegetacdo de campo rupestre (GIULIETTI et al., 1997).

Pilosocereus machrisii tem como localidade tipo a populacdo do municipio de
Uruacu-GO e possui a distribuicdo mais ampla entre as espécies que compdem o grupo P.
AURISETUS, com um grande nimero de populacdes distribuidas principalmente na regido
central e leste do Brasil. Em uma revisao recente da familia Cactaceae (HUNT et al., 2006),
essa espécie sofreu algumas modificacdes taxonémicas. Trés tdxons considerados sinonimias
(ZAPPI, 1994; TAYLOR e ZAPPI, 2004) foram elevadas a categoria de espécie (P. parvus,
P. pusillibuccatus e P. jauruensis). Essas populacdes apresentam diferencas morfoldgicas
importantes em relacdo a P. machrisii e ocupam areas restritas localizadas nas bordas da sua

distribuicéo.

Perez, MF
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Outras populacGes atualmente classificadas como P. machrisii também apresentam
diferencas morfologicas significativas, sendo motivo de discussées em relacdo a sua posicao
taxonbmica. Essa instabilidade pode ser associada em grande parte a elevada plasticidade
fenotipica em diversas caracteristicas utilizadas na taxonomia de Cactaceae (APPLEQUIST e
WALLACE, 2002), assim como a descricdo de diversas espécies por amadores, 0s quais
adotam somente o conceito tipologico de espécie (TAYLOR e ZAPPI, 2004).

Proximo ao municipio de Posse, no nordeste do estado de Goias, Braun e Esteves
Pereira (2002) descreveram a espécie P. goianus, a qual apresenta caracteristicas
morfoldgicas singulares, principalmente na coloracdo das flores e frutos. Além disso, possuli
ocorréncia associada com afloramentos de rochas calcarias do grupo Bambui, diferentemente
das outras populacdes de P. machrisii que, segundo esses autores ocorre somente associado a
rochas areniticas e quartiziticas. Taylor e Zappi (2004) propuseram a sinonimizacdo dessa
espécie com P. machrisii, em contraponto ao que foi proposto por Braun e Esteves Pereira
(2002). Posteriormente, Hunt et al. (2006) propuseram que P. goianus seria um taxon distinto
e altamente relacionado com P. albissumus, uma espécie pertencente ao grupo P.
PENTAEDROPHORUS com ocorréncia no municipio de Unai-MG.

As populagdes de Pilosocereus localizadas na regido da Chapada dos Veadeiros,
entre 0 norte do estado de Goids e sul do Tocantins foram descritas inicialmente como P.
lindanus por Braun e Esteves Pereira (1987a) e posteriormente sinonimizadas com P.
machrisii por Zappi (1994).

Na regido de Cristalina-GO, Braun e Esteves Pereira (1987b) descreveram as
populagbes como P. cristalinensis, as quais posteriormente foram reduzidas ao nivel de
subspécie (P. machrisii subsp. cristalinensis) pelos mesmos autores (BRAUN e ESTEVES

PEREIRA, 2002). No entanto, de acordo com outros autores (ZAPPI, 1994; TAYLOR e

Perez, MF
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ZAPPI, 2004; HUNT et al., 2006), essas populacdes ainda sdo consideradas sinonimias de P.
machrisii.

De acordo com as populacdes atualmente consideradas como pertencentes a espécie,
P. machrisii € um cacto colunar com hébito arbustivo que possui cladddios eretos ramificados
somente na altura do solo (Figura 1a). A epiderme apresenta coloracdo variando de verde
escuro a verde-azulado e espinhos marrons ou avermelhados (ZAPPI, 1994; HUNT et al.,
2006). As flores possuem antese noturna, apresentando coloragédo de verde-claro a vermelho-
escuro e marrom (Figura 1b). Essas caracteristicas florais sdo compativeis com a sindrome de
polinizacdo por morcegos, sendo que aves e abelhas também sdo consideradas como possiveis
polinizadores (ZAPPI, 1994; MUNGUIA-ROSAS et al., 2010). Os frutos apresentam cores
entre vermelho-escuro e marrom e possuem polpa esbranquicada, onde ficam imersas
sementes pequenas de coloragdo marrom-escura ou preta (Figura 1c), caracteristicas que
provavelmente estdo associadas a dispersdo por passaros e morcegos (ZAPPI ,1994). Estudos
com outras espécies do género Pilosocereus apontam que passaros (GOMES et al., 2008) e
formigas (MUNGUIA-ROSAS et al., 2009) sdo dispersores importantes, de forma que eles
também podem contribuir para a sindrome de dispersdo de P. machrisii.

A reproducédo dos individuos também pode ocorrer de maneira clonal, por meio de
pedacos do cladédio que se destacam e caem no solo, gerando um novo individuo
geneticamente idéntico ao anterior (ZAPPI, 1994).

A espécie possui um conjunto dipldide de 22 cromossomos (JESUS et al., 2009), ndo
apresentando evidéncias de poliploidia, a qual é bastante frequente na familia Cactaceae

(GORELICK, 2002).

Perez, MF
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Figura 1. Caracteristicas morfologicas de P. machrisii. a)
Individuo em afloramento rochoso na populagdo de Uruagu-GO.
b) Individuo com a flor aberta na localidade do municipio de Alto
Paraiso de Goias-GO. c) Fruto maduro de um individuo da
localidade Cristalina-GO. Fotos: Arquivo Pessoal.

A ocorréncia natural de P. machrisii esta localizada nas regiGes Nordeste, Sudeste e
Centro-oeste do Brasil (Figura 2). Sua distribuicdo é naturalmente fragmentada, ocorrendo
sobre afloramentos rochosos de composi¢cdo quartzitica, arenitica ou calcéaria, associados aos
enclaves de vegetacdo de campo rupestre (GIULIETTI et al., 1997), localidades consideradas
areas prioritarias para conservacao de espécies de Cactaceae no territorio brasileiro (ZAPPI et

al., 2011).
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Figura 2. Mapa da regido leste do Brasil apresentando a distribui¢do de P. machrisii. A area
sombreada corresponde as popula¢fes amostradas e a distribuicdo total sugerida para a
espécie (ZAPPI, 1994; HUNT et al., 2006).

Devido ao padrdo de distribuicdo disjunta, P. machrisii pode ser considerado um
modelo biolégico apropriado para estudos de estrutura populacional que permitam obter
informacgdes sobre mudancas histéricas na area de distribuicdo dos enclaves de vegetacdo
xérica no dominio do Cerrado e desenvolver estratégias de conservacao para 0s taxons desses
ambientes. Muitas espécies de animais e vegetais apresentam padrdes semelhantes de
distribuicdo em outras regides do globo (HAMILTON e ECKERT, 2007; HOLSINGER e
WEIR, 2009). Esta descontinuidade na distribuicdo geografica pode favorecer a diferenciacao
das populacdes ao longo do tempo por meio da deriva genética ou selecdo natural
diversificadora, tornando-as estruturadas geneticamente e causando a reducéo da variabilidade
genética dentro das populacdes e 0 aumento dessa variabilidade entre elas (HOLSINGER e

WEIR, 2009).
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Apesar do padrdo de distribuicdo geografica ser um fator importante, a estrutura
genética de uma espécie ndo € resultante apenas de fatores contemporaneos, como deriva
genética, fluxo génico e selecdo natural (SLATKIN, 1987), mas também pela acdo de fatores
histéricos, como eventos de fragmentacdo (vicariancia), expansao, gargalo populacional e
colonizacdo a longa distancia (HEWITT, 2000). Estudos que permitem entender os niveis de
estruturacdo genética de uma espécie, bem como as causas histdricas e atuais responsaveis por
tal estruturacao, sdo fundamentais para o conhecimento de suas historias evolutivas e para a
definicdo de estratégias de conservacdo. Espécies com padrdo de distribuicdo disjunta e
fragmentada sdo importantes modelos para esse tipo de estudo, uma vez que o fluxo génico
restrito entre suas populacdes pode resultar em baixa diversidade genética, aumentando o
risco de extingdo das populacbes (FRANKHAM, 2005). No entanto, as elevadas taxas de
diferenciacdo genética resultantes desse padrdo de distribuicdo podem resultar em linhagens
evolutivas distintas com grande potencial evolutivo, podendo proporcionar o surgimento de
novas unidades taxondmicas (LESICA e ALLENDOREF, 1995; DAVIS e SHAW, 2001).

Moraes e Sene (2007) estudaram a variacdo em locos de DNA microssatélite na
espécie cactofilica Drosophila gouveai, a qual utiliza P. machrisii como hospedeiro para
criacdo das larvas e, portanto, possui uma distribuicdo geografica que sobrepde em grande
parte a distribuicdo de P. machrisii. Esses autores inferiram que a estruturacdo genética das
populacbes foi formada predominantemente por fatores demogréficos histéricos, sendo que
fatores atuais como o fluxo génico possuem menor importancia. Em outro estudo com D.
gouveai utilizando sequéncias de DNA mitocondrial, Moraes et al. (2009) confirmaram essas
conclusdes e apresentaram evidéncias da ocorréncia de eventos ciclicos de expansdo
populacional a partir do norte e em direcdo ao sul da distribuicdo da espécie durante o

Pleistoceno médio e posterior isolamento das populagdes.
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Esses resultados sdo compativeis com a hipdtese de uma distribuicdo mais ampla das
areas de vegetacdo xerofita nas regides central e leste do Brasil, ocasionada por eventos de
mudancas climaticas durante o Pleistoceno (PRADO e GIBBS, 1993; PENNINGTON et al.,
2000, 2004). A partir de um estudo sobre a estrutura genética de Astronium urundeuva, uma
espécie arborea que possui distribuicdo disjunta associada a uma unidade vegetacional
denominada floresta tropical sazonalmente seca (SDTF;, PRADO e GIBBS, 1993;
PENNINGTON et al., 2000), Caetano et al. (2008) também obtiveram resultados que
apontam para uma distribuicdo mais ampla dessa espécie no passado. Levando-se em conta a
sobreposicao parcial na distribuicdo de A. urundeuva e D. gouveai e a ocorréncia de ambas as
espécies em areas de vegetacdo xerofita, as alteracbes histéricas verificadas em suas
distribuicbes geogréaficas podem ter sido causadas pelos mesmos eventos paleocliméaticos no
leste da América do Sul (MORAES et al., 2009). Da mesma forma, esses eventos historicos
podem ter causado alteracfes demograficas em P. machrisii, contribuindo para moldar a
estrutura genética atual da espécie.

A utilizacdo de marcadores moleculares é uma ferramenta importante para estimar 0s
parametros de estrutura populacional, ocorréncia de fluxo génico em populagdes naturais e
realizar inferéncias sobre a historia evolutiva dos tdxons estudados. Dentre esses marcadores,
um dos mais utilizados sdo os locos de marcadores microssatélites (SELKOE e TOONEN,
2006; SUNNUCKS, 2000; SCHLOTTERER, 2004), os quais t&ém sido amplamente utilizados
em estudos populacionais e ecoldgicos para estimar parametros como estrutura populacional,
taxa de migracdo, tamanho populacional efetivo, ocorréncia de flutuagdes historicas no
tamanho populacional e grau de parentesco (OLIVEIRA et al., 2006).

Os microssatelites consistem em sequéncias pequenas de nucleotideos (1 a 6 pares de
bases) repetidas em serie, ocorrendo em alta frequéncia e bem distribuidas ao longo do

genoma (TOTH et al., 2000). As mutacdes em regides de microssatélites provocam alteragdes
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no numero de repeticdes em taxas significativamente mais altas que as observadas para
substituices de bases, variando entre 10% a 10° nucleotideos por loco por geracio
(SCHLOTTERER, 2000). Geralmente se encontram localizados em regiGes ndo-codificadoras
do genoma (HANCOCK, 1995), sendo assumidos na maioria das vezes como seletivamente
neutros, ou seja, a variacao existente ndo sofre efeito da selecdo natural (ELLEGREN, 2004).
Outra caracteristica importante é o fato desses marcadores serem codominantes,
possibilitando diferenciar os individuos heterozigotos, o que torna os microssatélites mais
informativos que outros marcadores dominantes (SELKOE e TOONEN, 2006).

Os diferentes alelos para um loco de marcadores microssatélites sdo identificados por
diferencas no tamanho de produtos de PCR revelados por andlise eletroforética, sendo
assumido que alelos do mesmo tamanho sdo idénticos por origem. No entanto, € importante
considerar a ocorréncia de homoplasias, ou seja, a existéncia de alelos iguais em estado (i.e.
possuem 0 mesmo tamanho ou numero de repeticdes), mas que ndo sdo iguais por
descendéncia (ESTOUP et al., 2002).

O modelo de mutacdo Stepwise mutation model (SMM), desenvolvido por Ohta &
Kimura (1973) é um dos mais utilizados em estudos com microssatélites, uma vez que neste
modelo é assumido que novos alelo sdo formados pela adicdo ou diminui¢do de apenas uma
repeticdo em uma taxa fixa, independente do nimero total de repeticdes. A ocorréncia de
homoplasias nos locos de DNA microssatélite é prevista pelo modelo SMM, uma vez que as
mutacdes podem tanto aumentar como diminuir o tamanho de alelos diferentes, alelos com o
mesmo numero de repeticbes podem ser gerados independentemente.

O efeito homoplasico € potencializado pelo fato dos locos de DNA microssatélite
sofrerem restricdes quanto ao nimero maximo de repeticdes (POLLOCK et al., 1998) e
estarem sujeitos a mutacdes que gerem novos alelos a partir de diferencas de mais de uma

repeticdo (SELKOE e TOONEN, 2006).
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Kruglyak et al. (1998) defendem que a restricdo no numero de repeticdes é causada
por mutacdes de ponto que ocorrem dentro das regides repetitivas. Segundo esses autores, as
mutacdes de ponto restringem o tamanho dos alelos por gerarem um balanco entre o efeito de
mutacdes do tipo stepwise, relacionadas com o maior niumero de repeticGes e as mutacdes de
ponto, que interrompem as longas repeticdes em serie.

Adams et al. (2004) encontraram pouco efeito da homoplasia em analises
populacionais, verificando uma ocorréncia maior desses eventos em microssatélites
interrompidos (i.e. possuem a sequéncia de unidades de repeticdo interrompidas por um ou
mais nucleotideos) e compostos (dois ou mais tipos de unidades repetitivas) em comparacdo
com microssatélites perfeitos. Apesar dessa maior ocorréncia de homoplasia em locos néo-
perfeitos, Adams et al. (2004) sugerem que estes locos sejam utilizados no caso de pouca
disponibilidade de marcadores perfeitos, uma vez que a utilizacdo de um numero maior de
locos é um fator que diminui os efeitos da homoplasia.

Grande parte dos estudos sobre estrutura genética populacional tem utilizado o
parametro Fst, da estatistica-F de Wright (WRIGHT, 1951), para descrever os niveis gerais
da distribuicdo da variacdo genética entre as populac@es. No entanto, apesar da facil aplicacdo
e eficiéncia para medir a estruturacdo genética, esse parametro ndo permite distinguir de
maneira direta a contribuicéo relativa dos fatores histéricos e contemporaneos que levaram a
estrutura observada entre as populagdes (NIELSEN e WAKELEY, 2001; PEARSE e
CRANDALL, 2004).

Atualmente, uma variedade de métodos analiticos que utilizam estatisticas Bayesianas
e de maxima verossimilhanca estd expandindo a eficiéncia e os tipos de informacdo que
podem ser obtidas a partir de dados genéticos, permitindo refinar as inferéncias sobre a
importancia relativa de fatores historicos e contemporaneos relacionados com a estruturagdo

genética das populagdes (PEARSE e CRANDALL, 2004). Acompanhando o
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desenvolvimento desses metodos, ha uma variedade de novos programas computacionais
voltados para a analise de dados genéticos, tornando necessaria a publicacdo de guias gerais
de uso desses programas e discussdes sobre as premissas assumidas em cada método

(PEARSE e CRANDALL, 2004; EXCOFFIER e HECKEL, 2006).
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O objetivo do presente estudo foi analisar a estrutura populacional e o nivel de
diversidade genética da espécie P. machrisii, por meio do marcador molecular de DNA
microssatélite. Os resultados das analises permitiram realizar inferéncias sobre a historia
demogréfica e evolutiva dessas populacdes, verificando sinais sobre alteracGes historicas em

sua distribuicdo e no nivel de conexdo entre elas.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Amostras e extracdo de DNA

Foram coletados tecidos de segmentos da raiz de 8 a 30 individuos pertencentes a 12
populacdes (Tabela 1), abrangendo a maior parte da distribuicdo de P. machrisii. A distancia
minima de 10 metros entre cada individuo foi guardada, de forma a diminuir a probabilidade
de amostragem de clones. O material obtido foi armazenado em nitrogénio liquido, sendo

posteriormente depositado em um freezer -80°C.

Tabela 1. Localidades onde foram realizadas coletas de material bioldgico de individuos da
espécie P. machrisii.

NUmero de individuos

Municipio Coordenadas Geograficas
coletados

Brotas-SP (BRO) S22°17°25.5 10
W 47°57°57.9”

Morro do Forno - Altinopolis-SP (FOR) S21%05°43.8 21
W 47°20°03.2”

Furnas-MG (FUR) $20°38°53.4 ’1
W 46°19°16.4

Delfindpolis-MG (DEL) S 20°21°44.5 20
W 46°44°59.4”

Formosa-GO (FMS) S 15°14°00.3 -
W 47°09°10.8”°

Alto Paraisol-GO (APAL) S 14°12°34.3 20
W 47°29°15.2”

Alto Paraiso2-GO (APA2) S 13°55’33.6 -
W 47°25°47.5

Aurora do Tocantins-TO (ART) S 12°36734.6 o
W 46°24°10.1”

Uruagu-GO (URU) S 14°33°27.4 20
W 49°09°23.3”

Cristalina-GO (CRI) S 16°47°43.6 -
W 47°34°10.7”°

Posse-GO (POS) S 14°15°16.7 18
W 46°21°49.2”°

Barreiras-BA (BAR) S 12°05°45.2 ”
W 45°02°57.5”

Total 041
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2.2 Locos de DNA microssatelite

A genotipagem dos individuos foi realizada a partir da utilizacdo de 10 dos 11 locos de
DNA microssatélite previamente descritos por Perez et al. (2011) (Tabela 2). O loco
Pmacl135, descrito nesse mesmo estudo, foi descartado das analises por apresentar
amplificacBes consistentes somente nas populacfes localizadas na regido Sul da distribuicéo
da espécie (BRO, FOR, FUR e DEL).

Para os locos utilizados nas analises, o procedimento de genotipagem dos individuos
foi realizado por meio da marcacdo de produtos de PCR com moléculas de fluorocromo,
utilizando o sistema primer tail (SCHUELKE, 2000). Neste procedimento a sequéncia de
DNA do iniciador universal M13 é unida a extremidade 5’ do iniciador forward especifico de
cada locos. Apds os primeiros ciclos de PCR, sdo gerados fragmentos com a sequéncia
complementar ao iniciador universal, o que possibilita que uma nova sequéncia M13 marcada
com um fluorocromo especifico (NED, de cor preta ou 6-FAM, de cor azul) hibridize com os
fragmentos gerados, possibilitando o reconhecimento do tamanho do fragmento quando
analisado com um sequienciador automatico.

As reacOes foram realizadas em um volume de 10uL, contendo 1 pul. de DNA
(5-50ng/pL), 1X de tampéo padrdo para PCR (Promega), 0,2 mM de cada dNTP, 0,25 uM de
cada um dos 3 iniciadores, 0,5 U de Taqg DNA polimerase (Promega) e 1,5 mM de MgCI2. As
condicBes fisicas empregadas seguiram dois protocolos diferentes. Para os iniciadores com
temperatura de hibridizacéo igual ou abaixo de 54°C os parametros do termocilador utilizado
(Mastercycler Gradient, Eppendorf) foram 94°C por 2 minutos; 35x (94°C por 40 segundos,
temperatura de hibridizacdo especifica por 40 segundos, 72°C por 40 segundos); 72°C por 10
minutos. Para aqueles iniciadores com temperatura maior que 54°C, foi realizado um

procedimento de touchdown para as temperaturas de hibridizacdo, no qual 25 ciclos foram
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efetuados na primeira temperatura, seguidos de um decréscimo de 2°C por ciclo até que a

segunda temperatura fosse alcancada e mantida em oito ciclos finais.

Tabela 2.

varia¢do no tamanho dos alelos e temperaturas de hibridizagdo padronizadas (Ta).

Relacdo dos 10 locos de DNA microsatellite utilizados para as genotipagens em
Pilosocereus machrisii. Sequéncias dos iniciadores forward (F) e reverse (R), unidades repetitivas,

Variagéo
Loco Unidade Repetitiva Sequéncia do iniciador (5'-3") Ta(°C) dos alelos
(pb)*
Pmac082 (GAG)s(GAA), F: GTAAAAGAGGAGGATGGAGAGG 56 99-114
(GAG),GAA(GAG); R:CTTCTTCTTGCTAGGTTTCTCG

Pmac084 (AG)sCG(AG); F: CATAAATTGCAGAAATGAGGAC 60 88 - 108
R: AGGTAAACCGCTAACTCGATG

Pmac085 (AG)sAC(AG);AC F: CCCCTCACTTCTCCAATCTC 54 90 - 100

(AG), R: TCCCTCCTTCTTTTGTGTTC

Pmacl01 (TC);sTATG (TA); F: TGATAGCTGCAACGATGTC 52 108 -144
R: CATTTGTTTTGTTGTTTGCTTCAC

Pmacl102 (AG)y F: TCTATAAGTGCCGATGGATGC 60 118-144
R: CACACCTCACTCCCAACCTC

Pmacl108 (AG)u(TG), F: TGAATGTCTGCCATTAGAAAGC 52 117-165
R: TAATCGCCCCAAAGAAGAAC

Pmac128 (TC)sTT(TC)1(AC)1w F: GTGTTGATTGTACTCTTCAG 60 126 -154
R: CTAACCCTTTGTATACATGC

Pmac130 (AG);CA(AG), F: GAGGTGCCAATAAATCG 58 131-161
R: TGTCACGCAATCTTGAACC

Pmacl46 (AG)y F: ACCCGACATCCCACTTGTAG 64  131-173
R: TAGTCTGAAACGGAGCAAGG

Pmacl49 (TC)y F: TTCATCCTGCTTTTGAAGTTTG 62  156-178

R: TGATGGATTAGGATTGACCTG

*A variagdo alélica apresentada considera os 18pb do iniciador universal M13, assim como

apresentado em Perez et al., (2011).

As reacgOes de amplificagdo dos loco Pmac101 e Pmacl108 foram modificadas em

algumas populagdes, pois apresentaram altos indices de amplificacBes inespecificas. Nesses

casos, foi adotada a modificacdo sugerida por Arruda et al. (2010), que consiste em adicionar

o iniciador marcado com fluorocromo somente nos oito ultimos ciclos da PCR, visando

diminuir as amplificagdes inespecificas.

Os produtos de PCR marcados foram enviados ao Centro de Estudos do Genoma

Humano (CEGH) do Instituto de Biociéncias da Universidade de S&o Paulo ou ao

Departamento de Tecnologia da Faculdade de Ciéncias Agréarias e Veterinarias (FCAV) do
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campus Jaboticabal da Universidade Estadual Paulista, onde foram genotipadas em um
sequenciador ABI PRISM 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems) utilizando LIZ 500
(Applied Biosystems) como padrdo de tamanho. As genotipagens foram analisadas com o

programa GeneMarker v1.91 (SoftGenetics).

2.3 Analise dos dados
2.3.1 Indices de Diversidade

A presenca de individuos com genotipos identicos foi testada a partir do método
implementado no programa GIMLET 1.3.3 (VALIERE, 2001), uma vez que os individuos de
P. machrisii podem apresentar propagacdo vegetativa, 0 que resultaria na analise do mesmo
gendtipo mais de uma vez.

A diversidade genética dentro das populacdes foi estimada utilizando o programa
FSTAT (GOUDET, 1995), por meio da estimativa das frequéncias alélicas, nimero de alelos
por loco (A), heterozigosidade observada (H,) e esperada (He). O parametro H, foi estimado
para cada populacdo por meio do método nao viesado de Nei (1987).

Além disso, a riqueza alélica (Ar), uma medida do nimero de alelos estimada
independentemente do tamanho amostral também foi calculada. Essa estimativa adota o
menor tamanho amostral entre as populacdes analisadas, permitindo comparacées menos
viesadas entre amostras com tamanhos diferentes (EL MOUSADIK e PETIT, 1996). As
localidades BRO e ART foram desconsideradas dessa analise por apresentarem tamanhos
amostrais muito menores que as outras populagoes.

Para verificar a significancia estatistica das diferencas nos niveis diversidade genética
entre as populagdes foram comparadas as estimativas de heterozigosidade esperada (He) e de

numero de alelos por loco (A), por meio do teste de Wilcoxon (Wilcoxon Sign Rank Test,
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Wilcoxon, 1945), esses testes foram realizados no programa R (R DEVELOPMENT CORE
TEAM, 2012).

O nivel de endogamia dentro das populac6es foi estimado usando o programa FSTAT
(GOUDET, 1995), a partir dos desvios médios em relacdo as proporcGes do Equilibrio de
Hardy-Weinberg (EHW) e pelo calculo do coeficiente de endocruzamento (Fs) da estatistica-
F de Wright (WRIGHT, 1951).

A ocorréncia de desequilibrio de ligacdo entre pares de locos também foi testada em
cada uma das populacées com o programa Arlequin 3.11 (EXCOFFIER et al., 2005), por
meio de 10000 permutacBes. A significancia estatistica dos testes foi realizada apos a
aplicacdo de correcdo sequencial de Bonferroni para mdltiplos testes com 0=0,05 (RICE,

1989).

2.3.2 Diferenciacéo Populacional

A diferenciacdo entre as populagdes para os marcadores microssatélites foi avaliada
por meio do indice de fixacdo Fst, calculado a partir do estimador 6 (WEIR e
COCKERHAM, 1948) com o programa FSTAT (GOUDET, 1995). Esse parametro pode ser
definido como a proporcdo de diversidade genética devido as diferencas alélicas entre as
populagdes ou como a correlagdo entre os alelos de uma populacdo em relacdo a todas as
populaces (HOLSINGER e WEIR, 2009). O nivel de diferencia¢do populacional também foi
evidenciado a partir de estimativas do nimero e frequéncia de alelos exclusivos em cada uma
das populacdes por meio do programa GENALEX6 (PEAKALL e SMOUSE, 2006). Somente

alelos com frequéncia maior que 10% foram considerados nessa analise.
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2.3.3 Estrutura Populacional

A estrutura populacional em P. machrisii foi investigada a partir da analise bayesiana
implementada no software STRUCTURE 2.3 (PRITCHARD et al., 2000; HUBISZ et al.,
2009). Esta analise tem como objetivo inferir 0o nimero mais provavel de grupos de
individuos intercruzantes (K) na amostra total. O delineamento dos grupos é realizado
descartando a informacéo sobre a localizacdo geografica dos individuos e com base apenas
em seus genotipos, buscando identificar agrupamentos populacionais com os menores indices
de desequilibrio de ligacdo e maximizando as propor¢des do EHW. A quantidade mais
provavel de grupos genéticos (K) foi estimada a partir dos resultados de dez simulacbes
simultaneas independentes, permutados com o programa CLUMPP (JAKOBSSON e
ROSENBERG, 2007). Para cada uma das simula¢des, 1.100.000 intera¢6es foram realizadas,
sendo as 100.000 interacdes iniciais descartadas (burn-in), com ndmero de grupos variando de
um a 13, de acordo com a quantidade de populacdes amostradas. Foi utilizado o modelo que
admite mistura de genotipos entre as populacfes e frequéncias alélicas correlacionadas. A
representacdo grafica dos resultados foi realizada com o programa DISTRUCT
(ROSENBERG, 2004). Os resultados foram analisados a partir da estatistica AK proposta por
Evanno et al. (2005), que torna mais objetiva a interpretacdo do nimero provavel de grupos
em comparacao com o método proposto originalmente (PRITCHARD et al., 2000). Dado que
a analise dos resultados por meio da estatistica AK apresenta a tendéncia de capturar somente
a estruturacdo primaria presente nos dados (EVANNO et al., 2005), os agrupamentos
formados com valores maiores de K também foram avaliados.

A distribuicéo da variabilidade genetica dentro e entre os grupos formados pela analise
bayesiana no programa STRUCTURE foi investigada pela analise de variancia molecular
(AMOVA) hierarquica a partir dos valores de Fst, com o auxilio do programa Arlequin 3.11

(EXCOFFIER et al., 2005). O nivel principal de estruturacdo genética ¢ determinado pelos
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agrupamentos em que a variacdo genética entre as populacdes de grupos diferentes é maior
que a variacao dentro desses grupos.

A estruturacdo genética de P. machrisii também foi analisada por meio do método
bayesiano implementado no programa SAMOVA (DUPANLOUP et al. 2002), o qual
considera a variacao genetica e a localizacdo geografica das populacdes para definir grupos de
populacdes similares geneticamente e proximas geograficamente. Esse método busca
maximizar a diferenciacdo genetica entre grupos (Fcr), sem utilizar premissas em relagéo ao
EHW ou desequilibrio de ligacdo entre os locos (DUPANLOUP et al.,, 2002). Os
agrupamentos geograficos foram determinados por meio de 100 simulacGes a partir dos
valores de Fst. O numero de grupos (K) foi obtido testando valores crescentes, até que fosse
observada uma maior variacdo genética entre grupos em relacdo a variacdo dentro de cada
grupo.

A partir dos agrupamentos formados pela estruturacdo principal sugerida pelas
analises com STRUCTURE e SAMOVA, foi realizada uma segunda analise com o programa
STRUCTURE para inferir a presenca de subestruturacdo genética, de acordo com o
procedimento apresentado por Vaha et al. (2007). Nesse procedimento os individuos de cada
um dos grupos genéticos determinados pela estatistica AK sdo retirados do conjunto de dados

e analisados separadamente, até que nenhuma estruturacdo genética seja detectada.
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2.3.4 Deteccdo de Migrantes

A presenca de individuos migrantes nas populacdes analisadas foi inferida a partir do
método bayesiano implementado no programa STRUCTURE 2.3 (PRITCHARD et al., 2000;
HUBISZ et al., 2009). Nessa analise, as informacOes geograficas foram incorporadas e o
numero de grupos foi fixado de acordo com o nimero de populacdes amostradas (K=12). Esta
analise estima a probabilidade posterior dos individuos pertencerem a populacdo onde foram
coletados ou de serem migrantes ou descendentes de migrantes até a segunda geracdo. A
analise identifica migrantes a partir do estabelecimento de uma probabilidade minima (0,5) do
gendtipo de um determinado individuo pertencer a populacdo onde este foi amostrado.
Individuos com valores abaixo desse valor de corte foram considerados migrantes ou
descentes de migrantes e a provavel populacdo-fonte foi determinada pelo maior valor de
probabilidade do gendtipo desse individuo entre as populacGes amostradas.

Uma segunda estatistica proposta por Cornuet et al. (1999) e implementada no
programa GENECLASS2 (PIRY et al., 2004) também foi realizada para complementar 0s 0s
resultados obtidos na andlise anterior. Diferentemente do procedimento realizada pelo
programa STRUCTURE, a analise proposta por Cornuet et al. (1999) permite detectar
potencias migrantes nas populagdes analisadas provenientes de popula¢des ndo amostradas
(MANEL et al. 2002).

A anélise com o programa GENECLASS foi realizada em duas etapas, primeiramente,
somente a probabilidade de um individuo ser migrante de uma populacdo ndo amostrada foi
estimada, por meio dos valores de verossimilhanca de um determinado individuo pertencer a
populacdo onde foi amostrado (L_home). Esse método é considerado apropriado quando néao
hé certeza de que todas as populacdes foram amostradas (PAETKAU et al., 2004; PIRY et al.,
2004). Além disso, a probabilidade de um individuo ser migrante de uma populacéo

amostrada foi estimada por meio da razéo entre a verossimilhanca de um individuo pertencer
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a populacdo onde foi amostrado e o valor maximo de verossimilhanca desse individuo entre
as populacBes amostradas (L_home/L_max). Essa estatistica foi calculada por ser considerada
mais informativa quando todas as populacfes sdo amostradas (PAETKAU et al., 2004). Para
a realizacdo das duas analises, foram utilizados o critério bayesiano de Rannala e Mountain
(1997) e 0 método de Paetkau et al., (2004) a partir de 10.000 reamostragens. O parametro
alpha, que determina a probabilidade de ocorréncia de erros do tipo I, foi fixado em 0,01, de

acordo com o procedimento sugerido por Paetkau et al. (2004) para dados simulados.

2.3.5 Relacgdo Entre as Distancias Genéticas e Geograficas

A correlacdo entre as distancias geograficas e genéticas foi estimada a partir de um
teste de Mantel (MANTEL, 1967). As distancias genéticas foram estimadas pelo parametro
Fst para cada um dos pares de populacgéo, linearizados de acordo com o método proposto por
Slatkin (1995) pela férmula Fst/(1-Fst). As probabilidades dos valores foram obtidas por
meio de 999 permutagOes. Todas as estimativas referentes ao teste de Mantel foram realizadas
com o programa GENALEX6 (PEAKALL e SMOUSE, 2006). A analise foi realizada
primeiramente com todo o conjunto de dados e posteriormente considerando os agrupamentos
obtidos pelo programa STRUCTURE.

Com o objetivo de inferir em quais escalas de distancia geografica esta associagdo foi
mais importante, a autocorrelacdo espacial (geografica) da diferenciacdo genética também foi
estimada de acordo com o método implementado no programa GENALEX6 (PEAKALL e
SMOUSE, 2006). Nessa analise também foram utilizados os valores de Fsr linearizados para
cada par de populagdes. Esse método estima a similaridade genética entre pares de populacdes
dentro de diferentes classes de distancia geografica, permitindo revelar a possivel associacdo
da diferenciacdo genética com a distancia geografica em diferentes escalas geograficas

(SMOUSE e PEAKALL, 1999). Foram estabelecidas 12 classes de distancias (0-121; 121-
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170; 170-229; 229-302; 302-354; 354-522; 522-681; 681-741; 741-799; 799-934 e 934-1184,
distancias medidas em quilémetros), selecionadas de forma a igualar o nimero de pares de

populacdes em cada uma das classes.

2.3.6 Relacgdes Geneticas entre as Populacdes

A relacdo de similaridade genética entre as populacGes foi analisada através da
distancia genética Dc “chord distance” (CAVALLI-SFORZA e EDWARDS, 1967) entre
pares de populacBes. De acordo com Laval et al. (2002), esse método de distancia €
apropriado para estimar a diferenciacdo entre populacdes ou espécies altamente
relacionadas, com pouco tempo de divergéncia. Outra caracteristica importante é o fato das
distdncias genéticas estimadas por esse método serem livres da influéncia causada por
alteracdes no tamanho populacional ou diferencas na taxa de mutacao entre os locos, dando
énfase apenas ao numero e frequéncia de alelos compartilhados entre populacbes
(CHAPUIS e ESTOUP, 2007). Além disso, a utilizacdo de locos de microssatélites
compostos ou interrompidos, os quais frequentemente violam as premissas dos modelos
mutacionais propostos especificamente para microssatélites (ESTOUP et al., 2002), realcam
a importancia de utilizar um método de distancia como o Dc, que ndo considera diferencas
nas taxas de mutacao entre os locos.

Os valores de distancia obtidos foram utilizados na constru¢do de um dendrograma
pelo método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean; SNEATH e
SOKAL, 1973) e na realizagdo de uma analise de coordenadas principais (PCA).

A construcdo do dendrograma foi realizada como o programa POPULATIONS
(LANGELLA, 1999; Figura 6), com a consisténcia dos ramos estimada a partir de 1.000

pseudoreplicacdes de bootstrap nos individuos. A fim de avaliar a confiabilidade da arvore
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obtida em representar a matriz de distancias, o coeficiente de correlacdo cofenética foi
estimado com o programa NTSYSpc2.1 (ROHLF, 2000), a partir de 1000 permutacdes.

Para complementar as relagdes entre as populacGes observadas com a analise
bayesiana de estruturacdo genética hierarquica e com a arvore UPGMA, duas analises de
coordenadas principais (PCA) foram realizadas com o programa GENALEX6 (PEAKALL e
SMOUSE, 2006), utilizando a distancia Dc (CAVALLI-SFORZA e EDWARDS, 1967).
Primeiramente foram consideradas as distancia calculadas entre todos os individuos, para
verificar o nivel de estruturacdo principal. A segunda andlise foi realizada com as distancias

médias entre populac¢des, facilitando a visualizacdo dos outros niveis hierarquicos.

Perez, MF



RESULTADOS 36

3. RESULTADOS
3.1 indices de Diversidade

A andlise de deteccdo de genotipos idénticos ndo resultou em nenhum par de
individuos identificados como possiveis clones, com isso todos os individuos foram mantidos
nas analises posteriores.

Os niveis de diversidade obtidos foram relativamente similares nas populagdes
analisadas (Tabela 3), com excecdo das amostras populacionais de BRO (Hg=0,302) e BAR
(He=0,351; Ag=2,7), que apresentaram indices menores. As popula¢des restantes apresentaram
valores de heterozigosidade esperada variando de 0,428 em FUR a 0,570 em APA2. Os
valores de riqueza alélica variaram de 3,2 em FOR a 4,3 alelos em APA2. No entanto, as
diferencas entre os indices de diversidade entre BAR e as outras populacdes somente foram
estatisticamente significativos em relacdo a POS (para Hg) e em relacdo a APA2 e URU (para
A), de acordo com teste de Wilcoxon (P<0,05). No caso de BRO, as estimativas de He foram
estatisticamente diferentes de APA2 e POS, enquanto as estimativas de nimero de alelos por
loco (A) foram significativamente diferentes em relacdo a todas as populagdes, exceto FMS,
BAR e ART.

Desvios significativos em relagdo as proporcdes do EHW foram observados em sete
populacbes apds a correcdao de Bonferroni (RICE, 1989; o=0,05). Desse total, cinco
populagdes apresentaram desvios em apenas um ou dois locos (DEL, APA1l, APA2, URU e
CRI) e as outras duas ndo apresentaram desvios em nenhum loco especifico (ART e POS). O
loco Pmac146 apresentou desvios em oito populacGes. As populagcdes com seus valores do
coeficiente de endogamia (Fs) e os locos e que apresentaram estimativas significativas estdo
representados na Tabela 3.

Foram realizados no total 540 testes testes de desequilibrio de ligagéo, seis pares de

locos (1,11% do total) apresentaram resultados significativos apos a correcdo de Bonferroni
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(RICE, 1989; 0=0,05), sendo somente dois testes significativos entre 0 mesmo par de locos

(Pmacl101 e Pmac146) e trés estatisticamente significativos para a mesma populacdo (POS).

Tabela 3. Pardmetros de variabilidade genética estimados ao nivel populacional em P.
machrisii. A, namero médio de alelos por loco; Ho, heterozigosidade média observada; He,
heterozigosidade média esperada, estimada pelo método de Nei (1987); Ag, riqueza alélica; Fis,
valor do coeficiente de endocruzamento; EHW, locos com desvios significativos em relacdo as
proporcdes do Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Populacéo N A Ho He Agr Fis EHW
Brotas-SP (BRO) 10 2,1 0,250 0,302 - 0,221 -
Altin6polis-SP (FOR) 21 39 0,379 0443 3,2 0,169 Pmac146
Furnas-MG (FUR) 21 40 0,367 0,428 3,3 0,167 Pmacl146
NPT ~ Pmacl01
Delfindpolis-MG (DEL) 30 45 0413 0,500 35 0,190 PMacld6
Formosa-GO (FMS) 22 4,1 0,489 0516 34 0,084 -
Alto Paraisol-GO (APA1) 20 5,2 0,392 0510 4,2 0,259*  Pmac146
Alto Paraiso2-GO (APA2) 25 55 0400 0570 43 0323« Pmacdd
Pmac146
Aurora do Tocantins (ART) 8 40 0417 0,513 - 0,280* -
+ Pmacl01
Uruacu-GO (URU) 20 44 0411 0,497 3,6 0,201 Pmacl46
Cristalina-GO (CRI) 25 45 0350 0470 36 0281 Pmacl2®
Pmacl46
Posse-GO (POS) 18 45 0,436 0559 3.8 0,252* -
Barreiras-BA (BAR) 21 32 0300 0351 27 0,170 Pmac146
Média 20,08 4,16 0,384 0,472 3,56 0,206*

*Testes significativos apds correcdo de Bonferroni (RICE, 1989; 0=0,05)

3.2 Diferenciacéo Populacional

O resultado obtido para a estimativa de Fst apontou uma alta e significativa
diferenciagdo entre as populagdes (6=0,357; IC95%: 0,272-0,458).

Alelos exclusivos com elevada frequéncia foram verificados em seis populagdes. A
populacdo ART apresentou o maior nimero (oito) de alelos exclusivos com frequéncia acima
de 10%, enquanto as populacGes BRO e CRI apresentaram um alelo cada e as populacGes
POS, URU e BAR apresentaram trés desses alelos (Tabela 4).
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Tabela 4. Alelos exclusivos de DNA microssatélite com frequéncias acima de 10% em
populagdes de P. machrisii.

Populacéo (Loco) Alelo  Frequéncia Populacéo (Loco) Alelo  Frequéncia
BRO (Pmac108) 117 0,650 URU (Pmac108) 161 0,500
ART (Pmac102) 132 0,167 URU (Pmac149) 176 0,275
ART (Pmac102) 140 0,250 CRI (Pmac82) 105 0,200
ART (Pmac102) 142 0,167 POS (Pmac85) 94 0,250
ART (Pmac102) 144 0,250 POS (Pmac108) 145 0,115
ART (Pmac108) 143 0,333 POS (Pmac108) 151 0,192
ART (Pmac130) 153 0,250 BAR (Pmac82) 99 0,238
ART (Pmac130) 161 0,188 BAR (Pmac128) 126 0,238
ART (Pmac149) 178 0,125 BAR (Pmac130) 131 0,167
URU (Pmac108) 159 0,278

3.3 Estrutura Populacional

A andlise bayesiana do programa STRUCTURE a partir do calculo AK (Figura 3)
apontou para a estruturacdo dos individuos em dois grupos principais (K=2). O primeiro
grupo foi formado por populac6es localizadas no sul da distribuicdo da espécie (BRO, FUR,
DEL e FOR). Um segundo agrupamento foi formado pelas populacdes CRI, FMS, POS,
APAL, APA2, URU, BAR e ART, localizadas nas porcdes central e norte da distribuicdo da
espécie. Foi observado um segundo pico na curva dos valores de AK para os resultados da
estruturacdo em quatro grupos (K=4; Figura 3). Neste resultado, um primeiro grupo,
denominado Sudeste, foi composto por individuos de populagdes da regido Sudeste do Brasil
(BRO, FUR, DEL e FOR). Os individuos das popula¢bes FMS, APA1l, APA2 e ART,

localizadas no Brasil Central (norte de Goias e sul do Tocantins), formaram um segundo
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grupo, denominado Central. Um terceiro grupo foi formado pelos individuos da populagédo
URU, localizada também no Brasil Central. As amostras da regido noroeste do Estado de
Goiés, pertencentes a duas populacGes localizadas no leste (CRI) e nordeste (POS) do Estado
de Goias, em conjunto com a populacdo BAR no oeste do Estado da Bahia, formaram o
quarto grupo, denominado Nordeste.

2500

2000

1500

AK

1000

500

2 4 6 8 10 12
K

Figura 3. Resultado graficos da andlise para identificacdo do valor mais
provavel de K a partir da estatistica AK (EVANNO et al., 2005), calculado
por meio de 10 replicacdes.

A AMOVA hierarquizada considerando esses dois valores de K (K=2 e K=4), assim
como o valor intermediério entre eles (K=3), demonstrou que somente a organizagdo das
populagbes em quatro grupos apresentou maior variagdo entre grupos em relacdo aquela
observada dentro dos grupos (Tabela 5), evidenciando que esse agrupamento explicou melhor
a estrutura populacional principal.

Os resultados da SAMOVA também indicaram que 0 menor nimero de grupos em que

a variacdo entre os grupos de populacdes foi maior que a variagdo dentro dos grupos foi K=4.
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Nesse resultado, as populacdes foram reunidas nos mesmos grupos apontados pelo programa
STRUCTURE. Para K=2, o resultado da SAMOVA formou um agrupamento diferente
daquele do programa STRUCTURE, com um dos grupos contendo somente BAR e 0 outro
contendo todas as outras populacfes. Esse agrupamento apresentou um indice de variacdo
entre as populacdes maior que o agrupamento sugerido pelo STRUCTURE (Tabela 5),
embora o valor de Fsg para essa analise ndo foi significativo. Os resultados para as analises
AMOVA e SAMOVA estdo representados na Tabela 5.

Tabela 5. Andlise de variancia molecular para microssatélites em P. machrisii usando
diferentes niveis hierdrquicos. As populagdes foram agrupadas de acordo com o0s
resultados da analise com os programas STRUCTURE (PRITCHARD et al., 2000) ou
SAMOVA (DUPANLOURP et al., 2002).

Fonte de Variagédo % de variagdo Estatistica F

Dois Grupos (SAMOVA)

{BRO, FUR, DEL, FOR, FMS, APA1, APA2, ART, URU, CRI e POS} {BAR}
Entre Grupos 19,56 For=0,196"°
Entre pop. mesmo grupo 27,21 Fsc=0,338

Dois Grupos (STRUCTURE)
{BRO, FUR, DEL e FOR} {FMS, APA1, APA2, ART, URU, CRI, POS e BAR}

Entre Grupos 15,98 Fs1=0,160

Entre pop. mesmo grupo 23,78 Fsc=0,283

Trés Grupos (SAMOVA e STRUCTURE)
{BRO, FUR, DEL e FOR} {FMS, APAL, APA2, ART e URU} {CRI, POS e BAR}

Entre Grupos 20,76 Fs1=0,208
Entre pop. mesmo grupo 19,41 Fsc=0,245

Quatro Grupos (SAMOVA e STRUCTURE)
{BRO, FUR, DEL e FOR} {FMS, APA1, APA2 e ART} {URU} {CRI, POS e BAR}

Entre Grupos 22,69 Fs1=0,227

Entre pop. mesmo grupo 17,00 Fsc=0,220

NS Testes ndo significativos (P>0,01).

As analises AMOVA realizadas separadamente para cada um dos grupos formados em

K=4 com mais de uma populacéo (Tabela 6) demonstrou que o grupo Nordeste apresentou o
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maior valor de diferenciacdo entre suas populacdes. O indice apresentado por essas
populacdes (Fst=0,321) foi maior que aquele obtido entre grupos para K=4 (Fgr=0,227),

evidenciando a elevada diferenciacdo entre as populacdes desse grupo.

Tabela 6. Andlise de variancia molecular para microssatélites em P.
machrisii para os individuos pertencentes aos grupos formados com K=4
pela anélise do programa STRUCTURE (PRITCHARD et al., 2000).

Fonte de Variagéo % de variagdo Estatistica F*

Grupo Sudeste
{BRO, FUR, DEL e FOR}

Entre Populages 22,06 Fsr=0,221

Grupo Central
{FMS, APA1, APA2 e ART}

Entre PopulacGes 12,54 Fst=0,125

Grupo Nordeste
{CRI, POS e BAR}

Entre PopulacGes 32,06 Fst=0,321

*Todos os testes foram significativos (P<0,01).

As andlises de segundo nivel com o programa STRUCTURE para os individuos de
cada um dos grupos separadamente, realizado a partir dos agrupamentos formados com K=4,
apresentou uma subestrutura adicional somente para Sudeste e Nordeste, nos quais 0s
individuos foram reunidos em trés subgrupos (K=3). No Grupo Sudeste, os individuos das
duas populagdes amostradas no Estado de Minas Gerais (FUR e DEL) foram reunidos,
enquanto os individuos das duas popula¢Ges amostradas no Estado de S&o Paulo (FOR e
BRO) formaram dois subgrupos separados. No Grupo Nordeste, os individuos das populagdes
CRI, POS e BAR foram separados em trés subgrupos. Este resultado reflete a alta
diferenciacdo entre as trés populacGes do subgrupo Nordeste. Os resultados graficos da
analise do STRUCTURE para valores de K=2-4, bem como os resultados das analises de

segundo nivel com K=4 estdo representados na Figura 4. A propor¢do do genotipo dos
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individuos atribuida a cada um desses grupos em cada populacédo analisada esta representado

na Figura 5.
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Figura 4. Esquema dos resultados obtidos a partir da analise bayesiana hierarquica do programa
STRUCTURE (PRITCHARD et al., 2000). Cada individuo é representado por uma barra vertical,
apresentando a propor¢do de seu genoma pertencente a cada um dos grupos estabelecidos,. Linhas
pretas separam os individuos de diferentes populacdes. As abreviagdes utilizadas paraas populacdes
estdo representadas na Tabela 1.
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Figura 5. Mapa de elevacdo (medida em metros) da regido central e leste do Brasil apresentando a
proporcao média do genoma dos individuos em cada populacéo atribuida aos grupos determinados
pelo programa STRUCTURE (PRITCHARD et al., 2000; K=4). As cores representadas seguem 0
esquema apresentado na Figura 4.

3.4 Deteccdo de Migrantes

As analises de identificacdo de migrantes realizadas com o programa STRUCTURE
resultaram na deteccdo de um individuo na populacdo POS (S16A10) como potencial
migrante de URU e um individuo na populacdo CRI (S6A24) como provavel migrante de
APAL. Os resultados apresentados pelo programa GENECLASS2 confirmaram esses
resultados para os mesmos individuos, além de apontarem cinco individuos adicionais como
potenciais migrantes de outras populacfes amostradas e outros cinco provaveis migrantes de

populacbes ndo amostradas (Tabela 7).
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Tabela 7. Resultados da analise de deteccdo de migrantes. Sdo apresentadas as populacdes
amostradas e as provaveis populaces-fonte de acordo com os programas STRUCTURE
(PRITCHARD et al., 2009) e GENECLASS (Piry et al., 2004).

GENECLASS STRUCTURE
Individuo migrante  Popula¢do amostrada Provavel pop-fonte Provavel pop-fonte
S16A10 POS URU URU
S6A24 CRI APAl APA1
S4A1 FUR DEL -
S5A19 DEL FUR -
S17A18 APA1 APA2 -
S34A24 APA2 APAl -
S33A6 ART POS -
S2A3 BRO ? -
S5A10 DEL ? -
S17A2 APA1 ? -
S18A3 URU ? -
S22A15 BAR ? -

- inferéncia de migracdo ndo apontada pelo programa STRUCTURE; ? Populagdo fonte ndo
amostrada.

3.5 Relagdo Entre as Distancias Genéticas e Geograficas

As estimativas de Fst par a par foram significativas entre todos os pares de populacdes
(Tabela 8). O maior valor de Fst foi observado entre as populacbes BAR e BRO, as quais
ocorrem nos extremos norte e sul da distribuicdo da espécie. O menor valor de Fsr foi
observado entre as populaces FUR e DEL, que estdo separadas por apenas 55 km.

O resultado do teste de correlacdo de distancia genética e geogréafica entre todas as
populacbes apontou associacdo significativa entre as duas varidveis (r=0,676; P < 0,001),
indicando que 45,7% (%) da variacdo genética observada entre as populacdes pode ser
explicada pelas distancias geograficas entre elas. Entretanto, quando 0s grupos genéticos

obtidos para K=4 com mais de uma populacdo foram analisados separadamente, ndo foram
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verificadas correlagdes significativas (grupo Sudeste: r=0,628 com P=0,180; grupo Central:

r=0,163 com P=0,360; grupo Nordeste r=-0,971 com P=0,344).

Tabela 8. Matriz das distancias geogréaficas par-a-par (em quildmetros, diagonal inferior) e dos valores par-
a-par do parametro Fsr (diagonal superior) para as populacfes de P.machrisii.

Populaggo BRO FUR DEL CRI FOR FMS POS APAl1 URU BAR APA2 ART

BRO - 0,304 0,249 0,509 0,349 0,420 0484 0,419 0471 0,626 0,419 0,475
FUR 256 - 0,087 0,429 0,255 0,322 0,396 0,304 0,386 0,543 0,341 0,355
DEL 256 55 - 0,368 0,199 0,274 0,368 0,275 0,343 0,501 0,313 0,296
CRI 621 448 406 - 0,466 0,358 0,235 0,315 0,362 0,372 0,309 0,341
ALT 156 116 102 479 - 0,346 0,437 0,376 0,416 0,555 0,369 0,394
FOR 798 608 572 179 652 - 0,278 0,151 0,310 0,463 0,126 0,129
POS 918 711 680 311 768 138 - 0,302 0,306 0,273 0,252 0,245
AP1 909 727 689 288 766 119 121 - 0,314 0,488 0,122 0,155
URU 878 741 694 301 752 228 303 184 - 0,470 0,267 0,307
BAR 1184 961 937 589 1030 416 279 353 522 - 0,422 0,484
APA2 941 757 719 319 797 148 121 32 199 329 - 0,123

ART 1083 830 848 466 934 287 169 196 353 171 167 -
*Todos os testes foram significativos (P<0,001).

A andlise de autocorrelacdo espacial apontou para uma correlacdo positiva e
significativa entre distancias genéticas e geograficas nas classes de 0-121 km, de 121-170 km
e de 229-302 km (Figura 6), indicando que os individuos nessas classes sdo mais relacionados
gue o esperado somente por chance. Foi observada correlacdo negativa nas classes de 681-741

km e de 934-1184 km.
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Figura 6. Representacdo da autocorrelacdo espacial da diferenciacdo genética apresentando o0s
coeficientes médios de correlacdo entre pares de populagGes, plotados em relacdo as suas distancias
geogréficas subdivididas em 12 classes. Barras indicam o intervalo de confianga do coeficiente de
parentesco (ICgse,) € linhas tracejadas indicam os valores criticos de rejei¢do (VCgsy) da hipoOtese nula
de auséncia de estruturacdo genética espacial.
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3.6 Relagbes Genéticas entre as Populacdes

A partir do dendrograma UPGMA contruido a partir da matriz de distancia Dc (Figura
7) foi possivel observar os agrupamentos de populacbes de P. machrisii formados com base
nas similaridades genéticas. Os agrupamentos formados foram compativeis com o resultado
de K=4 observado na analise de estruturacdo genética realizada com o0 programa
STRUCTURE. As populacdes foram agrupadas em dois ramos principais com alto suporte de
bootstrap. Um desses ramos agrupou as mesmas populacdes do grupo Sudeste revelado pela
analise de estrutura populacional. Este agrupamento apresentou a mesma estruturacdo
observada anteriormente, com as populacbes FUR e DEL demonstrando alta similaridade
entre elas. O segundo ramo principal foi formado por dois grupos de populacdes altamente
sustentado pelos valores de bootstrap. Um desses grupos foi formado pela populacdo URU
em um ramo e as populacdes do subgrupo Central em outro ramo. Dentro do segundo grupo,
as populagdes do subgrupo Nordeste (CRI, POS e BAR) ficaram reunidas em um ramo com
elevado suporte (80%). Dentro desse ultimo ramo, por sua vez, pode ser observada uma maior

similaridade entre BAR e POS em relagdo a CRI.
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Figura 7. Dendrograma UPGMA construido a partir da distancia genética Dc (CAVALLI-
SFORZA e EDWARDS, 1967). Arvore baseada em 500 bootstraps nos individuos das
populagdes. Os agrupamentos hierdrquicos obtidos pela anélise com o programa STRUCTURE
(PRITCHARD et al., 2000) estdo representados ao lado direito dos ramos. Coeficiente de
Correlacdo Cofenética=0,82 (P<0,005).

A PCA utilizando as distancias entre todos os individuos apresentou 57,41% da
variagdo total explicada pelos dois primeiros eixos (eixo 1=34,9% e eixo 2=22,51%). Os
resultados foram concordantes com as analises anteriores, ordenando os individuos dos
grupos Sudeste, Central, URU e Nordeste em regides distintas do grafico (Figura 8a). Quando
foram consideradas as distancias entre as populacfes, os dois primeiros eixos principais
explicaram 60,69% da variacéo total (eixo 1=38,9% e eixo 2=21,79%) e foi possivel verificar

as relacdes entre as populacbes de forma mais objetiva. Novamente foi possivel verificar a

grande diferenciacdo entre as popula¢des do grupo Nordeste (Figura 8b).
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Figura 8. PCA a partir da distdncia genética Dc (CAVALLI-SFORZA e
EDWARDS, 1967) mostrando a) divergéncia entre todos os individuos (57,41% da
variacdo total nos dois eixos representados) e b) a divergéncia todas populacdes
(60,69% da variacdo total nos dois eixos representados). As elipses representam 0s
grupos revelados pelo STRUCTURE (PRITCHARD et al., 2000) com K=4.
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4. DISCUSSAO

Os resultados obtidos indicaram elevada diferenciacdo genética e niveis limitados de
fluxo génico recente entre as populacdes de P. machrisii, verificados a partir do alto valor do
paramétro Fst e a ocorréncia de alelos exclusivos em alta frequéncia, assim como esperado
inicialmente de acordo com a distribuicdo fragmentada da espécie. Os testes realizados para
detectar possiveis migrantes corroboram esses resultados, uma vez que somente dois entre 0s
241 individuos analisados foram apontados como migrantes pelos dois métodos utilizados. Os
migrantes identificados somente com o programa GENECLASS devem ser analisados com
cuidado, uma vez que esse metodo apresenta menor resolucdo quando comparado aos
resultados do método implementado pelo programa STRUCTURE (MANEL et al., 2002).

Os testes de desequilibrio de ligagdo ndo apontaram nenhum par de locos especifico
ligados entre si, uma vez que somente seis testes foram significativos em um total de 540 e
em apenas um par de locos ocorreram testes significativos em mais de uma populacédo
(Pmac101 e Pmac146). Outro resultado importante dessa analise apontou testes significativos
em trés pares de locos diferentes para a populacdo POS. Esse resultado pode representar a
ocorréncia de mistura nessa populacdo, o que é concordante a alta diversidade genética nessa
populacdo e com o teste de deteccdo de migrantes, que evidenciou a presenca de um individuo
proveniente de URU nessa populacéo.

A dificuldade em obter amplificages em algumas populacées, principalmente para o
loco Pmac135, que foi descartado das analises, pode estar relacionada com a acentuada
diferenciacdo populacional observada, uma vez que os iniciadores para o0s locos de
marcadores microssatélites foram desenhados a partir da sequéncia de um individuo da
populacdo BRO (PEREZ et al., 2011). A ocorréncia dessa populacdo esta localizada no
extremo sul da distribuicdo da espécie e apresenta elevada diferenciacdo em relacdo as

populacdes do grupo Norte. Com isso, a maior dificuldade de amplificacdo em individuos de
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populacdes geneticamente distantes da populacdo BRO deve ser resultado da ocorréncia de
mutacdes nas regides de ligacdo dos iniciadores utilizados.

Os indices de diversidade genética foram similares em todas as populacOes, exceto
para as localidades amostradas nos extremos norte e sul da ocorréncia da espécie (BRO e
BAR), onde foram aparentemente menores. No entanto, os testes estatisticos realizados para a
populacdo BAR ndo demonstraram diferencas significativas entre os niveis de diversidade
genética entre essa e as outras populagcdes, uma vez que um nimero muito pequeno de testes
foram significativos. No caso de BRO, as estimativas de numero de alelos por loco
apresentaram diferencas significativas em relacdo a diversas populacdes, indicando que essa
populacdo pode ter um nivel menor de diversidade. indices menores de diversidade genética
nos extremos da distribuicdo sdo esperados, em decorréncia do fluxo génico restrito ou do
maior tempo de isolamento em relacdo as populac@es no centro da distribuicdo (LESICA e
ALLENDORF, 1995). Outro fator que poderia ter influenciado essas estimativas seria o
tamanho populacional reduzido nessas localidades, o que acentuaria os efeitos da deriva
genética. Essa hipotese é ainda mais provavel em BRO, uma vez que essa localidade é um
morro de arenito isolado, com pequenas dimensdes (< 5 ha). Uma terceira hipdtese seria a
colonizacdo mais recente dessas areas, com ocorréncia de efeito fundador, que levaria a
diminuicdo da diversidade nessas localidades (HEWITT, 2000).

Moraes e Sene (2007) também observaram indices mais baixos de diversidade
genética utilizando locos de DNA microssatélite em duas populacBes de D. gouveai com
ocorréncia proxima a regido de BRO. Os autores associaram os indices verificados ao
tamanho reduzido dessas areas ou a um isolamento mais antigo dessas populagfes. Em outro
estudo utilizando as mesmas populacfes e sequéncias do DNA mitocondrial, Moraes et al.
(2009) confirmaram que essas populacdes apresentam um isolamento mais antigo, com alta

divergéncia em relacdo as outras populacdes da espécie. E importante destacar que a espécie
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D. gouveai, utilizada como modelo para esses dois trabalhos, apresenta distribuicdo muito
semelhante a P. machrisii, pois seu ciclo de vida esta relacionado com a presenca de cactos
colunares, nos quais as fémeas realizam a ovoposic¢ao em tecidos necrosados.

Desvios em relacdo ao esperado pelo EHW foram detectados para diversas populagdes
de P. machrisii. Os resultados obtidos podem apontar para um efeito de endogamia nas
populacdes. No entanto, outros fatores podem estar associados a esses valores, uma vez que
cada uma das populacBes apresentou no maximo dois locos com desvios em relacdo as
proporcbes do EHW e os efeitos endogamicos deveriam afetar todos os locos. A deficiéncia
verificada de heterozigotos pode estar relacionada a presenca de alelos nulos ou a selecéo
natural agindo sobre regides proximas a esses locos. No caso do loco Pmacl46, que
apresentou deficiéncia significativa de heterozigotos em oito populacdes diferentes, Perez et
al. (2011) sugeriram a presenca de alelos nulos para explicar os desvios observados para esse
marcador em duas populacdes de P. machrisii (DEL e FUR). Outra possivel explicacdo para
esses desvios pode ser o baixo tamanho amostral utilizado em relacdo ao elevado
polimorfismo verificado no loco Pmac146.

Os testes de Mantel e de autocorrelacdo espacial resultaram em consideraveis
correlagbes para as distancias genéticas e geograficas entre as populagdes, principalmente
para as classes de distancia menores. No entanto, ao analisar 0s agrupamentos principais
separadamente (Sudeste, Central, URU e Nordeste), ndo foram verificadas correlacGes
significativas, indicando que o resultado anterior foi viesado pelos elevados valores de
diferenciacdo genética e distancia geografica entre as populages desses grupos. A auséncia
de correlagéo significativa dentro de cada grupo sugere que a similaridade genética entre as
populacdes nédo esta sendo determinada predominantemente por fluxo génico atual, mas por
fatores historicos. Esse resultado foi corroborado pelas baixas estimativas de migragédo

detectadas.
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Embora a analise de estrutura populacional por meio da estatistica AK com 0
programa STRUCTURE tenha resultado na separagdo das populacGes em dois grupos
principais, os resultados da AMOVA hierarquica mostraram que a maior parte da variacao
genética ocorreu dentro desses grupos. Esse resultado mostra que o agrupamento das
populacdes em dois grupos nao reflete a estrutura populacional predominante nos dados
obtidos. A partir dos resultados para um numero maior de grupos, foi possivel inferir que o
agrupamento que reflete melhor a estruturacdo da variagdo no conjunto de populacdes
analisadas foi aquele em que as populacGes foram reunidas em quatro grupos (Sudeste,
Central, URU e Nordeste). Os resultados obtidos para a PCA e a arvore UPGMA foram
congruentes com a estruturacdo sugerida pelo STRUCTURE, representando as relacdes de
similaridade genética entre as populacdes, com a formacdo de grupos regionais. Os dois
métodos também revelaram que as populacdes do subgrupo Nordeste (CRI, POS e BAR)
exibem um nivel de diferenciacdo comparavel ao observado entre diferentes grupos.

A possivel existéncia de taxons distintos entre as populacdes amostradas pode ter
contribuido para os resultados de elevada estruturacéo e fluxo génico restrito, uma vez que a
analise conjunta desses possiveis taxons incluiria os efeitos do isolamento reprodutivo entre
espécies diferentes. Braun e Esteves Pereira (1987a, 1987b, 2002) descreveram trés tdxons
com ocorréncia no Planalto Central (P. goianus, P. cristalinensis e P. lindanus), onde parte
das amostras deste estudo foi obtida, e que atualmente sdo considerados sinonimias de P.
machrisii. Pilosocereus goianus apresenta distribuicdo associada exclusivamente a rochas
calcarias (BRAUN e ESTEVES PEREIRA, 2002) e pode ter sido representada em ART, a
unica populacdo com ocorréncia sobre esse tipo de rocha. As outras populacées amostradas
apresentaram ocorréncia sobre afloramentos de arenito ou quartzito. O morfotipo descrito
originalmente como P. cristalinensis foi amostrado na localidade CRI, a qual apresentou

individuos com grande diferenciagcdo genética, inclusive em relacdo as outras populacdes do
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subgrupo Nordeste (BAR e POS). A alta diferenciacdo dessa populacdo também foi verificada
por Moraes et al. (2005) em um estudo com isoenzimas, o qual revelou que a populacdo CRI
apresenta grande divergéncia e relacdo a outras populacdes de P. machrisii e esta mais
relacionada com uma populacdo de P. vilaboensis distante 177 km de sua localizacdo. As
populacdes FMS, APA1, APA2 e ART estdo na regido descrita como area de ocorréncia do
morfotipo P. lindanus. Essas populacdes foram reunidas no grupo Central pela analise do
programa STRUCTURE, assim como pela PCA e o dendrograma UPGMA.

Esses resultados podem sugerir a presenca de mais de uma linhagem evolutiva distinta
dentro do conjunto de populacdes atualmente classificadas como P. machrisii. Essas
incertezas taxonémicas reforcam a necessidade de realizacdo de uma abordagem filogenética
para os taxons do Grupo P. AURISETUS, a fim de que as relacGes entre essas espécies e suas
diferentes populacdes possam ser esclarecidas de forma mais apropriada.

Em conjunto, os resultados apontam que a distribuicdo atual de P. machrisii foi
provavelmente formada por eventos de vicariancia a partir de uma conexdo maior entre as
populacbes no passado. Essa hipGtese é corroborada pelos indices muito baixos de fluxo
génico atual entre as populagdes, verificados a partir da ocorréncia de alelos exclusivos em
freqUéncias altas e a deteccdo de apenas dois migrantes em um total de 241 individuos. A alta
diferenciacdo observada entre as populacdes e a auséncia de correlacdo entre as distancias
genéticas e geograficas dentro dos dois agrupamentos principais também sdo indicativos de
provaveis relacdes histdricas entre as populacdes, com o fluxo génico atual apresentando
pequena importancia na estruturacdo da diversidade genética. Os resultados obtidos
concordam com estudos em outras espécies que ocorrem associadas a afloramentos rochosos,
0s quais também sugerem uma distribuicdo mais ampla no passado, com posterior retracao e
isolamento das populagdes, como D. gouveai (MORAES e SENE, 2007; MORAES et al.,

2009) e Lychnophora ericoides (COLLEVATTI et al., 2009). Diversas espéecies que
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apresentam ocorréncia disjunta em ambientes com condicdo xérica e associadas a uma
unidade vegetacional denominada floresta tropical sazonalmente seca (SDTF) também sao
relacionadas com distribui¢cbes mais continuas em periodos anteriores (PRADO e GIBBS,
1993; PENNINGTON et al., 2000, 2004; CAETANO et al., 2008). O padrdo de ocorréncia
disjunta dessas espécies tem sido relacionado a mudancas climaticas que ocorreram durante o
Quaternario e teriam afetado os padrdes de distribuicdo dessas espécies (CAETANO et al.,
2008; WERNECK, 2011).

De acordo com essa hipotese de distribuicdo mais ampla no passado, as populagdes
localizadas no Norte e no Sul da distribuicdo da espécie, que sdo separadas por uma grande
extensdo geogréafica e possuem grande diferenciacdo genética teriam sido as primeiras a se
dividirem. Posteriormente, as populacdes do Norte teriam se separado, formando a populacéo
do municipio de Uruacu e os grupos Nordeste e Central. Por fim, as populacdes do grupo
Nordeste se dividiram e as populacGes do grupo Sudeste teriam sido as ultimas a se dividir, de
forma que FUR e DEL apresentam uma grande semelhanca genética, uma vez que seus
individuos foram classificados no mesmo grupo genético pela analise de segundo nivel do
programa STRUCTURE.

A partir dos padrdes observados no presente estudo, estratégias de conservacgdo para P.
machrisii, assim como para outras espécies que ocupam as mesmas areas podem ser tracadas
mais apropriadamente. A alta diferenciacdo entre populactes de diferentes localidades deve
ser levada em consideracdo, assim como as taxas muito baixas de migracdo. O fato da
ocorréncia atual dessas populacdes representar um possivel relicto de uma distribuicdo mais
ampla no passado também deve ser considerado. De acordo com essas caracteristicas, a
estratégia mais importante para a conservacao da variagdo genética nessa espécie seria a
conservacdo do maior nimero possivel de populacdes de diferentes regides geograficas. A

translocacéo de individuos para efeitos de reintroducdo e aumento da variabilidade genética
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deveria levar em conta essa elevada diferenciacdo, bem como as situacfes de incertezas

taxondmicas.
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5. CONCLUSAO

A especie P. machrisii apresenta niveis de diversidade genética similares entre suas
populacdes, exceto para aquelas localizadas nos limites da distribuicdo, que possuem menor
diversidade, provavelmente associada com menores tamanhos populacionais ou maior tempo
de isolamento dessas populacdes.

Foram observados altos indices de diferenciacdo populacional, com baixos niveis de
fluxo génico, em concordancia com a distribuicdo fragmentada da espécie. Esse padrdo
disjunto provavelmente representa um relicto de uma distribuicdo mais ampla, assim como
sugerida para diversas espécies de areas secas que ocorrem na mesma regiao.

As incertezas e a instabilidade taxondmica de P. machrisii e do grupo P. AURISETUS
torna necessaria a realizacdo de uma filogenia para esclarecer as relacdes entre essas espécies,
bem como de outras espécies do género Pilosocereus na regiao leste do Brasil.

Além dos resultados obtidos a partir dos marcadores de DNA microssatélite,
sequéncias do DNA do cloroplasto estdo em fase final de anélise em outro projeto em
desenvolvimento pelo nosso grupo de pesquisa. A comparacao desses dois conjuntos de dados
pode auxiliar no esclarecimento das relagdes das populac6es atualmente classificadas como P.

machrisii.
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ISOLATION, CHARACTERIZATION, AND CROSS-SPECIES
AMPLIFICATION OF POLYMORPHIC MICROSATELLITE MARKERS
FOR P1.0SOCEREUS MACHRISII (CACTACEAE)!
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EVANDRO M. MORAES?#

2Campus Sorocaba, Universidade Federal de Sdo Carlos, Rod. Jodo Leme dos Santos km 110 18052780, Sorocaba, Brazil;
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Premise of the study: Microsatellite primers were developed in Pilosocereus machrisii, a columnar cactus with a patchy distri-
bution in eastern tropical South America, to assess its genetic diversity and population structure.

Methods and Results: Eleven microsatellite markers were developed, of which one was monomorphic among 51 individuals
from two populations. The number of alleles per polymorphic locus ranged from two to eight, and the total number of alleles
was 57. From the 11 isolated loci, nine were successfully amplified in the other four Pilosocereus species.

Conclusions: The results showed that these markers will be useful for studies of genetic diversity, patterns of gene flow, and

population genetic structure in P. machrisii, as well as across other congeneric species.

Key words:

Eastern tropical South America is an important diversity cen-
ter for Cactaceae, harboring about 10% of the 1300 recognized
species (Taylor and Zappi, 2004), most of which are endemic
and with at least 65 taxa of conservation concern (Taylor and
Zappi, 2004; TUCN, 2010). In the semiarid caatinga biome in
northeastern Brazil (Andrade-Lima, 1981), the cacti popula-
tions have broad and relatively contiguous distribution. Outside
this biome, cactus populations have a markedly patchy distribu-
tion, generally occurring in highlands, in enclaves of campo
rupestre vegetation (Giulietti et al., 1997) and other rock for-
mations, under locally xeric conditions and often with a high
number of endemic plants. In spite of their high diversity and
endemism in eastern Brazil, there are few reports assessing the
genetic diversity, evolutionary history, and conservation issues
of Cactaceae in this region (Moraes et al., 2005).

The genus Pilosocereus, among the three most speciose genera
of cacti in Brazil (Zappi, 1994) spans throughout the caat-
inga biome, occurring also further south and west, within the
campo rupestre. Among its species, Pilosocereus machrisii
(E. Y. Dawson) Backeb. is a columnar cactus with a patchy distri-
bution, restricted to summits of isolated hills or rocky outcrops
in the southern part of its range, while its northern populations
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are mainly associated with the dry campo rupestre vegetation.
These features make P. machrisii an appropriate biological
model for population genetic studies to gather information on
historical range shifts and to develop comprehensive conserva-
tion plans for the restricted ecosystems where it occurs. Here
we describe the isolation and evaluation of 11 microsatellite
loci for P. machrisii and test the transferability of those markers
to other related species belonging to Pilosocereus. These mark-
ers will be used to assess patterns of historic and recent gene
flow, genetic diversity, and population structure across the spe-
cies distribution, contributing to the knowledge of the species
and the conservation of its peculiar, fragmented habitat.

METHODS AND RESULTS

For the isolation of microsatellite markers, total genomic DNA was isolated
from root tissue of a single individual using a DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen,
Hilden, Germany). Extracted DNA was digested with Xmnl, and the microsat-
ellite loci were isolated through the enrichment protocol described by Glenn
and Schable (2005), using the oligonucleotides probes (GA);q, (CA),y, and
(TC),o. Amplified fragments were cloned into plasmids using the TOPO TA
cloning kit (Invitrogen, Carlsbad, California, USA). A total of 273 bacterial
colonies containing inserts were isolated, from which 94 were sequenced with
the universal M 13 primer using the BigDye Terminator version 3.1 and visual-
ized with an ABI PRISM 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems, Foster
City, California, USA). Nineteen inserts showed clear microsatellite motifs and
contained sufficient flanking regions for primer design. BLAST similarity anal-
ysis in GenBank showed that none of the resultant sequences were reported
within the database. All primer pairs were assayed in individual PCRs, and
products were run on 1.5% agarose gels. The forward primer of each pair exhibiting
successful amplification was tailed with an M13 sequence (5'-TGTAAAA-
CGACGGCCAGT-3') to its 5" to enable use of a third M 13 primer fluorescently
labeled for automatic genotyping, as outlined by Schuelke (2000). Eleven primer
pairs exhibited high-quality PCR products of the expected size, 10 of them showed
dinucleotide and one a trinucleotide repeat motif.

The 11 loci were characterized on 51 P. machrisii individuals from two
natural populations, at Delfinépolis (DEL) and Furnas (FUR), at the southeastern
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TABLE 1.

AJB PRIMER NOTES & PROTOCOLS — PILOSOCEREUS MACHRISII MICROSATELLITES
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Characterization of 10 polymorphic and one monomorphic microsatellite loci for Pilosocereus machrisii. GenBank accession numbers (below

loci names), repeat motifs, forward (F) and reverse (R) primer sequences, optimized annealing temperatures (7a), and size ranges of PCR products.

Locus (GenBank acession) Repeat motif Primer Sequence (5'-3") Ta (°C) Size Range (bp)

Pmac082 (HQ667127) (GAG)5(GAA), (GAG),GAA(GAG), F: GTAAAAGAGGAGGATGGAGAGG 56/54 108
R: CTTCTTCTTGCTAGGTTTCTCG

Pmac084 (HQ667128) (AG)yCG(AG), F: CATAAATTGCAGAAATGAGGAC 60/54 88-106
R: AGGTAAACCGCTAACTCGATG

Pmac085 (HQ667129) (AG)sAC(AG); AC(AG), F: CCCCTCACTTCTCCAATCTC 54 90-98
R: TCCCTCCTTCTTTTGTGTTC

Pmacl101 (HQ667130) (TC),sTATG (TA); F: TGATAGCTGCAACGATGTC 52 108-114
R: CATTTGTTTTGTTGTTTGCTTCAC

Pmacl102 (HQ667131) (AG)y F: TCTATAAGTGCCGATGGATGC 60/54 188-120
R: CACACCTCACTCCCAACCTC

Pmacl08 (HQ667132) (AG)4(TG), F: TGAATGTCTGCCATTAGAAAGC 52 125-137
R: TAATCGCCCCAAAGAAGAAC

Pmaci28 (HQ667133) (TC)sTT(TC),y (AC); F: GTGTTGATTGTACTCTTCAG 60/54 138-154
R: CTAACCCTTTGTATACATGC

Pmacl30 (HQ667134) (AG);,CA(AG),, F: GAGGTGCCAATAAATCG 58/54 141-149
R: TGTCACGCAATCTTGAACC

Pmacl35 (HQ667135) (TC)sTG(TC),, F: ACCAGAATGAGCTCAGCTGTAG 52 126-140
R: CCTAGCTAGCAGAATCAGAGTGAAGAC

Pmaci146 (HQ667136) (AG),, F: ACCCGACATCCCACTTGTAG 64/54 143-157
R: TAGTCTGAAACGGAGCAAGG

Pmacl149 (HQ667137) (TC)y9 F: TTCATCCTGCTTTTGAAGTTTG 62/54 162-174
R:

TGATGGATTAGGATTGACCTG

TaBLE2. Results of initial primer screening in two Pilosocereus machrisii
populations (sample sizes in parentheses). Number of alleles (A),
observed (H,), and expected (Hj) heterozygosity, and Weir and
Cockerham’s (1984) fixation index (F) followed by statistical
significance for the Hardy—Weinberg equilibrium test (HWE) are
given for each marker and population.

Locus A H, Hy F
Population DEL? (N = 30)

Pmac082 1 0 0 —
Pmac084 5 0.400 0.648 0.387*
Pmac085 2 0.133 0.127 —-0.054
Pmacl01 4 0.367 0.664 0.452%
Pmacl02 2 0.100 0.097 -0.036
Pmacl08 6 0.867 0.826 —-0.050
Pmacl28 4 0.633 0.657 0.037
Pmacl30 5 0.500 0.645 0.228
Pmacl35 7 0.733 0.656 -0.120
Pmacl46 8 0.367 0.705 0.484*
Pmacl49 8 0.767 0.718 —-0.069
Population FUR? (N = 21)

Pmac082 1 0 0 —
Pmac084 5 0.381 0.592 0.362
Pmac085 1 0 0 —
Pmacl0l 3 0.333 0.484 0.317
Pmacl02 2 0.238 0.215 -0.111
Pmacl08 8 0.714 0.747 0.045
Pmacl28 5 0.524 0.597 0.125
Pmacl30 2 0.190 0.176 —-0.081
Pmacl35 5 0.333 0.540 0.389
Pmacl46 8 0.381 0.789 0.523*
Pmacl49 5 0.905 0.782 -0.162

* Significant departures from HWE after Bonferroni correction (o =
0.05).

4 Vouchers of P. machrisii populations were deposited at the non-indexed
(Index Herbariorum) Universidade Federal de Sao Carlos, Campus
Sorocaba Herbarium (HUFS): DEL population (HUFS636), FUR
population (HUFS637).

part of the species range (geographical coordinates: DEL 20°21'44.5"S,
46°44'59.4"W and FUR 20°38'53.4"S, 46°19'16.4"W). Amplification was car-
ried out in a total volume of 10 pL using 1x Taq Buffer (Fermentas, Burlington,
Ontario, Canada) with (NH,),SO, (750 mM Tris-HCI, pH 8.8, 200 mM
(NH,),SO,, and 0.1% Tween 20), 1.5 mM MgCl,, 200 uM dNTPs, 0.25 uM of
M13 tailed forward primer, 0.25 uM reverse primer, and 0.25 uM M13 fluores-
cently labeled primer (either 6-FAM or NED, Applied Biosystems), 0.5 U of
Tag DNA Polymerase (Fermentas) and 5-50 ng of template DNA. PCR was
performed on a Mastercycler Gradient thermocycler (Eppendorf AG, Hamburg,
Germany) with the following conditions: 94°C for 2 min; followed by 30 cycles
of 94°C for 40 s, specific annealing temperature for 40 s (see Table 1 for details),
72°C for 40 s; and a final cycle of 72°C for 10 min. For the loci with two an-
nealing temperatures (Pmac082, Pmacl02, Pmaci28, Pmacl30, Pmac146, and
Pmaci49; Table 1), the same conditions were employed, except for a touch-
down procedure, on which 25 cycles were performed on the first annealing
temperature and then the temperature was decreased 2°C per cycle until reach-
ing the second temperature, followed by eight final cycles using this last anneal-
ing temperature. PCR products were subjected to fragment analysis on an ABI
PRISM 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems) using 500 LIZ (Applied
Biosystems) as the size standard. Alleles were sized using GeneMarker v. 1.91
(SoftGenetics, State College, Pennsylvania, USA). The observed (H,) and ex-
pected heterozygosity (Hy), number of alleles per locus (A), deviation from
Hardy—Weinberg equilibrium (HWE), fixation index (F), and occurrence of
linkage disequilibrium were assessed by using Genepop version 4.0.11 (Rousset,
2008). Genotyping errors due to occurrence of null alleles were tested with the
software Micro-Checker v. 2.2.3 (van Oosterhout et al., 2004).

From the 11 loci tested (Table 1), Pmac82 was monomorphic in both popu-
lations analyzed, while Pmac85 was monomoprhic in FUR. No significant link-
age disequilibrium was detected among loci after Bonferroni correction (o =
0.05). The number of alleles per loci ranged from 1 to 8, with a total of 57 al-
leles on the 51 individuals scored. Expected heterozygosity ranged from 0.097
to 0.826, and observed heterozygosity ranged from 0.1 to 0.905. Significant
departures from Hardy—Weinberg equilibrium after Bonferroni correction (o =
0.05) were observed at one locus (Pmac146) in FUR and at three loci (Pmac84,
Pmacl01, and Pmac146) in DEL (Table 2). Micro-Checker pointed to the pres-
ence of null alleles (P < 0.05) in those three loci, but the observed HWE depar-
tures could be also due to inbreeding, as those populations have limited size.

We tested the 11 primer pairs described here for cross-species amplification
in the other four species belonging to Pilosocereus [P. jauruensis (Buining &
Brederoo) P. J. Braun (voucher specimen HUFS638, Brazil: Mato Grosso do
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Sul, Aquidauana); P. aurisetus (Werderm.) Byles & G. D. Rowley (HUFS639,
Brazil: Minas Gerais, Joaquim Felicio; HUFS640, Brazil: Minas Gerais, Grao
Mogol); P. vilaboensis (Diers & E. Esteves Pereira) P. J. Braun (HUFS641,
Brazil: Goids, Pirenépolis), and P. aureispinus (Buining & Brederoo) F. Ritter
(HUFS642, Brazil: Bahia, Ibotirama)], using two individuals from each spe-
cies. All the loci successfully amplified in the tested species, except for
Pmacl01 and Pmacl08, which did not amplify on any of these other species,
and Pmac085, which failed to amplify on P. aureispinus.

CONCLUSIONS

The newly developed microsatellite markers showed high
levels of polymorphism and will be useful for describing the
genetic diversity and population structure across the distribu-
tion range of P. machrisii. These markers will also be used for
understanding patterns of gene flow and to provide information
about changes in historical distribution and about connectivity
among populations. Furthermore, the successful cross-species
amplification will allow the study of similar issues on other Pi-
losocereus species.
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