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Resumo

A ruptura em uma unidade de paisagem que inicialmente era continua por meio da acéo
antropica de devastacdo define o processo de fragmentacdo florestal. Como
consequéncias, as unidades remanescentes do processo ficam desconectadas,
apresentando diferentes tamanhos e sujeitas a uma serie de efeitos deletérios como €é o
caso da deriva genética. A deriva afeta de maneira significativa a frequéncia dos genes,
ocasionando o afastamento dos mesmos dos que eram da populacao original, e de modo
mais extremo contribui para a perda de alelos. Estudos genéticos de populagdes naturais
buscam avaliar e quantificar como a variabilidade genética esta distribuida no tempo e
no espago. Porém, no setor florestal existem poucas metodologias a serem seguidas e a
implantacdo de estudos na area demanda altos custos. Por isso, 0 uso da simulacdo de
dados na &rea da genética de populagbes proporciona o desenvolvimento de novos
métodos estatisticos para auxiliar na analise de diversidade, define processos da historia
e estrutura da populagdo, a fim de, prever frequéncias alélicas e genotipicas. O estudo
objetiva testar diferentes procedimentos biométricos, através da simulacdo de dados
provenientes de programas computacionais, a fim de auxiliar nas inferéncias em relagao
a conservacao dos recursos genéticos de populacBes naturais sob condicdes de deriva
genética. Observou-se que varidveis biométricas descritivas como heterozigosidade
observada (Ho) e heterozigosidade esperada (He) sdo parametros eficientes para
diferenciar aumento de heterozigotos em populacGes sob efeito de deriva genética e que
as metodologias testadas sdo bons indicadores para diferenciar populacdes que sofrem
processos que afetam as frequéncias génicas.

Palavras-chave: Evolucéo. OscilagOes génicas. Florestas.



Abstract

The rupture of a landscape unit that was initially continuous through anthropic action of
devastation defines the process of forest fragmentation. As a consequence, the
remaining units of the process are disconnected, presenting different sizes and subject to
a series of deleterious effects as is the case of genetic drift. The drift significantly affects
the frequency of the genes, causing them to be removed from the original population,
and in a more extreme way contributes to the loss of alleles. Genetic studies of natural
populations seek to evaluate and quantify how genetic variability is distributed in time
and space. However, in the forest sector there are few methodologies to be followed and
the implementation of studies in the area demands high costs. Therefore, the use of data
simulation in the area of population genetics provides the development of new statistical
methods to aid in the analysis of diversity, defines processes of population history and
structure, in order to predict allelic and genotype frequencies. The objective of this
study is to test different biometric procedures by simulating data from computational
programs in order to aid in inferences regarding the conservation of the genetic
resources of natural populations under conditions of genetic drift. It was observed that
descriptive biometric variables such as observed heterozygosity (Ho) and expected
heterozygosity (He) are efficient parameters to differentiate increase of heterozygotes in
populations with genetic drift effect and that the methodologies tested are good
indicators to differentiate populations that undergo processes that affect the gene
frequencies.

Keywords: Evolution. Gene oscillations. Forests.
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1. INTRODUCAO
A genética de populagBes estuda o conjunto de forcas que resultam nas

mudancas evolutivas das espécies distribuidas no tempo e no espaco. Os individuos sdo
diferenciados de acordo com sua constituicdo génica e caracteristicas que manifestam.
Sendo assim, € estabelecida uma relacdo de genoétipo e fendtipo, respectivamente, o que
confere uma complexidade devido & dependéncia de diferentes genes e efeitos
proporcionados pelo ambiente. Portanto, os principios da genética de populaces sao
essenciais para se obter uma perspectiva ampla da biologia e corrobora com a afirmacéo
de Perez (2008) de que a variacdo genética é uma condicdo fundamental para que haja
evolugdo (HARTL, 2010).

As florestas remanescentes foram em grande parte reduzidas a pequenos
fragmentos isolados, ocasionado pela intensa acdo antropica de devastacdo. A formacao
desses mosaicos de vegetacdo é resultado da ruptura de uma unidade de paisagem que
inicialmente era continua. As unidades remanescentes do processo ficam desconectadas,
apresentando diferentes tamanhos e ficam sujeitas a uma série de efeitos deletérios as
populacdes que ali habitam. Como consequéncias, em curto prazo pode ocorrer deriva
genética, que significa ter as frequéncias dos genes afastadas daquelas que eram da
populacédo original, a qual podera ocorrer perda de alelos. Em longo prazo, pode haver
aumento da endogamia devido a maior probabilidade de autofecundacdo e acasalamento
entre individuos aparentados e, consequente, erosdo genética (ZANELLA, 2011).

O estudo da estrutura genética permite conhecer modos de reproducéo, estimar
niveis de migracao e dispersao, auxiliar no manejo de espécies ameacadas de extincéo,
além de, proporcionar o diagnéstico do processo evolutivo de um grupo de taxons. A
teoria da genética populacional envolve, principalmente, dois descritores basicos:
frequéncia génica e frequéncia genotipica. Modelos tedricos desenvolvidos nesta area
contribuem com respostas sobre o comportamento das populacBes, a exemplo, do
modelo reprodutivo de acasalamento ao acaso que influencia outros modelos da
genética de populacdes, pois serve como ponto de partida ao considerar situagdes reais.
Por isso, para o melhoramento genético, informagdes sobre a estrutura populacional
permitem que o pesquisador realize predi¢cdes em uma maior magnitude (CRUZ, 2008).

A simulacdo de sistemas genéticos consiste em imitar funcionalidades de
modelos reais, de modo que avaliem o comportamento causado no sistema real, caso

ocorram mudancgas, ou seja, realiza predi¢cbes futuras (ASSIS, 2005). Assim,



proporciona o desenvolvimento de novos métodos estatisticos para auxiliar na analise
da diversidade, define processos da historia e estrutura da populacdo a fim de prever
frequéncias alélicas (SANCHEZ, 2008). As populacbes simuladas podem servir de
modelos que amparam estudos comparativos como uma alternativa viavel na verificacdo
de técnicas estatisticas mais eficientes (FERREIRA, 2007). Desta forma, estudos com
utilizacdo de modelos computacionais permitem avaliar o efeito de diversos fendmenos
que incidem e atuam na diversidade genética em diferentes populages simuladas de
tamanhos variados.

O objetivo deste trabalho é testar a eficiéncia de diferentes procedimentos
biométricos através da simulacdo de dados e avaliar a diversidade genética entre e
dentro de populacBes simuladas.lsso servird para estimar pardmetros genéticos
populacionais de utilidade no planejamento de programas de conservacdo e mitigacao

de fragmentos naturais.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O estudo visa testar diferentes procedimentos biométricos, através da simulagéo
de dados provenientes de programas computacionais, a fim de auxiliar nas inferéncias
em relacdo a conservacao dos recursos genéticos de populag¢fes naturais sob condigdes

de deriva genetica.
2.2. Objetivos especificos

Comparar a diversidade genética entre e dentro de populagdes simuladas;
Observar eficiéncia de métodos biométricos;

Avaliar efeitos da deriva genética;

A wnp e

Estimar parametros genéticos populacionais de utilidade para o planejamento

de programas de conservagdo e mitigacao de fragmentos naturais.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Importancia da diversidade genética

As florestas remanescentes foram em grande parte reduzidas a pequenos
fragmentos isolados, ocasionado pela intensa acdo antropica de devastagdo. Como
consequéncia da formagdo desses mosaicos de vegetacdo, problemas relacionados a
biodiversidade local, como reducéo do tamanho de grandes populacdes, influenciam na
alteracdo de processos ecologicos e genéticos de espécies naturais que ali ocorrem,
tornando cada vez mais dificil a conservacdo e a manutencdo ecossistémica (ESTOPA
et al., 2006).

Estudos genéticos de populagdes naturais, buscam avaliar e quantificar de que
forma a variabilidade genética esta distribuida no tempo e no espaco. A partir deste
conhecimento, é possivel compreender como a selecdo influencia na adaptabilidade
entre e dentro de populagdes, afinal, quanto maior a diversidade genética de uma
populacdo, maiores sdo as chances de perpetuacdo da espécie (ESTOPA et al,. 2006).
Desta forma, ao caracterizar os niveis de variabilidade e compreender a dindmica de
movimentacdo dos alelos nas populagdes naturais, adquirem-se subsidios para a
maximizacao de estratégias de conservacdo (JUNIOR et al., 2004).

A juncdo de conceitos da ecologia de populagdes e da genética de populacdes é
fundamental para o direcionamento de acGes a serem realizadas e na definicdo de
parametros adequados para o0 monitoramento destas (KAGEYAMA et al., 1998). Jaeger
(2004) corrobora com esta afirmacdo e assegura que a unido dos fundamentos tedricos e
praticos da ecologia e da genética permite analisar, de acordo com o enfoque evolutivo,
a dindmica populacional, ou seja, é possivel planejar 0 manejo de espécies e a
recomposicdo de areas preservando a variabilidade genética necessaria para a
manutencdo de processos evolutivos.

Ao empregar marcadores polimdrficos, a exemplo, dos microssatélites (SSR),
observam-se parametros para estimativa da diversidade genética em populag¢Ges naturais
e as alteracOes decorrentes da agdo antropica. Os mais utilizados: sdo nimero médio de
alelos por loco (A7), heterozigosidade esperada ou diversidade génica (H”"e);
heterozigosidade observada (H”0) e indice de fixacdo (f ). Na avaliacdo, o nimero de
alelos por loco e heterozigosidade esperada sdo altamente influenciados pela deriva

genética. J& para inferir se a diversidade genética em uma populacdo sera mantida em
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longo prazo € necessario realizar uma analise comparativa entre o nimero de alelos por
loco e a heterozigosidade esperada (RAPOSO et al., 2007).

3.2. Estrutura genética populacional

A estrutura populacional de uma espécie consiste em um conjunto de
caracteristicas genéticas e demograficas resultantes de agdes e interaces de uma série
de mecanismos evolutivos e ecologicos. Nesta area, busca-se compreender 0s
mecanismos micro evolutivos como: selecdo, fluxo génico e deriva genética. Assim, é
possivel diferenciar populacbes em ambientes heterogéneos e relacionar a distribuicdo
dos individuos de acordo com o tempo e 0 espago (MARTINS, 1987).

Desta forma, estudos que utilizam esta abordagem para comparar a estrutura
genética populacional de espécies vegetais e graus de perturbacdo sdo fundamentais
para o reconhecimento da perda genética real. Estes estudos direcionam acbes que
visam contribuir com o uso racional dos recursos naturais e permitem tracar estratégias
de conservacao para fins de sobrevivéncia das espécies (LIMA et al., 2015).

Ao aprofundar o estudo sobre a estrutura genética de populacdes, é possivel
detectar modos de reproducdo e estrutura familiar, estimar niveis de migracdo e
dispersdo, inferir no melhor manejo de espécies ameacadas de extin¢do, na manutencao
de bancos de germoplasma e diagnosticar o histérico evolutivo de um conjunto de
taxons. Especificamente para o geneticista ou melhorista, estas informacdes permitem

predizer mudancas em magnitude e sentido desejados (CRUZ et al., 2008).

3.2.1. Parametros para caracterizar genética de populacdes

3.2.1.1. indice de fixacdo de Wright (Coeficiente de endogamia)

O coeficiente de endogamia ou indice de fixagdo foi introduzido por Wright em
1951. Consiste em um parametro que afeta diretamente a diversidade genética de uma
populagéo e define com propriedade a estrutura desta (MUNIZ et al., 2008).

A endogamia é o resultado do acasalamento de individuos aparentados de forma
intencional ou ndo. Este método de acasalamento ocasiona a alteracdo da constituicao
geneética da populacdo devido ao aumento da homozigose e, consequente, reducdo da
heterozigose. Portanto, ha alteracdo da frequéncia fenotipica, mas ndo das frequéncias
génicas (QUEIROZ et al., 2000).

O efeito da endogamia sobre uma populacdo ¢ denominado “depressdo por

endogamia”. Assim, ha uma perda do desempenho reprodutivo em uma populacao,
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consequentemente, ocasiona alteracGes na fertilidade, na viabilidade de sementes, no
vigor, na adaptacdo e na produtividade (CONTE, 2004)
A expressdao de WRIGHT (1965) para medir a diversidade genética € a seguinte:
(1—-FIT) =(1—-FIS)(1 - FST)ou

FIT = FST + (1 — FST).FIS
Onde:

FIT - indice de fixacdo para a populacdo, ou seja, € a probabilidade total de
identidade num determinado individuo I,

FIS - indice de fixacdo que ocorre dentro de populacdo, ou seja, € a
probabilidade de que 2 genes sejam homdlogos no individuo | derivado do

mesmo gene de um ancestral comum dentro da populacéo;

FST - indice de fixacdo para alelos por locos, ou seja, é a probabilidade de que 2
genes sejam homdlogos, combinados ao acaso na populacdo, ambos originarios

de um gene na populagéo.

3.2.1.2. Heterozigosidade observada e esperada

a) Heterozigosidade observada (H,)
A quantidade de heterozigose de um determinado loco segundo o0s
procedimentos de BROWN e WEIR (1983) sdo expressos pela seguinte formula:

H0=1—2Pii

Pii - Frequéncia observada de genétipos homozigotos do alelo i.

Sendo:

A heterozigosidade média observada € obtida pela soma dos valores de cada

loco dividindo-se pelo nimero total de locos estudados.

b) Heterozigosidade esperada (He)

A guantidade de heterozigose é estimada de acordo com NEI (1978):
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He = 1—2Pi2

Sendo:
Pi - Frequéncia estimada do iésimo alelo.
A heterozigosidade média esperada € obtida pela média aritmética de todos 0s

locos estudados.

3.2.1.3. indice de Shanon-Wiever

O indice de Shanon-Wiever ou riqueza fenotipica/genotipica € um parametro
utilizado para mensurar a biodiversidade em dados categoricos. Leva-se em
consideracdo o nimero de espécies e as espécies dominantes. Portanto, a funcdo calcula
a diversidade ou a riqueza de espécies em estudos de ecologia e a diversidade fenotipica
ou genotipica dentro de uma populacéo.

A estatistica de Shannon-Wiever (1949) é definida como:

c
H=— Z Pi In(Pi)
I=1

Onde:

c- numero de classes genotipicas para um dado loco;

Pi- frequéncia do i-ésimo gendtipo.

Pode ser demonstrado que, para um dado nimero c de gendtipos, o valor de H’
podera atingir o maximo dado por In(c), que ocorre quando todos 0s gendtipos estdo

presentes e com a mesma frequéncia.

3.2.1.4. Estatisticas F de Wright (FIT,FIS, FST, Nm)
a) Reducdo da heterozigosidade de um individuo com relagcdo a

metapopulagéo (FIT)

FIT é o indice de fixacdo para a populacdo que representa a probabilidade total
de identidade num determinado individuo | (FURLAN et al., 2007).
E expresso pela medida de heterozigosidade de um individuo em relacéo ao total

da populacéo:



b)
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FIT = Het — Ho
N Het

Onde:

Ho = heterozigosidade observada (do individuo);

Het = heterozigosidade esperada da populacdo total.
Coeficiente de consanguinidade intrapopulacional (FIS)

FIS é o indice de fixacdo que ocorre dentro de populacdo. Representa a
probabilidade de que 2 genes sejam homologos no individuo | derivado do
mesmo gene de um ancestral comum dentro da populagdo (FURLAN et al.,
2007). Expressa o desvio da casualidade de acasalamentos atuais pela seguinte
férmula matematica:

He — Ho
He

FIS =

Onde:
H: é a heterozigosidade observada do individuo;
He: heterozigosidade esperada se a populacédo estiver em Equilibrio de Hardy-
Weinberg.

Caso o valor de FIS seja maior que zero, a endogamia real supera o nivel
esperado sob acasalamentos ao acaso, implicando que os acasalamentos estdo
acontecendo entre individuos mais aparentados que a média, consequentemente,

a populacdo estara dividida em subpopulagdes (CARNEIRO, 2009).

Coeficiente de consanguinidade entre subpopulagées (FST)

FST é o indice de fixacdo para alelos por locos que representa a
probabilidade de que dois genes sejam homdlogos, combinados ao acaso na
populacdo, ambos com origem de um gene na populacdo (FURLAN et al.,
2007).

Este indice é o coeficiente médio de endogamia esperado caso 0S
reprodutores de cada periodo fossem acasalados de forma aleatoria e foi
estimado em populacdes hipotéticas produzidas pelo acasalamento ao acaso dos
pais dentro de cada periodo (CARNEIRO, 2009). E obtido através da seguinte

férmula:



d)
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FST = Het — He
- Het

Onde:

He: é a heterozigosidade esperada se a populacdo estd em Equilibrio de
Hardy-Weinberg (da subpopulagéo);

Het: é a heterozigosidade esperada da populacéo total.

Valores de FST iguais a zero, sdo de populacdes que possuem frequéncia
de alelos idénticas, j& FST igual a 1, sdo populagbes que possuem alelos
diferentes (McMANUS et al., 2011).

Fluxo génico (Nm)

O fluxo génico se caracteriza por um processo migratorio que contribui
intensamente na ampliacdo da variabilidade genética (CANTELMO, 2016).
Ocorre a transferéncia de material genético de uma espécie para plantas de
espécies diferentes ou iguais que determinam novas expressoes fenotipicas.

Este escape génico esta associado também a poluicdo génica, onde ocorre
uma dispersdo descontrolada de genes. Portanto, a migracdo pode resultar em
grandes mudancas das frequéncias dos genes. Um fator significativo que afeta a
taxa de fluxo génico entre diferentes populacbes é a mobilidade, onde animais
tendem a ser mais moveis que vegetais, conferindo-lhes maior potencial
migratorio. Nos vegetais, o fluxo génico ocorre via pélen e depende de fatores
como sincronismo de florescimento, elevada compatibilidade, abundéncia de
vetores e métodos de difusdo de polen, distancia de movimentacdo do polen e
condi¢des ambientais apropriadas para polinizacdo cruzada (CRUZ, 2008).

Para estimar fluxo génico entre populages, se utiliza a seguinte equacéo
proposta por Crow e Aoki (1984):

- (1)
M= 4k \FST

Onde:
FST- coeficiente de consanguinidade entre subpopulagdes;

k=[p/(p-1)]2;
nm- 0 numero de migrantes;
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p- 0 numero de populagdes.

3.2.1.5. Anova Molecular (AMOVA)

A Anélise Multivariada estuda a variedade de técnicas e algoritmos por meio de
modelos multidimensionais. Tais técnicas conduzem a construgdo de modelos
matematicos que se ajustam aos dados obtidos experimentalmente e incluem os métodos
de classificacdo, de otimizacdo e de andlise quantitativa e qualitativa, a exemplo, da
Anadlise de Variancia Molecular (AMOVA), que possibilita a identificacdo e
classificacdo de materiais bioldgicos com estrutura hierarquica. Ao estimar variancia em
diferentes niveis hierarquicos, a AMOVA verifica a homogeneidade de um conjunto de
dados, analisando se esta variabilidade esta estruturada entre grupos, subgrupos ou esta
organizada dentro dos individuos (VASCONCELOS, 2006).

A Andlise de Variancia Molecular, € uma metodologia capaz de avaliar a
diversidade entre populacdes a partir de dados moleculares e também de testar hipoteses
a respeito de tal diferenciacdo. Uma variedade de dados moleculares, como informacdes
de marcadores dominantes ou codominantes e dados de sequéncia, pode ser analisada
usando este método (EXCOFFIER et al., 2001).

Tabela 1: Esquema de anélise de variancia génica

FV GL SQ QM E(QM)
Entre populacdes -1 SQP QMP o2 + 20/
+ 2ka}
Individuos/populacdes 2 SQl QMI o + 20}
sNi—g
i=1
Alelos/individuos TS SQG QMG o2
3
i=1
Total 2N-1

Fonte: Perez (2008)
Onde:

1 . XL N} .
k=—(2~."_ Nz—L‘_) N =Y9 Ni
g-1 i=1 2?:1 Ni i=1

As somas de quadrado sdo obtidas por meio das equagdes abaixo:
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52
SP:Z Lo
¢ 2Ni
0 N
51—1Zm 2 zx{‘f,
=52, 2.%i 2Ni
i=1j=1

Os estimadores dos componentes de variancia sao dados pelas equacgdes abaixo:

o; = QGM
OMI — QMG
0-12 =
2
) QMP — QMG
of=———
p 2k

3.2.1.6. Conteudo de populacéo polimérfica (PIC)

O Contetdo de Informagdo Polimérfica (PIC), é um pardmetro que indica
qualidade de marcadores em estudos genéticos como: segregacdo, identificacdo de
populacdes e controle de paternidade. Este indice quantifica o valor da informacédo do
polimorfismo de um locus marcador e apresenta dependéncia do numero de alelos e de
suas frequéncias. E possivel identificar qual homélogo de um pai foi transmitido a prole
e de que forma o outro progenitor é genotipado.

O célculo para obtenc¢édo do PIC de acordo com Bolstein (1980) é o seguinte:

k k-1 k
PIC=1-— <in2> —Z Z 2x} x}
i=1 i=1 j=i+1

Valores de PIC superiores a 0,5 sdo considerados muito informativos, valores
entre 0,25 e 0,5 sdo mediamente informativos e valores inferiores a 0,25 sdo pouco

informativos.

3.2.1.7. Equilibrio de Hardy-Weinberg (EWH)

O Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) foi determinado em 1908 pelos
pesquisadores Hardy e Weinberg. Os autores afirmaram que populagdes de tamanho
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grande, em condicGes de acasalamento aleatério, sem selecdo, mutacdo ou migracao,
permanecem com as frequéncias alélicas e genotipicas constantes de geragdo a geracgéo,
considerando-se uma populacdo em completo equilibrio (MENEZES, 2006).

E uma teoria importante, afinal, comprova o que ocorre com as frequéncias
génicas e genotipicas de populacBes. E possivel observar as frequéncias de qualquer
populagdo que atravessa uma geracdo de cruzamentos ao acaso. Neste caso, as
frequéncias genotipicas da prole sdo geradas exclusivamente pelas frequéncias génicas
dos progenitores, 0 que estabelece a relacdo de que frequéncia de homozigotos € igual
ao quadrado da frequéncia de gene relevante e a frequéncia de heterozigoto é igual ao
dobro do produto das frequéncias dos genes relevantes; e as frequéncias génicas e
genotipicas permanecem constantes de uma geracdo para outra (NICHOLAS, 2011).

McManus et al. (2011) esquematizam matematicamente o EHW, que pode ser
demonstrado a partir de uma binominal simples ou multinominal, para dois alelos e

alelos multiplos, respectivamente, como é descrito a seguir:
p*+2pq +q°
Em um ambiente natural é dificil encontrar condi¢Ges necessarias para alcancar
o EHW, por isso a frequéncia alélica pode modificar de uma geracdo para outra. A
partir do momento em uma populagéo se distancia dos parametros do EHW por fatores

externos, é possivel avaliar os efeitos observados e esperados pela formula estatistica
qui-quadrado:

k 2

22 :Z(O_E)
, E
=1

O: € 0 nimero observado de individuos com gendtipo especifico;

Onde:

E: € 0 nUimero esperado de individuos com base no equilibrio de Hardy-
Weinberg (ex., para AA, o numero esperado de individuos é: p2*N);

K: é 0 niumero de gendtipos.
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3.2.1.8. Coeficiente de divergéncia genética entre populacdes (GST)

A medida GST determina a divergéncia genética relativa entre grupos. O indice
varia entre 0 e 1 e expressa a proporc¢do da diversidade total explicada por diferencas
entre as varidveis. Matematicamente € equivalente a estatistica FST de Wright. A
magnitude relativa da diferenciacdo entre grupos é medida atraves da seguinte
expressao (PEREZ, 2008):

— 100DIT
~ HIT

Onde:
DIT: diversidade genética
HIT: heterozigosidade total

Segundo Hartl e Clark (1971) a equacdo de Nei pode ser aplicada a diferentes
niveis da classificacdo hierarquica, como populacfes dentro de uma regido geogréfica,
subpopulagdes dentre de populacbes, entre outros. Em cada caso se utiliza as
frequéncias alélicas correspondentes da categoria em questéo.

3.3. Simulacéo de dados genéticos

O uso da informatica é imprescindivel para o0 processamento e 0 gerenciamento
de dados. E, juntamente, com o impulso da utilizacdo desta ferramenta, a simulagéo tem
ganhado espaco na busca de metodologias para avaliagdo de situacOes a serem
estudadas no intuito de realizar predi¢fes futuras. Na area da genética de populacdes, a
simulacdo proporciona o desenvolvimento de novos métodos estatisticos para auxiliar
na andlise de diversidade, define processos da histéria e estrutura da populacéo, a fim
de, prever frequéncias alélicas e genotipicas (SANCHEZ, 2008).

A simulacdo de sistemas genéticos consiste em imitar funcionalidades de
modelos reais, de modo que avaliem o comportamento causado no sistema real, caso
ocorram mudancas (ASSIS, 2005). Por isso, Sanchez (2008) afirma que o0 uso dessa
ferramenta € uma alternativa para que geneticistas e melhoristas possam obter resolugéo
de problemas, aprimoramento de técnicas estatisticas e comparagdes entre

metodologias.
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Devido a dificuldade em realizar experimentos com nimero de observacdes e
repeticGes necessarias para obtengdo de estimativas precisas, a simulagdo de dados tem
sido uma ferramenta de destaque entre pesquisadores, ja que minimiza a utilizacdo de
recursos na instalacdo de experimentos em campo e permite estudos mais abrangentes
(OLIVEIRA, 2015).

Além de poupar recursos, Ferreira (2007) ressalta que ao utilizar ferramentas de
softwares de maneira inadequada, o geneticista ou melhorista pode escolher uma anélise
ndo condizente ao seu conjunto de dados. Portanto, a necessidade de informacdes e
novos referenciais tedricos e praticos que orientem a utilizacdo de aplicativos e recursos
biométricos é de fundamental importancia para o melhor aproveitamento dos dados e

interpretagéo correta dos resultados.



4. MATERIAL E METODOS

O programa GENES vs 2015.5.0 (CRUZ, 2013) foi utilizado para simular o
conjunto de dados sobre efeito de deriva genética e gerar arquivos de saida compativeis

com o programa POPGENE vs 1.3.2, com a finalidade de estimar parametros

biométricos descritivos das populac¢fes simuladas.

4.1. Simulacéo do conjunto de dados (Deriva genética)

Inicialmente foi realizada a simulacdo genotipica de populacGes multialélicas
para marcadores codominantes do tipo microssatélites (SSR). Nesta simulagdo de
populacbes e marcadores, foi determinada uma populacdo contendo mil individuos,

vinte alelos e dois alelos por locos, ndo havendo variagdo nos mesmos (Tabela 2).

Tabela 2: Simulagdo de populagbes e marcadores no programa GENES. Cruz das

Almas, BA.

NUmero de populacdes 1
Numero de individuos/populacédo 1000
Variagdo individuo 0
NUmero de locos 20
Alelos/locos 2
Variagdo loco 0

A partir do processamento destes dados, um arquivo (dat) foi gerado contendo
cédigos informativos dos alelos, onde genétipos homozigotos sdo descritos pelos
caracteres 11 e 22 e heterozigotos sdo descritos pelo caractere 12. A Tabela 3

demonstra 0 modelo de arquivo gerado pelo programa GENES.

Tabela 3: Amostra de arquivos gerados pelo programa GENES Cruz das Almas, BA.

. Loco
Populacéo Individuos
1 2

1 1 11 12
1 2 12 11
1

1 999 11 12
1 1000 12 11

19
22
12

12
12

20
11
11

11
12

Obs.: 11 e 22 (individuos homozigotos)/12 (individuos heterozigotos).
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A populacdo gerada atraves de simulacdo genotipica multialélica serviu de
modelo para a populacéo ideal na simulacdo de geracGes sob deriva genética. Portanto,
leva-se em consideragdo que o tamanho da populacéo ideal foi de 1000 individuos e que
0 marcador genético possui numero de locos igual a 20. Na amostragem determinou-se
0 numero de amostras igual a 200, ou seja, a populacdo inicial foi subdividida em 5
subpopulacdes de forma igualitaria. Além disso, foi determinado o tamanho de cada
amostra igual a 20, o nimero de geracOes igual a 10 e a quantidade de progenitores
masculinos e femininos na mesma proporcédo, totalizando 100 individuos para cada,
compondo assim, o numero efetivo populacional (Ne) que considera os individuos aptos
sexualmente (Figura 1). Deste modo é possivel avaliar a distribuicdo da frequéncia

génica e os efeitos causados pela deriva genética.

Progenitores masculinos= 100 Popula(;éo ideal
Progenitores femininos=100 n=1000
I 1 1 1 1
Sub 1 Sub 2 Sub 3 Sub 4 Sub 5
n=200 n=200 n=200 n=200 n=200
| | | | |
Geracéo 1 Gl Gl Gl Gl Gl
i i i i i
Gn Gn Gn Gn Gn
| | | | |
Geragéo 10 G10 G10 G10 G10 G10

Figura 1. Populacéo ideal e geracdes de subpopulagdes.

4.2. Avaliacao de diversidade genética

O célculo da estrutura e da diversidade genética em niveis intra e
interpopulacionais foi avaliado com o auxilio dos programas computacionais GENES e
POPGENE, onde foram testadas as seguintes técnicas biométricas descritivas:

I. Endogamia e heterozigose

1. Indice de Shanon-Wiever

I11. Estatistica F de Wright (1951)

IV. Anélise de variancia molecular (AMOVA)

V. Estatistica de Nei e Conteudo de populacgéo polimérfica (PIC)
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Deriva genética

As amostras seguem o Equilibrio de Hardy-Weinberg, ou seja, as populacbes
estdo sob condi¢cbes de acasalamento aleatdrio, sem sele¢do, mutacdo ou migragdo e
tendem a permanecer com as frequéncias alélicas e genotipicas constantes de geracao a
geracdo, considerando-se uma populacdo em completo equilibrio. Porém, na anéalise do
gréfico de oscilacbes das frequéncias alélicas observa-se que sob deriva genética, as
frequéncias se comportam de maneira irregular com flutuacdes em todas as direcoes,
comprovando que o indice é instvel sob deriva e impossibilita a realizagdo de futuras
predicdes (Figura 2).

Observa-se no pico a primeira geracdo de acasalamento ao acaso com uma
amostra no indice 0, nenhuma no indice 1 e as demais variando entre 0,23 e 0,52. J& na
ultima geracao de acasalamento ao acaso existem seis amostras no indice 0, nenhuma no
indice 1 e as demais variando entre 0,05 e 0,73 (Figura 3). Quando um alelo atinge a
frequéncia 1, diz-se que este fica fixado naquela linha e todos os individuos da linha
sdo geneticamente idénticos, quando chega até a frequéncia 0 havera perda de alelos.
Portanto, pode-se inferir que na geracdo 10, houve maiores perdas alélicas em relacéo a
geracdo 1 e em ambas houve baixa probabilidade das frequéncias representarem

individuos geneticamente iguais.

m Fregiéncia  m Média

)

o

in

Geracdo - Loco 20
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Figura 2. Oscilacdo das frequéncias alélicas em 5 subpopulacGes, contendo 200
individuos simulados cada uma, 10 geracGes de acasalamento ao acaso.

m Geracio 1 - m Geracdo 10 Cutras geragies

Mimero de cheervacies

-~

&9
g2.0889
551989
452989
413988
345 |
275989
20,6989
13.7989

eag98 |

Distribuicdo - Loco 20

Figura 3. Frequéncia alélica ao longo de 10 geracGes de acasalamento ao acaso.
5.2. Avaliagdo de diversidade genética

5.2.1. Intrapopulacional

I. Endogamia e heterozigose

A deriva genética causa perda de diversidade, o que significa ter as frequéncias
dos genes afastadas daquelas que eram da populacdo original (ZANELLA, 2011).
Portanto, como esperado, as subpopulacdes simuladas sofreram perda significativa da
variabilidade genética. Observa-se que nas subpopulacdes 1, 3, 4 e 5 (Tabela 4), as
estimativas de heterozigosidade observada (Ho) sdo maiores do que as estimativas de
heterozigosidade esperada (He), o que sugere um excesso de gendtipos homozigotos.

Logo, com o aumento da homozigose verifica-se uma tendéncia crescente do
coeficiente de endogamia, assim como observado por Sanchéz (2008) e Perez (2008). Os
autores atribuem a oscilacdo da frequéncia dos genes ao aumento da taxa de
autofecundacdo e cruzamento entre individuos aparentados, que os tornam endogamicos

e susceptiveis a erosdo genética.
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Tabela 4. Médias de heterozigosidade observada (Ho) e heterozigosidade esperada (He),
de 5 subpopulagdes com 10 geracdes de acasalamento ao acaso. Cruz das Almas, BA.

Subpopulacgdo Ho He
1 0,641 0,354
2 0,332 0,355
3 0,281 0,280
4 0,344 0,329
5 0,347 0,339

I1. indice de Shanon-Wiever

A equacdo do indice de Shannon-Wiever calcula a diversidade ou a riqueza de
espécies em estudos de ecologia e a diversidade fenotipica ou genotipica dentro de uma
populacdo. E possivel, através deste parametro, verificar a proporcdo da diversidade
total que se concentra dentro de grupos e entre grupos (BERGOCH, 2000). Assim,
quanto maior o valor do indice, maior € o nimero de espécies e menor € o dominio da
comunidade por uma ou algumas espécies (ODUM, 1975).

Observa-se que as estimativas do indice de Diversidade de Shannon-Weaver
entre as 5 subpopulagdes simuladas de acasalamento ao acaso variaram no valor minimo
de 0,430 na subpopulacéo 3 e no valor maximo de 0,525 na subpopulacdo 1 (Tabela 5).
Ambas as variaveis apresentaram baixos resultados de acordo com a classificacdo de
Amaral (2010). Sugere-se que hd um maior dominio por parte de determinadas espécies
dentro das subpopulacéo simuladas, o0 que ocasiona perda da biodiversidade de espécies
e 0 estabelecimento e dominio por parte de uma ou poucas espécies na comunidade.

Apesar das médias do parametro em questdo apresentarem baixos resultados do
ponto de vista de variedade de espécies, as subpopulacbes 1 e 2 apresentaram 0s
maiores indices, 0,525 e 0,523, respectivamente. Implica em associar que estas
subpopulacBes possuem um elevado numero de espécies maduras e menor numero de
especies em processo de regeneracdo natural. Higuchi (2006), constata que este
processo ocorre devido a predomindncia de arvores de vegetacdo adulta que
possibilitam o desenvolvimento de novas espécies em estadios iniciais de sucessao

devido as condi¢des microclimaticas propiciadas pela formacao de dossel.
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Tabela 5. Médias de indice de diversidade de Shannon-Wiever, de 5 subpopula¢Ges com
10 geracdes de acasalamento ao acaso. Cruz das Almas, BA.

Subpopulacgdo I

1 0,525
2 0,523
3 0,430
4 0,495
S) 0,502

5.2.2. Interpopulacional

I. Estatistica F de Wright (1951)

A estatistica de Wright (1965) é comumente utilizada para avaliar a estrutura
genética de populacGes. Na Tabela 6 € possivel observar parametros minimo, médio e
maximo de indices de fixacdo dentro de subpopula¢des (FIS) que varia de 0 a 1 na
avaliacdo do grau de endogamia, diversidade genética entre subpopulacbes (FIT) que
varia de 0 a 1 na avaliacdo de heterozigose e de fixacdo para o conjunto de populagdes
(FST) que varia de 0 a 1 na avaliacdo do maior de grau de diferenciacdo entre

populagdes.

Tabela 6: Valores minimo, médio e méaximo de indices de fixacdo dentro de
subpopulacdes (FIS), diversidade genética entre subpopulacGes (FIT) e de fixacdo para
o0 conjunto de populacdes (FST) de acordo com Wright (1965), das subpopulacdes com

tamanho de amostra igual a 200. Cruz das Almas, BA.

FIS FIT FST
Minimo -0,1328 -0,0484 0,0562
Média -0,0059 0,2915 0,2956
Méaximo 0,1247 0,6060 0,6178

O indice de fixacdo entre subpopulacdes (FIS) considera valores proximos a 1
com maior grau de endogamia entre subpopulacdes. A média deste pardmetro apresenta
o valor de -0,0059 o que significa que ha menor grau de endogamia entre subpopulagdes
e maior grau de endogamia dentro de subpopulacdes. E possivel justificar o evento pelo
aumento da taxa de autofecundacgdo e cruzamento entre individuos aparentados dentro
de subpopulagcbes, e maiores trocas de frequéncias alélicas entre os individuos de

diferentes populagdes, que possibilita uma maior variabilidade genética.
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O indice de diversidade genética entre subpopulagdes (FIT), apresenta valores
proximos a 1 com maior quantidade de individuos homozigotos. A média deste
parametro apresenta o valor de 0,2915, o que significa que h& maior quantidade de
individuos com genotipo heterozigotos entre subpopulacdes e maior quantidade de
individuos homozigotos dentro de subpopulacdes. Portanto, corrobora com o resultado e
avaliacdo do indice de fixacdo entre populacdes (FIS) descritas anteriormente.

O indice de fixacdo para o conjunto de populagdes (FST), conceitua valores
préximos a 1 com maior grau de diferenca entre populacGes. A média deste parametro
apresenta o valor de 0,5956, o que significa que a populacédo ideal simulada apresenta

frequéncias alélicas semelhantes, provavelmente, ocasionados pela deriva genética.

Il. Andlise de variancia molecular (AMOVA)

As estimativas geradas pelos marcadores microssatélites (SSR) demonstram que
had maior proporcdo da variabilidade genética entre populagdes do que dentro de
populagdes, com estimativa de 51,1% (Tabela 7).

A taxa de diferenciacdo genética entre populacdes pode ser explicada pela
ocorréncia de acasalamento ao acaso entre as subpopulac6es corroborando com o estudo
de Oliveira (2015) que ao realizar distribuicdo da variabilidade entre e dentro de
populacbes de acaizeiro concluiu que devido a influéncia do fluxo génico via pélen, ha

uma maior distribuicdo das frequéncias alélicas entre populacées.

Tabela 7: Anélise de variancia molecular (AMOVA), com referéncia a 10* geracdo ao
acaso, das subpopulac@es de 200 individuos.

FV GL SQ QM
Entre 4 277,656 69,414
Dentro 995 328,789 0,330
Total 999 606,445 0,607
Componente da variancia Estimativa Percentagem
Entre 0,345 51,1
Dentro 0,330 48,9
Total 0,675 100

Estatistica @ST 0,511 -
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I11. Estatistica de Nei

A Estatistica de Nei calcula a diferenciacdo genética entre as populacdes. Para
isso, utiliza-se de pardmetros como diversidade génica total (HIT), diversidade génica
média dentro de populacbes (HIS) e diversidade génica média entre as populagdes
(DST). Ressalta-se que para o célculo do coeficiente de divergéncia genética entre
populagdes (GST) se utiliza todas as médias de HIT e HIS dos locus (Tabela 8).

Tabela 8: Estimativas de diversidade génica total (HIT), diversidade génica dentro das
amostras (HIS), diversidade génica entre as amostras (DST) e divergéncia genética entre
populagdes (GST). Cruz das Almas, BA.

Descricdo Total Meédia
HIT 234,786 9,391
HIS 33,074 6,614
DST 34,707 3,470
GST 2,070 0,207

Nei (1978) cita que o coeficiente de divergéncia genética entre populagdes
(GST) varia entre 0 e 1 e expressa a proporcdo da diversidade total explicada por
diferencas entre os grupos. Observa-se que a média do GST entre as geracdes das 5
subpopulacdes simuladas é bem baixo, com o valor de 0,207. Portanto, confirma como
o resultado da estatistica de Wright, o FST, o qual é um parametro equivalente e

evidencia que ha menor diversidade genética dentro de subpopulacdes.

IVV. Conteudo de populagéo polimérfica (PIC)

O conteudo de informacédo polimorfica (PIC) quantifica o valor da informacéo
do polimorfismo de um locus marcador, portanto, possui dependéncia do numero de
alelos e de suas frequéncias. A classificacdo de PIC é determinada como muito
informativo, mediamente informativo e pouco informativo. Com valores superiores a
0,5, entre 0,25 e 0,50 e, inferiores a 0,25, respectivamente (BOLSTEIN et al., 1980).

Observa-se na Tabela 9 que os valores médios de PIC nas 5 subpopulacGes
encontram-se entre 0,25 e 0,5, exceto a subpopulacdo 3 que possui 0 parametro no valor
de 0,225. Portanto, o polimorfismo do locus marcador codominante da populagédo

simulada é medianamente informativo.
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Tabela 9: Estimativas de contetido de populacdo polimorfica (PIC), de 5 subpopulacdes
de acasalamento ao acaso. Cruz das Almas, BA.

Subpopulacgdo H médio PIC médio
Sub 1 0,3534 0,282
Sub 2 0,3542 0,281
Sub 3 0,2794 0,225
Sub 4 0,3282 0,263

Sub 5 0,3385 0,268
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5. CONCLUSAO

As metodologias testadas no estudo foram eficientes em detectar diferenciagao
entre populagdes simuladas ao passar por processos que afetam as frequéncias génicas,
como foi o0 caso da deriva genética.

A comparacdo entre a heterozigosidade observada (Ho) e heterozigosidade
esperada (He) sdo parametros eficientes para diferenciar aumento de heterozigotos em
populacdes sob efeito de deriva genética.

Os indices de fixacdo de Wright sdo bons indicadores de diferenciacao genética,
principalmente, nas inferéncias sobre o efeito de populacdes fragmentadas em

subpopulagdes.
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